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FORORD

Detta examensarbete har gjorts pa uppdrag av Sveriges Rodkulleforening. Syftet var att, som
ett led 1 arbetet for att bevara rasen, utréna om rodkullerasen bér pé fordelaktiga varianter av
gener som kontrollerar olika mjdlkkvalitetsegenskaper, vilket skulle bidra till att 6ka intresset
for rasen inom mjolkproduktionen.

Sperma for genotypbestimning fran totalt 65 rodkulletjurar har vélvilligt tillhandahéllits av
Svensk Avel samt Jordbruksverket. Bidrag till kostnaden for genotypbestimning har erhéllits
fran Jordbruksverket och Sveriges Rodkulleforening.

Ett varmt tack riktas till Gustav Larsson, ordforande i Sveriges Rodkulleforening, som hjélpt
mig att hitta savél historiskt som aktuellt material rérande rodkullor.

Segoltan 2006
Petra Umeland



SAMMANFATTNING

Rodkullorna dr en utrotningshotad ras vilken anses utgdra resterna av en allmogeko som
framst forekom i mellersta Sverige. Det finns cirka 1 100 renrasiga djur kvar och sperma finns
lagrad hos seminforeningar och genbanker fran ett 60-tal tjurar. Rasen kan komma att fa en
viktig roll for bevarandet av genetisk diversitet pa artniva, vilken kan komma till anvéindning
vid dndrade produktionsforhallanden, &ndrad miljo eller dndrad inriktning av produktionen.
Mjolkens sammansdttning dr exempel pa en egenskap som kan bli foremal for modifiering
som ett led 1 utvecklandet av nya mejeriprodukter. Sammansittningen paverkar savil
mjolkens processtekniska egenskaper som dvriga kvalitetsegenskaper och ar darfor viktig ur
ekonomisk synpunkt. Syftet med denna studie var att utrona om rddkullerasen bér pa
fordelaktiga varianter av gener som kontrollerar olika mjolkkvalitetsegenskaper, vilket skulle
bidra till att oOka intresset for rasen inom mjolkproduktionen. Vi undersokte tre
mjolkproteingener, B-kasein, k-kasein och PB-laktoglobulin, och ytterligare tva gener med
betydande effekt pd mjolkens sammansittning och kvalitet, “rdkgenen” FMO3 och
“fetthaltsgenen” DGATI, for att ta reda pé vilka alleler som rédkullorna bédr. De mest
onskvérda mjolkproteinallelerna anses vara B-kasein A2, k-kasein B och B-laktoglobulin B.
Vad giller FMO3 ar R-allelen den efterstravansvérda eftersom kor som dr homozygota for X-
allelen producerar en mjolk med smak paminnande om gamla rékskal, men dven heterozygota
kor har i vissa fall fatt smakfelsanmirkning. Kor homozygota for DGATI A-allelen
producerar mer mjolk men med lagre fetthalt &n kor med KK-genotyp.

Undersokningen gjordes pa 65 avelstjurar av rodkulleras, fodda mellan &ren 1961-2003.
Tjurarna i studien var 1 de flesta fall ndra sldkt med varandra. Genotypbestimningen gjordes
med hjilp av PCR och pyrosequencing baserat pa fryst sperma. Resultaten visar att allelerna
B-kasein A2, k-kasein A, B-laktoglobulin A, FMO3 R och DGATI A #&r de vanligast
forekommande varianterna hos de typade rodkulletjurarna. Allelfrekvenserna vad giller de tre
mjolkproteingenerna dverensstimmer relativt vil med resultat frén tidigare studier av svensk
rodkulla (Lien et al. 1999) medan allelfrekvenserna for '"rdkgenen" FMO3 och
"fetthaltsgenen" DGATI inte tidigare undersokts hos denna ras. Foreliggande studie péavisar
inte heller ndgra vidsentliga skillnader mellan rodkullor och de dominerande svenska
mjolkraserna SRB och SLB i allelfrekvenser i de undersokta generna.

Négra av rodkulletjurarna i studien befanns vara heterozygota for "rdkgenen", dvs FMO3 X-
allelen. Aven birare av k-kasein E-allelen observerades bland rodkulletjurarna, en variant som
rapporterats vara associerad med forsimrade ystningsegenskaper (bl.a. Ikonen et al., 2001) .
Intressant 1 sammanhanget &dr att den 6stnorska rodkullan verkar bédra pd manga fordelaktiga
mjolkkvalitetsalleler; man har hos dessa varken lyckats pavisa FMO3 X-allelen eller k-kasein
E-allelen och de kan inte minst ur denna aspekt med fordel anvindas i1 aveln. Forekomsten i
rodkullerasen av X och E-allelerna kan eventuellt bero pa tidigare anvdndning SRB-sperma,
nagot som delvis stdds av avsaknaden av dessa alleler bland de undersokta tjurarna av
Ostnorskt ursprung. Anvédndning av Ostnorska tjurar torde sdledes bidra till att minska
frekvenserna av de icke onskvirda allelerna. For att uppritthalla en tillfredsstédllande genetisk
variation hos rodkullerasen ér det dértill en fordel att halla stamboken 6ppen for niarbesléktade
raser sdsom den Ostnorska rodkullan.



INTRODUKTION

Rodkullan ér en utrotningshotad ras och i1 dagsldget finns ungefar 1 100 renrasiga djur (Torén,
2005). Rodkullan var 1 borjan av 1900-talet en av Sveriges mest populdra raser pd grund av att
den ansdgs vara mer ldmpad for svenska forhallanden 4n importerade raser. Rasens
avkastning 1 borjan av 1900-talet var relativt blygsamma 1500 kg/éar. 1 forhéllande till sin
ringa storlek och den ofta knappa utfodringen var de dock forhéllandevis goda
mjolkproducenter. Rasen &r kénd for sin hallbarhet och for att fungera bra i betesdrift under
svenska klimatforhallanden (Larsson, 2004). Rddkullan anvénds bdde som mjolk- och
kottproducent.

Rodkulleforeningens mél ar att bevara rodkullan som en livskraftig ras. Foéreningen vill dven
Oka intresset for rasen sé att den i framtiden ska kunna aterfinnas i bdde smé och stora
besittningar (Gustafsson & Thoren, 2002). Denna undersdkning av rodkullans genotyp vad
géller mjolkkvalitetsegenskaper ingér som en del av bevarandearbetet som gors for rasen.
Genom att undersdka rasens genuppsittning vad géller specifika egenskaper sdsom
mjolkkvalitet kan fordelaktiga egenskaper uppdagas, som i framtiden kan utvecklas och
anvindas 1 en nischinriktad produktion och ddrmed 6ka rodkullans konkurrenskraft.

Lange har mjolkproduktionen varit inriktad pé att producera sa mycket som mojligt till minsta
mdjliga kostnad. Detta synsétt har nu borjat fordndras. Idag finns det ett 6kande intresse dven
for kvaliteten hos lantbrukets produkter. Marknaden f6r mjolkprodukter har under de senaste
artiondena dndrats fran att mejerierna bestimde vad som producerades till att det nu istéllet &ar
konsumenterna som styr urvalet. Konkurrensen fran utlandet har dven blivit storre, vilket gor
att konsumenterna har ett mycket stort utbud av mejeriprodukter att vélja mellan. Detta gor att
hogre krav stélls pd mjolkkvaliteten och kunderna intresserar sig idag mer for smak, textur,
nirings- och hilsoaspekter. For mejerierna betyder det att processegenskaperna hos mjolken
och innehallet av protein och fett blir allt viktigare. B-kasein, k-kasein, B-laktoglobulin och
DGATI ar gener som har stor inverkan pa processegenskaper och ostutbyte i mjolk (se
sammanfattning av Lundén, 2005), medan rikgenen FMO3 styr uppkomsten av ett genetiskt
betingat smakfel hos mjolk vars orsak uppdagades for ndgra ar sedan (Lundén et al., 2002°).

Litteraturstudien beskriver hur rddkullan forhéller sig till andra raser vad det géller
allelfrekvenser 1 olika loci som styr mjolkens sammansdttning och kvalitet. Bland annat
beskrivs allelers paverkan pé mjolkens processegenskaper. Syftet med att undersoka
forekomsten av olika alleler 1 ett visst locus hos en utrotningshotad population dr att den
forhoppningsvis ska sdga nagonting om populationens ursprung, graden av arftlig variation
inom populationen och drftliga skillnader mellan grupper av djur, men dven for att visa rasens
speciella egenskaper, tex. avseende mjolkkvalitet (Gustafsson & Thoren, 2002).



LITTERATURSTUDIE

Rodkullor

Historik om rodkullerasen

Rodkullan 4r en gammal ras av svenskt ursprung med sin frimsta utbredning i mellersta
Sverige. Rasen omnédmns for forsta gdngen 1842 i en notering frén Vistergdtland (Hedling,
1987). I slutet av 1800-talet inleddes en import av utldndska raser eftersom man ville hoja
avkastningen hos de inhemska raserna. De importerade raserna forde dock med sig
notkreaturstuberkulos till Sverige. Rodkullan fick ett rykte om sig att vara resistent mot
tuberkulos, vilket dock inte var sant. Detta fick dock som effekt att spridningen av Ayrshire
och Rodbrokig svensk boskap (RSB) bromsades upp, samtidigt som den medforde en tillfallig
uppgéng 1 antalet kor av rodkullerasen (Hallander, 1994). Konkurrensen hirdnade emellertid
frdn andra, mer hogavkastande raser och de rodkullor som finns idag utgor bara en spillra av
den allmogeko som fanns innan frimmande raser borjade importeras (Hedling, 1987).

Omkring 1910 rapporterades iakttagelser av beséttningar med rdda, kulliga kor, bland annat 1
Bohuslin, Svérdsjo i Dalarna och pé bergsmansgardarna runt Falun. Vid ett lantbruksméte 1
Rittvik 1912 bestdmdes att en avelsforening for rodkullor skulle bildas. Svirdsjérodkullorna
var de forsta som kom att sprida sig inom rddkullerasens blivande utbredningsomraden.
Svérdsjotjurar anvéndes till lantrasdjur med i vissa fall stor inblandning av Ayrshire. Flera kor
saldes fran Svirdsjo till olika omraden, men det har visat sig att de flesta av dessa kor har
forsvunnit utan att lamna nagra spar efter sig i stamtavorna hos dagens rodkullor, eftersom de
inte kunde hévda sig avkastningsméssigt gentemot korsningsdjuren. Rodkullorna holl pa att
forsvinna redan runt 1912, eftersom rasen korsades med andra importerade raser sdsom
Ayrshire och Galloway. Under de tva foljande decennierna bedrev Sveriges Rodkulleférening
ett intensivt avelsarbete, med gruppavel, vilket medforde att den gamla lantrasen forbéttrades
vad giller avkastningen (Hedling, 1987; Hallander, 1994) och storlek (Hallander, 1994). De
tre grupper av tjurar som anvdndes mest kom frén Svirdsjo, Storgdrden 1 Aspeboda och tva
besittningar 1 Grycksbo och Lindesberg. Dessa besittningar hade byggts upp pa inavlade
stammar frin gamla bergslagskor. Ar 1924 tillkom #ven Ellesbobesittningen som innebar att
man fick en fjarde tjurgrupp att korsa korna med. Gruppavel innebédr en mildare form av
inavel inom grupper och dir man genom korsning mellan grupper tar fram bruksdjur.
Gruppavel anvénds for att 6ka bruksdjurens vitalitet och produktivitet. Problemet med denna
typ av avel dr att om grupperna blir for sma kommer inavelsdepression uppsté och dédrmed blir
mojligheterna att bedriva riktad selektion mindre 4n om man latit samtliga djur utgéra en
enda, storre population (Johansson & Rendel, 1963). Just inavelsdepression blev senare ett
problem i rédkullepopulationen (Hedling, 1987).

Nordiska rodkullor

Vestland- och Ostlandsfeet

Béde vestland- och dstlandsfeet dr raser som ar skapade under de senaste hundra aren. Varken
vestland- eller Ostlandsfeet var enhetligt kulliga eller hade enhetligt r6d farg frdn borjan.
Vestlandsfeet bildades under 1890-talet och &r en sammanslagning av flera raser; rod kullig
vestlandsras, jaeder- och lyngdalsslaget samt vestlindsk fjordboskap. Ar 1985 fanns ungefir
25 kor kvar och ett tiotal tjurar. Ostlandsfeet, som #ven kallas raukollerne, dr spridd &ver
nationsgrinserna och dr mycket nira sldkt med den svenska rédkullan. Denna ras bildades
efter 1890 av boskapsstammar i Akershus och Ostfolds fylken. Mellan 4ren 1920-1923
importerades Ostnorska rodkullor till ndgra stora beséttningar i Hakansberg, Sdlboda (Arvika),



Arjing och Tumba och frin dessa besittningar sildes senare en del tjurar som var i det
nirmaste obesliktade med de &vriga grupperna av rodkullor i Sverige. Ar 1982 importerades
48 djur till Sverige. Dessa dstnorska rodkullor trodde man var de sista av sitt slag, men senare
hittades ytterligare en besittning som dock verkar vara den sista dterstiende (Hallander,
1994).

Finska rodkullor

Den vistfinska rasen har sedan 1920-talet beskrivits som en kullig ras med gulrdd férg, oftast
ljusare 4n de svenska rodkullorna (Hallander, 1994). De goda produktionsegenskaperna
gjorde att rasen var mycket populdr i Finland. De bésta korna kunde producera 9 000 kg mjolk
redan under 1920-talet! (Hallander, 1994). De sma populationerna av nordfinsk och 6stfinsk
rodkulla slogs officiellt ihop med den vistfinska i slutet av 60-talet och denna ras kallas idag
oftast for finsk boskap eller finsk rodkulla. I borjan av 1970-talet var den véstfinska rasen
Finlands till antalet storsta ras med 110 000 djur. Dock har populationsstorleken rasat och
ungefdr 3 600 djur av de tre raserna sammantaget fanns kvar 1987 varav den storsta delen
bestar av vistfinsk rodkulla, vilket numerért dr i nivd med vér fjéllras. De finska djuren kom
att fa stor inverkan pa sin svenska motsvarighet. Ar 1939 importerades tvé tjurar av vistfinsk
ras till Sverige. Dessa tjurar blev betydelsefulla eftersom de hojde fetthalten 1 mj6lken hos
sina dottrar. Djuren 6kade dven i storlek, men dock inte i mjolkavkastning. Bada tjurarna gav
dottrar med goda anlag vilket gjorde att man stéillde sig positiv till vidare importer. Fler tjurar
importerades och under 1945-75 stambokfordes 531 rodkulletjurar, varav 16.8 % hade en
finsk importtjur till far (Hallander, 1994).

Avelsforeningen for rodkullor

Avelsforeningen for Fjdllras och Rodkulleforeningen slogs samman 1938 och bildade SKB-
foreningen. Detta gjordes framst av administrativa och ekonomiska skél, men dven pa grund
av att lantbruksstyrelsen ansdg det vara opraktiskt med tva, som man trodde, s& nédrbesliktade
raser. Sammanslagningen var tdnkt att vidga avelsbasen for de kulliga lantraserna. Efter
sammanslagningen bendmndes samtliga djur for svensk kullig boskap (SKB). Det visade sig
snart att genutbytet mellan rodkullor och fjéllkor inte blev s& stort som man hade trott och
ndgon egentlig sammanslagning av raserna skedde aldrig, eftersom det fanns djurdgare som
viarnade om renrasigheten (Larsson, 2004). For dessa djurdgare blev i stéllet den véstfinska
rodkullerasen ett intressant alternativ for att bidra med nytt "blod” och det startades en import
1 liten skala fran de bésta avelsbesittningarna 1 Finland.

Seminteknikens introduktion i borjan av 1960-talet holl pa att bli rodkullerasens dod. Detta
berodde bland annat pa att av de befintliga 140 rodkulletjurarna introducerades inledningsvis
bara fyra tjurar i semin; Monrad, Noak, Greger och Werner. Nagot ar senare tillkom dven 13
Linus. Ingen av de fyra forsta tjurarna var avkommebedomda d& de sattes i avel och det
visade sig senare att dessa djur hade laga avelsviarden. Djurdgarna tvingades till slut att borja
seminera med svensk rdd och vit boskap (SRB), pa grund av stora problem med
inavelsdepression. Denna SRB-inblandning innebar dock att den renrasiga rodkullan mycket
snabbt korsades bort (Larsson, 2004). Dock aterkorsades en del av SRB x
rodkullekorsningarna med rédkullor (Larsson, 2005. pers. med). Vid seminstarten fanns det
ungefdr 4 000 rodkullor i Dalarna och samtliga av dagens avkommor till dessa djur har visat
sig vara sldkt med tjurarna 13 Linus, 19 Luja och 201 Meister. Linus hade en ren svensk
hérstamning, Luja ren véstfinsk hdrstamning och Meister bar 50 % finsk och 50 % svensk
hirstamning. Vid en inventering i borjan av 1970-talet fanns bara 400 rédkullor kvar 1 Sverige
och rasen fortsatte att minska i antal. 1977 fanns det 23 rédkullor kvar medan 1979 var det
bara 18 hondjur och en avelstjur (13 Linus) kvar. Alla rédkulleédgare kontaktades da och de



informerades om vikten av att bevara rasen. Direfter borjade situationen for rodkullorna
langsamt forbéttras. Spermadoser borjade frysas in efter de renrasiga rodkulletjurar som fanns
att tillga. De forsta vistnorska rodkullorna borjade importeras till Sverige ar 1981. Den norska
stammen hade pé blott 15 &r minskat dramatiskt fran 200 000 djur till ungefar 75 (Hedling,
1987).

En riksomfattande rodkulleforening startades 1984 och denna forening ligger, organisatoriskt
sett, fortfarande under SKB-foreningen. Foreningens uppgift dr att stambokfora alla hondjur
och att dvervaka att sperma fryses in efter tjurar som representerar olika sliktlinjer. Ar 2000
fanns det sperma lagrad fran ett 60-tal tjurar i genbank eller hos seminféreningarna. Antalet
hondjur hade 1984 o6kat till 100 kor och 2001 var antalet uppe i ungefédr 500 renrasiga hondjur
(Larsson, 2004). Ar 2005 soktes lantrasstod for 1 100 rodkullor (Torén, 2005. pers.med)

Den moderna rodkullans kinnetecken

Rodkullan anvinds idag bade som kott- och mjolkproducent. Det dr en hornlds ras, men 16sa
hornknabbar kan féorekomma (Larsson, 2004). Férdelen med att ha hornldsa djur &r att de inte
kan orsaka lika stor skada pé djurskoétare eller andra djur, och dirmed hudarna, som djur med
horn. Hornl6sheten dr ett autosomalt dominant anlag, vilket innebér att egenskapen ér lika
vanlig hos han- som hondjur och att bdde djur som &r homozygota och heterozygota for
anlaget dr hornlosa. Genen for hornloshet har lokaliserats till ndtkreaturens kromosom 1
(Georges et al., 1993; Brenneman et al., 1996). Nedirvningen av l0sa hornknabbar dr mer
oklar. Enligt White & Ibsen (1936) styrs forekomsten av 16sa hornknabbar av ett sarskilt locus
med tva alleler, Sc (hornknabbar) och sc (inga hornknabbar). Férgen pa rasen &r rdd i olika
nyanser, oftast helrdd men &dven vita tecken kan forekomma. Rddkullan har ett livligt
temperament, gott lynne, god hallbarhet, starka ben och klovar, god fruktsamhet, létta
kalvningar och det anses allmint att rasen ar fri frdn flertalet av de arftliga defekter som
hittills identifierats i andra raser. Storleken pa vuxna rodkullekor varierar mellan 350-600 kg
och slaktvikter pa handjuren brukar ligga mellan 250-350 kg (24 man) (Sveriges
Rodkulleforening). Rodkullor dr goda betesdjur som visar stor koldhédrdighet och kan héllas
ute aret runt, om de yttre miljoforhéllandena 1 6vrigt tillater detta. Fortplantning skall enligt
Rodkulleforeningens stadgar endast ske péd naturlig vdg. Artificiell inseminering accepteras
dock, men embryodverforing tillats inte (Larsson, 2004). Medelavkastningen for en rodkulla
ar 5 000 kg mjolk per laktation, med en fetthalt pa 4 % (Sveriges Rodkulleférening).

Rodkulleavel

Beroende pé ursprung indelas dagens rodkullor i1 fyra varianter: svensk, 6stnorsk, véstnorsk
och finsk rodkulla. En viss inblandning av ovanndmnda tre “icke-svenska” rodkullor har skett
1 den svenska rodkullerasen och dessa “rodkullekorsningar” anviands idag dven i aveln for att
motverka inavel. For att fa kallas rodkulla kraver Sveriges Rodkulleforening att djuret har
renrasiga anor i tre generationer (Sveriges Rodkulleférening). Rodkulleféreningens styrelse
bestimde 2003 att rodkullerasen ska bevaras med utgdngspunkt fran hur rasen ser ut idag och
bara tilldta “en naturlig utveckling”, dvs ingen artificiell selektion, “med hénsyn tagen till
harmoni mellan olika egenskaper” (Larsson, 2003). Rodkulleféreningen har bestdmt att endast
djur som é&r anslutna till officiell hdrstamningskontroll ska ingd i genbanker for rdodkullor.
Foreningen anser att ndgon import av véstfinsk och vistnorsk rodkulla inte lingre ar aktuell
eftersom antalet rodkullor och spermatillgangen fran olika tjurlinjer ar sa pass stor (Larsson,
2004).

Figur 1 visar ett fylogenetiskt rastrdd, som illustrerar hur de olika nordiska mjolkkoraserna dr
beslidktade (Kantanen et al. 2000). Enligt detta 4r den svenska rodkullan ndrmast slikt med



den Gstnorska rodkullan. Telemarksboskap dr ocksa relativt ndra beslédktad med den svenska
rodkullan, medan den vistnorska rodkullan endast dr avligset slikt med den svenska. Nagot
overraskande ar rédkullan ndrmare sldkt med Red Danish och Danish Shorthorn dn med den
vastnorska rodkullan.

Northern Finncattle

Swedish Mountain Cattle

Icelandic Cattle

Blacksided Troender and Nordland Cattle
Eastern Finncattle
Western Finncattle
Eastern Red Polled

L Swedish Red Polled «—

Telemark Cattle

Red Danish 1970

Danish Shorthorn

Doela Cattle

Finnish Ayrshire

41————————— Norwegian Cattle - NRF

Finnish Holstein-Friesian

41—— Jutland Breed
Danish Black-Pied 1965

Western Fjord Cattle

Western Red Polled

Danish
Jersey

Figur 1. Fylogenetiskt rastrdd som illustrerar sldktskapen mellan 20 nordeuropeiska
boskapsraser av huvudsakligen mjolktyp (Kantanen et al., 2000). Rdédkullans position i
rastradet dr utmirkt med en pil.

Rodkulleforeningens frimsta mélséttning dr att 6ka antalet individer inom rasen och bredda
avelsbasen genom att avla pa s& manga moderlinjer som mojligt (Larsson, 2004). Avelsdjuren
ska viljas pa basis av hdrstamning och inte mjolkproduktion (Gustafsson & Thoren, 2002).
Denna strategi medfor att nagon selektion for specifika mjolkproduktionsegenskaper inte
gors. Aveln ska vara generellt inriktad pé att uppné friska och sunda djur med en for rodkullan
typisk karaktir av svensk-Ostnorsk typ. Rodkullor ska inte tas ur avel pa grund av alltfor 14g
mjolkproduktion, utan ska da i stdllet anvéindas som diko eller ”hushéllsko”. Utgallring ska
bara ske av djur som har uppenbart negativa egenskaper eller defekter (Larsson, 2004).

Bevarande av sma populationer

Rodkullan tillhdr en utrotningshotad ras och det framfors flera skil till att rasen bor bevaras.
Raser med unik evolutiondr historia kan vara vérdefulla for bevarandet av genetisk diversitet
pa artniva, vilken kan komma till anvindning vid dndrade produktionsforhallanden, dndrad
miljé eller dndrad inriktning av produktionen. Att kunna bemdta fordndringar 1 ekonomi
och/eller produktionsforhallanden ar valmotiverade skil till bevarande av en ras (Rendel,
1995). Raser som ér relativt obeslédktade med moderna mjélkkor kan ha egenskaper som kan
anvindas for att forbattra dagens hogproducerande raser. Korsningsavel kan d@ven bedrivas for
att utnyttja heterosiseffekter. En konsekvens av kravet pa dkad produktion inom lantbruket &r



annars att de lokala raserna de senaste artiondena fatt stiga at sidan till formén for Ayrshire-
och Holstein-Friesian baserade raser (se sammanstillning av Kantanen et al., 2000).

I forskningssammanhang kan tillgdng till forsoksdjur av relativt oftrddlade raser vara
vardefullt. Exempelvis kan métning av avelsframsteget goras med hjilp av ursprungliga
lantraser och delpopulationer. For forskning inom evolution, beteendevetenskap och inom
undervisning i husdjursvetenskap kan udda populationer spela en viktig roll (Maijala, 1982).
Andra menar att bevarandet av en husdjurspopulation &r lika viktigt som att bevara andra
kulturarv (Rendel, 1995).

Man bor efterstriva att bevara en ras i form av levande djur, eftersom rasen da kan anpassa
sig till nya forhallanden som uppkommer. Till exempel kan populationen gradvis utveckla
motstdndskraft mot nya sjukdomar. Djur som tas fram frén en genbank ges inte mdjlighet till
denna gradvisa anpassning och rasen riskerar att do ut pa grund av bristande motstdndskraft
mot nya patogener. Dessutom gloms inte en ras med levande individer bort pd samma sétt
som om rasen bara existerat som spermier och dgg i en genbank (Jordbruksverket, 1980).

Gener med stor inverkan pa mjolkkvalitetsegenskaper

Troligtvis styrs ménga av mjolkkvalitetsegenskaperna av ett begrénsat antal gener. Studier av
vilka mekanismer och biologiska forlopp som kontrollerar intressanta kvalitetsegenskaper
kommer i framtiden ge storre insikt om vilka gener som é&r involverade. Flera gener med stor
effekt pd mjolkkvalitetsegenskaper har redan identifierats, exempelvis ar B-kasein, k-kasein
och B-laktoglobulin gener som har stor paverkan pa processegenskaper och ostutbyte i mjolk
(se sammanstillning av Lundén et al., 2005).

Mjolkproteiner

Mjolkens torrsubstans bestdr huvudsakligen av fem fraktioner vilka utgdrs av kolhydrater,
lipider, protein, icke-protein kvive (NPN) och mineraler. Mjolken innehaller dven 14g andel
av komponenter sdsom vitaminer, enzymer och sparelement. De variationer som finns i
mjolksammansdttningen beror pa ett antal faktorer av vilka somliga &r kopplade till den
individuella kon. Faktorer som kons genuppsittning, drdktighetsstadium, Ostruscykel,
metaboliska sjukdomar och tidpunkt i laktationen men ocksa faktorer som foder, skotsel och
inhysning paverkar mjolksammanséttningen (se sammanstillning av Allmere, 1998).

Protein dr den ekonomiskt mest intressanta komponenten i mjolk, framforallt vad géller
vidareforddlade mjolkprodukter, och star for mer dn 20 % av det dagliga per capitaintaget av
protein. Mjdlkproteinerna indelas i tva grupper utifran deras 16slighet vid pH 4.6. De proteiner
som fdlls ut vid pH 4.6 kallas kaseiner medan de som forblir i 16sning bendmns
vassleproteiner (se Gustavsson, 2001). Mjolk fran kor innehdller ungefér 3.5 % protein, varav
80 % av proteinet dr kasein och 20 % ar vassleprotein (se Allmere, 1998). Mjolkens
kombination av kasein och vassleprotein resulterar i en ur niringssynpunkt ndrmast perfekt
balans vad giller aminosyraintag. Mjolkproteiner har ett Gverskott av essentiella aminosyror,
sasom lysin (Lys), treonin (Thr), metionin (Met) och ileucin (Ile), vilket gor att
mjolkproteiner ldmpar sig bra for att komplettera vegetabila proteiner vilka ofta innehaller
begrinsat med essentiella aminosyror. Det finns sex huvudkategorier av mjolkproteiner vilka
forekommer i olika, genetiskt betingade varianter: og-kasein, ag-kasein, B-kasein, k-kasein,
a-laktalbumin och B-laktoglobulin.
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Tabell 1. De sex vanligaste mjolkproteinerna samt deras andel i kasein och vassleprotein. De
1 svenska mjdlkkoraser vanligaste mjolkproteinallelerna anges.

Kasein Andel % av kasein Allelvarianter
0s1-kasein 38 B, C
os-kasein 10 A

B-kasein 36 Al, A2, A3, B
Kk-kasein 13 A,B,E
Vassleprotein Andel % av vassleprotein

o-laktalbumin 20 B
B-laktoglobulin 50 A, B

Kélla: sammanstillning av Walstra & Jennes, 1984, Mercier & Grosclaude, 1999 och
Formaggioni ef al. 1999.

Kaseiner

Kaseiner ér fosfatrika och relativt hydrofoba proteiner med rak sekundir struktur. Den raka
strukturen medfor att de &r kénsliga for proteolytiska enzymer, men ocksd att de é&r
viarmetaliga och klarar hog processtemperatur utan att fordndras mérkbart. Kaseinerna har ett
hogt innehdll av opoldra aminosyror (valin, leucin, isoleucin, fenylalanin, tyrosin och prolin)
vilka borde gora kaseinerna svarlosliga i vatten, men det hoga innehéllet av fosfatgrupper gor
att de dnda &r relativt littlosliga (Fox & McSweeney, 1998). k-kasein bestir av 169
aminosyror och har en molvikt pa 19 000 Da, medan B-kasein bestar av 209 aminosyror med
en molekylvikt pa 23 983 Da. B-kasein har en hydrofob karaktér och vid rumstemperatur ar
proteinet kénsligt for kalciumjoner. B-kasein kan delas upp genom plasminernas proteolytiska
aktivitet i mjolk i y-kasein och proteos-peptoner (Formaggioni ef al., 1999). k-kasein bestar av
en blandning av polymerer, som troligen hélls samman med intermolekyldra
disulfidbindningar. k-kasein &r kédnsligt for chymosin och @ven andra proteaser. Chymosin
hydrolyserar Phe (105)-Met(106) bindningen och da bildas ett fragment som kallas para-x-
kasein. Denna reaktion utgdr grunden for bildningen av ostmassa. k-kasein skiljer sig markant
frdn de 6vriga kaseinerna vad géller 16slighet (Fox & McSweeney, 1998).

Kaseingenerna bildar ett komplex ungefar 200 kb stort som ligger pa kromosom 6. Den
inbordes ordningen mellan de olika kaseingenerna dr og-fB-os-x (Threadgill & Womack,
1990) dér avstdnden mellan locina og;-p dr ca 20 kb, B-as, dr ca 70 kb och ag-k ligger 95-120
kb ifran varandra (Rijnkels et al., 1997).

p-laktoglobulin

Vid normalt mjélk-pH (pH 6,5) hos idisslare forekommer B-laktoglobulin som en dimer, dér
varje monomers molekylvikt dr 18 400 Da (Gustavsson, 2001). Idisslarmonomeren av f-
laktoglobulin bestdr av en polypeptidkedja av 162 aminosyror som innehaller fem
cysteinrester. Fyra av dem bildar disulfidbindningar medan den femte ar en fri tiolgrupp. Den
fria tiolgruppen har stor betydelse for de fordndringar som uppkommer vid upphettning av
mjolken eftersom den da reagerar med andra proteiner, frimst k-kasein och a-laktalbumin
(Walstra & Jennes, 1984).

Mjolkproteinernas genetiska polymorfism

Genetisk polymorfism betyder att det forekommer minst tvé alternativa varianter (alleler)
inom ett genlocus (genotypen 1 ett locus med allelerna A och B kan exempelvis utgoras av
AA, AB eller BB). Mjolkproteinvarianterna styrs av gener som visar kodominant neddrvning
(se sammanstéllning av Formaggioni et al., 1999). Att nedarvningen dr kodominant innebér
att heterozygoten uttrycker bdda alleler i ett locus. Exempelvis uttrycker en ko som &r
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heterozygot AB i k-kasein locus badde A- och B-varianterna av mjdlkproteinet k-kasein i
mjolken. Oftast kan kons mjolkproteingenotyp hédrledas utifrdn motsvarande, 1 mjdlken
befintliga proteinvarianter. De genetiska varianterna av ett enskilt protein skiljer sig oftast
frdn varandra genom ndgra fi aminosyrasubstitutioner (se bilagorna 1, 2, och 3) och de
forekommer i varierande frekvens hos olika mjolkkoraser. De olika varianterna har visat sig
vara kopplade till fordndringar i mjolksammansittningen och kan dérigenom pédverka de
mjolkteknologiska egenskaperna (se sammanstillning av Lundén 2005). Hos B-laktoglobulin
har man funnit allelspecifika skillnader i promotorregionen. Studier visar att en fordndrad
transkription dr huvudorsaken till att B-laktoglobulin A-varianten forekommer i stérre méngd
1 mjolken jamfort med B. En forklaring till fenoment &r att promotorregionen hos -
laktoglobulin A-allelen har en hdgre affinitet for transkriptionsfaktorer och dérfor uttrycks
mer effektivt (Lum et al., 1997). Sammanfattningsvis kan ségas att vilken typ av protein som
en ko kan bilda i mjolken avgors av hennes mjolkproteingenotyp, dvs genetiskt betingade
skillnader 1 mj6lkproteinets struktur, medan transkriptionsaktiviteten och mRNA-stabiliteten
paverkar mingden protein som produceras (Prosser ef al., 2000).

Genetiska varianter av x-kasein, f-kasein och p-laktoglobulin

De olika proteinvarianterna som hittills har patriffats av x-kasein dr A, B, C, E, F och G
(sammanstillning av Formaggioni et al., 1999; af Forselles et al., 1998; se dven bilaga 1).
Alla dessa varianter har uppkommit efter mutationer i exon 4 av genen. De olika varianterna
forekommer 1 varierande utstrickning inom olika raser. Hos SRB och SLB ér A-varianten
vanligast. E-varianten har patriffats hos flera raser, men allelfrekvensen ligger oftast under
eller i nirheten av 5 %. Tva undantag &r Finsk Ayrshire med en allelfrekvens pd 0,31 (Ikonen
et al., 1996) och SRB med 0,22 (af Forselles et al., 1998).

Aschaffenburg (1961) var den som forst upptickte polymorfism hos B-kasein. Genom
elektrofores vid basiskt pH kunde tre olika -kaseinband urskiljas. Dessa varianter kallas A, B
och C (Aschaffenburg, 1961; se dven bilaga 2). Vid en annan undersokning nagra ar senare
gjordes en elektofores vid surt pH. Undersokningen visade dd att A-bandet inte bara var en
kaseinvariant utan tre olika varianter, som bendmdes Al, A2 och A3. Enligt en
sammanstillning av Formaggioni et al. (1999) finns nu 16 accepterade varianter av f-kasein.

Aschaffenburg & Drewry (1957) var de forsta som iakttog olika varianter av -laktoglobulin i
mjolk. Sedan dess har man funnit tolv genetiska varianter hos nétkreatur (Formaggioni et al.,
1999). A och B ér de tva vanligaste forekommande proteinvarianterna av B-laktoglobulin.
Dessa tva varianter skiljer sig genom tva aminosyrautbyten, 1 position 64 respektive position
118 (se dven bilaga 3). A-varianten har asparginsyra respektive valin i dessa positioner medan
B-varianten har glycin respektive alanin (Eigel et al., 1984).

Allelfrekvenser

k-kasein: De flesta europeiska raser har hoga frekvenser av k-kasein A. Det finns dock
undantag sdsom Brown Swiss, Simmental, Fjéllras och Jersey, som har en relativt hog
frekvens av k-kasein B (se sammanstillning av Lien ef al., 1999). k-kasein E-allelen kan ha
sitt ursprung frdn Ayrshirepopulationer eftersom hoga frekvenser (0,31) rapporterats hos
Finsk Ayrshire (Ikonen et al., 1996). E-varianten &r dven vanlig 1 rasen US Holstein dér
Leone et al. (1998) redovisar en frekvens pa 0,11, och John R. Woollard, University of
Wisconsin (2001, personligt meddelande) en frekvens pa 0,16. De flesta studier, som gjorts
avseende k-kasein inkluderar inte tester for E-varianten och dérfor saknas kéinnedom om
frekvenserna av denna allel hos flertalet raser. I en studie av Lien ef al. (1999) som gjordes pa
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nordiska mjolkkoraser visades att k-kasein A var den variant som hade den hogsta frekvensen
1 de flesta raser med nagra fi undantag dér k-kasein B var vanligare, tex. islindsk boskap
(0,76) och Northern Finncattle (0,71), Fjallras (0,71) och Eastern Finncattle (0,57). Den
hogsta frekvensen av k-kasein E hittades 1 finsk Ayrshire (0,33) och Rédkulla (0,20). I studien
av SRB-tjurar uppmadttes en frekvens av E-allelen pé 0,22 (af Forselles et al., 1998).
Resultaten frén studien av Lien ef al. (1999) visar att det i flertalet fall finns betydande
skillnader i allelfrekvenser mellan moderna och gamla raser. Det dr exempelvis oftast hogre
frekvenser av k-kasein B hos lantraser jamfort med moderna raser, men det finns dven
skillnader i forekomsten av k-kasein E allelen dir denna variant dr vanligare hos de moderna
raserna. Teoretiskt sett kan den intensiva selektion for mjolkavkastning som genomforts under
de senaste 30 aren ha paverkat frekvensen av en mjolkproteinallel som forekommer i
kopplingsojamvikt med en allel i ett kopplad locus som styr mjolkavkastning. En stor
variation i allelfrekvenser av k-kasein har observerats inom en grupp av gamla nordiska
lantraser. Danish Shorthorn uppvisar exempelvis en frekvens pé 0,14 for k-kasein B-allelen
medan frekvensen for samma allel uppgér till 0,76 hos islindsk boskap (Lien et al., 1999).
Detta indikerar att frekvensen av k-kaseinallelen paverkas dven av andra faktorer &n selektion
for mjolkavkastning (Lien et al., 1999). Slumpmaéssig genetisk drift dr en faktor som kan
medfOra att en viss allel av ren slump blir vanligare. Genetisk drift kan exempelvis
uppkomma dé en tjur som rikar bdra en viss allel anvinds forhéllandevis intensivt i aveln, och
effekten blir storre ju farre individer som fortplantar sig 1 populationen.

I tvé studier av Lundén et al. (1997) och Janson et al. (1993) undersoktes frekvenserna av de
olika mjdlkproteinvarianterna hos de tva svenska raserna SLB och SRB. Tabell 2 visar att k-
kasein A dr den vanligaste varianten hos bada raserna. Ur tabell 2 framgar att allelfrekvensen
for k-kasein B ér avsevirt hogre for svensk Jersey (SJB) och SKB én for SRB och SLB. I
dessa studier undersoktes inte k-kasein E-locuset.

f-kasein: De tva vanligast forekommande varianterna av -kasein dr A1 och A2, av vilka
Al-varianten r vanligast hos de flesta nordeuropeiska raser. Den hogsta frekvensen av A2
aterfinns hos Guernseyrasen. B-allelen forekommer bara 1 14ga frekvenser hos néstan alla
undersokta populationer, dar den hogsta frekvensen aterfinns hos populationer beslédktade med
Brown Swiss och hos Jerseypopulationer. A3-allelen forekommer 1 lag frekvens 1 ett flertal
nordeuropeiska raser. Rodkullor har en ndgot hogre frekvens av A1 dn A2 och en lag frekvens
av B-varianten medan ingen A3-allel patraffades i1 populationen (Tabell 2). Vad betriffar SRB
och SLB visar studierna av Lundén et al. (1997) och Janson et al. (1993) att frekvenserna av
A1l- och A2-allelerna ér relativt lika (Tabell 2).

p-laktoglobulin: Hos SRB och SLB ér B-varianten av B-laktoglobulin nagot vanligare dn A-
varianten (Gustafsson et al., 1998; Lundén et al., 1997; Janson et al., 1993), ett forhéllande
som &dven iakttagits hos de flesta nordiska och europeiska mjdlkkoraser. Undantagen var
svartbrokig dansk mjolkras och véstnorsk rodkulla som hade hogre frekvenser av f3-
laktoglobulin A (Lien et al., 1999). Rodkullor fran olika populationer uppvisade i samma
undersokning en stor variation i frekvenser av de olika B-laktoglobulin-varianterna (Tabell 2).
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Tabell 2. Allelfrekvenser (%) for k-kasein, B-kasein och B-laktoglobulin hos nagra svenska och norska koraser.

Locus Allel [ROK® SFR® VRA® ORA’ SKB* SLB® SRB° SLB' SLB* SRB' SRB*
Antal djur 28 35 36 11 418 41 37 204 304 371 689
k-kasein A 34 29 63 77 38 73 72 80 87 83 83
B 46 71 38 23 62 18 16 20 13 17 17
E 20 0 0 0 - 9 12 - - - -
Antal djur 31 33 35 10 418 43 39 204 304 371 689
B-kasein A1 48 44 44 40 40 41 40 46 44 46 51
A2 47 52 56 60 56 59 60 53 53 53 48
A3 0 0 0 0 0 0 0 02 1 01 0,1
B 5 5 0 0 4 0 0 08 2 08 1
Antal djur 31 34 36 11 418 42 39 204 304 371 689
B-laktoglobulin |A 16 37 54 36 26 46 30 50 48 33 41
B 84 63 46 64 74 54 70 50 52 67 59

(ROK=svensk rddkulla, SFR= svensk fjallras, VRA= vastnorsk roédkulla, ORA= 6stnorsk rddkulla,
SKB=svensk kullig boskap)

' Lundén et al., 1997

2. Janson et al., 1993.

3 Lien et al., 1999.

Effekter av k-kasein polymorfism

Det har i ndgra undersokningar visats att den genetiska varianten k-kasein B bidrar till 10-20
% hogre k-kaseinkoncentrationer i mjolken jamfort med A-varianten (McLean et al., 1984;
Ng-Kwai-Hang et al., 1986). Ng-Kwai-Hang et al. (1984) visade att BB-kor producerar 12 kg
mer protein per laktation dn vad A-homozygoter gor. Samma undersdkning visade dven att
mjolkavkastningen inte paverkades signifikant av olika k-kaseinvarianter, medan Bovenhuis
et al. (1992) rapporterat att A-allelen dr associerad med hog mjolkmangd. Nar de olika
kaseinkomponenterna uttrycks som procent av det totala kaseinet visades att k-kasein BB
mjolk hade signifikant ldgre andel av o4;-kasein och hogre andel av k-kasein (Schaar, 1984).
k-kasein B medfor ett hogt innehall av totalkasein (Schaar, 1984; Ikonen et al., 1997), hogt k-
kaseininnehéll (Ikonen et al., 1997) och sma kaseinmiceller (Lodes et al., 1996).

En positiv effekt av k-kasein B-allelen pa totalproteinkoncentrationen i mjolk har observerats
1 vissa studier (Ikonen, 1997; Bovenhuis 1992), medan andra studier inte kunnat pavisa nagon
effekt av B-allelen pa proteinhalten (Lundén et al., 1997; Ojala et al., 1997).

Effekter av f-kasein polymorfism

Vid en undersokning av hur B-kasein-polymorfism paverkar totalproteinhalten fann man inga
signifikanta skillnader. Dock fann man att kor med AB-varianten hade signifikant hogre
vassleproteinhalt i mjélken jamfort med kor homozygota for A. I denna undersdkning fann
man dock inga kor med BB-genotypen (Felenczak et al., 1983). Niar McLean et al. (1984)
undersokte proteinsammansittningen mellan kor med olika B-kasein-varianter fann man flera
skillnader. Genotyperna A1B och A2B hade signifikant hdgre koncentration och proportion f3-
kasein @n Ovriga varianter. Homozygoter for B-varianten hade signifikant ldgre og;-kasein halt
(B<A1 och A2) och hogre k-kasein halt (B>A2) (McLean et al., 1984). 1 en studie av Ng-
Kwai-Hang et al., (1987) visades att A2B-kor hade ldgst halt p-laktoglobulin och
immunoglobulin (Ig), men hogst halt a-laktalbumin. I denna studie hade B-kasein B storre
positiv inverkan péd den totala proteinkoncentrationen én B-kasein Al, A2 och A3. De kor som
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hade hogst mjolkavkastning var barare av -kasein A3-allelen och nir Al jimfordes med A2
iakttogs en nagot hogre avkastning hos A2-kor (Ng-Kwai-Hang ef al., 1984). I en studie av
McLean et al. (1984) visades signifikanta skillnader i fettinnehdll hos de olika f-
kaseinvarianterna, dér f-kasein BB, A1B, och A2A2 medforde hogst fetthalt och A1A2 hade
lagst fetthalt (McLean et al., 1984). Ng-Kwai-Hang et al. (1987) fann att A1B-fenotypen var
kopplad till hogst fetthalt och fettavkastning. Resultaten fran Lundén et al. (1997) studie visar
att B-kasein A1A1 var associerad med ldgre mjolk-, kasein-, protein- och laktosméingd hos
SRB. Hos SLB var dock inte denna koppling signifikant.

Al- och B-varianten har pésttts kunna orsaka diabetes typ 1, vilket skulle bero pa att dessa
proteinvarianter klyvs av matsméltningsenzymerna i tarmen vid position His 67 vilket ger
upphov till peptiden B-casomorfin 7 som tas upp i tarmen. Studier tyder pa att B-casomorfin 7
paverkar forsvarsmekanismen mot enterovirus, vilket skulle kunna innebidra att barn som ar
predisponerade for diabetes 1 16per storre risk att sjukdomen bryter ut vid intag av komjolk
innehéllande A1- och B-varianterna av -kasein (Elliott et al., 1999).

Effekter av f-laktoglobulin polymorfism

Forsok har wvisat att [-laktoglobulinkoncentrationen 1 mjolk varierar med J-
laktoglobulingenotypen (Ng-Kwai-Hang et al., 1987; Robitaille et al., 2002). Nér det géller
mjolk- och proteinméngd dr AA den genotyp som é&r fordelaktigast da mjolk frdn kor med
denna genotyp visat sig innehdlla 10-20 % mer B-laktoglobulin dn mjolk fran kor med f-
laktoglobulin BB-varianten (Ng-Kwai-Hang et al., 1984; McLean et al., 1984; Robitaille et
al., 2002). Den hogre proteinmédngd som har observerats for AA-genotypen beror inte pa en
hogre proteinprocent utan pa att mer mjolk produceras av dessa mjolkkor (se sammanstillning
av Hill ef al., 1997). I en undersdkning av 27 kor med olika B-laktoglobulin genotyper (AA,
AB och BB) visades att kor med BB-genotypen hade hogst kaseinhalt. Dérefter kom AB och
lagst kaseinhalt i mjolken hade AA (Schaar, 1986). Mj6lksammanséttningen skiljde sig dven i
andel kasein av totalprotein (BB>AB>AA) och fett/kasein forhallandet (AA>AB>BB).

I en studie av Hill et al (1992) visades att tankmjolk som samlats in fran kor med f-
laktoglobulin AA-genotyp hade en sammanséttning som skiljde sig visentligt fran f-
laktoglobulin BB kor.  B-laktoglobulin =~ AA-mjolk hade 28 %  hogre
vassleproteinkoncentration, 7 % ldgre kaseinkoncentration, 11 % ligre fettkoncentration och 6
% lagre ts koncentration dn B-laktoglobulin BB mjolk. Den hogre vassleproteinhalten 1 -
laktoglobulin AA tankmjolk orsakas av en kraftig 6kning av B-laktoglobulin koncentrationen i
denna typ av mjolk, vilken inte balanseras av en ldgre a-laktalbuminhalt. Hill et al., (1992)
foreslar att hoga koncentrationer av f-laktoglobulin eller nirvaron av B-laktoglobulin A-
varianten ddmpar syntesen av andra mjolkproteiner.

Aven fettinnehéllet i mjolk paverkas av B-laktoglobulin genotyp. B-laktoglobulin AB- och
BB-mjolk inneholl signifikant hogre fettkoncentrationer jamfort med B-laktoglobulin AA-
mjolk (McLean ef al., 1984; Ng-Kwai-Hang et al., 1984).

Sammanfattningsvis  kopplas alltsd  B-laktoglobulin  AA-genotypen till en hdgre
mjolkavkastning, hogre total proteinhalt och storre vassleinnehdll medan BB-genotypen
associeras med hogre fett- och kaseinhalt, ts-koncentration samt ett hdgre kaseintal.

Olika varianters inverkan pd processegenskaperna hos mjolk

Det finns ett samband mellan de olika genetiska varianterna och processegenskaperna hos
mjolken. For produktutbytet spelar mingderna av de olika proteinerna roll, eftersom de
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inverkar pa processningen av mjolken (Allmere, 1998; Schaar, 1984; Ikonen et al., 1999).
Den kemiska strukturen hos de olika proteinvarianterna har betydelse for mjolkens kemiska
och fysikaliska egenskaper (Allmere, 1998). Ostproduktionen har 6kat under de senaste aren
vilket medfort att mjolkkoaguleringsegenskaper sdsom kort koaguleringstid och ett fast
koagel fatt okad ekonomisk betydelse. Mjolk med fordelaktiga koaguleringsegenskaper ger
okat ostutbyte per kg mjolk (Bynum & Olson, 1982; Erhardt ef al., 1996).

Kaseinets funktion ir att forse kalven med protein, Ca®" och fosfat. Kaseinerna ar mer eller
mindre hydrofoba och for att de ska kunna hallas losta i vasslen bildas kaseinmiceller.
Kaseinmicellen paverkar till stor del stabiliteten hos mjélkprodukterna under uppvirmning.
Micellegenskaperna dr mycket viktiga i1 de olika stegen i osttillverkning och de bestammer till
stor del de reologiska egenskaperna for fil- och yoghurtprodukter (Walstra & Jennes, 1984).
Kaseinmicellen bestar av en kidrna av os-kasein och B-kasein som dr hydrofob, och ett holje av
k-kasein som &r hydrofilt. De hydrofila k-kasein molekylkedjorna &r negativt laddade, vilket
gor att kaseinmicellerna repellerar varandra (Dalgleish ef al., 1989). For att mjolkens kaseiner
ska koagulera och bilda gel tillsitts 16pe (chymosin och pepsin). Nér detta gors klipps de
hydrofila molekylkedjorna av, vilket medfor att kaseinmicellerna bildar ett ssmmanhédngande
nétverk. Gelen bryts sedan i1 smé tirningar under omrdrning, vilket leder till syneres och att
vassleproteinerna och laktos kan avskiljas fran ostmassan (Fox & McSweeney, 1998).

Vid industriell osttillverkning bryts den koagulerade ostmassan vid ungefdr 30 minuter efter
tillsdttningen av 16pe. Tidpunkten baseras pa den tid som krdvs for den genomsnittliga
mjolken att koagulera (Fox & McSweeney, 1998). Fastare ostmassa vid brytningen av koaglet
okar ostutbytet genom att mindre kasein och fett forloras till vasslefasen (Bynum et al.,1982).
k-kasein B-varianten ger en kortare koaguleringstid, snabbare ostmassebildning och fastare
ostmassa jamfort med A-varianten (Schaar, 1984; Ikonen et al., 1997; Ikonen et al., 1999;
Ikonen et al., 1996). Detta anses bero pa att k-kasein B allelen dr kopplad till mjélk med ett
hogt kaseininnehall (Ikonen et al., 1997; Schaar, 1984) och hogt k-kasein innehall (Ikonen et
al., 1997). k-kasein E-varianten har visat sig ha sdmre koaguleringsegenskaper jaimfort med
A- och B-varianten (Lodes et al., 1996; Ikonen et al., 1997, lkonen et al., 1999). De
ofordelaktiga egenskaperna hos k-kasein E beror eventuellt p4 en aminosyrasubstitution dér
serin bytts ut mot glycin. Hos de 6vriga kaseinerna fungerar aminosyran serin som en viktig
lank mellan kaseinmolekylen och fosfatmolekylen och forlusten av serin hos E-varianten av
k-kasein kan eventuellt vara orsaken till de sdmre koaguleringsegenskaperna. k- kasein B
bidrar dven till en fordelaktig mjolkproteinsammansattning (Ikonen et al. 1996; Macheboeuf
et al., 1993; Ng-Kwai-Hang et al., 1987; Schaar, 1984). Genom att avla for k-kasein B allelen
eller ndgon allel vid ett annat locus som &r kopplad till de fordelaktiga koagulerings-
egenskaperna kan sannolikt ostutbytet 6kas. Vid studier av koaguleringsegenskaper har [3-
kasein BB-genotypen visats bidra till béttre koaguleringsegenskaper dan AA (Janson ef al.,
1993; Macheboeuf et al., 1993).

Nar det géller B-laktoglobulin relateras BB-genotypen till en storre méngd ost och ett fastare
koagel, vilket antagligen beror pa det hogre kaseininnehallet (Jakob & Puhan, 1992). BB-
genotypen dr dven fordelaktig vid tillverkning av fermenterade produkter och mjolkpulver
eftersom B-varianten av proteinet har visats ge mindre beldggningar inuti virmevéxlaren,
vilket leder till farre driftsstopp for rengoring (Hill e al., 1997).

"Réakgenen'" FMO3

Lukt- och smakfel pa mjolk ar kvalitetsfel som méste undvikas, eftersom det kan leda till att
konsumtionen av mjolk minskar. For att uppritthalla en hog mjélkkonsumtion &r det viktigt

16



att undersoka varfor smakfel uppstar sa att felet kan elimineras. Det finns individuella
skillnader i smaken pa mjolk (Lundén, 2005) och skillnader mellan olika raser har observerats
(Chazal & Chilliard, 1987).

Tre olika klasser anvidnds for att klassificera mjolkens smak och denna undersdkning gors
med organoleptisk/sensorisk analys. Mejerierna gor avdrag pa leverantorspriset for mjolk med
anmirkning och kan stinga av leverantdren helt vid upprepade smakfel (Lindberg et al.,
2004). Genom att méta flyktiga foreningar, vilka oftast finns 1 ldga koncentrationer 1 mjdlken,
kan mjolkaromen karaktariseras. Om balansen mellan de flyktiga foreningarna rubbas eller en
substans forekommer 1 forhdjd koncentration kan ett smakfel i mjolken uppstd (Walstra &
Jennes, 1984). Vid en undersokning som gjordes 1999 visade det sig att ungefar 5 % av
mjolkbesittningarna hade anmérkning med avseende pd smaken péd tankmjolken (Lindberg et
al., 2004). Riksmak ér ett relativt nytt kvalitetsfel i mjolk, som identifierades forst genom de
rutinméssiga smaktesterna som gors 1-2 ginger per manad pd mjolk frdn gérdstankarna i
Sverige (Gustavsson, 2001). Miljofaktorer sdsom fodertyp, kons élder och laktationsstadium,
mjolkningsrutiner och utrustning, hdg niva av vissa bakterier, etc., kan ge upphov till smakfel
i mjolken, men det kan dven bero pa genetiska faktorer. Raksmak karaktdriseras av en
obehaglig smak och lukt som pdminner om gamla rdkskal eller ruttnande fisk (Lundén et al.,
2002"). Tidigare har riksmaken troligen hopblandats med andra typer av smakfel och dérfor
ar inte hela bakgrunden till detta kvalitetsfel ként.

Effekt av FMO3-mutationen

Flavin-containing monooxygenase 3 (FMQO3) idr ett enzym som i levern omvandlar
trimetylamin (TMA) till TMA-oxid (Cashman et al.,1995). FMO3 ar den gen vilken 1 muterad
form orsakar riaksmak i mjolk. Genen nedirvs autosomalt recessivt. Kor med mjolk som
smakar och luktar ruttnande fisk bar en mutation 1 FMO3-genen vid aminosyrapositionen 62 i
exon 6, dir C-nukleotiden har bytts ut mot T i nukleotidpositionen R238 i den kodande
regionen. Detta gor att arginin (R) dndras till ett stoppkodon (X) och didrav bendmningen
R238X. R238X-substitutionen gor att gentranslationen avbryts i fortid, vilket resulterar i
avsaknad av mer dn 50 % av aminosyrasekvensen hos FMO3-enzymet (Lundén ef al., 2002b).

Mutationen 1 FMO3-genen leder sannolikt till total avsaknad av FMO-enzymaktivitet
(Lundén et al., 2002b)‘ Under normala forhallanden oxideras TMA till luktfri TMA-oxid, som
sedan utsondras 1 urinen (Al-Waiz et al., 1987). Smakfelet hos de kor som har mutationen har
enligt djurdgarna visat sig kvarstd oberoende av vilket foder de far (Lundén et al., 2002°). T
studien av Lundén et al. (2002b) var alla kor som producerade mjolk med rdksmak
homozygota for mutationen, samtidigt som kor utan smakfel i samtliga fall var homozygota
for den normala allelen. For att man ska uppleva rdksmak 1 mjolk krévs bara 1-2 ppm TMA
(Ampuero et al., 2002). TMA-innehallet i mjolken hos kor som dr homozygota for mutationen
(XX) har visat sig variera mellan 1 och 16 mg/kg mj6lk (Lundén ef al., 2002%). Enligt Lundén
et al. (2002") kan heterozygota bédrare av mutationen under vissa forhallanden producera
mjolk med riaksmak, vilket kan bero pa haploinsufficiens. Haploinsufficiens innebér att en
normal kopia av genen i enkel uppsittning inte &r tillrdcklig for att ge en normal
fenotyp/funktion utan tva fungerande kopior krévs.

I mjolkproverna med anmérkning pa ridksmak patriffades d&ven hoga méngder av TMA
(Lundén et al., 2002%). Vid mejeriernas smak- och luktprovning av tankmjolk frén olika
gardar har det visat sig att rdksmaken kan orsakas av ett fital individer i en beséttning
(Lundén et al., 2002%). Om riaksmak uppstér i den samlade tankmjolken beror pa antalet kor i
beséttningen som bir mutationen, hur hog TMA-halten i1 deras mjolk ar och hur stor andel
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deras mjolk utgor av den totala miangden tankmjolk. Under 2001 hade 82 girdar anmirkning
pa riaksmak, medan antalet &ret efter hade minskat till 24 girdar, enligt statistik fran
mjolkbedomningsdata (Lindberg et al., 2004). Statistiken fran ar 2002 ska dock tolkas med
viss forsiktighet eftersom 10 % av rddatamaterialet saknades. En minskning av frekvensen av
raksmak ar dock troligt, delvis som en effekt av att kunskaperna om orsakerna till felet 6kade
under denna period (Lindberg et al., 2004). De nya kunskaperna om vad som orsakar
smakfelet gjorde att alla presumtiva avelstjurar idag testas med avseende pa FMO3 X-allelen
redan som kalvar, ndgot som snabbt kommer att minska problemet.

Mutationen antas ha funnits hos SRB-rasen relativt linge. Niar man fOorsokte hitta en
gemensam anfader till de kor som producerade mjolk med rdksmak kunde inte en sddan
identifieras inom de senaste tio generationerna. Sannolikt har mutationen skett ndgon gang i
borjan av 1900-talet eller tidigare, att doma av de hdrstamningsuppgifter som samlats. Vidare
tyder hdrstamningsuppgifterna pa att R238X-anlaget finns i fler Ayrshirepopulationer én bara
hos SRB (Lundén et al., 2002°) och sannolikt dven hos Holsteinrasen (Lundén, 2005). I en
undersokning av Johnson et al. (1973) hittades en ko av rasen US Holstein som stindigt
producerade en fiskluktande mjolk med hoga TMA-halter. Den genetiska orsaken till
rdksmaken var dé inte faststilld, men det &r troligt att X-allelen finns i US Holstein
populationen.

Allelfrekvenser

Lundén et al. (2002°) redovisar resultat fran en underskning av 248 djur, dir de fyra svenska
mjOlkkoraserna SRB, SLB, SKB Jersey fanns representerade. SRB-rasen var den enda dér
R238X substitutionen kunde hittas. Hos denna ras var tvd av hundra djur homozygota for
mutationen medan 27 kor var heterozygota, vilket motsvarar en relativt hog allelfrekvens pé
0,155 (Lundén et al., 2002°). Mutationen har dven pétriffats hos finska Ayrshiretjurar
(www.svavel.se/databas/rak _tjur.asp).

"Fetthaltsgenen" DGATI

Mjolkfett

Mjolkfettet paverkar utbytet vid tillverkning av mejeriprodukter, produkternas konsistens,
ndrings- och hilsoegenskaper och mjolkens smak. Bade miljo- och érftliga faktorer inverkar
pa mjolkens fetthalt och sammansittning. Arvbarheten for innehéllet av fett i mjolk berdknas
till 0,45-0,5 (Winter et al., 2002). Medelfetthalten hos svenska kor av SRB-ras ligger runt 4,3
% (Larsson & Olsson, 2005). Mjolkfettet bestar till 98 % av triacylglycerol vilket dr
sammansatta av en glycerolmolekyl och tre fettsyror (se figur 2). Fettsyrorna bestar av kedjor
av kolatomer av varierande lidngd (4-18). Idisslarmjolk, i jimforelse med mjolk fran
enkelmagade djur, innehéller kortkedjiga fettsyror, Short Chained Fatty Acids (SCFA), vilka
bestar av 4-6 kolatomer. Hilften av mjolkfettet (framforallt de kortkedjiga fettsyrorna)
syntetiseras 1 juvret, sk de novo syntes, medan den andra halften kommer fran blodlipider som
hérror fran foder eller kroppsfett.
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Figur 2. Schematisk illustration av triacylglycerolsyntesen (sammanstillning av Néaslund,
2004).

DGATI-genen

For att fettsyrorna ska binda in till glycerolmolekylen krévs katalyserande enzymer. Enzymet
diacylglycerol-acyltransferas (DGAT) inkorporerar fettsyrorna pd sn-3 (sn=stereospecific
numbering) positionen péd glycerolmolekylen (Horton et al., 2002; se figur2). Det dr i sn-3
positionen de kortkedjiga fettsyrorna som dr specifika for idisslarmjolk aterfinns. Den gen
som kodar for det ovanndmnda enzymet DGAT kallas DGATI (Cases et al., 1998). Vid ett
forsok med knock-out moss slogs DGATI-genen ut och man fann att laktationen ddrmed
inhiberades (Smith et al., 2000). Detta visar pa genens stora betydelse for mjolkproduktionen.
Identifieringen av DGATI borjade med att man fann ett “quantitative trait locus” (QTL) med
stor inverkan pd mjolkméngd och mjolksammanséttning och d& speciellt pa fettinnehallet
(Grisart et al., 2002). Detta QTL aterfanns vid centromeren pa kromosom 14 (Coppieters et
al., 1998; Riquet et al., 1999; Farnir et al., 2002). Efter upptickten av detta QTL bdrjade
sOkandet efter kandidatgener. I och med att DGATI hade visat sig spela en viktig roll i
fettsyntesen och laktationen var det en god kandidatgen.

DGATI-polymorfism

Variationen i QTL-effekten har tillskrivits en dinukleotidsubstitution 1 exon VIII av AA till
GC i DGATI vilken resulterar i en aminosyrasubstitution av lysin (K) till alanin (A) i position
232, darav bendmningen K2324 (Grisart et al., 2002; Winter ef al., 2002). I en studie av Kiihn
et al. (2004) fann man i promoterregionen, vilken dr en regulatorisk del av genen som
fungerar som bindningsplats for RNA polymeras, av DGATI ett ”Variable Number of
Tandem Repeats” (VNTR). Detta VNTR innehéller en sekvens av nukleotider, CCCGCC,
som troligen binder in transkriptionsfaktor SP1. Antalet sekvensupprepningar tros vara
proportionell till transkriptionshastigheten av DGATI-genen och dirmed mingden enzym
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som produceras. Denna polymorfism i promoterregionen visade sig péverka fettprocenten
signifikant dven hos tjurar som var homozygota AA. Dock &r effekten av denna VNTR inte
alls av samma dignitet som K2324 polymorfismen (Kiihn et al., 2004).

Effekt av DGAT]I-varianter

K-allelen har visat sig vara mer effektiv nir det géller mjolkfettsyntes och denna allel gor att
1,5 ganger mer triacylglycerol bildas, jamfort med A-varianten (Grisart et al., 2004) Utbytet
av en lysin mot en alanin tros ha en negativ effekt pd DGAT-enzymets kapacitet att binda in
till diacylglycerol-molekylen (Thaller et al., 2003).

Lysinvarianten (K) sammankopplas med en stor 6kning av fetthalten och en nidgot mindre
Okning av proteinhalten. K-allelen péverkar didremot mj6lkmingden negativt. Effekten pa
fettmingd var minst under forsta laktationen, for att sedan 6ka under de senare laktationerna
(Thaller et al., 2003). I studien av Thaller et al. (2003) pa Fleckvieh och tysk Holstein visades
att den genetiska polymorfismen K2324 hade signifikant effekt pa fettmingd, proteinmingd,
fetthalt och proteinhalt 6ver alla laktationer, med undantaget att i Fleckviehrasen fann man
ingen signifikant effekt av K2324 pa proteinméingden i andra och tredje laktationen.

DGATI’s effekt pé fetthalten har i en studie av Spelman et al. (2002) visats variera nigot
mellan raser. Hos NZ Holstein-Friesian dr effekten av K-allelen dubbelt s stor som hos
Jersey. Detta tros bero pa effekterna av bakgrundsgenerna, dér Jerseyrasen avlats hért mot hog
mjodlkfetthalt och dirfor sannolikt har en annan genuppsittning 4n Holstein. Aven om inga
andra “fetthaltsgener” dnnu identifierats &r DGATI med storsta sannolikhet inte den enda
genen som paverkar bildandet av triacylglycerol (Spelman et al., 2002).

DGATI-genen kan bli foremal for selektion for att kunna dndra mjolksammansédttningen i en
riktning som tillfredstéller efterfragan hos kunderna (Grisart et al., 2002). I Nya Zeeland ér
redan DGATI K232A polymorfismen inkluderad i avelsprogrammet. De avlar for K-allelen
eftersom hog fett- och proteinhalt premieras i1 deras betalningssystem. Genotyptestet som gors
kallas ”Optimum” och har patenterats av det nya zeeldndska bioteknikforetaget ViaLactia
Biosciences (www. Vialactia).

Framtida studier kommer att klargéra om polymorfin 1 DGATI K232A4 inte bara paverkar
fettinnehdllet utan &dven fettsammanséttningen och likasd om polymorfin kan bidra till
utvecklandet av smakfel i mjolken. Smé skillnader 1 fettets sammansittning kan férdndra hur
vi uppfattar mjolkens smak (Walstra & Jennes, 1984). Om det finns en koppling mellan
smakfel och genotyp kan det i framtiden vara ett argument for att genotypa avelsdjuren
(Néslund, 2004).

Allelfrekvenser

I en studie av Grisart ef al. (2002) undersoktes allelfrekvenserna hos en holldndsk och en nya
zeeldndsk population med avseende pa DGATI. Positiva ekonomiska vikter har under olika
perioder lagts pa antingen torrsubstans eller mjolkvolym, vilket sannolikt bidrar till att bada
allelerna fortfarande éterfinns i de holldndska och nya zeeldndska populationerna. I en studie
av Winter ef al. (2002) visade det sig att K-allelen &r vanligare hos djur med hoga avelsviarden
for mjolkfetthalt.

I en undersékning pd tvd olika mjolkkoraser (833 Fleckviehtjurar och 858 tyska

Holsteintjurar) i Tyskland visades att forekomsten av olika DGATI-genotyper skilde mellan
raserna. Den skattade frekvensen for K-allelen i Fleckviehrasen var 0,072 och for tysk
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Holstein 0,55 (Thaller ef al., 2003). Studien av Winter et al. (2002) uppskattar allelfrekvensen
hos Fleckvieh till 0,07 for K-allelen vilket stimmer 6verens med undersdkningen av Thaller
et al. (2003). Allelfrekvenser for DGATI hos Holstein har rapporterats fran olika kéllor. Hos
den nyzeeldndska populationen var frekvensen for K-allelen 0,30 och hos den holldndska var
den 0,63 (Grisart et al. 2002). I tvé olika studier av tyska Holstein skattades allelfrekvensen
till 0,35 respektive 0,44 (Winter et al. 2002; Thaller et al. 2003). Att doma av Kaupe et al.
(2004) tycks kottraser ha en hogre frekvens av A-allelen, medan mjdlkraserna visade en storre
variation i frekvensen av A-alleler.

Naslund et al. (2004) genomforde en studie pad SLUs fOrsoksbeséttning vid Jélla. I
forsoksbeséttningen finns mjolkkor av raserna SRB, SLB samt nagra Jerseykor. SRB korna
ingdr 1 en selektionsstudie och ir selekterade i en lagfettslinje (LF) respektive en hogfettslinje
(HF) avseende mjolkfett, men samma totala energiinnehéll i mjolken. Totalt 279 kor fran
forsoksbeséttningen genotypbestdmdes for DGATI K232A. Antalet kor av de olika raserna var
171 SRB kor, varav 76 kor fran HF linjen och 91 kor frdn LF linjen, 102 av Svensk
Holsteinras och 6 Jerseykor. Undersokningen visar att K-allelen var ndgot vanligare hos SLB
(0,13) an hos SRB (0,09) och av de 6 Jersey korna var 5 homozygota for K-allelen och en
heterozygot for K-allelen (0,92).

EGEN UNDERSOKNING

Material och metoder

Djurmaterial

I denna studie undersoktes 65 rodkulletjurar. DNA preparerades fran sperma lagrad i payetter,
pelleter eller blod som kommer frdn Svensk Avel och Jordbruksverkets genbank. Tjurarna &r
fodda mellan 1961-2003. Bilaga 4 ger en schematisk illustration av rodkulletjurarnas inbdrdes
slaktskap (Rodkulletjurar i semin och privat genom aren; Rédkullan, 2005).

Genotypbestamningen gjordes for de vanligaste forekommande varianterna av x-kasein (A, B
och E), B-kasein (Al, A2, A3 och B), B-laktoglobulin (A och B), FMO3 (R och X) och
DGATI (A och K) locus. Vid genotypbestimningen analyserades sa kallade "single
nucleotide polymorphisms" (SNPs) som anvéinds for att kunna skilja ut variation i enstaka
nukleotider. SNPs anvinds som genetiska markdrer och de blir allt vanligare nér det giller
genotypbestdmning for enskilda gener med mgjlig eller pavisad effekt pad ekonomiskt viktiga
egenskaper 1 husdjursaveln.

DNA preparering

DNA-preparering firdan blod:

Genomiskt DNA preparerades fran blodprover enligt foljande. Helblod som forvarats fryst i
80°C tinades varav 100 pl tillsattes i ett eppendorfror. 1 ml av buffert A (se bilaga 5)
tillsattes och provet centrifugerades i 13 000 rpm under 1 min varefter supernatanten
avldgsnades. Proceduren upprepades tills de roda blodkropparna hade avligsnats. Darefter
tillsattes 100 pl av buffert D som blandats med enzymet proteinas K (8 ul proteinas K per ml
av buffert D; se bilaga 6) varefter provet inkuberades i en timme i 56°C. Slutligen sattes
provet pa ett 95°C varmeblock 1 10 min for att inaktivera enzymet.
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DNA-preparering frdin sperma:

Till 20 pl sperma tillsattes 1 ml 5 % Triton X-100. Provet centrifugerades dérefter i 13 000
rpm under 30 sek varefter supernatanten avldgsnades. Pelleten resuspenderades sedan 1 50 pl
0,01 M Tris (pH 7.8) och 3 pul IM dithiotreitol. Provet blandades och 2.5 ul pronase E
tillsattes. Efter detta fick provet sta i virmeblock 1 65°C 1 60 minuter, for att sedan inaktiveras
199°C viarmeblock i 5 minuter. Slutligen vortexades provet varefter 0.5 ml ddH»O tillsattes.

DNA-preparering frdan pellet:

Pelletterna 16stes upp i 50 ul Triton X-100, dérefter preparerades proven pa samma sitt som
for sperman.

PCR

PCR-primrar:

For att kora en PCR-reaktion maste primrar designas som dr komplementéra till de sekvenser
pa DNAt som angrinsar till mutationen. For varje primer anviandes en primer inmirkt med
biotin som band till den komplementdra DNA-strangen. PCR-produkten bestar sedan av ett
stort antal kopior av fragmentet med den mutation vi vill analysera. Detta gors for att fa
tillrackligt med utgangsmaterial som sedan anvidnds vid sekvenseringen. Bilaga 7 visar de
PCR-primrar som anvéndes, hir anges dven vilken position det amplifierade fragmentet har i
gensekvensen och dess ldngd. De primers som anvéndes for att genotypa tjurarna for k-kasein,
B-kasein, p-laktoglobulin och FMO3 har tidigare designats pa institutionen for
husdjursgenetik.

PCR-mix:
For att kunna bestimma DNA-sekvensen for ett genfragment méste man forst uppforoka

(amplifiera) méngden kopior av det aktuella fragmentet, vilket sker med hjélp av en PCR-
reaktion.

PCR-reaktionen utfordes 1 instrumentet PTC-200 DNA Engine, i en reaktionsvolym av 20 ul
for kaseinerna och B-laktoglobulin och dir HotStarTaq PCR kit anvéndes (se bilaga 8). For
DGATI och FMO3 anvindes en reaktionsvolym av 25 pl resp. 20 pl och till dessa reaktioner
anviandes AmpliTaq Gold (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) PCR kit (se bilaga 9).

PCR-program:

PCR-reaktionerna startas upp med ett forsta steg under vilket enzymet aktiveras. Proverna
upphettas vid detta steg till 94-95°C. Dérefter denatureras allt DNA, vilket betyder att DNA-
strangarna separeras och blir enkelstrangat. Sedan kommer ett steg dér temperaturen sdnks sa
att primrarna kan fiasta vid det DNA-fragment man vill amplifiera. Denna temperatur ar
optimerad for vart och ett av de primerpar som anvands. Dérefter hdjs temperaturen igen sa
att enzymet (Taq polymeras) kan syntetisera fragmentet. Denna procedur upprepas tills
erforderlig miangd av de olika DNA-fragmenten erhillits. Till sist sdnks temperaturen till 4°C.

Testgel:

For att faststdlla att PCR-korningen fungerat provades en del av proverna pé agarosgel. For
agarosgelen anvindes foljande recept:

1,5 g NuSieve

0,5 g SeaKem

50 ml 0,5xTBE.
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En storleksmarkor inkluderades for att faststilla att ratt fragment amplifierats. Testgelen
visade att det fanns PCR-produkt i proverna samtidigt som ingen PCR-produkt fanns i de
negativa kontrollerna. Gelen fiargades med etidiumbromid och listes av under UV-ljus.

Sekvensprimrar:

Bilaga 10 visar vilka primrar som anvéndes vid sekvenseringen, deras position i genen samt
deras respektive DNA-sekvenser.

Identifiering av genotyp - pyrosequencing

For analys med pyrosequencing immobiliserades forst den biotinylerade PCR-produkten pé
streptavidin-belagda kulor (Dynal AS, Oslo) med hjélp av en buffert innehallande 5 mM Tris-
HCI, 1 M NaCl, 0.5 mM EDTA, 0.05% Tween 20 vid pH 7.6. Vid optimering av detta steg
bestimdes att 25 pul PCR-produkt var optimal volym fér DGATI medan for FMO3 och B-
laktoglobulin var 20 pl optimalt, medan motsvarande volym for kaseinerna var 10 pl.
Enkelstringat (ss)DNA erhdlls genom tvitt med 0.5 M NaOH i en minut och tvitt av kulorna
1 10 mM Tris-Acetat.

I nidsta steg fick totalt 15 pmol av sekvenserings-primern, designad med sin 3’ dnda direkt
uppstroms om polymorfin, hybridisera till ssDNA 1 en buffert innehallande 20 mM Tris-
Acetate, 5 mM MgAc, vid pH 7.6 under 2 min vid 80°C. Sekvensprimrarna hybridiserar till
det enkelstringade DNA-fragmentet som erhéllits via PCR och denaturering (Ronaghi et al.,
1998). Pyrosequencing utfordes sedan i ett PSQ96-instrument med anvindande av SNP
Reagent kit innehallande dATP, dCTP, dGTP, dTTP, enzym-blandning (DNA polymeras,
ATP sulfurylas, luciferas, och apyras) och substrat-blandning (APS och luciferin;
Pyrosequencing AB, Uppsala, Sweden). For att en nukleotid ska inkorporeras i det stegvis
syntetiserade DNA-fragmentet maste nukleotiden vara komplementér till basen i templat-
stringen. Deoxynukleotider som inte matchar, och dirmed inte inkorporeras, och det ATP
som produceras degraderas mellan varje cykel av nukleotiddegraderande enzym (Ronaghi et
al., 1998).

Inkorporering av nukleotider genererar via enzymen sulfurylas och apyras ljus som detekteras
av en laserstrle i instrumentet. Detta genererar toppar i det sa kallade pyrogrammet och
forloppet kan foljas pa skdrmen kopplad till instrumentet. Resultaten frdn analysen uttrycks
som kvoten mellan signalstyrkorna fran de inkorporerade nukleotiderna.

xz-test

De observerade genotypfrekvenserna jimfordes med de som man kan fOrvénta, utifrdn de
framriknade allelfrekvenserna med ett xz-test. Om man har ett locus med tva alleler, A och a,
med frekvenserna p och q kan man med ett enkelt samband berdkna hur dessa alleler fordelar
sig i en population med avseende pa de tre mdjliga genotyperna AA, Aa och aa. Sambandet
skrivs ofta som:

p+q=1—p’ +2pq+q

dir p = frekvensen av A-allelen, och q = frekvensen av a-allelen. Detta samband forutsétter
dock att populationen ifraga &r i1 Hardy-Weinberg jamvikt, vilket ar fallet om de
genotypbestimda djuren hirdér frdn en stor population med slumpmaissig parning och dér
allelfrekvenserna dr samma bland bade handjur och hondjur och dér ingen selektion, mutation
eller migration skett inom populationen. En population i Hardy-Weinberg jamvikt
kinnetecknas av relativt konstanta allel- och genotypfrekvenser 6ver generationer.

23



Resultat

Genotypfrekvenser

I Tabell 3 redovisas de observerade genotypfrekvenserna bland de 65 avelstjurarna av
rodkulleras. Resultaten visar att rodkullorna bir pd de for mjoélkkvaliteten ofordelaktiga
allelerna k-kasein E och FMO3 X. Enligt resultaten fran y*-analysen var genotypfrekvenserna
AA- och BE-genotyperna nédgot vanligare an fOrvintat, baserat pa
allelfrekvenserna i materialet. Aven p-kasein A2A2-genotypen var nigot vanligare #n
forvantat, medan A1B och A2B-genotyperna i samma locus var ndgot ovanligare. Vad
betriffar B-laktoglobulin, FMO3 och DGATI pavisade y’-analysen dock ej nagon signifikant

for x-kasein

skillnad mellan de forvantade vardena och de observerade.

Tabell 3. Observerade och forvintade genotypfrekvenser i gener med effekter
pa mjolkkvaliteten, analys av 65 tjurar av rodkulleras.

Locus Genotyp  Antal djur  Observerad Forvintad
genotypfrekvens genotypfrekvens
B-kasein AlAl 12 0,19 0,19
A2A2 19 0,29 0,28
Al1A2 30 0,46 0,46
AlB 1 0,015 0,033
A2B 2 0,031 0,041
BB 1 0,015 0,015
k-kasein AA 22 0,34 0,27
BB 7 0,11 0,14
AB 23 0,35 0,40
AE 1 0,015 0,11
BE 12 0,19 0,076
EE 0 0 0,01
B-laktoglobulin AA 4 0,062 0,040
BB 43 0,66 0,64
AB 18 0,28 0,32
FMO3 RR 57 0,88 0,88
RX 8 0,12 0,12
XX 0 0 0,0038
DGATI AA 57 0,88 0,81
AK 7 0,11 0,12
KK 1 0,015 0,06
Allelfrekvenser

Tabell 4 visar allelfrekvenserna for de tre undersokta mjolkproteingenerna (B-kasein, -
kaseinn och B-laktoglobulin) samt for de tva Ovriga generna med betydande effekt pd

mjolkkvaliteten, DGATI och FMO3.
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Tabell 4. Allelfrekvenser i gener med effekter pa
mjolkkvaliteten, analys av 65 tjurar av rédkulleras.

Locus Allel Frekvens
B-kasein Al 0,43
A2 0,53
B 0,04
k-kasein A 0,52
B 0,38
E 0,10
B-laktoglobulin A 0,20
B 0,80
FMO3 R 0,94
X 0,06
DGATI A 0,93
K 0,07
Diskussion
xz-test

Resultaten som framkom av y’-testet visade att for tvd locus avvek de observerade
genotypfrekvenserna frin de som kunde forvéntas om populationen befunnit sig i Hardy-
Weinberg jamvikt. Detta kan ha en rad orsaker: Den undersokta gruppen av rodkullor &r liten
och hirdr dessutom fran en ras som numerirt sett dr liten. I en sddan population &r risken for
genetisk drift storre, dvs. slumpen har storre effekt pa nésta generations allelfrekvenser, 4n i
en stor population. Det dr dessutom tveksamt om de genotypade tjurarna kan anses utgdra ett
slumpméssigt urval av populationen, dvs om den nira sléktskapen mellan de tjurar som finns
med 1 undersdkningen &r representativ for populationen som helhet. Andra kriterier som maste
vara uppfyllda for att Hardy-Weinberg jamvikt ska rada ar att det inte far forekomma nagon
selektion for eller emot genen i friga. I rédkullepopulationen har inte ndgon selektion mot
nagon av de gener som ingatt i undersokningen gjorts medvetet eftersom djurens genotyp inte
varit kind, men urval for yttre egenskaper sdsom farg kan innebéra en indirekt selektion, om
genen for fargen ifraga ligger ndra ndgon av mjolkkvalitetsgenerna. Migrationen, dvs utbyte
av djurmaterial mellan populationer, ska dessutom vara obefintlig eller mycket liten for att
populationen ska befinna sig i Hardy-Weinberg jaimvikt, ndgot som dock uppenbarligen skett
mellan rédkullor fran olika nordiska landerna.

Rodkullornas mjolkkvalitet och allelfrekvenser

r-kasein

k-kasein E-allelen dr, som tidigare ndmnts, vanligt forekommande hos SRB-rasen och US
Holstein medan den séllan iakttas hos lantraser (Lien ef al., 1999), vilka kidnnetecknas av en
mindre intensiv selektion for mjélkavkastning dn den som bedrivs 1 “moderna” raser som
SRB och SLB. Forekomsten av denna allel hos rédkullan visar dock att d4ven andra faktorer dn
avelsurval for hog mjolkproduktion paverkar frekvensen av denna allel. Lien ef al. (1999)
rapporterade en allelfrekvens for E-varianten hos rédkullor pa 0,20 medan frekvensen bland
tjurarna i denna studie var 0,10. E-varianten i detta djurmaterial kan sparas tillbaka till den
svenska stamfadern Linus, som var bérare av denna allel. Foreliggande undersokning pavisar
en hogre frekvens av A-varianten dn tidigare studier av rodkulla, Svensk kullig boskap och
Svensk fjillras (Lien et al., 1999). Frekvensen av A-allelen dr dock ldgre 4n hos SRB och
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SLB dir frekvensen rapporterats ligga mellan 0,70-0,85 (Janson et al., 1993; Lundén et al.,
1997; Lien et al., 1999). Frekvensen for B-allelen ligger i denna undersékning pd 0,38, dvs
ndgot lagre an i tidigare undersokning av Lien et al. (1999) vilken redovisade en frekvens pa
0,46. B-allelen betraktas som fordelaktig eftersom den ger en hogre kaseinmingd, hogre x-
kaseinméngd och en mindre kaseinmicell (Ikonen et al., 1999), faktorer som ar kopplade till
fordelaktiga osttillverkningsegenskaper. SLB och SRB har relativt laga frekvenser av B-
allelen, medan fjéillkorna &r den ras som hade den hogsta frekvensen av B-allelen (0,71 resp.
0,62; Lien et al. 1999; Janson et al., 1993). Hos fjéllrasen har E-allelen &nnu inte patriffats.

p-kasein

Av B-kasein allelerna var A2 den vanligaste hos de undersokta tjurarna, men dven Al &r
frekvent i populationen. Nér det giller B-kasein foredras A2-allelen eftersom den é&r
associerad med en hogre mjolkavkastning &dn Al-allelen (Ng-Kwai-Hang et al., 1984)
samtidigt som Al- och B-varianterna tros kunna bidra till utvecklandet av diabetes typ 1
(Elliott et al., 1999). Rodkulletjurarna i denna studie hade en nagot hogre allelfrekvens av -
kasein A2 dn rodkullorna i studien av Lien ef al. (1999). De populationer som undersokts av
Lien et al. (1999), Lundén et al. (1997) och Janson et al. (1993) uppvisar liknande
allelfrekvenser for B-kasein som i denna studie.

p-laktoglobulin

Allelfrekvenserna for B-laktoglobulin i denna studie dverensstimmer med de i studien av Lien
et al. (1999). Rodkullorna har en hog frekvens av B-allelen, vilket ses som fordelaktigt
eftersom BB-genotypen har visats vid osttillverkning ge en stérre mangd ost och ett fastare
koagel. B-allelen har dven positiv effekt pa fermenterade produkter (Hill et al., 1997) och
mjdlkpulverframstéllningen (Hill ez al., 1997). Hos de Ovriga svenska raserna dr B-allelen
nagot mindre vanlig.

FMO3

Studien visar att atta tjurar bar pa FMO3 X-allelen, om &n i heterozygot form (se Tabell 3).
Detta motsvarar en frekvens for X-allelen pa 0,10, vilket &r en forhallandevis hog frekvens
och nirmast jamforbar med frekvensen av motsvarande allel hos SRB (0,16) som &r den
hittills enda av de svenska raserna dér denna variant patraffats (Lundén et al., 2002). Eftersom
mjdlken frdn kor som dr homozygota for FMO3 X-anlaget producerar mjolk med smakfel ar
det angeldget att detta anlag pa sikt rensas bort ur rasen.

DGATI

De flesta rodkulletjurarna i studien var homozygota for DGATI A-allelen. Denna allel dr
associerad med en mindre mingd fett sdvdl som ldgre fetthalt, men har sannolikt favoriserats
indirekt 1 ménga mjolkkopopulationer eftersom den ger en hogre mjolkavkastning och hogre
proteinmédngd. Bara en tjur (523 Brutus) var homozygot for K-allelen. Eftersom rédkullorna
ar utrotningshotade har mélet fridmst varit att halla djurantalet uppe. Foljaktligen har inte avel
skett for ndgon specifik egenskap, sd& mojligen har A-allelen blivit den vanligaste i denna
population pd grund av "foundereffekter", dvs. att de djur som utgér grundpopulationen rékat
vara bdrare av A-allelen. Detta antagande stods av att en av de fem “’stamfdderna” for rasen,
13 Linus, var homozygot AA. y*-analysen pavisade dock ej nigon signifikant skillnad mellan
de forvintade viardena och de observerade.

Hos de flesta notkreatursraser inom sldktet Bos Taurus d&r DGATI A-allelen vanligare dn K-

allelen. Detta beror troligtvis pé att man redan tidigt under domesticeringen borjade selektera
for hog mjolkavkastning, vilket indirekt gjort att man avlat f6r A-allelen. Dock finns en del
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raser, exempelvis Jersey, diar K-allelen dr vanligare vilket troligen beror pa en konsekvent
driven selektion for hog mjolkfetthalt (Kaupe er al., 2004). Inom Fleckviehrasen har
frekvensen av K-allelen uppskattats till 0,07, vilket liknar resultaten som framkommit i denna
studie. Hos SRB och SLB ér A-allelen den vanligast forekommande varianten (Naslund et al.,
2004) och K-allelen aterfanns i hogre frekvens hos SLB-djuren dn hos SRB. Intressant att
notera i sammanhanget &r att kottraser tycks ha en hogre frekvens av A-allelen d4n mjolkraser
(Kaupe et al., 2004).

Spridning av k-kasein E-allelen och FMO3 X-allelen

Vid undersokningen visades att 13 Linus var bérare av k-kasein E-allelen. Linus har troligen
spridit denna allel till flera av sina avkommor. Bilaga 12 visar k-kasein E-allelens spridning
hos de undersokta rodkullorna.

FMO3 X-allelen, som dittills endast patriffats inom SRB-rasen, visade sig dven finnas i
rodkullepopulationen. Bland annat 509 Olle var bdrare av denna allel och har sannolikt
nedérvt den till sin son 505 Kronblom som i sin tur spridit den vidare till nigra av de
undersokta tjurarna i studien. Bilaga 13 visar X-allelens spridning hos de analyserade tjurarna.
Troligen bar 504 Ludde pa X-allelen, eftersom tre av hans soner, 503 Rulle, 528 Primus och
523 Brutus, dr bidrare av allelen. Den inkorsning av SRB som skedde under borjan av 60-talet
kan mojligen vara orsaken till att savél “rdkgenen” som k-kasein E finns hos rodkullorna.

E-allelen tros ha spridits i SRB-populationen genom en flitigt anvidnd finsk tjur 26350
Mikimattilan Inssi (Velmala et al., 1995). Denna tjur anvdndes mycket under 60- och 70-
talen i Sverige och hans gener kan eventuellt &ven ha spridits till rodkullepopulationen genom
inkorsning av SRB. Stamfadern 13 Linus kan dock inte ha drvt sin E-allel frdn den finska
tjuren, eftersom Linus har tre rena rddkullegenerationer bakom sig, samtidigt som
Mikimattilan Inssi bara dr ett ar dldre dn Linus. E-allelen har troligen uppkommit tidigare i
rodkullepopulationen. Av de rodkulletjurar som bér k-kasein E-allelen var de flesta svenska
rodkullor (9 av 13). Tre av tjurarna som var heterozygota for E-allelen var av svensk/dstnorsk
typ och en var véstnorsk rodkulla. Sju av étta tjurar som bér "rdkgenen" dr helsvenska
rodkullor. Den attonde dr en korsning mellan svensk/6stnorsk/véstnorsk rodkulla.

Tjurar med onskvird genotyp

De alleler som foredras i de undersokta generna ar hos B-kasein A2, hos k-kasein B, hos B-
laktoglobulin B och hos FMO3 R. Vilken allel som man helst vill ha i DGATI-genen ér inte
lika sjdlvklart, de tva allelerna har ungefér lika stor ekonomisk vikt idag. Bilaga 14 visar
samtliga resultat frdn genotypbestimningen. Resultatet visar att 511 Bale och 811 Toftsbyn
bir pa de ur mjolkkvalitetssynpunkt fordelaktigaste genotyperna i samtliga loci. 507 Jadargut,
538 Ceasar, 586 Enok och 750 Fritz bér ocksé de onskvérda genotyperna i flertalet loci. Om
man bara ser till mjolkkvalitetsegenskaperna borde dessa tjurar anvdndas mer i aveln. 507
Jadargut, 538 Ceasar och 586 Enok utgér tre av de totalt fem Ostnorska rodkullorna i
undersokningen vilket indikerar att de i Sverige anvénda Ostnorska rodkullorna har bidragit
till forbattrade mjolkkvalitetsegenskaper. En tjur med mindre gynnsam mjolkkvalitetsgenotyp
ar 709 Stensjo som dr bérare av bade k-kasein E-allelen och X-allelen i FMO3-locuset.

Framtida avel

I det framtida avelsurvalet bor man se upp med “rdkgenen” for att inte riskera att den blir
alltfor spridd. Rodkullepopulationen &r sa pass liten att genfrekvenser kan driva ivédg 4t ett hall
av ren slump, sk genetisk drift. Darfor bor man 6vervéga att genotypbestdmma alla tjurar som
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ska anvindas i aveln for ’rdkgenen”, pd samma sétt som gors inom SRB-rasen. Tjurar som &r
heterozygota for X-allelen bor anvéndas i aveln om de representerar ovanliga hdrstamningar
for att inte minska avelsbasen, men man bor da vélja den hilft av s6nerna som inte drvt X-
allelen fran fadern.

k-kasein E-varianten har inte en lika drastisk effekt pd mjolkkvaliteten som “rdkgenen”. Hér
ar det mer fragan om att viga vinsten mot kostnaden, men om rasen ska bli mer kommersiellt
gingbar genom fOrbéttrade ystningsegenskaper bor man bevaka frekvensen av k-kasein E
bland avelstjurarna.

Det tycks framst vara den svenska populationen av rodkullor som béar pa FMO3 X och «-
kasein E allelerna. Den 0stnorska rodkullan, & andra sidan, verkar bara pa ménga fordelaktiga
mjolkkvalitetsalleler, man har hos dessa varken lyckats pavisa “rdkgenen” eller k-kasein E-
allelen och de kan &tminstone ur denna aspekt med fordel anvédndas i aveln. Anvidndning av
Ostnorska tjurar skulle dessutom utgdra ett alternativ om man inte vill genotypbestimma
avelsdjuren.

Det man dven bor tinka pd i en liten population dr att hélla den effektiva populationsstorleken
sd stor som mojligt. Idealt sett ska samma antal hondjur och handjur anvéndas i aveln och
varje individ ska dessutom ha samma antal avkommor i1 nésta generation. Detta uppnés bland
annat genom att anvdnda sa ménga djur i aveln som mojligt, helst obesléktade, och genom att
undvika att intensivanvdnda vissa tjurar. Man bor dven undvika att selektera for relativt
ovidkommande egenskaper som vissa fiargnyanser och utbredningen av vita tecken. For att
upprétthélla en tillfredsstidllande genetisk variation ar det en fordel att halla stamboken Gppen
for narbesliktade raser sdsom den Ostnorska rodkullan (se figur 1).

Varfor bor rodkullorna bevaras for framtiden?

Rodkullorna kan vara birare av genvarianter som ar intressanta for framtiden. Dessa djur ér
anpassade till en foderstat som till stor del baseras pa betesdrift under svenska forhéllanden.
Om konsumenternas efterfragan pa ekologiska produkter okar, vilka tas fram pé en foderstat
med forhdllandevis hog andel grovfoder, kan rodkullorna komma att fa en mer framtrddande
roll. Rasen representerar dartill ett kulturarv, en vandrande historiebok som minner oss om en
svunnen tid.
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ABSTRACT

The Swedish Red Polled breed is threatened by extinction and there are only around 1100
animals left. The breed was popular in the early twentieth century, but since then the numbers
have steadily decreased. The overall objective of this study was to find out whether there may
be economic incentives for preserving the breed. The milk quality properties are of major
importance in the production of dairy products. Therefore we would like to establish if the
Swedish Red Polled breed carries favourable alleles at loci of relevance for milk quality, to
potentially make the breed more interesting for milk production.

The genetic variation in three milk protein genes, B-casein, k-casein and B-lactoglobulin, and
two other milk quality genes, DGATI and FMO3 were studied in 65 breeding bulls of the
Swedish Red Polled breed. The bulls were genotyped using single-nucleotide polymorphism
(SNP) analysis and pyrosequencing. The results showed that B-casein A2, k-casein A, B-
lactoglobulin B, FMO3 R and DGATI A were the most common variants at the respective
locus in the Red Polled population. However, some bulls were carriers of the unfavourable k-
casein E allel whereas others were carrying the “shrimp” gene, which in homozygous form
results in milk with a fishy taste. The “shrimp” gene had so far only been found in the SRB
population and it is possible that one or several SRB bulls have transmitted the mutation to
the Swedish Red Polled breed. As regards k-casein, the B variant is preferred for cheese
making because of its good renneting properties, while the E variant seems to be associated
with poor renneting properties.

The bulls were predominantly carrying the most favourable allele at the B-casein locus (A2)
whereas the Al and B alleles have been suspected of being involved in the disease outbreak
of diabetes type 1 in individuals predisposed for the disease. Also at the B-lactoglobulin locus
the bulls carried the preferred allele, B, which is associated with good processing properties.
As regards the DGATI gene, the A variant is associated with higher yields of milk and protein
but lower concentrations of fat to some extent also protein. Thus, which allele is the most
favourable should differ between countries.
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BILAGOR

1 20
Glu-Glu-Gln-Asn-Gln-Glu-Gln-Pro-Ile-Arg-Cys-Glu-Lys-Asp-Glu-Arg-Phe-Phe-Ser-Asp-

40
Lys-Ile-Ala-Lys-Tyr-Ile-Pro-Ile-GIn-Tyr-Val-Leu-Ser-Arg-Tyr-Pro-Ser-Tyr-Gly-Leu-

60
Asn-Tyr-Tyr-Gln-GlIn-Lys-Pro-Val-Ala-Leu-Ile-Asn-Asn-GIn-Phe-Leu-Pro-Tyr-Pro-Tyr-

80
Tyr-Ala-Lys-Pro-Ala-Ala-Val-Arg-Ser-Pro-Ala-Gln-Ile-Leu-Gln-Trp-Gln-Val-Leu-Ser-

Asp-Thr-Val-Pro-Ala-Lys-Ser-Cys-Gln-Ala-Gln-Pro-Thr-Thr-Met-Ala-Arg-His-Pro-His

Pro-His-Leu-Ser-Phe-Met-Ala-Ile-Pro-Pro-Lys-Lys-Asn-Gln-Asp-Lys-Thr-Glu-Ile-Pro-

136
Thr-Ile-Asn-Thr-Ile-Ala-Ser-Gly-Glu-Pro-Thr-Ser-Thr-Pro-Thr-Ile-Glu-Ala-Val-Glu-
Thr (A-varianten)

148 155
Ser-Thr-Val-Ala-Thr-Leu-Glu-Ala-Ser-Pro-Glu-Val-Ile-Glu-Ser-Pro-Pro-Glu-Ile-Asn-
(A-varianten) Asp | Gly (E-varianten)
P
169

Thr-Val-GIn-Val-Thr-Ser-Thr-Ala-Val

Bilaga 1. Aminosyrasekvens av k-kasein B-allelen. Substitutionerna som utmérker
varianterna A (Eigel et al., 1984) och E dr angivna 1 fetstil (Mercier & Grosclaude, 1999).
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1 20
Arg-Glu-Leu-Glu-Glu-Leu-Asn-Val-Pro-Gly-Glu-Ile-Val-Glu-Ser-Leu-Ser-Ser-Ser-Glu-

P P P P
40
Glu-Ser-Ile-Thr-Arg-Ile-Asn-Lys-Lys-Ile-Glu-Lys-Phe-Gln-Ser-Glu-Glu-Gln-GIn-Gln-

60
Thr-Glu-Asp-Glu-Leu-Gln-Asp-Lys-Ile-His-Pro-Phe-Ala-Gln-Thr-Gln-Ser-Leu-Val-Tyr-

67 80
Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile-Pro-Asn-Ser-Leu-Pro-Gln-Asn-Ile-Pro-Pro-Leu-Thr-GIn-Thr-
His (A1- och B-varianterna)

100
Pro-Val-Val-Val-Pro-Pro-Phe-Leu-GlIn-Pro-Glu-Val-Met-Gly-Val-Ser-Lys-Val-Lys-Glu-

106 120
Ala-Met-Ala-Pro-Lys-His-Lys-Glu-Met-Pro-Phe-Pro-Lys-Tyr-Pro-Val-Gln-Pro-Phe-Thr-
GIn (A3-varianten)
122 140
Glu-Ser-GlIn-Ser-Leu-Thr-Leu-Thr-Asp-Val-Glu-Asn-Leu-His-Leu-Pro-Pro-Leu-Leu-Leu-
Arg (B-varianten)
160
GIn-Ser-Trp-Met-His-Gln-Pro-His-Gln-Pro-Leu-Pro-ProThr-Val-Met-Phe-Pro-Pro-Gln-

180
Ser-Val-Leu-Ser-Leu-Ser-Gln-Ser-Lys-Val-Leu-Pro-Val-Pro-Glu-Lys-Ala-Val-Pro-Tyr-

200
Pro-GIn-Arg-Asp-Met-Pro-lle-GIn-Ala-Phe-Leu-Leu-Tyr-GIn-Gln-Pro-Val-Leu-Gly-Pro-

209
Val-Arg-Gly-Pro-Phe-Pro-Ile-Ile-Val

Bilaga 2. Aminosyrasekvens av -kasein A2-allelen. Substitutionerna som utmérker
varianterna A1, A3 och B ér angivna med fetstil (Eigel et al., 1984).
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1 20
Leu-Ile-Val-Thr-Gln-Thr-Met-Lys-Gly-Leu-Asp-Ile-Gln-Lys-Val-Ala-Gly Thr-Trp-Tyr-

40
Ser-Leu-Ala-Met-Ala-Ala-Ser-Asp-Ile-Ser-Leu-Leu-Asp-Ala-Gln-Ser-Ala-Pro-Leu-Arg-

80
Val-Tyr-Val-Glu-Glu-Leu-Lys-Pro-Thr-Pro-Glu-Gly-Asp-Leu-Glu-Ile-Leu-Leu-GIn-Lys-

100
Trp-Glu-Asn-Gly-Glu-Cys-Ala-Gln-Lys-Lys-.Ile-lle-Ala-Glu-Lys-Thr-Lys-Ile-Pro-Ala-
Asp (A-varianten)
110
Val-Phe-Lys-Ile-Asp-Ala-Leu-Asn-Glu-Asn-Lys-Val-Leu-Val-Leu-Asp-Thr-Asp-Tyr-Lys-

118 120
Lys-Tyr-Leu-Leu-Phe-Cys-Met-Glu-Asn-Ser-Ala-Glu-Pro-Glu-Gln-Ser-Leu-Ala-Cys-Gln-
Gly (A-varianten)
140
Cys-Leu-Val-Arg-Thr-Pro-Glu-Val-Asp-Asp-Glu-Ala-Leu-Glu-Lys-Phe-Asp-Lys-Ala-Leu-

160

Lys-Ala-Leu-Pro-Met-His-Ile-Arg-Leu-Ser-Phe-Asn-Pro-Thr-Gln-Leu-Glu-Glu-Gln-Cys-
162
His-Ile

Bilaga 3. Aminosyrasekvens av -laktoglobulin B-allelen. Substitutionerna
som utmdrker A-varianten ir angivna 1 fetstil (Eigel ef al., 1984).
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Bilaga 4. Schematisk illustration av sliktskapen mellan avelstjurar av rodkulleras.
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Bilaga S. Innehéllsforteckning for buffert A.

Sucrose 219g(0,32 M)
1 M Tris-HCI (pH 7.5) 20 ml (10 mM)
1 M Magnesium klorid 10 ml (5 mM)
Tritton X-100 20 g (1 %)

Total volym

destillerat vatten upp till 2 1

Bilaga 6. Innehéllsforteckning for buffert D.

Kaliumklorid 3,7 g (50 mM)
1 M Tris-HCI (pH 8,0) 10 ml (10mM)
Magnesiumklorid. 6 H20 0,6 g (2,5 mM)
NP 40 4,5 g(0,45 %)
Tween 20 4,5 2(0,45 %)

Total volym

destillerat vatten upp till 11

Bilaga 7. Anvinda PCR-primers, position

och PCR-produktens langd

Primerpar | PCR-
produktens
langd (bp)

B-kasein B | PSO61B | 111

PSO64

B-kasein A | PSO 63B | 190
PSO 62

B-kasein PSO 63 190

Al PSO 62B

k-kasein A | PSO 74 139
PSO 75B

k-kasein B | PSO 74B | 139
PSO 75

B-lakto- PSO 78B | 484

globulin PSO 79

FMO3 F3e6F2 147
F3e6R2

DGATI F 182

R
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Bilaga 8. Protokoll for PCR-analys, B-laktoglobulin och kaseingenerna.

PCR-mix Kasein (ul) | p-laktoglobulin (ul)
10 x HotStarTaq 2 2
PCR buffert

MgCl, (25mM) 1.6

dNTP (20 mM) 0.2 0.2
Upper primer (10 1 0.5
uM)

Lower primer (10 1 0.5
nM)

HotStarTaqg DNA 0.1 0.1
polymeras (5 U/ul)

DNA 1 3
H,0 13.1 13.7
Total volym: 20 20

Bilaga 9. Protokoll for PCR-analys, DGATI och FMO3.

PCR-mix FMO3 | DGATI
(uh (b
10 x PCR buffert 11 2,5
MgCl, (25mM) 1 1,75
dNTP (20 mM av varje) 0,2 0,25
F primer (10uM) 0,5 0,5
R primer (10uM) 0,5 0,5
AmpliTaq DNA polymeras| 0,14 0,3
(5 U/ul)
DNA 2,5 3
H,0 13,16 11,2
Betain 5
Total volym: 20 25

Bilaga 10. Anvinda sekvensprimrar, deras position samt respektive DNA-sekvenser

Sekvensprimer Sekvens 5°-3°
Betakasein B PSO 68 GAT GTT TTG TGG GAG GCT GT
Betakasein A PSO 67 CAA CAT CAG TGA GAG TCA GG
Betakasein Al PSO 65A TGG CTC CTA AGC A
Kappakasein A PSO 76 CTC CAG AAGTTA TTG AG
Kappakasein B PSO 77 CTC AAT AACTTC TGG AG
Betalaktoglobulin PSO 72A TGA TCT TCT TCT TCT GAG CAC
FMO3 F3e6R3 TGA GGA ATG TTT CAA ATC
DGATI DGATI seq GCT CGT AGC TTT GGC AGG TA
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Bilaga 11. PCR-program som anvéndes vid uppforokningen av de variabla DNA-segmenten
for respektive gen.

B-kasein
95° C 10 min

50X(95°C 45s, 65°C 45s, 72°C 60s)
72°C 5 min
4°C

k-kasein

95° C 10 min

50X(95°C 45s, 56°C 45s, 72°C 60s)
72°C 5 min

4°C

B-laktoglobulin

95° C 10 min

50X(95°C 45s, 63°C 45s, 72°C 60s)
72°C 5 min

4°C

FMO3

94°C 6 min

5X(94°C 30s, 55°C 30s, 72°C 60s)
43X(94°C 20s, 50°C 30s, 72°C 45s)
72°C 5 min

4°C

DGATI

95°C 10 min

5X(94°C 60 s, 59°C 45s, 72°C 45s)
40X(94°C 60s, 58°C 30s, 72°C 30s)
72°C 10 min

4°C
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Bilaga 12. Tjurar markerade med fetstil 4r konstaterat heterozygota for k —kasein E-
allelen (bér en kopia av allelen)

Linus 13 Aslemala 56

Pelle 101

|

Krut 800

Pompe 601

Lycka 582 |da6 Teng Orik 791

Kulla 16 Rydstrom 21

Cyrus 605 \
\ Stjarna 1
Stensjé 709 Stenson 751/
Stur-Jones 792 Balder 731  Milding 6706
Martin 6842
Lauritz 603

42



Bilaga 13. Tjurar i fetstil dr konstaterat heterozygota for “rdkgenen” (bar en kopia av X-allelen)

medan Ovriga individer i sldkttradet saknar genotypbestamning men dr mdjliga barare av allelen i fraga.

Ludde 504 Olle 509
Kronblom 505 Brutus 523  Primus 528 Eva i Rulle 503
Aslemala 56 Malte 582 Evy 225

Stensjo 709 Edvin 821
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Bilaga 14. Genotypresultat for 65 avelstjurar av Rodkulleras avseende fem gener med
betydande effekt pa mjolkens kvalitet.

Ras Kod Namn B-CN K-CN B-LG FMO3 DGAT1
blandad 6799 Ettma A1A2 AB BB RR AK
svenskx 6842 Martin A1A1 BE BB RR AA
ostnorsk

vastnorsk 947 Frippo A1A2 AB AA RR AA
finskx 1334 Mesir A1A2 AA AB RR AA
svensk
svensk 3013 Linus A1A2 BE AB RR AA
vastnorsk 6706 Milding A2A2 BE AB RR AA
svensk 6727 Nestor A1A2 AA BB RR AA
ostnorsk 6729 Kron A1A2 AB BB RR AA
vastnorsk 6739 Mild A1A2 AB AA RR AA
xsvensk

finsk 6789 Jerry A1A1 AA BB RR AA

svensk 503 Rulle A1A2 AB BB RX AA

svensk 505 Kronblom  A1A2 AB AB RX AA
Ostnorsk 507 Jadargut A1B BB BB RR AA

svensk 508 Pelle A1A2 AA BB RR AA

svensk 509 Olle A1A2 AA BB RX AA

svensk 523 Brutus A1A1 AA BB RX KK

svensk 524 Tertius A1A1 AB BB RR AA
Ostnorsk 538 Ceasar A1A2 BB BB RR AK
vastnorsk 539 Husar A1A1 AB AB RR AA
svenskx 540 Quadrat A2A2 AB BB RR AA
Ostnorsk

svensk 601 Pompe A1A1 BE BB RR AA
svenskx 602 Réland A2A2 AA AB RR AA
vastnorsk

svensk 603 Lauritz A1A2 BE AB RR AA
svenskx 604 Rambo A1A2 AB BB RR AA
Ostnorsk

svenskx 605 Cyrus A1A2 BE BB RR AA
Ostnorsk

svenskx 606 Romeo A2A2 AB AB RR AA
Ostnorsk

svenskx 607 Nilsas A2A2 AB BB RR AA
ostnorsk

ostnorsk 3005 Kronilen A2A2 AB AB RR AA
vastnorsk 510 Tjugum A1A1 AA AA RR AK
vastnorsk 511 Bale A2A2 BB BB RR AA

svensk 528 Primus A1A1 AA BB RX AA

svensk 529 Teng A2A2 BE BB RR AA
vastnorsk 531 Galdar A1A2 AA AB RR AA

svensk 557 Bert A2A2 AB BB RR AA

svensk 582 Malte A2A2 AB BB RX AA

svensk 585 Viking A2A2 AA BB RR AA
Ostnorsk 586 Enok BB BB BB RR AK

svensk 709 Stensjo A1A2 BE AB RX AA
svenskx 729 Bruse A1A2 AA AB RR AA
Ostnorsk

svenskx 730 Andreas A1A2 AB BB RR AA
Ostnorsk

svenskx 731 Balder A1A1 BE AA RR AA
Ostnorskx
vastnorsk
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svensk
svenskx
ostnorsk
svenskx
Ostnorsk
svenskx
Ostnorsk
svensk
svenskx
Ostnorsk
svensk
finskx
svensk
svenskx
ostnorsk
svenskx
ostnorskx
finsk
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Ostnorsk
svensk
svensk
svensk

svensk
blandad
svenskx
Ostnorsk
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Ostnorsk

svensk

svensk

svensk
svenskx
Ostnorsk
finsk

732
747

749

750

751
754

758
759

760

764

767

769
791
792

798
799
790

811

812
800
821
822
584

9950

Ortjarn
Ante

Baron
Fritz

Stenson
Pegasus

Klang
Envik

Staverhult

Sunnanhe
d

Julius

Vermuth
Orik
Stur

Jones

Torsby
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Krut
Edvin
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BB
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RR
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RR
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