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Resumé og konklusion

Vi har i denne undersggelse foretaget en genetisk karakteristik af Agersg-kveeget med henblik pa at
besvare spgrgsmal om racens genetiske integritet og relation til Jysk kveeg og RDM-70. Sekundaert
er den genetiske variation, graden af indavl, samt identifikation af dyr af blandet oprindelse blevet
beskrevet for kvaeget. Karakteriseringen af de tre kveaegracer er foretaget pa baggrund af tre
forskellige markarszt, det mitochondrielle d-loop, 29 autosomale mikrosatellitter og AFLP
metoden. | undersggelsen indgik 45 Agersg-kveg, 48 Jysk kvaeg og 32 RDM-70, som alle kommer
fra Danmarks Husdyrpark, Oregaard.

Kvantificeringen af de genetiske forskelle mellem Agersg-kveeget og de to andre racer gav et
tydeligt billede af, at Agersg-kveeget tilhgrer en population, der er genetisk forskellig fra Jysk kveaeg
og RDM-70. Denne konklusion er truffet pa baggrund af entydige resultater fra de tre markarer.

De genetiske relationer til de to andre racer viste, at Agersg-kvaeget er nermere beslegtet RDM-70
end Jysk kveg. Dette er i overensstemmelse med racernes udviklingshistorie, da RDM-70 er
grundlagt med gener fra @-kvaeget. Det skal understreges, at vi ikke har be- eller afkreefte Agersg-
kvaegets autenticitet som @-kvaeg.

Den genetiske variation indenfor kvaeget var sasmmenlignelig med variationen indenfor RDM-70 og
Jysk kvaeg og pa samme niveau, som hos moderne racer. Den videre analyse af data fra mikro-
satellitterne viste, at der ikke er et statistisk grundlag for at postulere indavl hos nogen af de tre
racer. Vi har endvidere pa baggrund af de tre markgrer identificeret 12 dyr blandt Agersg-kvaget,
hvis beslaegtethed med dyr udenfor racen er over 39 procent (arbitraer veerdi). Det anbefales, at disse
dyr ikke indgar i et eventuelt senere avlsarbejde med Agersg-kvaget.

Bo Vest Pedersen Peter Graviund Kim Bidstrup Withen

Indledning

Problemstilling

Familien Benzon fandt i starten af halvfemserne en lille besztning af kvaeg pad Kratgaarden, Agersg,
som de og mange andre mener, er de sidste efterkommere af den gamle danske landrace, @-kvaeg.
Synspunktet underbygges af den tidligere ejer Lars Peter Nielsens udsagn om Agersg-kvaegets
oprindelse (link 1), og deles af Dr. Nils Dahlbeck, Sverige, og Marleen Felius, Holland (link 2).
Argumenter for og imod Agersg-kvagets status, som @-kveeg, er baseret pa treek i kreaturernes
feenotype, samt af den tidligere ejers udsagn om beseatningens historie. Der har ikke tidligere veeret
foretaget nogen undersggelse af kvaegets oprindelse.



Med udgangspunkt i denne problemstilling har vi lavet en genetisk karakteristik af Agersg-kveget,
samt af de gamle danske racer, RDM-70 og Jysk kvag, og resultaterne er blevet brugt til en
videnskabelig argumentation pa problemstillingens to centrale spgrgsmal

e kan Agersg-kvaeget pa et genetisk grundlag adskilles fra racerne RDM-70 og Jysk kveeg?
e hvad er den genetiske relation mellem de tre racer?

@-kveeget

Kveg er gennem tiderne blevet spredt fra domestificeringsomraderne i Neergsten med migrerende
folkegrupper, og en diversifikation af arten (Bos taurus) har fundet sted lige siden.
Differentieringen af arten i racer er opstaet, som en konsekvens af forskelle i levevilkar og
bandernes hensigt med kveeget. Racer, som er opstaet under disse forhold benavnes under et for
landracer (link 3).

Kvaghold her i landet har en historie, som gar omkring 6000 ar tilbage (Aaris-Sgrensen, 1998),
men pa trods af dette skelnede man i begyndelsen af 1800-tallet kun mellem to landracer, nemlig
Jysk kvaeg og @-kvaeget. Man kan saledes tenke sig en stor diversitet indenfor kvaget pa gerne,
hvilket kan bekreeftes i litteraturen, hvor man finder varianter som Bornholmeren og Samsgkoen
(link 4). @-kvaeget, som havde en udbredelse fra Skane, Halland og Blekinge over de danske ger til
Slesvig, dominerede i denne periode pa Fyn, Sjelland og @erne (Petersen, 2001). Racen beskrives
som verende lille og kantet, spinkelt bygget med ujavn ryg, tynde lar og darlig benstilling og med
hgjt rejst hoved. Det forekom i farverne: gul, rad, radbroget, sort, sortbroget og brun. Veegten var
cirka 300 kg, og racen var omkring 100 cm hgj. @-kvaget, som regnes til mellemformen (bade
malke- og kedkvaeg), satte angiveligt ikke meget kad og malkeydelsen var generelt ikke serligt hgj
(Andersen et al., 2003; Petersen, 2001).

| midten af det 19. arhundrede pabegyndtes en foradling af @-kveeget, hvor den rade lad og melke-
ydelsen var de karakterer, man samlede sig om pa @erne. Foradlingsmaterialet til Sjeelland og
Lolland-Falster blev hovedsageligt indfart fra Angel (halveen mellem Flensborg fjord og Slien),
men ogsa andre rade kvaegslag blev anvendt herunder Jysk kvaeg. Anglerkveeget blev ogsa anvendt
som foraedlingsmateriale til det fynske kveaeg, dog ikke i samme omfang, men i stedet kom
ladekgerne (dreegtige kaer, som blev drevet over land til bryggerierne og braenderierne i de sterre
byer gstpa i landet) til at spille en stor rolle i udviklingen af det fynske rade kvaeg. Ladekgerne kom
fra kveegslagene i Nordslesvig og Sgnderjylland dvs. fra henholdsvis det Nord-slesvigske kveeg og
Ballum kvaeget (Andersen, 2003). | 1878 ndede man s vidt, at man pa landmandsforsamlingen i
Svendborg samlede alle afdelinger af rgdt kveeg under betegnelsen Anglere eller rgdt dansk kveeg af
ren race. Denne betegnelse a&ndres senere til Red Dansk Malkerace forkortet RDM. Denne nye rent
danske race var @-kvaeget overlegen med hensyn til meaelkeydelse, hvilket bevirkede en kraftig
nedgang i antallet af dyr af den gamle danske landrace. Nogle garde holdt imidlertid ved deres
sleegtskvaeg, saledes overlevede kvaeget i sma spredte besatninger.

Genetiske markarer

Vi har valgt at anvende tre forskellige genetiske markarer til at belyse problemstillingen. Disse er
den mitochondrielle kontrolregion (d-loop), mikrosatellitter (VNTR), samt markgrerne, som
fremkommer ved Amplified fragment length polymorfisme (AFLP) metoden. VVores data kommer
saledes respektivt fra sekvensvariation i den mitochondrielle kontrol region (d-loop), allelfrekvens
variation i mikrosatellitter (fra Utrecht listen, link 5), samt fra EcoRI/Taql AFLP proceduren med
primer kombinationerne E35/T32, E39/T33 og E45/T32 (Ajmone-Marsan, 1997; Vos et al., 1995).



De tre markarer komplementerer hinanden gennem forskelle i evolutionsmade, hvorved man opnar
et mere nuanceret billede af de genetiske relationer mellem racerne.

Materialer og metoder

Praver

Blodpraver fra 45 Agersg-kveeg, 16 RDM-70 og 48 Jysk kveeg blev udtaget fra kvaegbeseatningen
tilherende Gorm Benzon, Oregaard (CHR nr. 81335), og yderligere blev der udtaget 16 blodpraver
fra RDM-70 tilhgrende Jespersens stamme (CHR nr. 20426). Prgverne blev opbevaret i 6 ml
Vacurette glas tilsat EDTA-buffer.

Sekvensering af d-loop
DNA blev ekstraheret og oprenset fra blodet jeevnfar Qiagens DNeasy Tissue Handbook, hvorefter
d-loop regionen blev mangfoldiggjort ved PCR-metoden, hvor de to flankerende primere var

P1:. 5- CTG CAGTCT CAC CAT CAACC -3’ (Loftusetal., 1994)
P4: 5-AGA GTT AAC AGG AAG GCT GG -3” (Kimetal., 2003)

Til 1l oprenset DNA blev der tilsat 5pul PCR-buffer, 5ul af hver af primerne, 14ul ddH,O, 20ul
GATC-miks og 0,2ul TAQ-polymerase.
Karselsparametrene var

95°%, 10 min. x 1

95°%, 1 min.;57°C, 1 min.;72°C, 1 min. x 35

72°,5min. x 1

PCR-produktet blev oprenset ved hjalp af Qiaquick spin kolonne, og dets koncentration blev malt
pa et spektrofotometer (Eppendorf Biophotometer).
Til den cykliske sekvensering blev primeren P1, samt tre interne primere P2, P3 og P5 anvendt

P2: 5’- CGAGAT GTC TTATTT AAG AGG -3’ (Cymbron et al., 1999)
P3: 5’- CGC TCC GGG CCC ATA AAC CG - 3" (Gravlund & Withen)
P5: 5-GCC TGC GTT TAT ATATTG AC-3"  (Gravlund & Withen)

P1 & P2 og P3 & P5 deler d-loopet op i to overlappende fragmenter.

Til omkring 20 ng ds-PCR produkt tilsattes 1pl 3,2 pmol primer og dernast ddH.O til det samlede
volumen var 12pl. Herefter blev der tilsat 8l af et miks bestdende af 2pl BigDye reaktionsmiks,
3ul 5 x buffer og 3ul H0.

Kgrselsparametrene pd PTC-100 med en "ramp rate” pa 1 °Csek™ var

1: 96°C, 30 sek.
2: 50°C, 15 sek.
3: 60°C, 4 min.
4: 24 x (1-3)

Efter endt karsel blev produkterne oprenset ved hjeelp af DyeEx 2.0 Spin kit (QIAGEN), og
efterfalgende adskilt p& ABlen (ABI Prism® 377 DNA Sequencer , Applied Biosystems).



Resultaterne blev analyseret ved brug af programmet Sequencher™ 3.1.1 (Gene Codes Corporation,
Ann Arbor, MI), hvor de to s&t af komplementere strenge fra hvert dyr blev sammenlignet og sat
sammen til en sekvens.

Genotypning af mikrosatellitter

Oprenset DNA fra d-loop sekvenseringen blev genotypebestemt for de 30 mikrosatellitter anbefalet
i Utrecht listen (link 5). Folgende elleve mikrosatellitter blev bestemt ved brug af StockMarks®
Cattle Paternity PCR Typing Kit (Applied Biosystems); tgla227, bm2113, tgla53, eth10, sps115,
tglal26, tglal22, inra23, eth3, eth225 og bm1824. PCR betingelser jeevnfer protokollen, men de
anbefalede reaktionsvolumer blev halveret. De gvrige 19 mikrosatellitter blev multiplexet i seks
systemer efter anbefaling fra K. Moazami- Goudarzi, INRA, Jouy-en-Josas (personligt
kommunikeret) ved hjelp af QIAGEN® Multiplex PCR kit. Reaktionsbetingelserne for de
pagaldende systemer er angivet i tabel 1. Fragmenterne efter PCR reaktionerne 1 og 2, 3 og 4, samt
5 og 6 blev endvidere analyseret i sammen bane pa ABlen (ABI Prism® 377 DNA Sequencer,
Applied Biosystems), saledes, at hvert individ genotypes for de 30 mikrosatellitter ved analysen af
fire lanes.

Allelstarrelserne blev bestemt ved hjalp af programmerne Genescan 3.1™ og Genotyper 2.0™
(Perkin Elmer) og korrigeret efter de internationale standarder, INRA2000 og Giessen2000, som
blev kart pa hver gel. De to standarder blev rekvireret gennem henholdsvis Katayoun Moazami-
Goudarzi, INRA (goudarzi@biotec.jouy.inra.fr) og George Erhardt, Giessen
(Georg.Erhardt@agrar.uni-giessen.de ).

AFLP

AFLP metoden blev foretaget af Keygene Genetics, Wageningen (Holland).

Analysen blev udfagrt med restriktionsenzymerne EcoRI og Taql og primer kombinationerne
E35/T32, E39/T33 og E45/T32 (Ajmone-Marsan, 1997; Vos et al., 1995).

Metoden anvendes i RESGEN projektet (link 6), hvorfor muligheden for en senere sammenligning
med racer typet i dette projekt foreligger.

Statistiske analyser

Mitochondrielle d-loop

Sekvenserne fra de enkelte dyr blev alignet ved hjelp af ClustalW (Thompson et al., 1994)
integreret i programmet Bioedit 5.0.9 (Hall, 1999), hvorefter variationen i d-loopet blev beskrevet
gennem nukleotid diversiteten, dy (Nei, 1987; ligning 10.6), haplotype diversiteten, h (Nei, 1987,
ligning 8.4) og middel parvise forskelle, k (Tajima, 1983). Starrelserne blev beregnet ved hjalp af
DnaSP 4.0 (Rozas et al., 2003) og MEGA 2.1 (Kumar et al., 2001).

Distancen mellem sekvenser blev bestemt som p-distancen (Nei & Kumar, 2000; ligning 2.1). Dette
estimat af afstanden blev valgt, da ingen af vores genetiske afstande er over 0,1 (sterste afstand er
0,038). Under denne veerdi giver for eksempel Tamura-Nei, Tamura, Kimura-2P og Jukes-Cantor
korrektionerne samme estimat (Nei & Kumar, 2000 s.41).

Fordelingen af den genetiske variation blev estimeret gennem en hierarkisk variansanalyse, AMOVA
implementeret i Arlequin 2.0 (Schneider, 2000), hvor ogsa de parvise @sr vaerdier mellem racerne
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blev genereret og signifikant testet. Endvidere blev Hudsons homogenitets test (Hudson, 1992)
udfart ved brug af programmet Population Structure (Siegismund, 2001), hvor ogsa signifikansen
af Hst og Kst blev bestemt. Pa baggrund af signifikante @st, Hst 0og Kst veaerdier mellem racer kan
man drage konklusioner om racernes genetiske integritet.

Vi har endvidere testet, om vores data beskriver d-loopet, som varende selektivt neutralt. Dette er
gjort ved hjeelp af Tajima’s D teststarrelse (Tajima, 1989).

Tabel 1. De 30 loci, farvemarkningen, multiplexingen og reaktionsbetingelser

ABI PCR Locus Meerkning PCR
Lane Reaktion betingelser
1 1 CSRM60 FAM 61°C, 30 cykler
CSSM66 FAM
HEL1 JOE
INRA063 JOE
INRAO37 TAMRA
1 2 INRAOQOS5 FAM 58°C, 30 cykler
HAUT27 JOE
2 3 BM1818 JOE 60 °C, 30 cykler
ETH152 TAMRA
HEL9 TAMRA
ISLT006 FAM
2 4 HELS FAM 54°C, 30 cykler
HEL13 FAM
3 5 INRAO35 FAM 63 °C, 30 cykler
ILSTO05 FAM
MM12 TAMRA
ETH185 TAMRA
3 6 INRAO32 TAMRA  54°C, 30 cykler
HAUT24 JOE
4 7 INRAQ23 JOE Standard betingelser
TGLA122  JOE
BM2113 FAM
ETH225 NED
ETH10 FAM
SPS115 FAM
TGLA126  JOE
TGLA227 FAM
BM1824 NED
ETH3 NED
TGLA53 FAM



Mikrosatellit data

Vi har testet hver population-locus kombination for afvigelser fra Hardy-Weinberg ligevaegt ved
hjeelp af en eksakt test (Guo og Thompsons, 1992). Unbiased P-veerdier blev estimeret ved hjalp af
Markov kaede metoden (Guo og Thompsons, 1992). En global test over loci og populationer (racer)
blev foretaget ved Fisher’s metode (Raymond & Rousset, 1995). Den sekventielle Bonferroni
korrektion blev anvendt til at estimere det globale (tabel-wide) signifikansniveau for multiple test
(Rice, 1989 og Holm, 1979). Testene for Hardy-Weinberg proportioner blev foretaget ved hjelp af
programmet Genepop 3.4 (Raymond & Rousset, 1995).

Den genetiske variation indenfor racerne blev beskrevet ved den observeret heterozygositet, Ho
unbiased forventet heterozygositet under Hardy-Weinberg ligevaegt, He (Nei, 1987) og middel
antallet af alleler per race (MNA). Starrelserne er beregnet ved hjeelp af Excel Microsatellite Toolkit
(Park, 2001). Fordelingen af den genetiske variation blev estimeret gennem en hierarkisk
variansanalyse, AMOVA implementeret i Arlequin 2.0 (Schneider, 2000), hvor ogsa de parvise Fst
veerdier (og signifikansen af disse) mellem racerne blev genereret og testet. Graden af
differentiering mellem racer kvantificeres gennem estimatet af Fst veerdien.

De genetiske distancer mellem de tre racer blev beregnet som Nei’s distance, Da (Nei, 1983) og
Cavalli-Sforza & Edwards Chord distance, D¢ (Cavalli-Sforza & Edwards, 1967). Beregningerne
blev foretaget ved programmet Popdist 1.1.1 (Guldbrandtsen, 2000) og DISPAN (Ota, 1993).

De to IAM (infinite-alleles model) baseret distancer blev udvalgt pa baggrund af deres styrke til at
rekonstruere korrekte fylogenetiske relationer ud fra mikrosatellit data (Takezaki & Nei, 1996).
Neighbor-joining metoden (Saitou & Nei, 1987) blev anvendt til at visualisere de genetiske
relationer mellem racerne, saledes blev et feenogram baseret pa distancen Da 0g ét pa Dc
konstrueret. Structure 2.1 (Pritchard, 2000) blev anvendt til at demonstrere tilstedeveerelsen af
populationsstruktur mellem vores racer og endvidere estimere de enkelte dyrs genetiske integritet i
forhold til racetilhgrsforhold.

AFLP

Forskellige distancer mellem individer indenfor og mellem racer kan beregnes pa baggrund af de
omkring 100 bialleliske markgarer (band), som fremkommer ved EcoRI/Taql AFLP metoden under
anvendelse af primer kombinationerne E35/T32, E39/T33 og E45/T32. Vi valgte at praesentere
datamaterialet gennem en Principiel KOordinat analyse, PCO baseret pa Jaccard distancen
(Jaccard, 1908). Begrundelsen for dette valg af datafremstilling er, at den anbefales af Ajmone-
Marsan (2002), samt for at bevare kontinuiteten til resultaterne fra andre forskere herunder iszr fra
projektet RESGEN (Negrini, 2002). Multivariansanalysen blev foretaget ved brug af programmet
MVSP 3.11 (Kovach Computing Services, Anglesea).

Bemarkninger
Vi har ikke anvendt mikrosatellit INRAO35 pa grund af manglende data.



Resultater

Den genetiske variation, d-loop
Variationen i det mitokondrielle d-loop blev malt gennem nukleotid diversiteten, dy, haplotype
diversiteten, h og middel antallet af parvise forskelle (MNPD). Nukleotid diversiteten varierede
mellem 0,623 hos RDM-70 til 0,109 hos Agersg-kvaget. Disse racer havde ogsa henholdsvis den
hgjeste og laveste haplotype diversitet (henholdsvis 82,8 og 24,9) og MNPD (henholdsvis 5,38 og
0,873; tabel 2). Sammenholdes diversiteten hos de tre racer med variationen bestemt hos andre racer
(Mannen, 1998; Carvajal-Carmona, 2003; Loftus, 1994; Kim, 2003), da ligger Agersg-kvaget og
Jysk kveeg i den lavere ende, mens variationen hos RDM-70 er sammenlignelig med mange andre
racers. Arsagen til den mindre mangfoldighed hos Agersg-kvaeg og Jysk kveeg kan skyldes, at
populationer (besatningerne) har veeret holdt sma gennem mange generationer og eventuelt har
blodfornyelsen kun eller primert fundet sted gennem anvendelse af tyre. Genetisk drift har saledes

kunne reducere variationen, som ikke er blevet udvidet gennem anvendelsen af tyre, da

mitochondriet nedarves maternelt. Den hgje frekvens af haplotype 1 hos Agersg-kveeget og

haplotype 3 hos Jysk kveeg kan vaere et tegn pa, at drift virker pa populationerne, som, hvis den ikke
modvirkes, fikserer et haplotype (allel).
Tajima’s test var nonsignifikant for de tre racer, hvorfor d-loopet kan antages at veere selektivt

neutralt.

Tabel 2. Den genetiske variation i d-loopet

Haplotype

Nukleotid

Antal

n h:;)r:ga}[l g];r diversity, | diversity, MNPD | polymorfe Tajlgl as
y h (%) dy (%) sites

24,9 0,109 0,873 ns

Agersg-kveg 45 5 (8,35) (0,0463) (0,625) 8 -1,46
82,8 0,623 5,38 ns

RDM-70 31 10 (4,50) (0.163) (2.67) 23 -0,345
36,2 0,167 1,39 ns

Jysk kveeg 48 4 (8,26) (0,0659) (0,869) 8 -0,759

Baseret pa 802 sites
ns; non signifikant

Den genetiske variation, mikrosatellitter
DNA polymorfismen bestemt ved hjaelp af mikrosatellit data tegnede et lidt andet billede af den

genetiske variation indenfor racerne. Jysk kveeg havde her den hgjeste observeret veerdi af

heterozygositeten, Ho mens RDM-70 havde den laveste, hvilket henholdsvis var 0,6128 og 0,5926.
Middel antallet af alleler per locus indenfor hver race placerede Agersg-kveaeget, som den mest

polymorfe, mens Jysk kveaeg havde den laveste veerdi (henholdsvis 4,93 og 4,62; tabel 3).




De ovennavnte vaerdier indenfor racer er dog sammenlignelige og konsistente med variations-
niveauet fundet hos andre kvaegracer (Mateus, 2004; Maudet, 2002; Del Bo, 2001;Kim, 2002;
Hansen, 2002; Hanslik, 2000; Martin-Burriel, 1999; Edwards, 2000; Rendo, 2004).

Tabel 3. Variation pa baggrund af mikrosatellit data

Heterozygositet MNA Private

Forventet, He  Observeret, Ho alleler*
Agersg-kveeg | 0,6010 (0,02392) | 0,6065 (0,01357) | 4,93 (1,31) 9
Jysk kvaeg 0,6309 (0,02269) | 0,6128 (0,01306) | 4,62 (1,15) 11
RDM-70 0,6092 (0,02333) | 0,5926 (0,01618) | 4,66 (1,47) 14

* se appendiks 3

Der blev hos de tre racer bestemt et antal private eller racespecifikke alleler (appendiks 3), som de
ikke deler med nogle af de to andre. Hos Agersg-kveget blev der fundet 9 alleler, mens der hos
RDM-70 og Jysk kveg blev bestemt henholdsvis 11 og 14. Denne racespecifikke variation kan
maske ekstrapoleres til andre omrader i genomet, hvilket medfarer, at racerne hver isar er genetisk
unikke (eller indeholder individer som er det).

De tre racer havde hver iser Hardy-Weinberg proportioner, da ingen af Fis-verdierne var
signifikant forskellig fra nul efter Bonferroni korrektionen (tabel 4). Der er saledes ikke belaeg for at
postulere indavl.

Tabel 4. Fis vaerdier for de tre racer
H,=ikke H-W proportioner®

Race Fist P-value? Af'\jm\/\éier
Agersg-kveg | -0,009 0,0369 4
Jysk kveaeg 0,029 0,0856 4
RDM-70 0,028 0,230 1

! Weir & Cockerham estimat, f=F,s (Weir & Cockerham ,1984)
2 Baseret pa Fisher’s metode (Rousset and Raymond, 1995)
® Alternative hypotese (H,) ved Probability testen (Guo and Thompson, 1992)

Populationsstruktur

Kvantitative estimater af den genetiske differentiering mellem racerne blev foretaget pa baggrund af
variationen i d-loopet, @st og mikrosatellit allelfrekvenser, Fsr (tabel 5).

Tabel 5. Parvise @st0g Fster givet henholdsvis under og over diagonalen

Agersg-kveeg | RDM-70 | Jysk kveeg
Agersg-kveg 0,1355* 0,1338*
RDM-70 0,37142** 0,1725*
Jysk kveeg 0,65675** 0,23655**

*P<0,05 **P<0,01



Alle racesammenligninger gav signifikante afvigelser fra nulhypotesen, saledes ma racerne anses
for at tilhgre genetisk distinkte populationer.

Det fremgar, at der er en stor forskel pa de bestemte @stog Fsr veaerdier. Baggrunden for forskellen
kan skyldes genetisk drift eller at tyre fra de to andre racer er blevet krydset ind i Agersg-kveaeget,
hvorved racerne overordnet set er blevet neermere beslegtede, hvilket medfarer den lavere Fst
veerdi. Grunden til, at den sidste mulighed ikke pavirker @sr veerdien er, at mitochondriet er
maternelt nedarvet.

De opndede Fst veerdier (tabel 5) er sammenlignelige med andre forskeres resultater herunder Fsr=
0,112 mellem syv europziske racer (MacHugh, 1998), tyve europeeiske racer Fst= 0,107
(Kantanen, 2000), tre nordgst asiatiske racer Fst= 0,109 (Kim, 2002) og Fst= 0,154 mellem Jersey
og Holstein (Hansen, 2002)

Vi foretog endvidere en homogenitets test (Hudson, 1992) baseret pa sekvensdata fra d-loopet.
Denne test viste, at alle racesammenligningerne var signifikante (P<0,001; tabel 6). Vi kan derfor
pa baggrund af resultaterne for de to markarer slutte, at der er en struktur i vores datamateriale.

Tabel 6. Hudson homogenitets test (Hudson, 1992)

Sammenligninger Hst Kst
Agersg-kveg — ek
" RDM-70 0,3094 0,2257
Agersg-kveg 0,5123%*% |  0,4015%**
- Jysk kvaeg ' ’
RDM'70 0,2643*** 0,1282***
- Jysk kveeg

***pP<0,001

Analysen af den molekylere varians, AMOVA gav fglgende fordeling af variationen (tabel 7)

Tabel 7. Fordelingen af variationen

Dst Fst
Mellem racer 42.,64% 15,50%
Mellem individer 57,36% 84,50%

Af variationen i d-loopet kan 42,64% tilskrives forskelle mellem populationer og 57,36% forskelle
mellem individer. Fordelingen af variationen i mikrosatellit loci mellem racerne indikerer, at 15,5%
af variationen skyldes forskelle mellem racer, mens 84,5% skyldes forskelle mellem individer.
Saledes peger begge markarer mod en overordnet differentiering (alle signifikante, P<0,05).

Den genetiske struktur i vores datamateriale blev endvidere undersggt ved hjeelp af programmet
Structure (Pritchard, 2000). Programmet genfandt vores tre racer, og saledes blev den genetiske
struktur bekreeftet (figur 1).
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Figurl. Plot af individuelle ancestry sandsynligheder fra Structure (Se ogsa appendiks 1)
(Gren= Agersg-kvag, Bla= Jysk kveeg og Red= RDM-70)

Det bemeerkes endvidere, at den genetiske struktur ligeledes er evident i Principiel koordinat
analyse (PCO) baseret pa Jaccard distancen mellem individuelle AFLP genotyper (figur 3).
Det fremgar her, at individer indenfor hver race er neermere hinanden end de er med individer
udenfor racen.

Den genetiske relation mellem racer

Vi konstruerede to ikke-rodet Neighbor-joining treeer pa baggrund af Nei’s distance, Da (Nei, 1983)
og Cavalli-Sforza & Edwards Chord distance, D¢ (Cavalli-Sforza & Edwards, 1967). Af
feenogrammerne fremgar det, at Agersg-kveeg og RDM-70 har tettere genetiske relationer end
nogen af dem har til Jysk kvag (figur 2a og 2b).

Agersa-kvaen
’7 ROm-70
Jysk kveen

0.0os

Fig.2a. Neighbor-joining dendrogram baseret pa Da (Nei, 1983)
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Anerso-lkvaen
’7 RODM-T0
Jisk kraeg

0.01

Fig.2b Neighbor-joining dendrogram baseret pa D¢ (Cavalli-Sforza & Edwards,1967)

Relationerne er konsistente med, hvad man forventer ifglge racernes indbyrdes historie.

En anden made at visualisere de genetiske relationer mellem individer er ved at lave en principiel
koordinat analyse af Jaccards distance mellem individer baseret pa AFLP data (figur 3). Dette blev
foretaget og de to forste variable beskrev 17,7 % af variationen (informationen), hvilket er
sammenligneligt med resultater fra undersggelser af andre kvaegracer (Negrini, 2002; Ajmone-
Marsan, 2002). Det fremgar af plottet, at individer indenfor hver af de tre racer er neermere
hinanden end med individer udenfor racen, dog med undtagelser af nogle Agersg-kvag.
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Figur 3. PCO baseret pa Jaccard distancen
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Diskussion og konklusion

Den genetiske integritet af Agersg-kvaeget

Forskelle mellem racerne med hensyn til frekvensen af og forskelle mellem d-loop haplotyper blev
kvantificeret ved brug af Fst analogen @sr. Det viste sig, at alle racesammenligninger var
signifikante (tabel 5). Hudsons homogenitets test blev ligeledes anvendt og bade den sekvensbaseret
Kst0g den haplotype frekvensbaseret Hsr viste sig at vaere statistisk signifikante (tabel 6). Antallet
af haplotyper fordelte sig mellem Agersg-kveeget, RDM-70 og Jysk kvaeg som henholdsvis 5, 10 og
4. Fordelingen af haplotyperne indenfor Agersg-kvaeget og Jysk kveeg var meget ulige, saledes
havde 34 dyr af Agersg-kveeget den samme haplotype, H1 (87 %) og 38 dyr af Jysk kveeg, H3 (83
%). Det viste sig endvidere, at Agersg-kvaeget ikke havde nogen unikke haplotyper, men delte H1,
H3 og H5 med Jysk kvaeg og H2 og H4 med RDM-70 (appendiks 4). Resultaterne af d-loop
variationen indenfor og mellem racer bekrefter, at racerne kan adskilles i tre distinkte populationer.
Det store antal dyr med haplotype 1 og 5 hos henholdsvis Agersg-kvaeget og Jysk kveeg indikerer, at
genetisk drift har opereret i populationerne.

Strukturen blev ligeledes kvantificeret gennem estimater af Fsr vaerdier pa baggrund af data fra
mikrosatellit loci og viste, at alle sammenligninger mellem Agersg-kvaeget, RDM-70 og Jysk kvag
ligeledes var signifikant forskellige fra nul (P<0,05, tabel 5). Strukturen med tre adskilte racer blev
ligeledes bekraftet i Structure (Pritchard, 2000), hvor de forskellige dyr pa baggrund af deres
genotype placeres i forhold til andre dyr (figur 1). | multivariansanlysen baseret pa AFLP data
kunne man Klart se tre adskilte grupper af individer (figur 3). Individerne i grupperne svarer til
individerne indenfor hver race med fa undtagelser (herom senere), hvorfor denne analyse ligeledes
styrke argumentet for, at de tre racer kan ses som veerende genetisk adskilte.

Den overordnede konklusion pa baggrund af analyserne fra de tre markgrset er, at Agersg-kvaeget
kan adskilles fra RDM-70 og Jysk kvaeg.

Indavl?

Afvigelser fra det forventet under antagelsen om Hardy-Weinberg proportioner kan have flere
arsager, saledes forarsages en negativ afvigelse af overdominant selektion og udkrydsning
(outbreeding). Positive afvigelser derimod kan skyldes, at det pageeldende locus er under selektion
(Genetic hitchhiking), tilstedeveerelsen af alleler, som ikke amplificeres (nul alleler), Wahlund
effekten (tilstedevaerelsen af en struktur indenfor racen) og/eller indavl. Vores undersggelse viste, at
Agersg-kveeget ikke er indavlet (tabel 4), hvilket sandsynligvis kan forklares med blodfornyelsen
fra dyr udenfor racen (link 2).

Den genetiske relation mellem racerne

(er Agersg-kveeget rester af @-kveeget?)

Vi har pa baggrund af vores mikrosatellit data konstrueret ikke-rodet faanogrammer ved hjelp af
Neighbor-joining metoden (Saitou & Nei, 1987) baseret pa henholdsvis Nei’s genetiske distance,
Da (Nei, 1983) og Chord distancen, D¢ (Cavalli-Sforza & Edwards, 1967). Feenogrammer
grupperer taxa pa baggrund af overordnede genetiske ligheder baseret pa distancer. Ud fra en
kladistisk betragtning afspejler denne fremgangsmade ikke de evolutionare relationer mellem taxa,
men pa trods af dette refererer mange forskere til sadanne (rodet) faenogrammer, som varende en
fylogeni (Kim, 2003; Mirette, 2002; Loftus, 1994; Troy, 2001; Kim, 2002; Muwanika, 2003;
Maudet, 2002; Martin-Burriel, 1999; MacHugh, 1998). Af fenogrammet fremgar det, at Agersg-
kvaeget og RDM-70 er neermere hinanden end de hver iser er til Jysk kvaeg. Dette forhold er
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forventeligt, hvis man tager racernes historie i betragtning. Saledes vil @-kvaget spalte ud sammen
med RDM-70, da denne race er grundlagt med gener fra @-kveeget. Det skal bemarkes, at et
lignende resultat vil fremkomme, hvis Agersg-kveeget er grundlagt med individer fra RDM-70, man
kan derfor ikke slutte entydigt, om Agersg-kveegets status, som @-kveeg, pa baggrund af Neigbor-
Joining treeet.

Vi fandt fem haplotyper i vores karakteristik af d-loopet hos Agersg-kvaeget (appendiks 4). Ingen af
dem er racespecifikke, men deles med Jysk kvaeeg og RDM-70. Saledes deles haplotype 1, 3 0g 5
med Jysk kveaeg, mens haplotype 2 og 4 deles med RDM-70. Pa baggrund af AFLP og mikrosatellit
analysen er der saet tvivl, om Agersg-kvaeg nummer 499, 429, 519, 498, 430 og 523 tilhgrsforhold
til racen. Hvis det forholder sig sadan, at dyrene er blandet i oprindelse i stedet for at veere
oprindelige, sa forligger muligheden, at de pageeldende d-loop haplotyper er blevet fart ind i racen
af individer fra de to andre racer (introgression). Hvis dette scenario er korrekt, sa er der reelt set
kun én Agersg-kvaeg haplotype tilbage. Denne haplotype er H1, som ogsa findes hos Jysk kvag,
men ikke hos RDM-70, saledes binder denne mulige oprindelige haplotype Agersg-kvaget sammen
med Jysk kveag. En anden ligesa plausibel mulighed er, at haplotype 1 er gaet tabt i RDM-70 ved
lineage sorting. Det er saledes vanskeligt, at konkludere om racernes fylogeni pa baggrund af d-
loop haplotype.

Vi vil understrege, at vores datamateriale ikke har veeret tilstreekkeligt informativt til at kunne
fastsla Agersg-kveegets status, som vaerende @-kvaeg. Det modsatte har heller ikke veeret tilfaeldet.
Vi har dog kunne fastsla kveegets status, som hgrende til en population, som er genetisk adskillig fra
RDM-70 og Jysk kveaeg. En made at fastsla, om Agersg-kvaeget er de sidste efterkommere af @-
kveaeget kunne ske, hvis for eksempel vi havde fundet en unik d-loop haplotype, som ikke var at
finde hos de to andre racer, men som er fundet i fossilt DNA fra det oprindelige kveeg i Danmark.
Denne mulighed foreligger ikke, da Agersg-kvaget ikke har en unik haplotype (tabt ved lineage
sorting?). En anden mulighed er anvendelsen af mikrosatellit data fra fossilt DNA, saledes vil en
genfindelse af Agersg-kveegets private alleler her, samt variationen af de gvrige alleler kunne
bidrage med steerke argumenter for og imod racetilhgrsforholdet. En tredje mulighed er at anvende
data fra nogle af de racer, som er blevet genotypet i to store europaiske projekter (RESGEN og N-
EURO-CAD). Racerne, som indgar i disse projekter er alle blevet typet for de samme 30 loci, som
vores kveeg og allelstagrrelserne er blevet standardiserede ved hjalp af standarderne INRA2000 og
Giessen2000. Vi har saledes mulighed for at inkludere nogle af de omkring 60 racer i en analyse,
som kan belyse Agersg-kvagets status, som landrace. Vi vil i vores kommende artikel bestraebe o0s
pa at besvare dette spargsmal sa preecist sa muligt.

Identifikation af Agersg-kveaeg af blandet oprindelse

Ved hjeelp af programmet Structure (Pritchard, 2000), der anvender variationen i mikrosatellit
allelfrekvenser, har vi identificeret 12 dyr indenfor Agersg-kveeget, hvis oprindelse i starre eller
mindre omfang er blandet (under 61 % Agersg-kvag oprindelse). Vi vil pracisere dette, da det har
betydning for en eventuel udvelgelse af avisdyr.

De pageeldende Agersa-kvaeg er vist nedenfor med graden af oprindelse (inferred ancestry) angivet
i procent (tabel 8, se endvidere appendiks 1).
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Tabel 8. Graden af oprindelse vist i procent for 12 dyr (fra Structure)

Akgersra- Jysk RDM-70
veeg kveeg
81335-00498 | 2,4% 0,6% 97%
81335-00429 | 1,7% 0,4% 97,8%
81335-00523 | 32% 21,5% 46,5%
81335-00430 | 46,3% 0,4% 53,4%
81335-00538 | 49,8% 49,7% 0,5%
81335-00526 | 54% 45,6% 0,3%
81335-00436 | 54,6% 44,1% 1,3%
81335-00515 | 54,8% 44,8% 0,4%
81335-00532 | 55,0% 44,4% 0,6%
81335-00499 | 56,1% 42,8% 1,1%
81335-00540 | 59,2% 40% 0,8%
81335-00519 | 60,1% 34,3% 5,6%

Vi vil nu sammenholde ovenstaende dyr med deres placering i forhold til de tre grupper i principiel
koordinat analysen, PCO (se appendiks 2) baseret pa Jaccard distancen og deres mitochondrielle d-
loop haplotyper (appendiks 4). Dyr 429 og 498 er placeret i periferien af RDM-70 klyngen, og de
beerer begge d-loop haplotypen , som kun findes hos RDM-70 (henholdsvis H4 og H2), hvilket er i
overensstemmelse med de hgje oprindelsesprocenter fra Structure. Dyr 523 og 430 har ligeledes d-
loop haplotype 2, men ikke samme grad af beslaegtheds procent til RDM, hvilket er konsistent med
placeringen tettere pa Agersg klyngen. Dyr 515, 532, 526, 540, 538 og 436 bzrer alle den
dominerende d-loop haplotype for Agersg-kvaeg (H1), men som samtidig ogsa deles med Jysk
kveaeg. De har alle omtrent den samme beslagtethed procent til Jysk kvaeg, og er placeret over mod
klyngen af Jyske kveaeg pa neer dyr 515 og 532, som er midt i klyngen. Dyr 499 barer som den
eneste den haplotype 3, som dominerer i Jysk kvaeg, og den har en slaegtskabs procent pa 42,8% til
Jysk kvaeg og er placeret midt mellem klyngerne for Jysk og Agersg kveeg. Dyr 519 er placeret i
Agersg klyngens periferi, den barer, som den eneste en haplotype 5, som den deler med Jysk kveag
og har endvidere en beslaegtethed procent pa 34,3 % til Jysk kvaeg.

Det fremgar af ovenstaende sammenligning mellem resultaterne fra de tre markerer, at der er en
overensstemmelse mellem placeringerne i multivariansanalysen i forhold til de tre raceklynger,
dyrets d-loop haplotype og den procentvise beslaegtethed (admixture el. oprindelse) fra Structure.
Saledes stetter analysen fra de to andre markarer resultatet af de 12 Agersg-kveag, som veerende af
blandet oprindelse (introgression). Under udtagningen af blodprgver oplyste Stig Benzon, Oregaard,
at han var i tvivl vedrgrende oprindelsen af Agersg-kveeg 498, 429, 430, 436, 515 og 519. Disse dyr
er blandt de tolv identificeret (tabel 8), som veerende af blandet oprindelse, hvorfor tvivlen er blevet
genetisk begrundet.

De gvrige 33 Agersg-kveeg er pa baggrund af mikrosatellit variation blevet placeret sammen af
programmet Structure, de er placerede i Agersg-klyngen i AFLP analysen og berer de
mitochondrielle d-loop haplotyper karakteristisk for racen.
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Appendiks 1

Oprindelse (Inferred ancestry) af Agersg-kveeget (Structure, fra figur 1)

Farvekode:

Agersg-kvaeget (k) Gren
RDM-70 (RDM) Rad
Jysk kvaeg (Jk) Bla

1.00
o.an
0.60
n.an0

020

0.00

5013 (1) g1} Ty 130y A& 1T 190y ¢y 231y 28(1)  ZT¢y 2901y 31¢1) 331 38(1) 3Ty 39(1)  41(1)  43(1)  45(°

10 30
. )2(1) o 1000 1201 1401 160} 1B(T 2001y 22y 2401y 2B(1) 0 2801} 30{1) 32013 3A(1)  36(1}  38(1)  40{1)  42(1)  44(1)

7
A1) B(1) 8(1)

RDM @k Jk RDM @k Jk

1 @k83 0.0100.984 0.007 24 K515 0.004 0.548 0.448
2 k87 0.0190.976 0.005 25 k443 0.003 0.992 0.005
3 @k15 0.004 0.994 0.002 26 @k447 0.008 0.988 0.005
4 ©@k32 0.017 0.980 0.003 27 @k429 0.978 0.017 0.004
5 @k142 0.006 0.981 0.014 28 @k441 0.003 0.995 0.002
6 @k137 0.0120.9730.014 29 k538 0.0050.498 0.497
7 @k99 0.0110.982 0.007 30 @k430 0.534 0.463 0.004
8 k43 0.002 0.996 0.002 31 @k398 0.0110.987 0.002
9 ©@k37 0.0130.9850.002 32 @Kk555 0.004 0.989 0.007
10 @k11 0.0050.9920.003 33 ©@k89 0.0050.9850.010
11 @k475 0.002 0.996 0.002 34 Ok499 0.0110.561 0.428
12 @k519 0.056 0.601 0.343 35 Ok436  0.013 0.546 0.441
13 k444 0.003 0.769 0.228 36 k468 0.058 0.935 0.007
14 k403 0.003 0.995 0.002 37 @k523 0.4650.320 0.215
15 @k381 0.0030.994 0.003 38 @k470 0.0110.980 0.008
16 @k375 0.003 0.995 0.002 39 k435 0.002 0.996 0.002
17 k498 0.970 0.024 0.006 40 k445 0.003 0.995 0.002
18 k471 0.004 0.989 0.007 41 @Kk540 0.008 0.592 0.400
19 @k143 0.004 0.994 0.002 42 @k407  0.003 0.995 0.002
20 @Kk526  0.003 0.540 0.456 43 @k448 0.003 0.994 0.002
21 k442 0.004 0.994 0.003 44 @Kk532 0.006 0.550 0.444
22 @k379 0.008 0.989 0.003 45 @k376 0.003 0.8950.101
23 @k474 0.019 0.959 0.021
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Appendiks 2. PCO pa Jaccards distance, AFLP data
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0.40 0.32 0.24 0.16 0.08 0.00 0.08 0.16 0.24 0.32 0.40
Axis 1
1 DK-442 22 @K-526 43 @K-540
2 DK-448 23 DK-444 44 @K-137
3 @K-435 24 @DK-498 45 @K-375
4 PK-381 25 OK-32
5 OK-474 26 OK-143
6 JK-468 27 @K-443
7 @K-407 28 DK-475
8 @K-532 29 OK-447
9 DK-43 30 @K-499
10 OK-11 31 @K-555
11 DK-429 32 @K-523
12 @OK-87 33 @K-515
13 DK-83 34 DK-398
14 DK-142 35 @K-89
15 @K-37 36 @K-445
16 JK-441 37 @K-99
17 @K-538 38 @K-15
18 @K-403 39 PK-376
19 OK-471 40 @K-470
20 @K-519 41 @K-379

(Agersg-kvaeg er her benzvnt JK)



Appendiks 3. Racespecifikke alleler (Private alleles)

Agersg-kveeg, 9 private alleler

Bm1818 | 252
Hel9 161
lIsts006 | 291
I1sts006 | 299
Mm12 117
Haut24 120
Tgla227 | 81

Tgla227 | 95

Tglal22 | 154

RDM-70, 11 private alleler

Bm1818 | 266
Eth225 153
Inra23 201
Tglal26 | 125
Tgla227 | 99

Tglab3 159
Eth185 236
Mm12 113
Inra063 185
Inra037 134
Haut27 150

Jysk kvaeg, 14 private alleler

Eth225 141
Tglal22 | 148
Eth10 211
Eth10 221
Spsl115 250
Haut24 124
Tgla227 | 79

Eth185 238
Inra032 186
Mm12 123
Hel5 159
Hel5 161
Hel9 155
Hel9 169

(allelerne er angivet i basepar og korrigeret efter standarderne INRA2000 og Giesse2000)
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Appendiks 4. Haplotypefordelingen mellem 45 Agersg-kvag, 48 Jysk kvaeg & 31 RDM-70

RDM-
70

Jysk
kveg

441, 436, 435, 407,
403, 398, 381, 379,
375, 143, 142, 137,
555, 37, 376

454, 457

Haplotype
1 2 3 4 5)
Race
11,15, 32, 43, 83, 87,
89, 99

475, 515, 526, 532,

Ag 538, 540, 474, 471,

ersg- 470, 468, 448, 447,
kvaeg 445, 444, 443, 442, 498, 523, 430 499 429 519

115, 365, 367,
368, 426, 496,
497, 662

57,95, 92, 96, 51
422, 26, 40, 384,
386, 391, 453,
398, 460, 467
60, 70, 370, 371,
373, 374, 380,
382, 390, 434,
439, 440, 450,
451, 21, 23, 50,
54
393, 455, 452,
432,424

DnaSP 4.0 (820 sites)

495

30, 62, 383, 47,
389,433
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