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Sammanfattning

Den hir litteraturoversikten ger en inblick i hur SNP:ar identifieras och valideras men dven
hur de kommer paverka avelsarbetet genom genomisk selektion. Den nya
identifieringstekniken av SNP med hjilp av reduced representation libraries (RRLs) har gett
stora mojligheter for produktion av hogkapacitetschip, innehallandes tiotusentals SNP:ar. Vet
man sikert att det dr lampliga SNP:ar som anvénds i chipen? Det som gors dr en validering av
SNP:ar genom kontroll av deras polymorfism och att de har en minor allele frequency (MAF)
over 0,1. Frigan dr hur vil kontrollerna genomfors. Aven en viktig friga ir i vilka och hur
manga djur analyserna som ligger bakom chipen utforts pa. Beroende pa hur mycket av
genomet som sekvenserats dr forutsittningarna olika for olika djurslag. Pa notkreatur har det
gjorts mest bland vara husdjur. Genomisk selektion har slagit sig in i avelsvirlden och
intresset har blivit stort i manga ldnder. Tillimpning av den nya selektionen har redan borjat
och kommer forhoppningsvis leda till att avelsframstegen blir noggrannare, snabbare och
billigare.

Abstract

This review paper gives an insight in how SNPs can be identified and validated. It also shows
how they will influence breeding by genomic selection. The new method of identifying SNPs
with reduced representation libraries (RRLs) gives great possibilities when designing a high-
capacity chip, with thousands of SNPs. Is it suitable SNPs that are used in the chip? The
validation of SNP is done by testing their polymorphism in the target population and requiring
that the minor allele frequency (MAF) exceeds 0.1. An important question is also which and
how many animals the tests have been performed on. Depending on how much of the genome
that has been sequenced the possibilities are varying for different species. There has been
done much research in cattle, in comparison with other livestock animals. Genomic selection
has become a hot topic in the world of genetics and breeding. Many countries show their
interest in this new development and hope that the breeding progress will become more
accurate, rapid and cheaper.

Introduktion

Genomisk selektion dr nu ett mycket omtalat &mne inom avelsvérlden. Det har kommit att bli
ett nytt redskap for att kunna vilja ut de bésta avelsdjuren. Tidigare anvidndes fenotypvirden
och sldktskapsinformation for att skatta avelsviarden, men med ny information om den
genetiska variationen mellan djur kan avelsframstegen bli mer noggranna, processen ga
fortare och bli billigare (Schaeffer et al., 2006; Konig et al., 2009). For genomisk selektion
anviands Single Nucleotide Polymorphisms (SNP:ar) som markorer, dessa dr naturliga
variationer i arvsmassan som endast berér en nukleotid och som skattats intrdffa var 1000
baspar (bp) (Long et al., 2008). Genom att anvinda dessa markorer kan gener som t.ex. &r
forknippade med produktionsegenskaper, hélso- och funktionsegenskaper eller genetiska
sjukdomar identifieras (Kaminski et al., 2006). Idag tillverkas det SNP-chip didr omfattande
antal granskade SNP:ar med kénd allelfrekvens sammanstillts till chip. Att konstruera dessa
bygger pa att man har tillgang till ett stort antal SNP:ar med kénd position i genomet och att
det gjorts en estimering av minor allele frequency (MAF) inom malpopulationen (Van Tassell
et al., 2008). MAF ir frekvensen av den allelen som dr mindre frekvent i den specifika
populationen. Pa grund av brist pa genomsekvenser mellan och inom arter och tillrackligt
effektiva program for hog-densitet genotypning, &r identifiering av gener och mutationer som
ger den genetiska variationen i viktiga husdjursegenskaper begrinsad (Wiedmann et al.,



2008). Nyligen har dessa begrinsningar 6vervunnits i de flesta produktionsdjur, pa grund av
att en storre sekvensering av genomet dr mojligt och ger tillgang till tusentals SNP:ar.
Utvecklingen av nya tekniker for SNP genotypning, sa som anvindning av reduced
representation libraries (RRLs), har gjort att det gar att genotypa en SNP med mycket liten
osdkerhetsgrad for under 1 US cent per djur.

I manga ldnder #r intresset stort att folja med i denna vag av ny information och det finns
forhoppningar om betydligt hogre avelsframsteg. Att anvidnda avelsvdrdet baserat pa
fenotypinformation och det genomiska avelsvérdet gors redan, dven hir i Sverige. Framforallt
giller detta Holstein men andra mjolkraser dr pa god vég att dven de bli selekterade utifran
genomiska avelsviarden (Viking Genetics, 2009). Nu pagar en kamp om att hitta de bésta
teknikerna for upptickter, validering och karaktirisering av SNP:ar mellan de foretag som
slagit sig in pa marknaden. Da detta 4r sa pass ny kunskap kan man fundera pa hur siker den
verkligen dr. Hur kan man vara sdker pa att det dr lampliga SNP:ar som anvénds i chipen?
Vilka chip ir relevanta att anvénda till vissa arter och raser? Och vilken information ligger
bakom produktionen av chip for att vi ska kunna lita pa chipen?

Syftet med denna litteraturoversikt &r att forsoka utvédrdera de analyser som gjorts angaende
SNP upptickter och ge en forklaring pa hur man idag viljer lampliga SNP for produktion av
SNP-chip.

Historisk bakgrund

For over 50 ar sedan upptidckte Rosalind Franklin (1953) strukturen av DNA-molekylen.
Tillsammans med teorier om gener och skillnader mellan egenskapers arvbarhet borjade det
redan da forestillas om hur de genetiska skillnaderna kunde komma att utnyttjas for
avelsarbetet. Under detta artionde kom dven stora framsteg inom aveln med tekniken
artificiell insemination (AI) och mdjligheten att anvédnda datorn som hjdlpmedel. I och med
Al borjade avelsvirdering anvéndas i en allt storre utstrickning. I slutet av 60-talet kom nésta
era av forandringar da selektionsindexteorin kunde tillimpas ordentligt med hjdlp av datorer.
Detta gjorde det mojligt att skatta avelsviarden over storskaliga populationer. Under 80-talet
kom den stora overgangen till BLUP-metoden dér stora stambokforda prestationer kunde
lagras 1 databaser. Samtidigt skedde det stora framsteg inom molekyldrgenetiken,
bassekvensen i DNA:t var fortfarande oviss men det hade borjat anvindas specifika
polymorfa platser i kromosomen, t.ex. restriction fragment length polymorphism (RFLP) och
mikrosatelliter, for identifiering av gener som paverkade egenskaper. Efter att de forsta
kartldggningarna av kopplingar i genomet hade gjorts borjade forskning om hur
polymorfismen i gener kunde paverka skillnader i prestation, dvs. sokandet efter quantitative
trait loci (QTLs) borjade (Green, 2009).

De senaste aren har det skett mycket inom molekylidrgenetiken; en stor del av anledningarna
till framgangarna &r intresset for minniskans arvsmassa och pa sa sitt dess delaktighet i
minniskans hilsa (Green, 2009). Ar 2005 var sekvenseringen av minniskogenomet klart
(International HapMap Consortium, 2005). Stora sekvenseringar har dven gjorts hos hons,
notkreatur och hist medan det pa gris och far dnnu inte gjorts i lika stor skala (Green et al.,
2007). I och med denna forskning har det samtidigt utvecklats verktyg for fortskridning av
avelsarbetet, genom upptéickter av SNP:ar.



Metoder for identifiering av SNP:ar

Tva av de storsta metoderna for identifiering av SNP:ar dr APEX (Arrayed Primer Extension)
och sekvensering av RRLs (reduced represetntation libararies). Andra metoder &r t.ex. RFLP
som &dr enzymbaserad, medan SSCP (Single strand conformation polymorphism) och DGGE
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) dr baserade pa DNA:ts fysikaliska egenskaper,
t.ex. mobilitet och degraderingstemperatur (Kaminski ez al., 2006). Oavsett vilken metod som
anvinds isoleras alltid genomiskt DNA som tagits fran t.ex. blod eller sperma fran djuren
forst. For att skilja mellan de dldre metoderna, dir ett mindre antal SNP:ar kan identifieras
mot de nya metoderna dir tusentals SNP:ar identifieras, bendmns de lagdensitetsanalys
respektive hogdensitetanalys. Hir tas en av de vanligaste metoderna for de tva olika
analyserna upp.

Lagdensitetanalys - APEX

APEX idr en lagdensitetanalys eftersom den endast kan identifiera tiotals till hundratals
SNP:ar. Forst isoleras genomiskt DNA fran de djur som ska anviandas och med hjilp av PCR-
teknik erhalls genfragment innehéallandes SNP:ar. Direfter kan identifieringen borja. APEX dr
en enzymbaserad metod dér en sekvensreaktion sker pa en ankrad oligonukleotid med dess
57dnde mot en glasskiva och dess avslutande dnde, 3°, mot en nukleotid fére det polymorfa
omradet. Forlingning med en florerandemérkt dideoxynukleotid som kompletterar DNA-
sekvensen avslojar polymorfismen (Kaminski et al., 2008a).

I en grisstudie gjord av Kaminski et al. (2008a) visade APEX ge 85 SNP:ar, varav 73 visade
sig vara polymorfa vid valideringen i 88 galtar, och hade kénda positioner pa den fysikaliska
kartan, dir flera var QTL eller granne till QTL. Av de polymorfa SNP:arna var det 21 med
MAF under 0,1, vilket sammanlagt gjorde att 33 SNP:ar av 85 gav for lite information. For att
kunna anvidndas som SNP bor den vara polymorf och dess MAF vara 1% eller mer i
populationen. Maélet i denna studie var att gora ett SNIPORK chip som gor det mgjligt att
genotypa manga SNP samtidigt hos gris. Med hjilp av detta kan sedan geninteraktioner
studeras och forstaelse fas for den genetiska bakgrunden till griskottméngd och kvalitet. 1
forsoket blev 94.5% av djuren framgangsrikt genotypade for de 85 SNP:arna. Detta virde
brukar variera stort mellan forsok och laboratorier. Sdkerheten som man utvédrderar genom att
jamfora bekriftade SNP:ar mellan far och son blev i detta fall 97%. For att forbéttra bade
sikerheten och antal genotypade djur anser Kaminski er al. (2008a) att man bor fokusera pa
att oka DNA kvaliteten. Man bor dven uppdatera chipen hela tiden med ny data eftersom
sekvensering av grisgenomet kommer att visa pa nya kandidatgener.

Hogdensitetanalys - sekvensering av RRLs

En hogdensitetanalys betyder att tusentals SNP:ar identifieras, valideras och karaktériseras i
en enda analys. Formagan att konstruera hogdensitet SNP-analyser kriver utveckling av
effektiva och billiga metoder for identifiering av ett stort antal SNP med kind position i
genomet och dess MAF. Det ér svart och kostsamt att utveckla dessa analyser for de flesta
arter eftersom det saknas genominformation, detta kan dock goras mojligt genom att utveckla
RRLs. RRLs ér representativa delar av genomet som konstrueras for att minska komplexiteten
av det (Van Tassell et al., 2008).

Nyligen har det kommit en ny metod som anvidnder RRLs for SNP identifiering och
estimering av MAF. Genom att samla DNA-prover fran ett stort antal avldgset relaterade
individer, kombinerat med sekvensering av sma fraktioner av genomet med RRLs lyckades
Van Tassell et al. (2008) identifiera ett stort antal SNP:ar.



I forsoket gjordes forst en in silico klyvning av Btau3.1 med restriktionsenzymer for att
identifiera fragment inom storleken 70-200 bp. Btau dr det arkiv av notkreaturs
genomsekvens som finns att tillga och gavs ut 2006. For att ta bort repetitiva fragment valdes
restriktionsenzymet Haelll. Efter in silico analysen preparerades tre DNA prov fran olika
notkreaturspopulationer, dessa fick pa samma sétt processas med Haelll for att undvika
repetitiva delar. Genom att inkludera 132 kromosomer fran atta olika notraser antogs alla
SNP:ar inom de kartlagda fragmenten komma med. Av de 132 kromosomerna var 30
kromosomer tagna fran en holstein population, 70 kromosomer tagna fran en angus
population och 32 fran en population med flera olika kottraser. I de fragment som precis
passade till Btau3.1 hittades 62 042 formodade SNP:ar. Av dessa kunde 23 357 SNP:ar
genotypas med hjédlp av Illumina iSelect Genotyping Platform, varav 21 463 SNP:ar visade
sig vara polymorfa. For de polymorfa SNP:arna var medelvirdet for MAF 0,272 (Van Tassell
et al., 2008).

Viktigt ar dven att forsoket gav estimeringar av allelfrekvenser i populationerna och kunde
identifiera SNP:ar med fixa allelskillnader mellan populationerna. SNP:ar med stora
skillnader i allelfrekvens mellan populationerna &r starkt relaterade till en sjukdomsfenotyp
och ir troligen 1 kopplingsojamnvikt med sjukdomsriskloci (Van Tassell et al., 2008).

Att konstruera RRLs har dven gjorts av Wiedmann et al. (2008) for att kunna identifiera
manga SNP:ar i gris. Tidigare har brist pa liampliga SNP for genotypning varit en stor
begriansning for hogdensitetanalyser pa gris. I det hér fallet designades de representativa
delarna av genomet med en lingd pa 450 bp. Ett hinder vid preparering av biblioteken var att
det var svarare att undvika att fa med repetitiva delar dn vad forsoket pa notkreatur var. Detta
pa grund av att de flesta repetativa delarna i gris inte innehédller manga
restiriktionsenzymplatser. Det identifierades 115 572 SNP:ar, av dessa testades 176 och 168
visade sig vara polymorfa i de 21 galtar som de validerades i. Medel MAF for dessa var 0,28
(Wiedmann et al., 2008).

Eftersom RRLs minskar komplexiteten, kravet pa storleken och vetskapen om genomet ér det
en bra metod for att identifiera SNP i arter utan fullstindig genomsekvens (Wiedmann et al.,
2008).

SNP-chip

SNP-chip utgér information om ett djurs genom, t.ex. placering och genotyp av en SNP
(Scharpt et al., 2007). For att gora ett chip sammanstills de DNA sekvenser som dr av
intresse genom féstning pa en fast yta av glas eller silicon. De tva storsta foretagen pa
marknaden just nu dr amerikanska Affymetrix och Illumina. Affymetrix och Illumina har chip
for bland annat ménniska, notkreatur, hund, hona, ratta och mus. For méanniska finns chip som
tacker hela genomet (Affymetrix, 2009; Illumina, 2009). Nir det gors chip for de andra
arterna viljs det ut vilka SNP:ar, av dem man identifierat, som idr relevanta att ha med. For att
godkdnna dessa SNP:ar bor de vara jamt fordelade ver hela genomet hos manga av artens
raser. De ska vara polymorfa och ha en MAF pa 2% eller mer enligt Muir et al. (2008).

SNP-chip kan delas in i hog- och lag-kapacitetschip. Hogkapacitetschip gor det mojligt att
genotypa tusentals SNP:ar, medan lagkapacitetschip som SNIPORK med tiotals eller
hundratals SNP:ar beldgna i1 utvalda gener kan genotypas. Foretag som Affymetrix och
[llumina anvénder sig av hogkapacitetmetoder for att kunna gora sa stora chip som mdojligt
(Kaminski et al., 2008a).



Produktion av chip

Affymetrix har ett notkreaturchip kallat Affymetrix 25K Bovine Array, detta kan kontrollera
25.000 SNP:ar. Dessa SNP:ar validerades i 6ver 15 olika raser bland Bos taurus och Bos
indicus. Ett stort antal av dessa SNP:ar kom fran det arkiv Kathkar et al. (2007) hade
analyserat i 1000 holstein-friesian kor. Genom att anvidnda detta chip ska man kunna
undersoka egenskaper som sjukdomsresistens och kott- och mjolkproduktion (Affymetrix,
2009). Norge anvénder sig bland annat av Affymetrix 25K Bovine array (Interbull, 2008).

[llumina har det sa kallade BovineSNP50 Genotyping BeadChip som innehaller 6ver 54 000
SNP:ar som stricker sig dver hela genomet. Detta gor det mojligt att mer effektivt identifiera
QTL och gora avelsvirderingar. For att fa fram detta chip designades 12 000 prover som
skulle anvindas for att validera SNP:ar som ingar i Bovine HapMap Consortium. Detta
konsortium har genotypat 500 notkreatur i 19 olika raser (se Tabell 1). Utover dessa 19 raser
har tva anoa och tva vattenbufflar #ven tagits med. Over 23 000 SNP prover p& BovineSNP50
Beadchip uppticktes av Van Tassell et al. (2008) vid anvindandet av RRLs. Over 9000
prover pa detta chip har tagits fran det officiella referensgenomet, Btau. Utdver dessa
sammanlagt 44 000 SNP:arna har utvecklarna valt loci som matchar icke-kartlagda omraden
for att garantera en sa omfattande tickning som mojligt (Illumina, 2009).

Efter att alla 54 000 SNP prover sammanstillts till BovineSNP50 Genotyping BeadChip
validerades detta i 19 olika kott- och mjolkraser (se Tabell 2) och har en medel MAF pa 0,25
(Illumina, 2009). Denna validering visade pa goda resultat, ddr polymorfismen var hog och
med en godkidnd MAF. Mer dn 52 000 SNP prover pa detta chip matchar till Btau4.0. Bovine
SNP50 Genotyping BeadChip dr nu det mest anvinda, dven Viking Genetics hir 1 Sverige
anviander detta som chip (Interbull, 2008). I Nederldnderna anvinder man ett specialbestéllt
SNP-chip vid namn Customized CRV Illumina 60K BeadChip. Pa Nya Zeeland anvinds bade
Customized CRV Illumina 60K BeadChip och Illumina Bovine SNP50 BeadChip (Interbull,
2008).

Bade i Affymetrix och Illuminas noétkreaturchip har ett stort antal SNP:ar validerats mot
Btau3.1. Detta arkiv av notsekvenser gjordes under “bovine sequencing project” och kom ut
2006, det uppdaterades sedan till Btau4.0 ar 2007. Utvecklingen av Btau gjordes bl.a. genom
sekvensering av en herefordtjur (Human Genome Sequencing Center, 2009).



Tabell 1. Antal genotypade djur per ras i Tabell 2. Antal genotypade djur per ras i

Bovine HapMap Consortium (efter Bovine BovineSNP50 BeadChip (efter Illumina, 2009)
Tissues and DNA Inventory Database, 2009)
Ras Antal
Ras Antal Holstein 64
Anoa 2 Santa Gertrudis 24
Holstein 55 Jersey 28
Santa Gertrudis 26 Brahman 25
Jersey 28 Norwegian Red 21
Brahman 38 Hereford 32
Norwegian Red 25 Limousin 45
Hereford 28 Angus 60
Limousin 42 Charolais 26
Angus 27 Guernsey 21
Charolais 24 N'Dama 25
Guernsey 21 Red Angus 15
N"Dama 44 Beefmaster 24
Red Angus 12 Nellore 21
BeefMaster 24 Gir 24
Nellore 24 Romagnola 24
Gir 24 Brown Swiss 24
Romagnola 24 Piedmontese 24
Brown Swiss 25 Sheko 20
Piedmontese 24 ovriga* 18
Sheko East African 20
breed *Ovriga: Bos bison, Bos gaurus, Bos
Water Buffalo 2 grunniens, Bos Jjavanicus, Bubalus
depressicornis, och  Syncerus caffer.

Hur informativa ar olika SNP:ar?

Det &r viktigt att granska hur SNP:arna har validerats, pa hur manga djur och i vilka raser.
Antalet SNP:ar som med dagens metod hittats ma vara manga men hur informativa ar de?
Ytterst sillan tas det upp i vilka regioner de SNP:ar som hittats ar beldgna. Det bor vara
visentligt att veta om de dr lokaliserade i icke-kodande regioner eller inte. Detta pa grund av
den alltjimt ovissa kunskapen om dessa regioner.

Aven om méanga av miljontals SNP:ar har en mycket liten effekt pa genreglering och
proteinaktivitet finns det de som kan ha en mycket stor paverkan (Chorley et al., 2008). Det
finns SNP:ar som #r beldgna i de icke-kodande regionerna av genomet och inte har nagon
direkt paverkan pa genprodukten. De kan dock inverka pa genuttryck. Inom en kodande
sekvens kan en SNP vara en mutation som antingen &r silent (ingen paverkan pa
aminosyrasekvensen), missens (ger en annan aminosyra), eller nonsens (resulterar i ett for
tidigt stopp-kodon). I forsoket dir SNIPORK chip producerades inkluderades missense
SNP:ar och SNP:ar lokaliserade inom regulatoriska regioner (Kaminski et al., 2008a). SNP:ar
som direkt paverkar proteinaktiviteten eller som finns inom en reglerande region i genomet
har varit ldtta att studera och information om dessa finns dérfér. Det dr dock svarare att
studera effekten av de SNP:ar som finns i de féormodade regulatoriska omradena i genomet.
Detta beror pa att det saknas vetskap om de icke-kodande sekvenserna i genomet. Olika
metoder finns for att kunna se vilka SNP:ar som bor selekteras fran de formodade
regulatoriska regionerna, men de borde bli snabbare och littare att utfora (Chorley et al.,
2008).



Nagot annat som dessa SNP-chip har bidragit till &r att identifiera gener och mutationer som
orsakar #rftliga sjukdomar. Pa grund av det utbredda anvéndandet av elithanar med artificiell
insemination har det lett till 6kad frekvens av genetiska defekter. I ett forsok pa mjolkkor
visade det sig att SNP-chip med en markortithet pa en SNP per 55kb tillater en effektiv
lokalisering av mutationer som orsakar drftliga sjukdomar. I det fallet anvdndes antingen 25K
Affymetrix SNP-chip eller ett specialtillverkat 60K Illumina chip (Charlier ez al., 2008).

Interaktioner

Det antas att SNP allelerna drvs tillsammans med QTL eftersom de &r fysiskt ndra varandra
eller kopplade till varandra (t.ex. Kaminski er al., 2008a). Analyser har dven gjorts som
belyser hur viktigt det #r att inte bara titta pa enkel SNP effekt utan dven interaktioner mellan
SNP:ar (Kaminski et al., 2008b). I detta forsok av Kaminski et al. (2008b) studerades SNP:ar
och kandidatgener som idr associerade med mjolkproteinsyntes. Korrelationen mellan SNP:ar
och mjolkproduktionsegenskaper visade att enkel SNP effekt endast fanns i fyra av 44
undersokta gener medan 22 kombinationer av SNP:ar i dessa gener hade effekt pa
mjolkproduktionen. Interaktionerna visade sig kunna vara bade positiva och negativa. De
negativa kunde bland annat vara att SNP:ar i en vixthormongen hindrade den positiva
effekten av en SNP pa mjolkméngd. Genomsambandsstudier av SNP kommer tillsammans
med kopplingsanalyser identifiera manga viktiga gener. Vilken roll specifika variationer har i
genuttryck kommer dock forbli svar att 16sa (Kaminski et al., 2008b).

En annan studie gjord av Lee et al. (2008) visar ocksa pa att det &dr viktigt att tinka pa att
produktionsdjurens egenskaper dr multifaktoriella, d.v.s. paverkas av atskilliga gener och
deras interaktioner med miljomaéssiga faktorer. Det presenteras diarfor en metod for att hitta
interaktionseffekter av SNP:ar. Aven Lee er al. (2009) anser att skatta den genetiska
interaktionseffekten bor vara av hogsta prioritet eftersom de ekonomiskt viktiga egenskaperna
paverkas av interaktionseffekter bland SNP:ar under olika miljopaverkan.

Associationsstudier

For att belysa att det inte bara krédvs bra chip ska det poédngteras att anvidndandet av SNP-chip
kraver ett vil planerat forsok. Enligt Lawrence et al. (2005) krdvs det noggrann planering av
anvidndandet av SNP-chip eftersom det finns tekniska och kostnadsméssiga begransningar vid
analyser av SNP:ar och andra kopplingsojamnviktsbaserade metoder.

I en studie av Auvray et al. (2007) undersoktes hur man bédst designar en analys for
anviandandet av SNP-chip till vara lantbruksdjur. I forsoket anvéindes sex olika modeller for
att gbra en genomsambandsstudie. Dessa inneholl bland annat genotypning av fider med
deras avkommor, genotypning av slumpmadssigt utvalda djur och genotypning av djur fran
“danden” av den fenotypiska fordelningen (de mest extrema). Resultat visade att den bésta
styrkan av samband i genomet fas genom att anvdnda manga djur. En modell med
genotypning av extrema djur var bittre dn selektion av besldktade djur eller slumpmaéssigt
utvalda. Denna studie bekriftade behovet av noggrann planering av genomsambandsstudier
med SNP-chip.

Skillnader mellan djurslag

Forutsittningarna for att kunna gora bra SNP-analyser #r olika pa olika djurslag beroende av
hur mycket av genomet som sekvenserats. Hos médnniska har totalt 4,4 miljoner SNP:ar blivit
genotypade (International HapMap Consortium, 2007), i hona har 2,8 miljoner SNP:ar



identifierats (International Chicken Polymorphism Map Consortium, 2004), i hund har mer @n
2,5 miljoner SNP:ar identifierats (Lindblad-Toh et al., 2005) och i kor har dver 60 000
identifierats (Van Tassell et al., 2008).

Notkreatur

Inom notkreatur har det gjorts mer @n i andra produktionsdjur. De flesta studier gjorda pa
mjolkkor har gjorts pa holsteinlinjer. Sérskilt ekonomiskt viktiga egenskaper med medel till
hog arvbarhet som t.ex. mjolkméngd och mjélkkomposition har studerats flitigt (Daetwyler et
al., 2008; Khatkar er al., 2004). QTL associerade med funktionella egenskaper har borjat
studeras mera (Schnabel et al., 2005) och dven de med lag arvbarhet som fertilitetsegenskaper
(Boichard et al., 2003).

I forsoket av Kaminski ef al. (2006) med APEX-metoden for produktion av lagkapacitetschip
anvindes fyrahundra polska holsteinkor, alla dottrar fran fem tjurar. Detta var enligt
forfattarna for fa djur och de tyckte dven att djuren bor delas in i en kontrollgrupp och en
fallgrupp. Problemet med mjolkkor &r att deras produktionsegenskaper ér kvantitativa och inte
kan delas in i kontroll och fall. Dessutom #r det svart att hitta en stor besittning i vilka korna
inte kommer fran samma tjur sa att effekten av tjur och besittning kan uteslutas (Kaminski et
al., 2006).

Med den nya tekniken som anvénder sig av RRLs anvidnds mycket fa djur. I forsoket av Van
Tassell et al. (2008) anvindes endast 66 boskap fran flera olika populationer for att hitta/leta
efter SNP:ar. Av dessa 66 djur representerade femton djur olika holsteinlinjer, 35 var angus
tjurar och tva tjurar var fran raserna charolais, gelbvieh, hereford, limousin, red angus och
simmental.

Gris

Eftersom relativt lite information om sekvensvariation hos gris finns att tillga har det inte
gjorts lika stora framgangar i genomisk selektion hos detta djurslag. Det har diremot nyligen
gjorts en analys med hjdlp av RRLs for att kunna identifiera manga och sidkra SNP:ar i gris. |
forsoket anvindes DNA fran 21 obesldktade galtar representerande sju av de populiraste
raserna: duroc, landrace, yorkshire, large white, hampshire, berkshire och pietrain
(Wiedmann et al., 2008). I ett tidigare forsok med APEX anvindes 88 galtar av raserna
pietrain, landrace, large white, duroc och hampshire x pietran korsningar (Kaminski et al.,
2008a).

Fjaderfa

Redan 2004 hade det i honsgenomet hittats 2,8 miljoner SNP:ar. For att godkidnna dessa
SNP:ar gjordes ett chip med 3072 SNP:ar som skulle genotypa 2576 DNA-prov fran
kommersiella och andra figlar. Over 90% av SNP:arna blev godkiinda eftersom de var
polymorfa och hade en MAF pa 6ver 2%. Denna studie visade dven att de kommersiella
linjerna hade forlorat 70% eller mer av sin genetiska mangfald pagrund av intensiv selektion
for kott och dggegenskaper. Aven den hirda konkurrensen som lett till att fjiderfiaveln styrs
av fa multinationella foretag har orsakat detta (Muir et al., 2008).

Far

Framtill nyligen fanns det ingen information om SNP:ar i fargenomet men i en studie av Kijas
et al. (2009) gjordes den forsta uppsittningen. Detta gjordes genom omsekvensering av dver



2600 markorer vilka hade kidnd placering i genomet. For att sedan testa de identifierade
SNP:arna gjordes en chip-baserad genotypning i 23 domesticerade raser och tva vilda raser.
Med ytterligare analyser visade det sig att far hade svag fylogeografisk struktur, 6verlappande
genetisk likhet och generellt lag differentiering. Orsaken till detta tordes bero pa deras korta
evolutionira historia (Kijas et al., 2009).

Genomisk selektion
Spridning internationellt

Pa notkreaturssidan har det skett en snabb Okning av linder som ténker borja inkludera
genomisk information i avelsvdrdena. En undersokning gjord av Interbull (2008) visade att
elva ldnder, bl.a. Frankrike, Tyskland, Kanada, USA och Nya Zeeland, planerar att bérja med
inkludering av genomisk information under 2009 och 2010. Alla dessa sdger att
konventionella avelsviarden fortfarande kommer att berdknas (Interbull, 2008). I ett forsok av
Van Raden er al. (2009) kombinerades det skattade konventionella avelsviardet (EBV) med
det genomiska avelsvirdet for att fa bista resultat.

Framtiden

Genomisk selektion ska forhoppningsvis leda till o6kad sidkerhet i avelsarbetet, sarskilt for
egenskaper med lag arvbarhet, och ge storre genetisk vinning med kortare generationsintervall
och hogre selektionsintensitet. Tillimpningen av genomisk selektion i mjolkkor hoppas man
ska kunna leda till minskad avkommeprovning. Om det inte behovs lika manga stambokforda
och fenotypade djur skulle det ge en stor ekonomisk vinst. Ar sikerheten redan hog med EBV
kan vinningen bli liten med genomisk selektion men for svara egenskaper, som t.ex. har lag
arvbarhet eller/och dr svara att mita, blir vinningen storre. For avelsforetagen leder troligen
tillimpningen av genomisk selektion till lagre kostnader med dver 90% (Schaeffer, 2006).

I en studie pa nordamerikanska holstein av Van Raden et al. (2009) skattades dkningen i
sdakerhet vid anvidndning av genomisk selektion. De dokumenterade hur densiteten av
markorer och antal genotypade tjurar paverkar formagan att forutse avelsviarden. Resultatet
visade att vinningen fran genomisk data okade linjart med antal genotypade tjurar och 6kade
stabilt ju fler SNP:ar som var inkluderade. Det ndmns dven att mer avvikande populationer
troligen kriver storre SNP densitet.

Genomisk selektion behdver en referenspopulation som SNP effekterna kan skattas pa. Dessa
ar skilda fran de djurkandidater som kan bli selekterade. Djuren i referenspopulationen ska ha
bade fenotyp och genotypvirden medan de i selektionsgruppen bara behdver
markorgenotyper. Det spekuleras i att det skulle ge en stor ekonomisk vinst da det inte behovs
registreras lika manga stambokforda och fenotypade djur. Det kommer dock krévas ett stort
antal djur med genomiskt avelsvirde och fenotypiskt avelsvirde for att kunna skatta QTL
effekterna (Goddard et al., 2007). Dessa djur som da tillhor referenspopulationen bor vara
nagra tusen; enligt Schaeffer (2006) bor det vara minst 2500 djur. Genomisk selektion innebir
ocksa att selektionsgruppen kan bli avelsvirderade for vilken miljo som helst dir det finns en
forutspadd ekvation for just den miljon. Konsekvensen kan dock bli den att specialiserade
raser ersitts av en generell population som det kan goras forutspadda ekvationer pa for en
speciell miljé (Goddard et al., 2007).

Fragan &r hur stor del av den genetiska variationen som kan beskrivas av markorer eftersom
det dr beroende av kopplingsojamnvikt mellan QTL och en markor eller kombinationen av
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markorer. Troligen dr inte markorerna jamt fordelade 6ver genomet och dessutom kan vi inte
forutse hur kopplingar fordndras, vilket gor att man troligen inte kan forvinta sig att alla QTL
har en SNP i full kopplingsojimnvikt med dem (Goddard et al., 2007). Darfér kommer
framgangen av genomisk selektion att bero pa styrkan av kopplingsojamnvikt mellan
markorer (Sargolzaei et al., 2008).

Den genomiska informationen som blir tillginglig kommer gora det mojligt att forsta effekter
som epistasi och dominans. Forskare inom dmnet kommer soka svar pa hur interaktioner av
gener, proteiner, mekanismer och miljomaéssiga faktorer bildar djurets fenotyp (Green, 2009).

Genomisk selektion kommer antagligen fordandra strukturen av produktionsdjurens
avelsprogram drastiskt (Schaeffer, 2006). Notkreatur- och farproducenter i de flesta i-lander
har EBV som jamfor alla tillgingliga avelsdjur. Inom mjolkkor star Interbull for EBVn som
kan jamforas varlden dver. Situation dr mycket gynnsam for producenterna men fragan dr om
genomisk selektion nu kommer foérindra denna struktur (Goddard et al., 2007). Det kommer
anda troligen vara upp till djuruppfodarna hur genomisk och fenotypisk data ska integreras i
varandra och gora det mojligt for en ny tid av forbdttrad djurhallning och noggrannare
avelsarbete (Green, 2009).

Diskussion

Den senaste forskningen med anvindandet av RRLs kommer gora det mojligt for de flesta
produktionsdjur att fa ett chip diar SNP:ar med information om ekonomiskt viktiga
egenskaper, hirstamning hos djuret och dven vetskap om genetiska defekter kommer att vara
samlade. Séarskilt for arter med lite mindre mingd sekvenserat genom kan SNP upptickter
optimeras genom att anvénda in silico klyvning av sekvenser.

Det bor dock beaktas vilka djur som anvints i forsoken. Det kan tyckas konstigt att det riacker
med 66 djur for framstdllning av RRL. Det nimns av Van Tassell et al. (2008) att de kan
forbittra sina resultat bade genom att 6ka sekvensbredden och genom att 6ka antal individer
representerade i varje RRL. Niar dessa SNP:ar sedan anvindes for produktion av SNP-chip
hos Illumina testades alla loci i1 19 olika raser (se Tabell 2). Det mérkliga dr att de flesta SNP-
chip i dagslidget anviands pa mjolkkor men tittar man pa de olika raserna i tabellen visar de en
majoritet kottraser. Av de 19 raserna var tolv kottraser och resten mjolkraser, saledes var 203
av 547 notkreatur av mjolkras. Detta betyder att endast 37% av djuren var av mjolkras. Om
det jimfors med djuren som genotypats i bovine HapMap consortium ser det mycket lika ut
(se Tabell 1), dven dér var tolv av 19 raser kottraser. I manga fall ser det ut att vara samma
djur som anvénts, t.ex. dr det exakt lika manga djur i raserna Beefmaster, Gir, Romagnola,
Guernsey, Piedmontese och Jersey. Betyder detta att samma djur har anvints? Om sa &r fallet
ar det sjdlvklart att genotypningen av Illumina BovineSNP50 Genotyping BeadChip visade pa
mycket goda resultat. Det bor ha testats i djur som inte anvénts tidigare for att kunna
annonseras ut som ett chip “that could be used to investigate genetic variation in any cattle
breed” (Illumina, 2009). I denna litteraturstudie har det valts att fokusera pa Illumina
BovineSNP50 Genotyping BeadChip eftersom det #r den mest anvinda. Aven de raser som
anvindes for konstruktion av RRLs var till storsta delen kottraser.

Det bor namnas att den genomreferens, Btau3.1, som de flesta SNP:ar har matchats emot,

grundar sig 1 sekvenseringen av en herefordtjur. Det tycks mirkligt att Btau3.1 anviéndes i
forsoket av Van Tassell et al. (2008) eftersom den uppdaterade versionen Btau4.0 kom ut
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2007. Troligen hann inte denna anvindas i detta forsok. Det hade varit intressant att se om det
blev nagon skillnad med Btau4.0 som referensgenom.

Hur kan det dras slutsatser om ldmpliga SNP:ar for mjolkkor nir de flesta har validerats i
kottraser? Eftersom det dr i USA dessa chip har utvecklats &r sjalvklart manga av deras raser
inkluderade. Det aterstar darfor att se hur vél dessa chip fungerar for t.ex. svensk rod boskap.
Med den fakta som framstillts bor Illumina BovineSNP50 Genotyping BeadChip vara mer
lampad att anvéndas till avelstjurar inom vanliga kottraser.

Anledningen till att Bovine SNP50 Genotyping BeadChip dr det mest anvédnda for notkreatur
verkar vara att det dr det mest kommersiellt tillgdngliga. Linder som Nederldnderna och Nya
Zeeland har forsokt att ga ett steg ldngre genom att anvinda specialtillverkade chip. Troligen
ar detta klokt eftersom man da beprovar vilka SNP:ar som &r polymorfa i den aktuella
populationen. I de forsok dar identifiering av SNP:ar har gjorts visas en vilgjord validering
eftersom de ofta provar polymorfismen flera ginger och aldrig har en MAF under 0,1. Aven
om det i nuldget redan finns stora chip for att kunna hitta QTL av olika former éar
utvecklingen av hela genomchip pa vig for manga arter. Ett problem med anvidndandet av
chip kommer troligen vara att det kridvs referenspopulationer av en viss storlek. Detta kan
orsaka problem for djur i sma populationer eller i sma lander.

I artikeln av Van Tassell et al. (2008) nimns inte vilka slags SNP:ar som hittats. Aven om det
ar hela genomstudier vore det intressant att veta om manga av SNP:arna dr placerade i icke-
kodande DNA som i Kaminski et al. (2008a) APEX-forsok. Kanske dr det sa att det inte
spekuleras i huruvida SNP:arna dr placerade eftersom de tar upp en stor del av genomet med
jamna mellanrum. Pa sa sitt tycks alla slags SNP:ar fangas in.

Analysen som gjordes av Kaminski et al. (2008b) visar hur viktigt det dr att titta pa
interaktioner mellan SNP:ar och inte bara fokusera pa enskilda SNP:ar. Enligt Sargolzaei et
al. (2008) kommer framgangen av genomisk selektion framforallt att bero pa styrkan av
kopplingsojaimnvikt mellan markorer och mutationer. En viktig fraga dr dven hur mycket
genotyp-miljosamspel paverkar. Forhoppningsvis har inte utvecklingen gatt for fort sa att
viktiga delar av den genomiska informationen forsummats, s som styrkan av genotyp-
miljosamspel. Hir finns det verkligen behov av ytterligare forskning. Chipen som produceras
kommer behova uppdatering allt eftersom, men hur ofta? Och hos vem kommer ansvaret ligga
att veta nir de bor fornyas?

I framtiden kommer det fortfarande krivas att man forsoker minska olika paverkade effekter
vid skattning av avelsvérdet, framforallt da vi direkt kan se hur genomets variation foréndras.
Inom notkreatur dr det ett stort problem att ett fatal tjurar anvinds och blir orsaken till
minskad genetisk mangfald. For att undvika effekten av tjur och besittning bor man analysera
mjolkkor som hirstammar fran manga tjurar. Inom fjaderfi #r det bland annat de
multinationella foretagen som gett upphov till den minskade genetiska mangfalden. Hur
kommer den genetiska mangfalden att utvecklas hos nét om vi pa samma sitt som for fjaderfa
fortsitter selektera for produktionsegenskaper? Om det gatt ungefir 60 generationer av
selektion pa fjaderfd och tio generationer pa not, kommer den genetiska mangfalden att ga
forlorad till 70% (Muir et al., 2008) nir 60 generationer passerat @ven for not? Det har borjat
liggas mer hidnsyn till sjukdomsresistens, fruktsamhet, kalvningssvarigheter och hallbarhet
inom koaveln sa detta bor inte vara nagot att forvinta sig i framtiden. Dessutom kommer
genomisk selektion forhoppningsvis vara en bidragande del i att fa mera balancerade
genetiska framsteg.
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Efter att ha granskat fakta kan det nu diskuteras hur limpliga SNP:arna dr som anvinds i chip.
Analyserna for identifiering av SNP:ar tycks vara vilgjorda. Vid validering i olika
populationer saknas det ddaremot utforliga studier. For att snabbt kunna utforska SNP:arna
gors genotypningarna endast pa tjurar och pa det som i USA anses vara ”populdra” raser. Det
krivs fler studier pa not inom andra raser dn vad kommersiella foretag presenterat.

For att kunna mota framtiden med den nya utvecklingen kommer det krivas svar pa manga
utmanande problem. Virldens behov av mat kommer 6ka drastiskt de kommande aren och
genomisk selektion, som ger en snabbare process och o¢kad sidkerhet av avel, kunde inte
kommit ldgligare. Allminhetens krav pa djurens vilbefinnande och djurvilfird kommer att
oka, vilket produktionssystemen maste ta i tu med. Kommer minniskor borja vilja de
“naturligt” avlade djuren precis som man skiljer mellan konventionellt och ekologiskt? Det
maste forfarande papekas hur viktigt det dr med genetisk variation sa att inte specialiserade
raser ersitts av en generell ras som fungerar 1 alla miljéer. De kommersiella industriforetagen
har satsat och visat stort intresse for framgangarna av forbittring av de ekonomiskt viktiga
egenskaperna. Det har tyvirr inte lagts lika mycket vikt pa egenskaper som hilsa, funktion
och anpassning, dven fast dessa dr ekonomiskt viktiga pa ett annat sitt. Mojligheterna
kommer ddaremot verkligen att finnas for att bittre kunna forsta egenskaper som &r svara att
miéta och egenskaper med lag arvbarhet. Strukturen kommer troligen forindras mycket inom
husdjursindustrin, kanske kommer vi se en annan skillnad mellan olika husdjur. Det &r
tankbart att strukturen inom notkreatur blir som i fjaderfd, att stora foretag skoter aveln sjdlva.

Slutsats

Att vilja lampliga SNP:ar gors genom kvalificerad identifiering, idag med hjéalp av bland
annat reduced representation libraries (RRLs), och valideringen med kontroll av polymorfism
och minor allel frequency (MAF). Analyserna inom detta har utforts noggrant vad giller
SNP:arnas fordelning dver genomet men det saknas information om hur vél dessa fungerar 1
raser som ej genotypats. Det star dven oklart hur interaktioner mellan SNP:ar kan paverka
framtida anvdndning av SNP-chip.

Tack till:
[llumina
Handledare Anne Loberg och Hossein Jorjani
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