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1. Einleitung

Von der Bevolkerung weitgehend unbemerkt tritt eine Erkrankung in unseren
Wildschweinpopulationen auf und bedroht die Haltung von Hausschweinen. Seit ihrem Eintrag
im Jahr 2020 gab es bislang 5566 Falle (Stand 3.11.23) bei Wildschweinen und 8 Nachweise
bei Hausschweinebestanden in Deutschland (FLI).

Die Afrikanische Schweinepest (ASP) ist eine verlustreiche Tierseuche, die sich in ihrem
aktuellen Seuchenzug seit 2007 wieder in Europa ausbreitet. Fiir den Menschen und andere
Tiere ungefahrlich, ist sie fir Suide mit einer Mortalitdtsrate von bis zu 100 % umso
bedrohlicher (Blome et al. 2020).

Ein Ausbruch, der in Afrika endemisch vorkommenden Erkrankung, wurde seit 2005 in 74
Landern gemeldet. Allein im Jahr 2022 kamen 3 neue Lander dazu. Seit 2014 sind auch einige
Lander der EU betroffen, unter anderem Ungarn, Italien, Polen, Belgien und Tschechien.
Wobei es Belgien 2020 und Tschechien 2018 gelungen ist die ASP in ihren Landern wieder
auszurotten (WOAH - World Organisation for Animal Health 2022).

Uber die Grenze zu Polen kam das Afrikanische Schweinepestvirus im Juli 2020 nach
Ostdeutschland und wurde das erste Mal in Brandenburg 6 km von der polnischen Grenze
entfernt nachgewiesen (Sauter-Louis et al. 2020). Innerhalb der nachsten Monate gab es
mehrere Eintrage entlang der polnischen Grenze und eine weitere Ausbreitung des Virus beim
Schwarzwild (Sauter-Louis et al. 2022).

Das Afrikanische Schweinepestvirus stellt aber nicht nur aufgrund der epidemiologischen
Faktoren fur die Haus- und Wildschweinbesténde eine grofe Gefahr dar. Denn auch die aus
seuchenrechtlichen Griinden zu ergreifenden MaRnahmen, wie das Keulen betroffener
Bestande und die vermehrte Jagd, fihren zum Tod tausender Tiere. Zusatzlich wird bei einem
amtlich nachgewiesenen Ausbruch der Export von Schweinen und deren Produkten in viele
Drittlander verboten. In der Folge leidet die gesamte Schweineproduktion der betroffenen
Lander. Die Erforschung der Afrikanischen Schweinepest spielt deshalb eine wichtige Rolle im
Kampf gegen ihre Verbreitung. Das Wissen liber das Virus soll genutzt werden, um die
Bekampfungsmalnahmen zu optimieren.

Da andere Erkrankungen gezeigt haben, dass (ber Verwandtschaftsverhaltnisse
benachbarter Populationen Aussagen zur Erregerverbreitung gemacht werden koénnen
(Benton et al. 2016; Grear et al. 2010; Podgorski et al. 2021), bietet sich dieser Ansatz auch
fur Forschungen zur Afrikanischen Schweinepest an.

Ziel der Arbeit war es, mit Hilfe von populationsgenetischen Untersuchungen von
Wildschweinen in Brandenburg, Mecklenburg-Vorpommern, Sachsen und Sachsen-Anhalt die

dortigen Verwandtschaftsverhaltnisse von Wildschweinpopulationen zu untersuchen, um die
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Konnektivitat zwischen den Wildschweinpopulationen zu quantifizieren und mdgliche
Ausbreitungsszenarien sowie Hinweise auf mogliche Barrieren zu generieren. Hierzu wurden
in Zusammenarbeit mit dem Friedrich-Loffler-Instituts (FLI) die populationsgenetischen Daten
mit epidemiologischen und genomischen Daten zum ASP-Virus verkniipft und gemeinsam

ausgewertet.




2. Literaturtbersicht

2.1. Wildschweine (Sus scrofa)

2.1.1. Taxonomie

Das eurasische Wildschwein (Sus scrofa), gehort zu den am weitest verbreiteten
Landsaugetieren. Taxonomisch wird es in die Ordnung der Paarhufer (Artiodactyla) und in die
Unterordnung der Schweinedhnlichen (Suoidea) eingeordnet (Gongora et al. 2017). In der
Familie der echten Schweine (Suidae) gehort es zu der Gattung Sus (Linnaeus, 1758). Diese
kann wiederum anhand von Craniometrischen Charakteristika in 2 Gruppen aufgeteilt werden
(Groves and Grubb 2011). Die Verrucosa-Gruppe bestehend aus den Bart- und
Pustelschweinen, die nur in Sudostasien vorkommen und der Scrofa-Gruppe zu der auch,

neben 10 weiteren Arten, das eurasische Wildschwein gehort.

2.1.2.Lebensrdume und Verbreitung

Urspriinglich in Eurasien verbreitet, von Westeuropa bis ans Mittelmeer, nach Ostrussland
sowie Japan und Sudostasien, kommt das Wildschwein heute auf allen Kontinenten, auRer
der Antarktis, vor (Keuling and Leus 2019; Sjarmidi and Gerard 1988).

Wildschweine sind bezulglich ihres Lebensraums sehr flexibel und anpassungsfahig. Sie
bevolkern viele verschiedene Lebensrdaume, von tropischem Regenwald, iber gemaRigte
Walder bis hin zu Halbwisten (Briedermann 2009; Sjarmidi and Gerard 1988). Wildschweine
leben vorzugsweise in dichten Waldern, aber auch landwirtschaftlich genutzten Flachen bieten
in der Vegetationsperiode geniigend Futter und Schutz (Keuling et al. 2017).

In den letzten Jahren werden auch urbane Raume immer mehr zu ihrem Lebensraum. Waren
es 1995 noch knapp 900 Tiere die in Berlin erlegt wurden, stieg die Zahl in letzten Jahren
schon Uber 2000 Tiere jahrlich (Senatsverwaltung fir Umwelt, Mobilitdt, Verbraucher- und
Klimaschutz Berlin 2022).

2.1.3.Wildschweine in Europa und Deutschland

Die letzte Eiszeit und die darauf folgende schnelle Ausbreitung der Wildschweine sind bis
heute noch die wichtigsten Einfliisse auf die genetische Diversitat der Wildschweine in Europa
(Scandura et al. 2008). Durch Schnee und Kalte wurden sie aus ihren Lebensrdumen in
Zentraleuropa vertrieben und konnten nur in den warmeren eiszeitlichen Refugien iberleben.
Die Refugien auf den Européaischen Halbinseln (dem Balkan, Italien und der Iberische
Halbinsel) und die Kaukasus Region bildeten die wichtigsten Rickzugsgebiete fur
verschiedene Tierarten wahrend schwieriger klimatischer Bedingungen (Hewitt 1999; Sommer
and Nadachowski 2006).
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Abbildung 1: Maximale Ausdehnung der Eisschilde (schraffierte Bereiche) und des
Permafrostgebiets (skalierte Linie) wéhrend der letzten Eiszeit mit den Refugien in Portugal-
Spanien (R1), in Italien (R2) und auf dem Balkan (R3) (aus Taberlet et al. 1998)

Velickovi¢ et al. (2016) konnten zeigen, dass Wildschweine aus Europa genetisch in drei
Genpoole eingeteilt werden konnen, die geographisch mit den europdischen Halbinseln
korrelieren und sich in Zentraleuropa vermischen. Damit wird die These von Veli¢kovi¢ et al.
(2015) untermauert, nach der die Wiederbesiedlung Europas von der Iberischen Halbinsel,
dem Balkan und aus lItalien erfolgte und die Alpen nicht wie bisher vermutet die
Wiederbesiedlung aus ltalien verhindert haben (Scandura et al. 2008; Taberlet et al. 1998).
Unabhéngig davon wird der Balkan, aufgrund fehlender Barrieren, als das wichtigste Refugium
fur die Ausbreitung der Wildschweine nach dem letzteiszeitlichen Maximum angesehen
(Alexandri et al. 2012; Velickovi¢ et al. 2015). Anhand des Leading-Edge-Models von Hewitt
(1999) lasst sich die Ausbreitung der Wildschweine aus dem Balkan nach Zentraleuropa und
der damit einhergehende Verlust an genetischer Diversitat in den neuen Populationen erklaren
(Alexandri et al. 2012; Velickovi¢ et al. 2015). Es besagt, dass Tiere, die in bisher nicht
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besiedelte Gebiete abwandern und Kolonien weit weg von der Hauptpopulation bilden, sich
sehr schnell vermehren bevor weitere Tiere aus der Hauptpopulation hinzukommen. Dies fiihrt
zum sogenannten Flaschenhals, zu genetischer Drift und zu vermehrter Homozygotie in der
neuen Kolonie.

Zu einem abermals grof3en Einschnitt in die Wildschweinausbreitung kam es in Europa im 19.
und 20. Jahrhundert. Die steigenden Wildschaden in den landwirtschaftlich genutzten Flachen,
Kriegs- und Krisenzeiten und die erleichterte Bejagung sorgten bis zur Mitte des 20.
Jahrhundert dafir, dass sich die Wildschweinzahl in Europa drastisch reduzierte (Briedermann
2009). In den Niederlanden, Danemark, Schweden und England war das Wildschwein
zeitweise sogar ausgerottet. Auch in vielen deutschen Gebieten, wie zum Beispiel Baden-
Wirttemberg, waren kaum noch Tiere zu finden. Das anderte sich nach dem zweiten
Weltkrieg. Durch neue Jagdgesetze und den inzwischen reduzierten Jagddruck konnte sich
die Population erholen (Briedermann 2009). Fir den groRen Anstieg der Wildschweinzahlen
ab der Mitte des 20 Jahrhunderts werden ein Uppiges Futterangebot auf den landwirtschaftlich
genutzten Flachen, aber auch Wiederaufforstungen, mildere Winter und das Fehlen von
natlrlichen Fressfeinden verantwortlich gemacht (Massei et al. 2015; Saez-Royuela and
Telleria 1986). Wurden beispielsweise in Brandenburg zwischen 1972-1982 durchschnittlich
noch 23.607 Tiere pro Jahr erlegt, betrug die durchschnittliche Jagdstrecke im Zeitraum 2011
bis 2021 schon 76.571 Tiere. Im bisherigen Rekordjahr 2019/2020 wurden 102.456 Tiere
erlegt (Deutscher Jagdverband 2023; Ministerium fiir Landwirtschaft, Umwelt und Klimaschutz
2023).

Wildschweine findet man heute wieder in ganz Deutschland. Die Wilddichte wird anhand von
Abschlusszahlen geschatzt und ist im Saarland, Rheinland-Pfalz und Hessen besonders hoch.
Aber auch im Osten Deutschlands in Mecklenburg-Vorpommern und Brandenburg finden sich
stark besiedelte Landkreise.
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Abbildung 2: Wildschweindichte in Deutschland; WILD-Jahresbericht 2014 (Arnold et al.
2015)

2.1.4.Sozialstrukturen und Fortpflanzung

Das Wildschwein lebt in einer matriarchalen Familiengruppe, der Rotte. Sie besteht aus einer
oder mehreren adulten Weibchen (Bachen) und deren Nachwuchs des letzten und vorletzten
Jahres (Keuling et al. 2017). Die mannlichen Nachkommen verlassen die Gruppe in einem
Alter von ungeféhr einem Jahr und bilden, bis zur nachsten Rauschzeit, sogenannte
Uberlauferrotten. Zu diesem Zeitpunkt sind sie zwar geschlechtsreif, nehmen meist aber noch
nicht aktiv am Reproduktionsgeschehen teil (Briedermann 2009). Ab einem Alter von drei




Jahren leben die Keiler als Einzelgéanger und schlieRen sich nur wahrend der Paarungszeit
wieder den Rotten an (Dardaillon 1988).

Weiblichen Nachkommen bleiben meist in der Gruppe. Die Trennung erfolgt, wenn tberhaupt,
erst nach der Geburt der ersten eigenen Nachkommen und selbst dann siedeln sie sich meist
in der Nahe ihres Geburtsortes an (Podgérski et al. 2014). Ab einem Gewicht von ungefahr
30 kg kann es bei den jungen Weibchen wahrend der Brunst zur ersten Gestation kommen.
Dieses Gewicht wird in Europa oft schon im ersten Lebensjahr erreicht (Gethoffer et al. 2007).
Wildschweine vermehren sich grundsatzlich saisonal. Die Paarung findet zwischen Oktober
und Mai statt, mit einem Héhepunkt in den Wintermonaten. In den letzten Jahren gibt es jedoch
immer wieder Berichte Uber eine asaisonale Fortpflanzung (Gethoffer et al. 2007).

Nach einer Tragzeit von 112 bis 120 Tagen kommen die Frischlinge hauptséachlich im Marz
oder April zur Welt. Die Wurfgrofe liegt in Deutschland im Durchschnitt bei 6 bis 7 Frischlingen
(Keuling et al. 2017). In einem Jahr mit mildem Klima, guter Futterverfligbarkeit sowie bei
hohem Jagddruck kann sich auf Grund der hohen Reproduktionsrate die Population
verdoppeln (Keuling et al. 2013).

2.1.5.Ernahrung

Wildschweine sind Omnivoren und ernahren sich hauptsachlich pflanzlich, von Samen,
Frichten Blattern, Stangeln, Zwiebeln und Wurzeln. Gerade auch landwirtschaftliche
Kulturpflanzen stehen auf ihrem Speiseplan. Zur tierischen Nahrung zdhlen Regenwirmer,
Insekten, Schnecken, aber auch kleine Saugetiere, Amphibien, Fische und Vogel sowie deren
Eier und Jungtiere (Briedermann 2009; Keuling et al. 2017). Im Rahmen der Ubertragung von
Erkrankungen ist hier zu erwahnen, dass auch Essensabfille, so weit verfligbar, gerne
gefressen werden. Hier spielen im Moment vor allem Schweinefleisch und andere
Schweineprodukte eine Rolle bei der Ubertragung der Afrikanischen Schweinepest (Chenais
etal. 2018).

2.1.6.Bewegungen und Kontakte zwischen den Individuen

Hauptgriinde fiir Wildschweinbewegungen sind die Suche nach Futter und die Fortpflanzung
(Morelle et al. 2015). Dabei legen sie taglich ca. 10 km in einem Territorium (home range) von
durchschnittlich 800 ha zurtick (Keuling et al. 2017; Podgérski et al. 2013). Abgesehen davon
gibt es auch Berichte liber Rotten die 500 km innerhalb weniger Monate zuriicklegten und sich
dabei bis zu 100 km von ihrem Hauptaufenthaltsgebiet entfernten (Jerina et al. 2014).
Weitere Tagesstrecken (bis 30 km) werden seltener zurlickgelegt und dann eher von Keilern.
Am deutlichsten ist das in ihrem zweiten Lebensjahr zu beobachten, im dem bis zu 50 % der

mannlichen Tiere ihr Geburtsgebiet verlassen (Podgorski et al. 2014).




Wahrend der Paarungszeit kommt es bei den Keilern zu einer gesteigerten Aktivitat. Sie
suchen paarungswillige Weibchen und verlassen dafiir zeitweise ihre Streifgebiete und
schlielRen sich den Rotten kurzfristig an (Keuling et al. 2017).

Intensitat und Lange der Aktivitdten hangen von vielen Faktoren ab. Angepasst an lokale
Bedingungen kénnen Wildschweine ihr Verhalten andern. So ist ihre Aktivitat in von Menschen
unberiihrten Regionen gleichmaRig Uber den Tag verteilt, wahrend sie in urbanen und
Menschen-dominierten Rdumen nachtaktiv sind (Johann et al. 2020; Podgorski et al. 2013).
Auch die zuriickgelegten Strecken sind in urbanen Gebieten grofRer, obwohl die home ranges
kleiner sind als bei ihren Verwandten aus den Waldern (Podgérski et al. 2013).

AuRerdem werden durch intensive Bejagung und Driickjagden die Aktionsradien grofier und
die Tiere verlassen zumindest kurzzeitig, ihre angestammten Territorien (Sodeikat and
Pohimeyer 2002).

Der Kontakt zwischen einzelnen Wildschweingruppen ist eingeschrankt und abhangig von der
Entfernung. Die meisten Begegnungen kommen in einer Distanz von 2-3 km vor. Danach sind
nur noch sporadische Kontakte zu verzeichnen (Podgorski et al. 2018; Yang et al. 2021).
Besonders zu erwihnen ist hier die Rolle der Jahrlinge und Uberlaufer, bei denen vermehrte
Kontakte innerhalb der Rotte und auch zwischen Rotten nachgewiesen werden konnten, aber
auch die Tendenz zu gréf3eren home ranges als bei Erwachsenen liber 2 Jahren (Podgérski
et al. 2018).

2.1.7.Barrieren fur Wildschweinbewegungen

Die Bedeutung von natirlichen Hindernissen als Barriere fiir den Kontakt von Wildschweinen
ist fur die Bekadmpfung und Vermeidung der ASP von grofRer Bedeutung. Dabei wird eine
Barriere als Hindernis fur die Ausbreitung von Arten angesehen, das die Einwanderung von
Arten in ein Gebiet einschréanken und den Genfluss behindern kann (Andrews 1990). Eine
solche Barriere muss aber nicht undurchlassig sein. Neben den naturlichen Barrieren wie
Flissen oder Gebirgen, konnen auch anthropogene Strukturen als Hindernis in Frage
kommen, wie Siedlungen, Stralen, oder die Eisenbahn. In Polen wurden Proben von
Wildschweinen aus 3 Regionen untersucht. Dabei fielen geringere genetische Distanzen
zwischen den Regionen Ermland-Masuren und Lubin auf, wahrend flr beide Populationen
gréRere Unterschiede zu der Population aus GroRpolen nachzuweisen waren. Als Griinde
nennen Tajchman et al. (2018) die héhere Dichte an Barrieren zwischen GroRpolen und
Ermland-Masuren bzw. Lubin durch Siedlungen, Stralen und den vermehrten Verkehr in
Richtung Hauptstadt. Auch fir Sardinien wurden die Auswirkungen von
Landschaftsmerkmalen auf die Wildschweingenetik beschrieben (Lecis et al. 2022). Strallen,

Siedlungen und intensiv landwirtschaftlich genutzte Flachen scheinen den Genfluss dort zu




verringermn und damit den grof3ten Einfluss auf die genetische Differenzierung zu haben. Eine
Barriere zwischen den 6stlichen und westlichen Regionen entlang der Autobahn SS131 konnte
identifiziert werden. Inwieweit die Autobahn aber der alleinige Grund fir die genetische
Differenzierung ist konnte nicht abschlieRend geklart werden. Ahnliche Ergebnisse wurden
auch von Tadano et al. (2016) beschrieben. Sie konnten einen Einfluss von Schnellstral3en in
Japan auf die genetische Struktur von Wildschweinen nachweisen. Im Gegensatz dazu
konnten Frantz et al. (2012) zwar eine Barrierewirkung fiir Rotwild entlang der Autobahn E411
in Belgien feststellen, jedoch nicht fiir Wildschweine.

Flisse stellen im Allgemeinen kaum ein Hindernis fiir Rehe, Wolfe oder Wildschweine dar und
kénnen durchschwommen werden (Pérez-Espona et al. 2020; Tajchman et al. 2018). Beim
Rotwild konnten Inlandsflisse in Schottland sogar als beglnstigender Faktor fiir den Genfluss
angesehen werden (Pérez-Espona et al. 2020). In der Studie von Reiner et al. (2021) mit 1186
Wildschweinen aus Rheinland-Pfalz wurde die Barrierewirkung des Rheins und der Mosel
anhand von genetischen Daten analysiert. Fir die Mosel mit einer Abflussgeschwindigkeit von
312 m?®s konnte kein differenzierender Effekt nachgewiesen werden. Anders waren die
Ergebnisse fur den Rhein mit Strdmungsgeschwindigkeiten von ca. 1400 m?*s (BMU-Projekt
"Verbesserung der Datengrundlage zur Bewertung hydrologischer Extreme" 2024). Dieser
Fluss zeigte die groRte Barrierewirkung im gesamten Untersuchungsgebiet. Eine Aussage
Uber die absolute Dichte von Barrieren war allerdings nicht mdéglich.

Wie auch schon von Renner et al. (2016) beschrieben zeigen die unterschiedlichen
Ergebnisse verschiedener Arbeiten, dass keine allgemeinen Schlussfolgerungen uber die
Durchlassigkeit von Lebensraumen gemacht werden kénnen, sodass hier eine individuelle
Betrachtung der lokalen Gegebenheiten erforderlich ist.

Neben den unbeabsichtigten Barrieren fur Wildschweine werden Zaune errichtet, um aktiv die
Bewegungsradien der Wildschweine einzuschréanken. Sie sollen zum einen mithelfen Mensch-
Wildtier-Konflikte zu reduziert (z.B. Emteschaden oder Wildunfalle) und zum anderen die
Ubertragung von Krankheiten, wie der Afrikanischen Schweinepest zu verhindern. Aufgrund
der gravierenden Folgen von Wildschweinzaunen insbesondere fiir andere Wildtiere wird ihr
Einsatz aber auch kritisch gesehen (Kauertz 2022). Jedoch spielen sie laut der EFSA eine
wichtige Rolle in der Verhinderung der Virusverbreitung und der spontanen Wiederbesiedlung
nach VernichtungsmaRRnahmen (European Food Safety Authority et al. 2020). Zu bedenken
ist aber auch, dass die meisten Zaune nicht zu 100 % wildschweinsicher sind. Demzufolge ist
es wichtig, dass groRwildsichere Zaune gut gewartet werden, um ihren Nutzen
aufrechtzuerhalten (Laguna et al. 2022). Da die Errichtung und der Unterhalt von Zaunen
erheblichen Aufwand und Kosten verursachen, zusatzlich zu den Kollateralschaden, die mit

ihnen verbunden sind, ist es von grof3er Bedeutung, Zaune auf ein Minimum zu beschranken




und bei ihrer Errichtung bereits bestehende Barrierewirkungen zu integrieren. Hierflr ist es

wichtig, die Konnektivitat der Ziellandschaften und -regionen fiir Wildschweine zu kennen.
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2.2. Afrikanische Schweinepest (ASP)
2.2.1.Das Virus der Afrikanischen Schweinepest (ASFV)

Die Erkrankung wurde zum ersten Mal 1921 vom Montgomery in Kenia beschrieben, wo viele
Hausschweine an einer, der europaischen Schweinepest dhnelnden Krankheit verstarben. Die
Afrikanische Schweinepest ist eine verlustreiche Erkrankung ausgelost durch das African
Swine Fever Virus (ASFV). Es handelt sich hierbei um ein groRes, behiilltes doppelstréangiges
DNA-Virus und den einzigen Vertreter der Familie der Asfarviridae (Alonso et al. 2018). Bisher
sind 24 Genotypen bekannt (Boshoff et al. 2007; Quembo et al. 2018), von denen bislang nur
die Genotypen | und Il auch aufRerhalb Afrikas nachgewiesen wurden. Genotyp | ist derzeit auf
Sardinien nachzuweisen und Genotyp Il breitet sich aktuell in Europa aus (European Food
Safety Authority et al. 2023).

Das Virus ist hoch wirtsspezifisch und betrifft ausschlieRlich Individuen aus der Familie der
Suidae. Das akkurate Reparatursystem des Virus sorgt fiir eine niedrige Mutationsrate.
Zusammen mit dem Fehlen verwandter Viren ist auch ein Uberspringen auf andere Spezies
unwahrscheinlich (Dixon et al. 2020).

Die in Afrika heimischen Warzenschweine (Phacochoerus aethiopicus) und Buschschweine
(Potamochoerus porcus) sind das natiirliche Reservoir und zeigen meist nur persistierende
inapparente Infektionen (Sanchez-Vizcaino et al. 2009). Die Ubertragung erfolgt (iber den
direkten oder indirekten Kontakt. In Afrika geschieht das oft liber die Lederzecken der Gattung
Ornithodoros. Damit gehort das ASF-Virus als einziges bekanntes DNA-Virus zu den
Arboviren (arthopodborne virus; Blome et al. 2020). Im aktuellen Seuchenzug in Europa spielt
die Ubertragung iiber Zecken keine Rolle (Blome et al. 2020; EFSA Panel on Animal Health
and Welfare 2010). Auch die spill-over Infektionen von Haus- auf Wildschweine, die als
essenziell fur die Aufrechterhaltung des Infektionszyklus fir die Wildschweine in Osteuropa
angesehen wurden, sind kaum von Bedeutung (Chenais et al. 2019). Der Infektionszyklus
fokussiert sich hier insbesondere auf die Wildschweine und ihr Habitat (Wildboar-habitat cycle;
Chenais et al. 2018). Die Schweine sind daher durch die Ubertragung infolge des direkten
Kontaktes zu (persistent) infizierten Tieren, sowie durch den Kontakt zu anderen Vektoren in
ihrem Lebensraum gefahrdet. Vor allem der Kontakt zu Blut infizierter Tiere und deren
Kadavern wird als kritisch eingestuft. Denn wenn infiziertes Blut gekiihlt oder gefroren ist, kann
es auch nach Monaten und Jahren noch infektids sein (Wen et al. 2019). Auch Speiseabfalle
aus Schweineprodukten kénnen eine Quelle fiir Infektionen darstellen. So kann das ASF-Virus
in Rohschinken, wie zum Beispiel Serrano-Schinken, bis zu 140 Tage lang zu einer Infektion
fuhren (Mebus et al. 1993). Ebenso sind kontaminiertes Wasser, Erde, Futter oder auch

Arbeitsutensilien als Infektionsquellen nicht zu vernachlassigen (Chenais et al. 2019). Denn
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durch seine hohe Tenazitat bleibt das Virus lange in der Umwelt infektios. Fordernd wirkt dabei
eine kiihle, feuchte, basische und proteinreiche Umgebung.

Von besonderer Bedeutung fiir die Ubertragung sind Frischlinge und Uberlaufer, die bevorzugt
betroffen sind und durch den vermehrten Kontakt zu andern Populationen die Verbreitung
vorantreiben kénnen (Nurmoja et al. 2017; Podgérski et al. 2018). Uber die Rolle der persistent
infizieren Tiere wird noch kontrovers diskutiert. Die einst sogar von der WOAH beschrieben
wichtigen Rolle der persistent infizierten Tiere konnte von Stahl et al. (2019) so nicht
nachvollzogen werden. Sie beschreiben zwei Gruppen von Uberlebenden: 1) die chronisch
infizierten Schweine, die der Erkrankung doch irgendwann erliegen und 2) die Schweine, die
die Infektion auskurieren und das Virus nicht Ianger als 40 Tage ausscheiden. Und auch wenn
das Virusgenom bei Uberlebenden, noch bis zu 100 Tage nach der Infektion nachgewiesen
werden konnte, konnten Blome et al. (2020) diesen Tieren keine grof’e Rolle bei der
Langzeitlibertragung zusprechen.

Der Nachweis des ASP-Virus erfolgt Uber einen Virus- oder Antikdrpernachweis. Der
Virusnachweis erfolgt meist Uber eine real-time PCR. Fiur den Antikérpernachweis stehen
indirekte ELISA-Tests, Immunoblotting (IB) oder ein Immunoperoxidase-Test zur Verfigung.
Die aktuellen Vorgaben der EU zu den Methoden fiir den Nachweis werden auf der Webseite
des European Union Reference Laboratory for African swine fever (ASF) verdffentlicht
(https://asf-referencelab.info/asf/en/procedures-diagnosis/sops). Auf internationaler Ebene
hat die WOAH das Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (Terrestrial
Manual) herausgegeben in dem die mdglichen diagnostischen Labormethoden aufgelistet

sind.

2.2.2.Pathogenese und Klinik

Nach Kontakt mit dem Virus gelangt dieses Uber die Tonsillen oder die pharyngale
Schleimhaut in die Mandibular- oder Retropharyngeallymphknoten und von dort aus, tber eine
Viramie in den ganzen Korper (Sanchez-Vizcaino et al. 2009).

Mit Hilfe von Macropinozytose, einer Form der Endocytose, werden Zellen des
Mononuklearen-phagozytotischen Systems befallen, in deren Zytoplasma sich das Virus dann
repliziert (Blome et al. 2020; Sanchez et al. 2012).

Je nach Virulenz des Erregers ist der Verlauf der Erkrankung sehr verschieden. So konnten
Pan and Hess (1984) hoch, moderat und wenig virulente Viren identifizieren. Die klinischen
und pathologischen Symptome der verschieden virulenten Stdmme wurden von Sanchez-
Vizcaino et al. (2015) zusammengetragen und werden im Folgenden wiedergeben.

Die hoch virulenten Virusstdmme verursachen perakute und akute Verlaufe der ASP. Perakute

Verlaufe gehen mit hohem Fieber (40-42°C), Anorexie, Tachypnoe und kutaner Hyperamie

12



einher. Die Tiere versterben pl6tzlich innerhalb von 1- 4 Tagen nach Auftreten der klinischen
Symptome. Lasionen an den Organen sind keine zu finden.

Fur die akuten Verldufe kénnen sowohl hoch virulente als auch maRig virulente Stamme
verantwortlich sein. Diese Form zeichnet sich durch Fieber, Anorexie, Apathie und der Suche
nach engem Kontakt untereinander aus. Die Tiere zeigen auflerdem Erytheme,
Nasenausfluss, Epistaxis, abdominale Schmerzen und Erbrechen. Bei tragenden Sauen
kommt es zum Abort. Oft ist das auch das erste Anzeichen des Ausbruchs. Die Letalitat liegt
bei nahezu 100 % innerhalb von 7 Tagen. Pathologisch findet man eine Splenomegalie, ein
schweres Lungenddem, hamorrhagische Gastrointestinallymphknoten und petechiale
Blutungen in verschiedenen Organen.

Die subakute Form der Afrikanischen Schweinepest verlauft ahnlich wie die akute Form,
jedoch mit weniger starken Symptomen. Die Mortalitat liegt zwischen 30 und 70 % und
befallene Tiere sterben innerhalb von 7-20 Tagen.

Die schwach virulenten Stdmme verursachen meist chronische Falle mit Nekrosen der Haut,

Arthritis, schlechter Gewichtszunahmen und Aborten. Die Mortalitat ist gering.

Differentialdiagnostisch missen aufgrund der hamorrhagischen Lasionen die Klassische
Schweinepest, das Porcine Reproduktive und Respiratorische Syndrom (PRRS), Rotlauf, die
septikdmische Form der Salmonellose und das Porcine Dermatitis und Nephropathie Syndrom

bedacht werden (Sanchez-Vizcaino et al. 2015).

2.2.3.Bekampfung

Laut der Verordnung (EU) 2016/429 und der Durchfiihrungsverordnung (EU) 2018/1882 ist die
Afrikanische Schweinepest eine gelistete Tierseuche, die normalerweise nicht in der
Europaischen Union auftritt und von den Mitgliedsstaaten unmittelbar bekampft werden muss.
In der Durchfiihrungsverordnung (EU) 2023/594 vom 16. Méarz 2023 werden von der EU-
Vorgaben fiir besondere Seuchenbekampfungsmafnahmen in Bezug auf die Afrikanische
Schweinepest gemacht. Die nationalen und EU-weiten BekdmpfungsmafRhahmen werden
regelméaRig von der European Food Safety Authority (EFSA) validiert und die Empfehlungen
angepasst (European Food Safety Authority et al. 2018; European Food Safety Authority et al.
2020). In Deutschland wird das Vorgehen auf nationaler Ebene in der Verordnung zum Schutz
gegen die Schweinepest und die Afrikanische Schweinepest (Schweinepest-Verordnung)
festgelegt. Diese bestimmt, dass ein Ausbruch durch eine virologische oder serologische
Untersuchung festgestellt wird. Ein Verdacht ergibt sich aus der klinischen oder

pathologischen Untersuchung (§1). Auch ein Verbot von Heilversuchen und Impfen ist darin
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geregelt, sowie das Verbot des Verfitterns von Kiichen- und Speiseabfallen (§2 und §2a).
AufBerdem wird das Vorgehen bei Verdacht und Ausbruch konkret vorgeschrieben.

Bei der Strategie der Bekampfung gibt es grofle Unterschiede zwischen der Bekdmpfung in
Hausschweinebestdnden und der Bek@mpfung des  Ausbruchs in  einer
Wildschweinpopulation.

Zu den MaRnahmen bei einem Ausbruch in einem Hausschweinebestand gehoéren die
Keulung und unschéadliche Beseitigung der Tierkadaver und sonstiger Ausscheidungen, die
intensive Reinigung und Desinfektion der betroffenen Gebaude und Gelande, sowie die
Festlegung von restriktiven Zonen u.a. mit Verbringungsverboten von Schweinen und deren
Produkten. Auch die Suche nach Zecken der Gattung Ornithodorus erraticus kann, wenn
erforderlich, angeordnet werden. Es wird ein Sperrbezirk von mindestens 3 km eingerichtet, in
dem alle Betriebe untersucht werden und viele weitere Einschrankungen, wie
Verbringungsverbote, fir Hausschweine gelten. Das sich daran anschlieRende
Beobachtungsgebiet muss mindestens 10 km um den Ausbruchsbestand herum eingerichtet
werden. Auch hier gibt es Einschrankungen bei der Verbringung und eine
Untersuchungspflicht fiir verendete oder erkrankte Tiere.

Bei einem Nachweis in einer Wildschweinpopulation wird um das betroffene Gebiet ein
Gefahrdeter Bezirk festgelegt und eine Pufferzone eingerichtet. Dariiber hinaus kann die
zustandige Behorde ein Kerngebiet innerhalb des gefahrdeten Gebietes festlegen, sofern dies
fur die Bekampfung erforderlich ist. In dem Kerngebiet gelten dann die besonderen
MaRnahmen, die von der zustandigen Behorde als erforderlich erachtet werden.

Die bei einem Ausbruch in einer Wildschweinpopulation zu ergreifenden MalRnahmen missen
individuell an die lokalen Gegebenheiten angepasst werden. Generell gilt jedoch, dass man
im direkten Umkreis um den Ausbruch so wenig wie mdglich eingreifen mochte, um die
Wildschweine nicht aufzuschrecken und ihre Bewegungen zu minimieren. Deswegen sind
Fltterung und Jagen verboten. Laut European Food Safety Authority et al. (2018) sollte in
diesem Bereich die Beseitigung der Kadaver von den an ASP erkrankten Wildschweinen im
Vordergrund der Malinahmen stehen, da dies die hoéchste Wirksamkeit verspricht. Als
erganzende Malnahme werden auch Zaune eingesetzt, um die Bewegungen der
Wildschweine einzugrenzen, vor allem in Gebieten, in denen die Kadaverbeseitigung oder die
intensive Bejagung schwer durchfiihrbar sind. Angrenzend daran liegen Zonen, in denen die
Wildschweinpopulation durch Jagd aktiv reduziert werden soll, um die Zahl der empfanglichen
Tiere und damit die Ausbreitung zu verringern. Auflerdem sind das Aufstellen von
Hinweisschildern, sowie die Beschrankung des Fahrzeug- und/oder Personenverkehrs Teil

des MalRnahmenplans.
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2.2.4. Afrikanische Schweinepest in Europa

Seit dem letzten Ausbruchsgeschehen der Afrikanischen Schweinepest in Europa von 1960
bis in die 1990er Jahre, war nur Sardinien durchgehend von dem Virus betroffen. Mit dem
Eintrag der Erkrankung nach Georgien im Jahr 2007 breitete sich die Tierseuche erneut in
Europa aus. Schnell wurde das Virus auch in Russland und den anderen umliegenden
Landern nachgewiesen. Mit dem Ausbruch in Polen und den baltischen Staaten in 2014 war
dann auch die Europaische Union betroffen (European Food Safety Authority et al. 2023). Seit
2018 ist die Afrikanische Schweinepest in China angekommen und verbreitet sich auch in
Asien (WOAH - World Organisation for Animal Health 2022). In Westpolen an der Grenze zu
Deutschland wurde das Virus seit 2019 nachgewiesen. Stand Dezember 2023 wurden Félle
in 15 EU-Landern festgestellt (Belgien, Bulgarien, Deutschland, Estland, Griechenland, Italien,

Kroatien, Lettland, Litauen, Polen, Rumanien, Schweden, Slowakei, Tschechien, Ungam).

Afrikanische Schweinepest (Genotyp Ii) im Baltikum, Bosnien und Bulgarien, Italien, Kosovo, Kroatien, Moldawien, Nordmazedonien,
len, Serbien, Slowakei, Tschechien, Ukraine und Ungam vom 10.11.2022 - 10.11.2023 Datenquelie: ADIS, TSN (Stand: 10.11.2023 - 11:00 Unr)
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Abbildung 3: ASP in Europa, Stand 10.11.2023 (Friedrich-Léffler-Institut 2023)

Davon ist es zwei Landern gelungen die ASP zumindest zeitweise zu eliminieren. Die
Tschechische Republik und Belgien schafften es 2018 bzw. 2020 wieder ASP-frei zu werden.
Erkenntnisse von den bisherigen europaweiten BekampfungsmaRRnahmen wurden in Belgien
und Tschechien genutzt, um die richtigen MalRnahmen zu implementieren. Die Besonderheit

in beiden Landern war der einmalige und punktuelle Eintrag der Erkrankung, durch einen
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Sprung des Virus Uiber mehrere hundert Kilometer, der mit hoher Wahrscheinlichkeit durch den
Menschen erfolgte. Der einmalige Eintrag zusammen mit der Beschrankung des Zugangs zu
den betroffenen Regionen, der intensiven und systematischen Kadaversuche und
- beseitigung, die vermehrte Jagd in den angrenzenden Zonen sowie die Errichtung von
Zaunen fihrte innerhalb von ein bis zwei Jahren zur Eradikation des Virus in Belgien und
Tschechien. Im Gegensatz dazu sind die Ausbriiche in anderen europaischen Landern bei
den Wildschweinen bisher schwer zu kontrollieren. Das hat unter anderem dazu gefiihrt, dass
Ende 2022 erneut Falle von ASP in Tschechien an der Grenze zu Polen nachgewiesen

wurden.

Die Afrikanische Schweinepest breitet sich langsam mit einer Geschwindigkeit von 1,5
km/Monat in Europa aus (Podgérski and Smietanka 2018). Der Genotyp Il ist dabei hoch
virulent und fiir Haus und Wildschweine bis zu 100 % letal (Blome et al. 2020). Die
Wildschweine zeigen akute Verlaufe der ASP mit hohem Fieber, hdmorrhagischen und
neurologischen Symptomen, die meist 7-14 Tage nach der Infektion tddlich enden (Sauter-
Louis et al. 2021).

Dank der geringen Kontagiositét ist trotz hoher Letalitat die Mortalitit gering (Smietanka et al.
2016). Das bedeutet auch, dass die wenigen infizierten Tiere schnell versterben, ohne das
Virus weit zu verbreiten, sodass viele empfangliche Tiere zurlickbleiben. Diese kénnen sich
dann auf Grund der hohen Tenazitat des Virus iber Iangere Zeit aus Kadavern und der Umwelt
infizieren. Aufgrund dieser Eigenschaften hat sich ein selbsterhaltender Infektionszyklus in der
Wildschweinpopulation gebildet der dafiir sorgt, dass KontrollmaRnahmen in den betroffenen
Landern Uber einen langen Zeitraum aufrechterhalten werden missen (Sauter-Louis et al.
2021).
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2.2.5.ASP-Virus in Deutschland

Afrikanische Schweinepest in Deutschland und Westpolen seit September 2020
Datenquelle: ADIS, TSN (Stand: 10.11.2023 - 11:00 Uhr)
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Abbildung 4: ASP in Deutschland und Westpolen seit September 2020, Stand 10.11.2023
(Friedrich-Léffler-Institut 2023)
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Am 10.09.2020 wurde erstmals ein ASP-Fall in Deutschland nah an der polnischen Grenze
nachgewiesen. Zwei Wochen spater waren bereits 32 weitere Falle diagnostiziert (Sauter-
Louis et al. 2020). Sofort wurden die nach den nationalen und europaischen Bestimmungen
zu ergreifenden MaRnahmen eingeleitet, die sich zuvor auch in Belgien und Tschechien
bewahrt hatten. Anders als in Belgien und Tschechien gibt es in Deutschland jedoch einen
anhaltend hohen Infektionsdruck aus Polen, der wahrscheinlich zu mehreren, getrennten
Eintragen nach Deutschland gefiihrt hat (Sauter-Louis et al. 2022). Dass die Manahmen das
Potential haben auch in Deutschland zu wirken und die Ausbreitung der ASP zu reduzieren,
konnten Richter et al. (2023) nachweisen. Im Vergleich zu Lettland hatte Deutschland 18
Monate nach dem Ersteintrag eine geringe Viruspravalenz zu verzeichnen. Trotz héherer

Fallzahlen breitete sich die Erkrankung innerhalb dieser 18 Monaten weniger stark aus.

In Europa (aufer in Sardinien) verbreitet sich der ASP-Genotyp Il, der bisher kaum genetische
Variation zeigte (Dixon et al. 2020; Forth et al. 2019). Das &nderte sich jedoch in Deutschland.
Hier wurden 5 neue Virus-Linien mit mindestens 10 Varianten durch Whole Genome
Sequencing (WGS) des Virus nachgewiesen (Forth et al. 2023). Alle diese Varianten zeigen
eine Frameshift-Mutation am 3'-Ende des Gens einer DNA-Reparatur-Polymerase X. Diese
Mutation in den neuen Virusvarianten geht mit einer erhéhten Mutationsrate und damit mit
einer erhohten Evolutionsrate des Virus einher und kdnnte damit drastische Auswirkungen auf
den Verlauf der ASP-Pandemie haben (Forth et al. 2023).

Die Untersuchungen von Sauter-Louis et al. (2022) fand 4 distinkte Cluster bei den ersten
ASP-Fallen in Deutschland. Das Cluster 1 in der Region der Ersteintragung im Landkreis
Spree-NeilRe. Hier konnten Forth et al. (2023) 2 Varianten nachweisen (I.1. und 1I.1). Cluster
2 kam Ende September dazu mit einem Ausbruch 60 km nérdlich des Cluster 1 im Landkreis
Markisch-Oderland, mit einer neuen Virusvariante (l11.1). Die infizierten Tiere 20 km westlich
der ersten Ausbruchsstelle konnten dem Cluster 3 zugeordnet werden. Hier wurden wieder
die Varianten 1.1 und Il.1 nachgewiesen. 60 km sudlich des ersten Nachweises in Sachsen
wurde im Oktober 2020 wieder ein neuer Fall entdeckt auch hier mit einem eigenen Cluster
(Cluster 4) und neuer Virusvariante (IV 1).

Mit der weiteren Ausbreitung des Virus kamen weitere Varianten hinzu. So wurden von Forth
et al. (2023) in der Region um Frankfurt/Oder die Variante 11l.2 und etwas sid-0stlich daran
anschlieBend die Variante V gefunden. An der Grenze der Landkreise Spree-Neile
(Brandenburg) und Gérlitz (Sachsen) wurde die Variante IV.1 nachgewiesen. Die Tiere weiter
sudlich in Gorlitz waren mit den Varianten IV.2 und V.3 infiziert. Proben aus Ludwigslust-
Parchim konnten nicht mehr in die Untersuchung von Forth et al. (2023) aufgenommen
werden, wurden aber trotzdem sequenziert. Hier war eine weitere bisher unbekannte Variante

(111.3) aufgetreten.
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2.3. Populationsgenetik

2.3.1.Genetische Diversitat

Die Populationsgenetik beschaftigt sich mit der Herkunft, der Menge und der Verteilung von
genetischer Diversitat von Individuen innerhalb und zwischen Populationen und mit deren
Veranderungen Uber Zeit und Abstand (Templeton 2021). Populationen sind dabei definierte
Gruppen von Organismen, die sich untereinander fortpflanzen kénnen.

Die genetische Diversitat setzt sich zusammen aus der Anzahl der Genotypen in einer
Population (Richness) und der Verteilung dieser Genotypen innerhalb einer Population
(Evenness) (Grinwald et al. 2003). Diese Werte werden anhand von molekularen Methoden
untersucht. Dazu werden Allele und die daraus resultierenden Genotypen der Individuen
bestimmt und mit den Genotypen anderer Individuen verglichen. Deren Vorkommen und
Vererbung unterliegt bestimmten Regeln und wird von einer Menge an Faktoren beeinflusst.
Einflussfaktoren auf die genetische Vielfalt sind die Selektion, Mutation, Rekombination und

genetische Drift.

2.3.2.Mikrosatelliten

Mikrosatelliten, auch short tandem repeats (STR) genannt, sind kurze repetitive Elemente der
DNA. Die Wiederholungsmotive bestehen aus zwei bis zehn Basenpaar langen Sequenzen,
die zwar Uber das gesamte Genom verteilt sind, jedoch fast ausschlief3lich in nicht-codierten
Bereichen vorkommen (Ellegren 2004). Mikrosatelliten sind hoch polymorph und haben eine
hohe allelische Vielfalt. Als genetische Marker sind sie aufgrund ihrer hohen Variabilitat und
ihres ubiquitaren Vorkommens von Bedeutung, um Individuen genetisch zu charakterisieren
(Tomiuk and Loeschcke 2016).

Die hohe Mutationsrate von Mikrosatelliten begriindet ihren Allelreichtum. Dieser variiert je
nach Loci und Allel. Der groRte Einflussfaktor auf die Mutationsrate ist die Lange des
Mikrosatelliten. Je langer, desto haufiger werden Mutationen beobachtet (Weber 1990).

Der wichtigste Mutationsmechanismus ist das Slipped-Strand Mispairing. Dabei kommt es bei
der Replikation der DNA zu einer Trennung der Strange und einem Wiederanhaften an einer
anderen Stelle im repetitiven Bereich. Das fiihrt zum Einbau oder dem Wegfall von
Basenpaaren. Oft wird der Fehler jedoch durch das Mismatch-Repair-System behoben. Ein
weiterer Mechanismus ist das Unequal-Crossing over. Dabei kommt es wahrend der Meiose
zur Verschiebung des Kreuzungspunktes der Chromatiden, wodurch die eine Sequenz langer
und die andere kirzer wird.

Die Addition von Sequenzen an einem Lokus fiihrt zu einem neuen Allel in der Population, sie
wird als Vorwartsmutation bezeichnet. Der Wegfall von Basenpaaren erzeugt eine

Ruckwartsmutation mit Allelen, die bereits vorhanden waren. Mathematisch werden diese zwei
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Langenvariationen von Mikrosatelliten von dem Schrittweisen Mutationsmodell (stepwise-
mutation model, SMM) beschrieben (Tomiuk and Loeschcke 2016). Dieses Modell kann aber
nicht Langenvariationen bei allen Loci beschreiben (Valdes et al. 1993). Um auch die
Mutationen bei diesen Loci beschreiben zu kénnen, fihrten Di Rienzo et al. (1994) das Two-
phase mutation model ein. In diesem Modell geht man davon aus, dass der Grofteil der
Mutationen singe-step Mutationen sind, jedoch auch mehrere Wiederholungssequenzen
eingefiigt bzw. wegfallen kdnnen.

Uber eine PCR und anschlieRender Elektrophorese kénnen die Léngenpolymorphismen der
Mikrosatelliten sichtbar gemacht werden. Hierzu binden spezifische Primer benachbart zum
Mikrosatelliten und die PCR amplifiziert die Fragmente. Durch die Elektrophorese werden sie

anhand ihrer Lange aufgetrennt und die genaue Lange der Fragmente kann bestimmt werden.

2.3.3.Allelfrequenz

Die Allelfrequenz beschreibt die Haufigkeit eines Allels an einem Locus in einer Population
und bildet damit die Grundlage der Berechnungen in der Populationsgenetik.
2Nyx + Nyy Ny

2N 2N

Ny = Anzahl an Homozygoten von Allel x (xx)

Frequenz von Allel x =

Ny, = Anzahl an Heterozygoten von Allel x (xy)
N = Probenanzahl

N, = Anzahl an Allel x

2.3.4. Allelreichtum (Ar; Richness)

Der Allelreichtum gibt die durchschnittliche Allelzahl per Lokus in Bezug zu einer bestimmten
Populationsgrofie an (Frankham et al. 2010). Als BezugsgroRRe wird die kleinste Subpopulation
der Untersuchung genutzt, um den Vergleich der Allelzahl zwischen verschiedenen (Sub-)
Populationen mit unterschiedlicher GroRe zu erméglichen. Hohe Werte sprechen fiir eine hohe
genetische Diversitat. Der direkte Vergleich der Anzahl von Genotypen ist nur bei gleich
grofRen Populationen mdglich, da die Genotypzahl mit der Probenzahl steigt, sodass fur den

Vergleich die Stichprobengréfie immer miteinberechnet werden muss (Griinwald et al. 2003).

2.3.5.Evenness
Die Evenness (E; GleichmaRigkeit) ist ein MalR die gleichmaRige Verteilung von Genotypen in
einer Population oder bei einem Mikrosatelliten. Sind die Genotypfrequenzen in einer

Population alle gleich liegt der Wert bei 1. Dominiert dagegen ein Genotyp liegt der Wert ndher
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an Null (Grinwald et al. 2003). Mit abnehmender Evenness nimmt auch die genetische

Diversitat der Population ab.

2.3.6.Informativeness

Die Informativeness of assignment (In) von genetischen Markern, die ein MaB fir den
Informationsgehalt der multiallelischen Marker liefert, wurde von Rosenberg et al. (2003)
eingefiithrt. Dabei kann In Werte zwischen 0 und 1 annehmen. Die Informativeness for
assignment ist in vielen Situationen in der Genetik einsetzbar. Marker mit hoher
Informativeness kdnnen die Anzahl an genetischen Markern reduzieren, um eine Population

genetisch zu charakterisieren.

2.3.7.Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Essenzieller Bestandteil der Populationsgenetik ist die Frage nach der Erhaltung der
Genetischen Variabilitat Gber Generationen hinweg (Graw 2020). Dafiir beschrieben Godfrey
Hardy und Wilhelm Weinberg 1908 unabhangig voneinander eine Regel. Die Hardy-Weinberg-
Regel besagt, dass in einer Mendelpopulation Allelfrequenzen und Allelverteilungen in
aufeinanderfolgenden Populationen gleichbleiben.

Randbedingungen, die fiir eine solche ideale Population Gber mehrere Generationen
gleichbleiben, sind:

Die Organismen sind diploid

Die Organismen pflanzen sich sexuell fort

Es bestehen keine Einschrankungen der Fortpflanzungsfahigkeit zwischen den
Individuen der Populationen (Panmixie)

Die Mendelschen-Regeln gelten

Die Population muss ausreichend gro sein (am besten unendlich grof3)

Es darf keine Einflisse von auRen geben (Selektion oder Zuwanderung)
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Wenn diese Voraussetzungen erfiillt sind, dann befindet sich die Population im Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht. In diesem Fall kann tber die Kenntnis der Haufigkeit der Allele an
einem Locus und die Anwendung der Regeln der Wahrscheinlichkeitstheorie, die Haufigkeit
der Genotypen in einer idealen Population bestimmt werden. Die Summe der Haufigkeiten
ergibt 1 bzw. 100 %.

Haufigkeit des Allels (Allelfrequenz) A = p
Haufigkeit des Allels (Allelfrequenz) B = q

pi+2(pagp) +q5 =1

Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG) lassen Ruickschlisse auf
populationsgenetische Prozesse zu. Mit Hilfe eines Vergleiches mit dem Gleichgewicht kann
auch die Starke dieser Prozesse bestimmt werden (Rotach 2001). AuRerdem kann die
Veranderung der Allelfrequenz unter Selektionsdruck ermittelt werden, oder es kann

festgestellt werden, ob ein Gen unter Selektionsdruck steht.

2.3.8.Chi-Quadrat-Test

Um Abweichungen vom HWG zu bestimmen und sagen zu kénnen, ob diese statistisch
signifikant sind, wird der Chi-Quadrat-Test genutzt. Dieser ist ein Nullhypothesentest mit
dessen Hilfe die stochastische Unabhangigkeit von zwei Variablen Gberpriift wird. In diesem
Fall wird ein Zusammenhang zwischen den nach dem HWG erwarteten Genotyphaufigkeiten

und den beobachtenden Genotyphaufigkeiten gesucht.

K
(beobachtete Haufigkeit — erwartete Haufigkeit)?
erwartete Haufigkeit

2:

x
i=1
K= Anzahl an Genotypen

Freiheitsgrade DF = %

NA = Anzahl der Allele

Ausgewertet wird der Chi-Wert (X?) mit Hilfe der Auswertungstabelle aus Signifikanzniveau

und Freiheitsgraden.
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2.3.9.Genetische Drift und Wahlund-Effekt

Durch genetische Drift kommt es zu zufallsbedingten Veranderungen der Allelfrequenzen in
aufeinanderfolgenden Generationen bedingt durch einen beschrankten Populationsumfang.
Folge ist immer ein Verlust genetischer Vielfalt. Je kleiner die Population, umso deutlicher ist
der Verlust an genetischer Variabilitdt und damit die Zunahme des Homozygotiegrads, denn
dieser hangt von der PopulationsgroBe und dem Anteil an Homozygoten in der
Vorgangerpopulationen ab.
F = i (1— L)* Feq
2N 2N
Fox1—(1—-Fp)* e%
F, = Homozygotiegrad in Anhangigkeit von der Zeit

N= Anzahl an Individuen in der Population

Genetische Dirift vergroRert auch die genetische Differenzierung zwischen zwei Populationen,
soweit diese sich nicht genetisch vermischen, und ist fir den Rickgang an Heterozygoten in
einer Subpopulation im Vergleich zu der Gesamtpopulation verantwortlich. Die Abweichungen
der Gesamtpopulation vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, die durch Substrukturierung der

Population hervorgerufen wird, wird als Wahlund-Effekt bezeichnet (Templeton 2021).

2.3.10. Genfluss und Migration

Bei der Migration im Sinne der Populationsgenetik handelt es sich um den Austausch von
Genotypen zwischen Populationen. Bei einem Austausch von Allelen zwischen Populationen
spricht man von Genfluss. Sowohl Migration als auch Genfluss stabilisieren durch Einbringen
neuer Allele in eine Population ihre genetische Variation. Sie kompensieren die Verluste durch
Selektion und genetische Drift und reduzieren die Tendenz zur genetischen Differenzierung
der Populationen (Rotach 2001).

2.3.11. Private Allele

Private Allele sind Allele, die nur bei einem Individuum oder nur in einer Population
vorkommen. Sie sind sehr sensitiv gegeniiber Genfluss, da die Wahrscheinlichkeit, dass sie
in eine andere Population Ubertragen werden sehr gering ist, solange kaum genetischer
Austausch zwischen Populationen besteht (Slatkin 1985). Jedoch eignen sich private Allele
nur bedingt fur die Bestimmung des Genflusses. Fir quantitative Vergleiche des Genflusses
ist die Verwendung der Wright (1951) Methode, die auf Fst-Werten beruht vorzuziehen (De
Wolf et al. 1995).
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2.3.12. Kopplungsungleichgewicht (Linkage Disequilibrium, LD)

Wenn zwei Gene an unterschiedlichen Loci haufiger zusammen vorkommen als es bei reinem
Zufall gegeben ware, spricht es dafiir, dass sie miteinander vererbt werden, also gekoppelt
sind. Je naher sie auf den Chromosomen beieinander liegen, umso wahrscheinlicher ist das.
Dadurch besteht kein ausgewogenes Verhaltnis mehr und das Gleichgewicht ist zu einer Seite
der Genkombination hin verschoben (Graw 2020). Ist der Koeffizient des
Kopplungsungleichgewichts D = 0 bedeutet das, dass alle Allele rein zufallig zusammen

auftreten.

D = xppXap — XabXaB

XAB» Xab, XaAb, Xag = Frequenzen der Haplotypen

2.3.13. Nullallele und Stotterbanden

Haufig kommt es vor, dass ein Allel eines Mikrosatelliten bei der PCR nicht amplifiziert wird,
obwohl es vorhanden ist (Pemberton et al. 1995). Hierbei handelt es sich dann um ein
sogenanntes Nullallel. Eigentlich heterozygote Tiere kénnen dadurch falschlicherweise als
homozygot wahrgenommen werden. Méogliche Ursachen sind eine Mutation an der
Primerbindungsstelle, sodass der Primer nicht binden kann, Probleme mit der Template
Menge oder der Qualitat der DNA, die eine Amplifizierung verhindern. Aber auch ein extremer
GroRenunterschied der Allele an einem heterozygoten Locus kann durch die bevorzugte
Amplifizierung des kurzeren Allels dazu fiihren, dass das langere Allel im PCR-Produkt nicht
nachzuweisen ist (Dakin and Avise 2004). Da ihr Vorkommen zu verfalschten
Genotypfrequenzen flhrt, sollten ihr Vorkommen und ihre Frequenz fiir populationsgenetische
Analysen ermittelt werden und ihre Effekte auf das Kopplungsungleichgewicht und die
Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht miteinberechnet werden (Callen et al.
1993; van Oosterhout et al. 2006).

Wie bei der DNA-Replikation, kann es auch bei der Amplifikation wahrend der PCR zum
Abrutschen der Strange kommen. Dadurch entstehen neben dem gewinschten
Hauptfragment, weitere Fragmente, die sich um ein Vielfaches der Wiederholungseinheit
unterscheiden. Nach der Elektrophorese sind sie als Stotterbanden zu erkennen und

erschweren die Bestimmung der korrekten Fragmentlange (Weber and Broman 2001).
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2.4. Populationsgenetische Kennzahlen

2.4 1 Effektive Populationsgréf3e und Populationsflaschenhals
(bottleneck)

In einer idealen, unendlich groRen Population mit Panmixie, gelten viele Annahmen, die in
dieser Form nicht fir eine reale Population Gbernommen werden kénnen. In einer natirlichen
Population gibt es beispielsweise viele Individuen, die nicht aktiv am Reproduktionsgeschehen
teilnehmen und damit auch keinen direkten Einfluss auf die genetische Variabilitat der
Nachkommengeneration haben. Weitere Abweichungen von einer idealen Population
entstehen durch ungleiche Geschlechterverhéltnisse, Uberlappungen von Generationen sowie
dem Variieren der Populationsgrofle von Generation zu Generation. Die effektive
Populationsgrofie (N,) ist ein theoretischer Wert, der solche Tatsachen beriicksichtigt indem
er die Anzahl an Individuen ausgibt, die in einer idealen Population benétigt wird, um das selbe
Maf an genetischer Drift zu verursachen (Frankham et al. 2010).

Der Populationsflaschenhals beschreibt einen starken Abfall der PopulationsgréRe bei einer
natirlichen Population, deren Anzahl an Individuen daraufhin wieder ansteigt. Die Reduktion
der effektiven Populationsgrofie und die damit verbundene genetische Drift, fihrt zum Verlust
der genetischen Vielfalt mit groBen Auswirkungen auf den Genpool der Folgegenerationen
(Graw 2020).

2.4.2.Beobachtete und erwartete Heterozygotie

Fir populationsgenetische Untersuchungen ist die Betrachtung der erwarteten und der
beobachteten Heterozygotie von groRter Bedeutung. Bei der beobachteten Heterozygotie
handelt es sich um die tatsachlich vorhandene Frequenz an heterozygoten Allelen einer

Population.

__ Anzahl von Heterozygoten an einem Locus

Ho = Anzahl an Proben
H, = beobachtete Heterozygotie
Die erwartete Heterozygotie entspricht der Heterozygotie die diese Population hatte, wenn sie
sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht befinden wiirde. Durch das Berechnen der erwarteten
Heterozygotie kann bestimmt werden, inwieweit diese Population vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht abweicht. Eine geringe beobachtete Heterozygotie spricht fir einen
gesteigerten Inzuchtgrad.

He=1-3p}

H, = erwartete Heterozygotie

p; = Allelfrequenz des i-ten Allels
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2.4.3.F-Statistik
Von Wright (1951) wurden die Parameter Fig,F;r und Fg eingefihrt, um die

Populationsstruktur anhand der Heterozygotie in Populationen zu beschreiben. Sie korrelieren
dabei wie folgt:

(Fir—Fis)
Fop = ——==
ST (-Fis)

Die Inzuchtskoeffizienten beziehen sich dabei auf die Gesamtpopulation (T), die

Subpopulationen (S) und die Individuen (I).

e Fip: Der Inzuchtskoeffizient von Individuen bezogen auf die Gesamtpopulation. Er misst
die Effekte von nichtzufélliger Paarung und genetischer Differenzierung zwischen

Subpopulationen.
Hr — Hr
Ht

Fir =

e Fs : gibt den Rickgang der Heterozygotie von einem Individuum bei nicht zufalliger
Paarung innerhalb einer Subpopulation an.

He— Hy

He

Fi:

F;s> 0 Uberschuss an Homozygoten
F;s< 0 zu wenig Homozygote im Vergleich zur der Erwartung nach dem HWG
e Fgp ist eine MessgroRe fir die genetische Differenzierung einer Subpopulation in Bezug
auf die Gesamtpopulation und ein MaR fiir die Abnahme der Heterozygotie auf Grund von

genetischer Drift.

=%
p(1-p)

p = Durchschnittliche Allelfrequenz

FST

ag = Variance in der Allelfrequenz eines Allels in der Subpopulation

Wenn alle Populationen im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht sind und damit alle die gleichen
Allelfrequenzen haben, dann sind Jﬁ und Fst null. Wenn Fst=1 dann gibt es keine
Heterozygoten mehr in der Subpopulation und damit eine vollstandige Inzucht. Meist liegen
die Werte von Fg aber unter 0,5. Ist Fst > 0,15 gilt das als Hinweis auf eine signifikante
Differenzierung zwischen Populationen (Frankham et al. 2010; Wright 1978).

Eine weitere Moglichkeit der Interpretation von Fst besteht Uber die Abnahme der
Heterozygotie der Subpopulation (Hs) in Bezug zu der Heterozygotie der

Gesamtpopulation (Hy).

Hr — Hg
Hy

For =
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2.4.4. Paarweise Populationsdifferenzierung

Bei der Paarweisen Populationsdifferenzierung besteht die Gesamtpopulation (T) nur aus den

2 betrachteten Populationen. Zwischen ihnen wird der Grad an genetischer Distanz bestimmt.

Fst (Weir and Cockerham 1984; Wright 1951)

Die erste und weit verbreitete Moglichkeit der Berechnung der genetischen Variation
zwischen zwei Populationen kann tiber den Fst-Wert von Wright bzw. Weir and Cockerham
1984) geschehen. Dabei wird Fst wie folgt definiert:

0_2

—-_%
p(1-p)
Wenn Fst = 0 besitzen sie dieselben Allele, ist Fst = 1 dann haben die Subpopulation

Fsr

unterschiedliche Allele und die Populationen haben die grof3tmégliche genetische Distanz.
Gst (Nei 1973)
Um auch multiple Allele mit einzubeziehen hat Nei (1973) Gst eingefiihrt, ein Aquivalent
zu Fst. Wenn also ein Allel biallelisch ist, ist Fst = Gst.
Hy — Hg
Hy
G’st (Hedrick 2005) und Jost's D (Jost 2008)

Ein Problem bei der Berechnung von Gst ergibt sich, wenn die Mikrosatelliten sehr

Gsr =

heterozygot sind. Die Interpretation wird zunehmend komplex, da die Werte fiir Gst sehr
klein werden. Deswegen wurde von Hedrick (2005) eine standardisierte GroRe zur
Bestimmung der genetischen Differenzierung eingefihrt, G’st.

Gon = Gst(1+Hs)
ST (1-Hy)

Auch von Jost (2008) wurde ein Maf fur die Differenzierung beschreiben. Jost’'s D gibt
den Anteil der allelischen Variation zwischen zwei Populationen aus.

Hr—H n
D=5,
1-Hg n-1

n = Anzahl an Subpopulationen
Bei vollstandiger genetischer Differenzierung sind sowohl G’st also auch Jost’'s D = 1. Bei

fehlender Differenzierung zwischen zwei Populationen sind beide Werte = 0.
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2.4.5.Isolation by Distance und Manteltest

Die genetische Differenzierung (Fst) zwischen zwei Subpopulationen nimmt mit steigender
geographischen Distanz zu (Wright 1951). Erklart wird dieses Phanomen dadurch, dass
geographisch nah beieinander liegende Populationen mehr Migranten austauschen als weiter
entfernte (Stephan and Hoérger 2019). Der Manteltest hilft die Auswirkungen von
geographischer Distanz auf die Populationsstruktur zu schéatzen. Dafiir werden die
genetischen Distanzen Uber Fst-Werte bestimmt und eine Korrelation mit der geographischen
Distanz zwischen zwei Populationen gesucht. Um eine genauere und auch visuell
ansprechendere Beschreibung der raumlichen Muster zu liefern sollte noch eine Mantel-
Korrelogramm-Analyse folgen (Diniz-Filho et al. 2013). Hier werden die geographischen
Distanzen in ordinale Distanzklassen eingeteilt und gegen die Mantel-
Korrelationskoeffizienten (ry,) aufgetragen. Ein negativer Zusammenhang weist darauf hin,
dass die Populationen, die in einer bestimmten Entfernung zueinander liegen tendenziell
unahnlicher sind (Diniz-Filho et al. 2013).

2.5. Analyse der Populationsstruktur — Bayes‘sches Clustering

Bayes‘sches Clustering wird genutzt, um die Populationsstruktur mit Hilfe von molekularen
Markern zu untersuchen. Hierbei werden die Proben anhand der Allelfrequenzen an den
untersuchten Loci zu einer vorher unbekannten Anzahl an Clustern bzw. Subpopulationen
zugeordnet. Die eigentliche Analyse erfolgt Uber einen Bayes‘schen Ansatz, bei dem eine
Markov Chain Monte Carlo (MCMC)-Schatzung genutzt wird, um die Zuordnung der Proben
zu einem Cluster zu erzielen, bei der die Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

und das Kopplungsungleichgewicht am geringsten ist (Corander et al. 2003; Latch et al. 2006).

2.6. Populationsgenetische KenngréRen bei Wildschweinen in Europa

Die Studien zur Wildschweingenetik sind sehr verschieden, wodurch der Vergleich von
Arbeiten erschwert wird. So wurden Untersuchungen mit 100 Tieren genauso wie mit Uber
1000 Tieren durchgefiihrt (Reiner et al. 2021; Tajchman et al. 2018). Auch die Anzahl an
Mikrosatelliten variiert stark. So nutzten Ferreira et al. (2009) nur 6 Mikrosatelliten wahrend
Tadano et al. (2016) 29 Marker verwendeten.

Die Anzahl an Allelen pro Locus hangt von der Anzahl untersuchter Proben ab. Eine
durchschnittliche Anzahl von 4,9 Allelen pro Locus fanden Tajchman et al. (2018) in Polen bei
100 Wildschweinen, die Uber 11 Mikrosatelliten genotypisiert wurden. Dem entgegen stehen
die durchschnittlich 19 Allele pro Locus aus der Untersuchung von Velickovi¢ et al. (2016) mit
723 Uber ganz Europa. Wird in einer Arbeit mehr als eine Region untersucht, kann auch die

Allelzahl pro Locus und Gebiet einen interessanten Vergleichswert bieten. So wurden von
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Nikolov et al. (2009) mit 10 Mikrosatelliten in 4 deutschen Gebieten durchschnittlich 4,6 Allele
pro Locus gefunden. In den 13 bulgarischen Gebieten waren es durchschnittlich 6,7 Allele pro
Locus.

Die wohl wichtigsten Vergleichsparameter sind die Heterozygotiegrade. Hier kann entweder
die Heterozygotie der einzelnen Loci oder aber der Gebiete ausgegeben und verglichen
werden. Betrachtet man die erwartete Heterozygotie der Marker in Europa, findet man Werte
von 0,469 in Ungarn, aber auch von 0,72 in Bulgarien und Portugal (Ferreira et al. 2009;
Mihalik et al. 2020; Nikolov et al. 2009). In diesen Studien lag die beobachtete Heterozygotie
bei 0,381 in Ungarn und 0,63 in Bulgarien und Portugal.
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Die benutzten Mikrosatelliten stammen aus den Empfehlungen der ISAG (International Society

of animal genetics) und wurden deshalb auch in mehreren Studien eingesetzt. Allelzahl,

beobachtete und erwartete Heterozygotie wird in Tabelle 2 verglichen.

Tabelle 2: Vergleich der Kennwerte von Mikrosatelliten

Sw936 Proben Allele He Ho Sw911l Proben Allele He Ho
Frantz et al. 2012 325 9 0,731 0,662 Frantz et al. 2012 325 6 0,57 0,594
Frantz et al. 2009 697 9 0,742 0,7 Frantz et al. 2009 696 6 0,557 0,529
Nikolov et al. 2009 289 11 0,81 0,78 Poteaux et al. 2009 488 3 0,66 0,62
(Bulgarien)
Nikolov et al. 2009 63 9 0,76 0,55 Reiner et al. 2021 1186 9 0,574 0,444
(Deutschland)
Reiner et al. 2021 1186 13 0,72 0,608
S0101 Proben Allele He Ho
S0226 Proben Allele He Ho Reiner et al. 2021 1186 9 0,793 0,728
Frantz et al. 2012 325 8 0,557 0,523
Frantz et al. 2009 697 7 0576 0,56 Sw72 Proben Allele He Ho
Poteaux et al. 2009 488 5 0,5 0,54 Griciuviene et al. 96 6 0,688 0,641
2021
Reiner et al. 2021 1186 11 0,586 0,517 Lecis et al. 2022 393 7 0,604 0,52
Nikolov et al. 2009 289 5 0,66 0,52
(Bulgarien)
S0227 Proben Allele He Ho Nikolov et al. 2009 63 3 048 0,29
(Deutschland)
Poteaux et al. 2009 488 5 048 0,48 Reiner et al. 2021 1186 10 0,378 0,304
Reiner et al. 2021 1186 11 0,478 0,373
Sw24 Proben Allele He Ho
S0026 Proben Allele He Ho Griciuviene et al. 96 10 0,684 0,646
2021
Griciuviene et al. 96 7 0,579 0,548 Lecis et al. 2022 393 14 0,752 0,605
2021
Frantz et al. 2012 235 5 0,494 0,489 Nikolov et al. 2009 289 11 0,76 0,65
(Bulgarien)
Frantz et al. 2009 697 5 0,328 0,323 Nikolov et al. 2009 63 5 058 0,53
(Deutschland)
Lecis et al. 2022 393 8 0,278 0,26 Reiner et al. 2021 1186 9 0,648 0,634
S0225 Proben Allele He Ho Sw632 Proben Allele He Ho
Reiner et al. 2021 1186 7 019 0,17 Griciuviene et al. 96 11 0,758 0,776
2021
Frantz et al. 2012 325 9 0,614 0,609
Sw240 Proben Allele He Ho Frantz et al. 2009 697 9 0,627 0,617
Frantz et al. 2012 325 7 0,687 0,649 Reiner et al. 2021 1186 11 0,645 0,574
Frantz et al. 2009 697 9 0,722 0,709
Poteaux et al. 2009 488 8 71 0,68 Swr1941 Proben Allele He Ho
Reiner et al. 2021 1186 17 0,848 0,707 Griciuviene et al. 96 10 0,741 0,749
2021
Reiner et al. 2021 1186 11 0,645 0,574
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Bei Velickovi¢ et al. (2016) wurden 723 Proben aus 21 Regionen in Europa untersucht. Die
209 gefundenen Allele verteilten sich auf 11 Mikrosatelliten. In der Population Castel Porziano
wurden mit 44 die wenigsten Allele gefunden, wahrend in den Alpen 144 Allele nachgewiesen
wurden. In eben diesen Populationen gab es auch den niedrigsten und den hdéchsten
Allelreichtum (Ar = 2,9-5,5). Dieser belief sich auf durchschnittlich 4,56. Zu einem geringeren
Ergebnis von Ar = 3,85 gelangten Scandura et al. (2008) in einer Studie mit 252 Wildschweinen
aus 15 europaischen Regionen. Die beobachtete Heterozygotie lag bei Velickovic et al. (2016)
zwischen 0,44-0,74 (durchschnittlich 0,661), die erwartete Heterozygotie bei 0,46-0,79
(durchschnittlich 0,712). Bei Scandura et al. (2008) lagen die beobachtete und die erwartete
Heterozygotie bei durchschnittlich 0,57 bzw. 0,633. Der Inzuchtskoeffizient Fis, der die Inzucht
innerhalb von Subpopulationen bestimmt nimmt negative Werte an, wenn es einen
Heterozygotenliberschuss gibt und positive Werte bei einem Homozygoteniiberschuss. Fir
Wildschweine aus Portugal lag der Wert bei 0,056 (Ferreira et al. 2009). Fir Wildschweine aus
Bulgarien und Deutschland aus der Arbeit von Nikolov et al. (2009) lagen die Fis-Werte bei
0,0626 bzw. 0,1612.

Besonders hervorzuheben ist an dieser Stelle die Arbeit von Reiner et al. (2021) mit 1186
Proben aus Rheinland-Pfalz. 11 von 12 Mikrosatelliten stimmten mit denen der vorliegenden
Arbeit Gberein und auch die restlichen Methoden waren identisch oder wurden nur minimal
verandert, sodass sich eine hohe Vergleichbarkeit der Studien ergibt. Hier wurden insgesamt
126 Allele in 22 Jagdrevieren gefunden mit 6 bis 17 Allelen pro Locus. Auf Gebietsebene
ergaben sich 5,11 Allele pro Locus und Gebiet. Die erwartete Heterozygotie an den
unterschiedlichen Loci lag zwischen 0,19 und 0,793 (He=0,553). Die beobachtete
Heterozygotie bei durchschnittlich 0,476. Die Probenzahlen pro Gebiet variierten zwischen 19
und 122 mit durchschnittlich circa 54 Proben pro Gebiet. Der sich daraus ergebende
Allelreichtum lag bei 4,06 (3,57-4,88). Die erwartete Heterozygotie der Gebiete belief sich auf
0,52 (0,46-0,56) und die beobachtete Heterozygotie auf 0,47 (0,4-0.57). Der durchschnittliche
Wert fir Fis (-0,013 — 0,162) lag bei 0,082.
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3. Material und Methoden
3.1. Materialien

3.1.1.Geréate

e Vortexer: Genie 2; Scientific Industries Inc.; Bohemia (New York)

e Zentrifuge: Biofuge fresco; Hereaus Holding GmbH; Hanau

e Qubit™ Flex Fluorometer, ThermoFisher Scientific; Waltham, USA

e PCR-Thermocycler: T-Personal; Biometra; Géttingen

e Wasserbad: WB14; Firma Memmert GmbH; Schwarbach

o Kappilarsequenzierer: Abi Prism 310 Genetic Analyzer; Applied Biosystems, Foster
City, (Kalifornien)

o Pipetten: Biohit Deutschland GmbH; Kdln

¢ Pipettenspitzen: VWR International GmbH; Darmstadt

e Rektionsgefale (1,5 ml; 2 ml): Virus RNA Kit; Analytik Jena; Jena

o Reaktionsgefale (0,5 ml; 0,2 ml): Roth; Karlsruhe

3.1.2.Chemikalien und Puffer

e Lysis-Solution Puffer: Virus RNA Kit; Analytik Jena; Jena

¢ Binding-Solution Puffer: Virus RNA Kit; Analytik Jena; Jena

e Washing-Solutions HS-Puffer: Virus RNA Kit; Analytik Jena; Jena
e Washing-Solutions LS-Puffer: Virus RNA Kit; Analytik Jena; Jena
o RNase freies Wasser: Virus RNA Kit; Analytik Jena; Jena

¢ Proteinase K; Quiagen; Hilden

e Formamid: Applied Biosystems

e Primer: Metabion international AG; Planegg/ Steinkirchen

e Qiagen Multiplex PCR-Kit; Quiagen; Hilden;

e Langenstandard: Orange 500 DNA Size Standard; McLab; San Francisco; USA
e 2x Abs. Blue Q- PCR Rox Mix: Quiagen; Hilden

e Q-PCR Primer: Quiagen; Hilden

e Cervus S: Quiagen; Hilden

e Ethanol 98%: Roth; Karlsruhe

e Formamid deionisiert: Roth; Karlsruhe

e Gelber Farbstoff: Atto550; Atto-Tec; Siegen

o Blauer Farbstoff: 6-FAM-phosphoramidit; Biomers; Ulm
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e Griner Farbstoff: Hexachloro-Fluoresceine; Biomers; Ulm
e TE-Puffer pH 8,0
=  100mM TrisHCI; Roth; Karlsruhe
= 10mM EDTA; Roth
e 3730 Running Buffer (10x): Applied Biosystems; Foster City; USA

e Reinstwasser, Roth; Karlsruhe

3.2. Untersuchungsgebiet

Das untersuchte Gebiet im Osten von Deutschland erstreckt sich tiber 100.000 km? (350 km
Nord-Sid-Ausdehnung, 330 km Ost-West-Ausdehnung). Es umfasst die Bundeslander
Brandenburg, Mecklenburg-Vorpommern, Sachsen und Sachsen-Anhalt. Die lokalen
Gegebenheiten unterscheiden sich stark. Im Norden befindet sich das Norddeutsche
Flachland mit einer eiszeitlich gepragten Tiefebene, die sich bis zur Leipziger Tieflandbucht
erstreckt. Bis auf den Ballungsraum Berlin ist das Gebiet dinn besiedelt mit einer
Bevdlkerungsdichte von 69 Einwohnern/km? in Mecklenburg-Vorpommern bzw. 86
Einwohnern/km?in Brandenburg. GroRe Wasserflachen, wie die Mecklenburgische Seenplatte
wechseln sich mit Waldern und intensiv landwirtschaftlich genutzten Flachen ab, die in
Mecklenburg fast zwei Drittel der Flache ausmachen. Im Stden schlielt sich das Mittelgebirge
mit der Sachsischen Schweiz und dem Erzgebirge an. Der Fichtelberg mit seinen 1214 Metern
ist die hochste Erhebung. Im Mittelgebirge sind auch weitere Ballungsrdume wie Leipzig,
Dresden oder Chemnitz zu finden. Die Bevdlkerungsdichte ist hier deutlich héher (219
Einwohner/km?). 48,5% der Flache wird landwirtschaftlich genutzt. Der Wald erstreckt sich auf
28 %, Wasser auf 3 %, die Siedlungs- und Verkehrsinfrastruktur auf 11,5% der Flache.

Die Walder in Mecklenburg und Brandenburg bestehen wegen des sandigen Bodens haufig
aus einem Kiefern-Eichen-Wald. Der Anteil an Laubbdumen nimmt von Nord nach Sud ab,
sodass in Sachsen 80 % der Walder Nadelwalder sind. Weit verbreitet sind aulerdem
Buchenwalder (Fagus sp.). Die Bewohner dieses Waldes sind das Wildschwein (Sus scrofa),
der Wolf (Canis lupus), der Rothirsch (Cervus elaphus), das Reh (Capreolus capreolus), der
Rotfuchs (Vulpes vulpes) und der Dachs (Meles meles). Beste Lebensbedingungen bieten
ihnen dabei die vielen verschiedenen Nationalparks, Biospharen Reservate und Naturparks
Ostdeutschland.
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Abbildung 6: Untersuchungsgebiet mit wichtigen geografischen Besonderheiten und
geschiitzten Naturrdumen; GroBe Stadte (rot): B= Berlin, HH= Hamburg, L=Leipzig, D=
Dresden, C= Chemnitz;, Nationalparks (gelb): Miiritz (1), Unteres Odertal (2), Séchsische
Schweiz (3), Harz (4), Hainich (5); Biosphdren Reservate (pink): Schaalsee (6),
Flusslandschaft Elbe (7), Mittelelbe (8), Drawehn (9), Karstlandschaft Siidharz (10), Thiiringer
Wald (11), Rhén (12), Schorfheide (13), Spreewald (14), Oberlausitz (15); Nature Parks (griin):
Holsteinische Schweiz (16), Lauenburgische Seen (17), Lineburger Heide (18), Elbhéhen
Wendland (19), Sternberger Seenlandschaft (20), Nossentiner/Schwinzer Heide (21),
Mecklenburgische Schweiz (22), Flusslandschaft Peenetal (23), Stettiner Haff (24), Feldberger
Seenlandschaft (25), Uckermark (26), Barnim (27), Mérkische Schweiz (28), Westhavelland
(29), Hoher Fléaming (30), Nuthe/Nieplitz (31), Dahme/Heideseen (32), Schlaubetal (33),
Niederlausitzer Landriicken(34), Niederlausitzer Heidelandschaft (35), Zittauer Gebirge (36),
Erzgebirge (37), EIm/Lappwald (38), Harz (39), Kyffhduser (40), Unteres Saaletal(41), Saale-
Unstrut-Triasland (42), Jiibener Heide (43), Hainich (44), Thiiringer Wald (45), Frankenwald
(46), Kniill (47); orangene Linien: Bundesautobahnen; blaue Linien: Fliisse; graue Linien:
Bundeslédndergrenzen.
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Die Elbe durchflieRt als grofdter Fluss fast das gesamte Untersuchungsgebiet von Dresden im
Sliden Uber Magdeburg in Richtung Hamburg und wird in weiten Teilen von einer gro3en
Auenwaldlandschaft umgeben, die als UNESCO Biospharen Reservat ausgezeichnet ist. Zu
Polen hin begrenzen Oder und NeilRe sowohl das Untersuchungs- als auch das deutsche
Staatsgebiet (Abb. 6).

Das Gebiet wird von diversen Autobahnen durchzogen, die hautsachlich von Berlin aus in alle
Richtungen abgehen (Abb. 7). Nach Westen fiihrt die A2. In die Gegenrichtung nach Osten
zur polnischen Grenze verlauft die A12. Den Norden bedienen die A11 im Osten und die A24
im Westen. In den Siidosten des Gebietes verlauft die A13, in den Stdwesten die A9. Von
diesen Autobahnen zweigen immer wieder zusatzliche Querverbindungen ab. In grofen Teilen
sind diese Autobahnen nicht eingezaunt.

Das gemaRigte Klima, am Ubergang zwischen dem maritimen Klima im Westen und dem
kontinentalen Klima im Osten, ist gekennzeichnet durch ganzjahrige Niederschlage und
Temperaturen von um die 0°C im Januar bis ca. 20°C im Juli. In Mecklenburg-Vorpommern ist
das Klima etwas trockener und kihler mit einer Jahresdurchschnittstemperatur von 13°C.
Brandenburg ist mit durchschnittlich 14°C eine der warmeren Regionen in Deutschland, kann
im Winter aber auch kihler sein. Im Siden ist es dagegen eher kalt und nass mit

Durchschnittstemperaturen von 13°C in Sachsen.
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3.3. Probenmaterial und Herkunft

Die insgesamt 1262 Proben stammten von Wildschweinen aus den ostdeutschen
Bundeslandern und wurden im Rahmen der ASP- Bekdmpfung oder bei der Gesellschaftsjagd
zwischen 2020 und Mai 2022 entnommen.

Bei allen positiv auf ASP getesteten Proben wurde am Friedrich-Loffler-Institut im Rahmen der
Virusdiagnostik die DNA extrahiert und dann fiir die vorliegende Arbeit zur Verfigung gestellt.
Alle ASP-positiven Proben stammten aus dem Jahr 2021.

Die ASP-negativen Proben kamen von den Untersuchungsédmtern der Bundesléander, der
Bundeswehr oder dem Fundus des FLI. Die genaue Zahl und das Material der Proben der

Tabelle 4 zu entnehmen.

Tabelle 4: Probenherkunft

Herkunft Anzahl der Probenmaterial
Proben

FLI-Virusdiagnostik 405 Extrahierte DNA

FLI-Fundus 176 Wildschweinpuirzel

Landesuntersuchungsamter 409 Blut

Bundeswehr 282 Blut
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Abbildung 7: Karte der untersuchten Populationen (griine Umrandung) mit
Autobahnnummern (blaue Sechsecke), Biosphédren Reservaten (pink), Nationalparks (gelb)
und Naturparks (griin), Gro3stéadten (rot)

Fir die Untersuchung wurden die Proben in 31 Gebiete (Tab. 5) unterteilt. Dabei erfolgte die
Einteilung nach mdglichen Barrieren, wie Autobahnen, Flissen oder Siedlungen, die die
Gebiete voneinander abgrenzten, sodass diese als potenzielle Barriere zu untersuchen waren
(Abb. 7). Mit durchschnittlich 48 Tieren pro Gebiet, waren genligend Tiere fiir eine genetische
Analyse vorhanden (Reiner et al. 2019). ASP-positive Tiere kamen in 9 Gebieten vor, wobei
in den Populationen aus Ludwigslust (LUPN/LUPS) sowohl ASP-positive wie ASP-negative
Proben in einer Population zusammengefasst wurden. Die teils geringen Populationsgréen
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kamen durch die Einteilung nach Barrieren und nach dem ASP-Status zustande, wodurch an

manchen Stellen nicht genug Proben zur Verfligung gestellt werden konnten.

Tabelle 5: Populationen

Population Nr. Kiirzel ASP Breitengrad Léngengrad Proben
Bergen, Liineburger Heide, NI 10 BER 0 N 52°48"22,824' E 9°52'46,86" 57
Hubertushof, Waren, MVP 30 WRN 0 N 53°37"10,56' E 12°40'57,36" 51
Neustrelitz, MVP 40 Nz 0 N 53°22"32,656' E 13°52'52,278" 18
Uckermark, BB 50 UM 0 N 53°7"22,4837" E 13°29'43,413" 28
Jégerbriick, Riickland, MVP 60 JB 0 N 53°34"45,397' E 14°44'41,053" 181
Mérkisch Oderland, BB 90 MOL 0 N 52°35"51,499' E 14°6'45,2854" 14
Markisch Oderland, BB (ASP- 91 MOL+ 1 N 52°35"13,272' E 14°25'35,6597" 28
\F/)\‘/Jiftlg:wlz)erg, Fléming, BB 100 WB 0 N 51°42"18,4886" E 13°51'38,8387" 61
Storkow, Dahme-Heideseen, BB 110 STO 0 N 52°14"20,8258' E 13°56'47,3508" 52
Leipzig, SN 150 L 0 N 51°18"8,1972' E 12°46'41,3976" 10
Oder-Spreewald, BB 161 LOS 1 N 52°54"38,439' E 14°27'54,4569" 120
Oberspreewald, Lausitz, BB 170  OSL 0 N 51°44"19,879' E 14°10'30,7714" 28
MeiRRen, SN 190 MEI 0 N 51°16"9,3725' E 13°32'57,4985" 66
Chemnitz, SN 200 C 0 N 50°50"23,1864' E 13°7'54,696" 10
Ludwigslust, MVP, nérdlich A24 202 LUPN 0 N 53°28"16,3386" E 11°50'20,6430" 14
Ludwigslust, MVP, siidlich A24 203 LUPS 0 N 53°16"33,9555' E 11°42'45,144" 8
Dresden, SN 210 DD 0 N 51°39"562,7914' E 13°50'35,7951" 28
Bautzen, SN 220 Bz 0 N 51°17"11,4456" E 14°15'22,56" 60
Oberlausitz, SN 230 OBL 0 N 51°28"35,884' E 14°33'47,4872" 56
Spree-Neille, Gorlitz, SN 241 SPN 1 N 51°35"55,0848' E 14°40'59,5488" 50
Sachsische Schweiz, SN 250 SSO 0 N 50°53"11,0034' E 14°22'58,54" 61
Gorlitz, Oberlausitz; SN 260 GR 0 N 51°9"25,6886' E 14°45'47,0751" 14
Gorlitz, Oberlausitz, SN (ASP- 261 GR+ 1 N 51°19"56,721' E 14°49'50,883" 96
&C;Slllg\;)n der Saale, ST 280 HAL 0 N 51°28"39,559' E 11°55'25,4806" 13
Stendal, ST 290 SDL 0 N 52°44"7,3972' E 11°45'50,4327" 11
Barnim, BB, westlich A11 805 BARW 0 N 52°47"27,028' E 13°19'12,722" 18
Barnim, BB, 6stlich A11 814 BARO 1 N 52°54"22,617" E 14°58'52,23" 4
Frankfurt Oder, BB 1412 FF 1 N 52°21"33,2719' E 14°28'59,961" 64
Oder/Spree, Spreewald, BB 1413 OS 1 N 52°17"31,349' E 14°24'25,1743" 21
Magdeburg, ST, nordlich A2 2702 MDN 0 N 52°16"41,373' E 11°45'39,291" 12
Magdeburg, ST, stidlich A2 2703 MDS 0 N 52°7"39,945' E 11°57'48,6" 8

BB: Brandenburg, MVP: Mecklenburg-Vorpommern, NI: Niedersachsen; SN: Sachsen, ST: Sachsen-

Anhalt
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3.4. Methoden
3.4.1.DNA-Isolation

Aus den Blutproben der Landesuntersuchungsamter und der Bundeswehr wurde mit Hilfe des
INSTANT Virus RNA Kit von Analytik Jena die DNA extrahiert. Dazu wurden 450 pl Lysispuffer
zusammen mit 150 pl der Probe in 2 ml Eppendorfcups gegeben und 3 - 4x fiir 10 Sekunden
gevortext. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten wurde 600 pl Bindingsolution
hinzugefliigt. Auch nach dieser Zugabe wurde das Probengemisch kurz gevortext und
abzentrifugiert. Im Anschluss wurden die Zentrifugationssaulen in die Receiver-Tubes
eingesetzt und die ersten 650 pl der Probenldésung wurden hinein pipettiert. Die Receiver-
Tubes wurden mit 12.000 rpm fir eine Minute zentrifugiert. Fir die Zugabe der restlichen
Probelésung wurden die Zentrifugationssaulen in neue Receiver-Tubes Uberfiihrt und dann
ebenfalls fir 1 Minute bei 12.000 rpm abzentrifugiert. Nach dem erneuten Umsetzen der
Zentrifugationssaulen in neue Receiver-Tubes wurden 500 pl der HS Washingsolution
hinzugefigt und alles bei 12.000 rpm fiir 1 Minute zentrifugiert. Die Zugabe der LS
Washingsolution und die anschlieRende Zentrifugation (1 Minute bei 12.000 rpm) erfolgte
wiederum in neuen Receiver-Tubes. Um auch die letzten Reste der Washingsolution zu I6sen,
wurden die Zentrifugationssdulen im letzten Schritt des Waschungsprozesses in leeren
Receiver-Tubes flr zwei Minuten bei 14.000 rpm zentrifugiert. Zur Elution der DNA wurden die
Zentrifugationssaulen in Elution-Tubes umgesetzt und 60 pl RNAse-freies Wasser
hinzugefligt. Nach einer dreiminitigen Inkubation erfolgte die Zentrifugation bei 8.000 rpm fiir
2 Minuten. Nun konnte die so gewonnene DNA in den Elution-Tubes entweder direkt

weiterverwendet oder bei -20 °C gelagert werden.

3.4.2.Messung der DNA-Konzentration

Die Messung der DNA-Konzentration wurde mit Hilfe des QubitFlex Fluorometer (Thermo
Fisher Scientific) und des dsDNA Br Kit durchgefiihrt. Zuerst wurden die bendtigte Menge
Puffer mit dem Farbstoff vermischt. In die Stripes wurden nun 3 pl der Probe mit 197 pl des
Puffer-Farbstoff-Gemischs pipettiert. Nach 2 Minuten Inkubation erfolgte die Messung. Um
eine hohe Genauigkeit zu erreichen, wurde nach 100 Proben immer eine neue Kalibrierung
durchgefuhrt. Bei Proben mit einer Konzentration von tber 5 ng/ul wurden diese mit RNAse-

freiem Wasser auf 5 ng/pl verdiinnt.
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3.4.3.Mikrosatelliten-Primer

Fir die Untersuchungen wurden insgesamt 14 Mikrosatelliten benutzt, die zuvor schon
erfolgreich bei der Arbeit von Reiner et al. (2021) eingesetzt wurden, um eine bessere
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu erzielen. Sie wurden auferdem von der ISAG
(International Society of Animal Genetics) fiir die Genotypisierung bei Schweinen empfohlen.
Die urspriinglich fiir Hausschweine entwickelten Mikrosatelliten lassen sich ohne Probleme fiir
die Wildformen der Spezies Sus scrofa einsetzen. Aus der NCBI (National Center for
Biotechnology Information) Datenbank wurden die Primersequenzen entnommen, die in
Tabelle 6 aufgefiihrt sind. Die verwendeten Primer wurden von der Firma Biomers.net GmbH,
Ulm, synthetisiert.

Zu unterscheiden sind die Mikrosatelliten anhand ihrer AllelgroRe und der Farbe, mit der sie
markiert wurden, die wahrend der Kapillarelektrophorese detektiert wird. Hier wurden die
Farben Gelb (Y), Griin (G) und Blau (B) benutzt.
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Tabelle 6: Liste der verwendeten Mikrosatelliten-Primer

Multi- Chromo- 5'- AllelgréRe
plex Marker  Farbe som label Primersequence (5°-3°)  Min. Max. Literatur
Rohrer et al.
1 SW9I36F B 15 FAM tctggagctagcataagtgce 90 123 1994
SW9I36R B gtgcaagtacacatgcaggg
Ellegren et al.
S0155F B 1 FAM tgttctetgtttctectctgtttg 134 175 1994a
S0155R B aaagtggaaagagtcaatggctat
Robic et al.
S0226F B 2 FAM aaagcacttttaactttcatgatactcc 176 218 1994
S0226R B ggttaaacttttnccccaataca
Robic et al.
S0227F B 4 FAM  gatccatttataattttagcacaaag 219 270 1994
S0227R B atggtgtgatgctatgtcaagc
Robic et al.
S0026F G 16 HEX aaccttcccttcccaatcac 87 141 1994
S0026R G catatattcacagactgctttttactcc
Robic et al.
S0225F G 8 HEX gctaatgccagagaaatgcag 142 217 1994
S0225R G caggtggaaagaatggaatga
Atto5 Rohrer et al.
SW240F Y 2 50 agaaattagtgcctcaaattgg 80 135 1994
SW240R Y aaaccattaagtccctagcaaa
Rohrer et al.
2 SWOI51F B 10 FAM tttcacaactctggcaccag 100 143 1994
SW951R B gatcgtgcccaaatggac
Rohrer et al.
SW9I11F B 9 FAM ctcagttctttgggactgaacc 144 187 1994
SW911R B catctgtgg gcc
Ellegren et al.
S0101F B 7 FAM gaatgcaaagagttcagtgtagg 188 230 1994b
S0101R B tcectcacacttaccgecag
Rohrer et al.
SW72F G 3 HEX atcagaacagtgcgccgt 70 130 1994
SW72R G ctttgaaaatggggtgtttcc
Atto5 Rohrer et al.
SW24F Y 17 50 ctttgggtggagtgtgtgc 90 140 1994
SW24R Y gatccaaatgctgcaage
Atto5 Rohrer et al.
SW632F Y 7 50 tgggttgaaagatttcccaa 141 197 1994
SW632R Y ggagtcagtactttggcttga
Atto5 Alexander et al.
Swr1941F Y 13 50 agaaagcaatttgatttgcataatc 198 270 1996
Swr1941R Y acaaggacctactgtatagcacagg
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3.4.4. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden die Mikrosatelliten aus der extrahierten
DNA amplifiziert. Die 14 Mikrosatelliten von Biomers (Deutschland) wurden in 2 Multiplex-
PCRs mit jeweils 7 Markern zusammengefasst. Neben den Proben lief bei jeder PCR und der
anschlieBenden Sequenzierung auch eine Standardprobe mit. Diese DNA-Probe eines
Wildschweins diente der Erkennung von Fehlern im Analyseverfahren und half bei der
Auswertung die Vergleichbarkeit der Laufe zu garantieren.

Fir die PCR wurden im ersten Schritt die Primer-Mixe der PCR angesetzt. Dazu wurden
jeweils die Forward- und Reverse-Primer des jeweiligen Mikrosatelliten zusammengegeben
und TE-Puffer hinzugefiigt, sodass der Primer-Mix eine Konzentration von 20 uyM hatte (10 uM
je Primer). Mit Hilfe eines Photometers und dem Lambert-Beer'schen Gesetztes wurden dafiir

Uber die Extinktion bei 260nm die einzelnen Konzentrationen der Primer berechnet.

Lambert-Beer'sches Gesetz: E=e*c*d

E = Extinktion bei 260nm
e = Extinktionskoeffizient
= (15200* Base A) + (7050*Base C) + (12010*Base G) * (8400*Base T/U)
c = Konzentration
d = Schichtdicke = 1cm

VF = Verdiinnungsfaktor = 80
Auflésen nach Konzentration ¢ = %
E
e+d

Mit BerUcksichtigung des Verdiinnungsfaktors ¢ = * VF

Jeweils 20 pl der Primer-Mixe der 7 Marker wurde zu 260 pl destilliertem Wasser und 500 pl
Master-Mix (QIAGEN Multiplex PCR Master Mix) gegeben. Dieser Master-Mix enthalt die
DNA-Polymerase sowie die benétigten Nukleotide. Die PCR wurde mit 10 pl-Ansatzen
durchgefiihrt. Dazu wurden 1 pl DNA pro Probe mit 9 ul der Primer-Mastermix-Lésung
vermischt.

Im PCR-Cycler wurde der PCR-Ansatz zur Aktivierung der Polymerase fir 15 Minuten bei
95°C inkubiert. Im Anschluss startete der erste PCR-Zyklus. Bei 95 °C erfolgte die
Denaturierung in 30 Sekunden. Die beiden DNA-Strange wurden voneinander getrennt. Beim
Primer-Anneling wurde der PCR-Ansatz fiir 90 Sekunden auf 57 °C (bzw. 60 °C bei Multiplex
2) abgekiihlt. Hierbei binden ein Forward und ein Reverse Primer an jeweils einem Strang der
DNA. Wahrend der Elongation wurde die DNA-Polymerase aktiv und synthetisierte den
komplementaren Strang durch Einbau komplementarer Nukleotide. Dieser Schritt dauerte 30

Sekunden und fand bei 72 °C statt. Je nach zuvor gemessener DNA-Menge wurden diese
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Schritte 25- oder 30-mal wiederholt, um genliigend Mikrosatelliten-Templates flr die
Kapillarelektrophorese zu erhalten. Das Produkt wurde nun fiir 30 Minuten bei 60 °C inkubiert
und anschlieRend auf 4 °C abgekuhlt, sodass es direkt weiterverwendet oder eingefroren
werden konnte.

3.4.5.Kapillarsequenzierung

Um die Fragmentlangen der PCR-Produkte zu bestimmen, musste der DNA-Doppelstrang vor
der Elektrophorese erst in Einzelstrange aufgetrennt werden.1 ul der Probe wurde dafir mit
12 pl Hi-Di-Formamide (ThermoFisher Scientific, Deutschland) und 0,375 pl DNA-Standard
500 Orange (Nimagen, Niederlande) versetzt und in einem Wasserbad bei 95 °C fiir 3 Minuten
erhitzt, bevor das Gemisch in einem Eisbad heruntergekihlt wurde.

Bei der Kapillarelektrophorese mit dem ABI PRISM 310 Kapillarsequenzer wurden durch
Anlegen einer Spannung die PCR-Produkte ihrer GroRe nach aufgetrennt. Ein Laser detektiert
dabei die Quantitat der farblich markierten Fragmente. Auf der Abbildung 8 ist ein Ergebnis
der Sequenzierung zu sehen. Von links nach rechts werden die detektierten Fragmente immer
grofRer. Je hoher ein Peak, umso mehr Fragmente konnten festgestellt werden. Die
Mikrosatelliten Primer wurden mit den Farben Blau, Griin und Gelb markiert. Die Linie fur die
Gelb markierten Fragmente ist hier Schwarz dargestellt. Die roten und orangenen Linien sind
GroRenstandards.
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Abbildung 8: Ergebnisse des Kapillarsequenzers vor der Auswertung mit dem Peak Scanner
(Rohdaten)
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3.5. Auswertung

3.5.1.Peak Scanner Software

Die Daten aus der Kapillarelektrophorese wurden in die Peak Scanner Software 2.0
(ThermoFisher Scientific, Deutschland) eingelesen und grafisch dargestellt (Abb. 9). Mit Hilfe
dieser Software konnten anhand des GroRenstandards die Allelgréen der Marker in einer
Probe bestimmt und anschlieRend in Tabellenform gebracht werden. Kommt nur ein einzelner
groRer Peak im GroRenbereich des Mikrosatelliten vor, ist dieser Mikrosatellit fur diese Probe

homozygot, finden sich zwei Peaks ist er heterozygot.
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Abbildung 9: Auswertung der Peaks im Peak Scanner am Beispiel der Probe G6r-2704 mit
dem Mikrosatelliten aus der Multiplex PCR 2

3.5.2.Populationsgenetische Auswertung mit der R-Software

Die Tabellen, die mit der PeakScanner Software erstellt wurden, wurden mit der statistischen
Software R Version 4.1.2 (R Core Team, 2022) weiter ausgewertet (Tab. 7). Alle dazu
notwendigen R-Pakete wurden von Herrn Prof. Dr. H. Willems aus unserer Arbeitsgruppe in
einfach zu bedienende R-Skripte eingebettet. Die R-Skripte wurden in eine Pipeline integriert,
die es erlaubte, alle folgenden populationsgenetischen Analysen nacheinander abzuarbeiten.
Auch die Ergebnisse des Bayes’schen Clusterings konnten mit diesen Skripten aufgearbeitet
und benutzerfreundlich dargestellt werden.

Mit dem R-Paket PopGenReport version 3.0.4. (Adamack and Gruber 2014; Gruber and
Adamack 2015) wurde Uber die Funktion null.all die Nullallelfrequenz berechnet. Da die

Frequenz fehlender Allele <5% war, wurde die Nullallelfrequenz mit der Methode nach
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Brookfield (1996) bestimmt. Mit 1000 Bootstraps wurde das 95%-Konfidenzintervalls (CI)
berechnet. Signifikant sind die Nullallelhaufigkeiten nur wenn dieses Konfidenzintervall die 0
nicht miteinschlief3t. Mit dem gleichen R-Paket wurde auch der Allelreichtum der Populationen
berechnet. Die Berechnungen beruhen auf den Methoden von El Mousadik and Petit (1996).
Auf das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht wurde mit der Funktion hw.test im R-Paket pegas
Version 0.12 (Paradis 2010) getestet. Verwendet wurde hier die Version nach Guo and
Thompson 1992) mit einem exakten Test basierend auf Monte-Carlo-Permutationen (n=1000)
von Allelen. Mit dem Paket poppr Version 2.8.3 (Kamvar et al. 2014; Kamvar et al. 2015)
wurden private Allele und die Evenness der Maker bestimmt. Mit der Funktion divBasic aus
dem R-Paket diveRsity Version 1.9.90 (Keenan et al. 2013) konnten die
Populationsgenetischem Parameter bestimmt werden (Anzahl der Allele/Jagdgebiet,
Prozentsatz der Allele/Locus/Population, mittlere Anzahl der Allele, Allelreichtum, effektive
Anzahl der Allele, beobachtete Heterozygotie, erwartete Heterozygotie, Inzuchtkoeffizient
(Fis). Fur den Inzuchtskoeffizienten Fis wurde auch das 95%-Konfidenzintervall ausgegeben,
das nach 1000 Bootsstraps ermittelt wurde. Mit diesem R-Paket und der Funktion diffCalc
konnte zusatzlich noch die paarweise Populationsdifferenzierung berechnet werden (Fst nach
Weir and Cockerham (1984), Gst nach Nei (1973), G’st nach Hedrick (2005), D nach Jost
2008)), sowie die Informativeness of ancestry nach Rosenberg et al. (2003) mit der Funktion
inCalc. Der Manteltest und die Mantel-Korrelogramm-Analyse wurden mit der Funktion mantel
bzw. mantel.correlog aus dem R-Paket vegan Version 2.5.7 (Oksanen et al. 2020)
durchgefihrt.

3.5.3.Untersuchung der genetischen Populationsstruktur (Bayes‘sches

Clustering)
Zur Untersuchung der genetischen Populationsstruktur wurden verschiedene Methoden
herangezogen, die auf dem Bayes'schen Clustering beruhen. Mit STRUCTURE, TESS und
BAPS wurden eine nicht-raumliche und zwei raumliche Methoden gewahit. In R wurden die
Ergebnisse des Clusterings in Tabellenform gebracht. Zu besseren Ubersichtlichkeit und
Vergleichbarkeit wurde die Zuordnungswahrscheinlichkeit der Individuen zu den Clustern Giber
die Population gemittelt und mit Kreisdiagrammen grafisch dargestellt. Jeder Kreissektor stellt

dabei den prozentualen Anteil eines Clusters in der Population dar.

STRUCTURE
STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al. 2000) ist eine nicht raumliche Model-based-
Clusteringmethode. Die Simulationen wurden nach einem Burn-in von 100.000 mit 200.000

Markov Chain Monte Carlo lterationen durchgefiihrt. Die Anzahl an Clustern (k) wurde auf 1
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bis 10 gesetzt und fir jedes K wurden 10 Laufe durchgefiihrt. Die optimale Anzahl an Clustern
wurde in R mit der Methode von Evanno et al. (2005) bestimmt. Fir jedes so gewonnene
Cluster wurde hierarchisch wieder eine solche Simulation durchgefihrt, bis keine weitere

Unterteilung der Cluster mehr zustande kam.

Tess

Die Software TESS 2.3.1 (Chen et al. 2007; Durand et al. 2009; Francois et al. 2006) bewertet
die Populationsstruktur anhand von Multilocusgenotypen die an unterschiedlichen
geographischen Orten gefunden wurden, ohne dabei festgelegte Populationen
miteinzubeziehen. Sie benutzt ein statistisches Modell, das bericksichtigt, dass raumlich
aufeinander folgende Populationen mit héherer Wahrscheinlichkeit dem gleichen Cluster
zugeordnet werden kénnen, als Individuen die weiter entfernt vorkommen. Gearbeitet wird hier
mit dem MCMC-Algorithmus und der Voronoi Tessellation (mathematische Parkettierung).
Durchgefiithrt wurde die Analyse im ersten Durchlauf mit relaxierten Bedingungen (1200
sweeps und einem Burn-in von 200 sweeps, maximale Anzahl der Cluster (k) = 10 und 10
Laufe pro K). So wurde die Anzahl der Cluster anhand des DIC-Wertes (Deviance Information
Critirion Value) bestimmt. Mit dem Wert fur K lief dann die eigentliche Zuordnung der Proben

zu den Clustern mit 50.000 sweeps nach einem burn-in von 10.000 sweeps.

BAPS

Wie auch die TESS Software schliet auch BAPS 6 (Corander et al. 2003; 2008) die
geographische Herkunft der Proben in die Berechnungen mit ein. Die Analyse erfolgte mit der
,special clustering of individuals“ Option. Im ersten Schritt erfolgte hier eine Schatzung der
zugrunde liegenden Anzahl an Populationen mit Hilfe einer Genetic-Mixture-Analysis anhand
von Allelfrequenzen der Mikrosatelliten und der geographischen Herkunft der Proben. Das ist
wichtig, weil die anschlieBende Admixture-Analyse, die Admixture Ereignisse bei den zuvor
gefundenen Populationen sucht und dann die Proben entsprechend den Populationen
zuordnet. Hier wurde sowohl von einem Monte-Carlo-Algorithmus Gebrauch gemacht also

auch von einem stochastischem Optimierungs-Algorithmus (Frangois and Durand 2010).

3.5.4.Genetische Distanzen

Um den Grad der genetischen Distanzen zwischen den Populationen zu zeigen, wurde mit
Hilfe einer binaren logistischen Regression gearbeitet. Grundlage dafiir bildeten die
Zuordnungswahrscheinlichkeiten der Individuen zu den Clustern aus dem Bayes'schen
Clustering. Das Nagelkerke-BestimmtheitsmalR (R?), hier prozentual ausgedriickt (R%) wurde

als Maleinheit gewahlt. Bei R®% = 0 % gibt es keinen Unterschied zwischen beiden
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Populationen und es findet genetischer Austausch zwischen den betrachteten Gruppen statt.
Gibt es keine Ubereinstimmung der Genetik zwischen zwei Populationen ist R2% = 100 %. Die
beiden Regionen sind voneinander getrennt und die Individuen gehdren zu unterschiedlichen
Clustern. Grafisch wurden die Ergebnisse als Zahl zwischen zwei Populationen

veranschaulicht. Werte gegen 0 sind griin dargestellt, Werte gegen 100 rot.

3.5.5. Zusammenflhrung der Ergebnisse aus dem Bayes‘schen

Clustering
Die Ergebnisse aus den drei Bayes'schen Methoden wurden im letzten Schritt mit Hilfe von
einer hierarchischen Clusteringanalyse in der SPSS-Software (IBM-SPSS V.27, Munich,
Germany) miteinander kombiniert. Diese dient dazu Gemeinsamkeiten der verschiedenen
Methoden hervorzuheben, wahrend Unterschiede nivelliert werden. Wie bei den einzelnen
Methoden wurden die Ergebnisse grafisch in Kreisdiagrammen dargestellt und die

genetischen Distanzen bestimmt.
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4. Ergebnisse

4.1. Monomorphe Loci

Sowohl die Gesamtpopulation als auch die Subpopulationen wurden auf monomorphe Loci
hin untersucht. In der Gesamtpopulation gab es keinen monomorphen Locus. Fir Marker
SW951 konnte in 16 von 31 Populationen nur ein Allel nachgewiesen werden. Marker S0155
und S0225 waren in jeweils einer Population monomorph. Aufgrund der fehlenden Variabilitat
und der damit einhergehenden geringen Informativeness des Markers SW951 (siehe Anhang

2) wurde er von den weiteren Untersuchungen ausgeschlossen.

4.2. Individuen mit identischen Multilokusgenotypen (MLG)

Bei der Untersuchung auf identische Multilokus-Genotypen wurden 26 Proben gefunden deren

Genotypen mindestens mit einer anderen Probe Ubereinstimmte (siehe Anhang 2).

4.3. Private Allele

In 13 Populationen wurden insgesamt 59 private Allele gefunden (Tab. 7). Die meisten in den
Populationen FF (15) und in LOS (20). Alle Mikrosatelliten hatten private Allele. Mit 11 privaten
Allelen zeigte der Mikrosatellit Swr1941 die meisten. 84,7 % der privaten Allele wurden in ASP-

positiven Populationen gefunden (siehe Anhang 2).

Tabelle 7: Private Allele pro Population und Mikrosatellit

Population private Mikrosatellit private Allele
Allele

STO 1 SW936 2
FF 15 S0226 4
0S 3 S0227 5
LOS 20 S0026 3
OSL 1 S0225 9
C 1 SW240 3
Bz 2 SW911 6
OBL 1 S0101 2
SPN 2 SW72 2
GOR - 1 SW24 4
Gor + 3 SW632 8
JB 2 Swr1941 11
MOL + 7
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4.4. Nullallele

Der Anteil von Nullallelen lag bei 0,38 %. Die durchschnittliche Frequenz fir Nullallele in der
Gesamtpopulation betrug 1,6 % (S0026) bis 6,2 % (SW936) (Tab. 8). Auf der
Subpopulationsebene gab es bei 14 Populationen keine Mikrosatelliten mit signifikanten
Nullallelfrequenzen (Tab. 9). Aufgrund der geringen Stichprobenzahl konnten fiir die
Population BARO keine Nullallelfrequenzen berechnet werden. Fir die Mikrosatelliten S0026,
S0101, Sw24, Sw632 konnten auch Uber alle Populationen hinweg keine signifikanten
Nullallelfrequenzen nachgewiesen werden. Mit Abstand die hdchsten Nullallelfrequenzen
zeigte der Mikrosatellit S0155, mit Frequenzen zwischen 0,091 (9,1%) bis 0,303 (30,3%). Mit
Blick auf vorrangegangene Arbeiten, bei denen er auch schon zu einer hohen Nullallfrequenz
neigte und fiir die bessere Vergleichbarkeit der Studien wurde der Mikrosatellit S0155 von den

weiteren Untersuchungen ausgeschlossen.

Tabelle 8: Nullallelfrequenzen der Mikrosatelliten

Mikrosatellit Beobachtete Mittlere 2,5er 97,5er
Frequenz Frequenz Perzentil Perzentil
SW936 0,062 0,062 0,046 0,077
S0155 0,037 0,037 0,022 0,053
S0226 0,041 0,041 0,024 0,059
S0227 0,057 0,057 0,04 0,074
S0026 0,016 0,016 0,001 0,031
S0225 0,052 0,051 0,036 0,068
SW240 0,028 0,028 0,011 0,043
SW951 0,012 0,011 0,004 0,02
SW911 0,04 0,04 0,023 0,059
S0101 0,023 0,023 0,01 0,038
SW72 0,031 0,032 0,016 0,047
SW24 0,017 0,017 0,002 0,032
SW632 0,028 0,028 0,012 0,042
Swr1941 0,048 0,048 0,033 0,064
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4.5. Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG)

Bei der Betrachtung der Gesamtpopulation zeigten alle Mikrosatelliten signifikante
Abweichungen von Hardy-Weinberg-Gleichgewicht sowohl im Chi*-Test als auch nach der
Bonferroni-Korrektur (Tab. 10). Nach Aufspaltung in die einzelnen Subpopulationen wichen
noch 12 Populationen vom HWG ab (siehe Anhang 2).

Tabelle 10: Abweichungen der Gesamtpopulation vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Mikrosatellit Chi2 df P(Chi?) HWE_Bonf
SW936 616,625623 120 0 signifikant
S0226 4415,22057 78 0 signifikant
S0227 3859,91404 136 0 signifikant
S0026 1311,19808 45 0 signifikant
S0225 6519,61801 171 0 signifikant
SW240 841,455796 66 0 signifikant
SW911 4276,83141 105 0 signifikant
S0101 161,22649 78 9,63E-08 signifikant
SW72 58,5296665 28 0,00062546 signifikant
SW24 3138,25709 66 0 signifikant
SW632 4795,91495 253 0 signifikant
Swr1941 14581,983 253 0 signifikant

df: Anzahl der Freiheitsgrade, Chi% Chi-Quadrat-Wert, P: Wahrscheinlichkeitswerte; HWE_Bonf: gibt
an, ob die Werte signifikant vom HWG abweichen
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4.6. Mikrosatelliten Kennwerte

Fir die verwendeten 12 Marker konnten insgesamt 181 Allele nachgewiesen werden (Tab.
11). Dabei waren es mindestens 8 Allele bei Sw72 und maximal 23 Allele bei SW632 und
Swr1941. Die beobachtete Heterozygotie lag zwischen 0,291 (S0225) und 0,709 (S0101). Die
erwartete Heterozygotie lag zwischen 0,324 (S0225) und 0,732 (S0101). Beim Mikrosatelliten
mit den wenigsten Allelen (SW72) waren die Allelfrequenzen am gleichméaRigsten verteilt
(Evenness = 0,88). Beim Marker S0225 waren die Allelfrequenzen am unterschiedlichsten
(Evenness = 0,44).

Tabelle 11: Mikrosatelliten Kennwerte

Mikrosatellit Allele Ho He F Evenness
SW936 16 0,618 0,684 0,104 0,66
S0226 13 0,491 0,540 0,088 0,72
S0227 17 0,493 0,536 0,071 0,46
S0026 10 0,651 0,612 -0,066 0,73
S0225 19 0,291 0,342 0,148 0,44
SW240 12 0,574 0,598 0,032 0,64
SW911 15 0,582 0,616 0,050 0,7
S0101 13 0,709 0,732 0,046 0,74
SW72 8 0,604 0,644 0,063 0,88
SW24 12 0,680 0,656 -0,042 0,8
SW632 23 0,660 0,681 0,027 0,6
Swr1941 23 0,616 0,668 0,073 0,62
Mean 15,08 0,522 0,550 0,059 0,67

Ho: beobachtete Heterozygotie, He: erwartete Heterozygotie, F: Fixationsindex

4.7. Populationsgenetische KenngréRen

Eine Ubersicht (iber die populationsgenetischen Kennwerte der Populationen bietet Tabelle
12. Fur die Population BARO wurden mit 4 Proben die wenigsten und bei JB mit 181 die
meisten Tiere untersucht. Durchschnittlich wurden 65,7 Allele pro Population nachgewiesen.
Die meisten in OS (106), die wenigsten bei BARO (35). Die durchschnittliche Allelzahl pro
Locus und Population lag bei 5,47, damit waren durchschnittlich 38 % der Allele in einer
Population zu finden. Der Allelreichtum (Ar) reichte von 2,4 (BARO) bis 3,35 (C, GOR+). Die
beobachtete Heterozygotie lag zwischen 0,38 in BARO und 0,67 in C mit einem Durchschnitt
von 0,58. Die erwartete Heterozygotie betrug durchschnittlich 0,61. Am geringsten war sie in
LUPS (0,48) und am héchsten in C und GOR-. Die Fis-Werte liegen zwischen -0,048 und

0,113. In 23 von 31 Populationen wichen diese Werte signifikant von 0 ab.
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4.8. Paarweise Populationsdifferenzierung

Die Populationen mit der gréRten geographischen Distanz (BER = GOR) zeigten nicht die
grofite genetische Distanz (Tab. 13). Die grof3ten genetischen Absténde ergab die paarweise
Populationsdifferenzierung zwischen den Populationen BARO und LUPS bei den Werten Fst,
Gst und G’st. Bei Jost's D wurde nur zwischen den Populationen BARO und BER ein groRerer
genetischer Abstand festgestellt. Die Populationen BARO und LUPS/BER liegen ca. 164 km
bzw 283 km weit auseinander. Die geringsten genetischen Abstande fanden sich bei Fst
zwischen HAL und MDN, bei Jost zwischen HAL und SDL, sowie zwischen LUPN und BARW
bei Gst und G’st.

Tabelle 13: Wert der Paarweisen Populationsdifferenzierung

Fst Jost Gst G'st
kleinster Wert 0,0002 O 0,0018 0,0071
grofter Wert 0,164 0,136 0,0934 0,3402
Durchschnitt 0,041 0,032 0,022 0,095

Fst Jost Gst G'st
groRte geografische 0,057 0,0644 0,0134 0,028
Distanz (382 km; BER >
GOR)
kleinste geographische 0,015 0,009 0,039 0,008
Distanz (9 km; FF> OS)

Beim Vergleich von Populationen rund um die A11 zeigte sich, dass Populationen, die von der
A11 getrennt wurden, aber eine dhnliche Distanz zueinander hatten wie die benachbarten
Populationen auf derselben Seite der A11, signifikant hdhere Fst-Werte aufwiesen (Tab. 14).

Tabelle 14: Fst-Werte um die A11 und Fst-Werte von Populationen die einen &hnlichen
Abstand zueinander haben

Populationen Fst Abstand in Populationen Fst Abstand
km in km
UM - MOL- 0,0411 71 NZ -> JB 0,0113 69
BARW-> MOL-  0,0428 57 UM > JB 0,0121 63
BARW - MOL+ 0,0385 78 WB > OSL 0,007 64
Mittelwert 0,0408 68,6666667 LDS > BARW 0,047 74
FF-> OSL 0,024 76
OSL > MEI 0,01 61
L-> DD 0,033 78
GOR--> DD 0,02 64
Mittelwert 0,02055 68,625
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4.9. Manteltest

Der Manteltest zeigte einen signifikanten Zusammenhang zwischen genetischer und
geographischer Distanz (Abb.11: r = 0,476, p = 0,0001). Das bedeutet, dass 22,6 % (R?) der
genetischen Distanz durch Isolation by Distance (IBD) erklart werden kénnen. Das Mantel-
Korrelogramm ergab 10 Distanzklassen mit fast linear abfallendem Mantel r. Bis zu einer
Entfernung von ca. 175 km bestand ein positiver Zusammenhang zwischen dem Mantel r und
der geografischen Distanz der Populationen, sodass bis zu diesem Grenzwert nicht mit einer
IDB zu rechnen war (Abb. 10).

Mantel r

100 200 300
Mean of geographic distance class

Abbildung 10: Mantel-Korrelogramm mit positiver rdumlicher Autokorrelation bis zu einer
Distanz von 175 km
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Abbildung 11: Variation der genetischen Distanz (linearisierte Fst-Werte) zwischen den
Wildschweinpopulationen in Ostdeutschland in Abhéngigkeit von der geographischen
Entfernung geméal3 Manteltest (r=0.476, P=0,0001); Die blaue Linie und die schattierte Fldche
beschreiben das 95%-Konfidenzintervall
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4.10. Clustering und genetische Distanzen

4.10.1. STRUCTURE

Im ersten Lauf von STRUCTURE mit allen Proben wurden zwei Cluster gefunden. 51,5 % der
Proben wurden dabei dem Cluster 1 (hellblau) zugeordnet welches im Siiden dominierte.
Oberhalb einer gedachten Linie von Magdeburg Gber Berlin und entlang der A11 wurden die
Uberwiegenden Proben dem Cluster 2 (lila) zugeordnet (Abb. 12).
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100 km

Abbildung 12: Zuordnung der Individuen zu den Clustern 1 und 2 nach der STRUCTURE-
Analyse
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Aus dem Cluster 1 konnten im zweiten Lauf drei Subcluster differenziert werden. Woraufhin
Cluster 1.1 wiederum in 2 Cluster unterteilt wurde. Der Lauf von Cluster 2 ergab nur eine
Unterteilung in zwei Subcluster, sodass die Wildschweine am Ende sechs unterschiedlichen
Clustern zugeordnet wurden (Abb. 13).

o m
Cluster 1.1.1 Cluster 1.1.2

Abbildung 13: Hierarchische STRUCTURE-Analyse

STRUCTURE

Cluster 2

Cluster 2.1 Cluster 2.2

Im Nord-Westen dominierten Cluster 2.1 (blau) und Cluster 2.2 (griin), im Siiden die Cluster
1.3 (gelb) und 1.2 (grau) (Abb. 14). Wahrend der Ubergang von den Clustern 2.1 und 2.2 zu
1.3 und 1.2 im Westen von Berlin entlang der Elbe flieRend war, erfolgt der Wechsel der
Zuordnung zu den Clustern an der A11 abrupt.
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Abbildung 14: Zuordnung der Individuen zu den Clustern 1.1.1 — 2.2 nach der STRUCTURE-
Analyse; Cluster 1.1.1: dunkelblau, Cluster 1.1.2: orange, Cluster 1.2: grau, Cluster 1.3: gelb;
Cluster 2.1: hellblau, Cluster 2.2: griin
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Abbildung 15: genetische Distanzen zwischen den Populationen anhand der STRUCTURE-

Analyse
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4.10.2. TESS

Im ersten Lauf mit der Software TESS wurde unter relaxierten Bedingungen anhand des DIC-
Werts Kmax und damit die Anzahl der Cluster bestimmt. Dieser Lauf ergab fir Kmax = 4
Cluster. 66 % aller Proben wurden dem Cluster 2 (orange) und 31 % dem Cluster 3 (grau)
zugeordnet. Zu Cluster 1 und Cluster 4 wurden jeweils 1,5% der Proben zugeordnet.

Auch hier fallt die unterschiedliche Zuordnung der Populationen zu den Clustern auf (Abb. 16).
Westlich der A11, im nérdlichen Teil dominierte Cluster 3, dessen Einfluss auch an den
Populationen im Westen entlang der Elbe sichtbar war. Ostlich der A11 und weiter in Richtung
Siiden herrschte Cluster 2 vor. Cluster 4 (gelb) fand sich fast ausschlieBlich im Osten in den
von der ASP betroffenen Regionen. In den westlichen Populationen (BER, LUPS, SDL, MDN,
MDS, HAL) vermischen sich die Cluster 2 und 3 mit Cluster 1.
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100 km

Abbildung 16: Zuordnung der Individuen zu den Clustern anhand der TESS-Analyse, Cluster
1: dunkelblau, Cluster 2: orange, Cluster 3: grau, Cluster 4: gelb
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Abbildung 17: genetische Distanzen zwischen den Populationen anhand der TESS-Analyse
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4.10.3. BAPS
Der Algorithmus in BAPS identifizierte ebenfalls vier Cluster (Abb. 18). Auch hier fiel die

Trennung der nérdlichen von den sidlichen Populationen auf. Im Norden in den Populationen
WRN, Nz, JB, LUPN, LUPS sowie BARW dominierte Cluster 1 (blau) mit
Zuordnungswahrscheinlichkeiten von 89 bis 98 %. Im restlichen Untersuchungsgebiet
Uberwog Cluster 4 (gelb). Gleichzeitig setzte sich Bergen im &uflersten Westen des
Untersuchungsgebiets mit einem eigenen Cluster (Cluster 2 [orange]) von den Ubrigen
Gebieten ab, wenngleich mit Ubereinstimmungen zu den angrenzenden Nachbargebieten
SDL, LUPN und LUPS. Auch die 6stlichen Populationen an der polnischen Grenze waren

durch ein eigenes Cluster (Cluster 3 [grau]) charakterisiert.
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Abbildung 18: Zuordnung der Individuen zu den Clustern anhand der BAPS-Analyse,
Cluster 1: blau, Cluster 2: orange, Cluster 3: grau, Cluster 4: gelb
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4.10.4. Gemeinsame Betrachtung

Alle drei Berechnungen zeigten damit eine groBe Ubereinstimmung mit nur minimalen
Abweichungen. Ganz deutlich war die verminderte Konnektivitat entlang der Linie Magdeburg-
Berlin-A11 zu erkennen (Abb. 15,17, 19).

Der Nord-Osten mit den Populationen UM, NZ, JB, WRN, BARW zeigte sich als homogen mit
geringen genetischen Distanzen und jeweils einem dominierenden Cluster (STRUCTURE:
Cluster 2.1. [hellblau], TESS: Cluster 3 [grau], BAPS: Cluster 1 [blau]).

Wahrend sowohl bei BAPS als auch TESS die Populationen LUPN und LUPS noch deutlich
im Austausch mit dem Nord-Osten zu stehen schienen, zeigten sie sich nach STRUCTURE-
Analyse genetisch starker differenziert.

Der A24 (LUPN-> LUPS) kam nur eine geringe differenzierende Wirkung auf die Genetik der
Populationen zu. Erst zu den weiter siidlichen gelegenen Populationen war, besonders bei
BAPS und TESS, eine grofRere genetische Distanz zu erkennen. Der westlichste Punkt im
Untersuchungsgebiet (BER) zeigte ebenfalls eine deutliche Abgrenzung zu den Populationen
in Ludwigslust (LUPN/LUPS), sodass sich hier die Differenzierungslinie aus Richtung
Hamburg entlang der Elbe weiter in Richtung Stiden zu ziehen schien. GréRere Konnektivitat
zeigte BER dagegen zu den Populationen westlich der Mittelelbe (MDS, MDN, SDL). In diesen
Populationen entlang der Elbe vermischten sich die Cluster der nérdlichen und der sudlichen
Populationen.

Im Siiden des untersuchten Gebietes zeigte sich in allen Clustering Methoden eine hohe
genetische Konnektivitat. Abweichungen und damit gréRere genetische Distanzen waren nur
in C und HAL zu beobachten.

Im Osten und Sudosten lagen die mit ASP infizierten Gebiete. Die dortigen Populationen
zeigten untereinander mehr genetische Diversitat, vor allem nérdlich der A12. Auffallend waren
hier die eigenen Cluster der Gebiete FF, OS und LOS im Osten.

In zwei Gebieten war auch der direkte Vergleich von ASP-positiven und -negativen Tieren
méglich (MOL, GOR). Dabei fielen sowohl genetische Distanzen zwischen infizierten und
nicht-infizierten Tieren innerhalb der Populationen, sowie zwischen nicht infizierten Tieren aus
MOL und Gor zu den umliegenden Populationen auf.

Durch Vereinigung der Ergebnisse der unterschiedlichen eingesetzten Algorithmen
entstanden 9 neue Cluster. Wieder waren im Nord-Osten und im Sud-Osten die hdchsten
Konnektivitdten nachweisbar, wobei im Norden das grine Cluster und im Siden das
dunkelgraue Cluster dominierten (Abb.20). Der Ansatz bestatigte erneut den hohen
Differenzierungsgrad entlang der A11 tber Berlin und weiter in Richtung Hamburg (Abb. 21).
Sidlich von Berlin und der Autobahn A12 reicht das Gebiet mit den geringen genetischen

Distanzen bis an die Grenzen des untersuchten Gebietes. Erst zu den Populationen C und L
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zeigten sich wieder geringfiigig groRere Distanzen. Differenzierter zeigen sich nur die ASP-
negativen Tiere aus GOR. Fiir die Regionen etwas weiter nérdlich und éstlich von Berlin fielen
insbesondere bei BARO und FF starke Abweichungen zu den umliegenden Populationen auf.
Ebenso zeigten die ASP-negativen Tiere aus Markisch-Oderland (MOL) gréRere genetische
Distanzen zu den umliegenden ASP-positiven Gebieten als, die ASP-positiven aus dieser
Region. Entlang der Mittelelbe war deutlich der Einfluss des gelben Clusters aus BER zu
erkennen. Eine Vermischung der Cluster aus dem Norden und Siden des
Untersuchungsgebietes konnte nun nicht mehr so deutlich nachvollzogen werden. Daflr

waren die genetischen Distanzen zu den im Westen liegenden Populationen umso deutlicher.
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Abbildung 20: Clusterzuordnung der Individuen nach der Zusammenfiihrung der
Ergebnisse aus STRUCTURE, TESS und BAPS
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Abbildung 21: Genetische Distanzen nach der Zusammenfiihrung der Ergebnisse aus

STRUCTURE, TESS und BAPS
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5. Diskussion

Die hohe Wildschweindichte in Ostdeutschland vor allem in den von ASP betroffenen Gebieten
und das sich langsam aber stetig ausbreitende Infektionsgeschehen nahrt die Sorge vor einer
auf Jahre ausgerichteten endemischen Situation. Um dies zu verhindern wurden diverse
MaRnahmen ergriffen, um die Ausbreitung der Afrikanischen Schweinepest zu stoppen. Dabei
sind die epidemiologischen Erkenntnisse, unter anderem auch das Ausbreitungsgeschehen
zwischen den Populationen, von zentraler Bedeutung. Mit Hilfe der Genotypisierung sollte in
der vorliegenden Arbeit die Konnektivitdt zwischen Populationen bestimmt werden, die
Langzeiteffekte auf die Verbindungen zwischen den Nachbarpopulationen aufzeigt.
Eindricklich darzustellen war das z. B. fiir die Regionen im Norden des untersuchten Gebiets.
In den Populationen in Mecklenburg-Vorpommern war untereinander ein hoher Grad an
Konnektivitat festzustellen, sie grenzten sich aber deutlich zu den siidlicheren Populationen
ab. Die Linie der Abgrenzung verlief dabei von der A24 und der Elbe im Westen, lber Berlin
und weiter entlang der A11 in Richtung Nord-Osten zur polnischen Grenze.

Auch stdlich dieser Linie befand sich ein Gebiet mit geringer genetischer Differenzierung der
einzelnen Nachbarpopulationen. Die beiden Flusse Oder und Neifle schlieen westlich an
diese Region an und bilden die Grenze nach Polen, von wo aus die ASP nach Deutschland
kam. Obwohl keine Proben aus Polen untersucht werden konnten, lassen die an der Grenze
gefundenen genetischer Charakteristika der ASP-positiven Tiere (Cluster 3 (Blau) aus BAPS
& Cluster 2 (rot) aus der Zusammenfassung) die Vermutung zu, dass diese von Wildschweinen
aus Polen stammen.

Die bei der Untersuchung der Populationsstruktur mit STRUCTURE, BAPS und TESS
gefundenen vier bzw. sechs Cluster, sprechen fiir eine generell geringe genetische
Differenzierung zwischen den untersuchten Populationen, wodurch wenige Barrieren fir die
Wildschweine zu erwarten sind. Die grobe Unterteilung des Untersuchungsgebietes wurde
schon im ersten Durchlauf von STRUCTURE gut sichtbar. Das im Norden dominierende
Cluster 1 und das im Suden dominierende Cluster 2 gaben eine grobe Richtung der weiteren
Unterteilung vor. Durch den hierarchischen Aufbau konnten die zwei Cluster noch weiter in
sechs Cluster aufgetrennt werden, die die Barriere entlang der Autobahn A11 zuséatzlich
verdeutlichen. Auch durch die raumlichen Clustering Methoden BAPS und TESS wurde diese
Barriere, die Mecklenburg-Vorpommern von den mit ASP infizierten Regionen an der
polnischen Grenze trennt, kenntlich gemacht.

Die nordlich dieser Barriere liegenden Populationen in Mecklenburg-Vorpommern (LUPN, NZ,
WRN, UM, JB) zeigten untereinander eine hohe Konnektivitat. Ebenso wie die Populationen

ostlich von Berlin und im Siden des untersuchten Gebietes. Durch die grofle
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Ubereinstimmung ihrer Genetik ist in diesen Regionen von einem regen genetischen
Austausch und von fehlenden Barrieren fiir die Wildschweinbewegungen auszugehen.

Durch die hohe Wildschweindichte kann hier, als mdgliche Ursache fir die fehlende
genetische Differenzierung der Wildschweine gezeigt, die GroRe der Population infrage
kommen (Frantz et al. 2012). Eine groRe Population kann der genetischen Drift entgegen
wirken und damit auch der Differenzierung von Subpopulationen (Gauffre et al. 2008).

Bei der Betrachtung der strukturellen Gegebenheiten zwischen den beiden Gebieten mit hoher
Konnektivitdt bildeten die Autobahn A11 im Osten eine potenzielle Barriere flr
Wildschweinbewegungen. Mit genetischen Distanzen von bis zu 100% in STRUCTURE und
BAPS war sie deutlich zu erkennen. Diese genetische Diskontinuitat an der A11 konnte auch
Uber die paarweisen Fst-Werte gezeigt werden. So konnten flir Populationsvergleiche rund um
die A11 Fst-Werte von durchschnittich 0,04 festgestellt werden, wohingegen
Populationspaare mit &hnlichen geographischen Abstdnden im Rest des untersuchten
Gebietes durchschnittliche Fst-Werte von 0,02 aufwiesen. Eine vergleichbare Erhéhung der
Fst- Werte sowie ahnliche genetische Distanzen konnten fiir Populationen am Rhein in
Rheinland-Pfalz gezeigt werden (Reiner et al. 2021). Hier stiegen die Fst-Werte von 0,031 auf
0,06, wenn der Rhein als Barriere zwischen zwei untersuchten Populationen lag. Auch
genetische Distanzen bis zu 100% wurden nachgewiesen. Fir die anderen Autobahnen im
Untersuchungsgebiet konnte kein so eindeutiger Effekt gezeigt werden. Solch diverse
Ergebnisse zur Barrierewirkung von Autobahnen zeigten sich auch im Vergleich mit anderen
Arbeiten. Denn von Frantz et al. (2012) und Reiner et al. (2021) konnten keine Barrierewirkung
von Autobahnen festgestellt werden, wohingegen von Lecis et al. (2022) und Tadano et al.
(2016) ein deutlicher Effekt auf die Genetik der Wildschweine durch Autobahnen
nachgewiesen werden konnte. Somit muss die Situation von Autobahnen differenziert
gesehen werden und viele lokale Gegebenheiten wie Einzaunung, Verkehr, Briicken und
sonstige Ubergange sollten in die Betrachtung miteinbezogen werden. Ebenso wie die
raumlichen Strukturen um die Autobahn, wie grolRe Waldgebiete oder landwirtschaftlich
genutzte Flachen.

Verfolgt man die durch das Bayes‘sche Clustering gefundene Barriere weiter Richtung Westen
verlauft diese entlang dem Fluss Elbe und der parallel verlaufenden Autobahn A24. Das Flusse
eine Barriere bilden kénnen, konnte bereits von Reiner et al. (2021) am Beispiel des Rheins in
Rheinland-Pfalz gezeigt werden. Anders stellte sich die Situation an der Mosel dar, fur die in
dieser Arbeit keine Wirkung auf Wildschweinebewegungen nachgewiesen werden konnte. Mit
FlieBgeschwindigkeiten von durchschnittich 1400 m3/s flie3t der Rhein bei Worms in
Rheinland-Pfalz deutlich schneller als die Mosel mit 312 m?®'s (BMU-Projekt "Verbesserung der
Datengrundlage zur Bewertung hydrologischer Extreme" 2024). Die Flisse Oder und Elbe im

Untersuchungsgebiet mit FlieRgeschwindigkeiten von 670 m3s bzw. 300 m?¥s sind mit der
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Mosel zu vergleichen. Da Wildschweine gute Schwimmer sind, stellen solche Flisse in der
Regel kein Hindernis dar (Briedermann 2009; Tajchman et al. 2018). Stattdessen sind
Flusstaler mit reichlich Schilf ein beliebter Lebensraum fir Wildschweine (Keuling et al. 2017)
und durch das Biospharenreservat Mittlere Elbe ist die Region noch attraktiver. Es war
dementsprechend keine Barrierewirkung an der Elbe zu erwarten. Stattdessen bildet sie im
Bereich der Mittleren Elbe eine Verbindung zwischen den durch Berlin und die A11
abgetrennten Regionen im Norden und Siden des untersuchten Gebietes, die durch die
Vermischung der nérdlichen und sldlichen Cluster in den Gebieten SDL, MDN/MDS, HAL
deutlich wurde. In diesen Populationen wurde auch der Einfluss der westlich liegenden Region
Bergen (BER) bei der Clusterzuordnung dieser Gebiete deutlich. Warum dann allerdings eine
genetische Diskontinuitat zwischen BER und Ludwigslust Parchim (LUPN/LUPS) tGber die Elbe
hinweg besteht konnte nicht abschlieRend erklart werden. Auch der Einfluss der Autobahn A24
auf die groReren genetischen Distanzen zwischen den genannten Populationen war nicht
endguiltig zu bestimmen. Méglich ist hier ein Zusammenhang mit der geringen Probenzahl aus
den Regionen LUPN (14 Proben) und LUPS (8 Proben). Dies musste allerdings in einer
weiteren Untersuchung mit mehr Proben geklart werden.

Der Manteltest ergab bis zu einer Distanz von 175 km es eine positive raumliche
Autokorrelation innerhalb der Distanzklassen, sodass bis zu diesem Abstand nicht mit einer
IBD zu rechnen ist. Im Gegensatz dazu waren fiir Rheinland-Pfalz IBD-Effekte schon ab 100
km festzustellen (Reiner et al. 2021). Grund flr diesen Unterschied werden mutmaRlich die
abweichenden lokalen geographischen Gegebenheiten sein. In Ostdeutschland dominiert das
flache und wenig besiedelte Land, wahrend in Rheinland-Pfalz Mittelgebirgslandschaften und
eine hoéhere Bevolkerungsdichte (203 Einwohner /km?) aufeinandertreffen. Diese Umsténde
sorgen dafiir, dass in Ostdeutschland direkt nebeneinander liegende Populationen ohne
weiteres miteinander verglichen werden konnten und die gefundenen genetischen
Diskontinuitaten zwischen zwei Populationen auf physische Barrieren zurlickzufiihren waren
und nicht auf die Effekte von IBD. Diese spielen nur bei Vergleichen weit entfernter
Populationen eine Rolle.

Aufgrund der gewahlten Untersuchungsmethode und der daraus resultierenden langfristigen
Ausrichtung der Untersuchung, waren Aussagen zu der definitiven Barrierewirkung nicht zu
treffen. Jedoch koénnen die anhand der genetischen Differenzierung zwischen den
Wildschweinpopulationen regional unterschiedlichen Konnektivitdten die Ausbreitung der ASP
unterschiedlich beeinflussen.

Der erste Nachweis von ASP fand am 10.09.2020 im Landkreis Spree-Neifle an der
polnischen Grenze statt (Sauter-Louis et al. 2020). In der vorliegenden Arbeit gehéren Proben
aus der Region zu Population LOS. Ende September 2020 wurde dann der zweite Ausbruch
im Landkreis Markisch-Oderland gemeldet (MOL). Die beiden Ausbruchsorte liegen tber 100
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km weit auseinander und sind durch die A12 getrennt. Der genetische Austausch in der Region
ist zwar generell hoch, aber durch die Distanz zwischen den zwei Erstausbriichen und der
Trennung durch die A12 war dennoch nur eine geringe Konnektivitdt der betroffenen
Wildschweinpopulationen zu erkennen, sodass hier von zwei separaten Eintragen aus Polen
auszugehen ist. Untermauert wurde diese Vermutung durch die zwei unterschiedlichen
Virustypen (LOS: 1.1.; MOL+: I11.2) die in den jeweiligen Populationen gefunden wurden und
die sich bisher auch nicht vermischt haben. Fiir den separaten Eintrag der Afrikanischen
Schweinepest sprach aulerdem die Nahe zu den wildschweinreichen und stark von ASP
betroffenen Regionen in Westpolen entlang der deutsch-polnischen Grenze, die fiir einen
konstanten Infektionsdruck in den deutschen Wildschweinpopulationen sorgen.

Die beiden nachste Ausbruchgebiete in der Oberlausitz (Proben aus diesem Gebiet wurden in
der Population SPN zusammengefasst) und in GOR+ standen in regem genetischem
Austausch mit den zu diesem Zeitpunkt bereits infizierten Gebieten in Deutschland und liegen
nah an der polnischen Grenze. Sowohl in der Population SPN als auch in der Population
GOR+ wurde wieder eine neue Virusvarianten (SPN: IV.1; GOR+: IV.2 & IV.3) gefunden. Trotz
des hohen Infektionsdruck aus den polnischen Gebieten war nicht eindeutig zu klaren, ob sich
die Infektionen in Deutschland ausgebreitet haben und dabei neue Virusvarianten entstanden
sind, oder ob die neuen Virusvarianten aus Polen eingetragen wurden.

In Frankfurt (Oder) (FF) kam es im Februar 2021 nérdlich der A12 zum ersten Ausbruch. Eine
klare Aussage zur Herkunft des Virus anhand von genetischen Daten war hier nicht méglich,
denn es bestand eine deutliche genetische Konnektivitat zu den Gebieten in MOL. Hinzu kam
der Nachweis derselben Virusvariante in MOL und FF. Nichtsdestotrotz wurde der erste Fall
in FF in direkter Nachbarschaft zu den infizierten Tieren in Polen gefunden.

Im Verlauf des Jahres 2021 breitete sich die Erkrankung weiter nach Siden aus und
Ubersprang auch die A12 bei Frankfurt (Oder). Betrachtet man die Barrierewirkung der A12 ist
diese als eher gering einzustufen und zusatzlich durch eine Griinbriicke reduziert. Obwohl
diese im Zuge der ASP-Bekdmpfung von den Zusténdigen Behdrden schon 2020 mit einem
Zaun gesperrt wurde (Flhres 2020), konnte eine Ausbreitung Uber die A12 nicht
ausgeschlossen werden.

In Mérkisch-Oderland (MOL) und Gérlitz (GOR) konnten sowohl infizierte als auch nicht
infizierte Tiere untersucht werden. In beiden Populationen ist ein genetischer Unterschied
zwischen den ASP-positiven und den ASP-negativen Wildschweinen festzustellen. Dieser
Umstand lieR die Vermutung zu, dass immer wieder Tiere aus Polen migriert sind, die fir die
erhohte genetische Distanz verantwortlich waren. Das wurde auch das Vorkommen von neuen
Clustern in den ASP-positiven Regionen von FF, OS und LOS erklaren, sowie die hohe Anzahl

an privaten Allelen in diesen Populationen.
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Zu zwei punktuellen Eintragen der ASP kam es sowohl in Dresden als auch in LUP. Beide
Regionen liegen westlich bzw. nordwestlich von dem bisherigen Ausbruchsgeschehen in
Deutschland und weit entfernt von der polnischen Grenze sowie dem nachsten ASP-positiven
Fall. Aus Dresden konnten leider keine infizierten Tiere mehr untersucht werden. Jedoch
stehen die Wildschweine zwischen der 6stlichen Ausbruchgebieten und den Rotten in Dresden
in genetischem Austausch, sodass eine Ubertragung durch Wildschweine, wenn auch sehr
unwahrscheinlich, méglich ware.

Auch wenn die Proben aus LUP nur sparlich vorhanden waren, deuten sowohl die hohe
genetische Distanz zu den ASP-positiven Populationen im Westen (BARO), die grofie
geografische Distanz, als auch die neu entdecke Virusvariante auf den Menschen als Vektor
hin.

Zusammen mit den Daten Uber die Virusvarianten konnte gezeigt werden, dass die genetische
Differenzierung von Populationen geeignet ist, um die Rolle von Wildschweinen bei Spriingen
des Virus liber weitere Distanzen zur ermitteln. Uber die so gefundenen starken Barrieren ist
bisher keine Ausbreitung durch Wildschweine verzeichnet. Die Ausbreitungstendenzen auf
lokaler Ebene sind schwieriger nachzuvollziehen. Denn zu viele Faktoren, wie das Klima, das
aktuelle Futterangebot oder der Jagddruck kénnen die Wildschweinbewegungen und somit
auch die Ubertragung der ASP kurzfristig beeinflussen (Reiner et al. 2021). Inwieweit der
tatsachliche Zusammenhang zwischen den genetischen Distanzen und der Barrierewirkung
fur die ASP besteht, bleibt unklar. Nichtsdestotrotz kann davon ausgegangen werden, dass
die gefundenen Barrieren gerade zusammen mit der geringen Kontagi6sitat des Virus und
weiteren Bekampfungsmalnahmen, wie der Kadaverbeseitigung, ein Hindernis fir die
Ausbreitung bieten.

Eine weitere kurzfristige Moglichkeit, um die Bewegung von Wildtieren einzuschranken ist der
Einsatz von Zaunen. Dieser ist aus Belgien und Tschechien bekannt und hat sich als sinnvoll
in der ASP-Bekampfung erwiesen (European Food Safety Authority et al. 2020). Dabei ist der
Einsatz von Zaunen aufgrund ihrer Auswirkungen auf andere Wildtiere und des Infrage
gestellten Nutzens bei der Kontrolle der Ausbreitung von Wildtiererkrankungen, teilweise
umstritten (Mysterud and Rolandsen 2019). Aufgrund dieser Umsténde sollte der Bau von
Zaunen wohl dosiert erfolgen und sich an bereits existieren Barrieren orientieren, um diese
abzudichten. In Ostdeutschland sollten sich diese Bemihungen demnach vor allem auf die
gefundene Barriere entlang der A11 fokussieren. Wahrend in Regionen ohne Barrieren, wie in
Mecklenburg-Vorpommern, sowie entlang der Oder und Neife von dem Versuch der
Beschrankung der Wildschweinbewegung eher abzusehen ist und dort nach Vorgaben der
EFSA die Kadaversuche und die Depopulation im Zentrum der BekdmpfungsmafRnahmen

stehen sollten.
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Die generelle geringe genetische Diversitat der ostdeutschen Wildschweinpopulation zeigte
sich nicht nur an den geringen genetischen Distanzen aus dem Clustering, sondern auch an
den Populationsgenetischen Parametern. Mit einer beobachteten Heterozygotie von
durchschnittlich 0,582 pro Population lag diese zwar lber den Werten, die von Reiner et al.
(2021) (0,47) und Nikolov et al. (2009) (0,46) in Deutschland festgestellt wurden, also auch
Uber den Werten von Tajchman et al. (2018) aus Polen (0,51). Jedoch lagen die Werte fir die
beobachtete Heterozygotie im Rest von Europa zum Beispiel aus der Arbeit von Velic¢kovi¢ et
al. (2016) mit Proben aus ltalien, den Alpen, dem Balkan, Spanien und Zentraleuropa, von
Griciuviené et al. (2021) aus Litauen und von Nikolov et al. (2009) aus Bulgarien tber den in
Deutschland festgestellten Werten (0,62 - 0,66). Ahnlich sah es fiir die Werte der erwarteten
Heterozygotie im internationalen Vergleich aus. In Ostdeutschland wurden Werte fiir die
erwartete Heterozygotie zwischen 0,48 (LUPS) und 0,68 (C, GR-) gefunden.
Wildschweinpopulationen aus Sardinien zeigten eine erwartete Heterozygotie von 0,606
(Lecis et al. 2022). Aus Bulgarien und Portugal wurden Werte von durchschnittlich 0,72
berichtet (Ferreira et al. 2009; Frantz et al. 2012; Lecis et al. 2022; Nikolov et al. 2009). Auch
der Allelreichtum (Ar) lag mit Werten von 2,41 - 3,36 deutlich unter dem anderer Arbeiten
(Nikolov et al. 2009; Reiner et al. 2021; Velickovi¢ et al. 2016), was auf die geringe Probenzahl
in der Region BARO zurlickzufiihren ist, die als ReferenzgréRe fiir die Berechnung genutzt
wurde.

Auch die Fis-Werte wurden fiir alle Populationen unabhéngig ihrer Gr6Re bestimmt. Trotz der
sehr variablen Werte, waren diese im Einklang mit den von Frantz et al. (2012) und Velic¢kovi¢
et al. (2016) veroffentlichen Fis-Werten fir Populationen aus Belgien, Italien, Spanien, dem
Balkan und den Alpen. Dabei muss jedoch beachtet werden, dass die Aussagekraft dieser
Werte fur Populationen mit weniger als 40 Tieren stark abnimmt (Reiner et al. 2019).

Die allgemein geringe genetische Vielfalt ist schwer zu erklaren. Vilaga et al. (2014) beschrieb
das Leading-Edge-Modell als Ursache fir die geringere genetische Diversitat der
Wildschweine in Zentraleuropa. Damit ist sie eine Folge der letzten Eiszeit, bei der
Wildschweine in die warmeren Refugien in Studfrankreich, der Iberischen Halbinsel, Italien und
dem Balkan gedrangt wurden. Bei der Wiederbesiedlung Europas nach der letzten Eiszeit,
kam es durch die alleinige Ausbreitung von Tieren die am Rande der Refugien beheimatet
waren, zu einem Verlust an genetischer Vielfalt (Hewitt 1999). Aber auch die
unterschiedlichen verwendeten Mikrosatelliten kdnnten das Bild verzerren und den direkten
Vergleich zwischen Verdffentlichungen erschweren (Reiner et al. 2019).

Besonders gut funktioniert deswegen der Vergleich mit der Arbeit von Reiner et al. (2021) bei
der die gleichen Mikrosatelliten genutzt wurden, nur der Mikrosatellit Sw951 musste in
vorliegender Arbeit durch S0026 ersetzt werden. Dabei fallt auf, dass die Genotypen der

Marker in der vorliegenden Arbeit etwas gleichmaRiger verteilt sind (Ostdeutschland E = 0,44
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- 0,88; Rheinland-Pfalz E = 0,34-0,83) und es wurden mehr Allele pro Population gefunden
(Ostdeutschland: 15,8 Allele pro Population, RLP: 10,5 Allele pro Population). Auch im
Vergleich mit weiteren Arbeiten aus Europa (Frantz et al. 2009; Frantz et al. 2012; Griciuviené
et al. 2021; Lecis et al. 2022; Nikolov et al. 2009; Poteaux et al. 2009) zeigte sich fast Uber alle
Mikrosatelliten hinweg eine héhere Zahl an Allelen. Ursachlich fir diesen Unterschied war
wahrscheinlich die deutlich héhere Zahl an untersuchten Proben in der vorliegenden Arbeit (N:
1262) im Vergleich zu den genannten Veroffentlichungen, deren Anzahl an Proben zwischen
63 und 697 lag. Sowohl in Ostdeutschland sowie in Rheinland-Pfalz zeigte der Mikrosatellit
S0225 die niedrigste Heterozygotie (Ostdeutschland: 0,29; RLP: 0,170) und S0101 die
Hoéchste (Ostdeutschland: 0,709; RLP: 0,728). Der geringe Grad an Variabilitat und die
geringe Informativeness for assignment (In = 0,043) in Ostdeutschland zeigten sich auch

schon bei der Untersuchung von Reiner et al. (2021) mit Werten von In =0,054.

Da in Deutschland die Ubertragung der ASP innerhalb der Wildschweinpopulation durch
Vektoren wie Stechmiicken o0.8. nur eine untergeordnete Rolle spielt, bleiben als
Hauptubertragungswege zum einen der Mensch als Vektor und zum anderen der Kontakt der
Wildschweine untereinander bzw. zu den Kadavern und der kontaminierten Umgebung.
Betrachtet man den Infektionszyklus im Wildschweinhabitat ergeben Kontakte von Tieren und
Tiergruppen den wichtigsten Faktor fiir die Aufrechterhaltung lokaler Herde und deren
Verschleppung in umgebende Regionen. Die Frage der Konnektivitat zwischen Rotten und
benachbarten Populationen kénnte durch telemetrische Untersuchungen mit Hilfe von GPS-
Sendern geschehen, jedoch ist diese Methode sehr kosten- und zeitaufwendig, wenn
ausreichend viele Tier in einem groRen Gebiet Giber hinreichend lange Zeit Gberwacht werden
sollen. In der vorliegenden Arbeit wurde die genetische Distanz als ein MaR fir die
Konnektivitat zweier Populationen untersucht mit dem Hintergrund, dass diese von der
allgemeinen Durchlassigkeit trennender Regionen der letzten Jahrzehnte abhéangig ist (Reiner
et al. 2021). Genetische Veranderungen aufgrund genetischer Drift wiirden in zwei ineinander
Ubergehenden Populationen stets ausgeglichen und zu keiner getrennten Entwicklung fiihren.
Je weiter die Populationen jedoch durch Entfernung und Barrierewirkung getrennt waren,
desto unterschiedlicher wiirde sich die genetische Drift zwischen beiden auswirken und desto
héher ware der Grad der genetischen Differenzierung zwischen beiden Populationen, weil die
Anzahl von Migranten abnahme. Auf dieser Basis wurden alle geografisch oder beziglich des
ASP-Status unterscheidbaren Populationen beziiglich ihrer Konnektivitat zueinander
quantifiziert. Diese Vorgehensweise sollte unsystematische individuelle Befunde ausschlieRen
und den allgemeinen Kontakt-Trend von Populationen aufzeigen, der auch fiir die Ausbreitung
einer wenig kontagiésen Seuche wie der ASP von besonderer Bedeutung sein durfte. Eine

Studie mit derselben Fragestellung wurde fiir Rheinland-Pfalz prospektiv bereits durchgefiihrt
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(Reiner et al. 2021). Hier konnte die Konnektivitdt zwischen Populationen zum ersten Mal
quantifiziert werden. Allerdings fehlte die Moglichkeit Hinweise aus tatsachlich aufgetretenen
ASP-Herden und Virusstdammen unterstiitzend verwenden zu kénnen.

Durch die vermehrte Jagd in den von der ASP betroffenen Regionen und der
Untersuchungspflicht verendeter Wildschweine standen genigend Proben fur die
Untersuchung zur Verfliigung und es mussten keine Tiere nur fiir die Studie erlegt oder beprobt
werden. Die Qualitat der Proben schwankte jedoch deutlich, insbesondere bei Tieren, die mit
ASP infiziert waren. Diese Tiere wurden iberwiegend tot aufgefunden und nicht bei einer Jagd
erlegt, sodass die Kadaver unter Umstanden mehrere Tage der Verwesung ausgesetzt waren,
bevor die Proben gezogen wurden. Aufgrund dessen war es bei zahlreichen Proben nicht
maoglich diese fiir die Untersuchung zu nutzen.

Um die Auswirkung von Flissen und Autobahnen als natirliche Hindernisse erkennen zu
kénnen, wurden die Tiere strategisch zu (Teil-) Populationen zusammengefasst. Auch die
Einteilung nach ASP-positiven und ASP-negativen Tieren sorgte, zusammen mit dem geringen
Einfluss auf die Zahl der zur Verfugung stehenden Proben pro Gebiet, fir zum Teil kleinere
Probenzahlen als vorgesehen. Darunter waren auch Tiergruppen von nur 4 bis 8 Tieren. Eine
weitere Folge war die generell grof3e Heterogenitat der Probenzahlen pro Population. Bei der
Untersuchung von Reiner et al. (2019) konnte gezeigt werden, dass es bei Stichproben mit
weniger als 30 Tieren zu erheblichen Abweichungen bei den populationsgenetischen
Kenngrofen kommen kann. Als besonders anféllig zeigten sich die Anzahl an Allelen und die
Fis-Werte. Die kleinen Populationen wurden trotzdem in die Untersuchung mit aufgenommen,
um Anhaltspunkte fiir die lokalen Gegebenheiten zu erhalten, denn es kam dabei nicht auf
eine exakte Aussage zur Verteilung von Genotypen in diesen Gruppen an, sondern lediglich
darauf, ob die Massengenotypen der Nachbarpopulationen hier auch vertreten waren oder
nicht. Damit ergibt sich ein Durchschnitt von 41 Tieren pro Population.

Daten Uber Alter und Geschlecht standen fir einen Gberwiegenden Teil der Proben leider nicht
zur Verfligung.

Um eine gute Vergleichbarkeit, nicht nur zu der Arbeit von Reiner et al. (2021) zu erreichen,
sondern auch internationale Vergleiche zu ermdglichen sind die Mikrosatelliten zur
Genotypisierung der Wildschweinen den Empfehlungen der International Society of animal
genetics (ISAG) entnommen worden. Die Genotypisierung der Wildschweine mit Hilfe dieser
Mikrosatelliten, erlaubte eine rasche und relativ einfache Analyse groRer Datenmengen. Im
Gegensatz bietet mitochondriale DNA, aufgrund ihrer hohen genetischen Variabilitat eine
Ubersicht Gber einen relevanten Zeitraum von Jahrzehnten statt Jahrtausenden oder -
zehntausenden. Durch die Abweichungen der Gesamtpopulation in allen 12 Mikrosatelliten
vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, ergaben sich Hinweise auf eine Substrukturierung der

Gesamtpopulation (Templeton 2021). Bei der paarweisen Populationsdifferenzierung anhand
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der Werte Gst (Nei & Chesser, 1983), G'st (Hedrick, 2005), D (Jost, 2008) und Fst (Weir &
Cockerham, 1984) zeigt die Population BARO die groRten genetischen Abstande zu anderen
Populationen. Die geringe StichprobengrofRRe spielt hierbei eine Rolle, weshalb die Population
bei der weiteren Betrachtung im Zusammenhang mit der paarweisen
Populationsdifferenzierung ausgeklammert wurde.

Mit Hilfe von Bayes‘'schem Clustering konnte Uber die Multilokusgenotypen die
Populationsstruktur untersucht werden und diese Substrukturierung der
Wildschweinpopulation gezeigt werden. Die Zugehorigkeitswahrscheinlichkeiten der
Individuen konnten dann genutzt werden, um genetische Diskontinuitaten in der untersuchten
Region zu erkennen (Safner et al. 2011). Bei der Auswahl an Algorithmen handelte es sich um
2 raumliche (BAPS, TESS) und ein nicht raumliches Verfahren (STRUCTURE). Durch die
Kombination dieser Methoden sollten die Starken und Schwachen der jeweiligen Programme
ausgeglichen werden. Mit dem Zusammenfiihren der Ergebnisse kénnen die allgemeinen
Effekte gezeigt werden, ohne zuféllige Aspekte der einzelnen Analysen Uberzubewerten.
Einfluss auf die genetischen Unterschiede zwischen zwei Populationen kénnen, neben
physischen Barrieren wie Flissen und Autobahnen, auch auf deren grofle geographische
Entfernung zuriickzufiihren sein. Dieser Faktor fiihrt dazu, dass die Anzahl an Clustern von
Bayes‘schen Clusteringmethoden Uberschatzt wird und vermeidliche Barrieren entstehen
kénnen (Frantz et al. 2009). Mit Hilfe des Manteltest wurde deshalb bestimmt ab welcher
Distanz die Isolation by distance einen Einfluss auf die genetische Strukturierung hat und
welche Populationen miteinander verglichen werden kénnen.

Zur besseren grafischen Darstellung wurde, auf Grundlage der Ergebnisse aus den Clustering
Methoden, die genetischen Distanzen der Populationen quantifiziert. Somit konnten die
genetischen Distanzen zwischen den Populationen einfacher miteinander verglichen und die

Suche nach Barrieren erleichtert werden.
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6. Schlussfolgerung und Handlungsempfehlungen

Nach dem Eintrag der Afrikanischen Schweinepest 2021 versucht Deutschland dem Beispiel
von Belgien und Tschechen zu Folgen und die ASP wieder auszurotten. Im Unterschied zu
den genannten Lander kam es aber zu mehrfachen Eintragen der Erkrankung, wodurch man
sich auf eine langwierige Bekampfung einstellen muss (Sauter-Louis et al. 2022). Wie die
vorliegende Arbeit aufzeigen konnte, stellen Wildschweine aus Polen, die flr einen konstanten
Eintrag der Erkrankung nach Deutschland sorgen, einen wesentlichen Faktor fir die
Ausbreitung der Krankheit dar. Sie werden dadurch zu einem zentralen Problempunkt in der
deutschen ASP-Bekdmpfung dem besondere Aufmerksamkeit geschenkt werden sollte. Die
vorliegende Arbeit konnte eine Barriere fur den genetischen Austausch bei Wildschweinen von
der Elbe und Autobahn A24 im Westen Uber Berlin und weiter entlang der Autobahn A11 in
Richtung Nord-Osten nachweisen. Dieses Wissen sollte genutzt werden, um zu versuchen,
die Ausbreitung der ASP hier zu stoppen, indem die schon existierende Barriere ausgebaut
und verdichtet wird. Dem gegenuber stehen die Regionen im Norden und Suden des
untersuchten Gebietes, die durch eine hohe genetische Konnektivitat gekennzeichnet sind und
in denen ein Versuch der Beschrankung der Wildschweinbewegungen voraussichtlich nicht
von Erfolg gekront sein wird. Hier sollte der Fokus der Bekdmpfung auf anderen MaRnahmen
liegen. Die Ausbreitung der ASP innerhalb der Wildschweinpopulationen deckt sich mit den
gefundenen hohen Konnektivitdten in den betroffenen Regionen. Bei Spriingen lber weite
geographische Distanzen konnten die Wildschweine als Ubertrager aufgrund der ebenfalls
hohen genetischen Distanzen ausgeschlossen werden. Durch die Daten Uber die
Virusvarianten konnten diese Ergebnisse untermauert werden. Generelle Aussagen zu
potenziellen Barrieren wie Autobahnen und Flusse kénnen nicht gemacht werden, denn diese

mussen immer auch mit deren direkter Umgebung betrachtet werden.
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7. Zusammenfassung

Der Genotyp Il des Afrikanische Schweinepestvirus hat Europa noch fest im Giriff.
Epidemiologisch ist der Seuchenzug durch hohe Virulenz, hohen Letalitédt und hohe Tenazitat
bei geringer Kontagiositat gepragt. Die bisherigen MalRnahmen, wie die intensive Suche nach
Kadavern, das Reduzieren der Wildschweinpopulation und das Errichten von Zaunen,
scheinen die Ausbreitung zwar zu einzudammen, kdnnen sie bislang aber nicht komplett
unterbinden.  Fir eine optimale Kontrolle  groRflachiger  Ausbreitung  Uber
Wildschweinpopulationen scheint es wichtig, die Konnektivitat der Populationen untereinander
zu kennen. Diese Konnektivitdt sollte in vorliegender Studie anhand der genetischen
Differenzierung zwischen den Wildschweinpopulationen im Zielgebiet bestimmt werden. Dafiir
standen 1262 Wildschweine (davon 389 ASP-positiv) aus 31 Gebieten zur Verfigung. Die
Probensammlung und DNA-Analyse erfolgte in Kooperation mit dem FLI, Riems. Die
Genotypisierung erfolgte anhand von 12 Mikrosatelliten. Der Austausch zwischen den
Populationen wurde auf Basis populationsgenetischer KenngréRen und Bayes’scher
Clusterverfahren bestimmt und quantifiziert.

Das wichtigste Ergebnis war eine Differenzierung der nérdlichen und sudlichen Populationen
entlang einer Linie von der Unteren- und Mittelelbe Gber Berlin und die A11 bis zur polnischen
Grenze. In den beiden so getrennten Gebieten wiesen die untersuchten Populationen
untereinander eine gute Konnektivitdt auf, insbesondere im Bereich Mecklenburg-
Vorpommerns. Kleinere Barrierewirkungen ergaben sich aber auch innerhalb der sudlichen
Region. Durch die Kombination der genetischen Charakteristik der Wildschweine und der
ASP-Viren konnte gezeigt werden, dass die Ausbriiche entlang der polnischen Grenze immer
wieder durch Neueintrége tUber die Oder erfolgten, wahrend die Ausbreitung parallel zur Oder
und NeilRe auf deutscher Seite nur eine lokale und untergeordnete Rolle spielte. Die Daten
sprechen auflerdem dafir, dass die Virusvarianten nicht auf deutscher Seite entstanden,
sondern jeweils aus Polen eingetragen worden sind. ASP-Ausbriiche weiter westlich mlssen
durch direkte Virusverbreitung Giber den Menschen erfolgt sein. Hinweise auf eine Rolle von
Wildschweinen konnten nicht festgestellt werden. Die populationsgenetischen Befunde, die
genomischen Virusdaten und die Ausbreitungsdynamik der Viren belegen eine sehr langsame
Ausbreitung innerhalb der Gebiete hochster genetischer Konnektivitat und sprechen fiir einen
hohen Infektionsdruck tiber die Oder und Neille. Gleichzeitig zeigen sie die hohe Wirksamkeit

der vor Ort angewandten Kontrollmafnahmen.
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8. Summary

Genotype Il of African swine fever virus still has Europe firmly in its grip. Epidemiologically, the
epidemic is characterized by high virulence, high lethality and high tenacity with low
contagiousness. The measures taken so far, such as the intensive search for carcasses, the
reduction of the wild boar population and the erection of fences, appear to be containing the
spread, but have not yet been able to stop it completely. For optimal control of large-scale
dispersal via wild boar populations, it seems important to know the connectivity of the
populations with each other. In the present study, this connectivity was to be determined based
on genetic differentiation between the wild boar populations in the target area. For this purpose,
1262 wild boar (389 of which were ASF-positive) from 31 areas were available. Sample
collection and DNA analysis were carried out in cooperation with the FLI, Riems. Genotyping
was carried out using 12 microsatellites. The exchange between the populations was
determined and quantified based on population genetic parameters and Bayesian clustering
methods.

The most important result was a differentiation of the northern and southern populations along
a line from the Lower and Middle Elbe via Berlin and the A11 to the Polish border. In the two
areas separated in this way, the populations studied showed good connectivity with each other,
particularly in the Mecklenburg-Western Pomerania region. However, smaller barrier effects
also occurred within the southern region. By combining the genetic characteristics of the wild
boars and the ASF viruses, it was possible to show that the outbreaks along the Polish border
were repeatedly caused by new entries via the Oder, while the spread parallel to the Oder and
Neisse on the German side only played a local and subordinate role. The data also suggest
that the virus variants did not originate on the German side but were each introduced from
Poland. ASF outbreaks further west must have occurred through the direct spread of the virus
via humans. No evidence of a role for wild boar could be found. The population genetic
findings, the genomic virus data and the spread dynamics of the viruses prove a very slow
spread within the areas of highest genetic connectivity and indicate a high infection pressure
via the Oder and Neisse rivers. At the same time, they show the high effectiveness of the

control measures applied on site.
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9. Eigene Publikationen

Die Daten, die in dieser Arbeit vorgelegt wurden, werden zusatzlich in einer Vorabpublikation

verdffentlicht. Abschnitte daraus wurden auch fiir die vorliegende Arbeit verwendet.

Simon U, Gerhards K, Becker S, Willems H, Friedrichs V, Forth JH, Calvelage S, Blome S,
Reiner G (2024) Genetic differentiation of wild boar populations in a region affected by
African swine fever. Eur J Wildl Res 70:54. https://doi.org/10.1007/s10344-024-01807-1
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Anhang

Anhang 1: weitere Tabellen zu den Populationsgenetischen

Untersuchungen

Proben mit identischen Multilokusgenotypen:

1.

9.

© N o Ok 0N

GH-073, GH-075

Hzd-008, Hzd-009

0dS-1740, OdS-1741, OdS-1821, 0dS-2090, FaO-1360
0dS-4132, OdS-4135

Bau-015, Bau-017

Gor-0621, Gor-0624

Bar-195, Bar-196

FaO-2766, FaO-2767, FaO-2768

0dS-3227, OdS-3597

10. OdS-4134, OdS-3889
11.0dS-4812, OdS-4657
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Private Allele:

Population | Locus Allel
1 110 S0225 166
2 1412 S0026 127
3 1412 S0101 219
4 1412 S0225 152
5 1412 S0226 177
6 1412 S0226 184
7 1412 S0227 244
8 1412 SW240 098
9 1412 SW240 126
10 1412 SW632 151
11 1412 SW632 153
12 1412 SW911 185
13 1412 Swr1941 | 212
14 1412 Swr1941 | 234
15 1412 Swr1941 | 238
16 1412 Swr1941 | 242
17 1413 SW632 185
18 1413 SW911 183
19 1413 SW936 099
20 161 S0101 217
21 161 S0225 177
22 161 S0225 179
23 161 SW24 108
24 161 SW24 134
25 161 Sw24 136
26 161 SW240 106
27 161 SW632 141
28 161 SW632 159
29 161 SW632 161
30 161 SW632 189
31 161 SW632 197
32 161 SW72 126
33 161 SW911 181
34 161 SW936 097
35 161 Swr1941 | 201
36 161 Swr1941 | 208
37 161 Swr1941 | 210
38 161 Swr1941 | 248
39 161 Swr1941 | 254
40 170 S0026 089
41 200 S0225 196
42 220 S0226 200
43 220 Sw24 106
44 230 S0227 250
45 241 S0225 182
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46 241 Swr1941 | 244
47 260 S0225 171
48 261 S0227 260
49 261 SW72 105
50 261 SWo11 177
51 60 S0026 111
52 60 SW911 171
53 91 S0225 161
54 91 S0225 180
55 91 S0226 208
56 91 S0227 221
57 91 S0227 223
58 91 SW9o11 155
59 91 Swr1941 | 258

Informativeness of Markers (In):

Mikrosatellit

Informativeness

SW936 0,272
S0155 0,123
$§0226 0,129
S0227 0,243
S0026 0,141
S0225 0,149
SW240 0,153
SW951 0,043
SWo11 0,236
S0101 0,221
SW72 0,125
SW24 0,184
SW632 0,253
Swr1941 0,229
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