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های نژاد میشاز  جمعیتیدر  MTNR1A))نیملاتون رندهیگ واريانتهای اللی ژن یشناساي

 افشاری

 محمدطاهر هرکی نژاد و *رحیمه سپهری، ندا صبا

 دانشکده کشاورزی، گروه علوم دامی ،، زنجان، دانشگاه زنجانايران

 06/09/1402 تاریخ پذیرش: 12/07/1402تاریخ دریافت: 

 چکیده

مثل فصلی تولیدمثل فصلی است. هورمون ملاتونین نقش مهمی در تولید، ویژه نژادهای داخل ایرانبههای گوسفند در اکثر نژاد

-افشاری در دو گروه نمونه در گوسفند MTNR1Aشکلی)های( موجود در اگزون شماره دو ژن چند ،پژوهش حاضردر دارد 

پرایمرهای  و طراحی هادام نمونه خون از DNAاستخراج ز پس ا .شد بررسی راس( 44) و غیرفصلی راس( 35) های تصادفی

ه دو و بخش ابتدایی اینترون دو(، تکثیر این تکثیر قطعه مورد نظر )بخش انتهایی اینترون یک، کل اگزون شمار جهتاختصاصی 

 هاتوالی صورت گرفت.ها یابی تعدادی از نمونهتوالی به کمکشکلی)های( موجود شناسایی چندانجام و  PCRقطعه با دستگاه 

از قطعه تکثیر  408شکلی در نوکلئوتید یک چند. ندشدبررسی  ClC Main Workbench 5و  Chromas lite هایافزاردر نرم

محصولات توالی یابی نشده به کمک  تعیین ژنوتیپبا ( شناسایی شد. cDNAاز توالی  C519C>Tشده )منطبق بر چندشکلی

RFLP ، سه ژنوتیپCC ،CT  وTT  در کل حاصله براساس نتایج .شناسایی شدند 11/0، 1/0، 78/0های به ترتیب فراوانی ،

فراوانی  Tفصلی داشتند، آلل بود. ولی در گروهی که آبستنی غیر 165/0و  835/0ترتیب، به Tوآلل  Cها، فراوانی آلل داده

.  (r=0.36, p=0.0001)مشاهده شد غیرفصلی مثلیدداری بین ژنوتیپ و تولمثبت و معنی همبستگی ،بیشتری داشت. همچنین

آلل  احتمالا ،باشد. لذاتصادفی می گروهبرابر بیشتر از  19در این گروه  Tنیز نشان داد که احتمال وجود آلل  Oddsبررسی نسبت 

T ید نتایج فوق در مطالعات آمده و در صورت تأیبا توجه به نتایج بدست. استمثل این گوسفندان مرتبط تولید فصلی بودنبا غیر

 مثلی گوسفند استفاده نمود.در جهت بهبود وضعیت تولیدتوان می فوق شکلیتکمیلی، از چند

  نوکلئوتیدیچندشکلی تکاگزون دو،  ملاتونین، مثل غیرفصلی،تولید ،یگوسفند افشار: های کلیدیواژه

 sepehri_r@znu.ac.irپست الکترونیکی: * نویسنده مسئول، 

 مهمقد

طبیعت بر فیزیولوژی موجودات، اثر حاکم بر ای رفتار دوره

دوره  ای دارد. مهمترین دوره زمانی درونی،تعیین کننده

ها از جمله ترشح روزی است که بسیاری از فرآیندشبانه

-روز قرار میها تحت تأثیر نوسانات طول شبانههورمون

بع فصل ی تاگیرد. در کنار نوسانات زمانی روز، یک دوره

گوسفند که در مناطق معتدل نژادهای  .(1) نیز وجود دارد

های مثل فصلی دارند که توسط دورهکنند تولیدزندگی می

از سال در دوره خاصی نوری تنظیم شده است. این صفت 

مثلی . تولید(5به نقل از  10) شودمنجر به زاد و ولد می

 شود وفصلی با طول دوره روشنایی روز تنظیم می

که ساعات تاریک در حال افزایش است و با کوتاه هنگامی

ها فعالیت تولیدمیششدن طول روز )از تابستان تا زمستان(

شیمیایی پیام سلولی (. یک 10دهند )مثلی بیشتری نشان می

-ملاتونین میهورمون پستانداران های نوری در برای دوره

و  (2) ندکمثل فصلی بازی میباشد که نقش کلیدی در تولید

بصورت مشخصی در بروز، کنترل و رفتار  ،این هورمون

 (.19) جنسی گوسفندان اثر گذار است
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مثل های گوسفند دارای تولیدبا توجه به اینکه اغلب نژاد

در بسیاری از فصلی هستند، این خصوصیت گوسفند 

 و مثلی شدهبه محدود شدن رفتار تولید منجرمناطق دنیا 

در یک در نتیجه، (. 10پذیرد )نجام میبار زایش ا تنها یک

-بازده تولید به ازای هر حیوان را می ،سیستم تولید گوشت

طریق افزایش  مثل ازتوان با زیاد کردن عملکرد تولید

مثل تولید یقلوزایی و کاهش طول چرخهباروری و چند

که  از جمله راهکارهایی (.20،9 ) افزایش داد (بارزاییچند)

 استروسسبی برای حیوانات پلیجایگزین منا

(Polyestrous)  باشد تا بتوانند بدون در نظر گرفتن دوره

-به فعالیت تولیدتراپی  هورمونترفند سال و یا اجتناب از 

مثل که به تولید است هاییشناسایی ژنوتیپ، مثلی برگردند

  (.2فصلی کمتر حساس هستند )

 Melatonin receptor) ملاتونین ژن گیرندهبدین منظور، 

1A=MTNR1A) به طور مکرر در مطالعات پیشین  بعنوان 

رسد در کنترل نظر میاست و بژن کاندیدا پیشنهاد شده

های نوری که در آن غلظت ملاتونین با تغییرات طول دوره

در مطالعات  نقش کلیدی دارد. ،گیردروز تحت تأثیر قرار می

وکلئوتیدی چند شکلی های ن آماری متعددی ارتباطپیشین 

مثل فصلی گزارش های مختلف با تولیدژن در گونهدر این 

مورفیسم اگزون شماره دو از ویژه ساختار و پلیب شده است.

های این ژن در چند نژاد گوسفند بررسی شده و ژنوتیپ

  (.3،15،16اند )مثلی مرتبط بودههای تولیدخاصی با فعالیت

( برای اولین 12ان )و همکار (Messer) مسردر این راستا، 

گوسفند )ثبت شده با  MTNR1Aبار با استفاده از توالی ژن 

یک جفت پرایمر  (NCBIدر بانک اطلاعاتی u14109کد 

بازی از اگزون شماره دو را جفت 824جهت تکثیرقطعه 

 612و  606 ژنی طراحی نمودند. دو جهش در نواحی

وتید در اثر جابجایی نوکلئ 606شناسایی شد. جهش ناحیه 

T باC   نوکلئوتید  612جهش ناحیه دروA باز  جایگزین

که به منظور بررسی  یدر پژوهش بود. شده G نوکلئوتیدی

در گوسفندان نژاد قزل انجام  MTNR1Aژن چندشکلی 

نتایج  ،هایابی نمونهتوالیفناوری های حاصل از داده ،شد

(. نتایج آماری 13یید کرد )أ( را ت12مسر و همکاران )

 MTNR1Aست آمده از بررسی ارتباط بین ساختار ژن بد

و فعالیت تولید مثلی در نژاد ساردا، ارتباط معنی داری بین 

مثلی نشان دادند که به شدت و فعالیت تولید Rrژنوتیپ 

 (. 2) گیردتحت تأثیر دوره نوری قرار می

ش از نژاد یرأس م 124( از تعداد 14مرادی و همکاران )

ک چندی PCR-RFLPاستفاده از روش با  ینیو نائ زل

اگزون  یجفت باز 605ه یدر ناح یدیشکلی تک نوکلئوت

ن یتوان از ایشنهاد دادند که میها پآن کردند. ییدوم شناسا

پ و صفات مرتبط ین ژنوتیب یج در مطالعات همبستگینتا

مثل گوسفند بهره جست. ارتباط بین فصلی بودن دیبه تول

در  (Rassa) فند راسادر گوس MTNR1Aمثل و ژن تولید

چندشکلی در  17و  قرار گرفتپژوهشی مورد بررسی 

 دوم چندشکلی در ناحیه اگزون 11ناحیه پروموتر و 

و  606های SNPبرای  ژنوتیپسه  ،شناسایی شد. همچنین

ها نشان داد که آلل در نظر گرفته شده بود و نتایج آن 612

 باشدغیرفصلی میمثل در ارتباط با تولید Tجهش یافته 

بررسی تأثیر  بمنظور (Sarda) در گوسفندان ساردا (.11)

مثل و ارزیابی تولید آغاز بر MTNR1Aمورفیسم ژن پلی

ای انجام شد. مطالعه ،نمره وضعیت بدن بر آن تأثیر سن و

-بر از سر MTNR1Aمورفیسم ژن ها نشان داد که پلیداده

ژاد تأثیر مثبت داشته مثل در فصل بهار در این نگیری تولید

ای که این در حیطه که نشان داده شد ،و علاوه بر این

-آزمایش انجام شده نمره وضعیت بدنی و سن تأثیر معنی

 (.16و 4) مثلی نداشته استهای تولیدداری بر فعالیت

 و MTNR1Aمورفیسم ژن مطالعه و بررسی پلی بمنظور

در یک مرکز پژوهشی  ،ارتباط آن با فصلی بودن تولیدمثل

ر این د .اصلاح نژاد گوسفندان بومی یونان انجام شد

برای اولین بار در گوسفند  MTNR1Aساختار ژن  ،آزمایش

تحلیل آماری نشان داد که و بومی یونان آنالیز شد. تجزیه 

مثل وجود همبستگی مثبت بین ژنوتیپ و فصلی بودن تولید

مثل خارج نقش مهمی در فعالیت تولیدC/C دارد و ژنوتیپ 
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مورفیسم گیرنده ژن بررسی پلی(. 7کند)فصلی بازی می

 های کاسانگ( در جمعیت بزMTNR1Aملاتونین )

(Kacang) و پراناکان اتاوا (Peranakan Ottawa)  در منطقه

 انجامرأس بز  253 نیز با انتخاب تصادفیجنوب اندونزی 

توسط آنزیم  PCR-RFLPها از روش و برای تعیین ژنوتیپ

RsaI  استفاده شد. مشاهده دو آللR  وr  در نتایج نشان داد

های کاسانگ و بز  MTNR1Aکه تنوع ژنتیکی در ژن

آزمون هاردی نتایج پراناکان وجود دارد. با توجه به 

 در تعادل بود MTNR1Aاین جمعیت برای ژن  ،واینبرگ

تولید مثل گوسفندان و   یبا توجه به اهمیت مساله (.6)

ل پیرامونی و هورمونی با این مقوله و در ارتباط عوام

راستای برنامه ریزی کاربردی در این بخش، این تحقیق با 

 رندهیگناحیه ای از ژن  در یآللتنوع  یشناسایهدف 

 .(5) ی انجام شددر گوسفندان افشار نیملاتون

 مواد و روشها

جهت اجرای : های خونها و تهیه نمونهانتخاب دام 

نژاد استفاده شد.  افشاری نژاد اندگوسفناز  ،تحقیق حاضر

افشاری، نژادی سنگین وزن است و از پتانسیل مناسبی 

(. با توجه به بالا 17برای تولید گوشت برخوردار است ) 

توان آن را از بودن میزان دوقلوزایی در این نژاد، می

 (.18نژادهای گوشتی گوسفندان ایرانی محسوب نمود ) 

 دو گروه قرار گرفتند. گروه یکدر  ی مورد استفادههادام

های به طور تصادفی از گله که رأس میش 35 در مجموع،

رأس  44 در مجموع، مختلف انتخاب شدند و گروه دو

 مثل آبستن شده بودند.بودند که در فصل غیر تولید میش

 یحاو سیسی 6 دارخلأ ونوجکت با کمک یرگیخون

-. نمونهنجام شداوداج  اهرگیاز س EDTAماده ضد انعقاد 

 یمنها یبا دما زریدر فر DNAتا زمان استخراج  خون های

 .شد دارینگه ادتیگردرجه سان 20

 به خون هایاز نمونه DNAاستخراج  آزمايشات مولکولی:

 DNAکمیت و کیفیت  .انجام شد کلروفرم-فنلروش 

با استفاده از دستگاه نانودراپ مشخص  نیز استخراج شده

زگر اختصاصی غاآکثیر قطعه مورد نظر، تبمنظور گردید. 

-http://bioinfo.ut.ee/primer 3) افزار آنلاینتوسط نرم

0.4.0/) Primer 3 (v.0.4.0) های طراحی شد. آغازگر

 Primerهای افزار تحت آزمونپیشنهاد شده توسط  نرم

Blast ،Fast Pcr  وMfold  جهت انتخاب بهترین آغازگر

اصی ناحیه مورد نظر را تکثیر دهد، اختص ،که بتواند کاملاً

رو انتخاب های پیشرو و پسقرار گرفت و بهترین آغازگر

 شدند.

عبارت بودند از، بافر  PCRمواد لازم برای انجام واکنش 

 آنزیم تک پلیمرازو  dNTPs، کلرید منیزیم،  PCRواکنش 

 red master mixکه همگی به صورت مخلوط در 

حاصل  DNA وآغازگرها  و خریداری شده موجود بودند

های به عنوان الگو در واکنش ،های استخراج شدهاز نمونه

PCR ( تریکرولیم 25هر مخلوط واکنش ) شد. استفاده

میکرولیتر  Red Master Mix ،1/0از  لیترکرویم 5/12شامل 

هر  یبه ازا کیژنوم DNAاز  لیترکرویم 1 وآغازگر از هر 

 ی مورد استفاده برای اگزونبرنامه زمان واکنش استفاده شد.

درجه  95اولیه: دمای  سازی واسرشته :صورتبه  شماره دو

درجه  95؛ سیکل شامل 30و  دقیقه 5سانتیگراد به مدت 

درجه سانتیگراد به مدت  58 ،ثانیه 30سانتیگراد به مدت 

بود که در  ثانیه 30درجه سانتیگراد به مدت  72 و ،ثانیه 30

پایان می  دقیقه 5سانتیگراد به مدت  درجه 72دمای  انتها با

 یافت.

های( احتمالی موجود در قطعه )SNPجهت بررسی وجود 

یابی تکثیر شده از ژن مورد بررسی، از روش ترکیبی توالی

 ،ااستفاده شد. بدین صورت که، در ابتد RFLPمستقیم و 

طور نمونه از محصولات حاصل از تکثیر به 10تعداد 

یابی به شرکت زیست ت توالیتصادفی انتخاب و جه

 توسطهای بدست آمده فناوری کوثر ارسال شد. توالی

افزار آنها در نرم کروماس )منحنی مربوط به توالی(بررسی 

Chromas lite افزارو نیز نرمClC Main Workbench 5  از

های تک نوکلئوتیدی مورد بررسی و شکلینظر وجود چند
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های شکلی در نمونهده چندآنالیز قرار گرفت. پس از مشاه

سایر محصولات توالی یابی  شده تعیین ژنوتیپیابیتوالی

شناسایی آنزیم  انجام شد. RFLPنشده به کمک 

ها نیز به کمک محدودکننده مناسب برای تشخیص ژنوتیپ

 انجام شد. ClC Main Workbench 5افزار نرم

 

 MTNR1Aر اگزون شماره دو ژن آغازگرهای اختصاصی طراحی شده جهت تکثی - 1جدول 

 ی تکثیرناحیه  TM ی تکثیر شدهطول قطعه ('3→'5)توالی  جهت پرایمر

MTNR1A 
 GCTTGAATACCCAGGAAAGG پیشرو

1026 58 
 

 اگزون دوم
  GCATCTACCAACAGGGAATGA پیرو

 

 هاتجزيه و تحلیل آماری داده

اردی بررسی فراوانی های ژنوتیپی و آللی و وجود تعادل ه

از انجام شد. Popgene  (21 )افزار واینبرگ بکمک نرم

مطالعه حاضر، در متغیرهای مورد بررسی  کهییآنجا

از  ،باشند؛ لذابندی شده میمتغیرهای پیوسته نبوده و طبقه

ها استفاده های آماری ناپارامتری برای آنالیز این دادهروش

 Medcalcاز نرم افزار آنلاین منظور، نبدی شد. 

(https://www.medcalc.net/statisticaltests/odds_ratio.php) 

و همچنین از روش )نسبت شانس( odd ratioبرای محاسبه 

برای محاسبه ضریب همبستگی بین  (Spearman) اسپیرمن

 دو متغیر استفاده شد.

 نتايج و بحث

جفت بازی شامل کل ناحیه اگزون شماره  1026 قطعهتکثیر 

هایی از اینترون یک و دو با بخش و MTNR1Aدو ژن 

استفاده از پرایمرهای طراحی شده در این پژوهش با 

تعیین موقعیت باندهای حاصل از برای  موفقیت انجام شد.

 (Ladder) جفت بازی100مولکولی از یک شاخص تکثیر 

آنالیز  . براساس نتایج حاصل از(1)شکل  استفاده شد

ها با توالی رفرنس والیمطابقت ت شده،یابیمحصولات توالی

شکلی در یک چند ( تأیید وNM_001009725.1شده )ثبت

 326نوکلئوتید از قطعه تکثیر شده )منطبق با  408نوکلئوتید 

شکلی شناسایی شد. در این چند (2از اگزون شماره 

صحت  .است جایگزین شده Tبا نوکلئوتید  Cنوکلئوتید 

 PCRتوالی محصولات  قطعه تکثیر شده با استفاده از تعیین

 .(2)شکل  حاصله نیز مورد تأیید قرار گرفت

یابی های توالیشکلی ذکر شده در نمونهبرای شناسایی چند

 RsaIبا استفاده از آنزیم محدود کننده  RFLPروش  نشده از

 استفاده شد. GTACبا جایگاه اتصال و برش 

 این آنزیم، 2نتایج ارائه شده در جدول شماره بر اساس 

قطعه تکثیر شده را در حالت مرجع در چهار جایگاه برش 

جفت بازی  23،139، 186، 267، 411ی دهد و پنج قطعهمی

هایی که در منطقه مورد که در نمونهدرحالی کند.را تولید می

های برش )جهش یافته( را دارند یکی از جایگاه Tنظر، آلل 

، 290، 411حذف و در نتیجه چهار قطعه به طول های 

 23شوند. اگرچه، قطعه جفت بازی را تولید می 139، 186

جفت بازی تولیدشده در حالت رفرنس در انتهای ژل قرار 

گرفته یا خارج شده و قابل تشخیص نخواهد بود. لذا در 

( و هموزیگوت CCهر دوحالت هموزیگوت رفرنس )

( چهارقطعه قابل مشاهده خواهد بود ولی TTجهش یافته )

جفت  267دو هموزیگوت متفاوت )ها در اینهیکی از قطع

-جفت باز در حالت جهش 290باز در حالت رفرنس و

یافته( خواهد بود. در ژنوتیپ هتروزیگوت، یکی از 

ها در محل چندشکلی موردنظر تحت تأثیر برش کروموزوم

گیرد ولی در کروموزوم دیگر )همتا( برش آنزیمی قرار می

و  290مین دلیل هر دو قطعه افتد به هآنزیمی اتفاق نمی

 شود.جفت بازی مشاهده می 267
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شامل  PCRباندهای حاصل از الکتروفورز محصولات  -1شکل 

بخش انتهایی اینترون یک، کل اگزون شماره دو و بخش ابتدایی 

روی ژل آگارز یک و نیم درصد  MTNR1Aاینترون دو ژن 

(bp1026( مولکولی . چاهک اول از سمت چپ مربوط به نشانگر

DNA (100bp) های مختلف ها قطعه تکثیر شده نمونهو بقیه چاهک

ژن  2جفت باز از توالی اگزون شماره  1026باشند.نتایج تکثیر قطعه می

 با استفاده از الکتروفورز محصولات.

 

با بررسی تغییرات نوکلئوتیدی شناسایی شده و ثبت شده در 

و مطابقت  های این ژن بخصوص اگزون شماره دواگزون

شکلی شناسایی شده در پژوهش حاضر با موارد ثبت چند

 SNPشده در پژوهشهای سایر محققین مشخص شد که 

شناسایی شده در پژوهش حاضر قبلاً، شناسایی و با کد 

rs406779174  درNCBI ی این ثبت شده است. شماره

SNP  در توالیcDNA ( این ژنC519C>T) باشد. میSNP 

 معنیر پژوهش حاضر، از نوع همد شناسایی شده

(Synonymous) باشد و در نتیجه منجر به تغییر می

ها معنی در کدونشود. اگرچه تغییرات هماسیدآمینه نمی

شوند، های مربوطه نمیهای آمینه پروتئینمنجر به تغییر اسید

توانند میزان بیان ژن مربوطه را به دلیل موضوع بهینه اما، می

ن کدون برای یک موجود زنده بخصوص تحت بودن یا نبود

تأثیر قرار دهند. این موضوع بویژه در بحث انتقال ژن مورد 

 گیرد.توجه ویژه قرار می

 

 

ی که با فاصله : ردیف فوقانPCRبررسی توالی محصولات  - 2شکل 

های بعدی بعدی قرار گرفته، توالی مرجع و توالی بیشتری از سه ردیف

، ژنوتیپ CCثیر شده هستند که به ترتیب ژنوتیپ های تکتوالی نمونه

CT  و توالی ردیف آخر ژنوتیپTT قرمز  هایخط دهند.را نشان می

ها را نشان در توالی نوکلئوتیدی نمونه شاهده شدهعمودی چندشکلی م

 می دهد

 

 

 RFLPش روبه MTNR1Aشکلی شناسایی شده در اگزون شماره دو ژن جزئیات تعیین ژنوتیپ چند-2جدول 

 نام ژن
 روش

 تعیین ژنوتیپ

 چندشکلی

 شناسایی شده

 آنزیم

 محدود کننده
 قطعات حاصل از هضم

MTNR1A 

 
PCR-RFLP 

(C408T) 

 از قطعه تکثیر شده
RsaI 

CC (411 ،267 ،186 ،139 ،23)جفت بازی 

CT (411 ،290 ،267 ،186 ،139 )جفت بازی 

TT (411 ،290 ،186 ،139 )جفت بازی 
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بر روی ژل آگارز دو و نیم درصد. در هر دو شکل، اولین ستون از   RSaIهای حاصل از الکتروفورز محصولات هضم آنزیمی با آنزیم ندبا -3شکل 

دهد. شکل چپ: های مورد بررسی را نشان میها، باندهای مربوط به تعدادی از نمونهو باقی ستون bp100سمت چپ مربوط به نشانگر مولکولی 

)شاهد منفی(،  PCRدهد. شکل راست: ستون دوم محصول را نشان می CCژنوتیپ  3، 4، 6، 7، 8و 10های و ستون TTژنوتیپ  2، 5 و9های ستون

 .دهندرا نشان می CCژنوتیپ  7، 8، 9و 10های و ستون CTژنوتیپ  6، ستون TTژنوتیپ  3و4های ستون

 

-ادهرا در کل د SNPفراوانی ژنوتیپی و آللی این  ،3جدول 

دهد. براساس نتایج ها و همچنین به تفکیک گروه نشان می

، POPGENE (21)افزار ها با نرمحاصل از آنالیز داده

)گروه آبستن شده  2تنها در گوسفندان گروه  TTژنوتیپ 

مثلی گوسفند( با فراوانی نسبی در فصل غیرتولید

ای های گروه یک هیچ مشاهدهمشاهده شد و در دام21/0

برای هر  CCین ژنوتیپ نبود. فراوانی نسبی ژنوتیپ برای ا

ها بود؛ اگرچه ها بیشتر از سایر ژنوتیپدو گروه و کل داده

فراوانی نسبی این ژنوتیپ در گروه دوم کمتر از گروه اول 

( بود. فراوانی نسبی ژنوتیپ  91/0در مقابل  68/0)

در  11/0هتروزیگوت نیز در گروه دوم بیشتر از گروه اول )

( بود. بررسی فراوانی آللی در دو گروه مورد 08/0مقابل 

فصلی مطالعه نشان داد که در گروهی که آبستنی غیر

 فراوانی بیشتری داشت.  Tداشتند، آلل 

هایی که به صورت تصادفی های گروه یک یعنی میشآلل

از چند گله مختلف انتخاب شده بودند، در حالت تعادل 

واینبرگ قرار داشتند در حالیکه، گروه دو، در هاردی ـ 

اینجا غیر فصلی، در شرایط عدم تعادل قرار داشت. دلیل 

ها )که تواند انتخاب تعداد محدودی از داماین موضوع می

مثل غیر فصلی داشتند( به عبارتی عامل انتخاب و تولید

اندازه نمونه باشد. در مطالعه حاضر، فراوانی آلل مرجع 

(Cبی ) شتر از آلل جهش یافتهT فراوانی این دو  .باشدمی

 های مختلف گوسفند دنیا متفاوت است. آلل در نژاد

 

 شناسایی شده SNPواینبرگ در -فراوانی ژنوتیپی و آللی و بررسی وجود تعادل هاردی -3جدول 

  P مقدار 
کای 

 اسکوئر

 فراوانی ژنوتیپی فراوانی آللی
 گروه

 نوع

 چندشکلی

 موقعیت

شکلیچند  
 نام ژن

T C TT CT CC 

829/0  461/0  04/0  96/0  0 

0 

08/0  

(3)  

91/0  

(32)  

 یک

معنیهم  

)Synonymous( 

 

 

 

 

C519C>T 
MTNR1A 

0000/0  95/22  26/0  74/0  21/0  

(9)  

11/0  

(5)  

68/0  

(30)  

 دو

000/0  85/32  165/0  835/0  11/0  

(9)  

1/0  

(8)  

78/0  

(62)  

 کل
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زون دو توسط کارکانگیو و همکاران بررسی بخشی از اگ

کمک به و PCR-RFLP(، بر روی نژاد ساردا با روش 2)

صد در 96انجام و دو ژنوتیپ  با فراوانی  RsaIآنزیم برشی 

شناسایی  آلل دو فراوانی آنها  شناسایی شد.درصد  4 و

دند نموبرآورد  02/0و  98/0نژاد به ترتیب این در شده را 

نتایج پژوهش حاضر در گروه یک که بسیار نزدیک به 

-)ژنوتیپ جهش سومژنوتیپ نیز  ،در این پژوهش .است

 های گروه یک پژوهشیافته( مشاهده نشد )همانند نمونه

 (3همین محققان ) از ی دیگر مشابه یدر مطالعهحاضر(. 

، MnlІپس از هضم قطعه تکثیر شده با آنزیم روی همین ژن، 

 به Aیگزین شدن نوکلئوتید جا)فراوانی آللی برای آلل +، 

-یپفراوانی ژنوت باشد.می 22/0 ،-و برای آلل G) 78/0 جای

 هایبرای ژنوتیپ ترتیببدرصد  5/11و  5/20، 68نیز  ها

 RsaІا آنزیم هضم ب همچنین به دست آمد. - -+ و  - +، +

ای بر 34/0و  آلل رفرنس() C برای آلل 66/0فراوانی آللی 

. فراوانی برای را نشان داد آلل جهش یافته() T آلل

 5/20و  26، 5/53به ترتیب TTو  CC ،CTهای ژنوتیپ

-چنداین  یکه هر دو آنها گزارش نمودنددست آمد. ب

لی شکچند باشند.واینبرگ می-فاقد تعادل هاردی هاشکلی

دوم گزارش شده در پژوهش مذکور با پژوهش حاضر 

 مطابقت دارد. 

شکلی تک دو چند(  14و  13مورا و همکاران )

قطعه تکثیر شده از  612و  606نوکلئوتیدی را در ناحیه 

اگزون دوی نژاد ساردا شناسایی کردند. در پژوهش آنها نیز 

( بیشتر از آلل جهش یافته بود نتایج Cفراوانی آلل رفرنس )

 این گزارش نیز با نتایج ما همخوانی دارد.

ون شماره ( اگز7جیانتسیس و همکاران )برای اولین بار 

دوی گوسفندان بومی یونان را به منظور بررسی ارتباط 

مورد بررسی قرار دادند  MTNR1Aمثل فصلی با ژن تولید

شکلی شناسایی کردند. در دو چند 612و  606و در ناحیه 

هر دو گروه مورد بررسی در این پژوهش نیز فراوانی 

( 11مارتینز و همکاران ) بیشتر بود. Cو آلل  CCژنوتیپ 

 MTNR1Aارتباط بین فصلی بودن باروری و ساختار ژن 

های را در گوسفند نژاد راسا آرگونسا بررسی کردند. جهش

ها مثل فصلی در سایر نژادخاموش که در ارتباط با تولید

گزارش شده بود در نژاد راسا نیز مشاهده شد. آلل جهش 

اگزون دو در ارتباط با چرخه  606در نوکلئوتید  Tیافته 

های راسا بود. در این پژوهش سه ژنوتیپ آبستنی میش

در نظر گرفته شد و نتایج  612و  606های برای اسنیپ

مثل در ارتباط با تولید Tنشان داد که آلل جهش یافته 

های دارای فصلی بوده و باعث افزایش چرخه فحلی در دام

حاصل از  مطالعه حاضر در مورد  جینتاشد.  TTژنوتیپ 

چندشکلی، با چندشکلی گزارش شده در  ییشناسا

مطابقت دو اگزون شماره  606 گاهیدر جا مطالعات قبل

 نشان داده شده است. 4که با رنگ قرمز در شکل  رددا

 

 

و  کننده به ترتیب سیاهکننده و غیر کدهای کددهند )توالیرا نمایش میها اگزون گوسفند، که جعبه MTNR1Aنمای شماتیک از ژن  -4شکل 

مورفیسم با توجه مورفیسم شناسایی شده در پژوهش حاضر با فلش قرمز رنگ نشان داده شده است. موقعیت پلی. پلی(خاکستری نشان داده شده است

نشان داده در پرانتز اگزون دو موقعیت اسیدآمینه و تغییر آن های SNPنشان داده شده است. برای  u14109و  GenBank AY525665به توالی 

 ه است.شد
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 International) المللی ژنوم گوسفنددر کنسرسیوم بین

Sheep Genome Consortium(ISGC)) نتایج پژوهش-

های مختلف در این باره انجام شده هایی که بر روی نژاد

برخی  ،C آللها فقط برخی از نژاددر ثبت گردیده است. 

. استدر برخی نیز هر دو آلل وجود داشته و Tفقط آلل 

(https://asia.ensembl.org/Ovis_aries/Variation/Population)

-در این مطالعات گزارش شده است به. فراوانی آللی که 

دلیل کوچک بودن اندازه نمونه، قابل اعتماد کامل نیست. 

برای نمونه در اطلاعات این کنسرسیوم، برای گوسفند 

)براساس  ثبت شده است CCافشاری نیز تنها ژنوتیپ 

با  Tکه در مطالعه حاضر آلل . در حالینمونه( 2ایپینگ ژنوت

فراوانی نسبتاً مناسبی مشاهده شد. البته در این مطالعه به 

دلیل اینکه از گله هایی که از کار تلاقی با ترکیب ژنتیکی 

اند نمونه برداری نشد بنابراین دقیقاً قلوزا به دور بودهچند

نژاد افشاری در چه در  Tتوان گفت که فراوانی آللی نمی

وضعیتی است. اما به هرحال هدف اولیه این پژوهش 

فصلی بودن هایی در این ژن بود که با غیرشناسایی آلل

 مرتبط باشد و منشأ آلل در ابتدا اهمیت چندانی نداشت.

تر شدن موضوع کمک تواند به روشنمطالعات تکمیلی می

  نماید.

مورد بررسی با در خصوص ارتباط گروه های تولیدمثلی 

تجزیه و تحلیل آللهای شناسایی شده  در پژوهش حاضر، 

 نشان داد که (Odds ratio) بر اساس نسبت شانس آماری

های انتخاب شده به صورت در دو گروه دام Tفراوانی الل 

دار است. با بررسی فصلی معنیتصادفی و گروه غیر

در دو حالت فرضی غالب و   Tوضعیت نسبت شانس آلل 

سبب غیرفصلی بودن  Tفرض اینکه آلل  مغلوب و با

تولیدمثل شود، در حالت مغلوب بودن این آلل، احتمال 

برابر بیشتر از گروه  19در گروه غیر فصلی  Tوجود الل 

( و در حالت غالب بودن P-value = 0.04تصادفی است )

برابر بیشتر از  5در گروه غیرفصلی  Tاحتمال آلل  ،این آلل

 Tآلل  رسدبنظر می. لذا (P = 0.019فی است )گروه تصاد

مثل این گوسفندان مرتبط باشد. فصلی بودن تولیدبا غیر

همانطور که در منابع مختلف اشاره شده است، موضوع 

اغلب نژادهای گوسفند باعث  تولیدمثل در فصلی بودن

وری گله کاهش پیدا شود در فصول غیر تولید مثلی بهرهمی

هایی که وضعیت غیرفصلی بودن ص دامکند. در این خصو

ای برخوردار هستند. تولیدمثل را دارند از ارزش ویژه

تحقیق حاضر هم از لحاظ نوع ارتباط با صفت تولید مثل و 

های هم به نوعی از نظر فراوانی آللی با برخی از  پژوهش

( و جیانتسیس و 8انجام شده به ویژه حاتمی و همکاران )

های نی دارد. همانند پژوهش( همخوا7همکاران )

( 11( و مارتینز و همکاران )2کارکانگیو و همکاران )

دهد که در گوسفند افشاری پژوهش حاضر نیز نشان می

احتمالاً چندشکلی یافت شده با غیر فصلی بودن تولید مثل 

 میتواند در ارتباط باشد.

بر اساس نتایج حاصل از آنالیز همبستگی اسپیرمن نیز، بین 

ه تولیدمثلی و ژنوتیپ همبستگی مثبت و معنی داری گرو

(0001/0=p-value  ،365/0=rمشاهده شد؛ بطوری ) که با

تغییر گروه تولیدمثلی از تصادفی به غیرفصلی، فراوانی 

های شد. همین ارتباط در مورد آللبیشتر  TTژنوتیپ 

،  p-value=012/0شناسایی شده نیز مشاهده شد ) 

281/0=r.) 

های خاصی رتبط با تولید مثل دام از پیچیدگیصفات م

 های که برایگاهی با وجود تمام انتخاب .برخوردار است

پاسخ چندانی بدست  ،گیردهای پرتولید انجام میتولید دام

است یک ژن در حالیکه در مواردی هم ممکن  ؛آیدنمی

با ید. تحول بزرگی را ایجاد نما(  FecB)مانند اثر بزرگ

آمده و در صورتی که مطالعات نتایج بدستتوجه به 

شکلی ذکر د، از چندنتکمیلی نتایج فوق را دوباره تائید نمای

های اصلاح نژادی در جهت بهبود توان در کارشده می

اما بهر حال  مثلی در گوسفند استفاده نمود.وضعیت تولید

های ویژه در گلهب ،تریلازم است که تحقیق در سطح وسیع

اخیر تحت پوشش ورود  هایفشاری که در سالگوسفند ا

نبوده اند انجام و براساس آن استنتاج بهتری  FecBژن 

https://doi.org/10.22034/cmr.2023.2337
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Identification of allelic variants of melatonin receptor (MTNR1A) 

in a population of Afshari ewes 
Sabaa N., Sepehri R.* and Harkinezhad M.T. 

Dept. of Animal Science, Faculty of agriculture, University of Zanjan, Zanjan, I.R. of Iran. 

Abstract 

The reproduction of most breeds of sheep, especially the Iranian breeds, is seasonal. 

The hormone melatonin plays an important role in seasonal reproduction. The purpose 

of this research was to examine the polymorphism(s) in exon two of the MTNR1A gene 

in Afshari sheep in two groups of random and non-seasonal samples (35 randomly 

selected ewes and 44 spring calving ewes). After extracting DNA from blood samples 

and designing specific primers, the target DNA was amplified by the PCR method. 

Based on the results of the sequence analysis in some samples, a polymorphism at 

nucleotide 408 of the amplified fragment was identified (corresponding to the C519C>T 

polymorphism of the cDNA sequence). Genotype identification of non-sequenced 

samples was performed by PCR-RFLP. All three genotypes of this SNP: CC, CT and 

TT with frequencies of 0.78, 0.1 and 0.06, respectively, were observed. The frequency 

of the C allele (0.835) was higher than that of the mutant allele. However T allele had a 

higher frequency in the non-seasonal group. In addition, a positive and significant 

correlation between genotype and seasonal reproduction was observed (r=0.36, p-

value=0.0001). Analysis of the odd ratios also showed that the T allele was 19 times 

more likely to occur in the non-seasonal group than in the random group. In general, it 

appears that the T allele in this position correlates with non-seasonal reproduction in 

sheep. If this results can be confirmed in further studies, the mentioned polymorphism 

can be used in breeding schemes to improve the reproductive status of sheep. 

Key words: Afshari sheep, melatonin, Exon2, non-seasonal reproduction, SNP. 
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