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در گاوهاي نر هلشتاین ایرانUTMPو OPNهاي شکلی ژنچند

4افشارو مهدي امین3، احد یوسفی2عبدالرضا صالحی،1خدیجه نصیري

چکیده
که این ژن براي رشد غدد مطالعات گزارش کردندگاو قرار دارد و 6شماره در میانه کروموزوم OPNژن 

و نقش در نرخ قرار دارد21روي کروموزم شماره UTMPژن . پستانی و نیز شیردهی ضروري است
داري اند که این دو ژن داراي ارتباط معنیهمچنین مطالعات نشان داده.و نرخ باروري داردمانی جنینزنده

در UTMPو OPNهاي شکلی ژنهدف از این تحقیق بررسی چند. با صفات تولید شیر و سلامت دارند
. هلشتاین استخراج شدنمونه اسپرم گاوهاي نر 100ژنومی از DNA.گاوهاي نر نژاد هلشتاین ایرانی بود

568و قطعه OPNجفت بازي از ژن 826طراحی و براي تکثیر قطعات Oligoافزار آغازگرها توسط نرم
با استفاده از آنزیم برشیاي پلیمراز محصولات واکنش زنجیره. استفاده گردیدندUTMPاز ژنجفت بازي 

BsrIهاي نتایج نشان دادند که فراوانی ژنوتیپ. هضم گردیدندCCCT,وTT ژنOPN 69/16به ترتیب ،
هاي ژنوتیپی فراوانی. بوده است59/0و 41/0به ترتیب برابر باآنTوCهاي و فراوانی آلل69/34و 62/48

بوده 11/0و 13/0، 49/0، 27/0به ترتیب برابر باUTMPژن CCو AB ،BB ،BCهاي ژنوتیپمشاهده براي 
به Cو A ،Bبیانگر سه آلل در جمعیت مورد مطالعه مشاهده نشد و نتایج ACو AAاست و دو ژنوتیپ 

با استفاده از آزمون کاي مربع، حالت تعادل براي جمعیت . بودند175/0و 69/0، 135/0هاي با فراوانیترتیب 
مطلوب با توجه به اثر . ها از تعادل هاردي واینبرگ انحراف نشان دادندهاي این جایگاهررسی شد و ژنوتیپب

.تغییر دادنژادژن را در جهت اهداف اصلاحتوان فراوانی آللی این دواین دو ژن بر صفات تولید شیر می

، گاوهاي نر هلشتاین ایرانUTMP، ژن OPNچند شکلی، ژن : هاي کلیديواژه

مقدمه
يرومطالعاتیهاي پیشین، در پژوهش

یسانت4به فاصله QTLیمکان صفت کم
انجام یريگاو ش6کروموزوم يمورگان رو

بودهاییژنییآن شناسایجهشده است که نت

). 4،9،13(استمؤثر یرشیدکه بر  صفات تول
کهباشدمیOPNها، ژناینترینیکی از مهم
ژن طول این. کندرا کد می1استئوپنتین

6و اگزون7جفت باز و داراي 12000
278ژن ینائینطول پروت.باشداینترون می

)khadijeh_nasiri@yahoo.com:نویسنده مسوول(دانشگاه تهران، ه کارشناسی ارشد، پردیس ابوریحاندانش آموخت-1
دانشگاه تهران، پردیس ابوریحانه کارشناسی ارشددانش آموختودانشیار-3و 2

دانشگاه تهراناستادیار،-4
28/2/92: تاریخ پذیرش9/8/91: تاریخ دریافت

1- Osteopontin

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشهاي تولیدات دامی
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در این نه جهشتاکنون. باشدیمآمینهیداس
هاجهشاینازیکی. ژن شناسایی شده است

کهافتدمیاتفاقژناین10043شمارهبازدر
نقش ). 6(شودمیتبدیلسیتوزینبهتیمین

به نوع سلولی که در آن بیان OPNپروتئین 
OPNهاي ژن نقشاز جمله. داردبستگیشده

، تکثیر و تولید Tهايسلولسازيفعال
هاي داخل سلولی، تنظیم تشکیل و سیگنال

هاي غنی از مواد معدنی، یابی مجدد بافتشکل
محرك ماکروفاژها در پاسخ به عفونت و اثرات 

منبع  ). 5(باشدمیCaهاي متقابل با یون
غده یتلیالاپهايسلولOPNینپروتئیدتول

یرشيو ماکروفاژهاهامونوسایتپستانی،
در شیر OPNپروتئینغلظت). 2(باشندمی
یک ژن OPN).1(باشدمیmg/L8گاو

است BTA6ازQTLکاندیداي موثر منطقه 
QTLsکه این منطقه جایگاه تعداد زیادي از 

داري ارتباط معنی.)12(مرتبط با شیر است 
درمنطقه ژن 1ریزماهوارهبین نشانگرهاي 

OPN،درصد چربی، با درصد پروتین شیر
). 6(و چربی وجود داردپروتئینمقدار شیر،

يگاوهایتدر دو جمعOPNژن یشکلچند
قرار گرفت و یمورد بررسامریکاینهلشتا

درصد یشبا افزاOPNژن Cلمشاهده شد آل
ارتباط دارد یرشیچربدرصد و یرشینپروتئ

)10.(
4جفت باز داراي 8639با UTMP2ژن 
کننده در غیرناحیهو دو اینترون3اگزون، 
ژن این. باشدمیژن انتهاییو ابتداییقسمت 

هايژنو بین21کروموزم شماره روي
SERPINA12 وSERPINA11 واقع شده

ارتباط بین ) 7(خطیب و همکاران). 7(است 
ژن mRNAاز 1296در جایگاه )A/G(جهش

UTMPمثلی در را با صفات تولید شیر و تولید
هاي دانشگاه ویسکانسین و گلهدو جمعیت گله

تعاونی آمریکا مورد بررسی قرار دادند و گزارش 
ژن با یناmRNAاز 1296باز Gکردند آلل 

يداریارتباط معنیرشیصفت درصد چرب
از یهاي مختلفدر بافتUTMPپروتئین .دارد

ها و جمله اندومتریوم، تخمدان و کارانکول
، کبد و طحال هاهمچنین در اووسیت، شش

ینایتوجود دارد و نشانگر اهمگاوهاي آبستن 
باشدمینیزمثلیتولیدهايیتدر فعالینپروتئ

در گاوهاي آبستن )IFNT(τ-اینترفرون).7(
از اوایل روز نه آبستنی توسط رویان ترشح 

شود، که به عنوان یک نشانگر مناسب براي می
τ-اینترفرون. رودتشخیص آبستنی به کار می

هاي در سلول)IFNTR(هایش با گیرنده
این امر باعث .شودباند میاندومتریوم،

ها و یند فسفریلاسیون پروتئینآازي فرسفعال
در ادامه فعال کردن مبدل سیگنال و 

STAT2وSTAT1برداري کننده نسخهفعال

سازي شود و در نهایت باعث ترشح و فعالمی
نشان . شودمیOPNو UTMPهاي پروتئین

و OPN ،UTMPهاي داده شد که ژن
STAT1داري با صفات داراي ارتباط معنی

ژن).3،6،10(باشند تولید شیر و سلامت می
UTMPهاي کاندید مسیرجزء ژنPOU1F1

هاي این مسیر روي صفات که ژنباشد،می
ها این ژن. باشندمیثیرأتولید شیر داراي ت

OPNو POU1F1،STAT5A،UTMPشامل 

).8(باشند می
1- Microsatellite 2- Uterine Milk Protein
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هاروشومواد
و طراحی پرایمرهاDNAاستخراج 
نمونه اسپرم منجمد مربوط به 100تعداد 

گاوهاي نر هلشتاین تأیید شده مرکز اصلاح 
با کیت DNAنژاد دام کشور براي استخراج 

High Pure PCR Template شرکت
ROCHE همراه با بافر لیزکنندهDTT و

یافته تعمیم نمکیاستخراج چنین از روشهم
با استفاده از DNAارزیابی کمیت . استفاده شد

میانگین . شداسپکتوفتومتر انجامدستگاه 
ها  استخراج شده در کل نمونهDNAغلظت 

ng/μl110کیفیت ارزیابی براي. بودDNA ،
استخراج شده روي ژل DNAماکرولیتر 5

آغازگرها . الکتروفورز شدآگارز یک درصد
افزار و نرم5نسخه Oligoافزار توسط نرم

در بانک جهانی ژن ها آنطراحی و صحت
)NCBI (تکثیر شده قطعه طول. بررسی شد

شاملبود که بازجفتOPN ،826براي ژن 
ژن 6و بخشی از اگزون 5اینترون ، 5اگزون 
OPNتوالی آغازگرهاي طراحی شده ژن . بود
OPNدر ذیل آمده است.

Forward: 5'-CTGAGGAAACTGATGACAAC-3'
Reverse: 5'- GCTTTCATTGGACTTACTTGG-3'

، UTMPتکثیر شده براي ژن قطعه طول
هاي تکثیر قسمتشاملبود که بازجفت568

هاي و قسمت4، اگزون 3انتهایی اینترون 

توالی توالی بوده است که دستی ژنپایین
.آمده استذیلدر آغازگرهاي طراحی شده

Forward: 5'- TTGGTCTGGGGCTAACTC-3'
Reverse: 5'- TTGCTTCTCTGCCTATGTCA-3'

اي پلیمراز واکنش زنجیره
Hot Startاز کیتPCRمنظور انجام به

Taq Plus PCR Master Mix شرکت کیاژن
Coral loadاین کیت شامل. استفاده شد PCR

Buffer 10x که اجزاي آنTris.Cl ،KCl،
2SO4)NH4( ،MgCl2mM15،gel Loading

reagent وOrange dye ،red dyeو بافر
x10که اجزاي آنmM Tris-Hcl20،

mM15MgCl2 2وSO4)NH4 (حجم .بود
تکثیر قطعه میکرولیتر براي20نهایی مواد در 

568تکثیر قطعه وOPNجفت بازي ژن 826
10:بودند ازعبارتUTMPجفت بازي ژن

میکرولیترX10،2با غلظت بافرمیکرولیتر

Cora Load با غلظتX10،1میکرولیتر از هر
5پیکومول و10با غلظتاز آغازگرهایک

به . نانوگرم بود50با غلظتDNAمیکرولیتر
ترین و تعیین مناسبPCRسازي منظور بهینه

دماي اتصال آغازگرها از شیب حرارتی استفاده 
ترین دماي اتصال براي آغازگرها و مناسب

ترین زمان لازم مشخص شد و در پایان مناسب
سازي، اتصال و گسترش تعیین براي واسرشت

نظر  برنامه حرارتی براي تکثیر قطعه مورد. شد
شامل یک سیکل مرحله OPNژن 

95دقیقه در 5اولیه به مدت سازيواسرشته
سیکل مرحله 35درجه سیلسیوس، 

95ثانیه در دماي 60سازي به مدت واسرشته
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ل سیکل مرحله اتصا35درجه سیلیسوس، 
3/51ثانیه در دماي 60آغازگرها به مدت
سیکل مرحله گسترش 35درجه سیلیسوس، 

درجه 72ثانیه در دماي 60به مدت 
سیلسیوس و یک سیکل مرحله گسترش نهایی 

درجه 72ثانیه در دماي 60به مدت 
برنامه حرارتی براي تکثیر . سیلسیوس بود

شامل یک سیکل UTMPنظر ژن  قطعه مورد
دقیقه 5اولیه به مدت سازيواسرشتهمرحله 

سیکل مرحله 35درجه سیلسیوس،95در 
95ثانیه در دماي 60سازي به مدتواسرشته

سیکل مرحله اتصال 35درجه سیلیسوس، 
درجه 51ثانیه در دماي 60آغازگرها به مدت 

سیکل مرحله گسترش به 35سیلیسوس،  
درجه سیلسیوس 72ثانیه در دماي 60مدت 

یک سیکل مرحله گسترش نهایی به مدت و 
. درجه سیلسیوس بود72ثانیه در دماي 60

درصد 2روي ژل آگارز PCRمحصول 
اه ـه در دستگـد و نتیجـورز شدنـروفـکتـال

.قرارگرفتمورد بررسیژلمستند ساز 
هضم آنزیمی 
826، براي هضم قطعه تحقیقدر این 

جفت بازي ژن568و OPNبازي جفت
UTMP برشیاز آنزیمBsrIکه از شرکت

Fermentasشد، استفاده شدتهیه.
هاي مختلف از ژل براي مشاهده ژنوتیپ

ها توسط فراوانی آلل. درصد استفاه شد2آگارز 
نسخه ) Pop Gene(افزار ژنتیک جمعیت نرم
.محاسبه شد32

نتایج و بحث
جفت 826تکثیر قطعه 2و1شکلدر 

UTMPجفت بازي ژن 568و OPNبازي ژن 

نشانگر اندازه استفاده شده . شوندمیمشاهده
صحت ) PCR)bp100در کنار محصولات 

. را تأیید کردنظرقطعات موردتکثیر 

)OPNژن (PCRالکتروفورز محصولات - 1شکل 
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هاي مختلف از ژل براي مشاهده ژنوتیپ

ها توسط فراوانی آلل. درصد استفاه شد2آگارز 
نسخه ) Pop Gene(افزار ژنتیک جمعیت نرم
.محاسبه شد32

نتایج و بحث
جفت 826تکثیر قطعه 2و1شکلدر 

UTMPجفت بازي ژن 568و OPNبازي ژن 

نشانگر اندازه استفاده شده . شوندمیمشاهده
صحت ) PCR)bp100در کنار محصولات 

. را تأیید کردنظرقطعات موردتکثیر 

)OPNژن (PCRالکتروفورز محصولات - 1شکل 
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)UTMPژن(PCRالکتروفورز محصولات -2شکل 

حاصل OPNژن هاينتایج تعیین ژنوتیپ
سه نوع BsrIاز برش آنزیمی تسط آنزیم 

آنزیم .مشخص شدTTو CC ،CTژنوتیپ 
در توالی که جهش اتفاق BsrIدهندهبرش

افتاده باشد سایت برشی را شناسایی و سبب 

شد و جفت بازي 458و 368ایجاد دو قطعه  
قطعه برش نخورده .شدCCمسبب ژنوتیپ 

قطعهو سه TTجفت بازي بیانگر ژنوتیپ 826
دهنده جفت بازي، نشان458و 826،368

). 3شکل (باشدمیCTژنوتیپ 

BsrIتوسط آنزیم OPNالکتروفورز محصولات حاصل از هضم براي ژن - 3شکل

مشاهده شده حاصل از ژنوتیپیالگوهاي 
، Aسه نوع آلل UTMPهضم آنزیمی در ژن  

B وCها در این آلل). 4شکل (نشان دادند را
بندي شدند که تنها شش کلاس ژنوتیپی دسته

مورد مطالعه آن در جمعیت ژنوتیپچهار 
فراوانی آللی و فراوانی ژنوتیپی .مشاهده شد

نشان 1در جدول UTMPو OPNهاي  ژن
. داده شد
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آنزیم .مشخص شدTTو CC ،CTژنوتیپ 
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افتاده باشد سایت برشی را شناسایی و سبب 

شد و جفت بازي 458و 368ایجاد دو قطعه  
قطعه برش نخورده .شدCCمسبب ژنوتیپ 

قطعهو سه TTجفت بازي بیانگر ژنوتیپ 826
دهنده جفت بازي، نشان458و 826،368

). 3شکل (باشدمیCTژنوتیپ 

BsrIتوسط آنزیم OPNالکتروفورز محصولات حاصل از هضم براي ژن - 3شکل

مشاهده شده حاصل از ژنوتیپیالگوهاي 
، Aسه نوع آلل UTMPهضم آنزیمی در ژن  

B وCها در این آلل). 4شکل (نشان دادند را
بندي شدند که تنها شش کلاس ژنوتیپی دسته

مورد مطالعه آن در جمعیت ژنوتیپچهار 
فراوانی آللی و فراوانی ژنوتیپی .مشاهده شد

نشان 1در جدول UTMPو OPNهاي  ژن
. داده شد
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)UTMPژن(PCRالکتروفورز محصولات -2شکل 

حاصل OPNژن هاينتایج تعیین ژنوتیپ
سه نوع BsrIاز برش آنزیمی تسط آنزیم 

آنزیم .مشخص شدTTو CC ،CTژنوتیپ 
در توالی که جهش اتفاق BsrIدهندهبرش

افتاده باشد سایت برشی را شناسایی و سبب 

شد و جفت بازي 458و 368ایجاد دو قطعه  
قطعه برش نخورده .شدCCمسبب ژنوتیپ 

قطعهو سه TTجفت بازي بیانگر ژنوتیپ 826
دهنده جفت بازي، نشان458و 826،368

). 3شکل (باشدمیCTژنوتیپ 

BsrIتوسط آنزیم OPNالکتروفورز محصولات حاصل از هضم براي ژن - 3شکل

مشاهده شده حاصل از ژنوتیپیالگوهاي 
، Aسه نوع آلل UTMPهضم آنزیمی در ژن  

B وCها در این آلل). 4شکل (نشان دادند را
بندي شدند که تنها شش کلاس ژنوتیپی دسته

مورد مطالعه آن در جمعیت ژنوتیپچهار 
فراوانی آللی و فراوانی ژنوتیپی .مشاهده شد

نشان 1در جدول UTMPو OPNهاي  ژن
. داده شد
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BsrIتوسط آنزیم UTMPالکتروفورز محصولات حاصل از هضم براي ژن -4شکل

ابه همراه خطاي معیار آنهUTMPو OPNهاي هاي آللی و ژنوتیپی ژنفراوانی- 1جدول 
OPNژن 

فراوانی ژنوتیپیفراوانی آللی
CTCCCTTT

027/0±41/0027/0±59/069/1662/4869/34
UTMPژن 

فراوانی ژنوتیپیفراوانی آللی
CBAABBBBCCC

034/0±175/0034/0±69/0034/0±135/027/049/013/011/0

کاي مربع و فراوانی ژنوتیپی آزموننتایج 
2در جدول UTMPو OPNهايژنبراي 

نتایج نشان دادند جمعیت مورد . نشان داده شد

در UTMPو OPNهاي مطالعه براي ژن
).>05/0p(باشد وینبرگ نمیهارديتعادل

UTMPو OPNهاي نتایج فراوانی ژنوتیپی مشاهده شده، مورد انتظار و آزمون کاي مربع براي ژن- 2جدول

OPN

pارزش کاي مربعTTCTCCژنوتیپ

40382282/4028/0مشاهده شدهتعداد
69/3462/4869/16مورد انتظارتعداد

UTMP

pارزش کاي مربعAAABBBACBCCCژنوتیپ

>027490131191/36001/0مشاهده شدهتعداد

764/1723/18502/47750/4271/2499/2مورد انتظارتعداد
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عدم تعادل در جمعیت مورد مطالعه 
از انتخاب و همچنین تعداد کم ناشیتواند می

. گاوهاي نر هلشتاین تحت آزمون نتاج باشد
منظور بررسی تأثیرکه بهايمطالعهدر 

برصفات تولید شیر در جمعیت OPNهاي آلل
گله گاوهاي هلشتاین تعاونی امریکا و جمعیت 
گاوهاي هلشتاین دانشگاه ویسکانسین انجام

و 52/0ببه ترتیTوCشد، فراوانی آلل
به 51/0و 49/0هاي تعاونی و در گله48/0

گله دانشگاه ویسکانسین گزارش درترتیب 
ژن Cاین محققین گزارش کردند آلل . شدند
OPN با افزایش درصد پروتئین و درصد چربی

).10(داري داردشیر ارتباط معنی
تحقیق که هدف تعیین ژنوتیپ و یکدر 

در PIT-1وOPN ،PRLهاي فراوانی آللی ژن
گاوهاي قرمز جنوب و شرق ترکیه بود، از 

گاو 22،ترکیهگاو منطقه جنوب 40مجموع 
گاو 3وCTگاو ژنوتیپ TT ،15ژنوتیپ

هايرا نشان دادند و فراوانی آللCCژنوتیپ 
CوT برآورد شدند0/ 74و 26/0به ترتیب .

گاو منطقه شرق 40همچنین از مجموع 
CTگاو ژنوتیپTT ،13ژنوتیپ گاو 27ترکیه، 

در جمعیت مورد CCرا نشان دادند و ژنوتیپ 
TوCهاي و فراوانی آللمطالعه گزارش نشد 

گزارش شد و دو به ترتیب 84/0و 16/0
جمعیت براي این جایگاه ژنی در تعادل بودند 

در نژادهاي کردنداین محققین گزارش ). 11(
OPNژن Cفراوانی آلل ترکیهجنوب و شرق 

باشد کمتر از که مرتبط با صفات تولید شیر می
باشد مینژاد گاوهاي اروپایی با تولید شیر بالا

)11 .(

و CC،CTهاي در تحقیقی فراوانی ژنوتیپ
TT گاوهاي هلشتاین دانشگاه جمعیتدر

به ترتیب 26/0و 51/0، 23/0ویسکانسین 
نظر در تعادل گزارش شد و جمعیت مورد

و همکاراناشنابل ).6(بودوینبرگ-هاردي
را به عنوان ژن OPNدر مطالعه خود ژن )12(

موثر بر افزایش درصد پروتئین شیر کاندیداي
.گزارش کردند

منظور بررسی اي که بهدر مطالعه
و ارتباط آن با صفات UTMPشکلی ژن چند

جمعیت گله گاوهاي هلشتاین تولید شیر در 
تعاونی امریکا و جمعیت گاوهاي هلشتاین 

شد، دو جهش دانشگاه ویسکانسین انجام 
و 1179در بازهاي شماره ) A/G(مشابه 
شناسایی UTMPژن mRNAدر 1296

در 1296در باز شماره Gگردید و فراوانی آلل 
گله گاوهاي هلشتاین تعاونی امریکا و جمعیت

ویسکانسین دانشگاهاي هلشتاین جمعیت گاوه
). 7(به ترتیب گزارش گردید 64/0و72/0

با نتایج لئونارد مطالعهنتایج مطالعه حاضر 
) 6(و  خطیب و همکاران ) 10(و همکاران 
در جمعیت OPNهاي آللی ژن براي فراوانی
مطابقت دارد و با نتایج خطیب و مورد مطالعه 

هاي آللی ژن براي فراوانی)7(همکاران
UTMPمغایرت دارد.

هاي آللی مشاهده شکلیبا توجه به چند
هاي مرتبط با صفات آللانتخابشده امکان 

میسر 1انتخاب به کمک نشانگرتولید شیر براي 
انتخاب به کمک نشانگر توانایی افزایش . است

با .فراوانی آلل مطلوب در جمعیت را دارد
ها بر تغییرات صفات تولیداین ژنتوجه به اثر

1- Marker Assisted Selection
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فراوانی آللی این ژن را در جهت توانمیشیر 
). 6،7،8(اهداف اصلاح نژاد تغییر داد

به نقش مهم و با توجه شود پیشنهاد می
صفاتبر UTMPو OPNهاي کروموزومی ژن

مثلی در موجودات تولید شیر و صفات تولید

ها شکلی این ژنمختلف، مطالعات بیشتر چند
نظر در نژادهاي و ارتباط آن با صفات مورد

دیگر گاو شیري با تعداد نمونه بیشتر توصیه 
.شودمی
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Polymorphism of OPN and UTMP Genes in the Iranian Holstein
Bulls

Khadije Nasiri1, Abdolreza Salehi 2, Ahad Yusefi 3 and Mahdi Aminafshar4

Abstrct
OPN gene is located in the middle of chromosome 6 and it is reported that this gene

is essential for the growth of mammary glands and lactation. UTMP gene is located on
chromosome 21 and it plays a role in embryo survival rates and fertility rates. Studies
have also shown that these two genes have a significant association with milk
production traits and health traits. The aim of this study was to investigate the
polymorphism of OPN and UTMP genes in Iranian Holstein Bulls. Genomic DNA of
100 bulls was extracted from semen samples. Primers were designed with Oligo
software and utilized for amplification of 826 bp of OPN gene and 568 bp fragments of
UTMP gene. PCR products were digested with BsrI enzyme. Results had shown that
genotype frequencies CC, CT and TT of OPN gene were 16.69, 48.62, and 34.69,
respectively and the allelic frequencies of C and T were 0.41 and 0.51, respectively.
Genotype frequencies2 observed for genotypes AB, BB, BC and CC of UTMP were
0.27, 0.49, 0.13 and 0.11 respectively and genotypes AA and AC were not observed in
studied population. Results showed that  A, B and C allele frequencies  were 0.135, 0.69
and 0.175, respectively. The x2 test has shown deviation from Hardy-Weinberg
equilibrium for OPN and UTMP genes in the studied population. With respect to the
favoralde effect of both genes on milk production traits, the allelic frequency of these
genes could be changed in order to breeding purposes.

Keywords: Polymorphism, OPN gene, UTMP gene, Iranian Holstein bulls
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