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EINLEITUNG

1 Einleitung

Die aktuelle ,,World Watch List for Domestic Animal Diversity” (FAO, 2000a) listet mehr
als 6300 Nutztierrassen, die insgesamt 30 domestizierten Nutztierarten angehéren. Diese
Nutztierrassen entwickelten sich im Zuge der Domestikation und der darauf folgenden
Selektion durch die Natur und den Menschen im Laufe der letzten 12 000 Jahre. Wihrend
dieser Zeit haben Nutztierrassen eine einzigartige Anpassung an die landwirtschaftlichen
Produktionssysteme und agrar-okologische Umwelt erfahren. Thre genetische Vielfalt
lieferte das Material fir die Zuchterfolge in den entwickelten Lindern im 19. und 20.
Jahrhundert, so dass sie eine einzigartige Ressource bilden, um aktuellen und zukiinftigen

Anforderungen an die Tierproduktion gerecht zu werden (Hanotte und Jianlin, 2005).

In den letzten Jahrzehnten hat die Biodiversitit tiergenetischer Ressourcen vor allem im
Nutztierbereich hochgradig abgenommen (FAO, 1999). Weltweiten Schiatzungen zufolge
sind im ILaufe des letzten Jahrhunderts ca. 20 % der Nutztierrassen ausgestorben
(FAOSTAT, 1999). In den europiischen Industrielindern liegt die Ursache hierfir vor
allem in der Spezialisierung und Intensivierung der Landwirtschaft im Zuge
technologischer Verinderungen, in seltenen Fallen aber auch in klimatischen
Verinderungen, Kriegen und sozialen Unruhen (FAO, 1998b).

Gerade in der Landnutzung marginaler Gebiete spielt die Tierhaltung eine schr
bedeutende Rolle, wobei sich in diesen Gebieten stark angepasste lokale Rassen
entwickelten, die ein kulturelles Erbe darstellen, das es zu erhalten gilt (Gandini und Villa,
2003).

In Europa werden rund 48 % aller weltweit bekannten Schafrassen gehalten, obwohl hier
lediglich 18 % (185 Mio.) der weltweit gehaltenen Schafe vorkommen. Im Vergleich zu
anderen Kontinenten zeigt sich somit in Europa eine sehr hohe Rassenvielfalt, die
ursachlich vor allem auf eine hochgradige Anpassung an die groBe ILandschafts-
(Hochgebirge, Flachland) und Klimavielfalt (feucht-kaltes Klima in Nordeuropa, trocken-

hei3es in der Mittelmeerregion) des Kontinents zurtickzufiihren ist.

Derzeit sind knapp 20 % aller bekannten europidischen Schafrassen ausgestorben und ca.
15 % vom Aussterben bedroht (FAOSTAT, 1999). Um dieser generellen Entwicklung
entgegenzuwirken, beschloss die ,,United Nations Conference on Environment and
Development 1992 in ihrer ,International Convention on Biological Diversity*
(Agenda 21), die biologische Vielfalt nachhaltig zu schiitzen. Hierzu wurden sowohl auf
internationaler als auch auf nationaler Ebene Programme zur Erhaltung tiergenetischer
Ressourcen etabliert. Um finanzielle Mittel im Rahmen von Erhaltungsma3nahmen gezielt

und sinnvoll einsetzen zu koénnen, muss zundchst eine Dokumentation und
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populationsgenetische Beurteilung der Rassen durchgefiihrt werden. Letztgenannte erfolgt
heute unter anderem auf Basis molekulargenetischer Untersuchungen, die eine
Charakterisierung und Evaluierung sowohl von Rassen als auch von Individuen
ermoglichen, da gerade im Bereich der Nutztierdiversitit ein sehr hoher Prozentsatz der
genetischen Varianz innerhalb der Rassen zu finden ist (Bruford et al., 2003; Hammond
und Leitch, 1995). Die Bedeutung von Mikrosatelliten fiir die Untersuchung genetischer
Diversitit von Nutztierrassen wurde bereits sehr frih erkannt (MacHugh et al., 1994), so
dass sie derzeit zu den am haufigsten verwendeten Markern in Diversititsstudien zahlen
(Baumung et al., 2004).

Die Food and Agriculture Organization (FAO) der Vereinten Nationen empfahl 1998 fiir
Diversititsstudien beim Schaf einen Satz von 27 Mikrosatelliten und versuchte somit den
Gebrauch von Mikrosatelliten fiir die Charakterisierung genetischer Diversitit zwischen
und innerhalb von Rassen zu standardisieren (FAO, 1998a). Baumung et al. (2004) zeigten
jedoch auf, dass lediglich zwischen neun und 35 % der in Diversititsstudien beim Schaf
verwendeten Marker aus dieser Empfehlungsliste stammten. Ein weiteres Problem stellt
die Tatsache dar, dass sich die in den letzten Jahren durchgefithrten Untersuchungen zur
Diversitit von Schafrassen (Alvarez et al., 2004; Arora und Bhatia, 2004; Arranz et al.,
1998; Arranz et al., 2001a; Diez-Tascon et al., 2000; Farid et al., 2000; Pariset et al., 2003;
Rendo et al., 2004; Stahlberger-Saitbekova et al., 2001; Tapio et al., 2003) stark in ihrer
Marker- und Rasseauswahl unterscheiden, so dass eine Verkntipfung der Ergebnisse nur in

eingeschranktem Mal3e moglich ist.

Ziel dieser Arbeit ist es, eine Evaluierung verschiedener publizierter und von der FAO
(FAO, 1998a) empfohlener Mikrosatellitenmarker vorzunehmen, auf ihrer Basis die
genetische Vielfalt zwischen und innerhalb von Schafrassen Europas und des Nahen
Ostens zu charakterisieren und Populationsstrukturen aufzuzeigen. Hierdurch sollen
genetische Informationen Uber eine groBe Zahl autochthoner und teilweise vom
Aussterben bedrohter Rassen erhalten werden, um diese in Erhaltungsmal3nahmen
berticksichtigen zu kénnen. Dariiber hinaus soll mit Hilfe von Referenzproben eine

Verkniipfung mit bisherigen und zuktnftigen Projekten ermdglicht werden.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Domestikation der Hausschafe und deren Ausbreitung nach Europa

Das Schaf gehért gemeinsam mit der Ziege und dem Hund zu den ersten domestizierten
Tierarten (Benecke, 1994; Ryder, 1984). In der Altsteinzeit (Palaolithikum; 2,4 Mio. bis
8000 Jahre v. Chr.) lebten die Menschen ausschlieBlich von Sammelwirtschaft und Jagd.
Die Ertrige dieser Wirtschaftsweise waren in starkem Malle von Zufillen abhingig, so
dass immer wieder Hungerperioden unterschiedlicher Dauer auftraten. Ende der
Mittelsteinzeit (Mesolithikum, 8000 bis 6000 v. Chr.), Anfang der Jungsteinzeit
(Neolithikum, 6000 bis 1600 v. Chr.) ging der Mensch in Vorderasien dazu tiber, Wildtiere
zu domestizieren statt sie ausschlieBlich zu jagen. Dieser Umbruch wird als ,,Neolithische
Revolution® bezeichnet wird (Konig, 1968; Zeuner, 1963). Die Haltung von Tieren und
der Anbau von Kulturpflanzen erforderten es, zum Bau fester Siedlungen tberzugehen.
Dass nun gerade das Schaf zu den ersten domestizierten Tierarten gehorte, ist vor allem in
seiner Vielseitigkeit begriindet. Es diente als Lieferant fir Fleisch, Milch, Wolle und Felle
und in vielen Kulturkreisen als Opfertier. Dartiber hinaus spielte seine besondere

Gentgsamkeit eine wichtige Rolle (Grzimek, 1988; Legel, 1990).

Als Domestikationsort der Schafe gilt der so genannte ,,Fruchtbare Halbmond®. Dieser
umfasst die Region des heutigen Nahen Ostens (Benecke, 1994). Im Westen wird sie
durch das Mittelmeer, im Osten durch die Flisse Euphrat und Tigris begrenzt und
schliet heute Teile Israels, der West Bank (historisches Judda und Samaria), Jordaniens,
des Libanon, Syriens und des Irak ein (Ryder, 1984). Erste Hinweise auf die
Domestikation der Schafe gehen bis ins Jahr 9.000 v. Chr. nach Zawi Chemi Shanidar im
Nordirak zuriick (Bokonyi, 1976; Ryder, 1984).

Von diesem Zentrum der Domestikation aus wurde die Verbreitung der Schafe in den
Norden FEuropas durch militirische Auseinandersetzungen und Wanderungen
nomadischer Stimme begtnstigt (Sokal et al., 1991). Archiaologische Funde weisen darauf
hin, dass domestizierte Schafe im Balkan bereits vor mehr als 8000 Jahren anzutreffen
waren, von wo aus sie sich nach Stidungarn und in das Karpatenbecken ausbreiteten (7000
bis 6000 v. Chr.), was auch als die Donau-Route bezeichnet wird (Abbildung 1).
AnschlieBend wurden die Schafe nach Mittel-, West- und Nordeuropa gebracht, wo sie
seit 6000 Jahren in Mitteleuropa und in den Niederlanden, wie auch im nérdlichen
Frankreich verbreitet sind. 1000 Jahre spiter waren sie auch in Siidfrankreich anzutreffen,
wobei hier vor allem eine weitere Expansion durch den Handel an den Kisten des
Mittelmeers stattfand (Kiistenroute, Abbildung 1). Uber den Atlantik gelangten die Schafe

dann bis hin zu den britischen Inseln, von wo aus sie ca. 3000 v. Chr. die kimbrische
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Halbinsel erreichten. Von dort aus gelangten sie 1000 Jahre spiter nach Skandinavien
(Herre und Rohrs, 1990).
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Abbildung 1: Die Ausbreitung der Hausschafe nach Europa (Ryder, 1983).
Die Pfeile stellen die Ausbreitungswege der Hausschafe (Donau- und
Kistenroute), die gestrichelten Linien deren Ausbreitung dar.

Die Forschung beschiftigt sich schon sehr lange mit der Suche nach den urspriinglich
domestizierten Stammformen der Haustiere. Hierbei existieren vor allem bei den

Hausschafen (O. arzes) unterschiedliche Hypothesen.

So beschreibt Zeuner (1963) das Urial (O. vigne) als das erste domestizierte Schaf im Aral-
Kaspischen Becken. Von hier aus soll sich diese domestizierte Form tber den Nahen
Osten bis nach Europa ausgebreitet haben. Eine weitere Linie an europdischen Rassen soll
von europaischen bzw. asiatischen Mufflonherden (O. musimon bzw. O. orientalis)
abstammen und nach Europa verbracht worden sein. Hier verkreuzten sie sich mit
Urialnachkommen. Dartiber hinaus sollen auch immer Argaliallele (O. ammon) in diese

Linien eingebracht worden sein (Zeuner, 1963).

Ausgiebige Studien durch Nadler et al. (1971) und Woronzow et al. (1972) ermittelten die
Chromosomenanzahl verschiedener Urial- (2n = 58), Mufflon- 2n = 54) und Argali-

populationen (2n = 56). Da asiatische und europdische Hausschafe einen
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Chromosomensatz von 2n = 54 besitzen, fithrte dies zu der Schlussfolgerung, dass das
Mufflon der Vorfahr der Hausschafe sein musste. Allerdings besitzen Hybriden
verschiedener Wildschafformen Chromosomensitze von 2n = 55, 56 oder 57 und sind
fruchtbar. Dartiber hinaus fihrt die Paarung von Argalibocken (2n = 56) mit
Mufflonmutterschafen (2n = 54) zu Hybridmutterschafen, deren Eizellen 27
Chromosomen besitzen. Daher lag die Vermutung nahe, dass eine prizygotische Selektion
hin zu einem kleineren Chromosomensatz stattfindet und somit ein Chromosomensatz
von 2n = 54 nicht unmittelbar vom Mufflon stammen musste. Ein Beispiel fur diese
Vermutung lieferte die Kreuzung von Argali (2n = 58) mit Merinoschafen (n = 54), deren
Nachkommen die Rasse Arkharo-Merinos mit 2n = 54 bildet (Ryder, 1984).

Hiendleder et al. (1998b) fanden demgegentiber anhand von vergleichenden Studien der
mitochondrialen Kontrollregion verschiedener Wildschafe und Hausschafrassen Europas
und Asiens heraus, dass von maternaler Seite weder das Urial noch das Argali mit den
europiischen oder asiatischen Hausschafen verwandt ist. Ferner identifizierten sie eine

europiische und eine asiatische Haupt-Hausschaf-mtDNA-Linie (Abbildung 2).

} Argali

Urial

Asiatische Hausschafrassen

Européische Hausschafrassen
und Mufflons

J

Abbildung 2: Phylogenetischer Stammbaum von Haus- und Wildschafen basierend auf
Polymorphismen in der Kontrollregion mitochondrialer DNA (Hiendleder
et al., 1998b).

Die europiische Hauptlinie umfasste neben den europdischen Schafrassen auch
europdische Mufflons. Hieraus schlussfolgerten die Autoren, dass die europidischen

Hausschafrassen nicht von europiischen Mufflons abstammten, sondern, dass diese einen
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gemeinsamen Vorfahren hatten oder aber, dass das Mufflon von sehr frithen Hausschafen
abstammt. Weiterhin postulierten sie, dass sowohl die europidischen als auch die
asiatischen Hausschafrassen von zwei verschiedenen, bisher nicht spezifizierten,
Wildschafen abstammten, konnten aber Argali und Urial ausschlieBen. Diese Vermutung
konnte in weiteren Untersuchungen durch Hiendleder et al. (2002) bestitigt werden. Zwei
maternale Urspriinge mit einer europiischen und einer asiatischen Linie wiesen Loftus et
al. (1999) auch beim Rind nach, wihrend Luikart et al. (2001) bei der Ziege drei
verschiedene Linien nachweisen konnten. Larson et al. (2005) zeigten anhand von
mtDNA-Studien beim Schwein sogar bis zu sechs verschiedene Domestikationszentren

auf.

2.2 Bedrohungsstatus der Schafrassen Europas

Im Jahre 1999 lebten in Europa 185 Mio. Schafe. Diese verteilten sich auf 771 Rassen, was
48 % aller weltweit bekannten Rassen entspricht. Im Gegensatz dazu wurden aber in
Europa nur 18 % der weltweiten Schafpopulation gehalten (FAOSTAT, 1999). Der
Bedrohungsstatus der europiischen Schafrassen wird durch Abbildung 3 verdeutlicht,
welche die Jahre 1995 und 1999 vergleicht. In einem Zeitraum von vier Jahren sind zwar
318 Rassen zusitzlich in die Statistik aufgenommen worden, der Prozentsatz an bedrohten
Rassen ist aber dennoch von 7 auf 14 % und der an ausgestorbenen Rassen von 7 auf

18 % gestiegen ist. Gleichzeitig ist der Prozentsatz an nicht bedrohten Rassen von 59 auf

42 % gesunken.
100%
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S 0% 8
2 Obedroht
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13)
i 20%
10%
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Abbildung 3: Bedrohungsstatus europiischer Schafrassen im Vergleich 1995 und 1999
(FAO, 200042).
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Die in Abbildung 3 verwendeten Kategorien sind wie folgt definiert (FAO, 2000a):

Eine Rasse gilt als ausgestorben, wenn weder minnliche noch weibliche Zuchttiere oder
Embryos bzw. weder Sperma noch Oozyten verblieben sind. Als bedroht wird eine Rasse
dann eingestuft, wenn entweder die Zahl der weiblichen Zuchttiere zwischen 100 und
1000 Tieren betrigt oder aber die Anzahl der minnlichen Zuchttiere zwischen fiinf und
20 Tieren liegt. Des Weiteren gilt eine Rasse als bedroht, wenn die Population weniger als
100 Tiere aufweist, die Bestandszahlen gleichzeitig aber steigend sind und der Prozentsatz
an reinrassigen weiblichen Zuchttieren iber 80 % betrigt. Gleiches gilt, wenn die
Population tber 1000 Tiere umfasst, die Bestandszahlen aber sinken und der Prozentsatz
weiblicher reinrassiger Zuchttiere unter 80 % liegt. Eine Rasse wird als &ritzsch eingestuft,
wenn die Anzahl weiblicher Tiere unter 100 liegt oder die Anzahl minnlicher Zuchttiere
< 5 betrigt. Eine weitere Moglichkeit ist, dass die gesamte Population tber 100 Tiere
umfasst, der Bestand sinkt und der Prozentsatz an weiblichen Reinzuchttieren unter 80 %
liegt. Als nicht bedroht gelten alle Populationen, deren Anzahl weiblicher Zuchttiere tGber
1000 und minnlicher Zuchttiere tiber 20 liegt. Nicht bedroht ist sie auch dann, wenn die
Gesamtpopulation tiber 1000 Tiere umfasst bzw. der Anteil weiblicher Reinzuchttiere iiber

80 % betragt und der Bestand wichst.

Informationen iiber den Bedrohungsstatus von Rassen sind mittlerweile iiber eine Reihe
von Quellen verfiigbar. Die weltweit meisten Rassen sind bei der FAO im ,,Domestic
Animal Diversity—Information System® (DAD-IS)(FAO, 2000b) und in der Datenbank
der ,,European Association for Animal Production® (EAAP) (Simon, 1994) registriert.
Wihrend die EAAP-Datenbank derzeit 46 europdische und aullereuropiische
Mitgliedsstaaten in den Tierarten Buffel, Rind, Ziege, Schaf, Pferd, Esel, Schwein und
Hase kontrolliert, werden in der DAD-IS-Datenbank 6379 Rassen von 30 Siugetier- und

Vogelarten aus weltweit 170 Lindern tiberwacht.

2.3 Ursachen fiir das Aussterben von Rassen

Eine der bedeutendsten Ursachen fur das Aussterben von Nutztierrassen liegt in dem
weltweiten landwirtschaftlichen Trend, sich auf eine beschrinkte Zahl von
Hochleistungsrassen zu konzentrieren. Diese Entwicklung begann mit dem Bau der
Eisenbahn Mitte des 19. Jahrhunderts, als somit auch fir Landwirte in marktfernen
Regionen die Méglichkeit bestand, Frischfleisch oder Milch rasch in Ballungszentren zu
bringen, so dass auch in diesen Regionen die Zucht auf leistungsfihigere Tiere ausgedehnt
werden konnte, um diese Markte zu beliefern (Sambraus, 1994). Dies hatte zur Folge, dass
Landrassen und Lokalschlige, die zwar stark an bestimmte geographische Umwelt- und
Fitterungsbedingungen angepasst, aber weniger leistungsfihig waren, verdringt wurden.

Eine weitere Ursache bildeten und bilden auch immer wieder natirliche (Durren, Fluten)
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und vom Menschen geschaffene Katastrophen (Landbereinigung, Kriege, soziale

Unruhen), die zu einem Verlust zahlenmiBig schwacher Rassen (FAO, 1998a) fithren.

Obwohl sich der Verlust ganzer, vor allem einzigartiger, Rassen oder Schlige am
schwerwiegendsten auswirkt, sind auch die Genverluste innerhalb der Rassen von grofB3er
Bedeutung (Bruford, 2004). Fir die Erhaltung einer Rasse ist aber nicht nur die
Gesamtzahl der zur Zucht herangezogenen Tiere von Bedeutung, sondern auch das
Verhiltnis der minnlichen zu den weiblichen Tieren (siche auch Gefihrdungsstatus der
Rassen; Kapitel 2.2). Dieses Verhaltnis driickt sich in der effektiven Populationsgréfie N,
aus. Die effektive Populationsgrofle N, ist ein Indikator fir die prozentuale
Inzuchtsteigerung pro Generation AF und den Verlust an Genen aufgrund von Drift der
Genfrequenzen pro Generation. Sie ldsst sich durch folgende Gleichung darstellen
(Falconer, 1960):

4% m % 7
= Lf AF pro Generation =

Nt’
m+ f 2x N,

m = Anzahl der minnlichen Tiere; /= Anzahl weiblicher Tiere.

Da die Anzahl minnlicher Tiere () tiblicherweise kleiner ist als die der weiblichen (f), wird
AF hiufig von der Anzahl minnlicher Tiere bestimmt (Eding und Laval, 1999).

2.4 Griinde fiir die Erhaltung von Rassen

Bevor die Griinde fir die Erhaltung von Rassen ausgefiihrt werden, soll zunichst der
Begriff ,,Rasse” definiert werden. Hall und Bradley (1995) definierten eine Rasse als eine
Gruppe von Tieren, die vom Menschen dazu ausgewihlt wurde, ein einheitliches
Aussehen zu haben, das sie von den anderen Tieren der gleichen Tierart unterscheidet.
Alternativ kann als Rasse auch eine homogene Gruppe angesehen werden, die sich durch
geographische Trennung von einer anderen, phianotypisch dhnlichen Rasse unterscheidet.
Rassen haben sich im Zusammenhang mit geographischen, kulturellen und produktiven
Anforderungen entwickelt, so dass der Rassebegriff auch kulturell interpretiert werden
sollte (Ponzoni, 1997).

Obwohl bedeutende Gene theoretisch in Form eines riesigen Genpools ohne Bezug zum
Rassebegriff erhalten werden kénnten, wird diese Art der Erhaltung nicht favorisiert. Viele
autochthone Rassen besitzen aufgrund ihrer Adaptation an eine bestimmte Umwelt
besondere Allelkombinationen, die bei Erhaltung eines Genpools anstelle von Rassen
schwierig zurtick zu gewinnen wiren. Aus diesem Grund konzentriert sich die Erhaltung

von Diversitiat auf die Erhaltung von Rassen (Hall und Bradley, 1995). Des Weiteren war
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der genetische Fortschritt in der Tierzucht im Hinblick auf leistungsfihigere Tiere in der
Vergangenheit nur deshalb méglich, da auf verschiedene Rassen mit unterschiedlichen
Genen und Genkombinationen zuriickgegriffen werden konnte. Potenziert wurde dieser
Fortschritt des Weiteren vor allem in der Rinderzucht durch den weltweiten Austausch

von Sperma bzw. Eizellen.

Die Grunde fir die Erhaltung von Schafrassen sind sowohl 6konomischer, als auch
wissenschaftlicher und kulturell-historischer Art. Ein Hauptgrund fiir die Erhaltung von
Diversitit ist, den Anforderungen zukiinftiger Marktanspriiche gerecht werden zu kénnen
(Hall und Bradley, 1995; Notter, 1999). So ist zum Beispiel aufgrund regionaler
Unterschiede in den Marktbedirfnissen die Nachfrage nach spezialisierten tierischen
Produkten gestiegen, was zu einer Diversifikation der Tierproduktionssysteme und der
tierischen Produkte geftihrt hat (Oldenbroek, 1999). Des Weiteren konnen verschiedene
Rassen Eigenschaften besitzen, die in Zukunft zur Verbesserung der Quantitit bzw.
Qualitit von Produkten tierischer Herkunft beitragen kénnen. Dies ist vor allem deshalb
von Bedeutung, da sich in der Vergangenheit gezeigt hat, dass sich die

Verbraucheranforderungen sehr schnell dndern kénnen (Ponzoni, 1997).

Notter (1999) zeigte, dass gerade fiir Tierarten wie Schaf und Ziege aufgrund der
Tatsache, dass sie eine breite Palette an Produkten liefern (Fleisch, Milch und Wolle) und
eine hohe Anpassung an die Umwelt zeigen, eine hohe Diversitit mit unterschiedlichen
genetischen Typen erforderlich ist. Parasitire Erkrankungen und Arzneimittelresistenzen
haben bereits, und werden auch in Zukunft Zustinde herbeirufen, bei denen
Krankheitsresistenzen erforderlich sein werden. Als Beispiel seien hier die Toleranz gegen
Trypanosomen beim Rind (Chandler, 1952, 1958) und die Zucht auf eine geringere
Scrapieempfinglichkeit beim Schaf (Hunter et al, 1997) genannt. Die Erhaltung
genetischer Variation stellt somit eine Art Versicherung gegen Verdnderungen in den
Produktionsbedingungen und die Bedrohung durch Krankheiten dar (Oldenbroek, 1999).

In vielen Landern spielen lokale Rassen, die nur von einer kleinen Anzahl an Landwirten
gehalten werden, aus kulturhistorischen Griinden eine besondere Rolle. Sie werden zum
Beispiel fur die biologische Landwirtschaft, die Landschaftspflege in Randgebieten oder
fir die Herstellung lokaler Produkte fiir Marktnischen gehalten. Gleichzeitig bedroht das
Fehlen von Erhaltungsprogrammen die Existenz dieser Rassen. Da sie aber fir einen
kleinen Teil der Landwirte eine Einkommenssicherung darstellen, ist eine Erstellung von

Erhaltungsprogrammen auch hier gerechtfertigt (Oldenbroek, 1999).

Einen weiteren Grund fir die Erhaltung von Diversitit stellt die weltweite Suche nach
Genen, welche die tierische Produktion, die Qualitit von Produkten, die Gesundheit, die

Leistungsfahigkeit und die Fortpflanzung beeinflussen, dar. In diesem Zusammenhang
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spielen Rassen mit extremen Eigenschaften eine wichtige Rolle. Sie weisen meist eine hohe
Heterozygotie und Kopplungsungleichgewichte auf, welche nétig sind, um Assoziationen
zwischen hoch polymorphen Markern und QTLs zu entdecken (Oldenbroek, 1999).

Des Weiteren sei erwihnt, dass der Erhalt der genetischen Vielfalt seit der Neufassung
vom 22. Januar 1998 in das deutsche Tierzuchtgesetz vom 22. Dezember 1989 in § 1
Absatz 2 aufgenommen wurde und somit auch gesetzlich verankert und vorgeschrieben ist
(BGBL 11997, S. 3224).

Viele Rassen sind das FErgebnis langer Domestikationsprozesse und einer langen
Anpassungsphase an lokale Umstinde. Sie spiegeln eine lange Geschichte der Symbiose
zwischen Menschheit und Nutztieren wider und konnen helfen, Anpassungsprozesse
aufzukliren (Oldenbroek, 1999). Gandini und Villa (2003) bezeichneten lokale Rassen
sogar als ein kulturelles Erbe. Dartiber hinaus spielen sie eine bedeutende Rolle in der
Evolution spezifischer kultureller Landschaften. Innerhalb der Gesellschaft wichst das
Bewusstsein fir den oOkologischen Wert der Regionen als ein Ergebnis des
Zusammenspiels von Landschaft und Landwirtschaft. Innerhalb dieses Komplexes ist die

Anwesenheit von urspriinglichen lokalen Rassen von grof3er 6kologischer Bedeutung,.

2.5 Mikrosatelliten als Markersystem zur Darstellung genetischer Diversitit

Mikrosatelliten, auch ,,short tandem repeats* (STRs) (Edwards et al., 1991) oder ,,simple
sequences™ (Tautz, 1989) genannt, sind kurze DNA-Sequenzen des ecukaryotischen
Genoms, deren Wiederholungsmotiv bis zu sechs Basen lang ist (Tautz und Schl6tterer,
1994). Man unterscheidet je nach Anzahl der sich wiederholenden Basen Mono-, Di-, Tri-
und Tetranukleotidwiederholungen und perfekte bzw. imperfekte oder zusammengesetzte
Mikrosatelliten. Die Anzahl der Basenwiederholungen schwankt zwischen zehn und 30
Wiederholungseinheiten. Mikrosatelliten wurden bisher im Genom aller Organismen
gefunden und hier vorzugsweise in nicht-kodierenden Regionen des Genoms, konnten
jedoch zu einem geringen Teil auch in kodierenden und Promotor-Regionen
nachgewiesen werden (Hancock, 1999). Die genomische Verteilung erstreckt sich tber alle
Autosomen. Es werden aber auch Mikrosatelliten auf dem X-Chromosom vermutet
(Hancock, 1999). Mikrosatelliten weisen einen hohen Grad an Polymorphie auf (Litt und
Luty, 1989) und werden kodominant vererbt. Sie sind, abgesehen von enger Kopplung an
einen ausgewahlten Genort (,,genetic hitchhiking®) (Barton, 2000; Maynard Smith und
Haigh, 1974; Slatkin, 1995b), als selektionsneutral anzusehen (Tachida und Izuka, 1992).
In den vergangenen Jahren konnten aber immer wieder Kopplungen vermeintlich
neutraler Mikrosatelliten an Kandidatengene nachgewiesen werden (Buitkamp et al., 1996;
Lien et al., 1999; Nowak und Charon, 2001; Weimann et al.,, 2001), so dass davon
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auszugehen ist, dass sich in Zukunft auch andere Mikrosatellitenmarker als gekoppelt

herausstellen werden.

2.5.1 Mutationsraten und -mechanismen

Mutationsraten von Mikrosatelliten sind im Vergleich zu Punktmutationsraten
(10 bis 10-19) sehr hoch. Schitzungen der Mutationsraten von Mikrosatelliten 7z vivo
belaufen sich bei E. co/i aut 102 Ereignisse pro Genort und Generation und auf 10* bis
10> bei Hefen. Schitzungen von Pedigreeanalysen beim Menschen lassen eine Rate von

10-3 Ereignissen pro Genort und Generation erwarten, wihrend bei der Maus Raten von
10-3 bis 10-* und bei Drosophila von 6 x 10 festgestellt wurden (Hancock, 1999).

Zwei Mutationsmodelle kénnen eine solch hohe Mutationsrate erkliren. Das erste Modell
geht von der Fehlpaarung eines verrutschten Stranges wihrend der Replikation aus
(,,Slippage) (Levinson und Gutman, 1987). Das zweite Modell bezieht Rekombination
zwischen DNA-Molekiilen ein (Smith, 19706).

»DNA-Slippage” (Levinson und Gutman, 1987) findet dann statt, wenn sich der
wachsende DNA-Strang wihrend der Replikation vom Templatestrang trennt. Bei der
Replikation nicht-repetitiver Sequenzen stellt dies kein Problem dar, da es nur eine
Moglichkeit gibt, wie sich der wachsende Strang wieder an den Templatestrang anlagern
kann, bevor die Replikation wieder beginnt. Bei repetitiven Sequenzen aber kann sich der
Strang auch auflerhalb des Rasters wieder anlagern. Wenn nun die DNA-Synthese an
diesem falsch angelagerten Strang fortgefiihrt wird, verdndert sich die Anzahl der
Wiederholungen des Mikrosatelliten. Schlotterer und Tautz (1992) konnten nachweisen,
dass diese ,,DNA-Slippage zu einer sehr hohen Rate vorkommt. Dieser Slippagerate
wirkt aber das ,,Mismatch-Reparatur-System® entgegen, das die Mutationsrate um das 100-
bis 1000fache reduziert (Strand et al., 1993).

Rekombination, wie Smith (1976) sie vermutete, verlingert Mikrosatelliten entweder durch
ungleiches Crossing-over oder durch Genkonversion. Ungleiches Crossing-over
bezeichnet ein Crossing-over zwischen fehl angelagerten Chromosomenstringen. Es kann
zum einen zwischen Chromatiden des gleichen Chromosoms (Schwester-Chromatiden)
oder zum anderen zwischen homologen bzw. unterschiedlichen Chromosomen
stattfinden. Dies fihrt zur Deletion im einen und zur Insertion im anderen Chromatid
bzw. Chromosom (Abbildung 4). Genkonversion, welche den unidirektionalen Transfer
von Informationen durch Rekombination als eine mdégliche Antwort auf einen DNA-
Schaden beinhaltet, kann Sequenzen von einem Allel auf ein anderes tbertragen. Jeffreys
et al. (1994) zeigten, dass dieses Mutationsmodell aber cher auf Minisatelliten als auf

Mikrosatelliten zutrifft. Die iz vivo-Mutationsrate ist also ein Ergebnis zweier Prozesse, der
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primiren Slippagerate und der Effizienz des ,,Mismatch-Reparatur-Systems® (Schlétterer,
2000).

Insertion

| | .CACARVYSYINIIE |

| | .CACACACA. | |

Ungleiches
Crossing-over

| | CACA. | |

Deletion

Abbildung 4: Ungleiches Crossing-over zweier Schwesterchromatiden.
Im Bereich eines (CA)n-Mikrosatelliten fithrt dies zur Deletion im einen und
Insertion im anderen Chromatid.

2.5.2 Mutationsmodelle

Die zugrunde liegenden Mutationsmodelle von Mikrosatelliten sind vor allem deshalb von
Bedeutung, da die Schitzung zahlreicher Populationsparameter (z. B. genetische
Distanzen) abhingig von dem zugrunde liegenden Modell ist. Dies gilt besonders fur
Mikrosatelliten, da mit steigender Mutationsrate die Sensitivitit fiir das Mutationsmodell

steigt (Estoup und Cornuet, 1999).

Es wurden bisher vier Mutationsmodelle beschrieben, von denen das ,,infinite alleles
model“ (IAM) (Kimura und Crow, 1964) und das ,,stepwise mutation model”“ (SMM)
(Kimura und Otha, 1978) als die wichtigsten angesehen werden. Unter Annahme des IAM
fihrt jede Mutation unabhingig von der Grof3e des Ausgangsallels zur Entstehung eines
neuen Allels. Beim SMM wird angenommen, dass jede Mutation in Form einer Addition
oder Deletion einer Wiederholungseinheit ein neues Allel erzeugt. Daraus ldsst sich
ableiten, dass Allele mit sehr unterschiedlicher Grée in entfernterer Beziehung
zueinander stehen als Allele mit dhnlicher GréBle (Balloux und Lugon-Moulin, 2002).
DiRienzo et al. (1994) fihrten das so genannte Zwei-Phasen-Modell (TPM) ein, welches
eine Erweiterung des SSM darstellt und eine Addition und Deletion von mehreren
Wiederholungseinheiten beschreibt. Dariiber hinaus wird in der Literatur noch das K-Allel
Modell (KAM) erwihnt (Balloux und Lugon-Moulin, 2002).

Valdes et al. (1993) konnten durch Untersuchung von 108 Mikrosatelliten auf
menschlichen Chromosomen nachweisen, dass ein Grofteil der Marker dem SMM-Modell
folgt, betonten aber, dass daraus nicht geschlossen werden kann, dass dies fir alle

Mikrosatelliten gilt.

2.5.3 Anwendungsgebiete von Mikrosatelliten

In den letzten Jahrzehnten haben sich Mikrosatelliten zu den populirsten genetischen

Markern entwickelt, sei es zur Erstellung genetischer Karten (Maddox et al., 2001), zur
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Identifizierung von Individuen (Arranz et al,, 2001b), fir forensische Untersuchungen
oder zur Abstammungskontrolle (Glowatzki-Mullis et al., 1995; Heyen et al., 1997;
Schiotterer,  2000).  Des  Weiteren konnten  fur einige abnorm  lange
Trinukleotidwiederholungen Assoziationen mit Krankheitsgenen, welche beim Menschen
tir das Krankheitsbild der Myotonischen Dystrophie, der Chorea Huntington oder des

Fragile-X-Syndroms (Rubinsztein et al., 1995) verantwortlich sind, nachgewiesen werden.

In letzter Zeit wurden Mikrosatelliten aber auch mehr und mehr zur Klirung von Fragen
der Populations- und Evolutionsgenetik verwendet, so dass sie hier derzeit zu den am
hiufigsten verwendeten Markern zidhlen (Baumung et al., 2004; Schlétterer, 2004). Im
Vergleich zu anderen genetischen Markern haben sie neben ihren polymorphen
Eigenschaften den Vorteil, dass sie leicht zu isolieren sind. Dariiber hinaus kénnen eine
Vielzahl von Genorten durch Multiplex-PCR und Multiloading effektiv untersucht und
thre Genotypisierung automatisiert werden, wodurch ein hoher Probendurchsatz erreicht

wird.

2.5.4 Nachteile von Mikrosatelliten

Nachteile der Mikrosatelliten liegen vor allem in ihren Typisierungseigenschaften. Hierzu
zihlt neben dem Vorkommen von Nullallelen auch das Auftreten von so genannten
Stotterbanden und Plus-A-Verinderungen (Schlotterer, 2004). Sowohl Stotterbanden als
auch Plus-A-Verinderungen entstehen durch Katalyse eines unspezifischen Adenin-
Nukleotids durch die Tag-Polymerase am 3-Ende des Amplifikationsprodukts und
konnen so zu Fehltypisierungen fithren, wenn diese Addition teilweise erfolgt und
teilweise unterbleibt. Um diese Problematik zu umgehen, wurde eine Reihe von Methoden
etabliert. Hierzu zihlt zum einen das so genannte ,,PIGtailing* (Brownstein et al., 1996).
Der ,,PIGtail“ besteht aus den Basen ,GTTTCTT®, die an das 5’Ende des
Rickwirtsprimers angehingt werden und die Katalyse der zusitzlichen Base verhindern
(Abbildung 5). Weitere Moglichkeiten zur Vermeidung von Typisierungsfehlern durch
Plus-A-Phinomene wurden von Ginot et al. (1996) und Smith et al. (1995) beschrieben.

Ohne ,,PIGtailing*

53] [7é)

‘fvﬁ/\,\/kk Mit ,,PIGtailing*

71 173

Abbildung 5: Elektrophoresemuster des Mikrosatelliten BM7329 mit und ohne
,,P1Gtailing® (Brownstein et al., 1996).
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Ein weiterer Nachteil von Mikrosatelliten liegt darin, dass das zugrunde liegende
Mutationsmodell bisher noch nicht ausreichend nachgewiesen werden konnte (Beaumont
und Bruford, 1999). Ein weiteres Problem stellt das Auftreten von GréBenhomoplasie
(Goldstein und Pollock, 1997) dar. Des Weiteren ist fur die Verknlpfung verschiedener
Mikrosatellitenstudien der Einsatz von Standardmarkersets und Standardproben nétig.
Aus diesem Grunde empfiehlt die Food and Agriculture Organization der Vereinten
Nationen (FAO) fur Studien zur Untersuchung der genetischen Diversitit eng verwandter
Populationen die Verwendung von 25 bis 30 Mikrosatellitenmarkern (FAO, 1998a). Diese

Marker sollen folgende Eigenschaften besitzen:
e Zugang tber eine 6ffentliche Domine (Internet)
e Kartierung und ungekoppelte Vererbung
e Mendelsche Vererbung

e Aufweisen von mindestens funf Allelen und einem PIC-Wert (Polymorphism
Information Content) von > 0,6

e speziesubergreifende Anwendungsmoglichkeit

e cinfache und zuverlissige Typisierung.

Um eine Verkniipfung von Diversititsprojekten beim Schaf zu erreichen, wurde von der
FAO (1998a) anhand dieser Kriterien ein Satz von 27 Mikrosatelliten empfohlen.

2.5.4.1 Nullallele

Das Auftreten von Nullallelen stellt ein potenzielles Problem sowohl fur
Populationsstudien (Ball und Chapman, 2003; Holm et al, 2001) als auch fur
Abstammungsiberprifungen dar (Pemberton et al., 1995). Nullallele werden in den
meisten Fillen durch Mutationen in einer der Primer-bindenden Regionen verursacht. Die
Mutation verhindert die Bindung des Primers und folglich die Amplifikation des
entsprechenden Allels (Nullallel). Callen et al. (1993) zeigten, dass beim Menschen 30 %
der Mikrosatelliten Nullallele besitzen und wiesen eine 8-bp-Deletion in Verbindung mit
einer kurzen Tetranukleotidwiederholung in einer der Primerbindungsstellen nach. Ede
und Crawford (1995) zeigten eine 12-bp-Deletion, Jones et al. (1998) eine 4-bp-Deletion

und Lehmann et al. (1996) eine Punktmutation als Ursache fir Nullallele auf.

Die Frequenz an variablen Nukleotiden in der nichtkodierenden Region betrigt in einigen
Teilen der menschlichen Chromosomen 1 %. Dies bedeutet, dass etwa 8 % aller
Primerpaare variable Nukleotide in den letzten vier Basen der zwei Primer besitzen und

somit ein Nullallel aufweisen konnen (Nickerson et al., 1998).

Hiufig ist nur ein bestimmtes Allel vom Auftreten eines Nullallels betroffen. Ursachen
hierfiir sehen Weber (1990) bzw. Holm et al. (2001) darin, dass die Mutationsrate von
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Mikrosatelliten ~ direkt mit der Anzahl an ununterbrochenen Wiederholungen
zusammenhingt. Holm et al. (2001) postulierten des Weiteren, dass eine Mutation eine

bestimmte Zeit benotigt, um zu akkumulieren und andere Allele zu betreffen.

Da Mikrosatelliten kodominant vererbt werden und somit eine Unterscheidung zwischen
homo- und heterozygoten Genotypen mdglich ist, kann die genetische Struktur einer
Population iber Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht beurteilt werden
(Heterozygotentiberschuss oder -defizit). Bei ausreichend grolem Untersuchungsmaterial
sind genortspezifische Heterozygotendefizite nachweisbar, die durch genomweite Effekte
wie Inzucht oder einen Wahlundeffekt nicht verursacht werden kénnen. Daher besteht die
Moglichkeit, Nullallele Giber diese statistische Methode zu detektieren (Ball und Chapman,
2003; Hammond et al., 2002). Heterozygotendefizite kommen dadurch zustande, dass
heterozygote Genotypen, die das Nullallel aufweisen, aufgrund der Nichtamplifikation
eines Allels homozygot erscheinen. Allerdings ist bei einem Heterozygotendefizit auch
immer an technische Ursachen (Artefakte) zu denken. Dazu gehért die so genannte
,2Dominanz kurzer Allele (Wattier et al., 1998) mit dem ausschlieBlichen Erfassen der
kurzen Allele, wihrend lingere Allele nicht detektiert werden (Ball und Chapman, 2003).

Es konnen aber auch labortechnische Vorkommnisse auf das Vorhandensein von
Nullallelen hinweisen. Treten zum Beispiel eine Reihe von nicht amplifizierbaren Proben
auf, in denen es ansonsten problemlos méglich war, andere Genorte zu amplifizieren (Ball
und Chapman, 2003; Primmer et al., 1995) oder fillt in einer Multiplex-PCR ein Marker
gehiuft aus, wihrend alle anderen Marker amplifiziert werden, dann weist dies auf
Nullallele hin. Ist dariiber hinaus Familienmaterial verfiigbar, so kann tber einen Eltern-

Nachkommen-Vergleich festgestellt werden, ob Allele fehlen.

Zum indirekten Nachweis von Nullallelen ist eine Reihe labortechnischer Methoden
verfiigbar. Pemberton et al. (1995) konnten die Amplifikation des Nullallels durch
Absenkung der Annealingtemperatur und einer damit verbundenen Verringerung der
Primerbindungsspezifitit erreichen. Koorey et al. (1993) vermuteten, dass die Sequenz in
der Nihe des Mikrosatelliten aufgrund von Slippage Mutationen akkumuliert und
empfahlen daher zur Vermeidung von Nullallelen, den Primer moglichst weit vom

Mikrosatelliten entfernt zu wihlen.

Eine direkte Moglichkeit, Nullallele nachzuweisen stellt der Neuentwurf desjenigen
Primers dar, in dessen Bindungsstelle die Mutation vermutet wird, wodurch die Mutation
umgangen und sequenziert werden kann (Pemberton et al., 1995). Holm et al. (2001)
bedienten sich hierbei eines in 5’-Richtung entfernten Primers, um den mutierten Bereich
sequenzieren und die Ursache fiir das Nullallel detektieren zu koénnen. Den gleichen

Ansatz verfolgten Jones et al. (1998) und wiesen hiermit die Mutation in der
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Primerbindungsstelle direkt nach.

Mittlerweile steht zusitzlich eine Reihe von statistischen bzw. populationsgenetischen
Ansitzen zur Verfugung, um Nullallele zu detektieren bzw. Nullallelfrequenzen zu
ermitteln (Brookfield, 1996; Chakraborty et al., 1992). Diese Methoden werden dann dazu

genutzt, korrigierte Allelfrequenzen zu schitzen.

2.6 Stand der Kartierung des Schafgenoms

In den letzten zehn bis funfzehn Jahren konnten beim Schaf wie auch beim Rind grof3e
Fortschritte in der Kartierung des Genoms erzielt werden. Im Jahre 1990 umfasste die
genetische Karte des Schafgenoms 41 Genorte, vier Jahre spiter publizierten Echard et al.
(1994) bereits eine Karte, die 107 Genorte umfasste. Crawford et al. (1995)
veroffentlichten ein Jahr danach eine genetische Karte, die 2070 <M und somit 75 % des
gesamten ovinen Genoms einschloss, wobei hier neben 86 Mikrosatellitenmarkern des
Schafgenoms auch 126 bovine Mikrosatelliten und sogar ein Marker vom Hirsch
verwendet wurden. Darliber hinaus beinhaltete diese Karte 33 Marker, die mit bekannten
Genen assoziiert waren. Durch den Gebrauch von Rindermarkern konnten niitzliche
Vergleiche zwischen den Karten von Rind und Schaf angestellt werden, wodurch eine
hochgradige Konservierung der Anordnung und der genetischen Abstinde zwischen den
beiden Tierarten festgestellt wurde. Drei Jahre spiter veréffentlichten de Gortari et al.
(1998) eine genetische Karte, die annihernd 1000 ¢cM zusitzlich abdeckte (3063 cM) und
auf Untersuchungen mit 519 Markern, davon 503 Mikrosatelliten (402 bovine und 101
ovine) und 16 bekannte Gene zurtickzufiihren war. Ca. 50 % der bovinen Marker erwiesen
sich als informativ beim Schaf, wobei 80 % der Marker in dieser Karte vom Rind
stammten. Maddox et al. (2001) erstellten drei Jahre spiter eine Karte, die wiederum
zweimal so viele Genorte wie die vorhergehende von de Gortari et al. (1998) enthilt. Die
Karte umfasst ca. 3600 cM und umschlie3t etwa 98 % des Schafgenoms. Es wurden 1093
Marker untersucht, davon 1062 Genorte (941 anonyme Genorte und 121 Gene). Aus dem
Jahre 2003 stammt die derzeit aktuellste Karte (Maddox et al,, 2003), welche 1221
Genorte, davon 198 Gene und 38 urspringlich anonyme ,,expressed sequence tags®
(ESTs) enthalt (http:
bisher verfiigbaren Genkarten des Schafes liefern Cockett et al. (2003). Informationen zu

rubens.its.unimelb.edu.au/~jillm/jill.htm). Eine Ubersicht tiber die

den genetischen Karten des ovinen Genoms sind im Internet neben der oben genannten

Seite unter den Adressen http://ri.bbsrc.ac.uk und http://www.marc.usda.gov abrufbar.

2.7 Untersuchungen zur genetischen Diversitit beim Schaf

In den letzten 10 Jahren wurde eine Reihe von Untersuchungen zur Diversitit

europdischer und aullereuropdischer Schafrassen auf der Basis von Mikrosatelliten
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durchgefiihrt. Deren erfasste Parameter sind in den Tabellen 1 und 2 zusammengefasst.

Besonders hiufig wurde die Diversitit spanischer Schafrassen untersucht (Tabelle 1). So
verwendeten Alvarez et al. (2004) 14 Mikrosatellitenmarker, um mit Hilfe der Bayesian
Model-based Clustering Analyse historische Beziehungen zwischen den nordspanischen
Schafrassen Latxa, Rubio del Molar, Churra, Castellana und Xalda aufzuzeigen. Sie
konnten nachweisen, dass die Rassen Schwarzképfiges Latxa und Churra, trotz
phinotypischer Ahnlichkeit, von zwei verschiedenen Ursprungspopulationen abstammen.
Arranz et al. (1998; 2001a) fihrten eine Analyse der Diversitit von fiinf spanischen
Schafrassen (Churra, Latxa, Castellana, Rasa-Aragonesa, Merino) und der Rasse Awassi
durch und tberpriiften anhand ihrer Ergebnisse die Identifizierungsgenauigkeit der Rassen
durch ihren Genotyp. Dariiber hinaus untersuchten sie die Diversitit zwischen und
innerhalb der Rassen anhand des Anteils an gemeinsamen Allelen. Rendo et al. (2004)
analysierten die Variabilitit sechs autochthoner nordspanischer Schafrassen (Latxa,
Carranzana, Sasi Ardi, Navarra, Rasa-Aragonesa, Castellana,) auf der Basis von elf

Mikrosatelliten und konnten so die Entstehungsgeschichte dieser Rassen rekonstruieren.
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Tabelle 1: Auf der Basis von Mikrosatelliten durchgefithrte Diversititsstudien in
spanischen Schafrassen.
Die dabei erfassten Parameter sind: n = Anzahl untersuchter Mikrosatelliten
(von der FAO (1998a) empfohlene Marker), mittlere Anzahl Allele je Rasse
(MNA), beobachtete (Ho) und erwartete Heterozygotie (Hg) und Fis- und

Frr-Werte.
Rassen n MNA Ho Hg Fis (%) Fir(%) Autor
® Latxa 14 - - Alvarez et al. (2004)
o Weillkopfiges 0) 0,66 0,69
® Schwarzkopfiges 0,59 0,65
® Rubio del Molar 0,60 0,62
e Churra 0,66 0,70
® Castellana 0,71 0,71
® Xalda 0,57 0,66
® Churra 19 8,5 0,73 0,78 - - Arranz et al. (1998)
® [atxa O 75 0,71 0,77
® Manchega 8,8 0,75 0,78
® Rasa-Aragonesa 8,1 0,72 0,77
® Spanische Merino 9,9 0,77 0,81
® (Awassi) 58 0,75 0,66
® Churra 18 8,3 0,77 - - Arranz (2001a)
® [atxa o 72 0,76
® Castellana 7,9 0,76
® Rasa-Aragonesa 7,9 0,76
® Spanisches Merino 7.8 0,80
® (Awassi) 8,5 0,77
® [atxa 11 11,5 0,73 0,77 - - Rendo (2004)
e Carrazana 0) 8,0 0,70 0,73
® Sasi Ardi 9,5 0,73 0,78
® Navarra 10,8 0,77 0,79
® Rasa-Aragonesa 114 0,74 0,78
® Castellana 8,3 0,78 0,79
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Weitere Untersuchungen umfassten indische, kanadische, italienische, Schweizer, finnische
und baltische Rassen sowie verschiedene Wildschafpopulationen und internationale
Merinorassen (Tabelle 2).

So zeigten Arora und Bhatia (2004) mit Hilfe von 25 von der FAO empfohlenen
Mikrosatellitenmarkern, dass diese sehr gut geeignet sind, die Diversitit von indischen
Schafrassen zu untersuchen. Des Weiteren konnten sie durch ihre Untersuchung die
Notwendigkeit der Erstellung eines Erhaltungsprogramms aufzeigen. Diez-Tascon et al.
(2000) analysierten die genetischen Beziehungen zwischen sechs Merinorassen
(Franzosisches  Merinofleischschat ~ (Précoce),  Deutsches =~ Merinofleischschaf,
Neuseeldndisches Merino, Spanisches Merino und weilles bzw. schwarzes Portugiesisches
Merino) mit 20 Mikrosatelliten und rekonstruierten Dendrogramme auf Basis der
Allelfrequenzen. Hierbei konnten sie herausstellen, dass sich die Rassen aufgrund der
Selektionskriterien Fleisch bzw. Wolle zusammenfassen lassen. Farid et al. (2000)
analysierten die genetische Diversitit neun verschiedener nordeuropiischer und britischer
Schafrassen (North Country Cheviot, Islindisches Schaf, Romanov, Suffolk, Texel,
Cheviot, Dorset, Finnschaf, Scottish Blackface), welche allerdings von Farmen in Kanada
stammten. Zusitzlich schlossen sie die Rasse Red Masai ein und wiesen eine enge
Verwandtschaft dieser Rasse mit dem Romanov nach, welche sie auf identische Vorfahren
im Zuge der Domestikation zuriickfithrten. Sie konnten des Weiteren nachweisen, dass
intensive Selektion einen geringeren Einfluss auf die Diversitit einer Rasse besitzt als die
Anzahl an Grindertieren einer Population. Dartiber hinaus konnten sie die Individuen
einer Rasse basierend auf den von ihnen geschitzten Allelfrequenzen in 90 % aller
Simulationen der korrekten Ursprungsrasse zuordnen und eine klare Trennung zwischen
den Rassen Finnschaf, Romanov und Islindisches Schaf und den britischen Rassen mit
Hilfe von Neis genetischer Distanz (Nei, 1972) feststellen. Forbes et al. (1995) verglichen
die Genotypen von acht Mikrosatellitengenorten zwischen Hausschafen (Ovis aries) und
Rocky Mountain Dickhornschafen (Ouwis canadensisy und wiesen hoéhere genetische
Diversitit, hohere Allelvariation und groBere Allellingen bei den Hausschafen nach.
Hedrick et al. (2001) analysierten eine Population von Dickhornschafen auf Tiburon
Island in Mexiko an zehn Mikrosatellitengenorten und einem MHC-Genort und konnten
eine signifikant geringere genetische Variation im Vergleich zur Subspezies in Arizona
feststellen, was sie durch einen Griindereffekt erklirten. Auf Basis ihrer Untersuchungen
wurden Auffrischungsstrategien mit unverwandten Tieren aus Arizona empfohlen, um die
genetische Variabilitit zu erhShen. Pariset et al. (2003) nutzten elf polymorphe
Mikrosatellitenmarker, um die Verteilung der genetischen Variabilitit in 17 Sarda-

Schatherden im Zentrum Italiens zu untersuchen und somit Zuchtstrategien zur
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Steigerung der Diversitit innerhalb und zwischen den Herden zu erstellen. Stahlberger-
Saitbekova et al. (2001) untersuchten die genetische Diversitit von sieben Schweizer
Schafrassen und dem europiischen Mufflon. Sie nutzten als erste nicht nur ovine, sondern
auch bovine und caprine Mikrosatellitenmarker und konnten nachweisen, dass diese
ebenso gute Ergebnisse lieferten wie ovine Marker. Dartiber hinaus identifizierten sie im
Mufflon ein privates Allel in Marker OarFCB793. Tapio et al. (2003) untersuchten sechs
Rassen Nordeuropas (weilles, graues, schwarzes und braunes Finnschaf, Romanov,
Oxford Down, Alandschaf, Vepsiaschaf und Vienaschaf) auf Basis von 15 Mikrosatelliten
und sieben Proteinen. Sie konnten nachweisen, dass mindestens 30 polymorphe Genorte
nétig sind, um einen Unterschied in der Diversitit zwischen den Populationen
aufzuspiiren, wenn die beobachtete mittlere Diversitit einen Unterschied von 0,2 zeigt.
Tapio et al. (2005) untersuchten dariber hinaus Populationsstrukturen in baltischen
Schafrassen und konnten mit Hilfe der Bayesian Model-based Clustering Analyse
(Pritchard et al,, 2000) aufzeigen, dass in einigen Rassen Kreuzungen ein grof3eres

Problem darstellen als Inzucht.

Tabelle 2: Auf der Basis von Mikrosatelliten durchgefiihrte Diversititsstudien weiterer
europiischer und nicht europiischer Schafrassen.
Die dabei erfassten Parameter sind: n = Anzahl untersuchter Mikrosatelliten
(von der FAO (1998a) empfohlene Marker), mittlere Anzahl Allele je Rasse
(MNA), beobachtete (Ho) und erwartete Heterozygotie (Hg) und Fis- bzw.

Frr-Werte.
Rassen n MNA Ho Hg f;;j) 1(:01/:) Autor
® Muzzafarnagri Schaf 25 5,0 0,65 0,70 5,8 - Arora und Bathia (2004)
(Indien) (25)
Merinorassen: 20 - Diez-Tascon et al.
® Précoce (6) 0,68 0,69 4.1 (2000)
® Merinofleischschaf 0,71 0,72 33
® Neuseelindisches 0,74 0,76 6,5
Merino
® Spanisches Merino 0,76 0,77 3,5
® Portug. Merino:
® schwarz 0,70 0,77 9,6
® weil3 0,76 0,77 2,3

b
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Fortsetzung Tabelle 2:
Rassen n MNA Ho He f(,;:) 1(:0‘/:) Autor
Kanadische Rassen: 10 - 21,3 Farid et al. (2000)
® North Country 2) 56 0,64 0,66
Cheviot
® [slindisches Schaf 57 0,61 0,63
® Romanov 43 0,53 0,53
e Suffolk 59 053 0,63
® Texel 54 059 0,65
® Cheviot 55 0,67 0,67
® Dorset 58 0,56 0,53
® Finnschaf 6,0 0,59 0,62
® Scottish Blackface 58 0,60 0,66
® (Red Masai) 50 0,50 0,57
® Awassi 8 6,0 0,66 0,64 - - Forbes et al. (1995)
® Neuseel. Merino (1) 6,8 0,67 0,69
® Romney 56 0,66 0,68
® Rocky Mountain 6,1 0,57 0,68
Dickhornschaf
® Dickhornschaf auf 10 2,5 0,36 - - Hedrick et al. (2001)
Tiburon Island 0) bis bis
(Mexiko) 39 0,60
® Sarda Schaf 11 7,3 0,60 0,75 19,0 - Pariset et al. (2003)
Schweizer Rassen: 31 - - Stahlberger-
® Weilles Alpenschaf (0) 0,71 Saitbekova et al.
e Oxford Down 0,67 (2001)
® Schwarzbraunes 0,66
Bergschaf
o Walliser Schwarz- 0,67
nasenschaf
® Engadiner Schaf 0,70
o Walliser Landschaf 0,60
® Spiegelschaf 0,67
® Hurop. Mufflon 0,45
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Fortsetzung Tabelle 2:
Rassen n MNA Ho Hg f;;j) fj/:) Autor
Finnische Rassen: 15 - - Tapio et al. (2003)
® Finnschaf: (15)
® weil} 5,7 0,72
® schwarz 5,8 0,73
® braun 5,0 0,70
® orau 45 0,67
e Alandschaf 4,8 0,70
® Vienaschaf 5,5 0,70
® Vepsiaschaf 5,9 0,74
® Romanov
® aus Agypten 53 0,69
® aus Litauen 5,2 0,69
e Oxford Down 4.1 0,64
Baltische Rassen: 21 - - Tapio et al. (2005)
® Litauisches rauwoll.  (8) 0,74
Schaft
® Ruhnu (Estland) 0,53
® Saaremaa (Estland) 0,76
® Litauisches 0,70
Schwarzkopfschaf
® [ ettisches 0,70
Schwarzkoptschaf
® Listnisches 0,77
Weillkopfschaf
® LEstnisches 0,72
Schwarzkoptschaf
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2.8 Einflussfaktoren auf die genetische Variation

Die genetische Variation innerhalb einer Tierart besteht aus drei Komponenten:
1. Der genetischen Diversitit, welche die Summe der genetischen Variation (erwartete
Heterozygotie und durchschnittliche Anzahl Allele) darstellt.
2. Der genetischen Differenzierung, d. h. der Verteilung der genetischen Variation
zwischen den Rassen.
3. Den genetischen Distanzen als Summe der genetischen Variation zwischen

Rassepaaren.

Dartiber hinaus muss zwischen neutraler und adaptiver genetischer Variation
unterschieden werden. Neutrale Variation bedeutet, dass alle Allele eines Genorts den
gleichen Effekt auf das Trigerindividuum haben, wihrend bei adaptiver Variation ein
bestimmtes Allel Einfluss auf die Gesundheit oder Uberlebensfihigkeit nimmt (Lowe et
al., 2004).

Einer der bedeutendsten Einflussfaktoren auf die Diversitit bzw. Differenzierung ist die
PopulationsgréBle. Je kleiner eine Population ist, umso wahrscheinlicher ist es, dass sich
die Allelfrequenzen dndern. Dieser Prozess der zufilligen Anderung der Allelfrequenzen
wird als genetische Drift bezeichnet. Im Extremfall kann Drift zum Verlust von Allelen
und dem darauf folgenden Verlust der Polymorphie fiihren, so dass ein Genort fiir nur ein
Allel fixiert wird. Eine Reduktion der Populationsgrof3e kann beispielsweise durch die
Besiedelung eines neuen Habitats durch nur eine kleine Anzahl an Individuen stattfinden,
was als Grundereffekt (,founder effect®) bezeichnet wird. Hedrick et al. (2001) konnten
dies in einer Population Dickhornschafe nachweisen. Dartiber hinaus fithrt beispielsweise
eine Fragmentierung des Habitats einer zunichst weit verbreiteten Population zu einer

Reduktion der Populationsgréfe, was als Flaschenhals (;,bottleneck®) bezeichnet wird.

Eine weitere Einflussgrole ist Selektion. Diese zeigt keine Wirkung auf neutrale Marker
wie Mikrosatelliten. Es konnte aber nach und nach gezeigt werden, dass scheinbar neutrale
Mikrosatellitenmarker eng an Gene, die unter Selektion stehen, gekoppelt sind (Buitkamp
et al., 19906; Lien et al., 1999; Weimann et al., 2001).

Der genetischen Differenzierung wirkt Genfluss, d. h. die Wanderung von Gameten,
Individuen und ganzen Populationen von einem Ort an einen anderen, entgegen. Zwei
vollstindig isolierte Populationen wiirden dazu tendieren, verschiedene Allele zu fixieren,
wobei jede Art von Genfluss diese Fixierung verhindert. Dennoch muss erst ein gewisser

Grad an Genflussiiberschuss vorhanden sein, um genetische Differenzierung aufgrund
von Drift zu verhindern (Slatkin, 1995a).
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Es werden direkte und indirekte Methoden unterschieden, um Genfluss zu quantifizieren.
Direkte Methoden schitzen die Verbreitungsdistanzen und den Zuchterfolg der sich
verbreitenden Population und leiten davon den Genfluss ab. Indirekte Methoden nutzen
Allelfrequenzen und DNA-Sequenzen, wobei hier zwei Ansitze unterschieden werden.
Der cine Ansatz basiert auf Wrights Fsr. Er stellt den Kehrwert des Fsr-Werts unter
Annahme des ,,Island-Modells* dar und wird Nz abgektrzt (Wright, 1951). N wird in
»Anzahl Migranten pro Generation® ausgedriickt. Fillt Nz kleiner als eins aus, so
resultiert die genetische Drift in einer erheblichen genetischen Differenzierung. Der

andere Ansatz zur indirekten Schitzung des Genflusses basiert auf den Frequenzen
seltener Allele (Slatkin, 1987).

2.9 Darstellung genetischer Differenzierung

2.9.1 Neis Gendifferenzierungskoeffizient Gsr

Die gesamte genetische Diversitit einer Population (Hr) gemessen in Form der gesamten
erwarteten Heterozygotie unter Annahme des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts kann in
cinen Anteil an Diversitit zwischen den Rassen (Dsr) und einen Anteil Diversitit
innerhalb der Rassen (Hs) aufgegliedert werden und lasst sich durch folgende Gleichung
darstellen (Nei, 1973b):

H,=D +H,.
Hs stellt das Mittel der erwarteten Heterozygotie innerhalb einer Population dar.

Die drei Diversititsindizes Hs, Hr und Dsr konnen dazu verwendet werden, ein Mal3 fur
die genetische Differenzierung zu berechnen, welches Net als
Gendifferenzierungskoeffizient (,,coefficient of gene differentiation”) Gsr bezeichnet,

wobei sich Gsr aus folgender Formel ableitet:

2.9.2 Wrights F-Statistik

Wright (1951) berticksichtigt wie Nei die Parameter Hr und Hs, zusitzlich aber einen
weiteren Parameter Hi, welcher die mittlere beobachtete Heterozygotie pro Individuum
darstellt. Basierend auf drei Ebenen der Variation (Individuum, Population und
Gesamtpopulation) unterscheidet Wrights Ansatz der F-Statistik drei Ebenen der
Populationsstruktur, welche durch folgende Parameter dargestellt werden (Lowe et al.,
2004):
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Fis: Dieser Wert kann auch als eine Art Inzuchtkoeffizient angesehen werden und
beschreibt die Abweichung der beobachteten von der erwarteten Heterozygotie eines
Individuums (Hi) innerhalb einer Population (Hs) (unter Annahme der Panmixie):

_ H, —H,

F
Is H,

Fsr: Wird auch Fixationsindex genannt und stellt die Reduktion der Heterozygotie
innerhalb der Populationen (Hs) beziiglich der Gesamtpopulation (Hr) aufgrund von
Selektion oder Drift dar:
_ Hy —H;

o .

F

sT
T

Frr: Der gesamte Inzuchtkoeffizient beschreibt die Reduktion der Heterozygotie innerhalb
der Individuen (Hi) beziiglich der Gesamtpopulation (Hrt) aufgrund von gezielter

Anpaarung innerhalb der Subpopulationen (Fis) und aufgrund der Populationsunterteilung
(Fst):

Die drei Parameter der F-Statistik stehen folgendermal3en im Zusammenhang:
1-F, =(1-F4)(1-F).

Fsr variiert theoretisch zwischen 0 und 1, wihrend Fis und Fir sowohl positive als auch
negative Werte annehmen konnen. Praktisch wurden in Studien an verschiedenen
Tierarten aber Fsr-Werte zwischen 0,03 und 0,27 geschitzt (Tabelle 3). Positive Fis-Werte
bzw. Fir-Werte weisen auf ein Heterozygotendefizit, negative Werte auf einen
Heterozygoteniiberschuss im Bezug auf das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht hin (Hedrick,
1999). Im Falle eines biallelen Markers sind Fst und Gsr identisch, bei multiallelen
Markern entspricht Gsr jedoch dem gewichteten Mittel von Fsr fiir alle Allele (Nei,
1973b).

2.9.3 Weir and Cockerhams F-Statistik

Weir und Cockerham (1984) formulierten Wrights F-Statistik als Fis(W&C), Frr(W&C)
und Fsr(W&C) und beriicksichtigten in ihren Annahmen ungleiche Stichprobengréfien
und eine ungleiche Anzahl an gesammelten Populationen. Die Methode ist heute eine der

am haufigsten gebrauchten Methoden zur Schitzung der F-Statistik (Weir, 1990).
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Tabelle 3: Auf der Basis von Mikrosatelliten fiir verschiedene Tierarten geschitzte Fsr-
und Gsr-Werte nach Wright* (1951), Nei** (1973b) und Weir und
Cockerham*** (1984).

Tierart Fsr* Gsr**  Fs1 (W&C)*** Autor
Hund 0,270 Parker et al. (2004)
0,23 Irion et al. (2003)
Pferd 0,078 0,081 0,090 Cafion et al. (2000)
0,148 Bjornstad et al. (2000)
Schwein 0,270 Laval et al. (2000)
0,180 Fan et al. (2002)
Rind 0,112 0,104 0,105 MacHugh et al. (1998)
0,068 Jordana et al. (2003)
0,107 Kantanen et al. (1999)
0,061 Ibeagha-Awemu und Erhardt (2005)
Esel 0,036 Aranguren-Méndez et al. (2001)
Ziege 0,170 Saitbekova et al. (1999)
0,143 Barker et al. (2001)
Schaf 0,061 Alvarez et al. (2004)
0,070 Arranz et al. (2001b)
0,163 Farid et al. (2000)
0,085 Forbes et al. (1995)
0,030 Rendo et al. (2004)
0,170 Stahlberger-Saitbekova et al. (2001)
0,080 Tapio et al. (2003)

0,088 Tapio et al. (2005)

2.10 Statistische Verfahren zur Analyse von Populationsstrukturen

2.10.1 Hauptkomponentenanalyse

Die Hauptkomponentenanalyse gehort zu den multivariaten Statistiken (Hartung und
Elpelt, 1999). Da fiir jedes Objekt (z. B. jede Rasse) eine Reithe von Parametern (z. B.
Allelfrequenzen) erhoben wird, erhilt man fiir jedes Objekt einen Ergebnisvektor. Durch
die Transformation der moglicherweise korrelierten Daten (z. B. Allelfrequenzen) in
deutlich weniger, nicht korrelierte Variablen, die Hauptkomponenten, erfolgt eine
Dimensionsreduktion. Die Hauptkomponentenanalyse beruht entweder auf einer

Kovarianzmatrix oder im Falle von wunterschiedlich skalierten Daten auf einer
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Korrelationsmatrix. Die Anzahl der zu wihlenden Hauptkomponenten hingt von den so
genannten Eigenwerten ab, welche beschreiben, wie viel der vorhandenen Variabilitit im
Datensatz durch die Komponenten zusitzlich erklarbar ist. Hierbei beschreibt die erste

Hauptkomponente die héchste Variabilitit.

2.10.2 Bayesian Model-based Clustering Analyse

Die Idee der Bayesian Model-based Clustering Analyse griindet auf der Annahme, dass der
gesamte zu untersuchende Datensatz K unabhingigen Populationen (Subpopulationen)
entstammt, deren Gruppenzuordnung jedoch nicht mehr bekannt ist. Da jede Population
an jedem Genort durch einen Satz an Allelfrequenzen charakterisiert wird, ordnet die
Analyse Individuen, basierend auf ihren individuellen Genotypdaten, Populationen zu und
identifiziert Migranten und Mischindividuen. Die Methode wird auch dazu verwendet,
Strukturen in einer Population aufzuspiiren. Die Zuordnung geschieht unabhingig von
der Annahme bestimmter Mutationsprozesse, allerdings wird angenommen, dass die
Populationen im  Hardy-Weinberg-Gleichgewicht sind und alle der Marker
Kopplungsgleichgewichte aufweisen (Pritchard et al., 2000). Des Weiteren wird die
Analyse mit Hilfe der Bayes’schen Statistik (Bayes Theorem) durchgefithrt. Wichtige
Elemente der Bayes’schen Statistik sind die a priori- und a posteriori-Verteilungen. Die
a priori-Verteilung erméglicht es, zusitzliche Informationen in das statistische Modell
einzubringen. Mit Hilfe der Markov Chain Monte Carlo Methode ist es moglich, durch
Berechnung der Wahrscheinlichkeitsverteilung die Verteilung der Daten (joint posterior
distribution) zu schitzen (Beaumont und Rannala, 2004) und somit Aussagen tber die

Zugehorigkeit von Individuen machen zu kénnen.

In den letzten funf Jahren wurde die Bayesian Model-based Clustering Analyse fiir eine
Reihe unterschiedlicher Ansitze verwendet. Pritchard et al. (2000) empfehlen zur
Bestimmung der wahrscheinlichsten Anzahl an Subpopulationen (K) die Betrachtung des
Logarithmus der Wahrscheinlichkeit von K (In Pr(X | K). Die wahrscheinlichste Anzahl an
Subpopulationen entspricht dem Punkt, an dem der Logarithmus, aufgetragen gegen die
Anzahl an Subpopulationen (K), ein Plateau erreicht. Diesen Ansatz verfolgten Rosenberg
et al. (2001) in 20 Hihnerrassen, Jones et al. (2004) bei der Untersuchung von Strukturen
in der Population des Tasmanischen Teufels wie auch Pierpaoli et al. (2003) bei
europiischen Wildkatzen. Auch Worley et al. (2004) konnten anhand der Betrachtung der
logarithmierten ~Wahrscheinlichkeit genetische Strukturen in nordamerikanischen

Dunnhornschafen aufdecken.

Einen anderen Ansatz verfolgten Rosenberg et al. (2002) und Parker et al. (2004). Sie

verwendeten nicht diejenige Anzahl an Subpopulationen, welche die hochste
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Wahrscheinlichkeit lieferte, sondern erhéhten die Anzahl an Subpopulationen sukzessiv
um eins, um somit Strukturen innerhalb ihres Datensatzes aufzeigen zu konnen. So
verwandten Parker et al. (2004) eine steigende Anzahl von K = 2 bis K = 5 und konnten
hierdurch Auftrennungen innerhalb von 85 Hunderassen darstellen. Rosenberg et al.
(2002) erkannten in einer humanen Population bestehend aus 52 Populationen sechs
verschiedene Hauptgruppierungen, von denen funf geographischen Regionen
entsprachen. Es wird somit deutlich, dass dieser Ansatz vor allem fiir eine grof3e Anzahl

an Populationen verwendet wird, um grobe, teils regionale Strukturen aufzudecken.

2.11 Genetische Distanzen als Mal3 genetischer Diversitit

Um genetische Diversitit zwischen Rassen messen zu konnen, werden genetische
Distanzen geschitzt. Genetische Distanzen sind Matrizen, welche die Unterschiede der
Allelfrequenzen von Populationen in den verschiedenen Markersystemen zu einem
Gesamtmal3 fir die Differenzierung eines Populationspaares zusammenfassen. Im
Allgemeinen werden genetische Distanzen als paarweise Matrix zwischen verschiedenen

Populationen geschatzt (Kalinowski, 2002).

In der Populationsgenetik werden vier verschiedene evolutionire Krifte beschrieben:
Genetische Drift, Mutation, Selektion und Migration. Da davon ausgegangen wird, dass es
sich bei Mikrosatelliten um neutrale Marker handelt, spielt Selektion fiir die Anderung der
Allelfrequenzen zwischen den Rassen keine Rolle. Ferner wird Migration von den
Evolutionsmodellen ignoriert, obwohl sie bei Rasseuntersuchungen eine nicht
unwesentliche Rolle spielt. Allerdings spiegelt sich Migration, sollte sie denn auftreten, in
der genetischen Distanz zwischen zwei Populationen wider. Fir Studien von Beziehungen
zwischen Tierarten wird das klassische Mutations-Drift-Modell angewandt. Da
Mutationen aber erst von Bedeutung sind, wenn sich der beobachtete Zeitraum iiber eine
sehr lange Zeit, wie sie fur die Entstehung verschiedener Tierarten oder weltweiter Rassen
noétigt ist, erstreckt, kénnen Mutationen bei europiischen Rassestudien aufler Acht
gelassen werden, da diese Rassen, evolutionir gesehen, in einem sehr kurzen Zeitraum (ca.
200 Jahre) entstanden sind. Daher ist der Hauptfaktor fiir die Anderung von
Allelfrequenzen zwischen Rassen eines Kontinents an neutralen Genorten die genetische
Drift (Eding und Laval, 1999).

Bei dem so genannten reinen Drift-Modell wird davon ausgegangen, dass der
Inzuchtkoeffizient I dynamisch ist und kein Gleichgewicht erreicht. Daher stellen auf
einem Drift-Modell basierende Distanzen ein Maf3 fiir die Inzucht dar (Eding und Laval,
1999). Reynolds (1983) fithrte ein Distanzmal3 Dr ein, das auf Neis Minimum Distanz Dy

(Nei, 1973a) basiert, aber einen Schitzwert fiir die Heterozygotie der Griinderpopulation
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einbezieht. Dr stellt laut Eding und Laval (1999) das einzige geeignete Distanzmal3 fir die

Untersuchung von Rassen eines Kontinents dar.

Dabei ist zu bemerken, dass Distanzmale, die ausschlieflich auf dem Drift-Modell
beruhen, keine exakten Phylogenien bzw. evolutioniren Hintergriinde darstellen konnen,
da die Distanzen hier sowohl von der Zeit als auch von der PopulationsgréB3e abhingig
sind. Sie stellen aber ein sehr gut geeignetes Mittel dar, um den Erhaltungswert von Rassen
darzustellen (Eding und Laval, 1999).

2.12 Identifizierung von unter Selektion stehenden Genorten

Ein Hauptprinzip der Populationsgenomik beruht auf der Annahme, dass neutrale Marker,
die Gber das gesamte Genom verteilt sind, evolutioniren FEinflussfaktoren in gleicher
Weise unterliegen. Dies bedeutet aber, dass sich unter Selektion stehende Genorte oft
anders verhalten als neutrale und folglich ein so genanntes ,,Ausreiler“-Muster der
Variation aufweisen. Aus diesem Grunde ist es von groBer Bedeutung, so genannte
“Ausreiller-Loci* zZu erkennen, um diese bei Ableitungen von
populationsdemographischer Geschichte auszuschlieBen. Auf der anderen Seite koénnen
auf diese Weise unter Selektionsdruck befindliche Genorte, d. h. Genorte, die auf

Adaptation zurtickschlieflen lassen, erkannt werden (Luikart et al., 2003).

Ausreiller-Genorte weisen ein von anderen Genorten abweichendes Verhalten auf. Dazu
gehort ein aulergewohnlich hoher oder niedriger Fsr-Wert zwischen den Populationen
oder ein Uberschuss bzw. Defizit an Allelen mit niedriger Frequenz in einer Population,
was zu einem Homozygoteniberschuss oder -defizit fithrt. Fin weiterer spezifischer
Indikator ist ein Uberschuss oder -defizit an Heterozygoten, so genannte Fis-Ausreil3er
(Luikart et al., 2003).

Es gibt zwei allgemeine statistische Ansitze, um Genorte auf ein AusreiBler-Verhalten zu
testen, wobel der eine cher eine theoretische (simulierte) und der andere eine empirische
(beobachtete) Nullverteilung (Fst oder Homozygotie) verfolgt. Der empirische Ansatz
wird seltener verfolgt, da Hunderte von Loci benétigt werden, um eine robuste
Nullverteilung zu bilden (Luikart et al., 2003).

Einen der theoretischen Ansitze stellt der so genannte ,,Ewens-Watterson-Test auf
Neutralitit dar. Ewens (1972) leitete eine Gleichung ab, bei der er die beobachtete
Heterozygotie mit der erwarteten verglich. Uberschreitet die beobachtete Heterozygotie
einen kritischen Wert, wird die Nullhypothese zuriickgewiesen (Watterson, 1978). Ein
weiterer theoretischer Ansatz wurde von Beaumont und Nichols (1996) entwickelt. Sie
verwenden Computersimulationen, mit deren Hilfe sie Fsr-Nullverteilungen simulieren,

wobei verschiedene Mutationsmodelle (SSM oder IAM) angenommen werden konnen.
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Anschlieend werden die beobachteten Fsr-Werte gegen die Heterozygotien aufgetragen
und mit einer Nullverteilung verglichen. Einen Nachteil der Methode von Beaumont und
Nichols stellt die Tatsache dar, dass stets ein bestimmtes Mutationsmodell vorausgesetzt

wird und die beobachtete Varianz von diesem Modell abhangt.

Bereits Mitte der 1960er Jahre schlug Cavalli-Sforza (1966) vor, die genetische
Differenzierung von Populationen dafiir zu nutzen, Selektion zu identifizieren. Seine Idee
war, dass Genorte, die unter balancierender Selektion liegen und somit &dhnliche
Frequenzen zwischen den Populationen aufweisen, niedrigere Fsr-Werte aufweisen als
neutrale Loci. Dem gegenuber sollten Loci, die unter divergierender Selektion stehen, das
heilt bei denen verschiedene Allele in einer besseren Anpassung an die Umwelt

resultieren, hohere Fsr-Werte besitzen.

2.13 Zuordnung von Einzeltieren zu ihrer Ursprungspopulation

Die Verftugbarkeit vieler polymorpher Marker schafft die Mdéglichkeit, den individuellen
Genotyp dazu zu verwenden, die Ursprungspopulation eines Individuums zu bestimmen.
Diese Zuordnung von Einzeltieren zu ihrer Ursprungspopulation erfolgt mit Hilfe so
genannter ,,Assignment Tests®. Diese Tests stammen urspringlich aus dem Bereich der
Forensik, wo sie beispielsweise der Identifizierung von Tiertrophien, die eventuell von
geschutzten Arten stammen (Manel et al., 2002), dienen. Dartiber hinaus finden die Tests
in der Okologie ihren Einsatz, wo sie unter anderem der Lokalisierung des
Ursprungshabitats verschiedener Spezies dienen (Haig et al, 1997). Neben diesen
Anwendungen werden ,,Assignment Tests* aber auch im Rahmen von Diversititsstudien
verwendet, um die Abgrenzung von Populationen bzw. die Vermischung von Rassen zu
untersuchen. Weitere Anwendung finden sie in jungerer Zeit auch im Rahmen der
Sicherung von Lebensmittelqualitit, da mit ihrer Hilfe beispielsweise Fleischprodukte mit
mgeschitzter Ursprungsbezeichnung® nach EU-Verordnung 92/2081/EWG  auf ihre
Rasse hin uberprift werden koénnen, wie dies Ginja et al. (2002) mit Hilfe von 29
Mikrosatelliten zur Uberpriifung portugiesischer Rinderrassen, deren Fleisch eine solche

,»geschitzte Ursprungsbezeichnung® besitzt, taten.

Methoden der Rassezuordnung (,,Breed Assignment™) lassen sich in zwei Kategorien
einteilen. Die eine Kategorie umfasst allgemein anwendbare Methoden wie die
Diskriminanzanalyse und das so genannte ,,Neuronale Netzwerk®, worauf im Weiteren
aber nicht niher eingegangen werden soll. Eine zweite Kategorie beinhaltet so genannte
ngenetische  Methoden®.  Diese  genetischen Methoden lassen sich  in  auf
Wahrscheinlichkeiten der Allelfrequenzen und in auf genetischen Distanzen basierende

Methoden einteilen.
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Paetkau et al. (1995) zeigten als erste, dass ein Individuum zu derjenigen Rasse zugeordnet
werden kann, in welcher der Genotyp des Individuums am wahrscheinlichsten vorkommt.
Hierbei wird ein aus der Ursprungsrasse stammendes Tier aus dem Probensatz entfernt
und die Allelfrequenzen in jeder Population neu berechnet. AnschlieBend wird das
Individuum derjenigen Population zugeordnet, die den erwarteten Genotyp am
wahrscheinlichsten widerspiegelt. Die Methode erweist sich aber dann als unzuverlissig,
wenn in einer Rasse seltene Allele vorkommen, was dazu fihren kann, dass die
Ursprungsrasse ausgeschlossen wird, da das Allel zwar in dem Individuum, nicht aber in

dem Referenzsatz vorkommt (Cornuet et al., 1999).

Eine weitere auf der Genotypwahrscheinlichkeit basierende Methode stellt die so genannte
,Bayesian method* dar. Rannala und Mountain (1997) nutzten als erste Bayes” Theorem,
um Individuen einer Rasse zuzuordnen, wobei diese Methode der von Paetkau et al.
(1995) sehr dhnlich ist, das Problem mit den seltenen Allelen aber entfallt. Bayes-Statistik
erlaubt vorheriges Wissen tiber Populationen einzubeziechen, um das Modell zu
spezifizieren. Allen Methoden ist gemein, dass sie stets von den Annahmen ausgehen, dass
sich die Populationen im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht und die Marker im
Kopplungsgleichgewicht befinden.

Diese Annahmen miissen fir die dritte Methode, welche auf genetischen Distanzen
basiert, nicht zutreffen. Mit dieser Methode wird ein Individuum derjenigen Rasse

zugeordnet, zu der es die geringste genetische Distanz aufweist.

Cornuet et al. (1999) konnten zeigen, dass die auf Genotypwahrscheinlichkeiten
basierenden Methoden, und im Besonderen der Bayes Ansatz, Individuen stets besser
zuordneten als die Methoden, die auf genetischen Distanzen beruhen. Von den
Distanzmethoden konnten die Individuen am sichersten mit Neis Da Distanz (Nei et al.,

1983) zugeordnet werden.

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass sich Mikrosatelliten sehr gut dazu eignen, die
Ursprungspopulation eines Individuums zu identifizieren (Cornuet et al., 1999; Paetkau et
al.,, 1995; Rannala und Mountain, 1997). Gerade im Bereich der landwirtschaftlichen
Nutztiere sind in den letzten Jahren ,,Assignment Tests” zum Einsatz gekommen. Arranz
et al. (2001b) untersuchten die Diversitit spanischer Schafrassen basierend auf 18
Mikrosatelliten und konnten die Tiere mit hoher Sicherheit der korrekten
Ursprungspopulation zuordnen. Achmann et al. (2004) untersuchten Lipizzaner aus
Gestiiten sieben verschiedener Linder. Mit Hilfe von 18 Mikrosatelliten konnten sie das
korrekte Ursprungsgestit identifizieren. Cafion et al. (2000) leiteten die genetische
Struktur keltischer Pferderassen in Spanien auf Basis von 13 Mikrosatelliten ab und

konnten zwischen 77 und 96 % der Individuen ihrer urspriinglichen Rasse zuordnen.
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Am hiufigsten wurden ,,Assignment Tests* in Rinderstudien verwendet. MacHugh et al.
(1998) konnten mit nur zehn Mikrosatelliten sieben Rinderrassen mit nahezu 100 %
korrekt zuordnen. Blott et al. (1999) untersuchten ebenfalls sieben Rinderrassen und
verglichen biallele und hoch polymorphe Marker (Mikrosatelliten) beztiglich ihrer Eignung
fir die Rassezuordnung. Sie konnten aufzeigen, dass sich Mikrosatelliten besser eignen
und hierbei vor allem diejenigen mit hohem Heterozygotiegrad bzw. hoher Anzahl an
Allelen. Des Weiteren zeigten sie auf, dass fiir Kreuzungstiere dreimal so viele Marker (40)
verwendet werden mussen wie fiir reinrassige Tiere (15). Weitere Studien im Rind wurden
von Canon et al. (2001), Maudet et al. (2002) und Moioli et al. (2004) durchgefiihrt.
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3 Material und Methoden

3.1 Probenmaterial

3.11 Stichprobenmaterial

Zur Untersuchung lagen Blut- bzw. DNA-Proben von 57 europdischen Rassen und
Rassen des Nahen Ostens (Agypten, Saudi-Arabien und Tiirkei) aus insgesamt 15 Lindern
vor (Abbildung 6). Bei diesen Rassen handelt es sich gréBtenteils um autochthone,
teilweise aber auch um internationale Rassen wie das Merino. Von jeder Rasse wurden 31
Tiere untersucht. Ausnahmen bildeten die Rassen Spanisches Merino II (n = 32),
Zyprisches Fettschwanzschaf (n = 32), Churro (n = 30), Naemi (n = 29), Heri (n = 29),
Ungarisches Tsigai (n = 29) und Akkaraman (n = 17), so dass insgesamt 1748 Tiere in die
Untersuchung eingingen (Tabelle 4). Die beiden Rassen Braunes und Weilles Bergschaf
wurden zu einer Rasse zusammengefasst. Zur Uberpriffung der Qualitit der
Probensammelstrategie wurde eine Rasse doppelt gesammelt (Spanisches Merino I und II).
Alle Tiere waren weitgehend unverwandt. Von den deutschen Rassen (Braunes und
Weilles Bergschaf, Rhénschaf, Merinolandschat und Graue gehdrnte Heidschnucke) lag
Vollblut, von den anderen Rassen genomische DNA in einer Konzentration von
100 ng/ul vor. Vor der Verwendung wurde die DNA mit 1x TE auf 10 ng/ul verdinnt.
Die Proben aller Rassen wurden im Rahmen des Projektes ECONOGENE (QLK5-CT-
2001-02461) gesammelt und von den jeweiligen Partnern zur Verfigung gestellt. Die
Herkunft der Proben einer jeden Rasse wurde mit Hilfe des NUTS-Codes
(http://europa.ceu.int/comm/eurostat/ramon/nuts/home regions en.html), einem Geo-
Code-Standard, der die verwaltungstechnische Finteilung FEuropas darstellt,
aufgenommen. Dieser NUTS-Code wird in drei Teile unterteilt und entspricht je nach
Land einer anderen verwaltungstechnischen Einheit. Um die untersuchten Rassen
geographisch einzuordnen, wurde der NUTS-Code 2 mit in die Tabelle 4 aufgenommen.

Dieser entspricht in Deutschland beispielsweise dem Regierungsbezirk.

Informationen zur Zuchtgeschichte und geographischen Verbreitung der Schafrassen sind

im Anhang aufgefuihrt.
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3.1.2 Standardproben

3.1.2.1 DNA-Proben zur Standardisierung

Institut fir Tierzucht und Haustiergenetik der Justus-Liebig-Universitit Gie3en:

Gi2002:  Herkunft: Lehr- und Forschungsanstalt Oberer Hardthof, Rasse:
Merinolandschaf, Geschlecht: minnlich, Identifizierung: weil3 238/516/1

Gi2003:  Herkunft: Lehr- und Forschungsanstalt Oberer Hardthof, Rasse:
Merinolandschaf, Geschlecht: minnlich, Identifizierung: 1719HS; Lab. Nr.:
3742-2003

School of Biosciences, Biodiversity and Ecological Processes Research Group der

University of Wales in Cardiff, Grof3britannien:
Cardiff1: Rasse: Skudde
Cardjff-2: Rasse: Chios

Cardiff-3: Rasse: Turcana

3.1.2.2 Lingen- und Konzentrationsstandards

Applied Biosystems, Darmstadt: GréBenstandard ROX 500
Institut fiir Tierzucht und Haustiergenetik:

Lingenstandard ALFexpress DNA Sequencer: ALF-Leitermix: 74 bp; 124 bp; 170 bp; 202
bp; 266 bp (Markierung: Cy5) (Hiendleder et al., 1998a)

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot. pUC Mix Marker 8 (67-1116 bp)
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Tabelle 4: Schafrassen mit Abkirzung (Abk.), Anzahl untersuchter Proben (n),
Herkunftsland und -region (NUTS2).

Rasse Abk. n Herkunftsland NUTS2

Akkaraman AKK 17 Turkei Zentralanatolien, Ostanatolien,

Altamurana* ALT 31 Italien Molise, Puglia

Anogeiano ANO 31 Griechenland — Kreta

Bardhoka BAR 31 Albanien Tirana, Tropoja, Lehze, Shkodra

Bergamasca BER 31 Italien Lombardei

Braunes/Weilles Bergschaf **  BBS 31 Deutschland Mittelfranken, Schwaben,
Oberbayern

Churro (Bragancana) CHU 30 Portugal Viana do Castelo, Braga

Cikta CIK 31 Ungarn Donantul

Colmenarefia CLM 31 Spanien Madrid

Daglig DAG 31 Tarkel Westanatolien, Stid-West-Anatolien

Delle Langhe LAN 31 Italien Piemont

Exmoor Horn EXH 31 GroBbritannien Somerset, Devon

Gentile di Puglia GDP 31 [Italien Molise, Puglia

Graue gehornte Heidschnucke GGH 31 Deutschland Lineburger Heide

Heri HER 29 Saudi-Arabien  unbekannt

Kalarritiko KAL 31 Griechenland  Thessalien

Kamieniec KAM 31 Polen Warminsko-Mazurskie, Mazowieckie

Karagouniko KAG 31 Griechenland  Thessalien

Karayaka KRY 31 Turkei Zentral-Nordanatolien

Kefallinias KEF 31 Gtiechenland  Ionische Inseln

Kymi KIM 31 Griechenland  Zentral-Griechenland

Laticauda LAT 31 Italien Campania

Lesvos LES 31 Griechenland ~ Nord-Agiis

Manchega MCG 31 Spanien Castilla-La Mancha

Merinolandschaf DML 31 Deutschland Schwaben, Mittelfranken, Gief3en,
Darmstadt, Oberbayern

Morkaraman MOR 31 Tiurkei Ostanatolien

Naemi NAE 29 Saudi-Arabien  unbekannt

Najdi NA]J 31 Saudi-Arabien  unbekannt

Orino ORI 31 Griechenland  Epirus
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Fortsetzung Tabelle 4:

Rasse Abk. n Herkunftsland NUTS2

Ossimi OSS 31  Agypten unbekannt

Pilioritiko PIL 31 Griechenland Thessalien

Polnisches Bergschaf (Gorska) GOR 31 Polen Malopolskie

Polnische Heidschnucke* WRZ 31 Polen Lodzkie, Podlaskie, Wielkopolskie,

(Wrzosowka) Zachodnie

Polnisches Merino PME 31 Polen Kujawsko-Pomorskie

Pomorska POM 31 Polen Pomorskie, Zachodnio-Pomorskie

Racka RAC 31 Ungarn Tiszantul

Rhoénschaf RHO 31 Deutschland Thiringen, Unterfranken, Kassel,
Giellen

Rubio del Molar RBM 31 Spanien Madrid

Ruda RUD 31 Albanien Kavaje, Diber, Librazhd, Kukes,
Gramsh, Kamez

Schwarzes Karakul KKL 31 Ruminien Moldawien

Scottish Blackface SBF 31 GroBbritannien Scotland, North East

Segurefa SGR 31 Spanien Murcia, Andalucia

Sfakia SFA 31 Gtiechenland — Kreta

Shkodrane SHK 31 Albanien Malsia Madhe

Skopelos SKO 31 Griechenland  Thessalien, (Inseln Skopelos,
Skiathos)

Spanisches Merino I MRS 31 Spanien Extremadura

Spanisches Merino I1 REF 32 Spanien unbekannt

Swaledale

SDL. 31 GrofB3britannien North-West, Yorkshire and the
Humber, East Midlands

Thoéne et Marthod THM 31 Frankreich Rhoéne Alpes
Transsilvanisches Merino RME 31 Ruminien Transsilvanien
Rumiinisches Tsigai RTS 31 Ruminien Transsilvanien

Ungarisches Tsigai UTS 29  Ungarn Tiszantul, Kunsag, Donantul
Turcana TUR 31 Ruminien Transsilvanien

Ungarisches Merino UME 31 Ungarn Kunsag, Dunantul

Welsh Mountain WMT 31 GrofB3britannien Wales
Zelazna ZEL 31 DPolen Lodzkie, Podlaskie
Zyprisches Fettschwanzschaf FTS 32 Zypern unbekannt

* geringgradig vom Aussterben bedroht.
** Braunes Bergschaf vom Aussterben bedroht.
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3.2 Verbrauchsmaterialien

3.2.1 Chemikalien, Puffer und Reaktionskits
Amresco, Ohio, USA: NN,N’ N’-Tetramethylendiamin (TEMED)

Applichem GmbH, Darmstadt: Agarose low EEO, 10x TBE (0,89 mM Tris; 0,02 mM
EDTA-Na;H-0; 0,89 mM Borsiure), H2O fir Molekularbiologie, Formamid

Bio-Rad, Miinchen: Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 (30%ig v/w), Harnstoff
Eppendorf AG, Hamburg: Magnesiumchlorid, Tag-Reaktionspuffer
J.T. Baker, Deventer, Holland: HPLC-Wasser

Merck AG, Darmstadt. Ammoniumchlorid, Ammoniumpersulfat (APS), Bromphenolblau,
Dimethylsulfoxid (DMSO), Ethylendiamintetraessigsaure-Naz-Salz (EDTA), Ethanol,
Kaliumchlorid, Natriumchlorid, Natriumhydroxid, Tris(thydroxymethyl)aminomethan
(Ttis), Xylencyanol FF

Qiagen, Hilden: QIAGEN Multiplex PCR Kit

Peglab  Biotechnologie  GmbH, — Erlangen: peqGOLD dNTP-Mix, Peglab S (PCR-
Reaktionspuffer)

Serva Feinbiochemica GmbH & Co, Heidelberg: Sodiumdodecylsulfat (SDS), Ethidiumbromid

3.2.2 Enzyme
Biometra, biomedizinische Analytik, Gittingen: Proteinase K (10 mg/ml Stock)

Eppendorf AG, Hamburg: Tag-(Thermus aguaticns) DNA-Polymerase (5 U/ul)

3.2.3 Oligonukleotide

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsrube: unmarkierte Oligonukleotide

Applied Biosystems, Darmstadt: VIC bzw. NED markierte Oligonukleotide
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen: 6-FAM bzw. Cy5 markierte Oligonukleotide

3.2.4 Plastikwaren, Filter und Tiicher

Biozym, Hess. Oldendorf: PCR-Cups Soft Tubes® mit Deckel Soft Strips®

Corning Inc., Corning, New York, USA: Thermowellplatten, 96-well

Kimberly-Clark, Roswell, USA: Kimwipes®

Molecular BioProducts, Inc., San Diego, Kalifornien, USA: Pipettenspitzen gestopft

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht. EDTA-Monovetten, Pipettenspitzen, 1,5 ml Reagiergefie
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Schleicher & Schnell, Dassel: Membranfilter (Porengrof3e 0,2 pum)

3.3 Gerite

Amersham  Biosciences  Europe  GmbH,  Freiburg:  Spektralphotometer GeneQuant 11,
Spektralphotometermikrozelle (10 mm Pfadlange), ALFexpress DNA Sequencer

Applied Biosystems, Darmstadt: ABI PRISM® 377 DNA Sequencer; Borosilikat-Glasplatten
(36 cm Linge), mylare Spacer (0,2 mm stark), 36-well/48-well Haifischzahnkamm (mylar,
0,2 mm stark), Thermocycler PE 9600

Beckmann Instrumens, Miinchen: Zentrifuge Beckmann J2-21M/E Centrifuge

Biometra, Gottingen: Photodokumentation BioDocAnalyze; Thermalprinter Sony UP-D895,
Thermalpapier high glossy fiir Thermalprinter

Bio-Rad, Miinchen: Netzgerit fur Elektrophoreseeinheit Power Pac 3000, Thermocycler
iCycler

Brandt GmbH & Co. KG, Wertheinr: Transferpette®-8 (2,5 bis 25 pl)

C.B.S.Scientific Company, Del Mar, Kalifornien, USA: Elektrophoreseeinheit CBS Kammer
Modell SGU-030

Eppendorf AG, Hamburg: Pipette Research Pro 8 x 10

Gilson S.A.S, Villiers le belle, Frankreich: Pipette Pipetman® P10, P20, P200, P1000,
Distriman, Multipette Pipetman 8 x 200

Heidolph, Kehlheim: Heizplatte mit Magnetrithrer MR2002
Heraens Instruments GmbH, Hanaw: Zentrifuge Biofuge 13R

International Biotechnologies Inc., New Haven, Conneticut, USA: Elektrophoreseeinheit IBI
Kammer Modell HRH

Julabo Labortechnik, Seelbach: Wasserbad Julabo 22A
Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen: Minizentrifuge Combispin FVL-2400 mit Vortex
Satorins AG, Gittingen: Analysenwaage AC211S

Wissenschaftlich technische Werkstétten, Weilhein:: pH-Meter pH 537

3.4 Computerprogramme
Amersham Biosciences, Freiburg: AlleleLocator V 1.03
Applied Biosystems, Darmstadt. Genotyper V 3.7 N'T, GeneScan Analysis Software

Belkhir et al. (2004): GENETIX V 4.05.2
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Beanmont und Balding (2004): FDIST?2

Cornuet (1999): GENECLASS V 1.0.02

Cornuet und Luikart (1996): BOTTLENECK

Felsenstein (2004): PHYLIP Programmpaket
Programme: GENDIST, SEQBOOT, CONSENSE, NEIGHBOR

Glanbitz (2003): CONVERT

Goudet (2001): FSTAT V 2.9.3

Huson (1998): SplitsTree4

Langella (2002): POPULATIONS V 1.2.28

Marshall et al. (1998): CERVUS V 2.0

Page (1996): TreeView V 1.6.6

Pritchard et al. (2000): STRUCTURE V 2.0beta

Raymond & Rousset (2001): GENEPOP V 3.1

Rosenberg et al. (2004): DISTRUCT

SPSS Inc.: SPSS fur Windows, V 10.0.7

Yeb et al. (1997): POPGENE V 1.31
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3.5 Molekularbiologische Methoden

3.5.1 Gewinnung von Leukozyten aus Vollblut

Zur Gewinnung der Leukozyten wurden die mit etwa 9 ml Vollblut gefiillten EDTA-
Monovetten 20 min bei 2500 rpm zentrifugiert. Der Buffy coat zwischen Plasma und
Erythrozyten wurde mit einer Pipette in 1,5 ml Reagiergefille tberfiihrt und bis zur

weiteren Verwendung bei -20 °C tiefgefroren.

3.5.2 Isolation von DNA aus Leukozyten

Die Isolation der DNA aus Leukozyten erfolgte nach der Aussalzmethode von
Montgomery und Sise (1990) (modifiziert). Modifikationen betrafen die Zentrifugierzeit
und -geschwindigkeit, die statt 2000 rpm 4200 rpm, bzw. statt 1000 rpm fiir 3 min, 3000

rpm fiir 5 min betrug.

3.5.3 Bestimmung der DNA-Qualitit bzw. -Quantitit

Die Erfassung der DNA-Konzentration und -Qualitit erfolgte im Spektralphotometer
nach Sambrook et al. (1989). Dartiber hinaus wurde die Konzentration und Qualitit durch
Vergleich der aufgetragenen Proben mit Standardproben auf einem Agarosegel iberpriift
(Prinzenberg, 1998; Weimann, 2000).

3.5.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

3.5.4.1 Mikrosatellitenmarker

Wie aus Tabelle 5 zu entnehmen ist, wurden im Rahmen dieser Untersuchungen zehn von
der FAO (1998a) empfohlene und weitere 19 Mikrosatellitenmarker unter Einbeziehung
weiterer Chromosomen aus unterschiedlichen Literaturangaben verwendet. Zwei weitere
Marker (MAF214 und MCM527) sind in der Literatur bisher nicht erwihnt. Somit wurden
insgesamt 31 Mikrosatellitenmarker zur Typisierung der Rassen verwendet, die sowohl
bovinen, als auch ovinen und caprinen Ursprungs sind. Marker auf den Chromosomen
OARS8, OAR21, OAR22 und OAR23 wurden nicht einbezogen. Primersequenzen und
Allellingen der untersuchten Marker sind in Tabelle 5 dargestellt. Alle unter ,,LLab*“ mit
,Gi“ gekennzeichneten Marker wurden am Institut fiir Tierzucht und Haustiergenetik der
Universitit Gieflen typisiert, alle mit ,,No* gekennzeichneten an der School of Biological
Sciences der University of East Anglia in Norwich, GroB3britannien und alle mit ,,Ca*
ausgewiesenen Marker an der School of Biosciences, Biodiversity and Ecological
Processes Research Group der Universitit Wales in Cardiff, Grofibritannien. Zur

Detektion der Fragmente durch den ALFexpress DNA Sequencer (Amersham Biosciences
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Europe GmbH, Freiburg) wurde je ein Oligonukleotid eines Primerpaars am 5’Ende von den
Bezugsfirmen mit Indodicarbocyanin (Cy5) markiert. Die Primer fur den
ABI PRISM® 377 DNA  Sequencer (Applied Biosystemss, Darmstadf) wurden mit dem
Farbstoft VIC, NED oder 6-FAM markiert (Tabelle 7). Zwei der untersuchten Marker
(BM1329 und HUJ616) wiesen Stotterbanden bzw. so genannte ,,Plus-A-Veridnderungen®
auf. Diesen Markern wurde daher ein PIGtail, bestehend aus den sieben Basen

»GTTTCTT, an das 5-Ende des Vorwirtsprimers angehingt (Brownstein et al., 1996).

Tabelle 5: Typisierungslabor (Lab), Kartierung (OAR), Primersequenzen (fett: PIGtail)
und Allellingen (bp) der verwendeten Mikrosatellitenmarker.

*Von der FAO (1998a) empfohlene Marker.

Lab Name OAR Primersequenz (5’ = 3’) bp

oben: Vorwirtsprimer, unten: Riickwirtsprimer

Gi BM1329 ' 6  GTTTCTTTTGTTTAGGCAAGTCCAAAGTC 160-182
AACACCGCAGCTTCATCC

Ca BM1824 ' 1 GAGCAAGGTGTTTTTCCAATC 165-177
CATTCTCCAACTGCTTCCTTG

Gi BM812s* ' 17 CTICTATCTGTGGAAAAGGTGGG 110-130
GGGGGTTAGACTTCAACATACG

Gi DYMSI ° 20  AACAACATCAAACAGTAAGAG 159-211
CATAGTAACAGATCTTCCTACA

Gi HUJ616* > 13 GTTTCTTTTCAAACTACACATTGACAGGG 114-160
GGACCTTTGGCAATGGAAGG

No ILSTS005 * 7 GGAAGCAATGAAATCTATAGCC 174-218
TGTTCTGTGAGTTTGTAAGC

No ILSTS011 ° 9  GCTTGCTACATGGAAAGTGC 256-294
CTAAAATGCAGAGCCCTACC

No ILSTS028 ° 3  TCCAGATTTTGTACCAGACC 105-177
GTCATGTCATACCTTTGAGC

Ca INRA063 = 14 ATTTGCACAAGCTAAATCTAACC 163-199
AAACCACAGAAATGCTTGGAAG

No MAF33 ° 9  GATCTTTGTTTCAATCTATTCCAATTTC 121-141
GATCATCTGAGTGTGAGTATATACAG

Ca MAF6sS ’ 15 AAAGGCCAGAGTATGCAATTAGGAG 123-127

CCACTCCTCCTGAGAATATAACATG

I Bishop et al. (1994), 2 Buitkamp et al. (1996), 3 Shalom et al. (1993), # Brezinsky et al.
(1993a) ,> Brezinsky et al. (1993b), ¢ Kemp et al. (1995),7 Vaiman et al. (1994), 8 Buchanan
und Crawford et al. (1992c¢), ? Buchanan et al. (1992)
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Fortsetzung Tabelle 5:
Lab Name OAR Primersequenz (5’ 2 3’) bp
oben: Vorwirtsprimer, unten: Riickwirtsprimer
Ca MAF70 " 4  CACGGAGTCACAAAGAGTCAGACC 124-166
GCAGGACTCTACGGGGCCTTTGC
Ca MAF209 " 17  GATCACAAAAAGTTGGATACAACCGTGG 109-135
TCATGCACTTAAGTATGTAGGATGCTG
No MAF214 16 GGGTGATCTTAGGGAGGTTTTGGAGG 174-282
AATGCAGGAGATCTGAGGCAGGGACG
No MCM140 ” 6 GTTCGTACTTCTGGGTACTGGTCTC 167-193
GTCCATGGATTTGCAGAGTCAG
No MCM»27 5 GTCCATTGCCTCAAATCAATTC 159-183
AAACCACTTGACTACTCCCCAA
Gi OarAE129* " 5 AATCCAGTGTGTGAAAGACTAATCCAG 130-166
GTAGATCAAGATATAGAATATTTTTCAACACC
Gi OarCP34* 3 GCTGAACAATGTGATATGTTCAGG 112-130
GGGACAATACTGTCTTAGATGCTGC
Gi OarCP38* " 10 CAACTTTGGTGCATATTCAAGGTTGC 112-136
GCAGTCGCAGCAGGCTGAAGAGG
Ca OarFCB20* © 2 AAATGTGTTTAAGATTCCATACAGTG 95-120
GGAAAACCCCCATATATACCTATAC
Gi OarFCB128 * 2 ATTAAAGCATCTTCTCTTTATTTCCTCGC 96-130
CAGCTGAGCAACTAAGACATACATGCG
Ca OarFCB193 ' 11 TTCATCTCAGACTGGGATTCAGAAAGGC 96-136
GCTTGGAAATAACCCTCCTGCATCCC
No OarFCB226 ° 2 CTATATGTTGCCTTTCCCTTCCTGC 119-153
GTGAGTCCCATAGAGCATAAGCTC
Ca OarFCB304'" 19 CCCTAGGAGCTTTCAATAAAGAATCGG 150-188
CGCTGCTGTCAACTGGGTCAGGG
Gi OarHH47* " 18 TTTATTGACAAACTCTCTTCCTAACTCCACC 130-152
GTAGTTATTTAAAAAAATATCATACCTCTTAAGG
Ca OarJMP29* * 24 GTATACACTGGACACCGCTT TGTAC 96-150

GAAGTGGCAAGATTCAGAGGGGAAG

10" Buchanan und Crawford (1992b), ' Buchanan und Crawford (1992a), 12 Hulme et al.
(1995), 13 Penty et al. (1993), 4 Ede et al. (1995), !> Buchanan et al. (1994), 16 Buchanan
und Crawford (1993), 17 Henry et al. (1993), 18 Genebank Accession No. U30893
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Fortsetzung Tabelle 5:
Lab Name OAR Primersequenz (5’ = 3’) bp
oben: Vorwirtsprimer, unten: Riickwirtsprimer
Ca OarJMPs8 ” 26 GAAGTCATTGAGGGGTCGCTAACC 145-169
CTTCATGTTCACAGGACTTTCTCTG
Gi OarVH72** 25 GGCCTCTCAAGGGGCAAGAGCAGG 121-145
CTCTAGAGGATCTGGAATGCAAAGCTC
No SR-CRSP-1 * 1 TGCAAGAAGTTTTTCCAGAGC 116-148
ACCCTGGTTTCACAAAAGG
No SR-CRSP-5 ' 18 GGACTCTACCAACTGAGCTACAAG 126-158
GTTTCTTTGAAATGAAGCTAAAGCAATGC
No SR-CRSP-9 * 12 AGAGGATCTGGAAATGGAATC 99-135

GCACTCTTTTCAGCCCTAATG

19 Genebank Accession No. U35058, 20 Pierson et al. (1993), 2! Arevalo et al. (1994),
22 Bhebhe et al. (1994)

Alle weiteren Ausfihrungen im Methodenteil beziehen sich ausschlieBlich auf die am
Institut fur Tierzucht und Haustiergenetik der Universitit Giefen im Rahmen dieser

Arbeit typisierten Marker.

3.5.4.2 Einzel-PCR-Bedingungen

Die PCR-Bedingungen der Einzelreaktionen der verschiedenen Marker wurden durch
Variation der Annealingtemperatur mit Hilfe eines Gradientencyclers (7Cycler, Bio-Rad,
Miinchen), Variation des Magnesiumgehalts (1,5 bis 3,0 mM), durch Verwendung
unterschiedlicher Puffer (Peqlab S (Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen) bzw. Eppendorf
Tag-Pufter (Eppendorf AG, Hamburg) bzw. durch Zusatz von DMSO (5 % v/v) als
Adjuvanz optimiert. Der Standardreaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 15 pl
enthielt 30 bis 50 ng DNA, 10 uM je Primer, 0,2 uM je ANTP und 0,35 U Tag-Polymerase.
Falls nicht gesondert erwihnt, wurde ein Standard-PCR-Protokoll mit einer initialen
Denaturierung von 2 min bei 95 °C, 30 Zyklen mit jeweils einer Denaturierung von 30 s
bei 95 °C, einem 30 s dauernden Annealing entsprechend den Temperaturen in Tabelle 6
und 7 und einer Elongation bei 72 °C fiir ebenfalls 30 s verwendet. Hieran schlossen sich
eine zehnminttige finale Elongation (72 °C) und ein anschlieBendes Herunterkiithlen auf
4°C an. Details zu den Bedingungen der FEinzelreaktionen sind den Tabellen 6
(ALFexpress) und 7 (ABI Prism®377 DNA Sequencer) zu entnehmen.
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Tabelle 6: Einzel-PCR-Bedingungen der Mikrosatelliten zur Analyse im AL Fexpress.
Jeweils ein Primer ist mit dem Farbstoff Cy5 markiert.

Marker MgCl,- Annealing- Anzahl Adjuvanz Puffer®*
Konz. temperatur Zyklen

BM1329 1,5 mM 58 °C 30 - Tag-Puffer**
BM8125 2,0 mM 58 °C 30 - Tag-Puffer**
DYMS'1 1,5 mM 60 °C 30 - Tag-Puffer**
HUJ616 1,5 mM 55 °C 30 - Tag-Puffer**
OarAE129 2,0 mM 63 °C 30 - Tag-Puffer**
OarCP34 2,0 mM 58 °C 30 - Tag-Puffer**
OarF'CB128 2,0 mM 58 °C 30 - Tag-Puffer**
OarHH47 2,0 mM 58 °C* * - Tag-Puffer**
Oarl’H72 2,0 mM 57 °C 30 - Tag-Puffer**

* Touchdown: 10 Zyklen a 68 °C-1 °C ; 25 Zyklen a 58 °C
** Eppendorf AG, Hamburg

Tabelle 7: Einzel-PCR-Bedingungen der Mikrosatelliten zur Analyse im ABI Prism® 377
DNA Sequencer.

Marker MgClz- Annealing- Anzahl Adjuvanz  Farbstoff Puffer
Konz. temperatur Zyklen

BM1329 2,0 mM 50 °C 30 - 0-FAM  Tag-Puffer**
BMS&125 3,0 mM 52°C 30 - NED Tag-Puffer**
DYMS1 1,5 mM 59 °C 30 - NED Tag-Puffer**
HUJ616 1,5 mM 55 °C 30 - VIC Tag-Puffer**
OarAET29 2,0 mM 55°C 30 - NED Tag-Puffer**
OarCP34 2,0 mM 57 °C 30 - VIC Tag-Puffer**
OarCP38 2,5 mM 52°C 40 5% DMSO  6-FAM Peglab S*

OarFCB128 1,5 mM 55°C 30 - 6-FAM  Tag-Puffer**

* Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
** Eppendorf AG, Hamburg

3.5.4.3 Multiplex-PCR zur Analyse am ABI PRISM® 377 DNA Sequencet

Es wurden insgesamt drei Multiplex-PCR-Reaktionen etabliert. Hierfir wurde das
QIAGEN® Multiplex PCR Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Der empfohlene
Reaktionsansatz von 25 pl wurde auf insgesamt 12 ul Gesamtvolumen reduziert (Obexer-

Rutff, 2003), so dass pro Ansatz lediglich 10 bis 20 ng Template-DNA eingesetzt wurden.
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Zunichst wurde aus den verwendeten Primern ein 10x Primermix erstellt, der alle Primer
in gleichen Anteilen enthielt (2,0 uM). Je nach Intensitit der Marker in der Elektrophorese
wurde der Anteil der verschiedenen Primer variiert, so dass die Konzentration der
jeweiligen Primer zwischen 0,5 und 2,0 pmol/ul betrug. Die Protokolle fiir die Multiplex-
PCR-Reaktionen mit dem QIAGEN® Multiplex PCR Kit (Qiagen, Hilden) sind in den
Tabellen 8 bis 12 aufgefihrt.

Tabelle 8: 10x Primermix Multiplex Nt.1: OarAE129/HUJ616/OarlFCB128.
(fwd: Vorwirtsprimer; rev: Rickwirtsprimer)

Primer (Konzentration) Volumen  Konzentration
OarAE129 fwd/rev (50 pmol/ul) 2x 20 pl 2,0 uM
HUJ616 fwd/rev (50 pmol/ul) 2x 10 pl 1,0 uM
OarlFCB128 fwd/rev (50 pmol/ul) 2x5ul 0,5 uM
H>O fiir Molekularbiologie 430 pl
Gesamtvolumen 500 wl

Tabelle 9: 10x Primermix Multiplex Nt.2: DYMS7/OarHH47/Oarl"H7 2.
(fwd: Vorwirtsprimer; rev: Rickwirtsprimer)

Primer (Konzentration) Volumen  Konzentration
DYMS1 fwd/rev (50 pmol/ul) 2x20 pl 2,0 uM
OarHH47 fwd/rev (50 pmol/ul) 2x 20 pl 2,0 uM
Oarl’H72 fwd/trev (50 pmol/ul) 2x5ul 0,5 uM
H>O fiir Molekularbiologie 410 pl
Gesamtvolumen 500 ul

Tabelle 10: 10x Primermix Multiplex Nt.3: BM8725/OQarCP34.
(fwd: Vorwirtsprimer; rev: Rickwirtsprimer)

Primer (Konzentration) Volumen Konzentration
BM8125 fwd/rev (50 pmol/pl) 2x5ul 0,5 uM
OarCP34 fwd/rev (50 pmol/ul) 2x10ul 1,0 uM
H>O fiir Molekularbiologie 470 pl
Gesamtvolumen 500 wl

Dieser Primermix wurde dann jeweils als 10x Primermix in dem in Tabelle 11

aufgefiihrten Reaktionsansatz von 12 ul verwendet.
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Tabelle 11: Jeweiliger Reaktionsansatz fiir die in den Tabellen 8 bis 10 aufgefithrten

Multiplex-PCR-Reaktionen Nr. 1 bis Nr.3.

Ingredienzien

Volumen im
Gesamtansatz

QIAGEN® Multiplex PCR Kit

6,0 ul

10x Primermix

1,2 ul

DNA-Template (Konz: 10 ng/ul)

1,2 ul

H-O fiir Molekularbiologie

3,6 ul

Gesamtvolumen

12,0 pl

Der jeweilige Reaktionsansatz wurde mit dem in Tabelle 12 aufgefithrten PCR-Protokoll

verwendet. Hierbei variierten zwischen den drei Multiplex-Ansitzen lediglich die

Annealingtemperaturen.

Tabelle 12: Jeweiliges PCR-Protokoll fiir die Multiplex-PCR-Reaktionen.
Multiplex-PCR Nr. 1: OarAE129/HU]616/ OarFCB128;

Multiplex-PCR Nr. 2: DYMS1/OarHH47/Oarl " H72;

Multiplex-PCR Nr. 3: BM8725/OarCP34.

Zyklus Temperatur (°C)  Dauerin min  Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 15 1
Denaturierung 94 °C 0,5
Annealing Multiplex Nr.1: 60 °C
Multiplex Nr.2: 58 °C 1,5 > 30
Multiplex Nr.3: 55 °C
Elongation 72 °C 1,0
Finale Elongation 60 °C 30 1

3.5.5 Uberpriifung der PCR-Bedingungen mit Hilfe eines Agarosegels

Um die optimalen PCR-Bedingungen zu Gberpriifen, wurden 5-7 ul PCR-Produkt mit 2 ul
Ladepuffer [0,25 % (v/v) Bromphenolblau, 0,25 % (v/v) Xylencyanol FF, 30 % (v/v)
Glycerol, 69,5 % (v/v) Wasset] versetzt und mit 5 ul des pUC Mix Marker 8 auf ein
2%iges (w/v) Agarosegel geladen, die Produkte anschlieBend in einer Elektrophorese

aufgetrennt und in Ethidiumbromid gefirbt (Sambrook et al.,, 1989). Unter UV-Licht

konnte das generelle Vorhandensein der einzelnen Produkte beurteilt werden. Da aber die

einzelnen Fragmente der Multiplex-PCR erst ab einem Langenunterschied von etwa 30 bis
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40 bp auf dem Agarosegel darstellbar sind (Henegariu et al., 1997), wurde die weitere
Optimierung tUber die Gelelektrophorese auf dem ABI PRISM® 377 DNA Sequencer

kontrolliert.

3.5.6 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese mit dem DNA Sequencer

Die Bestimmung der Fragmentlingen der PCR-Produkte erfolgte durch eine lasergestiitzte
Auswertung der Polyacrylamidgelelektrophorese (PAA-Gelelektrophorese) sowohl mit
dem halbautomatischen Sequenziersystem _ALFexpress (Amersham Biosciences, Freiburg) als
auch dem ABI PRISM® 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems, Darmstady).

Durch Auswahl verschiedener Filter, die nur bestimmte Wellenlingen passieren lassen,
wurden am ABI PRISM® 377 DNA Sequencer vier Farbstoffe (IVIC, 6-FAM, NED,
ROX) simultan detektiert und mit Hilfe der GeneScan Analysis Software ausgewertet. Im
Gegensatz dazu detektierte der ALFexpress lediglich einen Farbstoff (Cy5). Die PAA-
Gelelektrophorese am _ALFexpress erfolgte wie von Weimann (2000) beschrieben. Im
Folgenden wird daher ausschliellich die Elektrophorese am ABI PRISM® 377 DNA

Sequencer beschrieben.

Die PAA-Gelelektrophorese am ABI PRISM® 377 DNA Sequencer erfolgte in einem
0,2 mm dunnen, 4,5%igen (v/v) 29:1 Acrylamid/Bisacrylamid-Gel mit 6 M Harnstoff.
Zum Ausschluss von Fremdfluoreszenzen wurden zur Reinigung der Glasplatten und
Spacer ausschlieBlich auf Fremdfluoreszenzen getestetes, deionisiertes Wasser (Aqua
demin. und Aqua bidest.) und das anionische Reinigungsmittel ALCONOX® (Alonox Inc.,
New York, USA) verwendet. Dariiber hinaus wurden die Gelplatten nach der Reinigung
ausschlieBlich mit Kimwipes®-Tuchern (Kimberly-Clark, Roswell, USA) getrocknet. Zur
Entfernung von fluoreszierenden Fremdstoffen wurden die Platten zusitzlich regelmil3ig
mit einer 6 M NaOH-L6sung behandelt.

3.5.6.1 Gellésung und -herstellung

Zur Erstellung der Gellosung wurden 18 g Harnstoff in ein mit HPLC-Wasser gereinigtes
Becherglas eingewogen, 7,5 ml Polyacrylamid (Acrylamid/Bisacrylamid 29:1), 23 ml
HPLC-gereinigtes Wasser und 6 ml 10x TBE hinzugefiigt und auf einem Magnetrithrer
gel6st, so dass das Endvolumen fiir eine Gelkammer ca. 50 ml betrug. Die Entgasung der
Gell6sung erfolgte in einer Saugflasche mit einem Membranfilter (Porengrof3e 0,2 um) mit
Hilfe einer Wasserstrahlpumpe. Nach der Entgasung wurden 20 ul TEMED und 300 pl
10%iges (w/v) Ammoniumpersulfat (APS) hinzu pipettiert, die Lésung geschwenkt und in
ein Becherglas tberfihrt. AnschlieBend wurde das Gel gegossen und ein Vorkamm

gesetzt. Nach 30minitiger Polymerisierung des Gels wurde der Vorkamm gezogen,
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Gelreste aus dem Kammbereich mit Hilfe der Kammrickseite entfernt und ein
Haifischzahnkamm mit 36 bzw. 48 Taschen gesetzt. Darauf folgte eine Uberpriifung auf
Fremdfluoreszenzen (sog. ,,Plate check®), wonach die Pufferkammern und die Heizplatte
angelegt, ca. 1400 ml 1x TBE-Puffer eingefiillt und der Vorlauf (3000 V, 60 mA, 200 W)
gestartet werden konnte, um die optimale Eletrophoresetemperatur von 51 °C zu

erreichen.

3.5.6.2 Probenansatz und -vorbereitung

Wihrend des Vorlaufs wurden die Proben fiir die Elektrophorese vorbereitet, indem ein
Mastermix erstellt wurde. Dieser setzte sich aus 99,5%igem Formamid, dem
GroBenstandard ROX 500 (Applied Biosystems, Darmstadf) und dem dazugehorigen
Ladepuffer in einem Volumenverhiltnis von 5:1:2 zusammen. Von diesem Mastermix
wurden 2 pl je Probe in eine Thermowellplatte tberfihrt und 1,5 ul PCR-Mix hinzu
pipettiert.

Der PCR-Mix setzte sich im Falle von Einzel-PCR-Reaktionen je nach
Kombinationsmoglichkeit  aufgrund der  verschiedenen  Farbmarkierungen und
FragmentgroBen aus einer unterschiedlichen Anzahl PCR-Reaktionen zusammen. So
konnten Fragmente mit gleicher Markierung, die sich aber um ca. 30 bp Linge
unterschieden, in eine Spur geladen werden (Multiloading). Dartiber hinaus konnten die
mit verschiedenen Farbstoffen (VIC, NED, 6-FAM) markierten PCR-Produkte ebenfalls
in eine Spur geladen werden. Je nach Konzentration wurden zwischen 0,5 und 1,5 ul des
PCR-Produkts zu dem PCR-Mix pipettiert und von diesem schlieBlich 1,5 ul zum
Mastermix hinzugefiigt. Im Falle der Multiplex-PCR wurden 0,5 bis 1 ul des Produkts zum
Mastermix gegeben. Die optimalen Mengen der einzelnen PCR-Reaktionen wurden

empirisch ermittelt.

Sobald das Gel seine optimale Temperatur von 51 °C erreicht hatte, wurden die Proben
zunichst fir zwei Minuten bei 90 °C auf einem Heizblock denaturiert und anschliefend
auf Eis gestellt. Danach wurden alle Taschen mit 1x TBE-Puffer gesptlt und 1,5 ul des

Probenmixes in die Taschen pipettiert.

3.5.6.3 Gelelektrophorese

Nach zweistiindiger Elektrophorese bei 3000 V, 60 mA, 200 Watt und einer Temperatur

von 51 °C wurden die Ergebnisse mit dem Programm Genotyper® ausgewertet.

3.5.7 Standardisierung der Elektrophoreseergebnisse

Zur Standardisierung der Ergebnisse wurden fiunf Standard-DNA-Proben (Gi2002,

49



MATERIAL UND METHODEN

Gi2003, Cardiff-1, -2 und -3) typisiert, um eine Verkniipfung mit weiteren Projekten zu
gewihrleisten. Zur Sicherstellung einer Vereinheitlichung der Ergebnisse der
verschiedenen Typisierungen untereinander wurde zu jedem Lauf eine Standardprobe
(G:2002) mitgeladen, durch die alle Ergebnisse miteinander verkntpft und abgeglichen

werden konnten.
3.6 Biometrische Methoden

3.6.1 Allelfrequenzen, Fis-Indizes, Hardy-Weinberg-Gleichgewicht und PIC-
Werte

Allelfrequenzen, Fis-Indizes und Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
(HWG) wurden mit dem Programm GENEPOP V3.1 geschitzt (Raymond und Rousset,
2001). Die Uberpriifung des HWG erfolgte mit Hilfe der Markov Chain Monte Carlo
Methode (1000 Wiederholungen) unter Anwendung eines Fishers Exakt-Tests (Guo und
Thompson, 1992). Die geschitzten p-Werte wurden ab einem Wert < 0,01 als signifikant

anerkannt.

Der PIC-Wert (Polymorphism information content) (Botstein et al., 1980) fiir jeden
Mikrosatelliten wurde mit dem Programm CERVUS 2.0 (Marshall et al., 1998) berechnet.

3.6.2 Kopplungsungleichgewicht

Beim Test auf ein Genotypen-Kopplungsungleichgewicht wurde von der Nullhypothese
ausgegangen, dass der Genotyp an einem Genort unabhingic vom Genotyp an den
anderen Loci vererbt wird. Hierfiir wurde ein Fishers Exakt-Test mittels Markov Chain
Methode verwendet und die geschitzten p-Werte ab einem Wert < 0,01 als signifikant
anerkannt. Der Test auf Kopplungsungleichgewichte wurde mit dem Programm
GENEPOP V3.1 durchgefithrt (Raymond und Rousset, 2001).

3.6.3 Ausreifler-Analyse

Eine Analyse auf unter adaptiver Selektion stehende Genorte, so genannte Ausreil3er-
Genorte, erfolgte mit dem Programm FDIST2 (Beaumont und Balding, 2004). Hierbei
wird der Fsr(W&C)-Wert fir jeden Genort tuber alle Rassen berechnet und anschlieBend
eine so genannte ,,coalescent simulation® durchgefihrt, um einen Datensatz von Fsr zu
erhalten, welcher der Verteilung der empirischen Daten sehr nahe kommt. Basierend auf
dieser Simulation ist es moglich, 99 %-Konfidenzintervalle und p-Werte fir jeden Genort
zu berechnen, wobei Genorte mit ungewohnlich hohen Fsr-Werten als unter adaptiver
Selektion stehend angesehen werden. Es wurde sowohl das ,,stepwise mutation model*
(SMM) als auch das ,,infinite alleles model” (IAM) angenommen und 20000 Loci simuliert.
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3.6.4 Genetische Variabilitit innerhalb der Populationen

Als Kennwert fiir die Variation innerhalb der Populationen wurde die mittlere Anzahl
Allele (MNA) je Rasse berechnet und die erwartete und beobachtete Heterozygotie
sowohl tber alle Genorte als auch tber alle Rassen hinweg ermittelt. Zur Berechnung
wurden die Programme POPGENE (Yeh et al, 1997) und GENETIX (Belkhir et al.,
2004) verwendet. Die Berechnung der gruppenweisen Parameter ,,allelic richness®, welche
die auf unterschiedliche Stichprobengrof3en korrigierte mittlere Anzahl Allele darstellt, und
genetische Diversitit (Hg) wurde mit dem Programm FSTAT (Goudet, 1995)
durchgefithrt. Hierbei wurden diejenigen Liander, in denen mehr als eine Rasse untersucht
wurde, zu Gruppen zusammengefasst, um den geographischen Verlauf der

Diversititsparameter zu beurteilen.

3.6.5 Uberprifung des Vorliegens eines Flaschenhalses

Populationen, die kiirzlich (vor einigen Dutzend Generationen) eine Reduktion ihrer
effektiven PopulationsgroBe erfahren haben, zeigen eine damit in Zusammenhang
stehende Reduktion der Zahl an Allelen und der genetischen Diversitit (Hg). Da aber die
Zahl an Allelen schneller abnimmt als die genetische Diversitit, liegt in solchen Population
die tatsichliche erwartete Heterozygotie (Hg) hoher als die unter Annahme einer
konstanten Populationsgrofle simulierte Hg (Luikart et al., 1998). Das Programm
BOTTLENECK (Cornuet und Luikart, 1996) simuliert fiir jede Population und jeden
Genort die Verteilung der genetischen Diversitit basierend auf der beobachteten Anzahl
an Allelen unter der Annahme eines Mutation-Drift-Gleichgewichts. Hierbei wurden, wie
von Cornuet und Luikart (1996) empfohlen, ein Zweiphasen-Mutationsmodell und der

Wilcoxontest zur Festellung eines Heterozygoteniiberschusses angewendet.

3.6.6 Populationsstrukturen und genetische Variabilitit zwischen den

Populationen

3.6.6.1 F-Statistik

Die Parameter der F-Statistik nach Weir und Cockerham (1984) Fis(W&C) und Frr(W&C)
bzw. nach Nei (1973b), wurden mit dem Programm FSTAT (Goudet, 1995) berechnet.
Um eine Vergleichbarkeit mit méglichst vielen Studien zu erhalten, wurden dartiber hinaus
sowohl Neis Gsr- (Nei, 1973b) als auch Weir und Cockerhams (Weir und Cockerham,
1984) Fsr(W&C)-Werte berechnet. Da mehr als vier Genorte bzw. Populationen in die
Berechnung eingingen, wurde sowohl ein Jackknifing als auch ein Bootstrapping
(Felsenstein, 1985) tber alle Genorte durchgefihrt. Die Signifikanz der Werte wurde

durch Randomisierung (100 Permutationen) uberprift. Zusitzlich wurde eine
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Bonferronikorrektur durchgefithrt (Rice, 1989).

3.6.6.2 Genfluss

Die Berechnung des Genflusses (gene flow) (Wright, 1931) erfolgte in Form der Anzahl
an Migranten pro Generation (). Seine Berechnung ist in das Programm GENETIX
(Belkhir et al., 2004) implementiert.

3.6.6.3 Genetische Distanzen

Zur Schitzung der genetischen Distanzen wurde ein reines Drift-Modell angenommen,
welches die Abwesenheit von Mutationen und keine konstante Populationsgrofle
voraussetzt. Zur Untersuchung der Korrelationen der einzelnen Distanzen wurden
Cavalli-Sforzas Chord Distance D¢ (Cavalli-Sforza und Edwards, 1967), Reynolds’ Dr
Distanz (Reynolds et al., 1983), Neis Da (Nei et al., 1983) und Neis Standard Distanz (Nei,
1972) berechnet. Die Berechnung der Distanzen erfolgte mit dem Programm GENDIST
aus dem Programmpaket PHYLIP (Felsenstein, 2004) und dem Programm
POPULATIONS (Langella, 2002). Zur Uberpriifung der Korrelationen zwischen den
verschiedenen Distanzmatrizen wurde ein Mantel-Test modifiziert nach Manly (1991) mit
dem Programm FSTAT (Goudet, 1995) durchgefithrt. Die Streuung der Parameter fiir die
genetischen Distanzen wurde mittels Bootstrapping (1000 Zufallsdatensitze) geschitzt
(Felsenstein, 1985). Dieses erfolgte ebenfalls mit dem Programmpaket PHYLIP
(SEQBOOT) und dem Programm POPULATIONS (Langella, 2002).

3.6.6.4 Phylogenetische Biume

Mit den Programmen NEIGHBOR und CONSENSE aus dem Programmpaket PHYLIP
(Felsenstein, 2004) wurde ein ungewurzelter Konsensus-Baum (,,unrooted tree) nach der
Neighbor-joining Methode (Saitou und Nei, 1987) erstellt. Dieser basiert auf einer
durchschnittlichen Distanzmatrix von 1000 Bootstrap-Samples und gibt Auskunft iiber die
Zuverlassigkeit der Anordnungen des Baumes. Zur graphischen Darstellung des Baumes

wurde das Programm TreeView (Page, 1996) verwendet.

3.6.6.5 Neighbor-Net Methode

Mit der Neighbor-Net Methode (Bryant und Moulton, 2004) wurde auf Basis der
genetischen Distanz nach Reynolds Dr ein phylogenetisches Netzwerk mit Hilfe des
Programms SplitsTree (Huson, 1998) rekonstruiert. Die Methode beruht auf dem
Neighbor-joining Algorithmus von Saitou und Nei (1987). Hierbei stellt jede Anordnung
paralleler Linien eine Abspaltung von den anderen Gruppen dar (Huson, 1998).
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3.6.6.6 Hauptkomponentenanalyse

Auf Basis aller Allelfrequenzen wurde eine Hauptkompentenanalyse mit dem Programm
SPSS V 10.0.7 durchgefihrt und die erste und zweite Hauptkomponente in ein

Streudiagramm gemill Ammermann und Cavalli-Sforza (1984) gegeneinander aufgetragen.

3.6.6.7 Bayesian Model-based Clustering Analyse

Die Bayesian Model-based Clustering Analyse ist in das Programm STRUCTURE
(Pritchard et al., 2000) implementiert. Zur Schitzung der wahrscheinlichsten Anzahl an
Subpopulationen (K) wurden K= 2 bis 45 angenommen und die logarithmierten
Wahrscheinlichkeiten (In Pr(X | K)) gegen die Anzahl an Subpopulationen (Clustern) K in
ein Streudiagramm aufgetragen. Zur detaillierten Analyse wurde der Ansatz von Parker et
al. (2004) und Rosenberg et al. (2002) verfolgt und die Aufteilung der Rassen bei zwei bis
finf Subpopulationen dargestellt. Innerhalb des Programms wurde stets ein so genanntes
»admixture model” bzw. eine ,,burnin-period* und eine ,,period of data collection® von
500.000 gewihlt. Zur Uberpriifung der Wiederholbarkeit der Ergebnisse wurden vier
Liufe unter gleichen Annahmen wie oben beschrieben durchgefithrt. Hierbei wurden

K =5 Subpopulationen angenommen.

Zur graphischen Aufarbeitung der Ergebnisse des Programms STRUCTURE wurde das
Programm DISTRUCT (Rosenberg, 2004) verwendet.

3.6.7 Zuordnung von Einzelindividuen zu ihrer Ursprungspopulation

Im Rahmen der Untersuchung wurden sowohl auf Allelfrequenzen als auch auf Distanzen
(Da, Ds, Dc) basierende Methoden verwendet. Zusatzlich wurde bei Verwendung der
Allelfrequenzen das Bayes Theorem angewendet. Alle Methoden sind in dem Programm
GENECLASS V 1.0.02 (Cornuet et al., 1999) verfiigbar. Mit allen Populationen wurde
sowohl eine direkte Zuordnung der Individuen durchgefiihrt als auch 10000 Individuen
simuliert, auf deren Basis diejenigen Tiere als korrekt zugeordnet anerkannt wurden, die
mit einer Wahrscheinlichkeit von 99 % ausschlieBlich zu ihrer Ursprungsrasse zugeordnet

wurden. Hierbei wurde stets die ,,Jeave one out“-Prozedur verwendet.

3.6.8 Korrelation zwischen geographischer und genetischer Distanz

Zur Uberpriifung der Korrelation zwischen der genetischen Distanz nach Reynolds (1983)
und den geographischen Distanzen wurde ein Mantel-Test modifiziert nach Manly (1991),
mit dem Programm FSTAT (Goudet, 1995) durchgefihrt.
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4  Ergebnisse

4.1 Typisierbarkeit der Mikrosatelliten

Von den zehn im Rahmen dieser Arbeit typisierten Mikrosatelliten erwiesen sich alle
Marker auller HUJ676 und OarCP38 als zuverlassig und robust zu typisieren. HUJ676 wies
sowohl Ein- als auch Zwei-Basenpaarabstinde auf, so dass Allele, die ungerade
Fragmentlingen > 139 bp aufwiesen, durch Addition einer Base auf eine gerade
Fragmentlinge gerundet wurden. OarCP38 zeigte sich trotz Zusatz verschiedener
Adjuvanzien und unterschiedlicher Templatemengen als sehr unzuverlassig zu typisieren,
so dass trotz guter DNA-Qualitdt des Templates fiir 34 Proben kein Ergebnis erhalten

wurde.

Am Genort OarAE129 konnte bei 42 Proben kein Amplifikationsprodukt erhalten
werden, obwohl es sich hierbei grofitenteils um Proben handelte, die in allen anderen
PCR-Reaktionen problemlos amplifizierten. Dartiber hinaus konnten in der Multiplex-
PCR dieses Markers (OarAE129/HUJ616/OarFCB128) bei den gleichen Proben in der
Gelelektrophorese zwar die Marker HUJ676 und OarFCB128, nicht aber Marker
OarAE129 dargestellt werden.

Fir die Marker BM7329 und OarCP38 konnte keine Multiplex-PCR etabliert werden.

4.2 Fehlende Typisierungsergebnisse

Uber alle 31 Genorte und 57 Rassen konnten insgesamt 365 Typisierungen in 214 Tieren
nicht ausgefithrt werden. Dies entspricht einem Anteil von 0,7 %. Hierbei wiesen die
Marker ILLSTSO77 mit 57 und OarAE729 mit 42 die meisten erfolglosen Typisierungen
auf. Fir die Marker BM7824 und M.AF209 wurden alle Typisierungsergebnisse erhalten.

4.3 Genotypen der Standardproben

Die Genotypen der Standardproben sind auf der Internetseite des ECONOGENE-
Projekts (http://lasig.epfl.ch/projets/econogene/) abrufbar.

4.4 Tests auf Gleichgewichte

4.4.1 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

In allen 57 Rassen wurden 31 Mikrosatelliten auf das Vorliegen des Hardy-Weinberg-
Gleichgewichtes (HWG) getestet. 173 der 1767 durchgefithrten Tests verwarfen die
Nullhypothese des Vorliegens des HWG bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
p < 0,01.
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Wie aus Tabelle A im Anhang zu entnehmen ist, konnten insgesamt an 28 Genorten hoch
signifikante Abweichungen (p < 0,01) vom HWG in mindestens einer Population
festgestellt werden. Lediglich die drei Genorte OarlFCB193, MAF33 und MCM140 wiesen
in keiner Population Abweichungen auf, wihrend die Marker OarAE729 in 16,
SR-CRSP-5 in 33 und MCM527 in 36 Populationen vom HWG abwichen. Aus diesem
Grund wurden die drei Marker OarAE729, SR-CRSP-5 und MCM527 von den Analysen
der Populationsstruktur (Neighbor-Joining Baum, Neighbor-Net, Hauptkomponenten-

analyse und Bayesian Model-based Clustering Analyse) ausgenommen.

Mit Ausnahme der albanischen Rasse Ruda wichen alle anderen Rassen an mindestens
einem Genort vom HWG ab. Besonders hervorzuheben sind hier die Rassen Orino,
Sfakia, Ungarisches Tsigai, Polnisches Bergschaf (Gorska) und Pomorska, die in sechs
Genorten abwichen und die Rasse Altamurana, die in sieben Genorten vom HWG abwich
(Tabelle A Anhang).

4.4.2 Kopplungsgleichgewicht
Bei der Uberpriiffung des Kopplungsgleichgewichts wurde von der Nullhypothese

ausgegangen, dass alle Genotypen eines Genortes unabhingig vom Genotyp der anderen
Genorte sind. An 27 Genort-Kombinationen wurde die Nullhypothese zuriickgewiesen

und ein Kopplungsungleichgewicht festgestellt (Tabelle B Anhang).

4.5 Untersuchung auf unter Selektion stehende Genorte

Bei der Untersuchung auf unter Selektion stehende Genorte, so genannte Ausreiller-
Genorte, mit Hilfe des Programms FDIST2 konnten fur die drei Marker OarFFCB793,
OarFCB304 und HUJ616 Fsr-Werte oberhalb des 99 %-Quantils der simulierten Werte
ermittelt werden (Abbildung 7). Die Marker MAF65, MAF209, MCM140, Oar[MP29,
INRA63 und OarF'CB20 lagen mit ihrem Fsr-Wert unterhalb des simulierten 99 %-
Quantils. Daher werden diese neun Marker als an unter adaptiver (OarF'CB793,
OarFCB304 und HUJ616) oder balancierender (MAF65, MAF209, MCM140, Oar]MP29,
INRAG3 und OarF'CB20) Selektion stehende Gene gekoppelt betrachtet.
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Abbildung 7: Streudiagramm beobachteter Fsr- und Heterozygotiewerte der 31
Mikrosatellitenmarker.
Die unterbrochenen Linien begrenzen das 99 %-Konfidenzintervall
simulierter Fsr-Werte. Es sind alle Mikrosatellitenmarker (X) dargestellt,
aber nur die Ausreiller-Genorte benannt.

4.6 Genetische Variabilitit innerhalb der Rassen

An den 31 untersuchten Mikrosatellitenmarkern wurden insgesamt 564 Allele identifiziert,
wobei sich alle Marker als polymorph erwiesen. Wie aus Tabelle 13 hervorgeht wurden
Uber alle Marker je Rasse durchschnittlich zwischen 5,74 (Graue gehornte Heidschnucke)
und 9,26 (Ruminisches Tsigai) Allele identifiziert, wobei im Mittel 7,64 Allele dargestellt
werden konnten. Die beobachtete Heterozygotie (Ho) betrug zwischen 0,58 (Altamurana)
und 0,75 (Ruda), wobei im Mittel Werte von 0,67 gefunden wurden (Tabelle 13). Die
durchschnittliche erwartete Heterozygotie (Hg) unter Annahme des Hardy-Weinberg-
Gleichgewichts reichte von 0,63 (Exmoor Horn) bis 0,77 (Ruda) und betrug im Mittel
0,72. In allen Rassen auller der polnischen Rasse Kamieniec wich die beobachtete
Heterozygotie von der erwarteten ab, so dass im Mittel zwischen Hr und Ho eine
Differenz von 5 % £ 0,3 % Standardfehler bestand, welche sich mittels t-Test als hochst
signifikant (p < 0,001) darstellte. Diese Abweichungen der beobachteten von der
erwarteten Heterozygotie driickten sich in zum Teil hoch signifikant von Null
abweichenden Fis-Werten der Rassen aus (Tabelle 13). AusschlieBlich fur die Rassen

56



ERGEBNISSE

Exmoor Horn, Kamieniec, Polnisches Merino und Ruda wurden keine signifikant von
Null abweichenden Fis(W&C)-Werte ermittelt. Die Rasse Altamurana wies mit 0,149 den
hochsten, die Rasse Kamieniec mit 0,007 den niedrigsten Fis(W&C)-Wert auf.

Wie in Tabelle 14 ersichtlich stellte sich Genort MLAF274 mit 41 Allelen als polymorphster
Marker dar, wihrend sich SR-CRSP-5 mit sechs Allelen als am wenigsten polymorph
zeigte. Durchschnittlich wurden je Genort 18,2 Allele identifiziert. Der PIC-Wert
(Polymorphism Information Content) reichte von 0,498 (OarFCB193) bis 0,869 (MAF70)
und betrug im Mittel 0,738 (Tabelle C Anhang).

Die Allelfrequenzen der in diese Arbeit eingegangen Mikrosatellitenmarker werden auf der
Webseite des ECONOGENE Projekts unter http://lasig.epfl.ch/projets/econogene/
veroffentlicht.

4.6.1 Private Allele

In 37 Rassen konnten an 24 Genorten insgesamt 65 private Allele (rassespezifische Allele)
identifiziert werden (Tabelle 13). Von diesen 65 privaten Allelen zeigten jedoch nur die
Allele MAF27423" in der Rasse Ossimi und MAF3314 in der Rasse Altamurana
Allelfrequenzen von genau 5 %. Alle anderen Frequenzen der privaten Allele betrugen
zwischen 2 und 3 %. Hervorzuheben ist Marker MAF274, bei dem zwolf private Allele in
neun Rassen identifiziert wurden. Keine privaten Allele wiesen die Marker DYMS7,
HUJ616, Oarl’H72, OarFCB304, SR-CRSP-5, SR-CRSP-1 und MCM527 auf. Die Rasse
Orino besal} die meisten rassespezifischen Allele (6), wihrend die Rassen Segurefia,
Pomorska, Ossimi, Najdi, Spanisches Merino, Colmenarefia und Bergamasca drei und die
Rassen Ungarisches Merino, Turcana, Shkodrane, Sfakia, Scottish Blackface, Laticauda,

Delle Langhe, Daglic und Altamurana zwei rassespezifische Allele aufwiesen.
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Tabelle 13: Durchschnittliche Anzahl Allele je Rasse (MNA), beobachtete (Ho) und
Fis(W&C)-Werte
(* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001) und Anzahl privater Allele (Nprivar).

erwartete

(He)

Heterozygotie,

mit

Signifikanzen

Rasse

MNA

H,

HE

FIS

n tivat
Akkaraman 6,42 0,65 0,69 0,061 ** PO
Altamurana 6,39 0,58 0,68 0,149 okk 2
Anogeiano 8,29 0,69 0,73 0,065 *F* 1
Bardhoka 8,58 0,71 0,76 0,065 *** 0
Bergamasca 7,23 0,68 0,72 0,057 *H* 3
Br. u. W. Bergschaf 7,00 0,64 0,69 0,071 ek 1
Churra 8,35 0,68 0,75 0,094 ek 1
Cikta 6,74 0,66 0,69 0,040 ** 1
Colmenarefia 7,48 0,61 0,69 0,117 ek 3
Daglig 8,74 0,70 0,76 0,085 Fkk 2
Delle Langhe 6,03 0,60 0,65 0,085 *¥* 2
Exmoor Horn 6,00 0,62 0,63 0,024 0
Gentile di Puglia 7,87 0,71 0,75 0,045 ** 1
Gr. geh. Heidschnucke 5,74 0,60 0,64 0,063 *¥* 0
Heri 8,26 0,67 0,75 0,103 ok 1
Kalarritiko 8,23 0,67 0,75 0,112 okk 1
Kamieniec 7,58 0,73 0,73 0,007 1
Karagouniko 8,77 0,70 0,75 0,065 *** 1
Karakul 7,39 0,66 0,71 0,073 ok 1
Karayaka 8,52 0,70 0,74 0,054 ek 0
Kefallinias 8,13 0,71 0,73 0,031 * 0
Kymi 8,26 0,66 0,75 0,126 FF* 1
Laticauda 7,39 0,70 0,73 0,038 ** 2
Lesvos 8,06 0,71 0,75 0,045 ** 1
Manchega 7,71 0,67 0,72 0,068 FF* 1
Merinolandschaf 7,03 0,67 0,72 0,076 FF* 0
Morkaraman 8,39 0,67 0,72 0,081 ok 1
Naemi 9,10 0,65 0,74 0,124 Fkk 0
Najdi 8,01 0,70 0,76 0,085 ok 0
Orino 8,94 0,67 0,75 0,103 *x* 6
Ossimi 8,39 0,70 0,74 0,054 ek 3
Pilioritiko 7,97 0,65 0,73 0,109 #rk 0
Poln. Bergschaf (Gorska) 8,42 0,70 0,75 0,066 ¥ 0
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Fortsetzung Tabelle 13:

Rasse MNA H, H; 1B e
Poln. Merino 6,58 0,68 0,70 0,027 0
Pomorska 7,65 0,65 0,74 0,125 ok 3
Racka 6,84 0,66 0,72 0,082 HF* 1
Rhonschaf 6,10 0,60 0,69 0,122 HF* 0
Rubio del Molar 6,84 0,66 0,69 0,045 ** 0
Ruda 8,84 0,75 0,77 0,022 1
Rum. Merino 7,97 0,70 0,74 0,059  #kk 0
Rum. Tsigai 9,26 0,70 0,76 0,083  Hxk 1
Scottish Blackface 6,90 0,67 0,69 0,031 * 2
Segurefia 8,74 0,69 0,74 0,069  HHk 3
Sfakia 7,87 0,66 0,72 0,077 ok 2
Shkodrane 8,19 0,71 0,74 0,037 * 2
Skopelos 6,23 0,62 0,68 0,088  #F* 0
Span. Merino I 8,26 0,67 0,73 0,083  Hxk 3
Span. Merino I1 7,68 0,69 0,73 0,061 HF* 0
Swaledale 6,35 0,63 0,68 0,070 Hk* 1
Théne et Martod 7,16 0,67 0,70 0,047 ** 0
Turcana 8,48 0,70 0,75 0,072 HFk 2
Ung. Merino 7,52 0,69 0,74 0,066 ¥ 2
Ung. Tsigai 7,77 0,68 0,74 0,076 *F* 0
Welsh Mountain 8,55 0,68 0,73 0,071 0
Wrzosowka 6,84 0,67 0,72 0,078 ok 0
Zelazna 6,16 0,65 0,70 0,072 HFk 1
Zypr. Fettschwanzschaf 6,87 0,63 0,66 0,056  *** 0
Mittel 7,64 0,67 0,72 0,071 **x* 1

4.6.2 Geographische Verteilung der genetischen Diversitit

Bei Betrachtung der geographischen Verteilung der genetischen Diversitit, ausgedriickt in
Form der erwarteten Heterozygotie, nach Zusammenfassung aller Rassen eines Landes,
fallt ein Anstieg von Nordwest nach Siidost auf. Gleiches gilt fiir die korrigierte mittlere
Anzahl Allele je Rasse (,allelic richness®), welche ebenfalls ein Mal3 fir Diversitit darstellt
(Abbildung 8). Es ldsst sich somit ein geographisch gekoppelter Diversititsgradient
feststellen. Es konnte jedoch keine signifikante Korrelation zwischen der genetischen
Distanz nach Reynolds Dr und der geographischen Distanz festgestellt werden (p = 0,078;
r = 0,140).
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Abbildung 8: Verteilung der genetischen Diversitit (Hr) und der korrigierten mittleren Anzahl Allele je Rasse (,,allelic richness®) nach
Zusammenfassung der Rassen eines Landes.
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4.6.3 F-Statistik

Im Mittel zeigte sich ein hochst signifikantes Heterozygotendetizit (p < 0,001) gemessen
als Fis(W&C)-Wert von 0,071 ber alle Rassen und Genorte, welches tber die gesamte
Population Frr(W&C) 0,124 (p < 0,001) betrug (Tabelle 14). Der Fis(W&C)-Wert reichte
von -0,033 im Marker SR-CRSP-9 bis 0,405 (SR-CRSP-5), wihrend der Frr(W&C)-Wert
zwischen 0,035 (OarFFCB20) und 0,429 (SR-CRSP-5) betrug.

Bis auf die Marker MCM740, OarFCB20 und SKR-CRSP-9, welche negative Fis(W&C)-
Werte von -0,007 (p < 0,001), -0,017 (p < 0,05) bzw. -0,033 aufwiesen und somit einen
Heterozygoteniiberschuss anzeigen, trugen in Ubereinstimmung mit dem HWG alle
Marker zu diesem Defizit bei. Einen besonders hohen Beitrag leisteten die Marker
MCM527, OarAE129 und SR-CRSP-5 mit hochst signifikanten (p < 0,001) Fis(W&C)-
Werten von tber 0,200.

4.7 Genetische Differenzierung zwischen den Rassen

Die genetische Differenzierung zwischen den Rassen, gemessen anhand der Fsr(W&C)-
Werte, betrug im Mittel 0,057 (p < 0,001), wobei alle Marker hochst signifikant
(p <0,001) zu diesem Wert beitrugen (Tabelle 14). Die Werte reichten von 0,039
(SR-CRSP-5) bis 0,127 (OarFCB193).

Wie aus Tabelle 15 zu entnehmen ist, ergab sich tber alle 31 Genorte gemittelt eine
genetische Diversitait Ht nach Nei von 0,765, welche sich aus einer Diversitit innerhalb
der Rassen (Hs) von 0,722 und einer Diversitit zwischen den Rassen (Dsr) von 0,043
zusammensetzt. Der Anteil der Diversitit zwischen den Rassen im Bezug auf die
Diversitit der gesamten Population, der sog. Gsr-Wert, betrug insgesamt 0,056 und deckte
sich somit in etwa mit dem Fsr(W&C)-Wert.
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Tabelle 14: Anzahl Allele (n,), F-Statistik nach Weir und Cockerham (1984) (Fis(W&C),
Frr(W&C) und Fst(W&C)) und deren Signifikanz je Locus tiber alle Rassen

gemittelt.
Locus n, F,(W&C) F,(W&C) Fo (W&C)
BM1329 14 0,103 A 0,163 *x* 0,067 *x*
BM1824 38 0,034 * 0,081 0,048 A
BM812s 12 0,062 *** 0,115 #** 0,057 H**
DYMS1 24 0,067 *x* 0,113 e 0,050
HUJe616 26 0,035 Ak 0,116 *** 0,084 A
ILSTS005 14 0,001 0,068 *** 0,067 ***
ILSTS011 24 0,025 * 0,091 e 0,067 *x*
ILSTS28 17 0,016 0,087 A 0,072 A
INRAG3 27 0,001 0,049 Hx 0,047 H#x
MAF209 16 0,105 0,142 A 0,041 Ao
MAF214 41 0,097 A 0,189 H* 0,107
MAF33 15 0,010 0,084 H+x 0,075 ek
MAF6) 17 0,039 ** 0,085 ek 0,048 A
MAF70 26 0,042 A 0,101 0,061 *x*
MCM140 17 -0,007 ek 0,036 *** 0,042 H#*
MCM»s27 13 0,336 *** 0,371 Hx* 0,053
OarAEI129 14 0,283 ek 0,328 Hx* 0,063 *x*
OarCP34 14 0,006 0,068 *** 0,062 ***
OarCP38 14 0,065 *** 0,117 A 0,055
OarFCB128 14 0,128 Hx* 0,177 Hx* 0,057 A
OarFCB193 23 0,028 0,151 0,127 *kx
OarFCB20 20 -0,017 * 0,035 ek 0,052 ek
OarFCB226 18 0,029 0,085 H* 0,057 A
OarFCB304 24 0,078 *#* 0,158 #** 0,087 H#*
OarHH47 20 0,133 ek 0,191 e 0,066 ***
Oar]JMP29 27 0,034 ** 0,082 sk 0,050
OarJMP’s8 22 0,037 ##x 0,098 H** 0,063
OarVH72 10 0,039 ** 0,105 0,069 *x*
SR-CRSP-1 13 0,024 0,085 ek 0,062 #x*
SR-CRSP-S 6 0,405 0,429 HHx 0,039 H**
SR-CRSP-9 14 -0,033 0,051 0,082 ek
Mittel 18,2 0,071 *** 0,124 *** 0,057 ***

*p < 0,05, % p < 0,01; **p < 0,001
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Tabelle 15: Genetische Diversititsparameter Ho, Hs, Dst, Hr und Gsr nach Nei (1973b)

je Locus tiber alle Populationen gemittelt.

Locus H, H; Dg, H, Gg;

BM1329 0,573 0,637 0,044 0,681 0,064
BM1824 0,707 0,730 0,034 0,764 0,044
BM812s 0,636 0,674 0,037 0,711 0,053
DYMS1 0,762 0,818 0,041 0,859 0,049
HUJé16 0,702 0,728 0,066 0,794 0,083
ILSTS005 0,641 0,668 0,040 0,708 0,057
ILSTSO011 0,701 0,719 0,048 0,767 0,062
ILSTS28 0,784 0,795 0,054 0,849 0,064
INRAG3 0,806 0,808 0,035 0,843 0,041
MAF209 0,699 0,777 0,032 0,809 0,040
MAF214 0,642 0,677 0,045 0,722 0,062
MAF33 0,736 0,744 0,054 0,798 0,069
MAF6s 0,722 0,745 0,030 0,775 0,039
MAF70 0,797 0,829 0,049 0,878 0,056
MCM140 0,775 0,800 0,033 0,833 0,039
MCMs27 0,526 0,791 0,044 0,835 0,052
OarAE129 0,442 0,621 0,035 0,656 0,054
OarCP34 0,757 0,760 0,041 0,801 0,051
OarCP38 0,533 0,600 0,032 0,632 0,050
OarFCB128 0,670 0,767 0,044 0,811 0,055
OarFCB193 0,452 0,462 0,054 0,516 0,104
OarFCB20 0,818 0,834 0,038 0,872 0,044
OarFCB226 0,743 0,762 0,041 0,803 0,051
OarFCB304 0,657 0,709 0,064 0,773 0,083
OarHH47 0,689 0,779 0,048 0,827 0,058
Oar]MP29 0,777 0,799 0,035 0,834 0,041
Oai]MPs8 0,703 0,755 0,043 0,798 0,054
OarVH72 0,731 0,760 0,052 0,812 0,064
SR-CRSP-1 0,660 0,676 0,044 0,720 0,062
SR-CRSP-s 0,337 0,569 0,023 0,592 0,039
SR-CRSP-9 0,608 0,591 0,043 0,634 0,068
Mittel 0,670 0,722 0,043 0,765 0,056
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4.7.1 Genfluss

Die Nm-Werte (Anzahl Migranten pro Generation) fiir alle Populationskombinationen
sind im Anhang aufgefiihrt (Tabelle D). Fiir keine der Populationskombinationen konnte
ein Nm-Wert kleiner eins geschitzt werden, was darauf hinweist, dass die genetische
Differenzierung aufgrund von Drift cher gering ist. Wie in Tabelle 16, welche alle
Rassekombinationen auffihrt, deren Nw-Werte tiber 10 liegen, zu erkennen ist, besteht
der héchste Nz-Wert zwischen den zwei Spanischen Merino-Populationen (MRS und
REF) mit 125.

Bei Betrachtung von Tabelle 16 fillt auf, dass vorwiegend die Rassen Stidosteuropas, d. h.
Albaniens, Griechenlands, Ruminiens und der Turkei bzw. Saudi-Arabiens einen hohen
Genfluss innerhalb eines Landes, aber auch grenzeniibergreifend aufzeigen. Einzige
Ausnahme sind hier die Rassen Spanisches Merino (MRS) und Segurefia (SGR). Ein hoher
Genfluss besteht dartiber hinaus vor allem zwischen der griechischen Rasse Orino und
den Rassen Shkodrane (SHK), Karagouniko (KAG), Lesvos (LES), Kefallinias (KEF),
Stakia (SFA), Ruminisches Tsigai (RTS), Turcana (TUR) und Daglic (DAG).

Tabelle 16: Nm-Werte aller Rassekombinationen mit Nz-Wert >10.
Erlduterungen zu den Abkiirzungen der Rassen in Tabelle 4.

AL GR RU | SA SP TK
B M |Q v K 4 |»n KB |=|HK e O o &
) HF P | < < o
Z £|2 83 8 5B BEIZ|BE 9|8 & =
BAR
AL | RUD
SHK
ANO
KAG
GR
LES
ORI
RU | RTS
HER
SA
NAE
SP | MRS

Herkunftslinder der Rassen: AL: Albanien, GR: Griechenland, RU: Ruminien, SA: Saudi-
Arabien, SP: Spanien, TK: Ttrkei
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4.7.2 Uberpriifung des Vorliegens eines kiirzlich durchlaufenen Flaschenhalses

Alle Populationen wurden mit Hilfe des Programms BOTTLENECK auf das kirzliche
Durchlaufen eines Flaschenhalses (,,recent bottleneck®) untersucht, wobei die tatsichliche
mit der theoretischen erwartenden Heterozygotie verglichen und eine eventuell
vorhandene Abweichung der beiden Werte auf ihre Signifikanz hin untersucht wurde. Es
wurde von der Nullhypothese ausgegangen, dass kein Unterschied zwischen der
tatsichlichen und der theoretischen erwarteten Heterozygotie besteht. Hierbei zeigten
lediglich die Rassen Rhonschaf und Wrzosowka einen signifikanten (p < 0,05)
beobachteten Heterozygoteniiberschuss mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,02
bzw. 0,007.

4.7.3 Genetische Distanzen

Zur Uberpriifung der Korrelationen zwischen den verschiedenen Distanzmaen Dg, Da,
Dc und Ds wurde zunichst ein Mantel-Test modifiziert nach Manly (1991) durchfuihrt.
Hierbei ergaben sich hoch signifikante Korrelationen zwischen allen vier Mal3en, wobei
Neis Da Distanz und Cavalli-Sforzas Dc Distanz hoch signifikante (p < 0,01)
Korrelationen von nahezu eins (0,999999) zeigten (Tabelle 17). Aufgrund der hoch
signifikanten Korrelationen zwischen allen Mallen wurde fir die Erstellung des
phylogenetischen Baums und Netzwerks ausschlief3lich die Distanz nach Reynolds Dr
berticksichtigt.

Tabelle 17: Korrelationen zwischen den DistanzmalBlen D¢, Da, Ds und Dr (obere Hilfte)
und ihre Signifikanzen (** p < 0,01) (untere Halfte).

D¢ Da Ds Dr
Dc 0,999999 0,962338 0,963660
Da ok 0,962352 0,963660
Ds ok ok 0,980260
Dr *ok ok s,k

Die genetischen Distanzen nach Reynolds Dr sind im Anhang in Tabelle D aufgefiihrt. Sie
reichen von 0,019 zwischen den beiden Spanischen Merino Gruppen und 0,200 zwischen

der Grauen geh6rnten Heidschnucke und den italienischen Delle Langhe.
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4.7.4 Neighbor-Joining Baum und Neighbor-Net

Zur graphischen Darstellung der genetischen Distanzen wurde ein ungewurzelter Baum
(,unrooted tree) nach der Neighbor-joining Methode erstellt (Abbildung 9). Er basiert
auf einer durchschnittlichen Distanzmatrix von 1000 simulierten Datensitzen und gibt
Auskunft tber die Zuverlidssigkeit der Anordnungen des Baumes. Ungewurzelt bedeutet,
dass dieser Baum keinerlei Aussage tiber phylogenetisch idltere oder jingere Populationen

trifft.

Bei Betrachtung des Neighbor-joining Baumes in Abbildung 9 wird deutlich, dass nur
wenige Anordnungen Bootstrap-Werte > 50 % aufweisen. Die Anordnung des Baumes
kann somit als nicht sehr robust angesehen werden. Bootstrap-Werte > 50 % weisen
lediglich die Anordnungen der Ungarischen und Polnischen Merino (73 %), der
polnischen Rassen Kamieniec und Pomorska (50 %), Scottish Blackface und Swaledale
(52 %), Anogeiano und Sfakia (94 %), Heri und Najdi (94 %), Akkaraman und
Morkaraman (57 %) und die Gruppierung der Fettschwanzschafrassen Karakul,
Zyprisches Fettschwanzschaf, Akkaraman, Morkaraman, Ossimi, Heri, Najdi und Naemi
(64 %) auf.
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Abbildung 9: Ungewurzelter Konsensus-Baum rekonstruiert mit Reynolds Distanz Dr auf
Basis von 28 Mikrosatelliten.
Der Baum basiert auf einer durchschnittlichen Distanzmatrix von 1000

Bootstrap-Samples (nur Bootstrap-Werte > 50 % abgebildet) und wurde
unter Verwendung der Neighbor-joining Methode erstellt.
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Des Weiteren wurde, ebenfalls auf Reynolds Distanz basierend, ein Neighbor-Net erstellt
(Abbildung 10), in dem sich zwei grole Gruppierungen erkennen lassen. Eine Gruppe
besteht aus den westeuropiischen Schafrassen GroBbritanniens, Deutschlands, Polens,
Spaniens, Frankreichs und Ungarns, wiahrend sich die andere Gruppe aus den

studosteuropdischen, tirkischen, dgyptischen und saudi-arabischen Rassen zusammensetzt.

Diese zwei groflen Gruppen unterteilen sich wiederum in Untergruppen. Das
westeuropdische Cluster wird in eine Gruppe untergliedert, die aus den Rassen
Wrzosowka (WRZ), Cikta (CIK), Bergamasca (BER), Braunes und Weilles Bergschaf
(BBS) und Altamurana (ALT) besteht (Gruppe A). Eine zweite Gruppe (B) besteht aus
den Rassen Rhonschaf (RHO), Swaledale (SDL), Scottish Blackface (SBF), Delle Langhe
(LAN), Welsh Mountain (WMT), Exmoor Horn (EXH), Thone et Martod (THM) und
Churro (CHU) (Gruppe B). Eine dritte westeuropdische Gruppe (C) bilden die polnischen
Rassen Pomorska (POM), Kamieniec (KAM) und Zelazna (ZEL), das Merinolandschaf
(DML) und die spanischen Rassen Rubio del Molar (RBM) und Colmenarefia (CLM),
wihrend sich die vierte Gruppe (D) aus den beiden Entrefinorassen Manchega (MCG)
und Segurefia (SGR), den Merinorassen (GDP, RME, UME, PME, REF und MRS) und
den italienischen Laticauda (LAT) zusammensetzt. Das auffilligste Cluster der
sudosteuropdischen Rassen wird durch die Fettschwanzschafrassen Najdi (NAJ), Heri
(HER), Naemi (NAE), Ossimi (OSS), Akkaraman (AKK), Morkaraman (MOR),
Zyprisches Fettschwanzschaf (FTS) und Karakul (KKL) gebildet (Gruppe E). Hiervon
grenzen sich deutlich die Zackelschafrassen Griechenlands, Ungarns und Albaniens, die
Ungarischen und Ruminischen Tsigaia bzw. die tirkischen Rassen Daglic (DAG) und
Karayaka (KRY) ab (Gruppe F und G). Auffillig ist des Weiteren, dass sich die Graue
gehornte Heidschnucke (GGH) mit den stdosteuropdischen Rassen in Gruppe F

gruppiert und eine grofle Distanz aufweist.
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Abbildung 10: Neighbor-Net auf Basis von Reynolds Distanz Dr basierend auf 28
Mikrosatelliten.

Es zeigt sich eine deutliche Ost-West-Trennung (gestrichelte Linie) und
eine weitere Unterteilung (gepunktete Linien) der

west- und
studosteuropdischen Rassen (einschlieBlich Naher Osten) in insgesamt
sieben weitere Gruppen (A-G).
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4.8 Populationsstrukturen

4.8.1 Hauptkomponentenanalyse

Die ersten beiden Hauptkomponenten auf Basis der Allelfrequenzen von 28
Mikrosatelliten (OarAE129, SR-CRSP-5 und MCM527 ausgenommen) erkliren insgesamt
16,56 % der Gesamtvarianz, wobei auf die erste Komponente 9,39 % und auf die zweite

Komponente 7,17 % entfallen.
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Abbildung 11: Streudiagramm der ersten beiden Hauptkomponenten der Allelfrequenzen
von 28 Mikrosatellitenmarkern.
(prinl: erste Hauptkomponente, prin2: zweite Hauptkomponente).

Wie aus Abbildung 11 ersichtlich, ldsst sich die Rasse Exmoor Horn (EXH) durch die
erste Hauptkomponente deutlich von allen anderen Rassen separieren (prinl > 1,0).
Weniger deutlich trennen sich die Rassen Swaledale (SDL), Rhonschat (RHO), Scottish
Blackface (SBF) und Thone et Martod mit Werten zwischen 0,5 und 1,0 ab. Alle weiteren
Rassen werden durch die erste Komponente in siidosteuropiische Rassen (einschlieBlich
der des Nahen Ostens) (prinl < 0) und in Rassen Westeuropas geteilt (prinl > 0). Des
Weiteren zeigt die erste Hauptkomponente mit Werten von < -0,5 eine deutliche

Gruppierung der Fettschwanzrassen (Zyprisches Fettschwanzschaf (FTS), Akkaraman
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(AKK), Morkaraman (MOR), Naemi (NAE), Najdi (NA]J), Heri (HER), Ossimi (OSS) und
ruminisches Karakul (KKL).

Die zweite Hauptkomponente separiert die Graue gehornte Heidschnucke (GGH) von
allen anderen Rassen mit Werten von -2,0. Eine weitere Unterteilung der anderen Rassen
wird durch die zweite Hauptkomponente nicht ermdglicht. Allerdings separiert sich die
Rasse Delle Langhe (LAN) mit Werten > 0,6 in der zweiten Hauptkomponente von der

Gruppe der nordwesteuropiischen Rassen.

4.8.2 Bayesian Model-based Clustering Analyse

Bei der Bayesian Model-based Clustering Analyse entspricht die hochste logarithmierte
Wahrscheinlichkeit (In Pr(X | K)) der wahrscheinlichsten Anzahl an Subpopulationen. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch kein eindeutiges Ergebnis fiir die wahrscheinlichste
Anzahl an Subpopulation erzielt werden, da In Pr(X | K) bis zu Werten von K = 30
ansteigt, von dort an plateauartig verlduft und ab 45 Clustern wieder sinkt (Abbildung 12).

K
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-167000

-169000

-171000 *

-173000 .

-175000 *

-177000

In Pr (X| K)

-179000

-181000

-183000

-185000

Abbildung 12: Logarithmierte Wahrscheinlichkeiten (In Pr(X | K)) bei Annahme von K= 1
bis K = 45 Subpopulationen.
Bei K = 30 erreichen die Werte einen plateauartigen Verlauf und sinken bei
K =45 ab.
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Wird die Gesamtpopulation in K = 2 Gruppen eingeteilt, so zeigt sich eine Ost-West-
Trennung der Rassen ( Abbildung 13). Die westliche Gruppe bilden hierbei die Rassen
Grof3britanniens, Deutschlands, Spaniens, Frankreichs, Ungarns, Polens und Portugals.
Die siidostliche Gruppe setzt sich aus den Rassen des Balkans (Ruminien, Albanien,
Griechenland, Zypern und Tirkei), Saudi-Arabiens und Agyptens zusammen. Dieser
Gruppe sind jedoch auch mehrheitlich das Polnische Bergschaf (Gorska), die italienische
Rasse Laticauda und das Braune und Weille Bergschaf zuzuordnen. Die Rassen
Bergamasca und Ungarisches Tsigai nehmen eine Zwischenposition ein und sind zu je

circa 50 % einem Cluster zuzuordnen.

Bei Annahme von K = 3 Clustern (Abbildung E Anhang) lisst sich eine Substrukturierung
der Rassen anhand des Phinotyps feststellen. So ist eine Separierung der
Fettschwanzschafe von den Rassen des Zackel-, Ruda- und Tsigaiatyps und den Rassen

Nordwest- und Westeuropas zu erkennen.

Erh6éht man die Anzahl der Cluster auf K = 4, so separieren sich im

nordwesteuropiischen Cluster die Merinorassen (Abbildung E Anhang).

Werden K =5 Subpopulationen angenommen, so trennt sich das nordwesteuropdische
Cluster in zwei Gruppen auf (Abbildung 14). Die einzelnen Gruppen bestehen demnach
aus folgenden Rassen: Gruppe 1 setzt sich aus den Schafrassen des Zackel-, Ruda- und
Tsigaiatyps Albaniens, Griechenlands, Ungarns, Polens und Ruminiens zusammen,
Gruppe 2 umfasst alle Rassen des Merinotyps, aber auch die portugiesischen Churro und
die polnischen Landschafrassen (Pomorska, Kamieniec und Zelazna). Die Rasse Cikta
wurde in zwei der vier Liufe dem Merinotyp zugeordnet, in weiteren zwei Laufen aber
auch der Gruppe 3. Diese setzt sich aus den Rassen der Alpenregionen Frankreichs
(Thone et Martod), Italiens (Delle Langhe und Bergamasca) und Deutschlands (Braunes
und Weilles Bergschaf) und den spanischen Churrorassen Rubio del Molar und
Colmenarena zusammen Die Rassen Braunes und Weilles Bergschaf und Bergamasca
wurden allerdings in einem Lauf dem Zackelcluster zugeordnet, wihrend die Rasse
Colmenarena in einem Lauf keiner der Gruppen zugeteilt werden konnte. Die vierte
Gruppe umfasst die deutsche Rasse Graue gehornte Heidschnucke und die englischen
Rassen Exmoor Horn, Swaledale und Scottish Blackface, wiahrend Gruppe 5 alle acht
Fettschwanzschafrassen der Untersuchung (Zyprisches Fettschwanzschaf, Ossimi,
Karakul, Heri, Naemi, Najdi, Akkaraman und Morkaraman) beinhaltet. Die Rassen
Laticauda, Dagli¢, Ungarisches Tsigai, Segurefia, Altamurana, Manchega und Welsh
Mountain konnten keiner der Gruppen mehrheitlich zugeordnet werden, so dass sie unter

dem Begriff ,,Mischpopulation® zusammengefasst wurden.

Ab einer Clusteranzahl K > 5 wurde ein nur geringer Anteil der Rassen zu tiber 40 %
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einem Cluster zugeordnet und daher von einer weiteren Unterteilung abgesehen.

Zur Uberprifung der Wiederholbarkeit der FErgebnisse wurden beispielhaft vier
unabhingige Liufe mit identischen Annahmen (500.000 Iterationen mit einer ,,Burnin-
period“ wvon 500.000 und K=15) durchgefihrt (Tabelle 18). Wihrend die
Fettschwanzschafe, die Merinos und die Balkanrassen vom Zackel-, Ruda- bzw. Tsigaiatyp
immer dem gleichen Cluster mit einem Anteil > 50 % zugeordnet wurden, zeigten einige
Rassen der Gruppe 3 und 4 ecine alternierende Zuordnung. Sechs Rassen (Daglic,
Karayaka, Segurena, Manchega, Laticauda und Ungarisches Tsigai) konnten in keinem der

Laufe mit mehr als 40 % Anteil einem Cluster zugeordnet werden.

Hervorzuheben ist hierbei jedoch, dass die Rassen Exmoor Horn und Scottish Blackface
bzw. Swaledale in einigen Lidufen der Gruppe 3 zugeordnet wurden. Die polnischen
Wrzosowka konnten sowohl der Gruppe 2, als auch der Gruppe 3 und 4 zugeteilt werden.
Die Rassen Altamurana und Welsh Mountain, konnten in zwei Liufen keiner der
Gruppen zugeordnet werden und in den anderen zwei Liufen in die Gruppe 3 bzw. 4
eingeordnet werden. Es fillt also auf, dass viele Rassen der Gruppe 3 und 4 alternierend

zugeordnet werden, wihrend die Gruppen 1, 2 und 5 sehr stabil erscheinen.
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Skopelos
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Abbildung 14: Graphische Darstellung der jeweiligen Subpopulationsanteile bei Annahme
von K = 5 Subpopulationen.
Die Anteile sind beispielhaft an einem Lauf dargestellt. Die Rassen wurden
nach der GréB3e ihres Subpopulationsanteils sortiert.
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Tabelle 18: Zuordnung der Rassen bei Annahme von K = 5 Subpopulationen in vier
unabhingigen Liufen.
Zuordnung erfolgte bei > 50 % Anteil an einer Subpopulation.

Rasse Laufnummer

1 2 3 4

Bardhoka

Ruda

Shkodrane
Anogeiano
Kalarritiko
Karagouniko
Kefallinias

Kymi

Lesvos

Orino

Pilioritiko

Sfakia

Skopelos

Poln. Bergschaf
Racka

Rum. Tsigai
Turcana
Metrinolandschaf
Ung. Merino
Gentile di Puglia
Kamieniec

Poln. Merino
Pomorska
Zelazna

Churro

Rum. Merino
Span. Merino I
Span. Merino II
Cikta

Thone et Martod
Rhonschaf

Delle Langhe
Rubio del Molar
Colmenarefia

Br. und W. Bergschaf
Bergamasca

Gr. geh. Heidschnucke
Exmoor Horn
Scottish Blackface
Swaledale
Wrzosowka
Zypr. Fettschwanzschaf

[ Gruppe 1 (Zackel-/Ruda-/Tsigaiatyp)
[ ] Gruppe 2 Merinotyp)

- Gruppe 3 (Rassen der Alpenregion)

[ Gruppe 4 (Nordwesteuropiaischer Typ)

|:| Gruppe 5 (Fettschwanzschafe)

- Keine Zuordnung

Ossimi
Karakul

Heri

Naemi
Najdi
Akkaraman
Morkaraman
Welsh Mountain
Altamurana
Laticauda
Ung. Tsigai
Manchega
Segurefia
Daglig
Karayaka
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4.9 Rassezuordnung von Einzeltieren zu ihrer Ursprungspopulation

Mit Hilfe der auf Allelfrequenzen (likelihood-based method) und auf genetischen
Distanzen basierenden Methoden konnte sowohl unter Simulationsbedingungen (Tabelle
19) als auch bei direkter Zuordnung (Tabelle 20) ein unterschiedlicher Anteil an
Individuen der richtigen Rasse zugeteilt werden. Es wurden unter Simulationsbedingungen
nur diejenigen Individuen als korrekt zugeordnet gezihlt, bei denen die Wahrscheinlichkeit

der Zuordnung ausschlieB3lich zur urspriinglichen Rasse hoher als 99 % lag.

Mit der ,likelihood-based method”, welche das Bayes Theorem anwendet, konnten unter
Simulationsbedingungen anhand des Genotyps insgesamt 21 % aller Individuen der
korrekten Rasse zugeordnet werden, wihrend ohne Anwendung des Bayes Theorems nur

12 % zugeordnet wurden.

Die héchste Wahrscheinlichkeit der korrekten Zuordnung auf Basis der Distanzen erfolgte
mit der Distanz Da (15 %), gefolgt von Cavalli-Sforzas Chord Distanz Dc (12 %). Mit
Neis Standard Distanz Ds konnte lediglich 1 % aller Individuen korrekt zugeordnet

werden.

Auffallend ist, dass vor allem bei den nordeuropiischen Schafrassen Exmoor Horn,
Scottish Blackface, Swaledale, Rhonschaf, Graue geh6rnte Heidschnucke, Pomorska und
Wrzosowka tber 40 % (likelihood-based method, Bayes Theorem) der Individuen korrekt
zugeordnet werden konnten, wihrend auf Basis der gleichen Methode in einigen anderen

Rassen (Akkaraman, Orino, Turcana) keines der Tiere korrekt zugeordnet werden konnte.

Betrachtet man die direkte Zuordnung der Individuen zu ihren Ursprungsrassen (Tabelle
20), so konnen zwischen 62 (Ds) und 74 % (likelthood-based method ohne Bayes
Theorem) der Individuen ihrer korrekten Ursprungspopulation zugeordnet werden.
Hierbei konnten mit Hilfe der likelihood-based method (ohne Bayes Theorem) in den
Rassen Exmoor Horn, Swaledale, Graue gehdrnte Heidschnucke, Rhonschaf, Polnisches
Merino, Wrzosowka und Zelazna, aber auch in der griechischen Rasse Skopelos alle
untersuchten Individuen korrekt zugeordnet werden. Es zeigt sich somit, dass auch die

direkte Zuordnung vor allem in den nordwesteuropiischen Rassen gelingt.
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Tabelle 19: Zuordnung von 10000 simulierten Individuen zu ihrer Ursprungspopulation
mit einer Wahrscheinlichkeit von 99 % auf Basis von Distanzen (D¢, Ds, Da),
Allelfrequenzen und mit Hilfe des Bayes Theorems.

Rasse Dc Ds Da Allelfrequenzen Bayesian
n % n % n % n % n %
Akkaraman 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Altamurana 1 3 0 0 2 6 2 6 5 16
Anogeiano 2 6 0 0 0 0 1 3 4 13
Bardhoka 2 6 0 0 2 6 3 10 4 13
Bergamasca 2 7 0 0 2 7 1 3 3 10
Churro 7 23 2 7 7 23 5 17 10 33
Cikta 6 19 1 3 6 19 7 23 9 29
Colmenarefia 3 10 1 3 3 10 4 13 6 19
Daglic 1 3 1 3 1 3 2 6 6 19
Delle Langhe 7 23 0 0 9 29 3 10 8 26
Exmoor Horn 11 35 0 0 12 39 9 20 15 48
Gentile di Puglia 4 13 0 0 6 19 7 23 8 26
Gr. geh. Heidschnucke 24 77 1 3 23 74 24 77 24 77
Heri 1 3 0 0 1 3 2 7 1 3
Kalarritiko 2 6 0 0 4 13 5 16 5 16
Kamieniec 2 6 0 0 3 10 3 10 9 29
Karagouniko 1 3 0 0 3 10 1 3 6 19
Karakul 5 16 0 0 4 13 2 6 7 23
Karayaka 0 0 0 0 1 3 0 0 2 6
Kefallinias 0 0 0 0 2 6 0 0 4 13
Kymi 6 19 0 0 7 23 7 23 6 19
Laticauda 5 16 0 0 6 19 4 13 7 23
Lesvos 2 6 0 0 2 6 2 6 4 13
Manchega 4 13 0 0 7 23 5 16 7 23
Merinolandschaf 6 19 0 0 6 19 4 13 4 13
Motrkaraman 0 0 0 0 1 3 1 3 3 10
Naemi 3 10 1 3 3 10 1 3 5 17
Najdi 2 6 5 16 3 10 2 6 4 13
Orino 0 0 0 0 1 3 0 0 0 0
Ossimi 2 6 0 0 2 6 4 13 8 26
Pilioritiko 1 3 1 3 1 3 2 6 5 16
Poln. Bergschaf (Gorska) 3 10 0 0 4 13 6 19 7 23
Poln. Merino 8 26 1 3 8 26 5 16 9 29
Pomorska 7 23 3 10 9 29 8 26 14 45
Racka 3 10 0 0 4 13 6 19 9 29
Rhénschaf 14 45 0 0 13 42 10 32 16 52
Rubio del Molar 9 29 2 6 9 29 9 29 12 39
Ruda 2 6 1 3 2 6 2 6 4 13
Rum. Merino 4 13 1 3 3 10 3 10 4 13
Rum. Tsigai 0 0 0 0 0 0 1 3 5 16
Scottish Blackface 7 23 0 0 9 29 8 26 13 42
Segurefa 1 3 0 0 2 6 0 0 3 10
Sfakia 0 0 0 0 0 0 0 0 3 10
Shkodrane 0 0 0 0 1 3 1 3 1 3
Skopelos 4 13 0 0 5 16 6 19 6 19
Span. Merino I 0 0 0 0 1 3 0 0 3 10
Span. Merino II 1 3 1 3 1 3 0 0 3 9
Swaledale 11 35 1 3 12 39 6 19 14 45
Thoéne et Martod 6 19 0 0 9 29 5 16 9 29
Turcana 0 0 0 0 0 0 2 6 0 0
Ung. Merino 3 10 0 0 2 6 2 6 5 16
Ung. Tsigai 3 10 0 0 4 14 1 3 2 7
Br. u. W. Bergschaf 1 3 0 0 3 10 1 3 4 13
Welsh Mountain 1 3 1 3 4 13 3 10 7 23
Wrzosowka 12 39 2 6 14 45 14 45 16 52
Zelazna 1 3 0 0 1 3 1 3 4 13
Zypr. Fettschwanzschaf 4 13 0 0 4 13 1 3 3 9
Gesamt 217 12 26 1 254 15 214 12 365 21

(n = Anzahl, % = Anteil korrekt zugeordneter Individuen im Vergleich zur Gesamtzahl)
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Tabelle 20: Direkte Zuordnung von Individuen zu ihrer Ursprungspopulation.

Die Basis bilden Distanzen (D¢, Ds, Da), Allelfrequenzen bzw. das Bayes

Theorem.
Rasse D¢ Dg Da Allelfrequenzen Bayesian
n % n % n % n % n %
Akkaraman 15 88 7 41 11 65 10 59 7 41
Altamurana 29 94 26 90 29 94 29 94 28 91
Anogeiano 17 55 17 55 19 61 21 68 21 68
Bardhoka 8 26 12 39 15 48 17 55 15 48
Bergamasca 27 90 20 67 28 93 28 93 27 90
Churro 14 47 15 50 13 43 16 53 18 60
Cikta 29 94 27 87 29 94 28 90 28 90
Colmenarefia 29 94 23 74 28 90 28 90 28 90
Daglig 3 10 5 16 6 19 14 45 16 52
Delle Langhe 31 100 29 94 31 100 30 97 29 94
Exmoor Horn 31 100 31 100 31 100 31 100 31 100
Gentile di Puglia 13 42 16 52 16 52 21 68 22 71
Gr. geh. Heidschnucke 31 100 31 100 31 100 31 100 31 100
Heri 17 59 15 52 18 62 16 55 13 45
Kalarritiko 17 55 17 55 22 71 26 84 23 74
Kamieniec 21 68 16 52 22 71 23 74 22 71
Karagouniko 4 13 7 23 9 29 10 32 16 52
Karakul 28 90 24 77 28 90 28 90 26 84
Karayaka 12 39 10 32 16 52 19 61 17 55
Kefallinias 21 68 19 61 23 74 23 74 21 68
Kymi 18 58 16 52 20 65 24 77 21 68
Laticauda 27 87 25 81 28 90 27 87 27 87
Lesvos 20 65 13 42 21 68 22 71 22 71
Manchega 25 81 23 74 29 94 27 87 27 87
Merinolandschaf 27 87 24 77 27 87 28 90 29 94
Morkaraman 9 29 14 45 13 42 19 61 17 55
Naemi 7 24 15 52 10 34 9 31 9 31
Najdi 10 32 15 48 12 39 18 58 16 52
Orino 4 13 7 23 7 23 8 26 11 35
Ossimi 18 58 20 65 24 77 23 74 24 77
Pilioritiko 22 71 19 61 24 77 19 61 22 71
Poln. Bergschaf (Gorska) 24 77 20 65 26 84 24 77 25 81
Poln. Merino 31 100 30 97 31 100 31 100 31 100
Pomorska 21 68 18 58 21 68 27 87 27 87
Racka 29 94 24 77 30 97 30 97 30 97
Rhénschaf 31 100 30 97 31 100 31 100 31 100
Rubio del Molar 30 97 27 87 30 97 29 94 29 94
Ruda 6 19 11 35 8 26 15 48 11 35
Rum. Merino 14 45 16 52 19 61 21 68 21 68
Rum. Tsigai 2 6 9 29 8 26 10 32 15 48
Scottish Blackface 28 90 28 90 30 97 30 97 29 94
Segurefa 5 16 6 19 8 26 7 23 9 29
Sfakia 24 77 18 58 24 77 23 74 23 74
Shkodrane 16 52 14 45 18 58 18 58 13 42
Skopelos 31 100 27 87 31 100 31 100 29 94
Span. Metrino I 9 29 9 29 13 42 13 42 14 45
Span. Metino II 14 44 11 34 15 47 15 47 17 53
Swaledale 31 100 31 100 31 100 31 100 30 97
Thoéne et Martod 28 90 28 90 28 90 28 90 29 94
Turcana 8 26 9 29 12 39 14 45 18 58
Ung. Merino 18 58 16 52 19 61 22 71 22 71
Ung. Tsigai 18 62 17 59 18 62 23 79 20 69
Br. u. W. Bergschaf 30 97 25 81 31 100 28 91 30 97
Welsh Mountain 17 55 13 42 20 65 23 74 24 77
Wrzosowka 31 100 23 74 31 100 31 100 31 100
Zelazna 31 100 29 94 31 100 31 100 29 94
Zypr. Fettschwanzschaf 31 97 29 91 31 97 31 97 30 94
Gesamt 20 65 19 62 22 71 23 74 22 73

(n = Anzahl, % = Anteil korrekt zugeordneter Individuen im Vergleich zur Gesamtzahl)
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5 Diskussion

5.1 Evaluierung der Mikrosatelliten als Marker fiir Diversititsstudien

Die Beurteilung der Eignung der Mikrosatellitenmarker soll anhand der von der FAO
(1998a) geforderten Kriterien erfolgen. Hierzu gehéren im Besonderen die ungekoppelte
Vererbung, das Aufweisen von mindestens funf Allelen, ein PIC-Wert von > 0,60 und

eine einfache und zuverldssige Typisierung (vergleiche 2.5.4).

Alle Marker, die ein Kopplungsungleichgewicht aufwiesen, waren auf unterschiedlichen
Chromosomen kartiert. Diesen Aspekt betreffend sind folglich alle Marker fur
Diversititsstudien geeignet. Gleiches gilt fiir die geforderte Mindestanzahl von finf
Allelen, die alle Marker aufweisen. Auf der Basis der PIC-Werte eignen sich die Marker
OarAE129, OarFCB193, SR-CRSP-5 und SR-CRSP-9 nicht, da sie Werte < 0,60 besitzen.
Dies zeigt gleichzeitig die nur eingeschrinkte Nutzbarkeit der beiden verwendeten
caprinen Mikrosatellitenmarker SKR-CRSP-5 und SR-CRSP-9 fir Schafe. Diese Marker
besitzen beispielsweise bei der Ziege PIC-Werte von 0,79 (SR-CRSP-5) und 0,81 (SR-
CRSP-9) (Luikart et al., 1999). Im Gegensatz dazu konnten Marker des Rindes wie
BM71329, BM1824 und BM&725 im Rahmen dieser Studien auf das Schaf tbertragen

werden und die geforderten PIC-Werte erzielen.

Marker HUJ676 wies sowohl Ein- als auch Zweibasenpaarabstinde auf, was zu
Typisierungsungenauigkeiten fithren kann. Ewen et al. (2000) zeigten, dass
Einbasenpaarabstinde vor allem bei so genannten zusammengesetzten Di-, Tri- oder
Tetranukleotidwiederholungen auftreten, in denen ein ,,single nucleotide polymorphism*
(SNP), also eine Mutation einer einzigen Base, vorhanden ist. Die Autoren konnten des
Weiteren zeigen, dass vor allem Marker mit einer sehr groflen AllelgréBenspanne von
Einbasenpaarabstinden betroffen sind, da die langen Allele in der Elektrophorese nicht
genau in Zweibasenpaarabstinden wandern. Dies trifft vermutlich auf Marker HUJ676 zu,
der einen GroBenbereich zwischen 114 und 166 bp aufweist. Da aber konsequent zu allen
ungeraden Allelen > 139 bp ein Basenpaar addiert wurde, wie Ewen et al. (2000) es
vorschlagen, ging keinerlei Informationen verloren, so dass Typisierungsfehler nahezu
ausgeschlossen werden koénnen. Das im Rahmen der Ausreiler-Analyse festgestellte
Ausreiller-Verhalten von Marker HUJ676 kann allerdings durch die oben erwihnte
Typisierungsproblematik bedingt sein.

Als Ursache fir die hohe Anzahl an fehlenden Typisierungsergebnissen (34) von Marker
OarCP38 werden ungeeignete Primersequenzen vermutet. Eine weitere Mdglichkeit stellt
das Vorliegen von Nullallelen dar, worauf aber keinerlei Hinweise in Form eines

Heterozygotendefizits und damit verbundenen positiven Fis-Werten vorliegen. Daher ist
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fir zukinftige Diversititsstudien die Erstellung eines neuen Primerpaars oder die
Verwendung eines anderen Markers zu empfehlen. Aufgrund der hohen Anspriiche des
Markers an die PCR-Bedingungen konnte fiir diesen Marker keine Multiplex-PCR etabliert
werden. Ebenso konnte Marker BM7329 nicht in einer Multiplex-PCR amplifiziert
werden, da er sich trotz Modifikation der PCR-Bedingungen nicht darstellen lief3.

5.2 Eignung des Probensammelschemas

Die hohe Anzahl an Migranten pro Generation (N = 125) und die geringste genetische
Distanz nach Reynolds Dr (0,019) zwischen den beiden Spanisches Merino-Populationen
zeigen auf, dass das Probensammelschema, welches im Rahmen des ECONOGENE
Projekts angewandt wurde, einen gut geeigneten Querschnitt durch die Population
reprisentiert und somit eine gute Wiederholbarkeit besteht. Dartiber hinaus stellt die
genetische Distanz eine gut geeignete Referenzdistanz fiir Vergleiche der Distanzen
untereinander dar. Wenn zwei Untergruppen einer Population, wie bei dem Spanischen
Merino dargestellt, eine Distanz von 0,019 aufweisen, welche idealerweise Null betragen
sollte, dann wird deutlich, wie gering im Vergleich dazu beispielsweise die Distanz

zwischen den Rassen Rumanisches Tsigai und Turcana mit 0,024 ausfallt.

5.3 Nullallele

Die Marker OarAE129, SR-CRSP-5 und MCM527 wichen in 16, 33 und 36 Populationen
vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht ab. Dies ldsst zunichst entweder auf ein Defizit oder
einen Uberschuss an Heterozygoten schlieBen. Die entsprechenden Fis(W&C)-Werte der
o.g. Marker zeigen jedoch aufgrund der hohen positiven und signifikant von Null
abweichenden Werte ein hochgradiges Heterozygotendefizit an. Eine wahrscheinliche
Ursache hierfiir stellt das Vorliegen von Nullallelen dar. Diese Vermutung wird durch die
hohe Anzahl fehlender Typisierungsergebnisse im Marker OarAE729 von 24 %
(42 Proben) im Vergleich zu 0,7 % im Gesamtdatensatz gestiitzt, da es sich hierbei héchst
wahrscheinlich um fiir das Nullallel homozygote Tiere handelt. SR-CRSP-5 und MCM527
wiesen jedoch nur zehn bzw. sechs nicht typisierbare Proben auf, so dass diese Vermutung
hier nicht bestitigt wird und somit auch andere Ursachen in Betracht gezogen werden

mussen.

Verschiedene Autoren berichten im Rahmen von Untersuchungen auf Basis von
Mikrosatelliten tUber Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, die auf das
Vortliegen von Nullallelen zurtickzufihren sind (Ball und Chapman, 2003; Hammond et
al., 2002; Holm et al., 2001; Jones et al., 1998; Pemberton et al., 1995; Van Treuren, 1998).
Das Vorliegen eines Nullallels am Genort OarAE729 konnte mittlerweile in funf

deutschen Schafrassen in Frequenzen von 0,065 bei der Grauen gehornten Heidschnucke
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bis 0,35 beim Rhonschaf nachgewiesen werden (Peter et al., 2005). Da OarAE729 sowohl
zu den von der FAO fiir Diversititsstudien empfohlenen Markern gehért als auch von der
International Society for Animal Genetics (ISAG) fir Abstammungskontrollen empfohlen
wird (http://www.isag.org.uk/journal/comparisonguide.asp), sollte dieser Marker nicht
mit dem von Penty et al. (1993) publizierten, sondern mit dem von Peter et al. (2005)

empfohlenen Vorwirtsprimer verwendet werden.

Eine weitere Ursache fiir das Abweichen eines Genortes vom HWG in vielen
Populationen ist das so genannte ,,genetic hitchhiking® (Maynard Smith und Haigh, 1974).
Der Begriff beschreibt die enge Kopplung von Mikrosatelliten mit Genorten, die unter
Selektion stehen. Diese Mikrosatelliten sind folglich nicht mehr als neutral anzusehen. So
liegt zum Beispiel Marker DYMS7 in der Nihe der Gene, die fir die MHC-
(Haupthistokompatibiltitskomplex)-Subregion II kodieren (http://rubens.its.unimelb.
edu.au/jillm/jill.htm). Es konnten einige Allele dieses Mikrosatellitenmarkers mit einer
erhbhten Resistenz gegen die Parasiten Ostertagia circumcincta und Haemonchus contortus
assoziiert werden (Buitkamp et al., 1996; Janssen et al., 2004). Ebenso wurde fir Marker
BM7329 auf Chromosom 6 eine Kopplung mit dem Fruchtbarkeitsgen FecB nachgewiesen
(Nowak und Charon, 2001; Weimann et al., 2001) und im Abstand von 2,7 bp kartiert
rubens.its.unimelb.edu.au/jillm/jillL.htm). Des Weiteren konnte fiir Marker
OarHH47 auf Chromosom 18 eine Kopplung mit dem Callipyge-Gen (CLPG), welches fiir

eine ErhShung der Muskelmasse im Beckenbereich verantwortlich ist, nachgewiesen

werden (Lien et al., 1999). Selektionseinfliisse auf bestimmte Allele konnen aber nur dann
detektiert werden, wenn mehrere Generationen miteinander verglichen werden. Ob die
drei genannten Marker unter Selektion stehen oder nicht, kann mit den in dieser
Untersuchung durchgefiihrten Analysen nur durch die Ausreiler-Analyse herausgestellt
werden. In deren Rahmen wurde allerdings kein Ausreiller-Verhalten detektiert. Es muss
jedoch herausgestellt werden, dass hierbei nicht von neutralen Markern gesprochen
werden kann, so dass der Einsatz der Marker DYMS7, BM1329 und OarHH47 im

Rahmen von Diversititsstudien auf neutraler Ebene nicht zu empfehlen ist.

5.4 Unter Selektion stehende Genorte

Die Untersuchung auf unter Selektion stehende Genorte (Ausreiller-Analyse) auf Basis
simulierter Fsr-Werte identifizierte die Marker OarFCB193, OarFFCB304 und HUJ616 als
Marker mit héheren Fsr-Werten als den simulierten. Nach Beaumont und Balding (2004)
werden diese folglich als unter adaptiver Selektion stehend betrachtet, wihrend die Marker
MAFe65, MAF209, INRAG3, Oar]MP29 und OarFFCB20 niedrigere Fsr-Werte als die
simulierten aufwiesen, was oben genannte Autoren als unter balancierender Selektion

stehend interpretierten. Gleichzeitig konnten Beaumont und Balding (2004) aber
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aufzeigen, dass die angewandte Methode nicht geeignet ist, balancierende Selektion

aufzudecken, so dass die letztgenannten finf Marker nicht weiter betrachtet werden.

Das Ausreiller-Verhalten von OarFFCB793 lasst mehrere Schliisse zu. Bei Betrachtung der
Allelfrequenzverteilung des Markers OarFCB793 (Tabelle E Anhang) fillt auf, dass in der
Grauen gehornten Heidschnucke das Allel OarF'CB793775, welches in allen Rassen das
dominierende Allel darstellt, mit nur 5 % vertreten ist, wihrend die Allele OarFCB793129
und OarFCB793131) die fast ausschlieflich in Fettschwanz- und Zackelschafen
vorkommen, bei der Grauen gehornten Heidschnucken Frequenzen von 37 bzw. 32 %
aufweisen. Dies kann zum einen ein Hinweis darauf sein, dass die Graue gehornte
Heidschnucke als eine der urspriinglichsten Rassen Deutschlands, weiterhin Allele aus der
Region des Domestikationszentrums aufweist, die bereits in anderen nordeuropiischen
Rassen durch Selektion verloren gegangen sind. Ryder (1984) spricht sogar von einer
Ahnlichkeit mit den stidosteuropiischen Rassen und vermutet eine Affinitit zu den
Zackelschafen des Balkans. Gestutzt wird diese Annahme dadurch, dass die Graue
gehornte Heidschnucke zu den Zackelschafen die geringsten genetischen Distanzen
aufweist. Kritisch ist jedoch anzumerken, dass diese Distanz dennoch sehr groB3 ist, so
dass nicht von einer genetischen Nihe gesprochen werden kann und folglich auch reine

Zufallsdrifteffekte als Ursache fiir die Affinitit nicht ausgeschlossen werden konnen.

Eine weitere Moglichkeit der Interpretation des Ausreillerverhaltens der Marker ist eine
Kopplung mit einem unter Selektion stehenden Gen. Dazu wurden die aktuellen
Kopplungskarten unter http://rubens.its.unimelb.edu.au/jillm/jillhtm und zusitzlich
mogliche QTLs fir Wollqualitit (Purvis und Franklin, 2005), Ovulationsraten (Davis,

2005) und Parasitenresistenz (Dominik, 2005) in Hinblick auf alle drei Marker betrachtet.

Bei Betrachtung des ovinen Chromosoms 11 (OAR11) zeigt sich, dass der Mikrosatellit
OarFCB193 einen Abstand von nur 37 cM zum THRA-Gen aufweist

rubens.its.unimelb.edu.au/jillm /jilLhtm).  Dieses Gen  kodiert fir den

Thyroidhormonrezeptor alpha. Eine Mutation im THR.A-Gen konnte bei der Maus mit
einem erhShten viszeralen Fettgehalt aufgrund einer verminderten Katecholamin-

stimulierten Lipolyse assoziiert werden (Liu et al., 2003).

Laut Hagen (1926) zdhlen die Heidschnucken zu den geniigsamsten Rassen, da sie ohne
jegliches Kraftfutter auskommen, ohne dass es zu Leistungseinbullen kommt. Er
beschreibt ebenso, dass ,.sie sich auf sehr guten Weiden leicht fett frisst und dann
faulkrank wird“. Somit kann spekuliert werden, dass die Allele OarFFCB793'% bzw.
OarFCB19373" mit einer Mutation des THRA-Gens gekoppelt und dafiir verantwortlich
sind, dass die Graue gehoérnte Heidschnucke unter den kargen Bedingungen der Heide

nicht verfettet, unter optimierten Fitterungsbedingungen aber aufgrund einer
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verminderten Lipolyse verfettet und erkrankt. Demgegentiber kann vermutet werden, dass
diese Mutation in den stirker selektierten Rassen Europas herausselektiert wurde, da diese
unter guten Futterbedingungen optimale Leistungen erbringen mussten und nicht

aufgrund einer Verfettung erkranken durften.

Eine weitere Moglichkeit fur das Auftreten des AusreiBler-Verhaltens von Marker
OarFCB193 ist die Kopplung an Gene, welche fiir Keratinproteine kodieren und eine
Rolle bei der Wollbildung spielen. Die Wollfasern eines Schafes bestehen zu ca. 90 % aus
Keratin-Zwischenfilamenten (IF) und den Keratin-assoziierten Proteinen (KRTAP, frither
KAP), die gemeinsam die Gruppe der Keratinproteine bilden (Powell, 1997). Die IF-
Proteine bilden ein Filament von ca. acht bis zehn nm Durchmesser, das in eine Matrix
aus KRTAPs eingebettet ist. Wihrend die fir die IF-Proteine kodierenden Gene lediglich
zwei Typen (KRT7 und KRT2) umfassen, stellt sich die KRTAP-Gruppe wesentlich
komplexer dar. Derzeit sind elf Familien von KRTAP-Genen bekannt, von denen alle
relativ klein sind und zwischen 0,6 und 1,5 kb umfassen. Verursacht wird dies durch die

Tatsache, dass die Gene keine Introns besitzen (Powell, 1997).

McLaren et al. (1997) kartierten sowohl das Keratin-Zwischenfilament-Gen vom Typ I
(KRT7.2) als auch die Keratin-assoziierten Protein-Gene KRTAPT.7, KRTAP1.3 und
KRTAP3.2 beim Schaf auf Chromosom 11 in der Nihe von Marker OarF'CB7193
(Abbildung 15) und wiesen eine gekoppelte Vererbung der vier Gene nach. Parsons et al.
(1994b) konnten dartiber hinaus eine Kopplung zwischen einem nicht spezifizierten
KRTAP7-Gen und dem Wachstumshormon (GH) aufzeigen.

\
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MCM210

14.8 cM

— OarFCB193
= CSSM15
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=

Abbildung 15: Genetische Kopplungskarte des ovinen Chromosoms 11 (OARI11)
(modifiziert) (McLaren et al., 1997).
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Die Autoren zeigten weiterhin, dass die Gene KRTAP6, -7 und -8 einen bedeutenden
Einfluss auf den Wollfaserdurchmesser besitzen, wihrend Rogers et al. (1994) einen
Einfluss der Gene KRTAPT.7 (ehemals KAP7.7) und KRTAP7.3 (chemals KAP7.3) auf

die Stapelstirke nachwiesen.

Im Gen KRT7.2 konnten bisher finf Allele (A bis E) beschrieben werden (Genebank
Accession Numbers AY835598, AY835599, AY835600, AY835601 und AY835602), die
meist einen Austausch der Basen C und T und stets stumme Mutationen darstellen.
Lediglich in der C-Variante kommt es an Position 307 zu einem Austausch der Base G
gegen A und somit zu einer ,,Mis-sense-Mutation®, welche statt fir Alanin fur die

Aminosidure Threonin codiert, deren Bedeutung aber noch ungeklirt ist.

Rogers et al. (1994) fanden mit Hilfe eines PCR-RFLP drei Varianten des KRTAP7.7-
Gens (alte Bezeichnung B2A), die sie als Varianten Ao, A3 und Ay bezeichneten. Im den
von ihnen untersuchten 19 Romneyschafen betrugen die Allelfrequenzen 13 %, 71 % bzw.
16 %. Im KRTAP1.3-Gen (BZB) identifizierten sie mit Hilfe eines PCR-SSCPs sechs
Varianten (Ca bis C), von denen die Variante Co mit 55 % am hiufigsten und die
Varianten C@ und C{ mit insgesamt 31 % vertreten waren, wihrend die anderen Varianten

nur Frequenzen von 7, 5 und 2 % aufwiesen. Im KRT:AP3.2-Gen wurden von Mclaren et
al. (1997) ebenfalls mit Hilfe eines PCR-SSCPs zwei Varianten beschrieben.

Dies zeigt, dass alle oben beschriebenen Keratinproteingene polymorph sind und einen
Einfluss auf die Wollqualitit der Schafe besitzen. Da die Schafe Europas sehr
unterschiedliche Wollqualititen aufweisen, bleibt somit zu priifen, ob eine Kopplung des
Markers OarFCB793 mit den Keratinproteingenen vorliegt, welche einen Hinweis auf das

Ausreil3er-Verhalten darstellt.

Marker OarFCB304, der ebenfalls als unter adaptiver Selektion stehend identifiziert wurde,
liegt auf Chromosom 19 (OAR19). QTLs fur Wollqualitit, Reproduktion oder
Parasitenresistenz sind in dieser Region noch nicht beschrieben. Allerdings liegt der
Marker 1,8 cM vom RHO-Gen entfernt, welches fiir das Sehpigment Rhodopsin codiert.
Rhodopsin, das sich aus dem Glykoprotein Opsin und dem Chromophor 11-cis-Retinal
zusammensetzt, stellt einen prototypischen G-Protein-gekoppelten Rezeptor dar, der fiir
die Aufnahme von Photonen in die photorezeptorischen Zellen der Retina des Auges
verantwortlich ist (Loffler und Petrides, 2002). Eine Mutation des Opsin-Gens konnte
beim Englischen Mastiff als Ursache fiir die autosomal-dominante Erbkrankheit Retinitis
pigmentosa, eine progressive Degeneration der Retina, identifiziert werden (Zhu et al,,
2004). Dartiber hinaus wurde nachgewiesen, dass Mutationen des Rhodopsins eine

Anpassung verschiedener Spezies an unterschiedliche Lichtbedingungen (unterschiedliche
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Wellenlingen) durch unterschiedliche Absorptionsmaxima ermdglichen (Yokoyama,
1999). Dies gilt vor allem bei Fischen als gesichert, da diesen in tiefen Gewidssern nur
Licht bestimmter Wellenlinge zur Verfugung steht (Bielawski et al., 2004; Sugawara et al.,
2002; Yokoyama, 2002). Zusitzlich konnten Mutationen dieses Gens fir die Rot-Griin-
Sicht vieler Sdugetiere und anderer Vertebraten wie Chamileons, Goldfische und Tauben
verantwortlich gemacht werden. Hierdurch wird zum einen deutlich, dass das Gen hoch
polymorph ist und zum anderen, dass es unter starker adaptiver Selektion steht. Ob dies
allerdings eine Ursache fir das Ausreiller-Verhalten des Markers OarFCB304 ist, kann nur

vermutet werden.

Das Ausreiler-Verhalten von Marker HUJ676 wurde bereits durch eventuelle
Typisierungsungenauigkeiten erklirt. Dennoch miissen auch hier mégliche Kopplungen
mit Genen berticksichtigt werden. Im Abstand von 8,8 ¢cM von diesem Marker wurde das
CT1QR7-Gen Kkartiert (http://rubens.its.unimelb.edu.au/~jillm/jill.thm). Dieses Gen

kodiert bei Mensch und Maus fiir die Komplementsystem-Komponente Clq mit dem

Unterrezeptor 1. Das Komplementsystem ist ein System von tiber 20 Plasmaproteinen,
welche mit Antikérpern interagieren und als Vorstufen im Blut zirkulieren. Bei
Aktivierung des Komplementsystems dient dieses System der Phagozytose (durch
Aktivierung von Makrophagen und Monozyten), der Zellverdauung und der
anschlieBenden Zellzerstérung durch Zelllyse (Loffler und Petrides, 2002). Somit spielt
dieses Gen eine direkte Rolle im Rahmen der Immunabwehr und kann somit

Auswirkungen auf die Fitness eines Tieres besitzen und unter adaptiver Selektion stehen.

5.5 Genetische Variabilitit innerhalb der Rassen

Schitzungen der mittleren Anzahl Allele je Rasse (MNA) und der erwarteten
Heterozygotie (Hg) gelten als gutes Mal} fir die Beurteilung der genetischen Diversitit
einer Rasse (Hanotte und Jianlin, 2005; Toro und Caballero, 2004). Die Schafrassen
Europas und des Nahen Ostens dieser Untersuchung weisen einen sehr unterschiedlichen
Grad an genetischer Diversitit auf. Wihrend viele Rassen Nordwesteuropas eine niedrige
Diversitit besitzen, zeigen viele sidosteuropiische, aber auch die Merinorassen eine sehr
hohe Diversitit. So besitzen beispielsweise die Rassen Graue gehérnte Heidschnucke und
Exmoor Horn lediglich eine erwartete Heterozygotie (Hg) von 0,64 bzw. 0,63 und eine
durchschnittliche Anzahl an Allelen von 5,74 bzw. 6,00. Diese niedrige Diversitit deckt
sich mit Untersuchungen von Farid et al. (2000), die in britischen und nordeuropdischen
Rassen basierend auf zehn Mikrosatelliten ebenfalls vergleichsweise geringe erwartete
Heterozygotien von 0,53 (Texelschaf) bis 0,67 (Cheviot) fanden.

Im Gegensatz zu den nordwesteuropdischen Schafrassen zeigen Rassen wie die
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albanischen Ruda oder Bardhoka eine sehr hohe genetische Diversitit von 0,77 bzw. 0,76.
Eine solch hohe Diversitit beim Schaf wurde bisher lediglich bei Merinos (Diez-Tascon et
al., 2000) und bei anderen spanischen Rassen gefunden (Arranz et al., 1998; Rendo et al.,
2004). Die Merinorassen dieser Untersuchung zeigen mit einer Diversitit von 0,70
(Polnisches Merino) bis 0,75 (Gentile di Puglia) fast ausschlieBlich iiberdurchschnittlich
hohe Werte. Es ist davon auszugehen, dass vor allem die grof3e effektive PopulationsgroB3e
der Merinos die Ursache fiir die hohere Diversitit verglichen mit den Landrassen
Nordwesteuropas darstellt. Falge et al. (1999), welche Untersuchungen auf Basis des
DNA-Fingerprints in Merino- und deutschen Landschafrassen vornahmen, vermuteten,
dass die starke Selektion der Merinorassen zu einer Verringerung der genetischen
Diversitit im Vergleich zu den Landschafrassen gefithrt hat. Dies konnte im Rahmen

dieser Untersuchung nicht bestitigt, sondern vielmehr widerlegt werden.

Auch bei Betrachtung von Lindergruppen (Abbildung 8) zeigt sich, dass die Rassen
Nordwest- und Westeuropas, gemessen anhand der erwarteten Heterozygotie und der
korrigierten mittleren Anzahl Allele je Rasse (,,allelic richness®) eine geringere Diversitit
aufweisen als die Rassen Siidosteuropas und des Nahen Ostens. Ahnliche Beobachtungen
machten Loftus et al. (1999) in Untersuchungen von Rinderrassen des Nahen Ostens,
Europas und Westafrikas mit Hilfe von Mikrosatelliten. Sie konnten eine hohere
Diversitat in den Rassen des Nahen Ostens feststellen und erklirten dies damit, dass
Rassen des Nahen Ostens Allelvariationen ihrer wilden Vorfahren beibehalten konnten,
die im Laufe der Rassebildung in Furopa verloren gegangen sind. Die eigenen
Untersuchungen deuten also darauf hin, dass auch die Schafe Siidosteuropas und des
Nahen Ostens genetische Variationen ihrer Wildformen beibehalten konnten, welche in
den stirker selektierten Rassen Nordwest- und Westeuropas bereits verloren gegangen
sind. Neben Selektion stellt eine weitere Ursache der geringeren Diversitit eine Art
Grindereffekt dar, da bei der Ausbreitung der Schafe im Rahmen der Vélkerwanderung
meist nur eine Auswahl an Tieren mitgenommen wurde, wahrend ein anderer Teil als

Nahrungsquelle diente (Békonyi, 1976).

Dies demonstriert aber, dass gerade die Rassen Sudwesteuropas ein Reservoir an Allelen
und genetischer Diversitit darstellen, das insbesondere im Rahmen von

ErhaltungsmafBnahmen berticksichtigt werden muss.

5.5.1 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht iiber alle Genorte je Rasse

Bei Betrachtung des HWG gemittelt tGber alle Genorte je Rasse zeigt sich unter
Nichtbeachtung der drei Marker, bei denen der Verdacht von Nullallelen besteht, dass die
sechs Rassen Graue gehornte Heidschnucke, Ungarisches Tsigai, Kymi, Sfakia,
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Altamurana und Pomorska in vier Genorten vom HWG abwichen. Jedoch zeigten alle
Rassen aufler Exmoor Horn, Kamieniec, Polnisches Merino und Ruda signifikant von
Null abweichende positive mittlere Fis-Werte, was auf ein Heterozygotendefizit innerhalb
eines uberwiegenden Teils der Rassen schlieBen lasst (Weir, 1990). Wire dieses Defizit
allein auf Inzucht innerhalb der Populationen zuriickzufiihren, betrife es alle Genorte in
gleichem MaBle. Da dies aber nicht der Fall ist, stellt Inzucht nicht die ausschlieBliche
Ursache fiir das Defizit dar. Eine weitere mogliche Ursache ist das Vorhandensein von
Substrukturen innerhalb einer Population, die zu einem Wahlundeffekt fithren. Der
Wahlundeffekt, 1928 nach seinem Erstbeschreiber Wahlund benannt, tritt dann auf, wenn
cine Rasse als eine einzige Gesamtpopulation angesehen wird, tatsichlich aber aus
mehreren Subpopulationen besteht, zwischen denen kein oder nur wenig Genfluss
stattfindet. Ahnliche Feststellungen machten Jordana et al. (2003) bei der Untersuchung
von 18 autochthonen siidwesteuropiischen Rinderrassen. Auch sie stellten positive Fis-
Werte in einem GroBteil der Rassen, zusammen mit vereinzelten Abweichungen vom
HWG, fest und interpretierten diese als Substrukturen innerhalb der Populationen. Diese
Substrukturen erklirten sie durch die Isolierung der einzelnen Zuchteinheiten. Auch
Canon et al. (2000), Martin-Burriel (1999) und Kantanen et al. (2000) fihrten
Abweichungen vom HWG in Rinderpopulationen auf das Vorliegen eines
Wahlundeffektes zuriick. Jedoch ist davon auszugehen, dass auch ein Wahlundeffekt,
ebenso wie die Inzucht, in gleichem Mal3e Einfluss auf alle Marker besitzt, so dass auch
dieser nicht ausschlieBlich als Ursache fur die Abweichungen vom HWG in Frage kommt.
Eine dritte Erklarung stellt daher die genetische Zufallsdrift dar, die gerade bei kleinen
Populationen zu Abweichungen vom HWG fiihrt. Es kann davon ausgegangen werden,
dass alle drei Ursachen gemeinsam zu den Abweichungen vom HWG in dieser

Untersuchung gefithrt haben.
5.6 Genetische Variabilitit zwischen den Rassen

5.6.1 Genetische Differenzierung

Eine durchschnittliche genetische Differenzierung (Fsr(W&C)) zwischen den Rassen von
5,7 % impliziert, dass 94,3 % der genetischen Variation innerhalb der Rassen zwischen
den Individuen anzutreffen ist. Diese genetische Differenzierung entspricht zum Teil den
bisher gefundenen Werten anderer Untersuchungen. In diesen betrug die genetische
Differenzierung 6,1 bzw. 7 % zwischen spanischen Schafrassen (Alvarez et al., 2004;
Arranz et al., 2001b), 8 % zwischen finnischen Landschafrassen (Tapio et al., 2003), 8,5 %
zwischen Dickhornschafen bzw. Awassi, Romney und Neuseelindischen Merinos (Forbes
et al.,, 1995) und 8,8 % zwischen baltischen Schafrassen (Tapio et al., 2005). Rendo et al.
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(2004) schitzten zwischen spanischen Rassen allerdings Fsr-Werte von nur 3 %, wihrend
Stahlberger-Saitbekova et al. (2001) zwischen Schweizer Rassen und Farid et al. (2000)
zwischen nordeuropiischen und afrikanischen Rassen Werte von 17 bzw. 16,3 % fanden.
Der hohe Fsr-Wert in der Untersuchung von Stahlberger-Saitbekova et al. (2001) erklart
sich aber durch die Einbezichung von europdischen Mufflons. Die genetische
Differenzierung der untersuchten Rassen liegt somit im mittleren Bereich, fillt aber tber
alle Marker hoch signifikant aus und darf somit nicht vernachlissigt werden (Wright,
1978).

5.6.2 Populationsstrukturen

Obwohl keine signifikante Korrelation zwischen der genetischen und der geographischen
Distanz gefunden wurde, konnte anhand der Clusteranalysen eine deutliche Ost-West-
Trennung der Rassen festgestellt werden. Da es sich bei den untersuchten Tieren nicht um
Wildpopulationen handelt, fir die natirliche Grenzen eine starke Bedeutung haben,
sondern um Rassen, die aufgrund von Zuchtbeschrinkungen voneinander isoliert sind,

spielt die geographische Distanz eine untergeordnete Rolle.

Die Trennung der Rassen in Ost und West unterstiitzt die Ergebnisse von Hiendleder et
al. (1998b), welche Hausschafrassen anhand von Untersuchungen an der Kontrollregion
der mitochondrialen DNA in eine asiatische und eine europiische Hausschaf-mtDNA-
Linie unterteilten. Somit deutet sich an, dass die Rassen Stidosteuropas und des Nahen
Ostens auf die asiatische und die Westeuropas auf die europdische mtDNA-Linie
zurtickzufiihren sind. Eine solche Ost-West-Trennung konnte auch beim Rind basierend
auf Mikrosatelliten (Loftus et al., 1999) bzw. Blutgruppen und Blut- bzw. Milchproteinen
(Medjugorac et al., 1994) und beim Schwein anhand von Untersuchungen der mtDNA

nachgewiesen werden (Watanobe et al., 1999).

Eine weitere Erklirung, die allerdings mit der ersten in Zusammenhang steht, ist die
Ausbreitung der Landwirtschaft nach Europa. Archiologische Indizien weisen darauf hin,
dass sich die Landwirtschaft im neolithischen Zeitalter vor ca. 9000 Jahren von Anatolien
nach Europa ausbreitete (Renfrew, 1991). Hierbei zeigen humangenetische Hinweise, dass
die Ausbreitung der Landwirtschaft in Europa cher durch Vélkerwanderungen als durch
kulturelle Weitergabe des Wissens erfolgte (Sokal et al., 1991). Gestiitzt wird diese These
durch Untersuchungen von Ordas (2004). Er analysierte die Allelfrequenzen vier
verschiedener Blutproteine (Hdmoglobin, Esterase, Albumin, Transferase) von 74
europidischen Schafrassen mit Hilfe von direktionaler Autokorrelation und konnte
ebenfalls eine Nordwest-Sudost-Trennung feststellen, welche er auf die zwei

unterschiedlichen Ausbreitungswege der Landwirtschaft und die hierbei domestizierten
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Tiere zuruckfihrte. Er beschreibt eine innere Route, die im Wesentlichen dem Donautal
folgte und eine dulere Route, welche entlang der Mittelmeerkiiste zur Iberischen Halbinsel
und nach Nordeuropa fiihrte (siche auch Abbildung 1). Diese unterschiedlichen
Ausbreitungswege  kénnen  zusammen mit  Adaptation an  unterschiedliche
Umweltbedingungen ebenfalls zu einer geographischen Differenzierung fithren.
Medjugorac et al. (1994), die eine dhnliche Ost-West-Differenzierung bei Rinderrassen
Europas feststellten, fihrten diese Trennung vor allem auf den Finfluss genetischer Drift
und unterschiedliche Auerochsanteile entlang der Ausbreitungswege der Landwirtschaft
zurliick und vermuteten bereits dhnliche Differenzierungsmuster beim Schaf, die somit im

Rahmen dieser Arbeit bestitigt werden.

Eine Einbeziechung weiterer Rassen des Balkans, die bisher nicht mit untersucht wurden,
koénnte somit zusitzliche Aufschlisse zur Entstehungsgeschichte der Rassen und deren

Zweiteilung geben.

5.7 Phylogenetische Beziehungen der Rassen

Aufgrund der Vielzahl an Rassen und phylogenetischen Analysen wird der
Ubersichtlichkeit halber zunichst auf einzelne Linder und deren auffilligste Rassen
eingegangen und im Weiteren eine Verknipfung der Ergebnisse verschiedener Linder

dargestellt.

5.7.1 Beziehungen der Rassen innerhalb eines Landes
Deutschland

Eine Besonderheit der Grauen gehornten Heidschnucke stellt die Separierung von den
deutschen, aber auch von allen anderen Rassen in den phylogenetischen Analysen dar. Des
Weiteren weist sie die grof3ten genetischen Distanzen und die durchschnittlich geringste
Anzahl von zwei Migranten pro Generation (INz) mit anderen Rassen auf. Dies erklirt
sich  moglicherweise durch die Entstehungsgeschichte der Grauen gehdrnten
Heidschnucke. Hier wird deutlich, dass diese eher eine Affinitit zu den nordischen
Kurzschwanzschafen, auch Heideschafe genannt, besitzt (Mason, 1996). Gemail3 der
EAAP-Datenbank (Simon, 1994) unterteilt sich die Hauptgruppe der Heideschafe in zwei
weitere Untergruppen. Die eine Untergruppe umfasst die so genannten Schnucken, zu
denen neben der Grauen gehornten Heidschnucke auch die Weile hornlose und Weil3e
gehornte Heidschnucke, aber auch die Skudden und die niederlindischen Schnucken
zihlen. Die zweite Untergruppe wird als ,,Nordische Gruppe® bezeichnet und besteht u. a.
aus dem Faroer Schaf, dem Finnschaf, dem Islindischen Schaf, dem Gotlandschaf, dem

Romanov und den polnischen Wrzosowka. Allen Schafen der Heideschafhauptgruppe ist
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gemein, dass sie klein und kurzschwinzig sind und vom europiischen Mufflon abstammen
sollen (Simon, 1994). Da im Rahmen der Untersuchung, abgesehen von den polnischen
Wrzosowka, keine Kurzschwanzschafe der nordischen Untergruppe oder der
Schnuckengruppe einbezogen wurden, konnte die Einbeziehung von Rassen dieser
Untergruppen zu einer Gruppierung mit diesen fihren. Dies unterstreicht die Bedeutung
des Gebrauchs von Referenzproben und einheitlichen Mikrosatellitenmarkern, da eine
Verkntpfung der Ergebnisse dieser Studie mit Ergebnissen von Tapio et al. (2003), die vor
allem finnische Rassen wie das Finnschaf, das Alandschaf, das Vepsia- und das
Vienaschaf, aber auch das Romanov untersuchte, wichtige Erkenntniszuwichse tber die

Zuordnung der Heidschnucke erbringen konnte.

Dartiber hinaus weist die Heidschnucke von allen Rassen die geringste mittlere Anzahl
Allele (5,74) und eine sehr niedrige erwartete Heterozygotie (He = 0,64) auf. Diese
Reduktion der Anzahl der Allele und eine darauf folgende Absenkung der erwarteten
Heterozygotie deutet auf das Vorliegen eines Flaschenhalses hin (Keller et al., 2001). Ist
dieser Flaschenhals erst vor kurzer Zeit entstanden, so wird meist die Anzahl der Allele
schneller reduziert als die erwartete Heterozygotie, so dass die tatsichliche erwartete
Heterozygotie groBBer ist als die bei einer konstanten Populationsgrofle zu erwartende
(Luikart et al,, 1998). Im Rahmen einer Analyse mit dem Programm BOTTLENECK
(Cornuet und Luikart, 1996) konnte jedoch kein erst kiirzlich durchlaufener Flaschenhals
festgestellt werden. Dies ldsst darauf schlieSen, dass die Population der Grauen gehornten
Heidschnucke zwar einen Flaschenhals durchlaufen hat, dieser aber lingere Zeit
zurickliegt. Hinweise auf zurtckliegende Flaschenhilse in der Population der Grauen
gehornten Heidschnucke geben Behrens et al. (1982), wonach die Anzahl der Grauen
gehornten Heidschnucken von 1848 bis 1920 von ca. 380.000 auf etwa 35.000 sank. Als
Ursache hierfiir nannte Hagen (1926) fallende Woll- und Fleischpreise zwischen 1860 und
1880, die Ausdehnung der Rinder- und Schweinehaltung und Mangel an geeigneten
Schifern. Dartiber hinaus berichtet Sambraus (1994) tber die 6kologischen Folgen dieses
Einbruchs der Schnuckenhaltung in der Luneburger Heide, die in Verbuschung
bestanden, so dass es nachfolgend wieder zu einem Anstieg der Bestinde kam. Seit ca.
1996 ist die Population der Grauen gehérnten Heidschnucke wieder in ihrem Bestand
gesichert. Die Folgen des Flaschenhalses in Form einer verringerten Diversitit sind aber
noch immer nachvollziehbar. Da dieser Flaschenhals aber bereits fast 100 Jahre
zurtckliegt, konnte er nicht mit Hilfe des Programms BOTTLENECK nachgewiesen

werden.

Demgegentiber konnte in der Rasse Rhonschaf ein kiirzlich durchlaufener Flaschenhals

nachgewiesen werden. Beier (1984) beschreibt, dass sich vor allem die Griindung der
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Deutschen Demokratischen Republik nachhaltig auf die Rhonschafbestinde ausgewirkt
hat. So wurde durch die Zweiteilung Deutschlands das ehemals geschlossene Zuchtgebiet
Bayerns, Hessens und Thiiringens getrennt. Des Weiteren 16ste sich Mitte der 50er Jahre
die kurhessisch-bayrische Arbeitsgemeinschaft auf, so dass es nur noch fiinf bayrische und
drei hessische Stammherden gab. Im Weiteren kam es in der DDR nach einem
anfinglichen Aufschwung der Rhoénschafzucht zu einer schrittweisen Einstellung der
Zuchtarbeiten, bis um 1958/59 der Tiefstand der Rhonschafzucht mit ca. 300 Schafen
erreicht wurde (Beier, 1984). Beier (1984) beschreibt zusitzlich, dass das Fleisch der
Rhoénschaflimmer sehr gefragt gewesen sei, woraus ein Mangel an Jungschafen resultierte,
der den Rickgang der Rhoénschafpopulation beschleunigte. Des Weiteren musste 1957
wegen der in der bayerischen Rhon aufgetretenen Maul- und Klauenseuche eine
gemeinschaftliche kurhessisch-bayrische Versteigerung abgesagt werden, so dass zu dieser
Zeit kein Bockaustausch stattfand. In den folgenden Jahren kam es jedoch wieder zu
einem Anstieg in den Bestandszahlen, was vor allem dadurch begriindet ist, dass die
Mastleistungspriifungen Ende der 50er Jahre hohe Leistungen der Rhonschafe aufzeigten,
so dass sich die Schafhalter der Rhén wieder auf diese Rasse konzentrierten (Beier, 1984).
1990 dbertrat die Anzahl der Rhonschafe erstmals die Zahl der Tiere in der
Nachkriegszeit, so dass der Bestand heute als stabil eingestuft werden kann. Dies wird
gestiitzt durch die in dieser Untersuchung erfassten genetischen Diversititsparameter,
wonach die durchschnittliche Anzahl der Allele (MNA = 6,1) und die erwarteten

Heterozygotie (Hr = 0,69) eine fiir Nordwesteuropa durchschnittliche Diversitit aufweist.

Dartiber hinaus zeigt die Population der Rhoénschafe einen hoch signifikanten Fis-Wert
von 12,1 %, der auf Substrukturen innerhalb der Population zuriickzuftihren sein kann, da
die Rasse fiir 50 Jahre durch die Griindung der DDR in isolierte Populationen, zwischen
denen kein Genaustausch stattgefunden hat, unterteilt war und somit eine
Substrukturierung zu Drifteffekten innerhalb der isolierten Populationen gefiithrt haben

kann.

Erstaunlicherweise konnte in der Population der Braunen und Weillen Bergschafe keine
Substruktur anhand des Fixationsindex festgestellt werden, was zu erwarten gewesen wire,
da diese im Rahmen dieser Arbeit zu einer Rasse zusammengefasst wurden, obwohl sie
seit 1977 als separate Herdbuchrassen geftihrt werden (Simon, 1994). Dies erklirt sich
moglicherweise dadurch, dass die Wollfarbe der Schafe nach bisherigem Stand der
Wissenschaft durch nur elf Gene determiniert wird, wobei der so genannte ,,Brown
Locus fiir die Braunfirbung der Wolle verantwortlich ist (Sponenberg, 1997). Daher
kann schlussgefolgert werden, dass sich das Braune und Weille Bergschaf zwar

phinotypisch aufgrund unterschiedlicher Allele des Brown Locus unterscheiden. Da die
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beiden Rassen aber erst vergleichsweise kurz in getrennten Herdbtichern gefiihrt werden,
hat genetische Drift bisher zu keiner genetischen Differenzierung der beiden Rassen auf

neutraler Ebene gefthrt.
Grof3britannien

Die groBite genetische Distanz besteht zwischen den Rassen Exmoor Horn und Swaledale,
wobei sich die Rasse Exmoor Horn in der Hauptkomponentenanalyse auch von allen
anderen Rassen der Untersuchung separiert. Hierbei spielen vermutlich vor allem
Drifteffekte eine Rolle. Interessanterweise wurde die Rasse Exmoor Horn durch die im
Jahre 2001 im Rahmen der Maul- und Klauenseuche in Grofbritannien ins Leben

gerufene Organisation ,, The sheep trust™ (http://www.thesheeptrust.org/) nur als schr

gering genetisch differenziert betrachtet. Sicherlich muss auch hier die genetische Distanz
zu den gewihlten Vergleichspopulationen Swaledale, Welsh Mountain und Scottish
Blackface vorsichtig betrachtet werden, da die Rasse Exmoor Horn unter Umstinden zu
anderen Rassen Grofbritanniens geringere Distanzen aufweisen kann. Dennoch ist sie im

Kontext dieser Arbeit als stark genetisch differenziert zu betrachten.
Polen

Die Rasse Wrzosowka, die zu den nordischen Heideschafen gehort, war frither sehr
zahlreich in den nordéstlichen Gebieten Polens vertreten. Vor dem zweiten Weltkrieg
gehorten etwa 50 % der polnischen Schafe zu dieser Rasse (Ryder, 1983). In den Jahren
1950 bis 1960 wurde sie aufgrund geringer Leistungen jedoch fast vollstindig verdringt.
1972 hat sich dann die Versuchsstation des Zootechnischen Instituts in Czechnica das Ziel
gesetzt, diese Schafrasse zu erhalten. Seit 1981 wird die Erhaltungszucht dieser Schafrasse
in funf Herden der Wojewodschaften Bialystok und Suwalki betrieben. Dieser einige
Jahrzehnte zuriickliegende Flaschenhals konnte ebenfalls mit der von Cornuet und Luikart
(1996) beschriebenen Methode nachgewiesen werden. Obwohl die Rasse Wrzosowka wie
die Graue gehornte Heidschnucke zu den Heideschafen gehort, separiert sie sich nicht wie
diese von allen anderen Rassen der Untersuchung. Dies kann auf Kreuzungen mit anderen

Rassen hinweisen.

Das Kaminerschaf (Kamieniec) stellt eine der wenigen Rassen dar, die keine signifikant
von Null abweichenden Fis-Werte besitzt und somit keine hohe Inzucht bzw.
Substrukturen aufweist. Seine Abstammung vom Pommerschen Landschaf (Pomorska)
kann durch die geringe genetische Distanz, die durch hohe Bootstrap-Werte gestiitzt wird,

und den hohen Genfluss noch immer nachvollzogen werden.

Vor allem in der Bayesian Model-based Clustering Analyse (Abbildung 14) wird die

verwandtschaftliche Beziehung der verschiedenen polnischen Schafrassen deutlich. So
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entstand das Pommersche Landschaf (Pomorska) aus einer Rasse namens Fagas, welche
dem Ostfriesischen Milchschaf dhnelte, und Einkreuzungen von Texelschafen. Die Rasse
Kamieniec wiederum stellt eine Kreuzung aus Pommerschen Landschafen und Texel-
bzw. Romneyschafen dar, wihrend die Rasse Zelazna aus Kreuzungen von
Schweineschafen mit Polnischen Merinos entstand (Mason, 1996) . Vereinheitlicht wurden
die Rassen des Weiteren dadurch, dass MaB3nahmen der polnischen Regierung Mitte der
90er zu einer Einkreuzung von Milch-, Romanov- und Finnschafen in die oben genannten
Rassen fihrten (Blahnta et al., 1988). Dartber hinaus lisst ihre Gruppierung mit den
Merinorassen darauf schlieBen, dass sie einen hohen Merinoanteil in sich tragen. Dies
bestitigt die Aussagen von Ryder (1983), dass seit dem Zweiten Weltkrieg eine
Aufwertung polnischer Schafe durch Merinos stattgefunden hat. Lediglich das Polnische
Bergschaf (Gorska) konnte seinen zackeltypischen Anteil erhalten, was durch die

Zuordnung zur Zackelschafgruppe in Abbildung 14 verdeutlicht wird.
Ruminien

Die Rasse Turcana gehért zu den rauwolligen Zackelschafrassen Ruminiens, wihrend die
Ruminischen Tsigaia feinwollige Schafe sind. Obwohl sie phinotypisch sehr verschieden
sind, besteht aber zwischen den beiden Rassen ein hoher Genfluss und eine geringe
genetische Distanz (Tabelle D Anhang). Auch in der Bayesian Model-based Clustering
Analyse (Abbildung 14) zeigt sich eine dhnliche Clusterzuordnung. Vor allem in der
Karpatenregion werden die Schafe in Wanderhaltung gehalten. Da die Turcana in den
Karpaten und die Tsigaia am Fulle der Berge Transsilvaniens beheimatet sind und fiir
beide Rassen bisher kein Herdbuch etabliert ist, kann eine Hybridisierung nicht

ausgeschlossen werden.
Albanien

Zwischen allen drei albanischen Rassen Bardhoka, Ruda und Shkodrane konnten nur sehr
geringe genetische Distanzen und ein hoher Genfluss festgestellt werden. Fur alle Rassen
ist bisher kein Herdbuch etabliert und lediglich 40 (Shkodrane) bis 80 % der weiblichen
Tiere werden reinrassig angepaart (Simon, 1994). Dartiber hinaus wird von allen drei
Rassen berichtet, dass sie untereinander gekreuzt werden, was vor allem fiir die Rasse
Shkodrane zutrifft, die mit der Rasse Bardhoka zur Steigerung der Milchleistung gepaart
wird (Dobi, 2005). Dies legt die Vermutung nahe, dass auch hier Genaustausch stattfindet,

der zu einer genetischen Homogenisierung der Rassen geftihrt hat.
Griechenland

Die Rassen Anogeiano und Sfakia zeigen kaum Genfluss zu den anderen griechischen

Rassen. Dies erklirt sich durch ihre Isolation, da beide Rassen auf der Insel Kreta gehalten
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werden. Des Weiteren fillt die genetische Distanz zwischen ihnen sehr gering aus, wobei
hohe Bootstrap-Werte eine zuverldssige Anordnung dieser beiden Rassen demonstrieren.
Auch in der Bayesian Model-based Clustering Analyse (Abbildung 14) zeigt sich, dass
beide Rassen einen sehr dhnlichen Anteil an den einzelnen Clustern aufweisen. Dartiber
hinaus dhneln sich die beiden Rassen auch phinotypisch sehr stark (Mason, 1996). Da sie
sowohl phinotypisch als auch genotypisch kaum voneinander zu unterscheiden sind, ist

fraglich, ob hier von zwei verschiedenen Rassen zu sprechen ist, wie dies sowohl bei

Mason (1996) als auch in der Datenbank der FAO (2000b) erfolgt.

Die Rasse Skopelos weist von allen griechischen Rassen den geringsten Genfluss und die
grofBte genetische Distanz zu den anderen griechischen Rassen auf. Auch bei ihr ist dies als

Folge der Isolation aufgrund der Insellage des Habitats (Insel Skopelos) zuriickzuftihren.

Die drei Inselrassen Anogeiano, Sfakia und Skopelos verdeutlichen, wie stark genetische
Drift in Inselpopulationen zu einer Veranderung der Allelfrequenzen fihrt. In der Rasse
Skopelos kann dartiber hinaus ein Griindereffekt (,,founder effect™) vermutet werden, da
diese Rasse im Vergleich zu den anderen griechischen Rassen eine geringere Diversitit
zeigt. Der Einfluss genetischer Drift auf Inselpopulationen konnte bereits bei einer
Population Dickhornschafe auf Tiburon Island (Mexiko) gezeigt werden (Hedrick et al.,

2001), wobei auch hier ein Griindereffekt nachgewiesen werden konnte.

Im Gegensatz dazu wird augenfillig, dass zwischen der Rasse Orino und Karagouniko ein
sehr hoher Genfluss und die geringste genetische Distanz im Vergleich zu den anderen
griechischen Rassen bestehen. Die beiden Rassen dhneln sich sowohl phino- als auch
genotypisch sehr stark. Die Rasse Orino zeigt von allen untersuchten Rassen zwar die
meisten privaten Allele, diese kommen aber in Frequenzen < 5 % vor. Somit ist auch bei

diesen beiden Rassen fraglich, ob beide als getrennt angesehen werden sollten.
Spanien

Die Rasse Segurefia, welche von der Rasse Manchega abstammt (Mason, 1996), besitzt
hohen Genfluss mit dem Spanischen Merino, zu dem sie dartiber hinaus eine geringere
genetische Distanz als zum Manchega aufweist. Diese Ahnlichkeit wird ebenfalls in der
Clusteranalyse verdeutlicht (Abbildung 14). Sowohl das Segurefia als auch das Manchega
werden dem Entrefinotyp, der eine Kreuzung zwischen Merino- und Churrorassen
darstellt, zugeordnet, was die Ahnlichkeit mit dem Spanischen Merino auf
zuchtgeschichtlicher Ebene erklirt. In keiner der Rassen konnte ein kirzlich durchlaufener
Flaschenhals detektiert werden. Dies widerspricht der Untersuchung von Alvarez et al.
(2004), die in der Rasse Rubio del Molar einen Flaschenhals feststellten.
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Thirkei

Die genetischen Distanzen fallen zwischen allen turkischen Rassen dhnlich gering aus.
Auffillig ist aber ein hoher Genfluss zwischen den Rassen Morkaraman und Akkaraman,
der durch die Bayesian Model-based Clustering Analyse (Abbildung 14) bestitigt wird.
Obwohl sich diese zwei Rassen phinotypisch unterscheiden (Akkaraman hat rote und
Morkaraman weile Wolle), sind sie genetisch sehr dhnlich. Dies entspricht den
Beobachtungen beim Braunen und Weillen Bergschaf, bei dem keine genotypische, wohl
aber eine phinotypische Unterscheidung festzustellen war. Auch hier lasst sich dies
dadurch erkliren, dass nur eine geringe Anzahl von Genen fur die Wollfarbe kodiert und

dies auf Mikrosatellitenebene nicht zu einer Differenzierung der Rassen fithren muss.

Die Hauptkomponentenanalyse und die Bayesian Model-based Clustering Analyse
konnten aufzeigen, dass die Rasse Dagli¢ sich trotz ihres Fettschwanzes nicht eindeutig
den Fettschwanzschafen zugeordnet werden kann. Im Gegensatz zu den Karamanrassen

besitzt sie lediglich einen kurzen Fettschwanz und unterscheidet sich somit von diesen.
Saudi-Arabien

Auch bei den saudi-arabischen Rassen Heri und Najdi weisen die phylogenetischen
Analysen basierend auf Allelfrequenzen und Distanzen darauf hin, dass eine hohe
genetische Verwandtschaft zwischen den Rassen besteht, welche sich durch eine hohe

Anzahl an Migranten pro Generation bestitigt.

5.7.2 Beziehungen der Rassen zwischen den Lindern

Generell fillt ein hoher Genfluss vorwiegend zwischen den Rassen Albaniens,
Griechenlands, Ruminiens und der Turkei auf. Alle vier Linder stehen in einem
historisch-politischen Kontext, da sie, teilweise bis Anfang des 20. Jahrhunderts, dem

Osmanischen Reich angehorten.

Im Detail besteht ein hoher Genfluss zwischen den albanischen Rassen Bardhoka, Ruda
und Shkodrane, den griechischen Rassen Karagouniko und Orino bzw. den Ruminischen
Tsigaia und Turcana, was sich ebenfalls in niedrigen genetischen Distanzen zwischen den
Rassen widerspiegelt. Vor allem in der Bayesian Model-based Clustering Analyse
(Abbildung 14) zeigt sich, dass die Zackelschafe offenbar kaum von den Ruda- und
Tsigaiarassen zu unterscheiden sind. Dies ldsst sich insbesondere durch die
Zuchtgeschichte dieser Rassen erkliren, da die Rudarassen aus Kreuzungen von Zackel-
mit Tsigaiarassen hervorgegangen sind (Mason, 1967). Ryder (1983) wies darauf hin, dass
die Unterscheidung zwischen Schafen des Zackel- und des Rudatyps nicht so eindeutig ist,

wie man bisher vermutete. Die verwandtschaftlichen Beziehungen dieser Schaftypen
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untereinander sind also noch heute nachvollziehbar und kénnen somit im Zuge von

ErhaltungsmafB3nahmen berticksichtigt werden.

Die turkischen Rassen Karayaka und Daglic zeigen sehr geringe genetische Distanzen und
einen hohen Genfluss zum Ruminischen Tsigai (0,029) bzw. Turcana (0,035), was
ebenfalls auf eine genetische Ahnlichkeit dieser Rassen hinweist. Dies bestitigt die
Aussagen von Ryder (1983), wonach u. a. das Ruminische T'sigai von der tiirkischen Rasse
Kivircik abstammen soll, die von den Tirken wihrend der Besatzung in den letzten
Jahrhunderten eingefithrt wurde. Der Bezug zu tirkischen Rassen ist folglich auch bei den

rumanischen Rassen nachzuvollziehen.

Die Fettschwanzschafe dieser Untersuchung separieren sich in allen Analysen sehr
deutlich von den anderen Rassen. Dies deutet darauf hin, dass der Genfluss zwischen
thnen und den anderen Rassen sehr gering ist und folglich eine starke genetische
Differenzierung vorliegt. Die Entwicklung eines Fettschwanzes stellt eine wichtige
Anpassung an wirmere Regionen dar. Fettschwanzschafe sind durch ihre
Nihrstoffvorrite in der Lage, Gebiete auszunutzen, in denen zeitweise kaum Futter zur
Verfugung steht. Fine Einkreuzung von Nichtfettschwanzschafen stellt also eine
unerwinschte Verschlechterung der Nahrstoffversorgung in Randgebieten dar. Behrens et
al. (1979) berichten aulBlerdem, dass dunnschwinzige Rassen Fettschwanzschafe in
natirlichem Sprung nicht decken kénnen, was eine weitere Erklirung fiir den fehlenden

Genfluss darstellen konnte.

5.8 Beurteilung der eingesetzten statistischen Methoden zur Aufdeckung von

Populationsstrukturen

Generell konnten nahezu alle Methoden eine Zweiteilung der Rassen aufzeigen. Die
Neighbor-Net Methode vermittelt hierbei keinen Erkenntniszuwachs gegentiber der
Neighbor-Joining Methode, jedoch veranschaulicht sie graphisch in Form von parallelen
Linien, wie stark sich Gruppen separieren. Die Anzahl der parallelen Linien scheint
identisch mit hohen Bootstrap-Werten im Neighbor-Joining Baum zu sein, wie dies
beispielsweise bei der Abgrenzung der Fettschwanzschafrassen (Heri, Naemi, Najdi,
Ossimi, Akkaraman, Morkaraman und Zyprisches Fettschwanzschaf) in Abbildung 9 und

10 deutlich wird.

Keinerlei Berticksichtigung von Mutations- und Evolutionsmechanismen sind als Vorteil
der Hauptkomponentenanalyse und der Bayesian Model-based Clustering Analyse
hervorzuheben. Die Separierung der Grauen gehornten Heidschnucke wird am ehesten in
der Hauptkomponentenanalyse und im  Neighbor-Net deutlich, wobei die

Hauptkomponentenanalyse eine weitere detaillierte Unterscheidung der Rassen nur schwer

97



DISKUSSION

ermoéglicht. Weiterer Vorteil der Bayesian Model-based Clustering Analyse ist die
Tatsache, dass Informationen im Vorfeld in die Analysen eingehen konnen. Dies
ermoglicht die Annahme einer beliebigen Anzahl von Subpopulationen, wodurch
Strukturen aufgedeckt werden, die durch andere Analysen nicht augenfillig wiirden. Einen
Nachteil stellt jedoch die Tatsache dar, dass im Rahmen einer solch umfassenden Analyse
von ca. 1800 Tieren und 31 Genorten eine sehr hohe Anzahl an Iterationen (500.000)
gewahlt werden muss, so dass die Analysendauer, selbst auf sehr leistungsstarken

Rechnern, einige Tage bis Wochen andauert.

Ein weiteres Problem der Bayesian Model-based Clustering Analyse stellt die teilweise
schlechte Wiederholbarkeit der Methode fir einen kleinen Teil der Rassen dar (Tabelle
18). So wurde zum Beispiel die Rasse Welsh Mountain in vier unabhingigen Liufen unter
gleichen Bedingungen (,,burn-in period*: 500.000, ,,period of data collection®: 500.000,
Anzahl der Subpopulation K = 5) zweimal keiner Gruppe, einmal der Gruppe 3 und
einmal der Gruppe 4 zugeordnet. Dies kann zu Fehlinterpretationen fiithren, so dass die
Notwendigkeit, mehrere unabhingige Liufe durchzufiihren, verdeutlicht wird. Insgesamt
fiel dieses Problem in zehn Rassen auf, von denen keine der Gruppe 1, 2 oder 5
zugeordnet wurde (Tabelle 18). Dies deutet darauf hin, dass ein GroBteil der Rassen der
Gruppen 1, 2 und 5 einen solch eindeutigen Genotyp hat, dass eine Fehlzuordnung nicht
stattfindet, wihrend gerade die falsch zugeordneten Rassen der Gruppe 4 (Exmoor Horn,
Scottish Blackface, Swaledale und Wrzosowka) hdufig der Gruppe 3 zugeteilt wurden.
Somit scheinen diese Rassen eine Art Zwischenposition zwischen Gruppe 3 und 4
darzustellen. Unterstitzt wird diese Annahme von Worley et al. (2004), die eine gute
Wiederholbarkeit der Clusterzuordnung als robuste Zuordnung, die auf eine starke

genetische Differenzierung hinweist, interpretierten.

Die Annahme von maximal fiinf Subpopulationen in der Bayesian Model-based Clustering
Analyse erfolgte, da eine weitere Differenzierung in sechs und mehr Gruppierungen nur
noch wenige Rassen zu einem hohen Prozentsatz der jeweiligen Gruppe zuordnen konnte

und keine weitere eindeutige Einteilung erfolgte.

5.9 Methoden der Zuordnung von Einzeltieren zu ihrer Ursprungspopulation

Die korrekte Zuordnung der britischen Rassen und der Rassen Graue gehornte
Heidschnucke, Rhonschaf und Wrzosowka (Tabellen 19 und 20) beruht insbesondere auf
der Tatsache, dass als Vergleichspopulationen vorwiegend Rassen auB3erhalb Nordeuropas
einbezogen wurden. Da sich vor allem die Graue gehdrnte Heidschnucke in allen
phylogenetischen und multivariaten Analysen von den anderen Rassen deutlich

unterscheiden lie3, kénnen hier auch die meisten korrekten Zuordnungen festgestellt
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werden. Des Weiteren weist sie die groB3te genetische Distanz zu allen anderen Rassen auf,
was die gute Zuordnung tber die Distanz-basierenden Methoden erklirt. Die schlechte
Zuordnung vor allem der Rassen Sfakia, Orino, Shkodrane, Bardhoka, Ruda, Ruminisches
Tsigai, Anogeiano und Kefallinias erklirt sich vor allem durch ihre niedrigen genetischen

Distanzen zueinander.

Die beste Zuordnung der Rassen konnte auf Basis der Genotypwahrscheinlichkeit erzielt
werden, wahrend die Distanz nach Nei Da die besten Ergebnisse der Distanz-basierenden
Methoden lieferte. Dies bestitigt die Untersuchungen von Cornuet et al. (1999), die
ebenfalls mit den genannten Methoden die besten Ergebnisse erzielten. Im Durchschnitt
konnten nur maximal 21 % der Individuen mit einer Wahrscheinlichkeit von 99 % ihrer
Ursprungsrasse zugeordnet werden. Dies ist auf die relativ niedrige genetische
Differenzierung der Rassen (Fsr) von nur 0,057 zurtckzufihren. Bei einem Fsr(W&C)-
Wert von 0,057 und durchschnittlich 30 Individuen reichen also 31 Mikrosatellitenmarker
nicht aus, um mit einer Wahrscheinlichkeit von 99 % einen hohen Prozentsatz an

Individuen der richtigen Rasse zuzuordnen.

Im Gegensatz dazu konnten 73 % der Individuen mit Hilfe der direkten Zuordnung
korrekt zugeteilt werden, was die Annahmen von Cornuet et al. (1999) bestitigt, die davon
ausgehen, dass bei einem durchschnittlichen Fsr-Wert von 5 %, 20 bis 30 Loci und acht

bis zehn Individuen ausreichen, um eine korrekte Rassezuordnung durchzufithren.

Eine Ursache der schlechten simulierten Zuordnung kann die hohe Anzahl privater Allele
in einigen Markern sein, da dies beim Vorhandensein eines Allels beim Individuum, aber
Fehlen des Allels in der Vergleichspopulation zum Ausschluss der richtigen Rasse fihrt
(Cornuet et al., 1999). Als Beispiel sei hier Marker MAF274 genannt, der von 41
gefundenen 12 private Allele aufweist.

Mit Hilfe des ,,Breed Assignments® ist es moglich, Mischindividuen im Sinne von
Kreuzungstieren zu identifizieren. Dartiber hinaus besteht eine Anwendungsmaoglichkeit
im Rahmen der Lebensmittelkontrolle, da hierdurch eine Verifizierung von Produkten mit
mgeschitzter Ursprungbezeichnung® nach EU-Verordnung 92/2081/EWG erfolgen kann.
So wire es beispielsweise moglich, Fleisch der Grauen gehérnten Heidschnucke, die als
,Lineburger Heidschnucke® eine ,,geschiitzte Ursprungsbezeichnung® besitzt, mit Hilfe
der 31 Mikrosatelliten auf ihren Rasseursprung hin zu untersuchen, wie dies bereits Ginja

et al. (2002) mit Hilfe von 29 Mikrosatelliten in portugiesischen Rinderrassen taten.

Im Hinblick auf die Erhaltungswiirdigkeit der Schafrassen sei abschlieBend herausgestellt,
dass die genetische Diversitit und damit die Ergebnisse dieser Arbeit, nur einen Teilaspekt

des Wertes einer Rasse darstellen. Erhaltungsprogramme sollten aber zusitzlich sowohl
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o6konomische als auch kulturelle Aspekte berticksichtigen. Aus diesem Grund sollte es
lingerfristig das Ziel sein, alle Faktoren in die Bewertung einer Rasse einzubeziechen. Eine
Moglichkeit hierfiir stellt der so genannte ,,Weitzman approach (Thaon d’Arnoldi et al.,
1998; Weitzman, 1992, 1993, 1998) dar, welcher sowohl genetische als auch nicht
genetische Informationen dazu verwendet, die Diversitit einer Gruppe von Rassen zu
beurteilen und im Weiteren die Verinderungen ihrer Diversitit aufgrund der Anderung

des Bedrohungsstatus der Rassen zu beleuchten.
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, eine Evaluierung der verwendeten Mikrosatelliten vorzunehmen,
auf ihrer Basis die genetische Vielfalt zwischen und innerhalb von Schafrassen Europas

und des Nahen Ostens zu charakterisieren und Populationsstrukturen aufzuzeigen.

Hierfiir wurden 57 autochthone und internationale Schafrassen an 31 Mikrosatellitenloci
(BM1329, BM1824, BM&125, DYMS1, HUJ616, ILSTS005, 11.STS011, IL.STS2S,
INRAG3, MAF33, MAF65, MAF70, MAF209, MAF214, MCM140, MCM527,
OarAE129, OarCP34, OarCP38, OarFCB20, OarFCB128, OarFCB193, OarFCB226,
OarFCB304, OarHH47, Oar]MP29, Oar]MP58, Oarl’H72, SR-CRSP-1, SR-CRSP-5 und
SR-CRSP-9) untersucht, wobei insgesamt 1748 Tiere aus 15 Lindern in die Untersuchung

eingingen. Je Rasse wurden zwischen 17 und 31 unverwandte Tiere analysiert.

Basierend auf den Allelfrequenzen wurden nach Uberpriifung des Hardy-Weinberg-
Gleichgewichts und des Kopplungsgleichgewichts genetische Diversititsparameter
(mittlere Anzahl Allele je Rasse und erwartete Heterozygotie unter Annahme des Hardy-
Weinberg-Gleichgewichts) berechnet und die genetische Differenzierung der Rassen mit
Hilfe der F-Statistik erfasst. Des Weiteren wurde in allen Rassen das Vorliegen eines
Flaschenhalses Gberprift und eine Rassezuordnung (,,Breed Assignment®) durchgefiihrt.
Weiterhin erfolgte auf Basis der genetischen Distanz nach Reynolds (Dr) die Erstellung
eines Neighbor-Net und eines phylogenetischen Neighbor-Joining Konsensus-Baums.
SchlieBlich wurden eine Hauptkomponentenanalyse und eine Bayesian Model-based
Clustering Analyse durchgefiihrt und der Genfluss zwischen den Rassen bestimmt. Unter
adaptiver Selektion stehende Mikrosatelliten wurden mit Hilfe einer so genannten

Ausreiller-Analyse identifiziert.

Die 21 Marker BM7329, BM1824, BM&125, ILSTS005, ILSTS011, IL.STS28, INRAGS,
MAF33, MAF65, MAF70, MAF209, MAF214, MCM140, OarFCB20, OarFCB128,
OarFCB226, Oar[MP29, Oar]MP58, Oarl’H72, SR-CRSP-1 und SR-CRSP-9 kénnen
uneingeschrinkt fir die Verwendung im Rahmen von Diversititsstudien beim Schaf
empfohlen werden, was fir sieben weitere in dieser Untersuchung verwendeten
Mikrosatellitenmarker nicht der Fall ist. Dazu gehdren zum einen die beiden Marker
HUJ616 und OarCP38, welche trotz Modifikation der PCR-Bedingungen in ihrer
Typisierungseigenschaft sehr unzuverlassig waren. Bei den drei Markern OarAE7129, SR-
CRSP-5 und MCM527 gibt es Hinweise auf das Vorliegen von Nullallelen. Fir die
Mikrosatellitenmarker OarFCB193, OarFCB304 und HUJ676 konnte im Rahmen der
Ausreiller-Analyse ein unter adaptiver Selektion stehendes Verhalten nachgewiesen

werden, was eine Kopplung mit verschiedenen Kandidatengenen vermuten lasst.
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Fir die drei Marker BM7329, DYMS1 und OarHHH47 wurden in vorhergehenden Studien
Kopplungen mit Kandidatengenen nachgewiesen. Im Rahmen dieser Untersuchung
konnte aber keine Selektion an diesen Genorten aufgezeigt werden. Daher erscheinen
diese Marker zwar fur Diversititsstudien beim Schaf geeignet, es kann aber davon

ausgegangen werden, dass sie nicht neutral sind.

Es wurden insgesamt 564 Allele an den 31 untersuchten Mikrosatellitenloci identifiziert.
Alle untersuchten Marker erwiesen sich als polymorph, wobei die Anzahl der Allele
zwischen sechs (SR-CRSP-5) und 41 (MAF247) lag. Die mittlere Anzahl Allele betrug
18,2. Die erwartete Heterozygotie unter Annahme des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts
reichte von 0,63 (Exmoor Horn) bis 0,77 (Ruda) und betrug im Mittel 0,72. Die mittlere
Anzahl Allele je Rasse reichte von 5,74 in der Grauen gehérnten Heidschnucke bis 9,26

im Ruminischen Tsigai.

Unter Annahme des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts (HWG) konnte fiir nahezu alle
Rassen ein Heterozygotendefizit nachgewiesen werden, welches sowohl auf Inzucht als
auch auf Substrukturen innerhalb der Populationen zurtickzuftihren ist. Weiterhin konnte
ein Sudost-Nordwest-Diversititsgefille aufgezeigt werden. Dies verdeutlicht die
Bedeutung des Erhalts der stidosteuropiischen Schafrassen, da diese ein ,,Reservoir
genetischer Diversitat darstellen. Gleichzeitig wiesen verschiedene Analysen (Neighbor-
Net, Hauptkomponentenanalyse, Bayesian Model-based Clustering Analyse) auf eine
Trennung der nordwest- und westeuropdischen Rassen auf der einen Seite und der
stidosteuropaischen Rassen (einschlieBlich der des Nahen Ostens) auf der anderen Seite
hin, was durch den Einfluss einer europiischen und einer asiatischen mtDNA-Linie bzw.
die unterschiedlichen Ausbreitungswege der Landwirtschaft im Neolithikum erkldrt

wurde.

Zwischen einer Reihe von Rassen vor allem Studosteuropas (Bardhoka, Ruda, Shkodrane,
Karagouniko, Orino, Rumanisches Tsigai, Turcana, Karayaka und Dagli¢c) konnten nur
geringe genetische Distanzen nachgewiesen werden, die durch hohen Genfluss verursacht
werden. Dies konnte auf den turkischen Einfluss wihrend des Osmanischen Reiches
zurliickgefihrt werden. Des Weiteren zeigten einige Rassen (z.B. Skopelos) deutliche

Hinweise auf Grundereffekte.

Die Bayesian Model-based Clustering Analyse ermdglichte es trotz Abweichungen vom
HWG verdeckte Populationsstrukturen aufzuspiiren, Ahnlichkeiten zwischen Rassen
darzustellen und Einfliisse anderer Rassen nachzuvollziehen. So konnte unter Annahme
von zwei Subpopulation eine geographische Trennung der Rassen dargestellt werden,
wihrend bei Erhohung der Anzahl von Subpopulationen auf drei bis fiinf eine Trennung

der Rassen anhand des Phinotyps erfolgte. Da die Analyse unabhingig von jeglichen
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Annahmen iber Mutationsmechanismen ist, stellt sie ein wichtiges Instrument zur
Beurteilung der Einzigartigkeit verschiedener Rassen dar und kann somit einen

bedeutenden Beitrag fiir Entscheidungen im Rahmen von Erhaltungsmal3nahmen leisten.

Ein durchschnittlicher Fsr(W&C)-Wert von 0,057 demonstrierte eine mallige, aber hochst
signifikante genetische Differenzierung der Schafrassen, so dass es im Rahmen der
Rassezuordnung (,,Breed Assignment®) deutliche Unterschiede in der Zuverldssigkeit der
Zuordnung gab. In den stark differenzierten Rassen Graue gehornte Heidschnucke und
Rhonschaf, polnisches Wrzosowka und den britischen Rassen Scottish Blackface,
Swaledale, Exmoor Horn wurden alle Individuen ihrer richtigen Ursprungsrasse
zugeordnet. Weniger differenzierte Rassen Siidosteuropas wurden nur unzureichend
zugeordnet. Dies deutet darauf hin, dass 31 Mikrosatellitenmarker zwar bei genetisch stark
differenzierten Rassen fiir eine korrekte Rassezuordnung ausreichen, nicht aber, um

genetisch gering differenzierte Rassen wie die Stidosteuropas zu unterscheiden.

Weiterhin wurde gezeigt, dass phinotypische und genetische Diversitit sehr hiufig nicht
tbereinstimmen. So dhneln sich die beiden zu den Heideschafen zihlenden Rassen Graue
gehornte Heidschnucke und polnisches Wrzosowka phinotypisch sehr stark. Anhand der
genetischen Analysen zeigte sich aber eine klare Differenzierung. Im Gegensatz dazu
dhneln sich Rassen wie die griechischen Sfakia und Anogeiano sowohl phinotypisch als
auch genotypisch. Auf der anderen Seite unterscheiden sich die tiirkischen Rassen
Morkaraman und Akkaraman zwar phinotypisch, es konnte aber gezeigt werden, dass sie
sich genotypisch sehr stark dhneln. Dies beweist die Notwendigkeit der Einbeziehung
genetischer Information in die Etablierung von Erhaltungsprogrammen, sei es, wie in
dieser Arbeit erfolgt, auf Basis von Mikrosatelliten oder erginzend auf Basis von SNPs,

mitochondrialer DNA und Y-chromosomaler Information.
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7 Summary

The aim of the study was to evaluate the microsatellite markers for future diversity studies,
to characterise the genetic diversity within and among European and Near Fastern sheep

breeds and to assess population structures.

Therefore 57 autochthonous and cosmopolitan sheep breeds were genotyped for 31
microsatellite markers (BM7329, BM1824, BM&125, DYMS1, HU]J616, ILSTS005,
ILSTS011, ILSTS28, INRAG3, MAF33, MAF65, MAF70, MAF209, MAF214, MCM140,
MCM527,  OarAE129, OarCP34, QOarCP38, OarFCB20, OarFCB128, QOarFCB193,
OarFCB226, OarFCB304, OarHH47, Oar[MP29, Oar]MP58, Oarl’H72, SR-CRSP-1, SR-
CRSP-5 and SR-CRSP-9). A total of 1748 sheep samples from 15 countries were analysed.

Sample sizes ranged from 17 to 31 unrelated animals per breed.

Based on allele frequencies the whole dataset was checked for deviations from Hardy-
Weinberg equilibrium and for linkage disequilibrium. To measure within population
diversity, the mean number of alleles per breed as well as the expected heterozygosity
assuming Hardy-Weinberg equilibrium was estimated. F-statistics was applied to characterise
genetic differentiation. Based on Reynolds genetic distance a neighbor-net and a neighbour-
joining consensus-tree were constructed. In addition all breeds were checked for recently
experienced bottlenecks and breeds assigned to their population of origin. For further
analyses of population structure a principal component and a Bayesian model-based
clustering analysis were performed. In addition gene flow between breeds was determined.

In order to detect signs of adaptation, an outlier analysis was carried out.

Twenty-one markers (BM7329, BM1824, BMS&8125, IL.STS005, ILSTS011, ILSTS2S,
INRAG3, MAF33, MAF65, MAF70, MAF209, MAF214, MCM140, OarFCB20,
OarFCB128, OarlFCB226, Oar]MP29, Oar[MP58, Oarl’"H72, SR-CRSP-1 and SR-CRSP-9) can
be recommended for diversity studies in sheep without any restrictions, while seven markers
cannot. First, microsatellites HUJ676 and OarCP38 behaved very unreliable within PCR-
amplification despite of modification of PCR-conditions. Markers OarAE129, SR-CRSP-5
and MCM527 are suspected to have null alleles, while the outlier analysis revealed signatures
of adaptive selection for markers OarFCB193, OarlFCB304 and HUJ616, pointing at possible

linkage to several candidate genes.

In former studies linkage with different candidate genes has been demonstrated for markers
BM1329, DYMST and OarHH47. However, within this study no signs of selection were
detected. Therefore these markers are suitable for diversity studies in sheep, but it has to be

kept in mind that they cannot be considered neutral.

A total of 564 alleles were detected at the 31 microsatellite loci analysed. All microsatellite
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markers were polymorphic with the number of alleles ranging from six (SR-CRSP-5) to 41
(MAF247). The average number of alleles per marker was 18.2. The within-breed unbiased
expected heterozygosity assuming Hardy-Weinberg equilibrium varied between 0.63 in the
British Exmoor Horn and 0.77 in Romanian Ruda. Across all breeds expected
heterozygosity averaged 0.72. The mean number of alleles per breeds varied from 5.74 in

German Grey Heath to 9.26 in Romanian Tsigal.

Assuming Hardy-Weinberg equilibrium, a heterozygote deficiency was observed for almost
all breeds, which was due to inbreeding and substructures within populations. Furthermore a
Southeastern-Northwestern diversity decline was demonstrated, showing that in particular
Southeastern European breeds form a reservoir of genetic diversity in sheep. In addition
several analyses (neighbor-net, principal component analysis and Bayesian model-based
clustering analysis) revealed a clear distinction of Northwestern and Western European
breeds on the one hand and Southeastern European breeds (including Near Eastern breeds)
on the other hand. This pattern was explained by the influence of a European and an Asian
mtDNA-lineage or the spread of agriculture during Neolithic times. Several breeds from
Southeastern Europe (Albania, Romania, Greece, and Turkey) showed low genetic distances
caused by a high gene flow, which was explained by the Turkish influence during the
Ottoman Empire. Furthermore some sheep breeds revealed a founder effect, e. g. Greek

Skopelos.

Despite deviations from Hardy-Weinberg equilibrium Bayesian model-based clustering
analysis identified hidden population structures, revealed genetic similarities among breeds
and influence of different breeds on each other. Assuming two subpopulations revealed a
geographical pattern while assuming three to five subpopulations showed a distinction based
on phenotype. The advantage of this analysis is its independence of particular mutation
models and it therefore presents a suitable tool to evaluate the uniqueness of a breed. Hence

it contributes to decision making within conservation programmes.

A mean Fsp(W&C)-value of 0.057 indicated a moderate, but highly significant genetic
differentiation among breeds. Therefore breed assignment tests achieved very diverse
results. In clearly differentiated breeds like German Grey Heath and Rhoensheep, Polish
Wrzosowka and British Scottish Blackface, Swaledale and Exmoor Horn all individuals were
assigned to the right breed. Less differentiated breeds of Southeastern Europe were very
poorly assigned. This implicates that 31 microsatellite markers are sufficient for clearly
differentiated breeds but unsuitable to assign individuals that are less differentiated like

Southeastern European sheep breeds.

In addition it was demonstrated that phenotypic and genotypic diversity very often do not

coincide. While, for example, the German Grey Heath as well as the Polish Wrzosowka
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belong to the same group of sheep (heath sheep) and are phenotypically very much alike,
genetic analyses showed clear differentiation. In contrast the two Greek sheep breeds Sfakia
and Anogeiano resemble each other phenotypically as well as genotypically. On the other
hand the Turkish breeds Akkaraman and Morkaraman differ in phenotype but genetic
analysis revealed clear similarity. These results point at the importance of including genetic
information in terms of microsatellites, SNPs, mitochondrial DNA or Y-chromosomal

information in the decision making of conservation programmes.
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9 Anhang

9.1 Zuchtgeschichte und Herkunft der untersuchten Schafrassen

Ryder (1984) teilt die Schafrassen Europas in zwei Typen ein. Den einen Typ stellen die
Fettschwanzschafe dar, welche lediglich in der 6stlichen und stdlichen Mittelmeerregion,
von der Tirkei tber Syrien und Israel nach Nordafrika vorkommen, den anderen Typ

stellen die so genannten Diinnschwanzschafe dar, welche den GroB3teil Europas besiedeln

(Abbildung A).
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Abbildung A: Verteilung der Hauptschaftypen Europas und der Mittelmeerregion
(Ryder, 1984).

Fettschwanzschafe
Die lingsten Fettschwinze besitzen die tiitkischen und dgyptischen Rassen. Im Westen
der Turkei und sporadisch auch in Griechenland und Stditalien gibt es Rassen mit kurzen

Fettschwinzen, die von frihen Kreuzungen von Dinn- mit Fettschwanzschafen

abstammen.

Zu den tirkischen Fettschwanzschafen gehdren die Rassen Akkaraman, Morkaraman
und Dagli¢ (Abbildung B). Die Rasse Karayaka gehort, gemeinsam mit der Rasse
Kivircik (nicht Teil dieser Untersuchung), als einzige Rasse der Tirkei zu den
dinnschwinzigen Schafen. Die Rasse Dagli¢ ist geographisch zwischen den
dinnschwinzigen Kivircik der Nordwesttirkei und den fettschwinzigen Karaman

Zentralanatoliens verbreitet.
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Fettschwanzschafe sind in  Griechenland, abgesehen von den bekannten
Fettschwanzrassen Chios, Lesvos und Argos, nur sporadisch anzutreffen und werden hier
Karamaniko genannt. Des Weiteren werden lokale Zackelschafrassen vorwiegend mit der
turkischen Rasse Daglic gekreuzt. Die Kreuzung von Daglicschafen mit griechischen
Rassen lisst sich vor allem geographisch erkliren, da diese vorwiegend in Westanatolien
vorkommen (Abbildung B), wihrend die Karamanrassen echer weiter Ostlich anzutreffen

sind.

Abbildung B: Verbreitung der wichtigsten Schafrassen der Turkei (Mason, 1967).

Das Zyprische Fettschwanzschaf gehort zu den lokalen Fettschwanzrassen und dhnelt
den Fettschwanzschafen des umliegenden Festlandes, vor allem den Awassi Syriens. Die
dgyptische Rasse Ossimi geh6rt zusammen mit der Rasse Rahmani zu den am weitesten
verbreiteten Rassen Agyptens, wobei alle Rassen Agyptens Fettschwanzschafe sind
(Mason, 1967). Die italienische Rasse Laticauda, auch Campanisches Berberschaf
genannt, gehort zu den Rassen, die urspriinglich aus Nordafrika stammen und ebenfalls
einen Fettschwanz besitzen. Genauere Informationen zu ihren Vorfahren sind aber nicht
bekannt.. Das ebenfalls fettschwinzige ruminische Karakul zihlt zu den Pelzschafen und
hat seinen Ursprung in der ehemaligen UdSSR bzw. in Usbekistan. Seine Introgression
nach Ruminien fand in den 70er Jahren statt, wobei sowohl Schafe aus Usbekistan, als
auch aus der damaligen DDR und der ehemaligen Sowjetunion fiir die Zucht verwendet
wurden (Simon, 1994). Die saudi-arabischen Fettschwanzrassen Heri, Naemi und Najdi
stammen aus dem Zentrum Saudi-Arabiens bzw. urspriinglich aus dem Nordwesten des

Iraks (Naemi) und sind aus dem Awassi hervorgegangen.

Merinorassen

Die Geschichte des feinwolligen Merinos geht bis in die Zeit der Rémer zuriick. Die

124



ANHANG

feinwolligen Infantado und Paular und die superfeinen Escurial und Negretti waren die
vier Hauptmerinotypen Spaniens. Zur Zeit der gro3ten Bedeutung der Merinos stellte ihr
Export ein Kapitalverbrechen dar. Im Jahre 1723 aber begann der spanische Konig, Tiere
nach Schweden abzugeben. 1748 erreichten die Merinos Deutschland, 1767 Frankreich,
1775 Osterreich, 1787 GroBbritannien und 1789 Siidafrika (Ryder, 1984). In Deutschland
entstand das so genannte Sichsische Elektoralschaf, dessen Ursprung vorwiegend auf den
zwischen 1765 bis 1815 importierten Merinotyp Escurial mit etwas Negretti- und
Infantadoeinflul3 zurtckzufihren ist (Mason, 1996). Aus diesem Schaf entstand durch
Kreuzung mit dem Wirttemberger Schaf ab 1950 das so genannte Merinolandschaf
(Mason, 1996). Das Wirttemberger Landschaf spielte auch in der Entstehung der
Ungarischen Merino ecine wichtige Rolle, da dieses durch die Kreuzung der Rassen
Racka mit Bergamasca- und Wiirttemberger Llandschafen entstand. Zusitzlich wurde die
Rasse durch Einkreuzung von Rambouillet verbessert (Mason, 1996). Das Ungarische
Merino wiederum stellt den Ursprung der transsilvanischen bzw. Ruménischen Merinos
dar (Mason, 1996). Einen anderen Ursprung haben die Polnischen Merinos. Die
Grundlage dieser Rasse bildete der Import von Merinoschafen aus Deutschland und
Frankreich, wobei aus Sachsen stammende Bocke der Richtung FElektoralmerino an
Mutterschafe polnischer Landrassen angepaart wurden und Vatertiere der Rasse
Rambouillet bei weiblichen Merinoschafen zum Einsatz kamen, um ein fleischbetontes
Zweinutzungsschaf zu erhalten. Zwischen 1920 und 1940 wurden zur Verbesserung der
Wolllinge und Merkmale der Mast- und Schlachtleistung Ile-de-France-Bocke in das
Polnische Merino eingekreuzt. Nach dem zweiten Weltkrieg kam es zeitweilig zum Import
weiblicher Zuchtschafe der Rassen Merinolandschaf und Merinofleischschaf (Strittmatter,
2003). Die apulischen Merinos, auch Gentile di Puglia genannt, entstanden vorwiegend
im 18. Jahrhundert durch Kreuzung lokaler italienischer Rassen mit spanischen Merinos.
Es wurde im 19. Jahrhundert aber auch Sichsisches und Rambouillet-Blut eingekreuzt
(Mason, 1996).

Churrotyp

Das Churro, was in etwa ,rauwollig® bedeutet, findet man vor allem im Nordosten
Portugals und im Studen der Algarve, aber auch in Spanien. Es werden sechs verschiedene
lokale Rassen beschrieben, wobei das in diese Untersuchung eingegangene Churro
Bragancana, in den Bergregionen im Nordosten Bragancas beheimatet ist (Mason, 1996).
Die Rasse Rubio del Molar, die auch Somosierra Blond oder Churra de El Molar genannt
wird, ist im Nordosten Madrids verbreitet und zdhlt zu den rauwolligen Schafen Spaniens,
wahrend die Rasse Colmenarefia cine autochthone Rasse Spaniens darstellt und dem

Castilianischen Churro ahnelt.
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Entrefinotyp

Die so genannten Entrefinotypschafe stellen eine Kreuzung aus feinwolligen Merinos und
rauwolligen Churrorassen dar und haben somit eine etwas grébere Wolle als die Merinos.
Zu ihnen gehoéren die untersuchten spanischen Rassen Manchega und Segurefia, wobei

die Segurefia aus den Manchega hervorgegangen sind (Mason, 1996).

Die Entstehung der Merino-, spanischen Churro- und Entrefinorassen ist in Abbildung C

zusammengefasst.
Churro {Rubio
et® ; del Molar, . _
bsrres e e Span. Merino i Infantado Negrett Escurial Paular

Entrefino
Gentile di Puglia (Segurefia,
Manchega)
= i
_________________ g Poln. Sichsisches Wiirttemberger Rl
Landschafrassen FElektoralschaf Schaf
1

‘ 1
S|

v v
Poln. Merino Merinoland- CEpt, 1R
schaf

Fum. Merino

Abbildung C: Entstehung der Merino-, spanischen Churro- und Entrefinorassen.

Tsigaia- und Zackelschafe

Die Tsigaia- und Zackelschafe stellen die urspringlichen Rassen Sudosteuropas dar. Die
Tsigaia (auch Cigaja oder Zigaja genannt; Singular: Tsigai) unterscheiden sich vom Zackel
durch ihre etwas feinere Wolle und ein wesentlich einheitlicheres Wollvlies. Dartiber
hinaus ist das Tsigai groBer und hat ein pigmentiertes Gesicht. Tsigaia sind typisch fir die
Pannonische Ebene Ruminiens, das ehemalige Jugoslawien und Ungarn. Laut Ryder
(1983) sind sie aus Kreuzungen zwischen Zackelschafen und feinwolligeren Schafen,
wahrscheinlich den tirkischen Kivircik, entstanden (Abbildung D). In dieser Arbeit sind

die Ruminischen und die Ungarischen Tsigaia dieser Gruppe zuzuordnen.

Der Begriff Zackel wurde urspriinglich auf die ungarische Rasse Racka mit ihren
schraubenartigen Hornern angewandt. Im  Weiteren wurde der Begriff auf alle
mischwolligen Schafe Stdosteuropas mit spiralférmigen Hornern bei den minnlichen

Tieren erweitert (Mason, 1967). Achtzig Prozent der Schafe Griechenlands sind dem
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Zackeltyp zuzuordnen. Lediglich im Nordosten sind Schafe anzutreffen, die eher dem
Tsigaiatyp entsprechen. Es sind die gréleren Zackelvarianten des Flachlands
(Karagouniko, Kalarritiko), die kleineren der Berge (Orino von Epirus) und die
Inselvariationen Sfakia und Anogeiano (Kreta) bzw. Kefallinias (Ionische Inseln) zu
unterscheiden. Die griechische Fettschwanzrasse Lesvos, auch Mytilene genannt, stammt
aus dem Westen der Insel Lesvos, auf der sowohl lokale diinnschwinzige Schafrassen im
Stidosten, als auch fettschwinzige Chios und tiirkische Schafe im Nordosten beheimatet
sind. Die Rasse stellt eine Kreuzung aus der lokalen Rasse Chios mit tirkischen
Fettschwanzschafen dar (Mason, 1996) und gehort trotz seines Fettschwanzes der Gruppe
der Zackelschafe an. Die lokale Rasse Pilioritiko, welche auf dem Berg Pilio der Region
Magnisia beheimatet ist, stammt vermutlich von den Rassen Kefallinias und Karystos ab
(Georgoudis, 2004) und zdhlt somit ebenfalls zu den Zackelschafen, ebenso wie die
ruminischen Turcana und die albanischen Bardhoka und Shkodrane (Mason, 1990).
Das Polnische Bergschaf (Gorska) stammt von polnischen Zackelschafen ab und wurde
durch transsilvanische Zackelschafe und Ostfriesische Milchschafe verbessert (Mason,
1996).

Rudatyp

Aus Kreuzungen von Tsigaia- mit Zackelschafen sind die Rassen der Rudagruppe
hervorgegangen (Mason, 1967). Die Rudarassen weisen eine einheitlichere und weniger
grobe Wolle auf als die Zackelschafe (Mason, 1996), wobei ,,ruda“ ,,gelockt” bedeutet.
Die Ruda stellen die einzige Nicht-Zackelrasse Albaniens dar. Sie wurden von albanischen
Nomaden nach Griechenland gebracht und werden dort Gekides genannt. In
Griechenland ist die Rasse mittlerweile ausgestorben (Mason, 1967). Dennoch sind die
griechischen Rassen Skopelos und Kymi und die tirkischen Karayaka der Rudagruppe
zuzuordnen, wobei die Rasse Skopelos auf der Zuchtgrundlage der Rasse Kymi entstand
(Mason, 1996). Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Zackelschaf-, Tsigai- und
Rudarassen und deren Herkunftslinder sind in Abbildung D dargestellt.

127



ANHANG

‘ ZACKELSCHAFE

‘ Griechenland H Albanien ‘[ FRumsnien ‘ Polen “ Ungarn ‘
TSIGATA
ichhn#
Karagouniko || Bardhoka | Turcana l Gorska l Racka
Kalarritiko Shkodrane

Berge:
Orino
Pilioritiko

_

e L

‘ Faninien

| Ungarn ‘

—_—
Inseln:

Anogeiano

Sfakia -
Kefalinias
\CE— | | |

[ ‘Tiirkei ‘ [ Griechenland ‘ ‘A_lbanien

e [ —

Abbildung D: Im Rahmen der Arbeit untersuchte Zackelschaf-, Tsigai- und Rudarassen
und deren Herkunftslinder.

RUDA

Die weiteren Schafrassen lassen sich nicht mehr nach ihrem Typ einteilen und werden

daher geographisch unterteilt.

Schafrassen Polens

Die vom polnischen Staat im Jahre 1996 eingeleiteten Mallnahmen mit dem Ziel, den
Riickgang der Schafhaltung in Polen aufzuhalten, beinhalteten den Aufbau fruchtbarer
Linien durch Einkreuzung von Finn-, Romanov- und Milchschafen in die einheimischen
Rassen (25 % Genanteil) und den subventionierten Aufbau einer Art Stufenproduktion
zur Verbesserung der Reproduktionsleistung der Mutterschafe. Hierfiir wurden drei
verschiedene Zuchtebenen aufgebaut. Die erste Zuchtebene umfasst die Stammherden der
fruchtbaren einheimischen Schafrassen wie Bergschafe (Gorska), Polnische Merinos,
Niederungs- und Langwollschafe, die mit den o. g. Rassen gekreuzt werden, um
Jungbécke mit einem Genanteil von 50 % der fruchtbarkeitssteigernden Rassen zu
erzeugen. Diese Vatertiere werden dann in sog. Vermehrungszuchten der Stufe II in
Herden mit niedrigerer Fruchtbarkeit eingesetzt, um somit mannliche und weibliche Tiere
mit 25 % Genanteil der fruchtbaren Rassen zu erhalten. Diese Tiere der Stufe II kommen
dann wiederum in der eigenen Ebene und der Ebene III, den Gebrauchszuchten, zum
Einsatz. Dieses Programm konnte den Bestandsabbau in Polen in den Jahren 1997 bis

1999 aber nicht stoppen, sondern nur verlangsamen (Strittmatter, 2003).
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Das Polnische Niederungsschaf (Zelazna) stellt eine Kreuzung aus Schweineschafen
(Swiniarka) und Polnischen Merinos dar (Blahnta et al., 1988). Ausgangsrasse fiir die in
Kustennihe der Ostsee beheimatete Rasse Pomorska (Pommernschaf) waren
Marschschafe namens Fagassen, welche im 17. Jahrhundert aus den Niederlanden nach
Polen gelangten. Von 1920 bis 1940 erfolgte eine Veredelung durch Einztchtung von
Bocken der Rassen Deutsches Weillkopfiges Fleischschaf und Ostfriesisches Milchschatf.
In den letzten Jahrzehnten kamen jedoch auch vermehrt Texelbécke zum Finsatz (Ryder,
1983; Strittmatter, 2003). Die Rasse Kamieniec (Kamenerschaf) wurde in den Jahren
1954-1965 in der Schiferei Kamieniec der staatlichen Tierzuchtstation Susz in Olsztyn
geziichtet. Als Ausgang diente hier das primitive bduerliche Pommersche Mutterschaf, zur
Veredelung wurden aber Zuchtbocke der Rassen Leineschaf und Texel eingekreuzt
(Blahnta et al., 1988). Die Rasse Wrzosowka, die in den 1950er bis in die 1960er Jahre
aufgrund schlechter Leistungen fast vollstindig verdringt wurde, gehort zu den
Heideschafen und zeigt auf der einen Seite Ahnlichkeiten mit dem deutschen Heideschaf

auf der anderen Seite mit dem russischen Romanov (Ryder, 1983).

Schafrassen Italiens

Die Rasse Delle Langhe gehért zu den Milchschafrassen der Alpenregion Italiens. Sie
weist starke Ahnlichkeit zu der Rasse Frabosa (nicht Teil der Untersuchung) auf (Ryder,
1983). Von ihrer generellen Erscheinung her dhnelt sie aber auch den rauwolligen Schafen
Spaniens und Stdfrankreichs (Mason, 1996). Die Rasse Altamurana stammt aus der
Provinz Bari. Mason (1967) sieht sie als den Zackelschafen Jugoslawiens dhnlich an. Das
Vlies ist schlichtwollig und dhnelt dem der Zackelschafe bzw. der Scottish Blackface
(Ryder, 1983). Das Bergamasca soll entweder aus nubischen Schafen oder aber aus dem

Kupferschaf (Ovis aries studeri) hervorgegangen sein, aus dem wiederum das Zaupelschaf
entstand (Wallmuth et al., 2001).

Schafrassen Deutschlands

Das Deutsche Bergschaf gibt es in zwei Farbvarianten als Braunes und Weilles
Bergschaf, welche seit 1977 eigenstindige Rassen darstellen. Das Braune Bergschaf
stammt urspringlich vom Weillen Bergschaf ab, welches wiederum aus dem Bergamasca
hervorging. WaBmuth et al. (2001) konnten anhand der mitochondrialen DNA und
biochemischen Polymorphismen aufzeigen, dass auch das Zaupel- bzw. Steinschaf zur
Bildung verschiedener Bergschafrassen beitrugen. Das Braune Bergschaf zihlt in
Deutschland zu den vom Aussterben bedrohten Rassen (FAO, 2000b).

Das Rhénschaf, welches 1846 zum ersten Mal Erwihnung findet, zeichnet sich durch

seinen schwarzen Kopf und seine weilen Beine aus. Da die Rhon in fritheren Zeiten ein
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von Hauptverkehrswegen abgeschlossenes Gebiet war und sich keinerlei Hinweise auf
Importe von Schafen in diese Region befinden, ist davon auszugehen, dass das Rhonschaf

bereits in den vorherigen Jahrhunderten in der Rhoén anzutreffen war (Sambraus, 1994).

Die Graue gehdrnte Heidschnucke gehort zu den kurzschwinzigen, schwarzgesichtigen
Schafrassen, die frither das Heideland der nordeuropiischen Ebene von den Niederlanden
bis nach Russland bewohnte. Es wird vermutet, dass sie eine Affinitit zu den
schwarzkopfigen gehornten Rassen Grof3britanniens besitzt. Allerdings weisen der kurze
Schwanz und die graue Farbe eher auf eine Verbindung mit den nordischen
kurzschwinzigen Rassen Skandinaviens hin, besonders da auch in dieser Rasse die
Limmer schwarz geboren werden (Ryder, 1983). Gleichzeitig vermutet Ryder (1984) aber

auch eine Affinitat zu den Zackelschafen des Balkans.

Schafrassen Ungarns

Das bereits 1516 erwihnte Zaupelschaf, welches in Sitiddeutschland, Bohmen und
Osterreich beheimatet war, wurde im 18. Jahrhundert von schwibischen Siedlern nach
Stidungarn verbracht und ist hier heute noch als Cikta bekannt. Um 1900 war es in
Deutschland nahezu ausgestorben. 1941 wurde es letztmals erwahnt und findet sich heute
noch unter der Bezeichnung Waldschaf als kleine Population im Bayerischen Wald. Eine
groBere Gruppe existiert unter der Bezeichnung Sumavkaschaf in der angrenzenden
Tschechien und Béhmen (Fésus et al., 1992).

Schafrassen Frankreichs

Die Rasse Thones et Martod (auch Thonet Martod) ist die heimische Rasse der Region
der Savoyer Alpen Frankreichs. Sie weist eine hohe Anpassung an die Gebirgslage ihrer
Heimat auf (Mason, 1996) und stellt ein rauwolliges Schaf dar, das bis Anfang des
Jahrhunderts aus den Rassen Thone und Martod bestand. Seit 1970 haben aber beide

Rassen ein gemeinsames Zuchtziel.

Schafrassen Grof3britanniens

In GroB3britannien sind neben anderen Typen zwei gehornte Schaftypen, die weil3- und die
schwarzkopfigen Schafrassen, zu unterscheiden. Zu den weillképfigen Rassen, deren
Verbreitung vor allem der Stden und Westen Grof3britanniens darstellt, zdhlt die Rasse
Welsh Mountain, wihrend die Rassen Scottish Blackface und Swaledale den
schwarzkopfigen Rassen zuzuordnen sind (Ryder, 1983). Die Rasse Exmoor Horn, auch
Porlock genannt, stellt eine autochthone Rasse Exmoors dar, welche aus der Rasse Devon

Closewool entstanden ist (Mason, 1990).
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Fortsetzung Tabelle A:

Locus

GOR

PME

POM

'WRZ

ZEL

CHU

RME

RTS

TUR

3 HER

NAJ
CLM

MCG

MRS

RBM

REF

SGR

AKK
DAG
KRY

MOR

EXH

SBF
¥ [SDL
WMT

BM1329

BM 1824

*%

BM8125

*%

*%

DYMS1

*%

*%

HUJ616

ILSTS11

*%

ILSTS28

*%*

ILSTSS

INRAG3

*%

MAF209

*%

*%*

*%

*%

MAF214

*%

MAF33

MAFG6S

*%*

MAF70

*%

*%

*%

MCM 140

MCMJ27

*%

*%*

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%*

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*% *% *%

OarAE129

*%

*%

*%

*%*

*%

*%

*%

OarCP34

OarCP38

*%

OarFCB128

*%

*%

*%

OarFCB193

OarFCB20

*%

OarFCB226

OarFCB304

*%

OarHH47

*%*

*%

*%

*%

OarJMP29

*%

OarJMP58

*%*

*%

*%

*%

OarVH72

SR-CRSP-1

*%

SR-CRSP-s5

*%

*%*

*%

*%

*%

*%

*%*

*%

*%

*% *% *%

*%

SR-CRSP-9
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Tabelle B: Kopplungsungleichgewichte zwischen den Mikrosatellitenmarkern.

ILSTS28

MAF209

MAF33

MAF6S

MAF70

OarFCB193

OarFCB304

OarFCB20

OarHH47

OarJMP29

SR-CRSP-1

BM812s5

¥ |0arFCB226

DYMS1

*
*

HUJ616

ILSTS11

INRAG3

*k

*k

k%

MAF33

%%

MAF65

*k

MAF70

k%

L3

*k

%%

OarCP34

%%

OarCP38

*k

OarFCB128

*k

*k

OarHH47

k%

*k

%%

%%

*k

OarJMP58

%%

*k

OarVH72

*k

#* p < 0,01
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Tabelle C: PIC-Werte der Mikrosatellitenmarker.

Genort PIC-Wert
BM1329 0,638
BM1824 0,726
BM&812s5 0,683
DYMS1 0,848
HUJ616 0,776
ILSTS00s5 0,668
ILSTS011 0,735
ILSTS28 0,833
INRAG3 0,826
MAF209 0,789
MAF214 0,691
MAF33 0,777
MAF6s5 0,742
MAF70 0,869
MCM140 0,814
MCMs27 0,813
OarAE129 0,593
OarCP34 0,771
OarCP38 0,606
OarFCB128 0,786
OarFCB193 0,498
OarFCB20 0,859
OarFCB226 0,787
OarFCB304 0,745
OarHH47 0,810
OarJMP29 0,815
OarJMP58 0,783
OarVH72 0,790
SR-CRSP-1 0,676
SR-CRSP-s 0,539
SR-CRSP-9 0,599
Mittel 0,738
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Tabelle D: Anzahl Migranten pro Generation (N#) (oberhalb der Diagonalen) und genetische
Distanz nach Reynolds Dr (unterhalb der Diagonalen).
RASSE BAR RUD SHK FIS BBS GGH DML RHO OSS THM ANO KAL

21 24 3 6 2 6 3 6 4 9 10
RUD 0,029 2 3 7 4 9
SHK 0,028 2 3 6 4 9
FTS 0,084 1 2 5 2 3
BBS 0,060 1 3 3 3 4
GGH 0,132 1 1 1 2
DML 0060 0059 0056 0092 0089 0,151 3 q 3 5
RHO 0,091 0,095 0087 0137 0,103 0,188 2 2 3
0SS 0,057 0,051 0055 0063 0,089 0,159 3 5
3

THM 0075 0073 0074 0112 008 0,167
ANO 0,044 0044 0044 0,092 0073 0,133
KAL 0042 0042 0041 0084 0070 0,141 0068 0089 0,063
KAG 0027 0026 0024 0065 0054 0,130 0058 0086 0051 0063 0043 0,034
KEF 0046 0045 0043 0083 0078 0,142 0072 0093 0,069 0081 0046 0,040
KIM 0040 0,049 0042 0082 0079 0,144 0072 0087 0,061 0078 0056 0,044
LES 0040 0040 0,039 0081 0072 0,126 0071 0089 0047 0,069 0044 0,045
ORI 0031 0,036 0026 0076 0065 0,124 0056 0080 0054 0063 0036 0,030
PIL 0,047 0,041 0041 0080 0,076 0,139 0080 0,102 0065 0083 0053 0,036
SFA 0,056 0,051 0051 0102 0,080 0,144 0079 0117 0074 0092 0025 0,060
SKO 0088 0,09 0083 0119 0,124 0,189 0115 0117 0,109 0128 0,085 0,086
CIK 0,078 0,078 0073 0103 0,093 0,179 0094 0116 0092 0106 0076 0,083
UME 0060 0,053 0051 0085 0088 0,143 0067 0099 0,065 0089 0057 0,058
RAC 0056 0,059 0053 0089 0089 0,167 0079 0,106 0,072 0081 0065 0,068
UTS 0052 0044 0045 0088 0075 0,146 0068 0089 0064 0067 0052 0,056
ALT 0,060 0059 0065 0095 0085 0157 0087 0,113 0083 0084 0063 0,072
BER 0051 0,049 0053 0084 0065 0,154 0070 0082 0,067 0069 0050 0,057
GDP 0046 0050 0043 0077 0082 0,130 0058 0089 0053 0062 0047 0,051
LAN 0091 0083 008 0119 0108 0200 0105 0125 0,104 0097 0087 0,089
LAT 0067 0,063 0061 0080 0092 0,148 0070 0108 0,064 0094 0055 0,072
GOR 0051 0,048 0051 008 0,083 0,130 0076 0,09 0065 0075 0,058 0,054
KAM 0053 0,053 0048 0090 0072 0,141 0063 0097 0059 0066 0048 0,052
PME 008 0,091 009 0107 0117 0,170 0092 0118 0,106 0111 0,097 0,086
POM 0056 0,054 0,053 0100 0080 0,142 0061 0,105 0,071 0076 0052 0,062
WRZ 0075 0069 0071 0121 0092 0154 0,097 0112 0085 0,09 0076 0,064
ZEL 0074 0076 0078 0104 009 0,170 0072 0110 0,089 0080 0077 0,073
CHU 0049 0,049 0048 008 0,072 0,142 0052 0077 0062 0065 0049 0,050
KKL 0064 0062 0063 0081 0107 0,156 0093 0133 0058 0111 0073 0,072
RME 0051 0049 0046 0079 0081 0,131 0056 0085 0060 0069 0049 0,060
RTS 0037 0,036 0034 0067 0061 0,137 0066 0077 0051 0065 0042 0,037
TUR 0036 0028 0,029 0069 0062 0,138 0055 0079 0058 0,060 0040 0,037
HER 0055 0050 0058 0078 009 0,150 0085 0118 0052 0109 0074 0,074
NAE 0049 0043 0043 0068 0085 0132 0072 0111 0034 0086 0060 0061
NAJ 0052 0,040 0049 0076 0085 0,150 0,080 0,112 0044 0085 0060 0,064
CLM 0075 0,069 0066 0095 0095 0,149 0070 0111 0077 0085 0073 0,082
MCG 0068 0,069 0063 0090 008 0,152 0068 0097 0076 0086 0066 0075
MRS 0049 0,045 0042 0077 0074 0,131 0054 0080 0,054 0074 0041 0,049
RBM 0088 0,081 0081 0113 0,102 0,181 0085 0,121 0,087 0098 0096 0,097
REF 0054 0052 0046 0077 0082 0,131 0053 0097 0065 0077 0052 0,049
SGR 0043 0042 0038 0071 0062 0,120 0046 0080 0051 0061 0040 0,047
AKK 0,063 0063 0060 0076 0095 0166 0077 0,123 0057 0101 0,079 0,077
DAG 0035 0034 0034 0068 0065 0,117 0059 0093 0040 0,070 0039 0,041
KRY 0038 0034 0035 0070 0061 0,145 0069 0091 0052 0068 0048 0,044
MOR 0042 0,044 0039 0055 0077 0,151 0064 0113 0,038 0092 0054 0,059
EXH 0107 0,106 0,104 0155 0,126 0,168 0,103 0144 0,130 0,104 0113 0,122
SBF 0,078 0,078 0069 0108 0,091 0,149 0083 0094 0075 0088 0077 0,076
SDL 0093 0,088 008 0125 0,110 0,195 0100 0110 0,09 0117 0,103 0,002
WMT 0050 0048 0048 0087 0071 0,134 0058 0083 0060 0058 0055 0,050
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Fortsetzung Tabelle D:
RASSE KAG KEF KIM LES ORI PIL SFA SKO CIK UME RAC UTS
BAR 25 8 11 11 19 8 6 3 4 6 6 7
RUD 27 8 7 10 13 10 7 3 4 6 6 9
SHK 35 9 10 11 28 10 7 3 4 7 7 9
FTS 5 3 4 4 4 4 3 2 3 3 3 3
BBS 6 4 4 4 5 4 4 2 3 3 3 4
GGH 2 2 2 2 2 2 2 1 1 2 1 2
DML 6 4 4 4 6 4 4 2 3 5 4 5
RHO 3 3 3 3 4 3 2 2 2 3 3 3
0SS 7 4 6 8 6 5 4 2 3 5 4 5
THM 5 4 4 4 5 3 3 2 3 3 4 5
ANO 9 8 6 9 13 7 30 3 4 6 5 7
KAL 14 11 9 9 19 13 6 3 4 6 5 6
13 10 20 37 17 8 3 5 8 7 9
KEF 0,035 8 8 20 9 7 3 4 6 5 10
KIM 0,042 11 14 8 5 3 3 5 5 6
LES 0,029 0,046 0,040 11 8 4 4 7 6 7
ORI 0,024 0,030 0,035 15 10 4 4 9 7 10
PIL 0,032 0,043 0,049 0,038 0,034 6 4 4 5 4 6
SFA 0,049 0,050 0,061 0,046 0,042 3 3 6 4 5
SKO 0,083 0088 0087 0082 0,075 2 3 3 3
CIK 0,068 0073 0,086 0078 0,070 0,074 5 3 4
UME 0,049 0,055 0,061 0,049 0,045 0,061 0,058 4 6
RAC 0,053 0063 0063 0060 0051 0073 0073 0,089 6

UTS 0,044 0,041 0058 0,051 0042 0060 0068 009 0,081
ALT 0,058 0,066 0070 0,061 0060 0079 0074 0117 0104 0,077 0,076 0,070
BER 0,040 0,052 0060 0048 0042 0056 0061 0091 0073 0,066 0,065 0,049
GDP 0,042 0,046 0049 0045 0034 0052 0053 0092 0076 0,044 0,064 0,048
LAN 0,000 0,09 0107 0092 0082 009 0090 0120 0,119 0,103 0099 0,091
LAT 0,055 0,064 0072 0056 0056 0068 0067 0102 0095 0065 0077 0,065
GOR 0,040 0,047 0056 0,048 0040 0052 0070 0082 0076 0,056 0,058 0,050
KAM 0,042 0,054 0055 0048 0041 0063 0059 0,107 0078 0053 0071 0,051
PME 0,079 0,086 0085 0,09 0079 0094 0099 0,124 0098 0,049 0,111 0,089
POM 0047 0,056 0059 0059 0048 0076 0065 0,117 0082 0067 0,073 0,049
WRZ 0,071 0,078 0079 0069 0070 0077 0088 0124 0,094 0077 0,103 0,081
ZEL 0,068 0,077 0070 0,080 0064 0089 008 0120 0,105 0,064 0087 0075
CHU 0,048 0047 0055 0051 0041 0062 0065 0094 0075 0053 0070 0,045

KKL 0,060 0,075 0061 0053 0062 0067 008 0111 0101 0074 0078 0,078
RME 0,048 0056 0051 0048 0042 0065 0063 009 0075 0,040 0,067 0,048
RTS 0,030 0,034 0042 0035 0029 0038 0050 0070 0068 0,047 0,049 0,043

TUR 0,027 0,032 0038 0033 0025 0039 0047 0074 0063 0041 0052 0,036
HER 0055 0,078 0066 0064 0067 0068 0083 0112 0106 0,075 0,080 0,073
NAE 0,041 0,066 0055 0037 0049 0060 0063 0,104 0091 0,062 0066 0,065
NAJ 0,046 0,069 0064 0049 0055 0057 0074 0102 0092 0,070 0,067 0,056
CLM 0,064 0,074 0078 0070 0058 0083 0075 0,122 0097 0,066 0,077 0,69
MCG 0058 0,073 0073 0060 0061 0079 0077 0,107 009 0,067 0,077 0,069
MRS 0,037 0,046 0053 0042 0039 0049 0046 0094 0068 0037 0071 0,049
RBM 0,079 0,092 008 0081 0084 0092 0099 0140 0,124 0092 0089 0,084
REF 0,042 0051 0061 0047 0042 0052 0052 0098 0075 0,031 0074 0,058
SGR 0,037 0,050 0051 0040 0035 0047 0047 0088 0079 0,045 0,059 0,049
AKK 0,061 0,079 0067 0060 0063 0083 0091 0125 0110 0,084 0,067 0,070
DAG 0,031 0037 0040 0026 0029 0038 0045 0081 0072 0046 0,048 0,042
KRY 0,034 0,046 0041 0036 0032 0040 0052 0077 0075 0,050 0,052 0,050
MOR 0041 0,064 0049 0044 0043 0058 0063 009 0084 0060 0052 0,061
EXH 0,004 0,128 0119 0,108 0101 0,124 0131 0,164 0147 0,131 0,139 0,108
SBF 0,071 0,080 0079 0070 0069 0082 0095 0120 0,100 0,086 0093 0,074
SDL 0,092 0,09 0091 0097 0085 0115 0120 0138 0,131 0,100 0,101 0,085
WMT 0045 0055 0054 0051 0039 0059 0066 0090 0081 0062 0062 0,049
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Fortsetzung Tabelle D:

RASSE ALT BER GDP

ILAN IAT GOR KAM PME POM WRZ ZEL CHU

BAR 6 7 8 3 5 7 7 3 6 4 4 8
RUD 6 7 7 3 5 8 7 3 6 5 4 8
SHK 5 7 9 3 5 7 8 3 7 4 4 8
FTS 3 3 1 2 q 3 3 2 3 2 3 3
BBS 3 5 q 2 3 3 4 2 4 3 3 4
GGH 2 2 2 1 2 2 2 1 2 2 1 2
DML 3 1 6 3 1 1 5 3 5 3 4 7
RHO 2 4 3 2 2 3 3 2 3 2 2 4
0SS 1 5 7 3 5 5 6 3 4 3 3 5
THM 3 1 5 3 3 1 5 2 4 3 4 5
ANO 5 7 8 3 6 6 8 3 7 4 4 8
KAL q 6 7 3 q 7 7 3 5 5 4 8
KAG 6 11 9 3 6 11 10 4 8 4 5 8
KEF 5 7 8 3 5 8 6 3 6 4 4 8
KIM 5 6 8 3 q 6 6 3 6 4 4 6
LES 5 8 8 3 6 8 8 3 6 4 4 7
ORI 6 10 15 1 6 11 10 4 8 4 5 10
PIL 1 6 7 3 5 7 5 3 4 4 3 5
SFA q 5 7 3 5 q 6 3 5 3 3 5
SKO 2 3 3 2 3 1 2 2 2 2 2 3
CIK 3 1 1 2 3 q 4 3 4 3 3 4
UME q 5 9 3 5 6 7 8 5 4 5 7
RAC 1 5 5 3 1 6 4 2 4 3 3 4
UTS 5 8 8 3 5 7 7 3 8 4 4 9
5 6 3 q 5 4 2 5 3 3 6
8 3 5 6 5 3 6 4 4 8
3 6 7 9 4 8 4 5 13
3 3 3 2 3 2 2 3
LAT 0083 0,068 q 4 3 5 3 3 7
GOR 0069 0057 0,052 5 3 5 3 4 6
KAM 0074 0060 0043 0,096 4 12 5 6 7
PME 0112 0103 0069 0139 0094 0,084 3 2 4 4
POM 0070 0056 0048 0,106 0069 0069 0,038 4 5 9
WRZ 0088 0081 0076 0,113 0,105 0,085 0,066 3 5
ZEL 0093 0079 0061 0107 0086 0082 0055 0,076 5
CHU 0,057 0048 0036 0088 0053 0055 0051 0076 0,045
KKL 0095 0078 0065 0,122 0084 0072 0074 0,105 0,083 0108 0099 0,078
RME 0,057 0055 0033 008 0063 0051 0047 0065 0051 0,068 0058 0,041
RTS 0058 0037 0034 0078 0056 0045 0043 0076 0,050 0,068 0058 0,043
TUR 0050 0040 0037 0073 0054 0039 0042 0075 0050 0068 0064 0,036
HER 0,082 0079 0065 0115 0067 0075 0077 0,105 0,082 0,108 0,093 0,073
NAE 0071 0066 0055 0110 0066 0062 0,059 0,103 0,068 0084 0088 0,065
NAJ 0078 0065 0061 0105 0064 0066 0062 0,109 0068 0094 0088 0,063
CLM 0,087 0072 0053 0,105 0081 0084 0060 0,104 0075 0,09 0,080 0,063
MCG 0083 0062 0056 0108 0063 0072 0068 0,093 0,070 0,102 0077 0,060
MRS 0059 0054 0035 0085 0044 0055 0042 0064 0048 0069 0061 0,037
RBM 0,100 0087 0076 0130 0089 0095 0083 0114 0086 0,109 0,097 0,081
REF 0,068 0064 0033 0094 0048 0061 0050 0052 0,056 0,073 0,065 0,040
SGR 0,058 0041 0034 0084 0039 0055 0040 0073 0044 0072 0062 0,031
AKK 0083 0070 0066 0,117 0088 0074 0076 0,128 0084 0116 0085 0,081
DAG 0055 0044 0036 0085 0053 0048 0043 0,083 0,049 0069 0067 0,047
KRY 0057 0052 0044 0073 0060 0049 0048 0081 0,056 0,077 0,068 0,045
MOR 0067 0059 0050 0101 0063 0058 0057 009 0066 0092 0080 0,061
EXH 0,105 0108 0106 0142 0,126 0,116 0,09 0,155 0,100 0124 0117 0,087
SBF 0,080 0,069 0066 0096 0075 0087 0069 0,127 0,078 0,088 0,091 0,062
SDL 0,105 0,093 0083 0110 0110 0102 0090 0,138 0,086 0,103 0,103 0,087
WMT 0067 0050 0044 0074 0065 0058 0,040 0,092 0054 0062 0061 0,039
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Fortsetzung Tabelle D:

RASSE KKLL. RME RIS TUR HER NAE NA] CLM MCG MRS RBM REF

BAR 5 7 12 13 7 8 7 4 5 8 3 6
RUD 5 7 12 21 7 9 10 5 4 8 4 7
SHK 5 8 15 20 6 10 7 5 5 10 4 8
FTS q q 5 q 4 5 4 3 3 4 2 4
BBS 2 1 5 5 3 3 4 3 3 4 3 4
GGH 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2
DML 3 6 5 6 3 4 4 4 5 7 3 7
RHO 2 3 1 1 2 2 2 2 3 3 2 3
0SS 6 6 7 6 7 15 9 4 4 7 3 5
THM 2 5 5 6 2 3 3 3 3 4 3 4
ANO q 7 10 10 4 6 5 4 5 10 3 7
KAL 1 6 12 12 4 6 5 4 4 8 3 7
KAG 6 8 19 24 6 10 8 5 6 12 4 9
KEF 4 6 14 16 4 5 5 4 4 8 3 7
KIM 5 7 10 12 5 7 5 4 4 7 3 5
LES 7 8 14 16 5 13 7 4 6 10 4 8
ORI 5 10 22 33 5 8 6 6 5 11 3 10
PIL 5 5 12 11 5 6 6 4 4 8 3 7
SFA 1 5 7 8 4 5 4 4 4 8 3 7
SKO 2 3 4 4 2 3 3 2 2 3 2 3
CIK 3 q 5 5 3 3 3 3 3 5 2 4
UME 1 11 8 10 4 5 4 5 5 13 3 17
RAC 1 5 8 7 4 5 5 4 4 4 3 4
UTS q 8 10 14 4 5 6 5 5 8 3 6
ALT 3 6 6 7 4 4 4 3 4 6 3 5
BER 1 6 13 11 4 5 5 4 5 7 3 5
GDP 5 15 15 12 5 6 5 7 6 14 4 15
LAN 2 3 q q 2 2 3 3 2 3 2 3
LAT 3 5 6 6 5 5 5 4 5 9 3 8
GOR 1 7 9 11 4 5 5 3 4 6 3 5
KAM q 8 9 9 4 6 5 5 5 10 3 7
PME 3 5 1 1 3 3 2 3 3 5 2 7
POM 3 7 7 7 4 5 5 4 4 8 3 6
WRZ 2 5 5 5 2 4 3 3 3 5 2 4
ZEL 3 6 6 5 3 3 3 4 4 5 3 5
CHU 1 10 9 13 4 5 5 5 6 12 4 11
5 6 6 5 6 6 3 4 4 2 4
RME 0,068 11 14 4 6 5 5 5 12 3 12
RTS 0,055 0,039 6 8 9 5 6 10 4 9
TUR 0,059 0,034 6 7 7 6 6 12 4 11
HER 0,067 0,071 0,057 12 24 3 4 5 2 4
NAE 0,058 0061 0050 0,053 14 4 4 7 3 5
NAJ 0,060 0,065 0,045 0,050 4 4 5 3 4
CLM 0093 0065 0062 0059 0,091 3 6 3 5
MCG 0080 0062 005 0057 0076 0,071 7 3 6
MRS 0,077 0,038 0041 0037 0068 0,054 4 125
RBM 0,108 0086 0075 0079 0,108 0093 0,097 0,085 0,090 4

REF 0,078 0,038 0042 0038 0072 0062 0072 0064 0,055 0,019
SGR 0,067 0041 0035 0037 0058 0050 0050 0054 0041 0,027 0066 0,030
AKK 0,071 0,073 0064 0070 0067 0045 0059 0082 0077 0075 0,09 0,088
DAG 0052 0,045 0029 0035 0051 0032 0040 0060 0056 0040 0076 0,045
KRY 0,057 0,049 0028 0029 0049 0049 0041 0065 0064 0039 0,085 0,046
MOR 0,048 0,059 0044 0048 0046 0029 0042 0071 0070 0050 0086 0,059
EXH 0,130 0,09 0,111 0,098 0,138 0123 0126 0113 0116 0101 0,129 0,115
SBF 0,092 0,064 0068 0066 0087 0087 0082 0086 0,080 0066 0,107 0,076
SDL 0,006 0079 0081 0084 0105 0105 0107 0117 0,102 0,097 0,124 0,096
WMT 0,070 0043 0044 0040 0073 0061 0065 0059 0064 0045 0073 0,055
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Fortsetzung Tabelle D:

RASSE SGR AKK DAG KRY MOR EXH SBF SDL WMT

BAR 10 6 14 12 10 2 4 3 7
RUD 9 6 14 14 9 2 4 3 8
SHK 12 7 14 14 11 3 4 3 8
FTS 4 4 5 4 6 2 2 2 3
BBS 5 3 5 5 4 2 3 2 4
GGH 2 1 2 2 2 1 2 1 2
DML 8 4 6 4 5 3 4 3 6
RHO 4 2 3 3 2 2 3 2 4
0SS 7 7 11 7 12 2 4 3 6
THM 5 3 4 5 3 3 3 2 6
ANO 11 4 11 8 6 2 4 3 6
KAL 8 5 10 9 6 2 4 3 7
KAG 12 6 18 15 10 3 4 3 9
KEF 7 4 12 8 5 2 4 3 6
KIM 7 6 11 10 8 2 4 3 6
LES 11 7 29 12 9 2 4 3 7
ORI 14 6 21 17 9 3 5 3 11
PIL 8 4 12 11 6 2 4 2 6
SFA 8 3 9 7 5 2 3 2 5
SKO 3 2 4 4 3 1 2 2 3
CIK 4 3 4 4 3 2 3 2 4
UME 9 4 8 7 6 2 3 3 5
RAC 6 6 8 7 7 2 3 3 5
UTS 8 5 10 8 5 2 4 3 8
ALT 6 4 6 6 5 3 4 3 5
BER 10 5 9 7 6 2 4 3 7
GDP 15 6 13 9 7 2 5 3 9
LAN 3 2 3 4 3 2 3 2 4
LAT 11 4 7 6 5 2 4 2 5
GOR 6 5 8 8 6 2 3 3 6
KAM 10 5 9 8 6 3 4 3 11
PME 4 2 4 4 3 2 2 2 3
POM 9 4 8 6 5 3 4 3 7
WRZ 4 2 5 4 3 2 3 3 5
ZEL 5 4 5 5 4 2 3 3 5
CHU 18 4 8 9 6 3 5 3 11
KKL 5 5 7 6 8 2 3 3 4
RME 10 5 9 8 6 3 5 4 9
RTS 14 6 21 22 9 2 5 4 9
TUR 12 5 14 21 8 3 5 3 11
HER 6 6 7 8 8 2 3 3 4
NAE 8 13 19 8 22 2 3 3 5
NAJ 7 7 11 10 10 2 4 2 5
CLM 7 4 6 5 4 2 3 2 6
MCG 10 4 6 5 4 2 4 3 5
MRS 26 5 11 11 7 3 5 3 9
RBM 5 3 4 3 3 2 2 2 4
REF 19 4 9 8 6 2 4 3 6
5 17 12 8 3 6 3 14

11 6 19 2 4 3 5

DAG 0,032 0,048 13 15 2 5 3 8
KRY 0,038 0,066 3 5 3 9
MOR 0,047 0,038 2 3 3 6
EXH 0,091 0,131 3 2 4
SBF 0,057 0,089 0,067 0,066 0,099 4 7
SDL 0,088 0,104 0,085 0,084 0,100 0,133 0,075 4

WMT 0,035 0075 0046 0044 0056 0076 0053 0,076
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Tabelle E: Allelfrequenzen Marker Oarl'CB793.

Rasse Allel (bp)

95 97 101 103 105 107 109 111 113 115 117 119 121 123 125 127
BAR 0,03 0,18 0,02 0,02 0,52 0,07 0,02 0,10
RUD 0,03 0,10 0,02 0,05 0,02 0,52 0,05 0,07 0,07
SHK 0,05 0,16 0,02 0,60 0,03 0,08 0,02 0,02
FTS 0,03 0,03 0,03 0,91
BBS 0,06 0,05 0,07 0,75 0,07
GGH 0,19 0,02 0,05 0,03
DML 0,11 0,02 0,71 0,16
RHO 0,93 0,07
0SS 0,24 0,02 0,05 0,50 0,05 0,03 0,05 0,03
THM 0,02 0,88 0,02 0,04 0,02 0,02
ANO 0,34 0,51 0,03 0,03 0,02 0,05
KAL 0,07 0,15 0,03 0,02 0,56 0,03 0,08 0,02
KAG 0,02 0,08 0,05 0,08 0,62 0,05 0,05 0,03
KEF 0,05 0,03 0,05 0,02 0,02 0,67 0,07 0,03 0,03 0,03
KIM 0,10 0,03 0,03 0,03 0,69 0,02 0,08
LES 0,02 0,19 0,03 0,02 0,02 0,02 040 0,07 0,08 0,05
ORI 0,02 0,14 0,02 0,02 0,02 0,02 0,62 0,06 0,02 0,02
PIL 0,15 0,03 0,03 0,57 0,02 0,03 0,08 0,02 0,02
SFA 0,33 0,02 0,02 0,43 0,02 0,03 0,05 0,05
SKO 0,02 0,13 0,85
CIK 0,13 0,87
UME 0,21 0,02 0,02 0,68 0,05 0,02
RAC 0,16 0,73 0,11
UTS 0,05 0,02 0,07 0,76 0,07 0,03
ALT 0,02 0,75 0,23
BER 0,02 0,02 0,07 0,84 0,02 0,03
GDP 0,22 0,02 0,72 0,02 0,02
LAN 0,02 0,02 0,94 0,02
LAT 0,16 0,56 0,07 0,02 0,07 0,02
GOR 0,02 0,07 0,83 0,08
KAM 0,27 0,61 0,05 0,07
PME 0,10 0,85 0,05
POM 0,21 0,02 0,52 0,07 0,05 0,08
WRZ 0,02 0,18 0,02 0,07 0,47 0,03 0,18
ZEL 0,13 0,02 0,83 0,02
CHU 0,02 0,05 0,86 0,05 0,02
KKL 0,76 0,08 0,02 0,12
RME 0,07 0,02 0,78 0,10 0,03
RTS 0,03 0,08 0,03 0,02 0,02 0,76 0,02 0,02 0,02
TUR 0,02 0,02 0,88 0,05
HER 0,02 0,46 021 0,02 0,07 0,07 0,03
NAE 0,05 0,02 0,02 0,02 022 0710 002 003 003 012 0,19
NAJ 0,02 0,03 0,03 0,03 0,49 0,10 0,05 0,07 0,11 0,05
CLM 0,02 0,88 0,08 0,02
MCG 0,31 0,02 0,02 0,49 0,05 0,11
MRS 0,23 0,70 0,07
RBM 0,02 0,62 0,31 0,03 0,02
REF 0,27 0,62 0,11
SGR 0,19 0,02 0,02 0,52 0,13 0,02 0,03 0,02
AKK 0,06 0,67 0,12 0,15
DAG 0,05 0,24 0,03 0,05 0,31 0,07 0,07 0,11 0,02
KRY 0,02 0,05 0,83 0,08 0,02
MOR 0,24 0,70 0,02 0,02 0,02
EXH 0,02 0,98
SBF 0,02 0,93 0,05
SDL 0,02 0,96 0,02
WMT 0,02 0,88 0,10
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Fortsetzung Tabelle E:

Rasse

Allel (bp)

129

131

133 135 137 139 141

BAR

0,02

0,02

RUD

0,07

SHK

0,02

FTS

BBS

GGH

0,37

0,32

0,02

DML

RHO

(OSN]

0,03

THM

0,02

>

0,02

0,02

0,02

0,02

0,03

0,07

0,02

0,02

0,05

0,05

0,10

0,05

0,03

0,02

0,03

0,10

0,02

0,12

0,02

>

0,02 0,02

0,02

0,03

>

0,02

>

0,03

0,02
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Heri
Zypr.Fettschw.schf.
Najdi

Akkaraman
Morkaraman

Naemi

Ossimi

Karakul

Racka

Daglic
Laticauda
Karayaka
Lesvos

Ruda

Kymi
Karagouniko
Rum. Tsigaia
Shkodrane
Kalarritiko
Bardhoka
Anogeiano
Sfakia

Turcana
Pilioritiko
Gorska

Orino

Delle Langhe
Kefallinias
Skopelos

Gr. geh. Heidschnucke
Thone et Martod
Segurena
Ung.Tsigaia
Altamurana
Bergschafe
Bergamasca
Rubio del Molar
Swaledale
Span. Merino |
Manchega
Colmenarena
Welsh Mountain
Merinolandschaf
Rum. Merino
Gentile di Puglia
Scottish Blackface
Cikta
Kaminieniec
Churra

Span. Merino I
Ung. Merino
Wrzosowska
Pomorska
Rhonschaf
Zelazna

Poln. Merino
Exmoor Horn

Abbildung E: Verteilung der Rassen beispielhaft an einem Lauf bei Annahme von K = 3

bzw. K = 4 Subpopulationen.

Schwarz  entspricht den  Fettschwanzschafen,  dunkelgrau  den
Zackel-/Tsigaia-/Rudaschafen, hellgrau groBtenteils den Metino- und den
polnischen Rassen (Ausnahme bildet hier die Graue gehornte
Heidschnucke) und weil3 den nordwest- und westeuropiischen Rassen.
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