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Lypsylehmien maidon juoksettumattomuutta aiheuttavien geenien
paikantaminen valituissa kromosomeissa
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Suomen ayrshirelehmistd 10 % tuottaa maitoa, joka ei juoksetu lainkaan standarditestilld mitattuna.
Téllainen maito ei saostu lainkaan juoksetteen lisdyksen jdlkeen ja on siten huonoa raaka-ainetta
juustomeijereille. Meijeriteknologiset keinot juoksettumattomien maitojen juoksettumiskyvyn
palauttamiseksi ovat rajalliset. Mydskéén lypsylehmien ruokinnalla ja hoidolla ei pystytd vaikuttamaan
maidon juoksettumattomuuteen. Helsingin yliopiston kotieldintieteen laitoksella aiemmin tehtyjen
tutkimusten mukaan juoksettumattomuus johtuukin pitkélti geneettisistd tekijOista. Tamén
tutkimushankkeen péddtavoitteena oli maidon juoksettumattomuuteen vaikuttavien geenien
kartoittaminen. Maidon juoksettumattomuutta (non-coagulating, NC) aiheuttavia kromosomialueita
paikannettiin sekd hienokartoitettiin ayrshirelld. Kartoituksessa kéytettiin mikrosatelliittimerkkeja.
Merkkien kokonaislukumédrd karkeakartoitusvaiheessa oli 194. Merkkien keskiméérdinen tiheys oli
noin 15 cM ja suurimmat etiisyydet olivat noin 30 - 40 cM. Kromosomit valittiin
yksittdisgenotyyppaukseen ja kytkentdanalyyseihin karkeakartoituksen tulosten perusteella. Se tehtiin
yhdistamaélld eri yksildiden DNA-ndytteiti DNA-seoksiksi. Yli aineiston muodostettiin kaksi DNA-
seosta: juoksettumatonta maitoa tuottavien eldinten DNA-seos (NC-pooli) ja erittdin hyvin juoksettuvaa
maitoa tuottavien eldinten DNA-seos (E-pooli). Jatkoon valikoitui 16 DNA-merkkid 11 kromosomista
(kromosomit 2, 4, 5, 13, 15, 16, 18, 19, 21, 24 ja 27). Yksittdisgenotyyppaukseen valittiin 40 DNA-
merkkid, siten ettd kromosomialuetta kohti oli kolme merkkid. Merkkien keskindinen etdisyys oli 2 -18
cM. Mukana genotyyppauksessa oli 18 perhettd ja aineistokoko oli vajaa 500 lehméa. Aineistosta 10ytyi
useita sekd juoksettumiskyvyn ns. kvantitatiivisen ominaisuuden lokuksia (QTL:id) ettd
juoksettumattomuuteen vaikuttavia lokuksia. Suurimman uskottavuuden -menetelméilld 10ytyi
vihemmén QTL:lid kuin parametrittomalla menetelmélld. Yli perheiden analysoituna kromosomin 18
tulos saavutti tutkimuskohtaisen 0,1 %:m merkitsevyystason. Kromosomissa 2 yksikddn perhe ei
saavuttanut parametrittomalla menetelmalld tutkimuskohtaista 10 %:n merkitsevyystasoa, vaikka useilla
perheillé oli selvd maksimi samoissa kohdissa. Sen sijaan yli perheiden tulos saavutti tutkimuskohtaisen
0,1 %:n merkitsevyystason.
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Johdanto

Suomen ayrshirelehmistd 10 % tuottaa juoksettumatonta ja 30 % huonosti juoksettuvaa maitoa.
Juoksettumaton ja huonosti juoksettuva maito ovat huonoa raaka-ainetta juustomeijereille. Noin 40 %
eldinten vilisistd eroista juoksettumiskyvyssd johtuu perintotekijoistd, joten periaatteessa sitd voisi
jalostaa suoran valinnan avulla (Ikonen ym. 2004). Ongelmana on, ettei riittdvan tehokasta ja
automatisoitua, suurten karjantarkkailuaineistojen analysointiin soveltuvaa mittauslaitetta ole vield
kehitetty. Koska juoksettumiskyvyn suora jalostus ei ole télld hetkelld mahdollista, kotieldintieteen
laitoksella on tutkittu epésuoria jalostuskeinoja. N&itd ovat maidon juoksettumiskykyyn edullisesti
vaikuttavan kappa-kaseiinin B-alleelin suosiminen tai haitallisesti juoksettumiskykyyn vaikuttavan E-
alleelin karsiminen (Ikonen 2000), juoksettumiskyvyn geneettisten yhteyksien selvittiminen sonnien
kokonaisjalostusarvossa jo mukana oleviin ominaisuuksiin sekd muiden juoksettumiskykyyn
voimakkaasti geneettisesti yhteydessd olevien ja helposti mitattavien ominaisuuksien hyodyntdminen
(Ikonen ym. 2004). Meijeriteknologisia keinoja huonosti juoksettuvan tai juoksettumattoman maidon
juoksettumiskyvyn palauttamiseksi on olemassa, mutta ne ovat rajallisia. Myoskddn lypsylehmien
ruokinnalla ja hoidolla ei pystytd vaikuttamaan maidon juoksettumattomuuteen. Helsingin yliopiston
kotieldintieteen laitoksella tehtyjen tutkimusten mukaan juoksettumattomuus johtuukin pitkalti
geneettisistd tekijoistd (Ikonen ym. 2004). Tdmain tutkimuksen ensisijaisena tavoitteena on ollut maidon
juoksettumattomuuteen vaikuttavien kromosomialueiden kartoittaminen ayrshirella.

Aineisto ja menetelmat

Tutkimuksen ensimméiseen eli karkeakartoitusvaiheeseen valittiin sonneja, joilla oli suuri méaré tyttaria
(>100) ja joiden oletettiin olevan heterotsygootteja juoksettumattomuutta aiheuttavan geenin tai geenien
suhteen. Sonnien luokittelu heterotsygooteiksi ja homotsygooteiksi perustui niiden tyttériltd mitattuun
maidon juoksettumiskyvyn jakaumaan (Kuva 1). Kuvassa 1 sonni A oletetaan homotsygootiksi
juoksettumattomuutta aiheuttavien alleelien suhteen, sonni B oletetaan heterotsygootiksi ja sonni C
homotsygootiksi alleelien suhteen jotka eivit vaikuta maidon juoksettumattomuuteen.

Kuva 1. Kolmen sonnin, A, B ja C, tytirten maidon juoksettumiskyvyn jakaumat. Suluissa tytarten lukumé&éra.
Kuvassa x-akselilla on juoksettuman kiinteys puoli tuntia juoksetteen lisdémiseen jilkeen (mm) ja y-akselilla
tytdrten mittaustulosten jakautuminen (%) eri luokkiin. Sonnien A, B ja C tyttaristd noin 45 %, 13 % ja2 %
lypsdi juoksettumatonta maitoa.
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Karkeakartoitus toteutettiin yhdistdmailld juoksettumatonta maitoa lypsévien (NC) lehmien ja hyvin
juoksettuvaa maitoa lypsdvien (E) lehmien DNA-néytteet omiksi seoksikseen (NC- ja E-seos). NC- ja
E-seosten alleeli-intensiteeteista korjattiin DNA:n virheellisestd monistumisesta (pienten ja isojen
alleelien monistumisero sekd haamumonistuminen) johtuvat virheet. Kullekin DNA-merkille laskettiin
yksiloaineiston perusteella korjauskertoimet. Poolien korjatut merkkikohtaiset alleeli-intensiteetit
tutkittiin homogeenisyystestilld (x*) poolien vilisten intensiteettierojen paljastamiseksi. Tdhén kéytettiin
Sham & Curtisin (1995) esittimid& menetelmédd sekd CLUMP-ohjelmistopakettia. Tilastollinen
merkitsevyys testattiin simuloimalla testisuureen jakauma Monte Carlo-menetelmaill4, silld aineistot,
joissa on paljon harvalukuisia luokkia eiviit noudata y’-jakaumaa. Merkkien kokonaislukuméiri
karkeakartoitusvaiheessa oli 194, ndistd 10 jouduttiin hylkd&dméén. Merkit kattoivat koko genomin
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varsin hyvin, keskimédérdinen merkkitiheys oli noin 15 cM. Suurimmat etdisyydet olivat noin 30 - 40 cM
(6 kohtaa). Tavoitteena oli tehdd 130 merkille haamu- ja monistumiserokorjaus sekd ’-testi.
Esivalinnan perusteina olivat poolien véliset vdhiisetkin intensiteettierot visuaalisesti tarkasteltuina tai
kromosomin erityinen kiinnostavuus. Aiotuista 130 merkistd pystyttiin testaamaan 92 %, loput oli
mahdollista tarkastella vain visuaalisesti. Jatkoon pédédsyn perusteena oli nollahypoteesin hylkddminen
maksimissaan 1 %:n riskitasolla. Tulokset olivat varsin yhdenmukaisia visuaalisen tarkastelun tulosten
kanssa. Jatkoon valikoitui 16 DNA-merkkid 11 kromosomista (kromosomit 2, 4, 5, 13, 15, 16, 18, 19,
21,24 ja 27).

Tutkimuksen toisessa eli hienokartoitusvaiheessa genotyypitettiin yksittdisid eldimid karkea-
kartoitusvaiheessa valituilla kromosomialueilla.. Mukana genotyyppauksessa oli 18 perhettd ja 477
lehmé&a. Yksittdisgenotyyppaukseen valittiin 40 DNA-merkkid, 3 merkkid kromosomialuetta kohti.
Merkkien keskindinen etéisyys oli 2 -18 cM. Puolisisarten méird perheittdin vaihteli valilla 14 — 72 ja
puolisisarten kokonaismééra kasvoi 498:aan. Kaikkien huonosti muuntelevien DNA-merkkien viereen
valittiin  uudet, muuntelevat DNA-merkit. Muuttujana aineiston analysoinnissa kaytettiin
systemaattisten ympéristotekijoiden (lypsykauden vaihe, poikimakerta, juoksettumislaitteen anturi,
maitondytteen ikd ja karja) suhteen korjattuja juoksettuman kiinteyden arvoja. Tilastollinen analysointi
tehtiin sekd suurimman uskottavuuden menetelmélld kdyttden Animap-ohjelmistoa (Georges ym. 1995)
ettd HSQM-ohjelmiston parametrittomalla menetelmélld (Coppieters ym. 1998)

Tilastollisiin analyyseihin otettiin mukaan jokaisesta perheestd myos juoksettumiskyvyltdén
keskinkertaiset yksilot, joilta oli kéytettdvissd vain fenotyyppitulos. Téllaisten yksildiden mukaanotto
lisdd Darvasin ja Sollerin (1992) mukaan tilastollisen testauksen voimaa. Témi nidkyi hyvin, kun
aiemmin tutkitut kromosomit 24 ja 28 analysoitiin uudelleen siten, ettd isien juoksettumiskyvyltiin
keskinkertaisetkin tyttéret olivat mukana. HSQM:n parametrittoman menetelmén -log (p)-arvo nousi
noin 2 yksikko6d ja tulos saavutti tutkimuskohtaisen 0.1 %:n merkitsevyystason verrattuna aiempaan
(Elo ym. 2007) tulokseen, jossa merkitsevyystaso oli 5 %. Genotyypattavat tyttaret edustivat noin 12
% fenotyyppisen jakauman molemmista déripdistd. Keskimédrin 70 %:lle genotyypattavista tyttarista
saatiin genotyyppi, merkkikohtainen vaihtelu oli vélilld 52 - 80%.

Tulokset ja tulosten tarkastelu
Aineistosta 10ytyi sekd juoksettumiskykyyn vaikuttavia QTL:id ettd juoksettumattomuuteen vaikuttavia
kromosomialueita. Suurimman uskottavuuden menetelmélld 16ytyi vdhemmdn QTL:id kuin
parametrittomalla menetelméllda. Tdma voi johtua siitd, ettei tutkittava muuttuja noudata tdysin
normaalijakaumaa. Aineiston dérifenotyypit vaikuttavat voimakkaasti jiédnnosvarianssiin, jolloin QTL-
varianssin  suhde jddnnoOsvarianssiin pienenee ja tilastollisen testauksen voima heikkenee.
Parametrittomassa menetelméssd kéytetddn fenotyyppien sijasta fenotyyppien sijalukuja, jolloin
adrifenotyyppien vaikutus tulokseen ei ole niin voimakas ja menetelmd on sen takia tehokkaampi
(Coppieters ym. 1998, Kruglyak & Lander 1998). Monessa tapauksessa parametrittomalla
menetelmdllad nikyvai tilastollisesti merkitsevd vaikutus oli ndhtévissd my6s suurimman uskottavuuden
menetelmalld, mutta tulos ei saavuttanut tutkimuskohtaista 10 %:n riskitasoa. Parametrittoman
menetelmén puutteena on kuitenkin, ettei QTL:lien vaikutuksien suuruutta pystytd arvioimaan.
Kromosomissa 18 usealla sonnilla oli vain yksi informatiivinen merkki, jolloin Animap-
ohjelmiston perustana oleva intervallikartoitus ei toimi endé tarkoituksenmukaisella tavalla. Tulosten
perusteella kromosomista néyttdd kuitenkin 16ytyvdn varsin suurivaikutteinen QTL, joka Animap-
ohjelmiston yhden QTL-perheen perusteella olisi juoksettumattomuuteen vaikuttava (Taulukko 1). Yli
perheiden analysoituna kromosomin 18 tulos saavutti tutkimuskohtaisen 0.1 %:n merkitsevyystason .
Kromosomissa 2 yksikdin perhe ei saavuttanut parametrittomalla menetelmilld tutkimuskohtaista 10
% merkitsevyystasoa, vaikka useilla perheilld oli selvd maksimi samoissa kohdissa. Sen sijaan yli
perheiden tulos saavutti tutkimuskohtaisen 0.1 %:n merkitsevyystason. Loydettyjen QTL:lien
vaikutukset ovat voimakkaita (Taulukko 1.), ldhes kahden fenotyyppisen hajonnanyksikon suuruisia.
Toisaalta aineiston pienestd koosta johtuen ei voi edes olettaa, ettd siitd 10ytyisi vaikutuksiltaan pienid
QTL:lia.
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Taulukko 1. Suurimman uskottavuuden menetelmélld 16ydetyt perhekohtaiset maidon juoksettumiskykyyn
(MCA) ja juoksettumattomuuteen (NC) liittyvdt kromosomialueet ja niiden vaikutusten suuruudet. LOD:n
arvoille tilastolliset merkitsevyydet on ilmoitettu tutkimuskohtaisesti (engl. experimentwise significance).

LOD:n

. ) QTL:n . Alleelin
Perhe Krom LOD maksagﬁii)hdan V2i11;£35 vaikutuksen feggL-Valil;iﬂl;/D vaikutuksen
mikrosatelliitti SE o luonne
38451 16 4 5%++ INRA48-MB103 .2 70 0,4 -1,9 MCA
38588 16 3,3%* INRA48-MB103 2,52 0,7 -1,7 MCA
38651 18 2,7% BMS1355 2,62 0,7 1,9 NC
38651 24 4% BM7151 2,65 03 1.8 NC

Johtopaatokset

Tutkimuksessa pystyttiin rajaamaan kaksi lyhyttd kromosomialuetta kromosomeista 2 ja 18, joiden
jatkotutkimus voisi johtaa juoksettumattomuutta aiheuttavien suurivaikutteisten geenien 16ytymiseen
ayrshirelld. Liséksi kromosomista 24 [0ytyi yhdestd perheestd maidon juoksettumattomuuteen
vaikuttava kromosomialue. Mikéli juoksettumattomuutta aiheuttava geeni tai geenit pystytddn
tunnistamaan, tietoa voidaan hyddyntdd lypsykarjan jalostusvalinnassa. Juoksettumattomuutta
aiheuttavien alleelien kantajasonnien karsiminen jalostuksesta parantaisi koko lypsykarjapopulaation
maidon  juoksettumiskykyd.  Juoksettumatonta  maitoa  lypsdvien lehmien  poistuminen
lypsykarjapopulaatiosta hyddyttéisi suoraan meijeriteollisuutta, joka yhd suuremmassa méérin kayttia
tuottajilta ostamansa maidon juustonvalmistuksessa. Tutkimuksessa 16ytyi my6skin  maidon
juoksettumiskykyyn  vaikuttavia = kromosomialueita.  Juoksettumiskykyyn liittyvien loytdjen
kayttokelpoisuus lypsykarjan jalostusvalinnassa ei kuitenkaan ole yhtd selked kuin maidon
juoksettumattomuuteen liittyvilla 16ydoilla.
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