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Bakgrund

Inom milk genomics studeras sambanden mellan gener och mjolkens kvalitet. Genom att
identifiera gener som kontrollerar mjélkens egenskaper ges mojlighet inom avelsarbetet att
valja ut kor som producerar mjolk med dnskad sammanséttning och processegenskaper och
mjolk som gynnar konsumenternas hélsa. Genomisk selektion ar en ny teknik inom
avelsarbetet for att 0ka sdkerheten vid urvalet av de basta avelsdjuren. Detta tillaggsprojekt &r
en del av SLF-projekt V0930028: “Milk genomics — genernas betydelse for variationen i
sammansattning och teknologiska egenskaper i svensk-dansk mjolk” for att kunna utnyttja
den senaste tekniken inom omradet genomisk selektion. | projektet har ett hogdensitetschip
med 777 000 DNA-markdorer anvants for att genotypa kor av rasen Svensk Ro6d och Vit
boskap (SRB) som har studerats i det svensk-danska milk genomics-projektet.
Genuppsattningen har darefter kopplats samman med variationer i mjolkens sammansattning
och teknologiska egenskaper. Projektet har gett mdjlighet att identifiera genmarkdrer med
potential att genom avel styra mot en framtida mjolkravara med 6nskade kvalitetsegenskaper.

Projektet &r del utav ett samarbete, det svensk-danska milk genomics initiativet, mellan Lunds
Universitet, Sveriges Lantbruksuniversitet, LRF Mjolk och VikingGenetics i Sverige samt
Arhus Universitet och Arla Foods i Danmark. | initiativet har tre av de vanligaste koraserna i
Sverige och Danmark, SRB, Dansk Holstein och Dansk Jersey, studerats med avseende pa
genetik, mjolksammansattning och teknologiska egenskaper vid produktion av t.ex. ost och
yoghurt.

Syftet med detta tillaggsprojekt var att utnyttja den senaste tekniken inom omradet genomisk
selektion genom att anvanda ett hogdensitetschip med 777 000 DNA-markdrer for att
genotypa de svenska kor som studeras i det svensk-danska milk genomics initiativet (SLF-
projekt VV0930028). Detta har Okat sannolikheten for att hitta fler och starkare samband
mellan markorer och mjolkkvalitetsegenskaper samt gett en mer informativ och detaljerad
genotypning av korna jamfort med anvandandet av ett chip med lagre antal DNA-markorer.
Ett annat syfte med tilldggsprojektet var att kunna genotypa de svenska korna med samma
antal DNA-markorer som de danska korna ar finansierade for i Danmark, for en direkt
jamforelse av den genetiska variationen hos mjélkkor i Sverige och Danmark.

Material och metoder

Mjolk- och blodprover har samlats in fran drygt 400 kor av rasen SRB pa 20 gardar i sodra
Sverige under varen och hosten 2010 samt under varen 2011 inom ramen for SLF-projekt
V0930028. Majoriteten av korna var i laktationsnummer 1-3 (1% i laktationsnummer 4) och i
laktationsvecka 7-40 (2% fore vecka 7 och 10% efter vecka 40). De invividuella



mjOlkprovernas celltal var lagre &n 300 000 celler/ml. Foderinformation och mjélkavkastning
registrerades for varje gard respektive ko.

Korna har genotypats med ett kommersiellt bovint hégdensitetschip med 777 000 markdorer
(Illumina BovineHD BeadChip, Illumina, USA) pa GenoSkan A/S (Foulum, Danmark).
Referenspopulationen bestod av ca 18 300 avkommeprovade Holstein-tjurar fran samarbetet
inom EuroGenomics och dértill ca 6 500 avkommeprévade SRB-tjurar. Genetiska analyser
har utforts med genom-6verskridande associationsstudier (GWAS) samt har arvbarheter och
genetiska korrelationer berdknats. Utvérderingarna och skattningarna har gjorts med
framtagna statistiska modeller som inkluderar paverkande variabler, sdsom beséttning,
laktationsstadie, laktationsnummer och mjélkavkastning.

For att finna samband mellan genetisk uppséttning och mjolkkvalitet har mjolken analyserats
for 16pe- och syra-inducerad koagulering samt sammansattning. Lope-inducerad koagulering
undersoktes med lagamplitud-oscillation med en Stresstech reometer (ReoLogica Instruments
AB, Sverige) vid kontrollerad deformation vid 0.01 och frekvensen 1 Hz. Kymosin tillsattes
till proverna (0.09 IMCU/mI mjolk) varefter matningarna utfordes vid 32°C. Analyserna ger
en simulering av lope-inducerad aggregering av kaseinmicellerna i mjolken och darmed
bildande av ostkoagel. Vidare undersoktes undersoktes syra-inducerad koagulering med
lagamplitud-oscillation med en Kinexus reometer (Malvern Instruments Ltd., England) vid
kontrollerad deformation vid 0.003 och frekvensen 1 Hz. Proverna varmebehandlades vid
95°C i 5 min varefter glucono-3-lactone tillsattes till proverna (3% w/v) och méatningarna
utfordes vid 30°C. Analyserna ger en simulering av syra-inducerad aggregering av
mjolkproteinerna och déarmed bildande av yoghurtstruktur. Syra-inducerad koagulering har
genomforts inom TvarLivs-projekt 222-2010-389 ”Milk genomics — genernas betydelse for
teknologiska egenskaper hos mjolkprodukter” finansierat av Arla Foods, SLF, Formas,
Vinnova, Livmedelsforetagen och Svensk Dagligvaruhandel. Mjolken analyserades dven for
protein-, kasein-, fett- och laktoshalt med IR-teknik, relativ koncentration av k-kasein och p-
laktoglobulin med kapillarelektrofores, citronsyra med spektrofotometri och fettkulestorlek
med dynamisk ljusspridning.

Resultat

Genetiska parametrar for 16pe- och syra-inducerad koagulering hos SRB

Mijolken har analyserats for l6pe- och syrainducerad koaguleringsformaga med reologiska
metoder inom projekten SLF-projekt V0930028 och TvérLivs-projekt 222-2010-389. Detta
ger information om tiden det tar innan en gel borjar bildas, dvs. koaguleringstid (tg), och
styrkan pd den bildade gelen, s& kallad gelstyrka (G’). Dessutom erhélls information om
gelens motstand mot gelnedbrytning, yield stress (oy). Projektet har visat hdga arvbarheter for
gelstyrka och motstdnd mot gelnedbrytning fér bade I6pe- och syrageler (h? = 0.38-0.62), se
Tabell 1. Arvbarhetsskattningarna for mjolksammansattning varierade mellan 0.15 for
laktoshalt och 0.59 for relativ koncentration av B-laktoglobulin. Méangden av genetisk
variation for icke-koagulerad mjolk var relativt hdg i relation till den totala fenotypiska
variationen, vilket visas med en arvbarhet pa 0.45 (Tabell 1).

Gelstyrka och motstand mot gelnedbrytning var starkt och positivt korrelerade med varandra,
bade nar 16pe och syra anvandes for att inducera koagulering (Tabell 2). Detta var vantat
eftersom bade dessa reologiska parametrar kan anvandas for att definiera gelegenskaper. Den
genetiska korrelationen mellan 16pe- och syra-inducerade koaguleringsegenskaper var
generallt svag, men positiv. Dock var den genetiska korrelationen stark mellan motstand mot

2



gelnedbrytning for 16pegeler och gelstyrka samt motstand mot gelnedbrytning for syrageler.
Gelstyrka samt motstand mot gelnedbrytning for 16pegeler var mattligt till starkt korrelerade
med icke-koagulerade lépegeler. Detta indikerar att hogre gelstyrka och motstand mot
gelnedbrytning for 16pegeler ar associerade med en lagre sannolikhet for icke-koagulering av
mjolk. De fenotypiska korrelationerna visade samma tendens som de genetiska
korrelationerna, men var generellt svagare (Tabell 2).

Tabell 1. Medelvarde, standardavvikelse (SD) och skattning av arvbarhet (h?) med felmarginal (SE)
for koaguleringsegenskaper och mjélksammansattning.

Egenskap n Medelvarde SD  h? SE
Icke-koagispegel 382 0.18 0.38 045 0.12
G’ 1opegel (Pa)° 297 78.0 63.0 0.53 0.15
ty, 16pegel (MiN)° 314 146 78 - -

Gy, 15peqel (PA)" 293 15.7 58 043 0.8
G’ syrager (P2) 363 222.5 62.1 062 0.14
ty. syragel (MIN) 363 18.0 36 0.00 -

Gy, syragel (P2) 363 283 104 038 0.14
Mijolkmangd (kg) 384 294 80 021 014
Protein (g/100g) 362 3.6 04 041 0.13
Kasein (g/100g) 362 26 01 024 0.12
Fett (g/100g) 362 4.1 09 038 0.5
Laktos (g/100g) 362 4.7 0.1 015 0.15
B-laktoglobulin 310 8.8 18 059 0.16
(WHWt%)°

k-kasein (wt/wt%) 310 5.3 1.0 037 0.16

! Binar egenskap; 0 = koagulerad, 1 = icke-koagulerad
2 G’ = Gelstyrka

*t, = Koaguleringstid

* 6y = Motstand mot gelnedbrytning

® Vikt per total proteinvikt

En mattlig ogynnsam genetisk korrelation kunde ses mellan icke-koagulerade I6pegeler och
proteinhalt, medan proteinhalten var gynnsamt genetiskt korrelerad med syra-inducerade
koaguleringsegenskaper, se Tabell 3. Bade total kaseinhalt och relativ koncentration av «-
kasein var starkt korrelerade med syra-inducerad koagulering, medan mjodlkavkastning var
starkt negativt korrelerad med syra-inducerad koagulering.

Tabell 2. Genetiska (ovanfor diagonalen) och fenotypiska (nedanfér diagonalen) korrelationer med
felmarginaler (SE; nedsankt) mellan I16pe- och syrainducerade koaguleringsegenskaper. Varden i
fetstilt skiljde sig mer an 1.645 x SE fran 0 (P < 0.05) och vérden i kursivt skiljde sig mer an 1.282 x
SE fran 0 (P < 0.10).

EgenSKap ICke'koaglbpeqel G,Iépeqel O, lopegel G’syrgqel Ov, syragel
L%‘;Zlépe § ~0.82015 —0.4802  0.2405 015025
G’|(‘jpege| (Pa) —0.40 0.07 0.89 0.07 0.11 0.20 0.25 0.23
Cv, Ibpegel3 (Pa) —-0.21 0.08 0.83 0.02 0.45 0.23 0.54 0.25
G’ syragel (PQ) 0.14 006 0.130.06 0.26 .06 0.99¢07
O, syragel (Pa) 0.09 0.06 0.31 0.06 0.40 0.05 0.74 0.03

" Binar egenskap; 0 = koagulerad, 1 = icke-koagulerad
2 G’ = Gelstyrka
® 6y = Motstand mot gelnedbrytning



Tabell 3. Genetiska korrelationer med felmarginaler (SE; nedsankt) fér I6pe- och syrainducerad
koagulering med mjolksammansattning. Varden i fetstilt skiljde sig mer &n 1.645 x SE fran 0 (P <
0.05) och varden i kursivt skiljde sig mer an 1.282 x SE fran 0 (P < 0.10).

EgenSkap ICke'kc’agliipegell G’Iﬁpegel2 Oy, Iiipegel3 G’syragel OY, syragel

Mjolkmangd (kg) 0.0135 —0.11 36 —0.16 9 49 —0.61¢23> =0.71 945
Protein (g/lOOg) 0.38 0.22 0.09 0.22 0.33 0.22 0.85 0.19 0.93 0.26
Kasein (g/lOOg) 0.16 29 0.28 ¢ 25 0.54 (5 0.83¢2 0.89 39
Fett (g/lOOg) —0.37 28 0.60 ¢ 25 0.52 429 0.20¢26 0.23¢3
Laktos (g/lOOg) -0.33 0.38 0.15 0.41 0.20 0.46 —0.33 0.49 —0.55 0.68
B—Iaktoglobulin (Wt/VV'[%)4 -0.49 0.25 0.20 0.26 0.09 0.28 —0.03 0.22 -0.20 0.26
k-kasein (Wt/Wt%) —0.17 429 0.56 o350 0.72 935 0.51904 0.750.28

' Binar egenskap; 0 = koagulerad, 1 = icke-koagulerad
2 G’ = Gelstyrka
® 5y = Motstand mot gelnedbrytning
4\ gt . .
Vikt per total proteinvikt

Identifierade genomregioner for I0pe- och syra-inducerad koagulering hos SRB

For att hitta nya markorgener utférdes GWAS, dar markorer kopplades samman med
mjolkens 16pe- och syrainducerade koaguleringsformaga. Associationsstudierna resulterade i
14 genomregioner pa 8 olika kromosomer vilka paverkade en eller flera av de uppmatta
I6pekoaguleringsegenskaperna, medan 8 genomregioner pa 10 olika kromosomer visade sig
paverka en eller flera av de uppmatta syrakoaguleringsegenskaperna, se Tabell 4.

Tabell 4. Kromosom pa vilka genomregioner har identifierats for 16pe- och syrageler.

Egenskap Kromosom
Lopegeler

Gelstyrka 6, 15, 16, 27, 29
Koaguleringstid 6, 13, 15, 22, X
Motstand mot gelnedbrytning 6, 29

Syrageler

Gelstyrka 2,4,6,13,18, 28
Koaguleringstid 2,13

Motstand mot gelnedbrytning 1,6, 11,17, 29

GWAS-analyserna ger detaljbilder 6ver de identifierade genomregionerna pa respektive
kromosom (Figur 1-4). Varje topp visar en markér som kan ha inverkan pa mjolkens
koaguleringsformaga och som kan variera mellan individuella SRB-kor. Nar topparna ar
hogre an de streckade linjerna visar det pa kromosom- eller genomovergripande signifikans.
En gruppering av markorer som &r signifikanta bildar ett QTL. De olikfargade punkterna
representerar de olika uppmatta koaguleringsparametrarna. For l6pegeler har ett stort QTL
identifierats pa kromosom 6 runt kaseinklustret, vilket forklarar mellan 6-14% av den
fenotypiska variationen for de studerade koaguleringsegenskaperna (Figur 1). Signifikanta
markorer hittades pa as;- och k-kaseingenerna. Pa kromosom 15 hittade dessutom ett QTL for
gelstyrka (Figur 2). Forutom dessa gener kunde dven tre andra potentiella kandidatgener
indifieras. Dessa inkluderar generna GALNT1 som kan péverka glykosylering av k-kasein
samt CTSZ och CTSC som &r involverade i proteolysen av mjélkproteiner.
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Figur 1. GWAS-analys av kromosom 6 i relation till 16pe-inducerade koaguleringsegenskaper. Den
roda streckade linjen visar pa genomovergripande signifikans.
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Figur 2. GWAS-analys av kromosom 15 i relation till 16pe-inducerade koaguleringsegenskaper. Den
roda streckade linjen visar pa kromosomaovergripande signifikans.
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Figur 3. GWAS-analys av kromosom 6 i relation till syra-inducerade koaguleringsegenskaper. Den
roda streckade linjen visar pa genomovergripande signifikans.



En GWAS gjordes aven pa Iopeinducerade koaguleringsegenskaper hos Dansk Holstein och
Dansk Jersey. Stora QTL kunde identifieras pa samma kromosomer, 6 och 15, som i den
svenska studien med SRB-kor, dir k-kasein foreslogs som kandidatgen pa kromosom 6.

For syragelerna har ett stort QTL identifierats pa kromsom 6 for bade gelstyrka och motstand
mot gelnedbrytning (Figur 3). Detta QTL &r lokaliserat inom genen som kodar for k-kasein
(CSN3) och forklarar 16% av den fenotypiska variationen for gelstyrka och 20% av den
fenotypiska variationen for motstand mot gelnedbrytning. Regionen for syrageler é&r
lokaliserad inom samma region som for lopegeler pa kromosom 6. Pa kromosom 11
identifierades ett stort QTL for motstand mot gelnedbrytning inom genen som kodar for p-
laktoglobulin, vilket forklarar 13% av den fenotypiska variationen (Figur 4). Forutom dessa
gener kunde dven fyra andra kandidatgener identifieras, namligen RAB22A, THOC5, CDH13
och H2AFY2. Dessa har tidigare hittats i mjolkkortlarna.

F-test

92000000 94000000 96000000 98000000 100000000 102000000 104000000 106000000
position

Figur 4. GWAS-analys av kromosom 11 i relation till motstand mot gelnedbrytning for syra-
inducerad koagulering. Den roda streckade linjen visar pa kromosomovergripande signifikans.

Identifierade genomregioner for fettegenskaper hos SRB

GWAS utfordes aven for att undersoka vilka regioner pad kons genom som paverkar
fettsammanséttning och teknologiska egenskaper for fett. Egenskaperna som undersoktes var
fetthalt, fettavkastning, citronsyra och fettkulestorlek. | Tabell 5 visas de kromosomer som har
identifierats for de undersokta fettegenskaperna.

Tabell 5. Kromosom pa vilka genomregioner har identifierats for fettegenskaper.

Egenskap Kromosom
Fetthalt 14, 20
Fettavkastning 14, 17, 25
Citronsyra 1,6, 12, 20
Fettkulestorlek 5,19, 24

Associationsstudierna identifierade tva genomregioner som paverkar fetthalt, dar de mest
signifikanta markdrerna forklarar 7% av den fenotypiska variationen. For citronsyra
identifierades fyra genomregioner, dar markorerna forklarar mellan 7-8% av den fenotypiska
egenskaper for denna parameter.

Diskussion

Resultaten fran projektet visar pa tydliga samband mellan kons genuppséattning och mjélkens
sammanséttning och koaguleringsformaga. Detta ger mojligheter for att genom avel styra mot
en framtida mjolkravara med Onskade kvalitetsegenskaper for ost- och yoghurtprodukter.
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Anvéndandet av ett hogdensitetschip har okat sannolikheten for att hitta fler och starkare
samband mellan markdrer och mjolkkvalitetsegenskaper jamfort med ett chip med l&gre antal
DNA-markorer.

Den hoga arvbarheten for icke-koagulerad mjolk tyder pa att denna egenskap skulle kunna
elimineras genom avel. Vidare visar de gynnsamma genetiska korrelationerna mellan syra-
och l6pe-inducerade koaguleringsegenskaper att bada dessa egenskaper kan forbéttras
samtidigt i avelsarbetet. De ogynnsamma genetiska korrelationerna mellan icke-koagulerande
mjolk och proteinhalt samt syra-inducerad koagulering med mjélkavkastning tyder pa att det
nuvarande nordiska avelsprogrammet kan leda till mer problem med icke-koagulerande mjolk
och en forsdamring av syra-inducerad koagulering. En Okad frekvens av icke-koagulerande
mjolk kan leda till minskat ostutbyte, vilket har en stor ekonomisk effekt for mejeriindustrin.
Resultaten fran projektet tyder pa att det ar mojligt att forbattra mjolk som anvands for
tillverkning av ost och syrade produkter, antingen direkt genom att inkludera
koaguleringsegenskaper eller indirekt genom att inkludera mjélksammansattning som &r
genetiskt associerade med koagulering i nationella avelsprogram.

Genom att identifiera nya genmarkorer for koaguleringsegenskaper och fettsammansattning
kan man direkt genom genomisk selektion styra avelsarbetet. | detta projekt har det darfor for
forsta gangen utforts GWAS med avseende pa koaguleringsformaga i bade l6pe- och
syrageler. De nya QTL som har hittats innehaller bland annat potentiella markorer inom
kaseingenerna och genen som kodar for B-laktoglobulin, men dven gener som kan paverka
glykosylering och proteolys av mjolkproteiner. Detta kan forklara kopplingen till mjélkens
koaguleringsformaga. En stor del av variationen i koaguleringsférmaga kan forklaras med de
22 QTL-regionerna som har identifierats for 16pe- och syrageler, vilket visar att ett selektivt
avelsarbete pa koagulerings- och kvalitetsegenskaper ar majligt.

Med specifika genetiska markdrer for mjolkens koaguleringsegenskaper och mjolkens
sammansattning kan avelsmaterial valjas ut, vilket mojliggor produktion av mjolktyper med
ett forvantat mervarde som gynnar lantbrukarnas Iénsamhet och mejeriféretagens produktion.
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Slutsatser

Sammanfattningsvis har projektet visat pa tydliga samband mellan kons genuppsattning och
mjolkens koaguleringsformaga, bade for 1ope- och syrageler. Detta innebar att den mest
fordelaktiga genuppséttningen kan anvandas for direkt urval av avelstjurar och kvigor/kor for
att styra mjolkens sammanséttning och koagulering till basta kvalitet och egenskaper. En
overvagande del av den svenska invagda mjélken gar till ost- och yoghurttillverkning, dar
tillverkningstid, koagelstyrka och utbyte ar viktiga parameterar. Ett problem for
mejeriindustrin ar daligt koagulerande mjolk och sérskilt om andelen skulle 6ka. Den nya
information som kommit fram i projektet visar pa att det & mojligt att avla bort denna defekt
samt vilka gener som aveln bor styra mot for forbattra mjolkens koagulering vid
osttillverkning. Med specifika gener for mjolkens teknologiska egenskaper kan
tjurar/kor/kvigor valjas ut, vilket ger mojlighet att producera mjolktyper med ett forvantat
mervarde som gynnar lantbrukarnas I6nsamhet och mejeriféretagens produktion.
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