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Finansiering & udferelse

Undersogelsen er bestilt af Genressourceudvalget under Ministeriet for
Fodevarer, Landbrug og Fiskeri. Den udfertes af specialestuderende Anna
BriinicheOlsen i samarbejde med hovedvejleder Peter Gravlund og medvejleder Eline
Deirdre Lorenzen péd Biologisk Institut under Kebenhavns Universitet med

finansielstotte fra Ministeriet for Fodevarer, Landbrug og Fiskeri.

Indledning & problemstilling

Indledning

I Danmark er der, ligesom i resten af Europa, stor interesse for bevaring af de
oprindelige kvagracer bdde for at sikre, at den biologiske mangfoldighed, den
kulturhistoriske arv samt det karakteristiske kulturlandskab ikke gar tabt, men kan
videregives til kommende generationer. En af de oprindelige danske kvagracer er Jysk
kveeg. Der har gennem langere tid hersket uklarhed mellem avlere af denne race, om
hvilke bes@tninger der var de mest oprindelige og om der var sket krydsning mellem
bes@tningerne. Derfor besluttede Genressource Udvalget 1 2006 at undersoge
uenigheden ved at fi kortlagt den genetiske diversitet og populationsstrukturen, i den
efterhdnden meget begrensede population af Jysk kvag. Projektet blev udlagt som
speciale pa Kebenhavns Universitet. Genotypningen skulle inkludere tre
markersystemer henholdsvis sekventering af den mitokondrielle d-loop region
(mtDNA), mikrosatellitter og Amplified Fragment Lenght Polymorphism (AFLP).

I genotypning undersegelser benyttes normalt kun mikrosatellitter eller mtDNA,
men da projektet skulle udgere en speciale athandling valgte man, at undersoge hele tre
markersystemer. Dette giver det komplette billede af den genetiske sammensatning hos
det nulevende Jyske kveg.

I 2007 pébegyndtes arbejdet med at finde frem til reprasentative individer.
Under udvalgelsesprocessen blev der lagt veegt pa, at fa s mange individer fra de tre
pastaede stam-besatninger med som muligt, samt at undersege den genetiske diversitet,
der ligger uden for disse. Det var muligt at genotype omkring 180 dyr i undersegelsen,
hvilket er omkring 40-50% af de nulevende dyr. Hovedparten af blod- og vavspreverne
forefandtes pd Forskningscenter Foulum under Aarhus Universitet, de resterende

blodprever blev udtaget d.20 december 2007 fra Stig Benzons besatning.
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Problemstilling

Folgende hovedspergsmal enskes besvaret i analysen: Bestéar Jysk kvaeg af én
eller flere genetisk adskilte grupper?

Den genetiske karakteristik af Jysk kveaeg skal danne grundlag for den fremtidige
avlsstrategi indenfor racen og pa baggrund af denne undersogelse, skal det besluttes

hvorvidt avlen skal vaere samlet eller holdes adskilt (Ref.2 & 11).

Baggrund
Moderne kveeg

I dag er storstedelen af det maelk- og kedproducerende kveeg der findes i verden
af europaisk oprindelse. Dette skyldes den store adaptive selektion der har foregaet de
sidste mange arhundrede. Det moderne landbrug har fremavlet kvaeg med stor
kads@tning, haj malkeproduktion, fedtrig malk osv. Denne selektion har fort til, at de
enkelte kvagracer er blevet genetisk mere homogene, hvilket har givet anledning til
indavl indenfor racerne. Indavlen har bevirket, at de enkelte racer er blevet mere
ensartede samt at den effektive populationssterrelse er faldet, hvilket har forirsaget tab
af genetisk variation. Indavlen truer produktiviteten 1 kvaegbruget f.eks. ved fald i
produktivitet, fertilitet og overlevelse. Det er derfor af yderste vigtighed, at bevare den
genetiske diversitet hos kvagracerne, siledes at der ogsa i fremtiden vil vaere en bred
vifte af genressourcer tilgengelige. Diversiteten bevares ved at holde lokale racer
adskilt, saledes at der ikke sker blanding mellem dem. Det er derfor vigtigt at f4 bestemt
den genetiske sammensatning af de forskellige lokale racer, siledes at en velfunderet

avlsstrategi kan udarbejdes (ref. 2, European Cattle Genetic

Diversity Consortium 2006, Christiansen 2007, Frankham et. al. 2002).

Jysk kveeg

Det Jyske kveeg stammer fra det oprindelige sort- og grabrogede kveeg, som var
udbredt i Jylland fra 1600 til 1800-tallet. Oprindeligt var der tale om en lavbenet race
af sma, knoklede dyr med hgj halerod. I 1881 blev den ferste stambog for Jysk kvaeg
udgivet og man begyndte systematisk at avle for at forbedre racen. Kvaget blev i starten
enten holdt som ked- eller malkekveg, hvor malketypen gennemgaende var mindre end
kedtypen. Gennemsnitshejden for keer var omkring 120 cm og de vejede ca. 350 kg. I

forste halvdel af 1900-tallet udvikledes racen til en egentlig malkerace, og man
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begyndte at krydse den med Sortbroget Hollandsk kveg, hvilket resulterede 1, at dyrene
blev mere regelmassige i deres bygning, sterre og veasentlig mere hgjbenede og
feenotypisk kom til at minde mere om det hollandske kvag. Dette gav ophav til en ny
type, som man kaldte Sortbroget Dansk Malkekvaeg (SDM). Den nye race gav mere
malk og ked end det Jyske kvaeg, og gennemsnitsvaegten for keer steg til ca. 525 kg.
Den blev hurtigt mere populer end det Jyske kvag, der nasten forsvandt som
selvstendig race. I 1955 eksisterede det Jyske kveeg officielt ikke mere. I 1987 gik
Genressourceudvalget ind 1 arbejdet for at bevare det Jyske kvag, og 1 et samarbejde
med frilandsmuseer og private avlere har man reddet racen. Racen er i dag pé listen
over bevaringsvaerdige danske husdyrracer. Der har i en arrekke veret en hel del
kontroverser avlerne imellem om hvor mange grupper Jysk kvag bestod af samt hvilke

der var de mest oprindelige. Jysk kvaeg formodes at besté af de folgende tre grupper:

1. Gammeldags Jysk malkekvceg
Denne gruppe holdes pa Oregaard og hos Leo Kortegaard. Her menes ikke at vaere
krydset med hverken Hollandsk kveg eller SDM, men udelukkende at vare tale om

en ren Jysk kvaeg gruppe

2. Westergaard gruppen
Dette er en gammel familiebesetning, hvor der ikke menes at vaere sket krydsning
med andre racer, men dog er forekommet en vis grad af modernisering ved avl og

selektion.

3. Rekonstrueret Jysk kveeg

Denne gruppe er avleren Karl Nielsens (Vesterbelle) forseg pa at rekonstruere det
Jyske kveeg. Fanotypisk minder dyrene om det Hollandske kvaeg og er mere
kadkvaegspraeget end de ovennavnte typer, desuden hersker der tvivl om hvorvidt

der er introduceret gener fra Charolais kvaget 1 bestanden.

(Ref. 1,7, 8,9, 11)
Teoretisk metodebagerund

MtDNA

Mitokondrier har, 1 mods®tning til de resterende kromosomer, et cirkulaert

genom. Replikation af mitokondriegenomet sker fra displacement-loop (d-loop)
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startsitet. D-loop DNA-sekvensen fungerer som kontrolregion og koder ikke for nogen
gener. Der er hejere mutationsrate samt lavt selektionstryk i denne region,
sammenlignet med resten af mitokondriegenomet, hvilket bevirker at et stort antal
substitutioner akkumuleres pa relativt kort tid. Den hegje mutationsrate og det lave
selektionstryk ger d-loop sekvensen ideel til undersggelse af variation indenfor taet
beslaegtede arter eller indenfor populationer, da der vil udvises hej grad af polymorfi
over en relativt kort tidsperiode.

Da mitokondrielt DNA nedarves maternalt, giver D-loop sekvenserne kun
information om den maternale stamtavle og dermed maternale haplotype. Diversiteten
af haplotyperne kan bruges som estimat for den genetiske variation af arten eller
populationen samt til rekonstruktion af individets evolutionare historie gennem en
fylogenetisk analyse, hvorved slagtskabsforholdene imellem DNA sekvensen af de
enkelte individer estimeres.

D-loop regionen amplificeres ved PCR hvor der bruges af primere der binder til
de flankerende sekvenser. PCR-produkterne oprenses og sekventeres. Haplotyper
bestemmes ud fra sammenligning med en konsensus sekvens. PCR-produkterne keres
pd en denaturerende polyakrylamid gel, der separerer fragmenterne, siledes at
haplotyperne for de forskellige individer kan bestemmes. Yderligere kan fragmenterne

sekventeres og polymorfe sites identificeres (ref. 4, 6, Weaver 2007,

Frankham et. al. 2002).

Mikrosatellitter

Mikrosatellit DNA loci er korte segmenter (2-6 bp) af DNA der er gentaget flere
gange 1 trek (repeats). Det antages at de folger “slippage” modellen for duplikering
eller deletion, og derved kan antallet af repeats @&ndres under meiosen. Der er stor grad
af polymorfi i antallet af repeats mellem og endda indenfor arter, og mikrosatellitter er
derfor ofte brugt som markerer for genetisk mapping og genetisk linkage. De kan bruges
til at estimere den gennemsnitlige gendiversitet i populationer, da det antages at de
folger en stepvis mutation model (Kimura &Otha 1978), hvor alleler er repraesenteret ved
at antallet af nukleotid repeats og antallet af substitutioner antages at stige eller falde
som folge af allel storrelse. Den gennemsnitlige heterozygositet kan estimeres og bruges

som mal for den genetiske variation i populationen.
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For at undersoge storrelsen af mikrosatellitter kan man ved PCR amplificere
mikrosatellit sekvensen. Alt efter antallet af repeats vil PCR-produkterne have
forskellig leengde, der efter farvning kan visualiseres ved elektroforese. Primere
designes saledes at de hybridiserer til de flankerende regioner af det pagaldende
mikrosatellit locus.

Da et individ badde arver et maternalt og et paternalt kromosom kan
PCRundersogelsen afdekke om det pdgeldende individ er homozygot eller heterozygot
for en given mikrosatellit haplotype. Der vil i de fleste tilfaelde vere forskel i den
genotypiske fordeling af mikrosatellitter hos individer jo leengere den genetiske afstand
imellem dem er, derfor kan et overtal af homozygoter (Wahlund effekt) fra Hardy-
Weinberg vere tegn pd indavl 1 populationen.

Der kan med fordel underseges flere mikrosatellitter for hvert individ, saledes
at estimatet af artens diversitet bliver mest praecis. Generelt underseges omkring 30
mikrosatellit marker loci nar der laves genetiske populationsstudier péa kvaeg

(CadBase) (ref. 5, Frankham et. al. 2002, Nei & Kumar 2000, Weaver 2007).

AFLP

AFLP er en genetisk “fingerprinting” teknik. Den er yderst sensitiv og god til
pavisning af polymorfi indenfor arter eller populationer. Da det er autosomale marker
loci der underseges, giver metoden information om béde maternale og paternale
haplotyper, og genotyperne for de biallele loci kan bestemmes for hvert individ.

Ved AFLP skares DNA et forst med et eller flere restriktionsenzymer. Dette
efterlader DNA restriktionsfragmenter med ender hvortil komplementare
dobbeltstrengede adaptorer kan liggeres pa. Derefter laves PCR pa fragmenterne hvor
primerne er designet sdledes at de hybridiserer til adaptor og restriktions-site
fragmenterne. Derved amplificeres antallet af fragmenter og sterrelsen af de
pageldende fragmenter kan efterfolgende skilles ved elektroforese pé denaturerende
polyakrylamid gel og visualiseres ved autoradiografi eller fluorescense metoder.

Da restriktionsenzymer genkender forskellige DNA-sekvenser, kan metoden
med fordel bruges med flere restriktionsenzymer samtidig. Dette bevirker at der kan
opnds information om polymorfi i mange fragmenter (50-100) samtidig.

AFLP er mere sensitiv, lettere at reproducere samt har en hgj oplesning 1 forhold

til andre metoder (f.eks. RFLP, mikrosatellitter og RAPD) hvilket gor den yderst
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anvendelig i genetiske studier. Desuden er det ikke nedvendigt at have nogen
information om den sekvens der enskes undersogt (ref. 3, Blears et. al. 1998, Frankham et. al.

2002, Vos et. al. 1995, Weaver 2007).

Materialer & laboratoriemetoder

Prover

Der blev rekvireret blod-, vaevs- og DNA-prover fra Foulum, Arhus Universitet
fraialt 140 dyr. Derudover udtogs der blodprever fra 33 dyr fra besetningen tilherende
Gorm og Stig Benzon, Oregaard (CHR nr.81335). Proverne stammede fra fire store
besatninger samt en bred vifte af mindre bes@tninger. Fra de fire storste besatninger
udvalgtes henholdsvis; 21 dyr fra Leo Kortegaards besatning (CHR. nr. 32360 og
77142), fra Vesterbelle besetningen udvalgtes 36 dyr (CHR. nr. 33382, 41754, 64583,
65908, 67375, 74257 og 81788), Christian Westergaard dyrene udgjorde 28 individer
(CHR. nr. 66795 og 78750) og fra Gorm og Stig Benzons, Oregaard besztning (CHR.
nr. 81335) udvalgtes 49 dyr, derudover inkluderedes data fra 48 dyr tilherende denne
besatning. Sidstnaevnte data stammede fra en tidligere undersogelse af Agerse kvaget
lavet af Kim Bidstup Withen ved Biologisk Institut, Kebenhavns Universitet 1 2005.
Proverne fra de mindre bes@tninger udgjorde tilsammen en gruppe pd 54 individer. De
var udvalgt séledes at de, ud fra informationen pa CHR-registerets hjemmeside, havde
mindst muligt slegtskab (ref.

10).

DNA ekstraktion
DNA blev ekstraheret og oprenset fra blod- og vaevspraver ved hjelp af DNeasy
Blood & Tissue Kit (Qiagen) som fabrikationsprotokollen foreskrev og derefter

opbevaret ved -20°C. Opbevaringsbuffer (AE) indeholdt: 10 mM tris-Cl, 0,5 mM
EDTA og havde pH=9,0.

MtDNA
Den mitokondrielle kontrolregion (d-loop) amplificeredes i en PCR ved brug af

to flankerende primere 5'-CTG CAG TCT CAC CAT CAA CC-3" og 5'-AGA GTT
AAC AGG AAG GCT GG-3". Der amplificeredes i 25ul volumen PCR, som indeholdt
2,5ul PCR-buffer, 2,5ul 10uM af hver primer, 6,5ul dobbelt destilleret vand, 10ul
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GATC, 0,2 yl Tag polymerase and 1 pl oprenset DNA. DNA denatureredes 1 2 min.
ved 94°C, efterfolgende kortes 35 cykler med 1 min. denaturering ved 94°C; 1 min.
annealing ved 57°C og 1 min. ekstension ved 72°C. Fulgt af en slut ekstension af 10

min. varighed ved 72°C. PCR produkterne kertes pa en 2% agarosegel og visualiseredes

efterfolgende under UV-lys.

Oprensning af PCR-produkter
Oprensning af PCR-produkter fulgte Invisorb Vacuummanifold protokolen. De

oprensede produkterne og 300ul bindingsbuffer overfortes til en 96 brend DNAbinding

plade der placeres pé en bufferopsamlingsplade i vacuumsug. Der inkuberedes i 1 min.
hvorefter pladen dekkes med et taetsluttense plastfolie og stilles 1 vacuum 1 20 min.

Efterfolgende udskiftes bufferopsamlingspladen med en mikrotiterplade. Der tilsettes
60pl elutionbuffer til hver brond og inkuberes i 5 min. efterfulgt af 5 min. ved vacuum.

De oprensede PCR-produkter opbevares i fryser indtil videre brug.

Cyklisk sekventering
Sekventering udfertes ved hjelp af et ABI-Prism® BigDye terminator v.3.1

Cycle Sequencing Kit hvor fabrikantens protokol fulgtes. Falgende to primerpar blev
brugt 1 sekventeringen; 5'-CTG CAG TCT CAC CAT CAA CC-3" (Loftus et. al.1994) og
5’-CGA GAT GTC TTA TTT AAG AGG-3" (Cymbron et. al. 1999) samt 5'-CGC TCC
GGG CCC ATA AAC CG-"3 (Withen et. al. unpublished) og 5'-GCC TGC GTT TAT ATA
TTG AC-3" (Withen et. al. unpublished). Det forste fragment udgjorde en sekvens pa 597bp
og det andet fragment en sekvens pa 588bp. De to fragmenter overlappede og kunne

efter sekventeringen sattes sammen til en komplet sekvens. For hver primer (seqlF,
seqlR, seq2F og seq2R) kertes der en PCR 1 10 pl volumen med 2ul BigDye readymix,
1pl BigDye buffer, 2,8ul ddH,O, 1,2pl primer og 3ul oprenset PCR-produkt. Der kortes
30 cykler med denaturering ved 96°C i 10 sek.; annealing ved 50°C i 5 sek. og
ekstension ved 60°C i 4 min.

Sekvensreaktionerne feeldedes i plader med et miks af 1ul 125mM EDTA, 1ul
3M NaAOc og 25ul 96% iskold ethanol. Der tilsattes 27ul miks til hver prove.
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Preverne sattes pd is 1 5 min, hvorefter de blev centrifugeret i 45 min. ved 2250xg.

Pladerne vendtes pa hoved pé kekkenrulle og centrifugeredes i 30 sek. ved 150xg. Der
tilsattes 125ul iskold 70% ethanol til hver preve, hvorefter de blev centrifugeret ved
1650xg 1 15 min. Pladen vendtes igen pd hoved péd kekkenrulle og centrifugeredes
yderligere i 30 sek. ved 150xg. Pladen blev terret i morke ved 65°C og opbevaret ved -

20°C indtil sekventering.

Sekventering af mtDNA

Sekventeringen udfertes pa en ABI-Prism® BigDye terminator v.3.1 Cycle

Sequencing Kit 1 et volumen pa 20ul volumen som foreskrevet af fabrikanten.

Resultaterne blev analyseret i programmet Sequencher™ (Gene Codes Corporation,
Ann Arbor, MI) og de komplementare strenge fra hvert af de to fragmenter blev

inspiceret for fejl og sat fusioneret til en enkelt sekvens for hvert individ.

Mikrosatellitter

30 mikrosatellit loci blev genotypet for hvert individ. ISGA/FAO anbefaler at
netop disse loci benyttes som standard til genotypning af kvaeg. Genotypningen udfertes
ved hjelp af to kommercielle kits. Det ene; StockMarks® Horse and Cattle Paternity
PCR Typing Kits (Applied Biosystems) inkluderede 11 af markererne; TGLA227,
BM2113, TGLAS3, ETH10, SPS115, TGLA126, TGLA122, INRA23, ETH3, ETH225
og BM1824. PCR blev udfert som foreskrevet i protokollen og alle markerer blev
amplificeret i én PCR reaktion. De resterende 19 mikrosatellitter; INRA063, INRAOOS,
ILST005, HELS, HEL1, INRAO035, ETH152, HEL9, CSM66, INRA032, HEL13,
INRAO037, BM1818, ILST006, MM12, CSRM60, ETH185, HAUT24 og HAUT27,
blev genotypet i QIAGEN® Multiplex PCR Kit ogsa her fulgtes anvisningerne i
fabrikantens protokol. PCR-reaktions betingelserne for de fire multiplex systemer er
anfort 1 appendiks 1.

PCR-produkterne kombineredes, som anfort i appendiks 1, for de fire systemer
og blev analyseret pa ABI-Prism® BigDye terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit.
Efterfolgende blev allelfragmenternes storrelse bestemt og scoret for hvert individ i
Genemapper®. Her blev data korrigeret efter to individer fra Oregaard besatningen,

der tidligere havde varet med i en tidligere karakteristik af Agerse kvaget og derfor

-10 -
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var korrigeret efter de internationale standarder. Det drejede sig om dyrene med CHR.

nr. 81335-00453 og 81335-00424.

AFLP

AFLP metoden blev opsat pd afdelingen for Fossilt DNA & Evolution,
Kebenhavns Universitet, men da vi efter gentagne forseg desvaerre ikke var 1 stand til
at generere nogle data, s vi os grundet tidspres nedsaget til at f4 metoden lavet
kommercielt. Vi sendte oprenset DNA til Keygene Genetics, Wageningen (Holland)
som lavede laboratorium arbejdet samt scorede de individuelle fragmenter for os.

Til skeering af genomet brugtes EcoRI og Taql restriktionsenzymerne, derefter
amplificeredes fragmenterne med folgende tre primer kombinationer: E35/T32,
E39/T33 og E45/T32 (Ajmone-Marsan et. al. 1997). E35/T32 (E35: 5'- GAC TGC GTA
CCA ATT CAC A-3" og T32: 5'-GAT GAG TCC TGA CCG AAA C-37) E39/T33
(E39: 5'- GAC TGC GTA CCA ATT CAG A-3" og T33: 5-GAT GAG TCC TGA
CCG AAA G-37) samt E45/T32 (E45: 5'- GAC TGC GTA CCA ATT CAT G-3" og
T32: 5-GAT GAG TCC TGA CCG AAA C-3").

Keygene genotypede i alt 178 individer hvoraf 14 stammede fra et tidligere
studie af Kim B. Withen. Grundet at der for enkelte prover ikke var mere DNA tilbage,
var det desverre ikke alle dyr vi kunne AFLP genotype. Data fra dette studie samt det
fornevnte skulle konvergeres, men da scoringen af genotyperne trak ud var dette ikke

muligt.

Statistiske metoder

I det folgende svarer benavnelsen “de fire besatninger” til Kortegaard,
Vesterbolle, Westergaard og Oregaard besatningerne. "Den samlede population”
svarer til alle individerne hvilket inkluderer de fire bes@tninger samt de individer der

ikke herer under nogle af disse.

MtDNA kontrol region analyse

Fragmenterne for de enkelte dyr blev samlet og redigeret i programmet
Sequencer version 4.8 (Gene Code cooperation) og for hvert dyr blev der konstrueret
en konsensus sekvens. Sekvenserne blev alignet og formateret 1 ClustalX version 2.0.7

(Larkin et. al. 2007). Kvantificering af den genetiske variation 1 de enkelte bes@tninger og

-11 -
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i den samlede populations blev bestemt i MEGA4 (Tamura et. al. 2007) 0g DnaSp (Rozas &
Rozas 1995) som haplotype og nukleotid diversitet i folge Nei (1987).

Programmet Modeltest (Posada & Crandall 1998) anvendes til at finde den
substitutionsmodel der beskrev data bedst baseret pa Akaike Information Criterion
(AIC) (Akaike 1974).

Populationsstrukturen de fire besatninger imellemm samt for den samlede
population blev analyseret i Arlequin version 3.11 (Excoffier et. al. 2005). Intrapopulations
analyser blev udfert for de fire besatninger og den samlede population. Grundet at
Arlequin ikke har HKY+G substitutionsmodellen tilgengelig, anvendtes Tamura-Nei
modellen (1993) i stedet, da HKY modellen er implementeret i denne, dog med en lille
forskel at transitionelle substitutioner har forskellige rater. AMOVA
(Weir & Cockerham 1984) analyser af populationsstruktur, Tajima’s D, F-statistik
(populationsspecifik @gr, parvise Pgr, parvise forskelle mellem Pgr) og eksakt test for
differentiering af populationerne. Parvise signifikante forskelle blev korrigeret ved
Sekventiel Bonferroni Korrektion folgende Holms metode (Holm 1979).

Hudsons homogenitets tests for henholdsvis haplotype (Hsr) og sekvens (Ksr)

udfertes i PopStr version 1.25 (Siegismund unpublished).

Mikrosatellit analyse

Alle loci blev tjekket for mulig allel stuttering, allel drop out og nul alleler i
Mikro-Checker (Oosterhout et. al. 2004). Overskud af homozygoter sammenlignet med
Hardy-Weinberg forventninger og afvigelser fra linkage equilibrium blev estimeret i
Genepop version 3.4 (Raymond & Rousset 1995) ved 103 gentagelser. Fishers eksakte test
anvendtes til at teste for signifikante afvigelser. Loci der afveg signifikant fra de nevnte
kriterier ekskluderedes fra videre analyser.

Basis diversitets indicier for det gennemsnitlige antal af observerede og
forventede alleler, private alleler, observerede og unbiased forventet heterozygositet
samt fixation indexes estimeredes i GeneAlex (Peakell & Smouse 2006).

Til beregning af antallet af populationer i vores sample anvendes Structurama
(Huelsenbeck 2008). Programmet estimerer antallet af populationer baseret pa prior og
posterior sandsynligheder. To separate MCMC runs blev udfoert i Structurama. 1 det ene
inkluderedes alle individer og i det efterfolgende var det kun individer fra de fire

bes@tninger (Kortegaard, Vesterbelle, Westergaard og Oregaard). I begge runs blev
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antallet af populationer angivet til et vare en tilfeldig variabel, og programmet
estimerer dermed det mest sandsynlige antal populationer ud fra en Diriclhet proces
prior (Pella & Masuda 2006).

Structure version 2.2 (Pritchard 2000) blev brugt til at analysere subpopulations
strukturen hos det Jyske kvag. Programmet er baseret pa en bayesiansk algoritme og
grupperer individer i populationer ved at forsege at maksimere Hardy-Weinberg
ligevaegten 1 de enkelte grupper. Programmet angiver for hvert individ dets relative
tilhersforhold i de enkelt grupper pa baggrund af genotypen. En ad hoc delta K metode

(Evanno 2005) blev brugt til at estimere det mest sandsynlige antal populationer.

AFLP analyse

Den genetiske diversitet blev bestemt i GeneAlex som antallet af observerede
alleler, det forventede antal alleler, den observede heterozygositet samt den forventede
heterozygostet. En AMOVA test i GenAlex estimerede hvor stor en andel af den
genetiske variation der 14 henholdsvis mellem og i populationerne, der udfertes 9999
permutationer som test for signifikant forskel mellem populationerne pd 0.05 niveauet.
Graden af populations differentiering blev beskrevet ved parvise Fgr test 1 GeneAlex og
testet for signifikante forskelle med sekvential Bonferroni korrektion. En Principal
Component Analysis (PCA) udfertes til at visualisere variationen mellem individerne.
Den beskriver variationen som koordinatset udfra Eigenvardier og eventuelle

grupperinger af individer vil kunne ses i1 koordinatsystemet.

Resultater
Genetisk diversitet
MtDNA diversitet

I den samlede population af Jysk kvag fandtes 19 haplotyper (se appendiks 2). Der
var to haplotyper, henholdsvis H5 (96 individer) og H6 (67 individer), der tilsammen
udgjorde ca. 75% af de observerede haplotyper. Kortegaard populationen havde otte
haplotyper hvoraf to var unikke for populationen. Vesterbelle havde ogsa otte
haplotyper hvoraf tre var unikke. De to haplotyper hos Westergaard blev ogsa fundet i
andre populationer. Oregaard havde fire haplotyper hvoraf to var unikke for denne
population. I den blandede gruppe af individer, der ikke herte under nogle af de

fornevnte populationer, blev fundet tolv haplotyper hvor af tre var unikke.
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Haplotype diversiteten, /4, varierede fra 20.5% hos Westergaard til 81.0% hos
Kortegaard, med en variation for den samlede population pa 72.6% (tabel 1). Nukleotid

diversiteten, z, varierede fra 0.084% hos Westergaard til 0.465% hos Vesterbglle med

en diversitet pd 0.360% hos den samlede population (tabel 1).
Tajima’s D blev beregnet for at tjekke for selektion i d-loop regionen. D

vardierne ikke signifikante (tabel 1).

Tabel 1. Genetisk haplotype (k) og nukleotid () diversitet i mtDNA et for de fire populationer og den
samlede population samt test for selektion (Tajima’s D). Baseret pa 737 basepar.

Population n Haplotyper Haplotype diversitet, Nukleotid diversitet, Tajima’s D
h (%) (stdev) 7 (%) (stdev)
Kortegaard 21 8 81,0 (0,42) 0,378 (0,071) -1.38ns
Vesterbolle 34 8 73,6 (5,10) 0,465 (0,052) -0.59ns
Westergaard 27 2 20,5 (9,5) 0,084 (0,039) -0.51ns
Oregaard 81 4 32,3 (6,3) 0,143 (0,029) -0.62ns
Total 217 19 72,6 (2,3) 0,360 (0,019) -0.85ns
(ns; P>0.05).

Mikrosatellit diversitet

Den genetiske diversitet for mikrosatellitterne blev undersegt for de fire
populationer samt for den samlede population (tabel 2). Der blev fundet 152 alleler
fordelt over 23 loci. Det gennemsnitlige antal observede alleler var stort set ens for de
fire populationer og 14 noget hegjere for den samlede population, hvilket ikke er
overraskende nér ophavet og sterrelsen tages 1 betragtning. Der blev fundet én unik allel
hos bade Kortegaard og Vesterbelle, 5 unikke alleler hos Westergaard og 6 hos
Oregaard. Da den samlede population bestar af individerne fra alle fire populationer
samt de individer der falder uden for disse, giver det ikke mening at tale om private
alleler i denne gruppe.

Den observerede heterozygozitet 14 mellem 0.560 og 0.656 for de fire
populationer og 0.612 for den samlede population. Dette anses for vaerende over det
moderate niveau (0.5).

Hos Kortegaard og Westergaard blev der ikke pévist signifikant afvigelse fra
Hardy-Weinberg ligevegt (HWE), og der er derfor ikke evidens for indavl 1 disse to
populationer. Vesterbelle og Oregaard populationerne afveg signifikant fra HWE,

-14-



Genetisk karakteristik af Jysk kvaeg December 2008 Anna Briiniche-Olsen

hvilket indikerer indavl og introduktion af nye alleler respektivt. Den samlede
population afviger signifikant fra HWE, og der er evidens for, at der er blevet
introduceret nye alleler.

Der blev for alle populationer observeret signifikante afvigelser fra linkage
equilibrium. Dette kan skyldes flow af gener mellem to populationer eller at loci sidder
tet sammen pd et kromosom, og derfor bliver overfort sammen. Sidstnevnte kan
afvises, da marker loci er udvalgt sdledes, at de ligger langt fra hinanden, f.eks.

pa separate kromosomer, og derfor ikke er koblede.

Tabel 2. Genetisk diversitet angivet for hver besatning som observeret allelfrekvens (4o), private alleler
(4p), observeret heterozygositet (Hp), unbiased forventet heterozygositet (UHE,) indavlskoefficient (Fis),
afvigelse fra Hardy-Weinberg (HWE) og afvigelse fra linkage equilibrium (LE) for mikrosatellitdata for
de fire populationer og den samlede population ud fra antallet af individer (n).

Population n Ao Ap Ho UHg Fis HWE LE
Kortegaard 21 4.78 1 0.656 0.636 -0.064 ns Ukl
Vesterbolle 36 4.74 1 0.560 0.539 -0.059 * 18%*
Westergaard 28 4.96 5 0.617 0.607 -0.035 ns g**
Oregaard 82 4.70 6 0.605 0.628 0.031 *x 33%*
Total 221 6.57 - 0.612 0.664 0.074 HE 38%*

ns (not significant), * (P<0.05) and ** (P<0.01).

AFLP diversitet

De tre st af markerer gav henholdvis 14 (E35/T32), 20 (E39/T33) og 24
(E45/T32) fragmenter svarende til 58 fragmenter totalt. Den genetiske diversitet for
AFLP-data blev undersegt for de fire populationer og den samlede population (tabel 3).
Det gennemsnitlige antal observerede og forventede alleler er stort set ens for de fire
populationer samt den samlede population. Det gennemsnitlige observerede antal
alleler ligger omkring 1.85-1.95 og det forventede ligger lidt lavere pa 1.51-1.55.

Den observerede heterozygositet for AFLP (tabel 3) ligger noget lavere end for
mikrosatellit data (omkring 0.6) pa 0.301-0.326, men da der for dominante markerer
hgjest kan opnds en heterozygozitet pa 0.5, ma denne siges at ligge 1 den hojere ende.

Den observerede heterozygositet stemmer godt overens med den forventede.
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Tabel 3. Genetisk diversitet angivet som antal observerede alleler (4p) og observeret heterozygositet
(Hop) samt unbiased forventet heterozygositet (UHE) for AFLP-data for de fire populationer og den
samlede population ud fra antallet af individer (n)

n Ao Ho UHE
Kortegaard 18 1.85 0.317 0.335
Vesterbelle 34 1.95 0.325 0.335
Westergaard 28 1.95 0.326 0.338
Oregaard 45 1.93 0.301 0.308
Total 178 1.92 0.319 0.329

Analyse af genetisk varians

I de folgende analyser er kun anvendt data fra Kortegaard, Vesterbelle,
Westergaard og Oregaard. Dette skyldes at en gruppering af de individer, som ikke
herer under nogle af de naevnte populationer, vil vere en kunstig gruppering og dermed
upalidelig.

En AMOVA test for forskelle i genetisk varians for Kortegaard, Vesterbelle,
Westergaard og Oregaard viste, at 34.8% af variationen i mtDNA’et 1& mellem
populationerne mens 65.2% 13 indenfor populationerne (tabel 4). Det overordnede

fixations indeks var ®@gr = 0.348, hvilket indikerer et underskud af heterozygoter i

forhold til Hardy-Weinberg forventning. For mikrosatellitterne fandtes 12.1% af

variationen mellem populationerne og 87.9% indenfor populationerne. Her 14 det
overordnede fiksations index noget lavere, Og7= 0.121, men der var stadig et underskud

af heterozygoter sammenlignet med det der forventedes fra Hardy-
Weinberg. AFLP-data (Fs7) viste at en lille del af den molekylere variation (2%) 14

mellem populationerne og sterste parten (98%) indenfor populationerne.

Tabel 4. AMOVA test af den procentvise fordeling af genetisk variation for mtDNA(®gy),
mikrosatellitter (O57) og AFLP (Fy).
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mtDNA (Psr) Mikrosatellitter (B57) AFLP (Fsr)
Mellem populationer 34.8% 12.1% 2%
Indenfor populationer 65.2% 87.9% 98%

I en ”Exact test of sample differentiation” med sekventiel Bonferroni korrektion
efter Holms metode (Holm 1978) blev der i mtDNA data fundet signifikant forskel
(P<0.01) mellem populationerne. For mikrosatellit data blev der ikke fundet signifikant
forskel mellem populationerne. Dette kan muligvis skyldes en udveksling af genetisk
materiale gennem udveksling af tyre, men ikke udveksling af keer mellem de fire

populationer.

Populations differentiering

De parvise @g7 og Oy vaerdier er listet i tabel 5. Der er testet for signifikant
forskel mellem populationerne ved en ”Exact test of sample differentiation”, begge test
er korrigerede for signifikante forskelle med sekventiel Bonferroni korrektion efter
Holms metode (Holm 1978). De parvise sammenligninger viste alle signifikante forskelle
(P<0.01 eller P<0.05) mellem de respektive populationer for begge markorer.
Overordnet fandtes signifikant forskel (P<0.01) mellem populationerne pa baggrund af

haplotyperne, men ikke pa baggrund af mikrosatellitterne (P>0.05). Det skal bemarkes

at g7 og Bgrkan vare folsomme overfor forskelle i populations sterrelse.

Tabel 5. Genetisk differentiering mellem populationerne baseret pa parvise sammenligninger af mtDNA-
data (®g7) og mikrosatellitdata (8s7) veerdier henholdsvis under og over diagonalen.

Kortegaard Vesterbolle Westergaard Oregaard
Kortegaard 0.160** 0.103** 0.079**
Vesterbolle 0.064* 0.137** 0.151**
Westergaard 0.361** 0.339%* 0.096**
Oregaard 0.254** 0.284** 0.672%*
(*P<0.05 og **P<0.01).

Nei's genetiske afstand (Nei 1972) og maél for hvor genetisk identiske
populationerne er estimeredes parvist for de fire populationer pa baggrund af mtDNA "et

(table 6). Nei's standard genetiske afstand (D) er tilneermelsesvis linegr over tid under
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forudsetning af at mutationsraten antages at vare ens for alle alleler. Nei's genetiske
identitets mal (/) rangerer fra O (ingen delte alleler) til 1 (identiske allel frekvenser). For
begge mal er brugt den unbiased estimater, hvilket betyder at der er korrigeret for

forskel I populations sterrelse.

Tabel 6. Parvise sammenligninger af Nei's genetiske afstande (D) og genetiske identitet (/) for de fire
besatninger pa basis af mtDNA-data henholdvis under og over diagonalen.

Kortegaard Vesterbolle Westergaard Oregaard
Kortegaard 0.734 0.812 0.854
Vesterbolle 0.297 0.792 0.747
Westergaard 0.208 0.233 0.825
Oregaard 0.158 0.291 0.192

Figur 1 viser et unrooted neighbor-joining (NJ) tre pa baggrund af de genetiske
afstande D (table 6). Afstandende mellem besatningerne er angivet pd grenene, og det
ses, at afstanden mellem Kortegaard og Oregaard er mindst og at disse to populationer
danner et separate clade. Afstanden mellem dette clade og Westergaard er mindre end
mellem cladet og Vesterbolle, hvorfor den sidstnavnte splitter ud sidst. De individuelle
haplotypefordelinger (appendiks 2) er angivet som cirkeltdiagrammer. Det ses, at
Westergaard og Oregaard primart bestar af en haplotype. Kortegaard og Vesterbelle
besatningerne har en mere divers haplotypeprofil, og fordelingen af haplotyper er mere

ensartet, dog med to haplotyper der forekommer oftes.

Figur 1. Neighbor-joining trae for de fire besaetninger baseret pa Nei's unbiased genetiske afstande D.
Fordelingen af haplotyper for de besetningerne er angivet som cirkeldiagrammer.
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H1
WH2
H3
WH4
WH5
H6
WH7
H8
H9
H10
H11
H12
H13
H14
H15
H16
WH17
H18
H19

For hver bes@tning er haplotype fordelingen angivet som et cirkeldiagram. Farverne svarer til andelen af
de enkelte haplotyper. De genetiske afstande (D) er angivet pa grenene.

Hudsons homogenitets test (Hudson 1992) baseret pa haplotype (Hsr) og sekvens
(Ksr) blev udfoert parvis for de fire populationer (tabel 7). Alle sammenligningerne var

signifikante (P<0.05 eller P<0.01), hvilket vidner om struktur i vores data materiale.

Tabel 7. Parvis homogenitetstest for haplotypedata (Hgr) og sekvensdata (Ksr) for de fire besatninger.

Hsr Ksr
Kortegaard & Vesterbolle 0.0811** 0.0345*
Kortegaard & Westergaard 0.3040%* 0.2179%*
Kortegaard & Oregaard 0.1511%* 0.0964**
Vesterbelle & Westergaard 0.3156** 0.2117**
Vesterbelle & Oregaard 0.1447** 0.1377%*
Westergaard & Oregaard 0.4469** 0.4364**

(P<0.05*, P<0.01%%)

Nei's parvise genetiske afstande (Nei 1972) samt genetiske lighed (identity) for
AFLP-data er anfort 1 tabel 8. Der observeredes kun genetisk afstand mellem Oregaard
besatningen og de restende, men denne var dog begraenset. Der pavistes nasten igen
forskelle mellem populationerne og de kan for AFLP-datas beggrund antages for at

veere identiske.
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Table 8. Parvise sammenligninger af Nei’s genetiske afstande (D) og genetiske identitet (/) for de fire
besatninger pa basis af AFLP-data henholdsvis under og over diagonalen.

Kortegaard Vesterbelle Westergaard Oregaard
Kortegaard 1.000 1.000 0.988
Vesterbelle 0.000 0.999 0.987
Westergaard 0.000 0.001 0.976
Oregaard 0.012 0.013 0.024

De parvise sammenligninger for Fsr for AFLP-data er angivet i tabel 9. Der
observeredes kun signifikant forskel mellem Westergaard og Oregaard besatningerne

resten af sammenligningerne viste ikke signifikant differentiering.

Tabel 9. Genetisk differentiering mellem populationerne baseret pa parvise sammenligninger af
AFLPdata (Fsr) for de fire besetninger.

Kortegaard Vesterbelle Westergaard Oregaard
Kortegaard - - -
Vesterbgolle 0.000 - -
Westergaard 0.000 0.003 -
Oregaard 0.025 0.026 0.047*

(P<0.05%*)

Populations struktur

Pa baggrund af resultaterne fra Structure estimeredes det mest sandsynlige antal
grupper til to. Dette inddelte individerne som vist i figur 2. Det ses, at individerne fra
Kortegaard og Oregaard overvejende falder i samme gruppe (gron). Vesterbolle
besatningens individer faldt primaert i den anden (rede) gruppe. Individerne fra

Westergaard bes@tningen lignede en opblanding af de to grupper. For de individer, der
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ikke herte under en af de fire populationer, observeredes stor variation i de enkelte

tilhersforhold.

Figur 2. Plot af individuelle sandsynligheder for tilhersforhold ved inddeling af den samlede population
i 2 grupper baseret pa mikrosatellit genotyper.
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Hver vertikal bar reprasenterer et individ. Farverne svarer til populationer, hver bar er enten én eller
inddelt i flere farver, svarende til den andel af individets genotype, som tilherer i de respektive
populationer. Hver population er adskilt af en vertikal sort bar.

Structurama estimerede det mest sandsynlige antal af populationer til fire pa
baggrund af de 23 loci. Dette gjorde sig bade gaeldende med data fra den samlede
population eller data fra udelukkende Kortegaard, Vesterbelle, Westergaard og
Oregaard blev brugt.

Nér Structure skulle inddele den samlede population i fire grupper fordeltes de
individuelle tilherskoefficienter sig som vist 1 figur 3. Programmet genfandt de fire
populationer Kortegaard (bld), Vesterbolle (gren), Westergaard (gul) og Oregaard
(red). De individer der ikke herte under en population blev fortrinsvis assignet til
Kortegaard og Vesterbelle grupperne. For hver gruppe observeredes individer, der
havde mere lighed med en anden gruppe, end den de var kategoriseret i. For alle
populationer gjorde det sig geldende, at der forekom individer, der havde en hejere

genetisk lighed med én eller flere af de andre populationer end den de herte under.

Figur 3. Plot af individuelle sandsynligheder for tilhersforhold ved inddeling af den samlede population
14 grupper baseret pad mikrosatellit genotyper.
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Hver vertikal bar repraesenterer et individ. Farverne svarer til populationer, hver bar er enten én eller
inddelt i flere farver, svarende til den andel af individets genotype, som tilherer i de respektive
populationer. Hver population er adskilt af en vertikal sort bar.

En Principal Coordinate Analysis (PCA) for alle individer pa baggrund af

AFLP-data er vist i figur 4. Den forste akse beskriver 36.4% af variationen og den anden

akse beskriver 18.8% af den totale variation. Det ses, at de fire besatninger ikke

fremstdr separat, men n@rmere at individerne er spredt bredt mellem hinanden. Det kan

pa baggrund af denne analyse ikke gives belag for at der skulle vare separate grupper

1 racen.

Figur 4. PCA for alle individer pa baggrund af AFLP-data.

Koordinat 2
*

Koordinat1

Farverne repraesenterer henholdsvis Kortegaard (red), Vesterbelle (gron), Westergaard (bld), Oregaard
(gul) og individer fra de mindre besatninger (pink).
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Diskussion
Genetisk diversitet

Jysk kveeg er en genetisk divers gruppe pa trods af den lille populations sterrelse
pa omkring 350 individer (Ministeriet for Fodevarer, Landbrug og Fiskeri 2007). Vi samplede
180 individer hvilke bade reprasenterede nulevende og forgangne dyr. Der
observeredes 19 haplotyper for den samlede besatning (tabel 1), hvilket er et hejt antal
sammenlignet med lignende studier (Mannen 1998, Withen 2005). Der var ikke evidens for
selektion (tabel 1), hvilket stemmer overens med det forventede for mitokondrielle dloop
sekvenser. Kortegaard og Vesterbelle var de mest diverse besatninger, hvilket mi
tilskrives, at der er en meget lille relation mellem de enkelte keer i besatningerne.
Oregaard og Westergaard havde et meget lavt antal haplotyper i deres besatninger,
henholdvis 4 og 2 (figur 1).

Da mtDNA et er maternalt nedarvet kan haplotype diversiteten ses som et mal
for hvor stor kohorten af kger er. Hvis mange af keerne i en besatning er mor og datter,
sostre eller pd anden vis har samme ophav, vil de have samme haplotype, og
besatningen vil dermed vare genetisk homogen. Alle besatninger, med undtagelse af
Oregaard besatningen, indeholdt et antal unikke haplotyper. Der vil derfor vere en
interesse 1 at alle, bade store og smé, besatninger bevares, for at bibeholde mest mulig
variation. Hvis kun enkelte besatninger bevares, kan resultatet blive at muligvis
verdifulde haplotyper kan gé tabt.

Jysk kvaeg er pa baggrund af mikrosatellitdata (tabel 2) en heterogen population,
der ligger i den hgjere ende med hensyn til heterozygositet og allel antal sammenlignet
med andre Europaiske racer (Edwards 2003, Freeman 2005, Kantanen 2000, Tapio 2006, Wiener
2004). Pa trods af den meget heterogene profil, som samtlige bes@tninger havde, blev
der observeret indavl i Vesterbelle besatningen. Oregaard besatningen viste tegn pa
introduktion af nye alleler (tabel 2). Grundet at flere af besatningerne kan stamme fra
samme gruppe, kan en opblanding af alle
bes@tningerne vare med til at modvirke indavl 1 den enkelte besatning (Balloux 2002,
Goudet 1994). Kigger man pd den samlede population af Jysk kveg ses en overvagt af
heterozygoter i forhold til HWE (tabel 2). Dette ma skyldes en introduktion af fremmede
alleler, hvilket kan vare forekommet ved, at et eller flere dyr er blevet registreret som
Jysk kveeg uden at veere det, og pa den made har bidraget med genetisk materiale hos

de efterfolgende generationer.
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Variationen i AFLP-fragmenter var ens for alle fire besa@tninger samt for den
samlede bes®tning (tabel 3). Dette kan skyldes, at AFLP generelt giver et stort antal
fragmenter, men med lille information for hvert enkelt fragment. Mikrosatellitter
derimod giver et mindre antal alleler, men med meget mere information for den enkelte
allel. Nye AFLP restriktionsskaerringssteder opstar som felge af punktvise mutationer,
mens &ndring 1 lengden af mikrosatellitter opstdr ved replikations- eller
rekombinationsfejl. Sidstnevnte forekommer oftest og tiden fra at én eller flere
populationer har divergeret vil vaere afgerende for om det vil vare muligt at pavise et

split med AFLP som marker, men mindre der benyttes et hojt antal (Buntjer 2002,

Dasmahapatra 2008, Gaudeul 2004).

Genetisk varians

Den procentvise fordeling af den genetiske varians viste for alle tre markerer
(mtDNA, mikrosatellitter og AFLP), at sterste parten af variationen 14 indenfor
populationerne (tabel 4). Dette ses som et udtryk for at racen genetisk er meget homogen.
Den storste del af variationen mellem de enkelte besatninger observeredes for
mtDNAet. Dette kan skyldes, at de enkelte bes@tninger ikke har udvekslet keer, men
kun tyre (Gaudel 2004, Withen 2005). Tidligere studier af mikrosatellit data har pavist at
storste delen af variationen ligger imellem individerne i populationerne, hvilket
stemmer helt overens med resultatet for det Jyske kvag (Tapio 2007).

At storste parten af den genetiske variation for AFLP-data (tabel 4) 1a imellem
individerne og ikke mellem bes®tningerne kan ses som et udtryk for, at
separationstiden, hvori de fire bes@tninger har varet holdt adskilt, ikke har vaeret lang
nok til, at der kunne akkumuleres nok nye mutationer og dermed
restriktionsskraerringssteder eller at antallet af fragmenter har veret for lille til at kunne
pavise variation (Bensch 2005, Bonin 2007, Negrini 2007). Simulations studier har desuden
vist, at ved brug af dominante markerer skal der generelt bruges 4 til 10 gange sd mange
loci som ved codominante markerer (Bonin 2007, Mariette 2002, Ga). I dette studie anvendte
vi 23 mikrosatellit loci og 58 AFLP loci. Havde vi anvendt 100 eller flere AFLP loci,

havde resultatet maske veret anderledes.
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Populations differentiering

P4 baggrund af de parvise mtDNA og mikrosatellit veerdier fandtes der
signifikant forskel mellem populationerne (tabel 5). De fire besatninger kan derfor anses
som varende genetisk forskellige. Overordnet fandtes der kun evidens for signifikant

forskel med hensyn til mtDNA "et hvilket ogsa var den marker hvor besatningerne var

mest differentieret. Da begge koefficienter for genetisk differentiering; ®@g7 (mtDNA)

og Ogr (mikrosatellitter) er felsomme overfor populationssterrelse, og der var stor
variation i denne, giver dette en vis usikkerhed pé estimatet.

Analysen af AFLP-data gav ikke evidens for en differentiering af
besatningerne (tabel 9). Imellem de besatninger, hvor der blev pavist genetisk afstand
(tabel 8) , var denne kort. Bes@tningerne var grundleeggende identiske pa baggrund af
AFLP-markeren.

De genetiske afstande (D) og den genetiske lighed (/) af mtDNA et (tabel 6 &
figur 1) de fire besatninger imellem viste Oregaard og Kortegaard som de mest identiske
populationer, efterfulgt at Westergaard og Vesterbelle. Sidstnavnte var den besatning,
der var mest forskellig fra de tre andre. Dette stemmer godt overens med beskrivelserne
af de tre grupper af Jysk kvaeg; Gammeldags Jysk malkekvaeg (Kortegaard og
Oregaard), Westergaard gruppen (Westergaard) og det rekonstruerede Jyske kvag
(Vesterbglle).

En homogenitets test (tabel 7) pa bade haplotype- og sekvensdata viste for begge
signifikante forskelle, hvilket bevidner om struktur i data materialet og at

populationerne derfor mé anses som varende forskellige (Hudson 1992).

Populations struktur

At de fire besztninger ikke genfindes ved en Structure kersel (figur 2), men at
populationen deles op i to grupper, kan skyldes at nogle af besatningerne tilherer
samme stamme (Balloux 2002, Waples 2006). Dette stemmer godt overens med, at
programmet generelt finder den everste hierarkiske struktur i et givent sample (Evanno
2005). Resultatet understotter de tidligere analyser, og viser igen Kortegaard og
Oregaard som en genetisk enhed og Vesterbelle som en enestdende gruppe.
Westergaard bes@tningen er genetisk set en blanding af de to grupperinger.

Structurama opdelte den samlede population i fire grupper. Nar dette resultat

anvendes 1 Structure (figur 3) genfandt programmet de fire besatninger. De var alle
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distinkte, men enkelte individer havde en genotype profil der stemte bedre overens med
en af de andre bes@tninger. Det tyder pa at der her varet en vis udveksling af individer
de fire besaztninger imellem. For eksempel ville en udveksling af tyre de fire
besatninger imellem bidrage til introgression af alleler. Alternativt kunne variationen
skyldes en felles genetisk variation, der er blevet bibeholdt i de respektive besatninger.
Dette ma dog antages at vare mere usandsynligt end udveksling af individer
bes@tningerne imellem. Individerne, der ikke tilherer nogle af de navnte grupper, blev
hver iser assignet til en af fernavnte grupper pa baggrund af deres genotype profil,
primart Kortegaard og Vesterbolle besatningerne.

Ikke overraskende viste AFLP-data ingen tegn pa struktur imellem individerne

1 en PCA, hvilket skyldtes den lave differentiering.

Konklusion

Undersoagelsen viste at Jysk kveg som race, trods en lille sterrelse, indeholder
en hgj grad af diversitet. Indenfor racen eksisterer felgende fire grupper: Kortegaard,
Vesterbelle, Westergaard og Oregaard, hvilket er 1 overensstemmelse med
bes@tningerne. Imellem de enkelte grupper er graden af differentiering dog meget
begraenset. Genetisk set er Kortegaard og Oregaard besatningerne de taettest
beslegtede. Vesterbelle besaetningen er den mest differentierede fra de resterende. Et
sted imellem de to grupper ligger Westergaard besatningen, som er tattest genetisk
relateret til Kortegaard og Oregaard gruppen. Dette stemmer overens med den pastaede
gruppering af racen dog med den forskel, at Kortegaard og Oregaard er differentierede
og ikke udger én gruppe, men to separate. Individerne udenfor de fire hovedbesatninger
indeholder sjeldne haplotyper, hvilket muligvis skyldes introgression. Mikrosatellit-
genotypeprofilerne assignede primert individerne til Kortegaard og Vesterbolle
bes@tningerne. De mé derfor anskues som genetisk set at tilherende disse respektivt.

For den samlede bestand tydede mtDNA-profilerne pé, at keerne i de enkelte
bes@tninger fortrinsvis er blevet holdt 1 deres besatning, mens mikrosatellitprofilerne
vidnede om introgression af alleler, for eksempel ved udveksling af tyre imellem

besatningerne.
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Appendiks

Appendiks 1. Mikrosatellit markerer og allel antal.

ABI PCR Locus Dye PCR conditions Number of
lane . alleles
reaction
1 1 CSRM60  FAM  61°C, 30 cycles 7
CSSM66  FAM 10
HEL1 JOE 9
INRAO63 JOE 4
INRAO37 NED 6
1 2 INRAOO5S FAM  58°C, 30 cycles

HAUT27 JOE

2 3 BMI818  JOE  60°C, 30 cycles -
ETH152 NED 7
HEL9 NED 9
ILST006  FAM 8
2 4 HELS5 FAM  54°C, 30 cycles 9
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HELI3  FAM 5
3 5 INRAO35 FAM  63°C, 30 cycles -
ILST005 ~ FAM 2
MMI12  NED 5

ETHI185 NED -

3 6 INRAO32 NED  54°C, 30 cycles -
HAUT24 JOE 7
4 7 INRAO23 JOE Standard protocol 9

TGLA122 JOE -
BM2113 FAM -
ETH225 NED 7
ETHI10 FAM 6
SPS115 FAM 5
TGLA126 JOE 4
TGLA227 FAM -

BM1824  NED 5
ETH3 NED 7
TGLAS3 FAM 12
Appendiks 2. Haplotyper.
11 1 1 1 12 2 2 2 2 2 2 3 3 3 3 4 4 4 4 5 6 6 6 6 6 6 6 6 7
7 8 2 6 6 7 7 9 3 4 4 5 5 5 6 0 5 7 8 1 2 2 3 6 2 2 3 4 7 7 7 8 0
2 5 4 2 9 0 7 4 0 1 2 0 1 s 1 5 2 5 0 4 1 2 6 4 1 7 18 5 1 8| K V W
A T T T COCGTCGTTTTTG CTT CTT CGTTA A A C 3 4 T C C
A . . . . . C . . T C 1 - -
. . . . . . . G. T C 8 - -
c . . . C A . C . G . T C 1 - -
C .. C T . . . . T . G T C 2 - -
C . . T . . . . . . G . T C 5 12 -
. . . . B . . . . . G T T C 2 1 24
C . . . . . . . . A . G . T C 1 - -
C . . . . . C . . . . . T C 1 -
G . . . . . . . T T G T C - 3
. . . . . T . . G T T C T 13 3
c . . . . C A . C . C G T C 2
C . T . . C . . . G T C 1
. . A . . . . T C 1
. A . . . T C 1
. . . . c . G . T C -
. . G . G T C
. . cC T C G T C
T T C . C C T G T C
. C . G T C

Baseret pa 737 bp. Reference (Anderson 1982). Antallet af haplotyper for de enkelte populationer
Kortegaard (K), Vesterbelle (V), Westergaard (W), Oregaard (O) og individer der ikke horer under nogle
af de fire populationer (U).
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