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Johdanto

MTT:ssd on Kkartoitettu kotieldinten jalostuksellisesti tdrkeisiin ominaisuuksiin vaikuttavia
kromosomialueita vuodesta 1993. Naudan geenikartoituksen ensimmaéinen vaihe saatiin padtokseen
vuonna 2000. Naudan perimdstd on tunnistettu useita maidon tuotantoon, terveyteen ja
hedelméllisyyteen vaikuttavia alueita. Muita kotieldimistd kartoitettuja ominaisuuksia ovat sian
ominaisuudet. Alueita hienokartoitetaan vaikutuksen taustalla olevien geenien tunnistamiseksi —
ensimmadiset naudan maidontuotantoon vaikuttavat geenimuutokset on jo 16ydetty.

Kartoitettuja geenejd voidaan hyodyntdd tehostamaan jalostusta markkeriavusteisella valinnalla.
Yhdesti eldimestd voidaan tuottaa paljon periméltédén valikoituja jélkeldisid yhdistdmaélla alkiotuotanto
ja alkiodiagnostiikka. Alkiot huuhdellaan hormonikésitellyisti (superovuloiduista) luovuttajista viikon
kuluttua siemennyksestd. Hyvélaatuisista alkioista leikataan nédytepala sukupuolen méérittdmistd ja
valittaviin ominaisuuksiin kytkeytyneiden geenimerkkien analysointia varten. Analyysituloksen
perusteella haluttuja ominaisuuksia perineet alkiot siirretdén vastaanottajaan. Tulevaisuuden jalostusta
silmélldpitden alkiodiagnostiikkaa on kehitetty ja testattu MTT:ssd ASMO-alkionsiirtoydinkarjassa.

Naudan geenikartoitus

Naudan geenikartoituksen ensimmaéinen vaihe saatiin padtokseen vuonna 2000 (Viitala ym, 2003;
Schulman ym, 2003). Naudan koko perimédstd rakennettiin molekyyligeneettisten DNA-merkkien
avulla kartta. Karttaa hyodyntdmilld naudan perimistd on tunnistettu useita maidontuotantoon,
terveyteen ja hedelmillisyyteen vaikuttavaa kromosomialuetta (QTL, quantitative trait loci).

Perinteisesti  geenikartoitus perustuu risteytyksiin. Naudan geenikartoituksessa on
kustannustehokkaampaa kéyttdd olemassa olevaa jalostuspopulaatiota. Mallit jotka hyddyntivit
olemassa olevia populaatioita, soveltuvat risteytyksid paremmin suurille ja hitaasti lisdéntyville
eldimille. Pojantytdrmallin mukaisessa tutkimusaineistossa on jalostusarvosteltuja keino-
siemennyssonneja — isid ja niiden poikia. Haluttujen kromosomien (tdssd tapauksessa koko
kromosomiston) DNA-karttamerkkien periytymistd seurataan isiltd pojille. Tietoa siitd mitd alueita
poika on isdnsd kromosomipareista perinyt kéytetddn etsittdessd yhteyttd kromosomialueiden ja
tutkittavien ominaisuuksien véliltd. Kussakin tarkasteltavassa kromosomikohdassa jokaisen isén pojat
voidaan luokitella kahteen ryhméén sen mukaan miti ne ovat isdltdin perineet. Ndiden kahden ryhmén
vilisid fenotyyppisié eroja tarkastellaan tilastollisesti. Analyysissad kdytettdvit poikien fenotyypit ovat
niiden tyttérien tietojen perusteella laskettuja jalostusarvoja.

Markkereita on 10 — 20 cM:n vilein. Téllaisessa kartoituksessa kdytetyilld menetelmilld ei
saavuteta riittdvaa tarkkuutta, jotta tuloksia voitaisiin tehokkaasti hyodyntdi jalostuksen apuvélineend.
Tarkkuus ei myoOskdan riitd yksittdisten geenien tunnistamiseksi. Paras karttamerkki
markkeriavusteiseen valintaan (MAS; marker assisted selection) olisikin itse vaikuttavasta geenisti
tunnistettu muutos. Téstd syystd markkereita haetaan ja paikannetaan edelleen karttojen erotuskyvyn
parantamiseksi.

Hienokartoituksen tavoitteena on rajata ominaisuuksien taustalla vaikuttavien geenien sijainti
mahdollisimman lyhyelle kromosomialueelle. Kartoitus edellyttdd lisdaineiston kerddmistd ja
markkerikartan huomattavaa tihentdmistd. Hienokartoituksessa kéytetddn uusimpia genomiikan ja
tilastotieteen menetelmid. Menetelmien vaatiman suuren aineiston ja tyomdirdn vuoksi tutkimukset
toteutetaan kansainvélisend yhteistyond kuten EU-projekti EURIBDIS (naudan maidontuotantoon
vaikuttavien geenialueiden hienokartoitus) vuosina 1998-2001. MTT koordinoi lokakuussa 2002
aloitettua EU-projektia MASTITIS RESISTANCE, jonka tavoitteena on tuottaa uusia valintatyokaluja
eurooppalaisen lypsykarjan utaretulehdusalttiuden vahentdmiseksi.
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Geenikartoitustuloksia

Kartoituksen ensimmaéisesséd vaiheessa kéytiin 14pi naudan koko perimé. Kartoituksessa kiytettiin 24
ayrshiresonnin pojista koostuvaa noin 900 sonnin aineistoa. Jokaisesta kromosomista analysoitiin
tasaisin vilimatkoin sijaitsevia DNA-karttamerkkeji. Sen jilkeen selvitettiin tilastollisin menetelmin
eri ominaisuuksiin: 5 maidontuotanto-, 4 terveys- ja 3 hedelmaéllisyysominaisuuteen liittyvén vaihtelun
assosioituminen karttamerkkien vaihteluun. Tutkimuksessa 16ytyi kymmenid QTL-alueita, jotka
vaikuttavat yhteen tai useampaan ominaisuuteen (kuval).
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Kuva 1. Ayrshiren perimin (29 kromosomiparia) kartoituksessa 16ytyneitd QTL-alueita. Numeroidut palkit
kuvaavat kromosomi pareja. Kuvassa esitetyt ominaisuudet: m = maitotuotos, v = valkuaistuotos, r =
rasvatuotos, v% = valkuaispitoisuus, r% = rasvapitoisuus, UT = utaretulehdus, SCC = somaattinen soluluku.

Hienokartoitus aloitettiin lupaavimmista maidontuotanto-ominaisuuksiin vaikuttavista QTL-alueista.
Kartoituksen kautta padddyttiin kahteen kandidaattigeeniin kromosomissa 20. Molemmat geenit
liittyvdt maitorauhasen kehitykseen seké laktaatioon. Geeni B:n koodaaman valkuaisaineen tiedetddn
sddtelevdn maitorauhasen tiineyden aikaista kehitystd ja maidon eri komponenttien tuotantoa
laktaation aikana. Geeni A:lla puolestaan on merkittdvd rooli maitorauhasen kehityksessd ennen
tiineyttd. Tavoitteena oli 10ytdd kandidaattigeeneistd sekvenssimuuntelua joka selittdisi havaitut
vaikutukset tarkastelluissa ominaisuuksissa.

Geenien proteiinia koodaavat sekvenssit selvitettiin ja molemmista geeneistd 10ydettiin
sekvenssimuuntelua. Loydettyjd sekvenssimuutosten yhteyttdi maidontuotanto-ominaisuuksien
vaihteluun selvitettiin tilastollisin menetelmin suomalaisessa Ayrshire-populaatiossa. Tulosten mukaan
molemmat geenit vaikuttavat maidontuotanto-ominaisuuksiin — toinen mahdollisesti veden méaaridan
maidossa ja toinen kokonaistuotokseen.
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Geenitiedon hyodyntiminen jalostusohjelmissa — markkeriavusteinen valinta

Hienokartoituksen tuloksia (ominaisuuteen kytkeytyvien kromosomialueiden markkereita tai
tunnistettuja geenejd) voidaan soveltaa jalostusohjelmissa. Markkereita kdyttimaélld valinta voidaan
kohdistaa suoraan ominaisuuden perinnélliseen osaan ilman hdiiritsevid ympéristovaikutuksia.
Toisaalta markkeriavusteinen valinta nopeuttaa jalostusta siksi, ettd se voidaan tehdd ominaisuuden
ilmenemisestd (sukupuolesta, kehitysvaiheesta ym.) riippumatta. Esimerkiksi sonneja voidaan valita
maidontuotanto-ominaisuuksien suhteen jo alkiona, kun normaalisti pitdd odottaa sonnien tyttirien
tuotostietoja.

MTT:ssd on kehitetty menetelmié, joilla alkioiden tehokas geneettinen valinta on mahdollista
(Virta ym, 2002). Yhdestd eldimestd voidaan tuottaa paljon periméltddn valikoituja jélkeldisid
yhdistdmailld alkiotuotanto ja alkiodiagnostiikka (kuva 2). Valituilta yksil6iltd huuhdellaan alkioita
ja/tai munasoluja. Munasolut kypsytetdéin ja hedelmoitetddn laboratoriossa. Siirtokelpoisiksi
kasvatetuista alkioista leikataan nédytepala sukupuolen ja valittaviin ominaisuuksiin kytkeytyneiden
markkereiden analysointia varten. Geneettisesti madritetyistd alkioista haluttuja ominaisuuksia
perineet siirretddn vastaanottajiin.
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Kuva 2. Alkiodiagnostiikka alkiotuotannossa.

Alkiodiagnostiikka ASMO-ydinkarjassa — tuloksia

MTT:ssé kehitettyjd alkiodiagnostisia menetelmid on testattu onnistuneesti ASMO-ydinkarjassa.
Vuosina 2002-2003 analysoitiin sukupuolen ja maidontuotantogeenien suhteen yhteensd 145 alkiota,
ndistd geneettinen madritys onnistui 137 tapauksessa (94%). Siirrettavaksi valittiin hyvélaatuisia
naarasalkioita. Maédritetyistd alkioista 55 siirrettiin vastaanottajiin ja néistd 14 johti tiineyteen.
Joulukuuhun 2003 mennessd vasikoista 10 oli syntynyt ja ne kaikki olivat naaraita. Vasikoista
otettujen kontrollindytteiden perusteella alkioiden maitogeenimdidrityksen onnistuivat 100%:sti
(taulukko 1).
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Taulukko 1. Alkiodiagnostisen menetelmin testaus ASMO-ydinkarjassa. Alkiosta tehdyt maéritykset
tarkastettiin syntyneistd vasikoista otetuista kontrollindytteistd. Sekd sukupuolen ettd maitogeenien médritykset
ovat onnistuneet 100%:sti. Molemmista geeneistd on kaksi vaihtoehtoista muotoa (alleeli 10 ja 20). Yksilolld,
jonka genotyyppi on 1020, on toisessa vastinkromosomissa alleeli 10 ja toisessa alleeli 20. Homotsygooteilla
yksildilld (1010 ja 2020) on vastinkromosomeissaan identtiset alleelit.

Diagnoosi alkiosta Kontrolli

Alkio Nro| Sukupuoli | GeeniA | GeeniB |Syntynyt = Nimi Sukupuoli | GeeniA | GeeniB

555 Naaras 1010 1020 [13.07.2003 Suvikki Naaras 1010 1020

638 Naaras 1010 1020 [19.07.2003 Suoma Naaras 1010 1020

639 Naaras 1010 1020 [28.07.2003 Saima Naaras 1010 1020

668 Naaras 1010 1020 [03.08.2003 Seela Naaras 1010 1020

885+889|  Naaras 1010 2020 |08.11.2003 Sidihky Naaras 1010 2020

1101 Naaras 1010 2020 |12.11.2003 Solja Naaras 1010 2020

1120, Naaras 1020 1020 [19.11.2003 Seira Naaras 1020 1020

1122| Naaras 1020 1010 (21.11.2003 Suomu Naaras 1020 1010

1124] Naaras 1020 2020 [22.11.2003 Saipas Naaras 1020 2020

1131] Naaras 1020 2020 [24.11.2003 Susku Naaras 1020 2020

10015 Naaras 1010 1010

Johtopaatokset

MTT:ssé on onnistuttu yhdistdmaéén geenikartoituksen tuloksia ja alkioteknologista osaamista. ASMO-
ydinkarjassa oli sukupuolen méérityksen lisiksi mukana kaksi maidontuotantoon vaikuttavaa geenié.
Menetelmd geneettisid madrityksid varten on osoittautunut luotettavaksi. Aineisto on kuitenkin vield
pieni ja tavoitteena onkin siirtdéd ainakin 100 tutkittua alkiota menetelmén luotettavuuden ja alkioiden
tiinehdyttdvyyden selvittdmiseksi.

Tdhan mennessd geenikartoituksella tunnistettuja, naudan jalostuksellisesti merkittdviin
ominaisuuksiin vaikuttavia geeneji on vihin, mutta tiedon lisddntyessé alkioista voidaan méérittéa iso
joukko esimerkiksi lehmien terveyteen vaikuttavia perintotekijoitd ja valita sairauksille
vastustuskykyisemmat alkiot.

Menetelmié on kehitetty ja kehitetdén edelleen. Seuraavana padmédrdné on lisétd menetelmain
naudan utaretulehdusalttiuteen vaikuttavien kromosomialueiden markkereita. Lisdksi tavoitteena on
kehittda alkioiden pakastusmenetelméd niin, ettd geenimiaritetyt alkiot voidaan pakastaa ndytteenoton
jélkeen odottamaan sopivaa vastaanottajaa.
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