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SAZETAK

Sezonska poliestricnost ovaca uvelike ograni¢ava mogucénosti kontinuirane cjelogodisnje
proizvodnje i ravnomjerne ponude ovcjih proizveda na trZistu. Pocetak rasplodne sezone
u ovaca povezan je s pojacanim lu¢enjem hormona melatonina pod utjecajem mraka. Na
ciljna tkiva i organe melatonin djeluje preko specificnih MT, i MT, G proteinskih recep-
tora. U ovaca se MTNR1A gen nalazi na 26 kromosomu te posjeduje dva polimorfna
mjesta. Prisutnost polimorfizama (M/M i R/R genotip) povezuje se s nesezonskom poja-
vom estrusa, dok se izostanak polimorfizama (m/m i r/r genotip) povezuje sa sezonskom
pojavom estrusa. Jedinke s ,,M" ili ,,R” alelom u homozigotnom ili heterozigotnom obliku
karakterizira uspjesnija reprodukcija za vrijeme duljega fotoperioda, odnosno izvan

uohicajene sezone.

Kljuéne rijeci: ovce, sezonska poliestricnost, melatonin, MTNR1A gen, polimorfizam

uvoD

U umjerenoj klimatskoj zoni, kojoj pripada Republika
Hrvatska, ovce su sezonski poliestricne Zivotinje, tj.
tjeraju se i janje u odredeno vrijeme godine, i sezonost
im je regulirana svjetlo§¢éu, odnosno duljinom trajanja
dana, dok su u tropima ovce poliestriCne i tjeraju se
tijekom cijele godine (Samardzija i sur., 2010.). Sezonska
reprodukcija fizioloSki je proces prilagodbe koriSten od
divljih Zivotinja, u svrhu lakSega suoCavanja sa sezon-
skim promjenama temperature i dostupnosti hrane.
Pripitomljavanje je dovelo do gotovo potpunoga gubitka
navedene prilagodbe u goveda i svinja, ali je, uglavnom,
jo$ uvijek zadrzana u veéine pasmina ovaca, koza i
konja koji potje€u s umjerene zemljopisne Sirine, gdje je
fotoperiod glavni okoli$ni ¢imbenik koji odreduje poce-
tak i trajanje pripusne sezone (Malpaux i sur., 1996.).
Fotoperiod najprije percipira mreznica oka, koja prima
te, preko vidnoga Zivca, prenosi svjetlosni podrazaj do
nucleus supraopticus smjesten u prednjem dijelu hipota-
lamusa. Od nucleus supraopticus podrazaj se prenosi do
nucleus paraventricularis, potom do gornjih cervikalnih
ganglija i dalje preko autonomnoga Zivéanoga sustava
do epifize, koja potice ili inhibira lu¢enje melatonina
(Swenson i Reece, 1993, cit. Rupi¢, 2010.).

Buduéi da su ovce ,Zivotinje kratkoga dana”, pokre-
tanje spolnoga ciklusa zapo€inje smanjenjem razine
dnevnog osvjetljenja, a u nasim podrucjima to je krajem

lieta, odnosno pocetkom jeseni. Za pokretanje spolnoga
ciklusa u ovaca klju¢an je hormon melatonin (indole-
min), kojega sintetizira i izluuje Zlijezda epifiza. Koli¢ina
izluenoga melatonina ovisi 0 izmjenama dana i noci, jer
je trajanje sekrecije melatonina u pozitivnoj korelaciji s
duzinom mraka (Karsch i sur., 1984.). Melatonin se sma-
tra kemijski odgovornom tvari, putem koje se regulira
sinteza i izluCivanje FSH (folikulostimulirajuci hormon) i
LH (luteinizirajué¢i hormon) iz prednjega reznja hipofize,
ovisno o duZini trajanja dana (Samardzija i sur., 2010.).
Sezonske promjene u razdoblju spolne aktivnosti
(estrus) i spolne neaktivnosti (anestrus) vazan su ¢im-
benik koji utje€e na ucinkovitost ov€arske proizvodnje,
posebno ako se radi o proizvodnji mesa. Navedene
promjene u hrvatskom ovcarstvu uvjetuju neravnomijer-
nu ponudu janjeega mesa na trzistu, s obzirom na to
da se ovce najceSce pripusta krajem ljeta, odnosno
pocetkom jeseni, da bi se janjile krajem zime, odnosno
pocetkom prolje¢a. Sezonska ponuda janjadi na trziStu
Cesto je glavna prepreka poveéanju intenziteta ovCarske
proizvodnje. Odstupanja u vremenu i duljini pripusta
izmedu i unutar pasmine sugeriraju da je janjenje izvan
sezone uglavnom pod genetskom kontrolom (Mateescu
i sur., 2009.). Detekcija odgovornih alela i genotipizacija
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ovaca te odabiranje poZeljnih genotipova omogucile
bi stvaranje populacija ovaca koje bi imale moguéost
kontinuiranoga spontanoga tjeranja tijekom cijele godi-
ne. MTNR1A gen je obeéavajuéi kandidat za uporabu u
selekciji putem markera za pobolj$anje izvan sezonske
plodnosti.

MELATONIN I MELATONINSKI RECEPTORI

Melatonin (N-acetil-5-metoksitriptamin) je prvi put
izoliran iz pinealne Zlijezde (epifize) goveda i kemijski
identificiran od Lerner i Case (1960.; cit. Dubocovich,
1988.). Prisutnost i/ili sinteza melatonina takoder je opi-
sana izvan epifize i to u mreznici oka (Zawilska i Nowak,
1991.; cit. Dubocovich i Markowska, 2005.), hardero-
voj Zlijezdi (Djeridane i Touitou, 2001.; cit. Dubocovich
i Markowska, 2005.), probavnome sustavu (Bubenik,
2002.; cit. Dubocovich i Markowska, 2005.), testisima
(Tijmes i sur, 1996.; cit. Dubocovich i Markowska,
2005.) i limfocitima covjeka (Carrillo-Vico i sur., 2004.;
cit. Dubocovich i Markowska, 2005.). Melatonin je sinte-
tiziran od serotonina nakon biokemijskoga slijeda od dva
koraka (Dubocovich, 1988.). Sinteza i izZlucivanje melatoni-
na u opéu cirkulaciju pod utjecajem su ,ritma” dana i nodi,
a karakterizirani su niskim ili nemjerljivim koncentracijama
(<10 pg/ml) tijlekom dana te poveéanjem razine sekrecije
na 200-400 pg/ml tijekom no¢i (Bittman i sur., 1983.).

Melatonin u kraljeznjaka regulira brojne bioloSke
funkcije kroz tri razli¢ita podtipa G proteinskih recep-
tora (GPCR — G protein-coupled receptors): MT,, MT,
i MTNR1C. MT, i MT, prisutni su u Covjeka i ostalih
sisavaca, dok je dodatni melatoninski receptor MTNR1C
identificiran u riba, vodozemaca i ptica (Li i sur., 2013.).
Trenutana nomenklatura klasificira dva klonirana mela-
toninska receptora u dva tipa: MT, (prvobitno Mel,,,
MEL,;,, ML;,)., odnosno prvi klonirani melatoninski
receptor u sisavaca i MT, (prvobitno Mel;,, MEL;g,
ML;g), odnosno drugi klonirani melatoninski receptor
u sisavaca (Dubocovich i sur., 2010.). Dugo se sma-
tralo da ovce imaju samo jedan melatoninski receptor
(MT;), sve dok prije nekoliko godina nije kloniran i drugi
melatoninski receptor (MT,; Cogé i sur., 2009.). Oba
melatoninska receptora imaju osnovnu strukturu sastav-
lienu od sedam transmembranskih razgranatih a-uvojitih
segmenata spojenih na naizmjeni¢ne unutarstanicne i
izvanstani€ne petlje, s amino (NH,) zavrS§etkom smjeste-
nim s izvanstanicne strane i karboksi (COOH) krajem s
unutarstani¢ne strane (Dubocovich i sur., 2010.).

MT, i MT, melatoninski receptori diskretno su ras-
poredeni u podrucjima sredi$njega Ziv€anoga sustava i
cilinih perifernih tkiva. Tkiva u kojima su pronadeni funk-
cionalni MT, i/ili MT, melatoninski receptori su mreznica,
suprachiasmatic nucleus, pars tuberalis, cerebralne i
periferne arterije, bubrezi, guSteraca, kora nadbubrez-
ne Zlijezde, testisi i imunoloSke stanice (Dubocovich i
Markowska, 2005.). Upravo pars tuberalis adenohipofize,
smjesten u €voru izmedu hipotalamusa i hipofize (poten-
cijalno povoljan poloZaj za utjecaj na hipotalamo-hipofizne
funkcije), sadrzi visoku gustoéu melatoninskih receptora
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te predstavlja najvaznije mjesto djelovanja melatonina na
sezonost reprodukcije (Malpaux i sur., 1996.).

POLIMORFIZMI MTNR1A GENA

MTNRTA gen mapiran je u Covjeka za kro-
mosom 4q35.1, proksimalni dio kromosoma 8 u misa
(Slaugenhaupt i sur., 1995.), kromosom 17q1.2 u svinje,
ovcji kromosom 26 i govedi kromosom 27 (Messer i sur.,
1997.). U ovaca se navedeni gen nalazi izmedu mikrosa-
telita CSSM43 i BM6526 (Messer i sur., 1997.), a sastoji
se od dva egzona podijeljena velikim intronom (Reppert i
sur., 1994.). Prvi egzon pokazuje nizak stupanj polimorfiz-
ma (Trecherel i sur., 2010.), dok je drugi egzon MTNRTA
gena koji kodira ov€ji MT; receptor visoko polimorfan
(Barrett i sur., 1997.; Messer i sur., 1997.; Pelletier i
sur., 2000.). Drugi egzon posjeduje dva polimorfna (RFLP
- restriction fragment length polymorphism) mijesta,
na pozicijama 606 i 612 referentne sekvence U14109
(Reppert i sur., 1994.), od toga jedno za Rsal (pozici-
ja 606), a drugo za Mnll (pozicija 612) restrikcijsku
endonukleazu. Polimorfizam na poziciji 606 ocituje se
prisutno$éu citozina (C) umjesto timina (T) (C606T), dok
je polimorfizam na poziciji 612 prouzrocen prisutno$éu
gvanina (G) umjesto adenina (A) (G612A). Razgradnja s
Rsal restrikcijskom endonukleazom nakon elektroforeze
proizvodi dva polimorfna fragmenta od 267 bp i 23 bp
(Chu i sur., 2003. i 2006.; Carcangiu i sur., 2009.), kada
je restrikcijsko mjesto prisutno (alel R ili C) ili jedan
fragment od 290 bp (Chu i sur., 2003. i 2006.; Crcangiu
i sur., 2009.), kada je restrikcijsko mjesto izostalo (alel
rili T) te omogucuje identifikaciju triju genotipova: R/R
(267 bp/267 bp), R/r (267 bp/290 bp) i r/r (290 bp/290
bp). Razgradnja s Mnll restrikcijskim enzimom nakon
elektroforeze proizvodi dva fragmenta od 236 bp i 67 bp
(Pelletier i sur., 2000.; Chu i sur., 2003. i 2006.; Crcangiu
i sur., 2009.), kada je prisutno restrikcijsko mjesto (alel
M ili + ili G) ili jedan fragment od 303 bp (Pelletier i sur.,
2000.; Chu i sur., 2003. i 2006.; Crcangiu i sur., 2009.),
kada je restrikcijsko mjesto izostalo (alel m ili — ili A) te
omogucuje identifikaciju tri genotipa: M/M (236 bp/236
bp), M/m (236 bp/303 bp) i m/m (303 bp/303 bp).

Mutacija na poziciji 612 odgovorna za izostanak Mnll
restrikcijskoga mjesta uvijek je povezana s tri preostale
mutacije na pozicijama 453, 706 i 891 u m/m genoti-
pa (Pelletier i sur., 2000.; Chu i sur., 200.; Tablica 1.).
Mutacije na pozicijama 706 i 893 dovode do promjene
aminokiselina na pozicijama 220 i 282, ali one nisu dio
transmembranske domene MT1 melatoninskoga recep-
tora i ne bi trebale mijenjati funkcionalnost receptora
(Barrett i sur., 2003.). Navedene promjene u aminokise-
linama (V220I; A282D), osim u Merino d’ Arles (Pelletier
i sur., 2000.), pronadene su i u Sarda (Carcangiu i sur.,
2009.) te Rasa Aragonesa pasmine (Martinez-Royo i sur.,
2012.). Carcangiu i sur. (2009.) utvrdili su osam, a Chu i
sur. (2006.) pet mutacija identi¢nih s mutacijama prikaza-
nim u Tablici 1., dok su Martinez-Royo i sur. (2012.) utvrdi-
li samo tri identi€ne mutacije te osam novih na pozicijama
363, 383, 385, 423, 453, 522, 706 i 1047.
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Tablica 1. Pozicije mutacija te promjene baza i amino-
kiselina MTNR1A gena nekih pasmina ovaca (Pelletier
i sur., 2000.)

Table 1. Position of mutations and base and amino acid
change in MTNR1A gene in some sheep breeds

Pozicija mutacije Promjena baze | Promjena aminokiseline i pozicija®
Position of mutations | Base change | Amino acid change and position™
426 C>T Nema - None

456 G->T Nema - None

555 G->A Nema - None

606 C>T Nema - None

612 G->A Nema - None

706 G->A Val - lle 220

783 G->A Nema - None

801 G->A Nema - None

891 C->T Nema - None

893 C->A Ala - Asp 282

*Pozicija baze ili aminokiseline prema Reppert i sur. (1994.); Base or amino
acid positions according to Reppert et al. (1994)

FREKVENCIJE ALELA | GENOTIPOVA MTNR1A
GENA

Frekvencije M/M i R/R genotipova su viSe, dok
su frekvencije m/m i r/r genotipova nize u poliestri¢nih
pasmina u odnosu na sezonski poliestricne pasmine
ovaca, Sto potvrduje povezanost M/M i R/R genotipova
i nesezonske pojave estrusa te m/m i r/r genotipova i
sezonske pojave estrusa u ovaca (Chu i sur., 2006.).
Reprodukcija ovaca s M/M genotipom za vrijeme duzZega
fotoperioda uspjesnija je u odnosu na ovce s m/m geno-
tipom (Pelletier i sur., 2000.; Mateescu i sur., 2009.). Isto
tako, divlje i primitivnije domace sezonski poliestri¢ne
pasmine, u pravilu, imaju viSe frekvencije m/m genotipa
(Carcangiu i sur., 2010.). Polimorfizam na MTNR1A loku-
su analiziran je u mnogih pasmina ovaca, a frekvencije
alela i genotipova prikazane su u Tablici 2.

Tablica 2. Frekvencije alela i genotipova za Mnll i Rsal polimorfizam razli¢itih pasmina ovaca
Table 2. Allelic and genotypic frequency for Minll and Rsal polymorphism in different sheep breeds

Pasmina Frekvecije alela Frekvencije genotipova Literaturni izvor
Breed Alleles frequencies Genotype frequencies References

M m R r M/M M/m m/m R/R R/r r/r
RA! 0,87 | 0,13 | 0,51 0,49 - - - - - - Martinez-Royo i sur., 2012.
Sarda 0,77 0,23 - - 0,68 0,19 0,13 - - - Carcangiu i sur., 2011.
Sarda - - - - 0,62 0,19 0,19 0,53 0,30 0,17 Mura i sur., 2010.
Muflon 0,34 0,66 - - 0,18 0,32 0,50 - - - Carcangiu i sur., 2010.
Sarda 0,78 0,22 0,66 0,34 0,68 0,205 0,115 0,535 0,26 0,205 Carcangiu i sur., 2009.
Dorset 0,64 0,36 0,35 0,65 0,43 0,44 0,13 0,13 0,43 0,44 Mateescu i sur., 2009.
STH? 0,75 0,25 0,71 0,29 0,52 0,47 0,01 0,46 0,50 0,04
Hu 0,80 0,20 0,65 0,35 0,63 0,33 0,04 0,41 0,48 0,11
Suffolk 0,56 0,44 0,42 0,58 0,33 0,46 0,21 0,04 0,75 0,21 Chu i sur., 2006.
Dorset 0,57 0,43 0,48 0,52 0,23 0,67 0,10 0,13 0,70 0,17
GMIM3 0,55 0,45 0,48 0,52 0,19 0,71 0,10 0,24 0,48 0,28

'Rasa Aragonesa; ZSmall Tail Han; 3German Mutton Merino

Rezultati u Tablici 2. pokazuju znatnu raznolikost
alela na Mnll i Rsal restrikcijskome mjestu MTNRTA
gena u razli¢itih pasmina ovaca. Navedeni rezultati
sugeriraju da se pasmine s visokim udjelima alela M i R
nalaze pod odredenom selekcijom, u svrhu reduciranja
sezonosti reprodukcije. Mateescu i sur. (2009.) navode
da su ovce nositeljice M/M ili M/m genotipa ostale 136
dana ranije gravidne i imale 124 dana kraéi interval
izmedu prvoga i drugoga janjenja u odnosu na ovce m/m
genotipa. Carcangiu i sur. (2009.) utvrdili su veci posto-
tak ojanjenih ovaca pasmine Sarda M/M (80%) i R/R
(65%) genotipa u razdoblju listopad-prosinac u odnosu
na ovce m/m (22%) i r/r (45%) genotipa, dok je postotak
ojanjenih ovaca M/m i R/r genotipa bio podjednak u raz-
doblju listopad-prosinac i sijecanj-travanj. U iste pasmi-
ne Carcangiu i sur. (2011.) utvrdili su veci broj gravidnih
ovaca i viSu stopu janjenja Zivotinja s M/M i M/m geno-
tipom u odnosu na one s m/m genotipom nakon sinkro-
inzacije i umjetne oplodnje u proljece. Povezanost M/M

genotipa i estrusne aktivnosti u prolje¢e u Merino d’Ar-
les pasmine utvrdili su Pelletier i sur. (2000.), dok su Chu
i sur. (2006.) zabiljezili cjelogodi$nju estrusnu aktivnost u
kineskih pasmina ovaca s prisutno$¢u navedenog geno-
tipa. Notter i sur. (2005.) utvrdili su da je samo jedan
M alel dovoljan za utjecaj na sezonost reprodukcijske
aktivnosti nekoliko pasmina ovaca iz Sjeverne Amerike.
VaZnost genotipa za reprodukcijski odgovor na tretman
melatoninom utvrdili su Mura i sur. (2010.), pokazujugi
da su Zivotinje M/M genotipa osjetljivije na melatoninske
implantate. Navedeni autori pretpostavljaju da su Zivo-
tinje M/M genotipa osjetljivije na melatonin i da im je
potrebno kraée vrijeme stimulacije za postizanje pocetka
reprodukcijske aktivnosti, dok Zivotinje m/m genotipa
moZebitno vezu vece koli¢ine melatonina, ali je, isto tako,
moguce da je prijenos signala niZeg intenziteta te takve
Zivotinje trebaju duzu izloZzenost melatoninu. Navedene bi
pretpostavke objasnile jaku vezu izmedu m/m genotipa
i fotoperioda, buduéi da Zivotinje m/m genotipa trebaju
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visoke i dugotrajne vrijednosti melatonina u krvi da bi
bile stimulirane kratkim fotoperiodom. Carcangiu i sur.
(2011.) tvrde da polimorfizam na MTNR1A genu moze
modificirati utjecaj melatonina na jajnik. Zbog prisutnosti
melatoninskih receptora u granuloza stanicama jajnika,
moguce je da je utjecaj melatonina na jajnike poveéan u
ovaca s M/M genotipom, §to rezultira ve¢om plodnosti
za vrijeme duzeg fotoperioda.

ZAKLJUCAK

Sezonske varijacije u plodnosti vazan su ¢imbenik
koji ograni¢ava ucinkovitost ovcarske proizvodnje, rezul-
tirajuci sezonskom ponudom mesa i mlijeka. S obzirom
na prikazane rezultate, polimorfizam na MTNR1A genu
zasigurno ima vaznu ulogu u regulaciji sezonalnosti
reprodukcije ovaca. Prisutnost M ili R alela u homozigot-
nom ili heterozigotnom obliku povoljno utje¢e na pojavu
estrusa izvan uobicajene sezone, skraéuje medujanjid-
beno razdoblje te pospjesuje estrusnu aktivnost ovaca
nakon tretmana melatoninskim implantatima. Navedene
prednosti polimorfizma na MTNR1A genu samo su jedan
korak prema kontinuranoj godis$njoj proizvodnji ov€jega
mesa i mlijeka. S obzirom na potencijal navedenoga
polimorfizma za pojavu estrusa izvan uobiCajene sezone
pripusta, zanimljivo bi bilo utvrditi njegovu zastupljenost
u hrvatskih pasmina ovaca.
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ASSOCIATION OF THE MTNR1A GENE POLYMORPHISMS AND SEASONAL
REPRODUCTION IN SHEEP

SUMMARY

Seasonal reproduction in sheep greatly limits the possibilities of continuous year-round production and equitable
supply of sheep products on the market. The begging of breeding season in sheep is associated with melatonin
secretion under the darkness influence. Melatonin, through specific G protein coupled receptors, MT1 and MT2,
affects target tissues and organs. MTNR1A gene is located on 26" chromosome and has two polymorphic sites in
sheep. The presence of polymorphism (M/M, R/R) is related to non-seasonal presence of estrus, while absence of
polymorphism (m/m, r/r) is related to seasonal estrus presence. Individuals with “M” or “R” allele in homozygous or
heterozygous form are characterized by more successful reproduction during long photoperiod or outside the usual
breeding season.

Key-words: sheep, seasonal reproduction, melatonin, MTNR1A gene, polymorphism
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