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Forord

Genteknologien er inde i en rivende udvikling i
disse &r, og den vil givetvis ogs4 f stor betydning
for husdyrbruget.

Forfatteren til nerverende beretning har i et
ph.d. studium gennemfgrt en omfattende under-
spgelse af genetiske polymorfier 1 kvegets vakst-
hormongen. Resultaterne fra disse undersggelser er
publiceret i internationale tidsskrifter, I denne be-
retning gives en beskrivelse af de vasentligste gen-
teknologiske principper samt resultater og avls-

Foulum, juli 1993

meessige perspektiver, der skennes at have interesse
for praktisk kvaegavl.

Lektor Merete Fredholm, Den Kgl. Veteriner-
og Landbohgjskole samt forsker Mogens Vester-
gaard og forsggsleder Bernt Bech Andersen, begge
Statens Husdyrbrugsforsgg har bistiet med kritisk
gennemlesning af manuskriptet. Assistent Erik
Christensen, Landskontoret for Kvag har rentegnet
figurerne.

A. Neimann-Sgrensen
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Sammendrag

Beretningen er et review af genteknologiske aspek-
ter med relation til kvagavl. Grundleggende
forhold for kvalitative og kvantitative egenskabers
genetik, genernes opbygning og funktion er kort
omtalt. Basale genteknologiske metoder er nevnt,
og der findes en ret udferlig gennemgang at Re-
striktions Fragment Langde Polymorfi (RFLP) og
Polymerase Chain Reaction (PCR), som er to
meget anvendte metoder til undersegelse af ge-
netisk variation og genotypebestemmelse.

Der gives eksempler pd anvendelse af RFLP-
og/eller PCR-metoder til kensbestemmelse af

kvagembryoner, genotypning af maclkeproteiner og
genetisk test for arvelige sygdomme, Resultater fra
forfatterens egne undersagelser af polymorfier i
kvagets vaeeksthormongen er refereret.

Endelig er der en omtale af identifikation af
repetetive DNA sekvenser, herunder specielt de
sakaldte mikrosatellitter, og deres anvendelse som
genmarkerer for kvantitative egenskaber og arveli-
ge sygdomme. Til slut er perspektiverne for gen-
teknologiens anvendelse i fremtidens kvagavlen
diskuteret.

Nagleord: Kvaegavl, genteknologi, RFLP, PCR, DNA polymorfier, veksthormongenet, genmarkerer.



Summary

This report is a review of gene tlechnologies in
relation to cattle breeding. The basic knowledge of
genetics of single locus traits and quantitative
traits, genes and gene action are briefed. Basic
gene technologies are described and there is a
thorough description of the Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) and Polymerase
Chain Reaction (PCR) techniques, and their appli-
cation to genotyping.

Examples of investigations on genetic variation
at the DNA level are sexing of bovine embryos,

milkproteins, genes coding hormones, repetitive
DNA sequences as gene markers and inherited
diseases. Results from the author’s experiments on
RFLPs in the bovine growth hormone gene are
summarized.

Furthermore, the identification of repetitive
DNA sequences, especially microsatellites, and
their application as gene markers for quantitative
traits and inherited diseases are described. Finally,
the applications of gene technologies to use in
cattle breeding are discussed.

Key words: Cattle breeding, gene technology, RFLP, PCR, DNA polymorphism, growth hormone gene,

gene markers.
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1 Indledning

Nar genteknologien de senere &r har faet meget stor
opmeerksomhed, skyldes det iser, at den har givet
helt nye muligheder for fremstilling af medicinske
produkter (f. eks. insulin fremstillet af gensplejsede
mikroorganismer). Endvidere har genteknologicn
pd flere omrdder revolutioneret den biologiske
forskning, og udviklingen af transgene planter og
dyr (f. eks. de sakaldte supermus) har haft me-
diernes bevagenhed.

Det har samtidig fort til store investeringer 1
genteknologisk forskning specielt inden for frem-
stilling af medicin. Det storste og mest ambitigse
projekt er kortlegningen af menuneskets gener, som
pé nuveaerende tidspunkt har fort til identifikation af
flere tusinde gener. Og det forventes, at samtlige
hurmane gener er sekventeret omkring ér 2000.

For husdyrproduktionen er interessen for gen-
teknologi iser koncentreret om vaccinefremstilling,
sygdomsdiagnostik, gensplejsede mikroorganismer
til vom- og tarmflora, samt undersegelser af enkelt
gener, genmarkerer og genkortlagning.

1 de folgende afsnit gives en kort gennemgang
af den grundleggende molekyler genetik og to
meget anvendte molekylaer biologiske metoder til
underspgelse af genetisk varition. Derefter folger
nogle eksempler pd metodernes praktiske anven-
delse, og resultater fra forfatterens undersogelse af
genctiske variation 1 kvagets vaksthormongen er
omtalt. Til slut er forventningerne til metodernes
anvendelse 1 fremtidens kvagavl diskuteret.

2 De kvalitative og kvantitative egenskabers

genetik

De egenskaber, som er blevet forbedret gennem det
hidtidige avlsarbejde betegnes kvantitative egen-
skaber. Disse egenskaber (f.eks. maclkeydelse og
tilveckst) er genetisk set bestemt af et stort antal
gener. Andre egenskaber f.eks. maelkeproteiner,
blodtyper og flere arvelige sygdomme, er kvalitati-

ve egenskaber, og deres nedarvning bestemmes af’

enkelt-gener.
De arvelige anleg - generne - er indkodet 1
DNA-molekylerne, som findes 1 cellekernene, hvor

de er pakket med proteiner til en velordnet struk-
tur, Et DNA-molekyle bestir af en dobbeltspiral,
hvor der i de to keeder indgar 4 forskellige baser:
Adenin (A), cytosin (C), guanin (G) og thymin (T).
I dobbeltspiralen sidder baserne overfor hinanden
to og to, A overfor T og C overfor G.

Tidligere blev et gen defineret ud fra et bi-
ologisk grundlag, som den del af kromosomet, der
bestemmer én arvelig egénskab. Molekyleer bi-
ologien har imidlertid sndret ved opfattelsen al



generne. Sédledes defineres et gen udfra et moleky-
lazr biologisk grundlag som de DNA sekvenser, der
tilsammmen kan producere et mRNA, hvorfra der
herefter produceres et specifikt protein, [eks. et
struktur protein, et enzym eller et hormon. Saledes
indeholder et gen en kode for en bestemt rekkefol-
ge af aminosyrer 1 et specifikt protein samt regula-
toriske DNA-sekvenser.

Husdyrenes arvemasse - genom - bestér af ca.
3 mia. DNA-bascpar, og det skennes at indeholde
ca. 100.000 gener. Ilele den proces, som ferer fra
DNA-koden via RNA (transkription) til protein-
syntesen (translation), betegnes under tiden des
centrale dogme, fordi processen cr universel for
alle levende organismer - bakterier, planter og dyr.
Dog er der flere vasentlige forskelle mellem
prokaryoter og eukaryoter, idet eukaryote celler har
kromosomerne 1 en cellekerne, og i gencrne hos
flercellede eukaryoter findes ikke-kodende elemen-
ter - sdkaldte introns.

Et gen kan opdcles i den regulerende enhed -
promoteren - og den kodende enhed, som inde-
holder den genetiske kode for en aminosyrekaede.
Promoteren er som regel placeret for startposition-
en for transkriptionen af den kodende enhed, og
promoterens vigligste funktion er at binde de
enzymer, som igangsatter transkriptionen af den
kodende enhed. Foruden promoteren har mange
gener andre regulatoriske sekvenser - enhancere -
der pavirker transkriptionen. Den kodende enhed
bestar af aminosyrekodende enheder - exons,
adskilt af ikke-kodende sekvenser - introns.

Det forste trin i overszttelsen fra DNA til
protein er transkriptionen fra DNA til mRNA.
Forst dannes pre-mRNA, hvor hele den kodende
enhed med bade exons og introns fra DNA et

oversattes til RNA. Herefter splejses de enheder,
som svarer til introns, ud. Dernzst samles de
enheder, som cxons koder for, (il det f{ardige
mRNA. Endelig overszttes - franslateres - mRNA
til aminosyrekader. Som i DNA indgdr der 4
forskellige baser i mRNA-sekvensen, blot er
thymin erstattet af uracil (U). Tre sidanne baser i
rekkefolge koder for ¢én bestemt aminosyre. For
hver 3 baser i RNA-kaeden settes én aminosyre pa
proteinkeden under translationen af mRNA (il
protein.

De fleste promotorer er af sterrelsesordenen
500-1.000 baser, mens de kodende elementer som
hovedregel bestdr af ca. 2.000 til 50.000 baser,
hvor introns udger 50-90%. Hos pattedyr udger
generne kun en mindre del - hejst 10% - af hele
genomet. De resterende ca. 90% af genomet er
ikke-kodende DNA eller "fyld". Dette DNA har
faet forskellige betegnelser som: Satellit DNA,
non-sense DNA, sekundaert DNA, junk, selfish
DNA etc. De forskellige betegnelser for dette DNA
afspejler, at betydningen af det ikke-kodende DNA
er ukendt.

Derimod er det veldokumenteret fra under-
sogelser af sdvel mennesker som husdyr, at det
ikke-kodende DNA indeholder et meget stort antal
sakaldte repeterede sekvenser, dvs. forskellige korte
sekvenser pd 2-65 basepar, som repeteres mange
gange. Disse sekvenser benmvnes mini- eller
mikrosatellitter afhengig af antallet af basepar i
den repeterede sekvens. Genspecifikke repeterede
DNA sekvenser er serdeles velegnede som gen-
markerer, da de ofte har et stort antal forskellige
alleler, dvs. antallet af repetitioner udviser stor
variation fra individ til individ.




3 Metoder til identifikation af genetisk varia-

tion pa DNA niveau

Her skal kort omtales nogle grundlaggende mole-
kylerbiologiske  laboratorieteknikker:  DNA-
skaering, gensplejsning og kloning. Desuden for-
klares RELP- og PCR-teknikken, som anvendes til
undersggelse af DNA-sekvens variation. DNA-
molekylerne kan skeeres 1 mindre fragmenter med
restriktionsenzymer. Disse enzymer genkender en
bestemt DNA-basesekvens pé 4-6 baser, og klipper
DNA-keden over. Restriktionsenzymer har bdde
hesj specificitet og stor effektivitet, hvorfor DNA-
skaringen med et bestemt enzym er ngjagtig og
repeterbar.

Efter skering af DNA’et kan DNA-fragmenter
indsattes - gensplejses - 1 bakterieplasmider, som
er ringformede DNA-molekyler, der kan overfores
til feks. colibakterier. Herefter sclekteres de
gensplejsede bakterier, hvorefter bakterierne opfor-
meres. Samtidig sker der en opformering af de
gensplejsede plasmider. Saledes fas en klon, dvs.
en bakteriestamme, der indeholder et for bakterien
fremmed DNA-fragment. En mere detaljeret gen-
nemgang af de basale genteknologiske metoder er
lavet af Sejrsen (1989). DNA-fragmenter fra
klonede bakterier kan oprenses og den najagtige
baserzkkefolge kan bestemmes ved basesekven-
tering. En anden mulighed er at bruge fragmentet
til at underspge lignende DNA-sekvenser hos andre
individer.

RFLP er en forkortelse for restriktions fragment
leengde polymorfi. RFLP teknikken identificerer
DNA-sekvens variation mellem forskellige in-
divider, hvis denne variation medferer, at der
opstér eller forsvinder specifikke skeringssteder for
restriktionsenzymer. Selve princippet 1 RFLP
metoden omfatter tre trin (figur 1):

1) DNA fra blod eller vaev oprenses og skares
med ét restriktionsenzym 1 mindre fragmenter, og
fragmenterne adskilles cfter sterrelse ved pgel-
elektroforese. DNA-fragmenternes vandringshastig-

hed 1 gelen er athengig af deres sterrelse, de smé
fragmenter vandrer hurtigere end de store fragmen-
ter.

2) Fragmenterne overfores fra gelen til et
nylonfilter, denne metode betegnes Southern-blot.
Nylonfilteret placeres i et rar med hybridiserings-
vaske, som indeholder en radioaktivt merket
DNA-sekvens - en sdkaldt DNA probe. Det kan
f.eks vaere DNA-koden for veeksthormongenet. Da
bade DNA-fragmenterne pé filteret og proben er
forbehandlet, séledes at de er én-strengede DNA-
molekyler, vil der ske en sammensmeltning -
hybridisering - mellem DNA-proben og det/de
DNA-fragmenter, der indcholder en DNA-sekvens,
som svarer til proben.

3) Efter hybridisering anbringes filteret pd en
rentgenfilm og den radicaktive probe, som nu er
bundet til filteret, vil svaerte filmen, sdledes at der
fremkommer nogle sorte band. Sterrelsen af de
DNA-fragmenter, der indeholder DNA-sekvenser
med samme baserekkefolge som proben, kan
herefter aflzeses pa rentgenfilmen ved hjelp af en
sterrelsesmarker.

Hvis der findes forskellige fragmentstorrelser
ved undersagelse af DNA fra forskellige individer,
sa betegnes det som en RFLP-polymorfi (se figur
1). En RFLP-polymorfi er specifik for den under-
seigte kombination af probe og restriktionsenzym.
Ved at bruge forskellige restriktionsenzymer, som
skeerer forskellige steder i DNAet, kan omradet 1
og omkring den udvalgte probc underseges for
RFLP polymorfier.

De hidtidige resultater fra RFLP undersggelser
viser, at RFLP polymorfier kan betragtes som loct,
hvis nedarvning folger de kendte Mendelske arve-
love. RFLP er omkring enkelt gener har som regel
to alleler, mens RFLP’er omkring repeterede
sekvenser som regel har multiple alleler.
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Restriktions fragment lengde polymorfi (RFLP)
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Figur 1 Restriktions fragment lengde polymorfi
(RFLP). (1) DNA fra tre dyr (A, B og C) oprenses
og skares med et restriktionsenzym. DNA-frag-
menterne overferes til en gel, hvor de adskilles
efter storrelse ved clektroforese. (2) DNA’et
overfores til et filter og hybridiseres med en ra-
dioaktivt macrket probe, hvorved proben bindes til
de fragmenter med DNA sekvenser, der er kom-
plementare til proben. (3) Filteret placeres pa en
rontgenfilm, og den radioaktive probe svarter
filmen si der fremkommer sorte band. Dyr A er
homozygot YY, dyr B er heterozygot XY og dyr C
er homozygot XX.

Restriction fragment length polymorphism (RFLP).
(1) DNA from three animals (A, B, and C) is
purified and digested with a restriction enzyme.
The DNA fragments are separated according to
their size by gel electrophoresis. (2) The DNA
fragments are transferred to a filter and hybridized
with a radioactive probe and the porbe ties to the
fragments with complementary DNA sequencies. (3)
The filter is put on a X-ray film and the radio-
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active probe blacken the film, and black bands
appear. Animal A is homozygoric YY, animal B is
heterozygotic XY, and animal C is homozygotic XX.

PCR er en forkortelse for Polymerase Chain
Reaction. PCR-teknikken kan bruges til at opfor-
mere DNA-sekvenser af sterrelsesordenen 300-
2.000 bascr. Metoden forudsztter, at man pi
forhénd kender baserakkefulgen af mindst 20 baser
i hver ende af den DNA-sekvens, man ensker at
opformere. Afgraeensning af den DNA-sekvens, der
skal opformeres, sker nemlig ved at syntetisere to
korte DNA-sekvenser - primere - pd hver ca 20-30
baser. Primemes baserackketfolge skal vere fuld-
stendig komplementar til baserekkefalgen i hver
ende af den DNA-sekvens, som skal opformeres.

Selve opformering er en efterligning af den
DNA-kopiering - replikation, som sker nar en celle
deler sig (figur 2). Hele processen sker 1 et lille ror
indeholdende bl.a. genomisk DNA fra det dvr, der
skal underseges for polymorfi, DNA-~primerne og
et enzym - Tag-DNA-polymerase, der kan kopiere
DNA. Raret anbringes i et PCR-apparat, hvis
eneste funktion er, at det kan programmeres til at
udfere en bestemt temperaturcyklus, som derefter
gentages ca. 25-45 gange. | hver cyklus fordobles
mazngden af DNA-kopier af den sckvens, som
anskes opformeret. Nar PCR reaktionen er fuldfart
indeholder reret et meget stort antal kopier af det
onskede DNA-fragment. Dette DNA kan bruges
direkte som udgangsmateriale til DNA-skering, og
DNA-fragmenterne kan efter farvning ses direkte
pd en gel.

Til bestemmelse af genotypen for et bestemt
locus, f.cks. malkeproteinet k-kasein, er det en stor
fordel at bruge PCR-teknikken fremfor RFLP-
metoden. Fordi PCR genotypning kan laves direkte
pé blodceller uden forudgdende oprensning af
cellernes DNA, og hele proceduren kan derfor
udfercs pa ¢n dag. Desuden undgér man brug af
radioaktivt materiale, og PCR-metoden har generelt
hejere repeterbarhed end RFLP-metoden.




PCR - Cykluser

Milsekvens

O DNA Polymerase

-¥» DNA Primer
Genomisk DNA

®
>0
@ o =
Q=
® s/
- =

—3p Denaturering
— Syntese
—3# Primer -

> binding

¢
'
¢
1
\
\
L
6 min.

Figur 2 Polymerase Chain Reaction (PCR) er en
kadereaktion, hvor en bestemt DNA mélsekvens
(det skraverede felt) kopieres 25-50 gange. (A) (1)
Malsekvensen afgranses af to korte DNA-primere
med ca. 25 DNA-baser, som er komplementare til
hver ende af malsekvensen. I ferste trin dannes
DNA-strenge, der er lengere end malsekvensen. (2)
DNA-strengene, der blev dannet i forste trin, er nu
skabelon for DNA kopieringen, og de DNA-strenge
som nu syntetiseres svarer til malsekvensen. (3)
DNA-strenge kopierss fra de ny syntetiserede
DNA-strenge. (4) I alle efterfolgende cykluser vil
mengden af DNA fordobles. Teoretisk bliver der
saledes til 2%° = 33 millioner DNA kopier efter 26
cykluser. (B) Hver cyklus omfatter typisk tre
temperaturniveaver. Ved ca. 94 °C denatureres
DNA’et séledes at de to strenge adskilles, ved ca.
58 °C bindes primere til DNA-strengene, og ved ca
72 °C syntetiseres de nyc DNA-sirenge af DNA
polymerasen.

Polymerase Chain Reaction (PCR) is a cyclical
reaction where a specific DNA sequence (the
hatched area) are copied 25-50 times. (4) (1) The
targer sequence is delimited by two short DNA
primers consisting of approx. 25 bases comple-
mentary (o each end of the target. In the first step
is synthesized DNA strands longer than the rarget
sequence. (2) The DNA strands from the previous
cycle now serve as template, and therefore the new
synthesized DNA strands are equal fo the targer
(3) DNA strands are synthesized with the DNA
strands from the previous cycle as template. (4) In
the following cycles the amount of target DNA is
doubled. Theoretical the target is amplified 1o 27
= 33 mill. copies after 26 cycles. (B) Each cycle
consists of three temperature levels. At approx. 94
°C the DNA is denaturated and the two DNA
strands separated, ar approx. 58 °C the primers ties
1o the target DNA, and at approx. 72 °C new DNA
is synthesized by the DNA polymerase.



4 Genetisk variation pa DNA niveau

Variation 1 DNA-sekvenser skyldes mutationer, der
kan opstd ved dannelsen af kensceller. Disse
mutationer, som nedarves til afkommet, kan vaere
punktmutationer, insertion eller deletion af en
mindre DNA-sekvens eller gentagne kopier af en
DNA-sekvens.

Nér det gelder bestemmelse af genotyper hos
kvaeg, s& har interessen samlet sig om: 1) Konsbe-
stemmelse af embryoner. 2) Gener der koder for
verdifulde proteiner feks. malkeproteiner. 3)
Gener der kunne tenkes at have stor betydning for
praduktionsegenskaberne f.eks. hormongener. 4)
Genmarkerer f. eks. mikrosatelitter med hej grad af
variation. 5) Gener der koder for arvelige syg-
domme.

DNA fra én enkelt celle er tilstrazkkeligt til at
kunne starte en PCR-reaktionen. Det kan fleks.
veere et cellesnit fra et kvagembryon. Der er
udviklet en PCR procedure til kensbestemmelse af
embryoner (Thomsen et al., 1990). Til denne PCR
reaktion bruges Y-kromosom specifikke primere,
séledes at der kun fas et PCR produkt for han-
embryoner. Ogsé til bestemmelse af genotypen for
malkeproteinerne k-kasein og p-laktoglobulin er
der udviklet PCR-procedurer (Jorgensen, 1991).
Procedurerne er enkle og giver en sikker bestem-
melse af genotyperne. Genotypning for malkepro-
teiner vil sandsynligvis ogsa kunne foretages pa
cellesnit fra embryoner samtidig med en kensbe-
stemmelse af cmbryonet.

I et Ph.D.-projekt har forfatteren undersegt for
genetisk variation i kvegets vaksthormongen.

Undersegelserne er udfort pd kalve fra ydelses-
selekterede linier, og kalvenes vasksthormonsekre-
tion er tidligere undersegt ved fysiologiske funk-
tionspragver (Lavendahl & Sejrsen 1993). Kvegets
vaeksthormongen er klonet og sekventeret (Woy-
chik et al., 1982; Gordon et al., 1983). Dets storrel-
se er ca. 1.900 basepar, og det koder for en enkelt
proteinkade pa 191 aminosyrer. Undersegelser af
RFLP-polymorfier omkring kvegets veeksthormon-
gen fra bde udenlanske racer og RDM (Hgj et al.
1993a og referencer heriy viser, at der findes to
forskellige polymorfier, som forekommer alminde-
ligt i malkeracer.

Den ene polymorfi skyldes, at der findes et
restriktions skeeringssted i 3. intron (ikke-kodende
enhed) for et bestemt restriktionsenzym, som har
bestegnelsen Mspl. Den anden polymorfi er en
insertion/deletion af ca 1.000 basepar i det DNA,
der ligger umiddelbart efier vaksthormongenets
kodende sekvens. Startpositionen er ikke pracist
fastlagt, men antages at ligge mellem 300 og 1.300
basepar efter den kodende enhed af vaeksthormon-
genet. De to polymorfier har sdledes ingen ind-
flydelse pa aminosyrerakkefplgen i det feerdige
hormon.

For insertions/deletions polymorfien er anvendt
betegnelser I og D for de to alleler, hvilket giver
genotyperne II, 1D og DD (figur 3). For Mspl
polymorfien er anvendt betegnelserne (+) nir Mspl
skeringstedet er intakt og (-) nér skaeringstedet
mangler. Genotypebeiegnelserne er da Mspl(+/+),
Mspl(+/-) og Mspl{(-/-).
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Figur 3 Restriktions fragment leengde polymorfi
(RFLP) i kvaegets vaeksthormongen. (1) Skematisk
illustration af de to alleler med angivelse af de fem
exons (de kodende enheder) og skeringsstederne
for restriktionsenzymet Bg/ll. Forskellen mellem de
to alleler er sekvensen markeret med [, der findes
i I-allelen (insertion) og mangler i D-allelen (dele-
tion). (2) Billede af genotypebestemmelse for tre
kalve med genotyperne 11, ID og DD. D-allelen er
ca. 0,9 Kb (dvs. 900 DNA-baser) mindre end I-
allelen, og derfor vandrer D-allelen hurtigere end
I-allelen ned gennem gelen.

Restriction fragment length (RFLP) in the bovine
growth hormone gene. (1) The two alleles, the fives
exons, and the restrictions sites for the Bglil
enzyme are shown. The difference between the two
alleles is the sequence marked [, wich appears in
the I-allele (insertion) and lack in the D-allele
(deletion). (2) Photography of genotyping of three
calves of genotype II, ID, and DD. The D-allele is
approx. 0,9 Kb less the the I-allele, therefore the
D-allele migrates faster than the I-allele through
the gel.

Undersggelse at’ 58 RDM kalve fra linier selek-
teret for henholdsvis haj og lav fedtydelse viste at:

1) Dyr med genotype Il havde samtidig gen-
otypen Mspl(+/+), dyr med genotype [ havde
samtidig genotypen MspI(+/-), og endelig havde
genotype DD dyr samtidig genotypen Mspl(-/-).
Der fandtes altsa kun to  [I-Mspl(+) og D-Mspl(-)]
ud af fire mulige kombinationer - haplotyper -
mellem alleler fra de to forskellige polymorfier,

2) Antallet af dyr med de forskellige genotyper
af ID-polymorfien er vist tabel 1. Dyr med gen-
otypen ID forekom hyppigst blandt dyrene fra
linien selekteret for hej fedtydelse. Blandt 36 dyr
fra hgj linie fandtes 17 II dyr, 17 1D dyr og to DD
dyr. Blandt de 22 dyr fra lav linie var der 20 II dyr
og kun to ID dyr.

3) Analyser af sammenhzngen mellem /D
polymorfien og vaksthormonsekretionen under
fysiologiske funktionspraver viste, at der var en
tendens til, at dyr af genotypen 1l havde en starre
thyrotropin-releasing hormon (TRH) stimuleret
veksthormonsekretion end dyr af genotypen ID
(Hegj et al. 1993b).

Forskellen i allelfrekvenser mellem de to linier
kan skyldes, at selektion for fedtydelse har pavirket
den undersegte I/D polymorfi, Mspl polymorfi eller
anden genetisk variation, der er koblet med de
undersggte polymorfier. En mulig forklaring pa
sammenhangen mellem insertions/deletions poly-
morfien og vaeksthormonsekretionen kunne vare, at
der er sekvenser i deletions/insertions elementet,
som pavirker transkriptionen af vazksthormongenet.



Tabie 1

Antal kalve fra hgj og lav linic med de forskellige genotyper af ID-polymorfien i 3°-regio-
nen af kvaegets vazksthormon gen.
Number of calves in the high and the low line with the different genotypes at the
insertion({)/deletion(D)} site in the 3 '-region of the growth hormone gene in cattle.

Selektions linic Genotype
Selection line Genotype

11 ID DD
Haj 18 16 2
High
Lav 20 2 -
Low
Alle kalve 38 18 2
All calves

Der er ogsa fundet en sammenhangen mellem
en RFLP-polymorfi i prolaktingenet og avlsveerdi
for ydelse (Cowan et al., 1990). I undersagelsen
fandtes en tyrefader, der var heterozygot for det
undersagte locus. Efterfalgende blev genotypet 26
tyre, som alle var atkom cfter denne tyr. En analy-
se af sammenhangen mellem spnnernes avlsveerdi
og genotype viste, at der var en signifikant forskel
pa 293 kg mazlk (predicted difference) mellem de
to typer af homozygoter.

Repeterede sekvenser har fdet en meget stor
opmarksomhed samtidig med udvikling af RFLP
og PCR teknikkerne. Disse DNA markerer inddeles
efter storrelsen af den repeterede sekvens:

1) VNTR (Variable Number of Tandem Repe-
ats) cller sakaldtc minisatelliter har en repeterct
sekvens af 16-64 basepar, som gentages op til ca.
100 gange. Med RFLP teknikken kan minisatelli-
ter bruges til fremstilling af sdkaldte DNA-finger-
print. Et individs DNA-fingerprint er unikt og kan
bruges til en meget prazcis bekraeftelse af foraldre-
skab. Hos kvaeg er pavist ca. 50 forskellige mini-
satelliter (Georges & Massey, 1991).

2) Mikrosatelliter er to til fire basepar som
gentages op tl 50 gange. Hos kvag or der pavist
over 100 sadanne sekvenser (Womack, 1991). Det
antages, at der findes mere end 150.000 forskellige
mikrosatelliter fordelt over hele genomet. |
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modsatning til VNTR/minisatelitter er mikrosatel-
liter veesentlig lettere bade at identificere og gen-
otype, da det kan geres med PCR teknikken.

Der findes flere arvelige sygdomme (f.eks.
Muldyrfod, Liggekalve, Weaver og RVC) hos
kvaeg, som skyldes et enkelt recessivt arveanlzg.
Dyr med dobbelt recessivt anleg (homozygoter)
kan erkendes klinisk, hvorimod anlagsbarere
(heterozygoter) kun kan udpeges ved testparringer,
hvilket bade er langsommeligt, arbejskrezvende og
dyrt.

En nylig pavist arvelig sygdom hos sortbroget
kvaeg (SDM) er Bovine Leukocyte Adhesion
Deficiency (BLAD), som skyldes en endring af et
glycoprotein, der findes pa overfladen af neutrofile
granulocytter (Nielsen et al.,, 1992 og referencer
heri). Afficerede kalve har et darligt fungerende
immunsystem, hvilket medferer infektioner og
utrivelighed 1 en sadan grad, at de der 1 lebet af
forste levedr.

Der er 1 USA udviklet en PCR teknik, der kan
pivise anlegsberere af denne sygdom. Mange af
de mest brugte importtyre af Holstein Friesian
racen har vist sig at vaere bzerere af denne svgdom,
men muligheden for at pavise anlagsbarere ved en
simpel genteknologisk test gor, al spredning af det
recessive anlaeg meget nemt kan forhindres.



Der er sdledes ivacrksat test for BLAD af alle
danske SDM-avlstyre, som har en kendt BLAD-
baerer 1 afstamningen. I perioden 1991-92 blev der
udfert test for BLAD pa Den Kgl. Veterinar- og
Landbohgjskole, Sektion for Husdyrgenetik. Ved
test af 405 avistyre blev 208 tyre identificeret som

barere af BLAD (Jorgensen et al., 1993). Til test
for Weaver er nylig identificeret en mikrosatellit,
som er megel tet koblet il Weaver-genet (Georges
et al., 1993). Det giver mulighed for at foretage
test af eventuelle barere af Weaver.

5 Enkelt gener af betydning for husdyr

Klassiske eksempler pa enkelt gener hos husdyr er
genet for hornlgshed, genet for dobbelt muskulatur
hos Blahvidt belgisk kvaeg og genet for Halothan
folsomhed hos svin. Der er i de sidste 30-40 &r
lavet mange undersogelser af potentielle genmar-
kerer som f.eks. blodtyper, vaevstyper og melke-
proteiner og disses sammenhzang med kvantitative
egenskaber.

Den klassiske danske undersogelse er lavet af
Neimann-Sercnsen og Robertson (1961), de fandt
ingen sammenhang mellem blodtype markerer og
melkeproduktionsegenskaber. Resultaterne  af
mange senere undersegelser har vaeret bade positive
og negative og ofte modstridende. Konklusionen pa
disse undersogelser ma vare, at de klassiske gen-
markarer ikke er anvendelige som selektionsred-
skab for kvantitative egenskaber. En vasentlig
drsag til denne konklusion er, at der er for fi
markerer, og at de ikke ligger spredt ud over hele
genomet. F.eks. ligger hele vavstypekomplekset
(BoLa) pa samme kromosom.

Loci med en storre effekt pa kvantitative egen

skaber betegnes ofte QTL’er (Quantitative Trait
Loci). En statistisk analyse af den arvelige sygdom
Weaver hos Amertkansk Brunkveg har vist, at der
er en kobling mellem Weaver locuset og et eller
flere QTL er for fedt- og mazelkeydelse (Hoeschele
& Meinert, 1990). Koer, der var barere af Weaver
genet (heterozygoter), havde siledes en genetisk
overlegenhed pé 26 kg fedt og 674 kg malk.

P4 lengere sigt skal det vise sig om den mikro-
satellit, som er koblet med Weaver locuset (Geor-
ges et al, 1993) eventuclt sammen med andre
mikrosatelliter, kan bruges til at lokalisere og
identificere Weaver locuset, og derefter finde det
protein/enzym, som forarsager sygdommen. Samti-
dig vil eventuelle QTL cr koblet til Weaver locuset
kunne underseges. Undertiden bruges betegnelsen
revers genetik om princippet for identifikation af
gener udfra markerer. Metoden har varet anvendt
med stor succes 1 human genetikken til at finde
gener for arvelige sygdomme bl.a. cystisk fibrose.



6 Diskussion

Som det fremgar af de foregaende afsnit er der en
utrolig stor genetisk variation pd DNA niveau.
Denne variation findes dels omkring enkelt gener,
hvoraf ca. 100 er kortlagt hos kvag (Fries, 1990),
dels i det ikke-kodende DNA, hvor isar mikrosa-
telliterne udviser hej grad af polymorfi. Metoderne
til pavisning og genotypning af sivel enkelt gener
som DNA markerer er veludviklede, og iser PCR
teknikken gor typning af enkelt individer hurtig,
enkel og repeterbar.

Nar det geelder undersegelse af DNA markerer
ma det understreges, at netop udviklingen af PCR
teknikken og opdagelsen af mikrosatellitterne har
betydet kolosale fremskridt for mulighederne for at
fa udarbejdet et genkort med markerer, som dek-
ker hele genomet. Det ma anses for en overkom-
melig opgave, ogséd selvom der skal findes mere
end 300 markerer for at opné en jaovn fordeling af
markprerne over genomet. Det ma ansecs for rea-
listisk, at forvente at et sddant genkort er ul radig-
hed for kveeg om ca. S ar.

Markor selektion, MA4S (Marker assited selec-
tion), kan taenkes anvendt til pre-selektion af
potentielle avisdyr eller i kombination med tradi-
tionel avlsveerdivurdering. Der er lavet mange
simuleringsstudier til analysering af de avlsmessige
konsekvenser af MAS. Resultaterne viser en aget
genetisk fremgang pd mellem 0 og 30% sterkt
athengig aft

1) Sammenhengen mellem markerer, QTLer og
den undersegte kvantitative egenskab, 2) heritabili-
teten og genetisk variation for den kvantitative
cgenskab, 3) indavisdepression, 4) den anvendic
avlsplan (konventionel, intensiv &gtransplantation
dvs. MOET eller linicavl) (Smith et al. 1991 og
referencer heri).

For egenskaber med hej arvbarhed (h>0.25) er
fordelen ved MAS begranset. Men cgenskaber med
lav heritabilitet far stadig hejere prioritet i kvaegav-
len f.eks. sygdomsresistens og frugtbarhed, og disse
egenskaber kan kun i begreenset omfang forbedres
gennem det konventionelle avisarbejde.

Identifikation af DNA markorer for sygdoms-
resistens kan blive en mulighed for netop dansk
kvapgavl, idet den systematiske registring af syg-
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domsforekomstkan give det nadvendige datagrund-
lag for identifikation af sddanne DNA markerer.

Foruden test for arvelige sygdomme vil DNA
markerer kunne bruges til identifikation af gener,
der maske ikke er direkie anvendelige i avisarbej-
det, men som kan give indsigt i det biologiske
grundlag for kveaegets produktionsegenskaber. Pa
samme mide kan undersegelser af den arvelige
variation omkring enkelt gener som f. eks. vakst-
hormongenet eller andre gener, hvis produkter har
en kendt fysiologisk effekt, medvirke til at beskrive
genreguleringen hos vore husdyr.

Der er som omtalt udviklet enkle og sikre PCR
procedurer til bestemmelse af forskellige maelke-
proteinvarianter. Det avlsmassige udbytte ved
selektion for B-varianten af k-kasein, er athengig
af flere delvist uafklarede forhold som mervardien
af k-kasecin BB-malk og sammenhzngen med
andre arvelige egenskaber. Den avlsmaessige frem-
gang vil veere afthengig af bla. frekvensen for B-
varianten 1 udgangspopulationen og den valgte
selektionsstrategi (Pedersen, 1990). Endelig ber
man vaere opmarksom pa det forhold, at selektion
for en bestemt allel kan medfere en fiksering af
den genetiske variation omkring det udvalgte gen.

Transgene husdyr har veret meget 1 fokus, og
der er gennem de sidste 6-7 ar lavet forseg med
overforsel af ekstra kopier af veeksthormongenet til
grise, far og kvaeg. Til disse forseg er brugt fu-
sionsgener, dvs. at promoteren ikke er den naturli-
ge promotor for vaksthormongenet, men fra et
andet gen (feks. metallothionin, et gen der er
aktivt 1 bl.a leverceller).

Pursel at al. (1989) konkluderer ud fra de
hidtidige forseg med transgene grise, at der opnds
en betydelig del af de velkendte effekter af oget
veeksthormon produktion, bl.a. at dyrene vokser
hurtigere og kad/fedtforholdet stiger. Men dyrene
far en lang rackke alvorlige sygdomme som mave-
sér, ledbeteendelse og nyresygdomme, hvilket
sandsynligvis skyldes, at den normale regulering af
vazksthormonsckretionen ikke fungerer, siledes at
dyrene producere enorme mangder vaeksthormon.
Desuden produceres vazksthormon 1 nogle organer,
der normalt ikke producerer vaksthormon.



Den nuvaerende viden om genregulering hos
husdyr er utilstreekkelig til en forsvarlig udnyttelse
af teknikkerne il frembringelse af transgene dyr til
brug 1 kvagavlen. Derimod synes der at vere
acceptable resultater med transgene dyr, der i
malkekirtlerne kan producere f.eks. blodfaktor-
preparater til medicinsk anvendelse. Ganske fa
trangene dyr vil maske om fa &r kunne producere,
hvad der svarer til hele verdens forbrug af bleder-
medicen. Dog kan det vaere, at de transgene dyr
inden da bliver udkonkurreret af transgene cellekul-
turer, idet der ogsd synes at vare en gode resultater
fra forskningen i cellekulturer med eukaryote
celler.

Genteknologisk forskning stiller store krav til
investeringer, laboratoriefaciliteter samt dataind-
samling og analysering. Derfor ma det ske 1 et
internationalt samarbejde. Men det forudsetter en

veltilrettelagt national genteknologisk forsknings-
indats for husdyr.

Frfaringerne fra det Bioteknologiske Forsk-
ningscenter for Husdyrbrug og Husdyrsundhed vi-
ser, at for mange sma projekter vanskeligt kan give
det nodvendige forskningsmassige loft og en
rimelig ressourceudnyttelse. Bide de gode og de
darlige erfaringer fra det hidtidige arbejde ber
derfor komme den fremtidige planlegning af
genteknologisk husdyrbrugsforskning til gode.

Der er mange gode perspektiver for gentek-
nologiens anvendelse 1 kvacgavlen. Det gzelder bade
en videreudvikling af avisarbejdet, men ogsd
mulighederne for at fi en oget basalviden om
kvaegets produktionsegenskaber, som er vigtig for
at imedekomme samfundets stigende krav til en
forsvarlig husdyrproduktion.
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