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Erst wenn der letzte Baum gefdllt,
der letzte Fisch gefangen,

der letzte Fluss vergiftet,

dann werdet ihr merken,

dass man Geld nicht essen kann.

(Weissagung der Cree-Indianer)

1 Einleitung

Die biologische Vielfalt auf unserem Planeten, die Millionen verschiedener Pflanzen- und
Tierspezies sind das Resultat einer Milliarden Jahre dauernden Evolution. Der Mensch ist ein
kleiner Bestandteil dieses Lebensnetzes und absolut abhingig davon, denn nur die ihm zur
Verfiigung stehende Viefalt an Lebensformen ermoglichte es ihm, sich zu dem zu
entwickeln, was er heute ist. Er konnte die Spezies auswihlen, die sich fiir eine
Domestikation am Besten eigneten (von 50 000 bekannten Vogel- und Siugetierspezies
werden weniger als 30 Spezies fiir die Landwirtschaft genutzt und weniger as 14 machen
tiber 90 % der weltweiten Nutztierproduktion aus (Food and Agriculture Organization of the
United Nations, FAO, 1999). Die dadurch gesicherte Nahrungsquelle erméglichte es ihm,
sesshaft zu werden, was in seiner Entwicklung ein entscheidender Schritt war. Mit der
Domestikation der ersten Tiere vor rund 12 000 Jahren begann der Mensch aber auch in
zunehmendem Malle, selbst an der Vielfalt auf der Erde zu formen, indem er zahlreiche
Kulturpflanzen und die verschiedenen Rassen seiner landwirtschaftlichen Nutztiere schuf. Sie
ale waren den unterschiedlichsten klimatischen und geographischen Bedingungen, unter
denen sie selektiert wurden, sowie den jeweiligen Produktionsbedingungen optimal angepasst
und gaben dem Menschen das Potential, sich auf der ganzen Welt unter teilweise extremsten
Bedingungen zu behaupten. Tausende von Jahren war es gerade diese Vielfalt, die dem
Menschen das Uberleben sicherte, indem er sich den sich dndernden Umweltbedingungen
immer wieder anpassen konnte.

Doch mit der Industriellen Revolution der letzten drei Jahrhunderte verinderte sich das Bild
unserer Welt so nachhaltig, dass dies auch vor der Landwirtschaft nicht halt machte. Die
kommerzielle Produktion von landwirtschaftlichen Produkten forderte mehr Effizienz und
Produktivitit, was zur Konzentration der Zucht auf einige wenige Leistungsrassen fiihrte. Die
neu errungenen  Moglichkeiten der  Technik  wurden dazu  genutzt, die
Produktionsbedingungen zu vereinheitlichen, und somit konnte die Selektion ausschlie3lich
aufgrund der erbrachten Leistung erfolgen, was zu hochspezialisierten Rassen mit einer
ausgesprochen hohen Leistung fiihrte. Diese scheinbar wirtschaftlicheren Leistungsrassen
verdrangten in vielen Regionen die alten, herkommlichen Landrassen, deren Bedeutung keine
Beachtung geschenkt wurde. Von den iiber 5000 Haustierrassen, die der Mensch weltweit
hervorgebracht hat, sind nach Schitzungen der FAO (FAO, 1999) bereits 30 % vom
Aussterben bedroht und pro Monat gehen etwa sechs Rassen verloren. In Europaist die Halfte
der Rassen, die Anfang des 20. Jahrhunderts noch existierten, bereits ausgestorben. Von den
ubriggebliebenen 1500 Rassen laufen 40 % Gefahr, in den nichsten 20 Jahren zu
verschwinden. Dieser Trend betrifft aber nicht nur die landwirtschaftlichen Nutztiere und —



pflanzen, es werden weltweit 34 000 Pflanzen- und 5200 Tierspezies als vom Aussterben
bedroht angesehen. Und mit ihnen verschwinden ihre Lebensraume, Wilder, Feuchtgebiete,
Korallenriffe, um nur einige wenige Beispiele zu nennen, in fortschreitendem Male durch
Ausbeutung, Zerstérung und Verschmutzung. Der Mensch kreiert die groite Ausloschung seit
dem natiirlichen Untergang der Dinosaurier vor 65 Millionen Jahren (Secretariat of the
Convention on Biological Diversity, 2000). Das Problem ist von globalem Ausmal3 und die
Folgen fiir die Menschheit sind nicht abzuschitzen. Um diesen Prozess zu stoppen, musste
gehandelt werden. Dessen wurde man sich bewusst und die Vereinten Nationen (UNO)
bildeten 1989 eine Expertengruppe, die ein ,,Ubereinkommen iiber die biologische Vielfalte
(,,Convention on Biologica Diversity*) erarbeitete und 1992 der Umweltkonferenz in Rio de
Janeiro vorlegte. Dieses Ubereinkommen wurde von 168 Staaten und der Europiischen Union
unterzeichnet und seitdem in mehr als 175 Landern ratifiziert, d.h. in nationales Recht
tiberfiihrt. Eines der Hauptziele dieses Ubereinkommens ist es, die biologische Vielfalt auf
der Erde zu bewahren und es ist das erste Mal, dass dies als gemeinsames Anliegen der
gesamten Menschheit betrachtet wird.

Die ésterreichische Regierung hat das ,,Ubereinkommen iiber die biologische Vielfalt am 13.
Juni 1992 unterzeichnet und am 18. August 1994 ratifiziert. Das Ubereinkommen ist fiir die
unterzeichnenden Staaten gesetzlich bindend. Somit sind die Lander zu weiteren Ma3nahmen
verpflichtet. Innerhalb der EU wird die Erhaltung geféhrdeter Rassen durch die Verordnung
2078/92 EWG nachhaltig unterstiitzt, die finanzielle Beihilfen fiir die Haltung von Tieren der
vom Aussterben bedrohten Rassen gewihrt. In Osterreich selber wurde bereits im Jahre 1982
der Verein ONGENE (Osterreichische National vereinigung fiir Genreserven) gegriindet, der
sich den Schutz und die Bewahrung der Erbanlagen heimischer Nutztierrassen zum Ziel
gesetzt hat. In diese Zeit filllt auch der Beginn der Férderung der Generhaltung in Osterreich
durch das Bundesministerium fiir Land- und Forstwirtschaft. So ist die Sonderrichtlinie fir
das Osterreichische Programm zur Forderung einer umweltgerechten, extensiven und den
natiirlichen Lebensraum schiitzenden Landwirtschaft (OPUL-Richtlinie) das umfassendste
Forderungsinstrument fiir die Landwirtschaft in Osterreich, die beim Beitritt zur Europaischen
Union von dieser auch genehmigt wurde. Die Forderung im Rahmen des OPUL -Programmes
ist seither auch fiir die Férderung der Haltung gefahrdeter landwirtschaftlicher Nutztiere zum
wichtigsten und am meisten in Anspruch genommenen Instrument geworden (WIESBOCK,
1998).

Das Kirntner Brillenschaf ist eine der 33 gefihrdeten Nutztierrassen in Osterreich, die auf der
Rassenliste der OPUL-2000 stehen, d.h. fiir die eine Férderung maglich ist. Doch das ist an
verschiedene Bedingungen gekniipft und eine wichtige Voraussetzung ist die Durchfiihrung
eines Generhaltungsprogramms durch eine verantwortliche Zuchtorganisation. Das Karntner
Brillenschaf ist vor rund 150 Jahren in Sidkarnten entstanden und hat eine wechselvolle
Geschichte hinter sich (siehe Kapitel 1.1.1). Es konnte durch grofes Gliick und
unermiidliches Engagement vor dem Aussterben bewahrt werden. Der im Jahre 1995
gegriindete ,,Verein der Karntner Brillenschafziichter Alpen-Adria“ hat sich der Aufgabe
gewidmet, die Karntner Brillenschafpopulation aus der akuten Gefahrdung herauszubringen
und die Rasse in ihrem angestammten L ebensraum wieder heimisch zu machen, sowie durch
die Vermarktung der Produkte, die Schafrasse wieder in die Wirtschaftlichkeit zu fiihren.
Diese Ziele sollten durch eine Untersuchung der gesamten Brillenschafpopulation in
Osterreich mit DNA-Mikrosatellitenmarkern dahingehend unterstiitzt werden, als dass auf der
Basis der genetischen Daten die vorhandene genetische Variabilitit der Karntner



Brillenschafe bestimmt und beurteilt werden kann, Abstammungsangaben im Herdbuch
uberpriift werden koénnen und daraufhin durch gezielte Anpaarungsempfehlungen die
Inzuchtsteigerung moglichst gering gehaten werden kann. Das stellt wiederum eine
unabdingbare Voraussetzung dar, wenn das oberste Ziel der Erhaltungszucht erreicht werden
soll, die genetische Variabilitit innerhalb der Rasse maximal zu bewahren. Au3erdem kénnen
genetische Distanzberechnungen zu anderen Schafrassen deutlich machen, ob und wie
einzigartig die genetische Ressource der Karntner Brillenschafe ist und ihre Erhaltung trotz
alem Aufwand zusitzlich rechtfertigen. Wenn durch diese Arbeit dazu beigetragen werden
kann, das Kérntner Brillenschaf vor dem Verschwinden zu bewahren und damit ein weiterer
winziger Baustein der biologischen Vielfalt auf unserer Erde fiir zukiinftige Generationen
erhalten bleibt, so hat sieihren Zweck erfiillt.

1.1 DasKirntner Brillenschaf damals - heute und in Zukunft?

1.1.1 Die Geschichte des K arntner Brillenschafes

Die Schafzucht hatte in Karnten schon seit jeher eine grofe Bedeutung, da gerade im Siiden
des Landes viele Weideflachen fiir das anspruchsvolle und unbeweglichere Rind nicht
geeignet sind. Vor alem in den Kalkapen (Karnische Hauptkette, Steiner Alpen und den
Karawanken), wo steile Hange und aufgrund der Wasserdurchlassigkeit des Kalkes eine eher
karge Vegetation vorherrschen (siehe Bild 2, Seite 7), waren die Schafe fiir die Bevilkerung
eine wichtige Einnahmequelle. Sie deckten mit wenigen Tieren ihren Eigenbedarf an Fleisch
und Wolle. Der Export zahlreicher Tiere in das benachbarte Italien, sowie in andere Teile
Osterreichs wie Salzburg, Tirol oder die Steiermark, war fiir die Kirntner Schafziichter jedoch
der entscheidende Absatzmarkt. So gingen bereits 1504 nicht weniger als 2359 Schafe aus
Kérnten nach Italien, 1774 waren es 922 Schafe und 1775 954 Schafe (ANONY M, 1925). Die
Zu dieser Zeit in Karnten iiblichen Landschafe entsprachen den in vielen Teilen Europas
verbreiteten Zaupelschafen. Dies waren kleine, mischwollige Schafe, die robust und
geniigsam waren, allerdings nur wenig Fleisch und eine grobe Wolle lieferten.

Man machte sich Gedanken zur V eredelung der wenig geltenden inlandischen Schafzucht und
da die Wolle im 18. Jahrhundert die wichtigste Nutzungsrichtung der Schafzucht war, suchte
man nach Schafen mit einer feineren Wolle. Die spanischen Schafe waren in der Feinheit der
Wolle die Vollkommensten, jedoch waren aufgrund von Ausfuhrhindernissen spanische
Widder nicht in ausreichender Zahl zu bekommen. England war bekannt fiir edle Schafe, doch
der Streit mit Spanien um den Vorrang in der Zucht der edleren Schafe fiihrte zu einem
Ausfuhrverbot fiir edle Schafe. Auch in Schweden sollten zu dieser Zeit ,,gute feine Schafe™
vorkommen, doch Schweden war zu weit weg. So blieb denn das benachbarte Italien, das in
Apulien aber auch im nahegelegenen paduanischen Gebiet ,,edle Schafe mit einer sehr feinen
zu allen Manufakturen tauglichen Wolle*“ besal (ANONY M, 1775). In der folgenden Zeit
wurden aso immer wieder Paduaner Bocke, die sogenannten ,Seidenschafe™, zur
Veredlungskreuzung der einheimischen Landschafe nach Karnten eingefiihrt. Das fiihrte im
Laufe des 18. Jahrhunderts zu einem neuen, sich von den typischen Landschafen deutlich
unterscheidendem Schaftyp, der 1844 erstmal's beschrieben wird und 1880 zum ersten Mal als
,Seelander Rasse™ benannt wird (SOHNER, 1929). Der Name bezog sich auf das



hauptsichliche V erbreitungsgebiet um das Dorf Seeland, das nach dem ersten Weltkrieg zum
damaligen Jugoslawien gehorte, heute auf slowenischem Staatsgebiet liegt. Diese Schafe, ,,die
im sidlichen Kalkgebirge und in den daran anstolenden Ortschaften angetroffen werden,
zeichnen sich durch ihr Gewicht, ihre feine Wolle, besondere Stirke und Munterkeit
besonders aus* (LANDESARCHIV KARNTEN, 1844). Die Vorziige dieser neu entstandenen
Schafrasse sprachen sich herum und so breitete sich der Seelénder Schlag von den siidlichen
Kalkalpen ausgehend in ganz Karnten, der siidlichen Steiermark und letztlich in weiten Teilen
Osterreichs bis hin ins bayrische Vorapenland aus und wurde immer wieder gerne zur
Veredlung minderer Landschafe verwendet. Im Unterschied zu den ebenfalls zur
Verfeinerung der Wolle eingefiihrten Merinoschafen, waren diese Karntner Schafe namlich
abgehartet und robust und an das rauhe Klima in den Alpen angepasst. Die Merinozucht
wurde in Kirnten bald wieder aufgegeben, da die Tiere mit dem kargen Futter nicht
auskamen, den extremen Temperaturen nicht gewachsen waren und sich die hohen
Niederschlagsmengen negativ auf die Wolle auswirkten. Das Seelédnder Schaf besal3 aber
neben dem Vorzug der feinen Wolle auch noch ein beachtliches Gewicht. Sie erreichten das
Doppelte as die gewoshnlichen Landschafe, jedoch nicht das der Bergamasker, den
sogenannten Alpenriesenschafen. Die Bergamasker Schafe aus Oberitalien sollen die weitaus
grofite europdische Schafrasse gewesen sein (SAMBRAUS, 1999). Nichtsdestotrotz waren
die Karntner Schafe als Schlachtware au3erordentlich begehrt und sie waren beweglich und
robust genug, um von den Alpweiden weg zu Ful3 bis nach Paris auf den Markt getrieben zu
werden (SOHNER, 1929). So wurden bis ins 20. Jahrhundert hinein jahrlich an die 30 000
Kéarntner Schafe nach Frankreich und etwa 14 000 in die Schweiz verkauft
(http://www.brillenschafe.org/). Die Erhéhung der Einfuhrzélle fir lebende Schafe gegen
Ende des 19. Jahrhunderts erschwerte den Absatz der Weideschafe im Ausland und fiihrte
zusammen mit der starken Konkurrenzsituation in der Wollproduktion durch billige Wolle
aus Ubersee zum groBen Riickgang der Schafzucht vom Jahre 1869 bis 1910 (SOHNER,
1929). Man versuchte als Verbesserungsmanahmen die Einkreuzung von Original-
Bergamasker Riesenschafen, um die Fleischleistung noch zu steigern, doch die dadurch
erfolgte Vergroberung der Wolle war bei den Ziichtern nicht erwiinscht. Anfang des 20.
Jahrhunderts bemiihte man sich, durch Pramierungen von Zuchtschafen das Interesse an der
Schafzucht wachzuhalten (SAMBRAUS, 1999). Vor allem die Fleischleistung und deren
Verbesserung wurde in den Vordergrund gestellt. Dazu fiihrte man britische Fleischschafe ein
und versuchte eine Veredelung und Verbesserung der Fleischleistung der einheimischen
Schafe durch Kreuzungen zu erreichen. Dieses Vorgehen sollte aber nur lokale Bedeutung
erlangen, denn zu dieser Zeit hatte sich das Kérntner Schaf in weiten Teilen Karntens bereits
durchgesetzt und wurde auch auflerhalb des Zuchtgebietes zur Verbesserung der Schafzucht
herangezogen.

Ab 1911 fiihrte ein erhohter Fleischbedarf der Bevolkerung zu einer Preissteigerung der
Schafe und die Schafhaltung wurde wieder rentabel. Wihrend des Ersten Weltkriegs und in
der Zeit danach erfreute sich gerade das Kirntner Schaf in ganz Osterreich groBer Beliebtheit,
weil es gute Wolle lieferte, eine ausgesprochen hohe Schlachtausbeute erzielte und dabei noch
fruchtbar und geniigsam war. In Kérnten passte man sich dieser Situation mit ihren guten
Absatzmoglichkeiten an. Im Jahre 1923 erreichte die Schafhaltung dort ihren Hohepunkt
(SOHNER, 1929). Zu dieser Zeit gab es zwar schon einen einheitlichen Typ des Karntner
Schafes, jedoch herrschte eine wirre Vielfat an Bezeichnungen, die meist nur lokale
Bedeutung hatten. So gab es Seeldnder, Uggowitzer, Canaltaler, Gurktaler, Bleiburger oder



Petzener, jedes Tal schien seine eigenen Schafe zu haben. Nach dem Ersten Weltkrieg wurde
dann der Vorschlag gemacht, alle diese gleichartigen Schafe gemeinsam als ,,Karntner zu
bezeichnen und diesen Namen auch auBerhalb Karntens fiir Schafe zu verwenden, die die
typischen Merkmale besa3en und von diesen abstammten (STAMPFL, 1921). Das typische
Kéarntner Schaf wird dann im Jahre 1929 von SOHNER wie folgt beschrieben:

Das Kirntner Schaf besitzt einen gut entwickelten, wohlgeformten Korper und erreicht
Durchschnittsgewichte bis zu 80 kg fiir Widder und bis 70 kg fiir Mutterschafe, der Kopf ist
auBerst schmal, hornlos und deutlich geramst, d.h. die Nasenpartie ist stark hervorgewdlbt.
Ein weiteres wichtiges Rassemerkmal ist das Hangeohr, das relativ lang und breit ist. Die
Farbe des Kopfes beschreibt er als gelblichwei3 mit eventuell einem Stich ins Raétliche und
mehr oder wenig stark ausgepragten schwarzen Abzeichen, die vielfach allein auf das Auge
und die Tranenbeingegend beschrinkt sind und das Auge einrahmen (Brillenzeichnung) oder
auch auf den Ohren a's einzelne Flecken auftreten, 6fters jedoch von der Spitze beginnend,
ein biszwei Drittel des ganzen Ohres einnehmen und schliefllich noch schwarze Einfassungen
des Maules. Schwarze Tiere, die in geringerer Zahl vorkommen, zeigen einen ganz schwarzen
Kopf mit weilen Abzeichen (z.B. weiler Schopf). Das Karntner Schaf ist eine besonders
groBwiichsige Rasse, die in der Lingenentwicklung des Korpers nicht weit hinter den
englischen Fleischrassen zuriickbleibt. Die Rippen sind gut gewélbt, was er als Zeichen von
Mastfahigkeit anspricht. So kommt der Wolle dieser Schafe auch fast keine Bedeutung mehr
zu, das Kérntner Schaf wird hier als ausgesprochenes Fleischschaf dargestellt. Hinzu kommen
kriftig entwickelte Beine und die Tiere sind ziemlich hochgestellt, was sie zu groBen
Steigleistungen auf den unwegsamen Schafalpen befahigt (siehe Bilder 1 und 2). SOHNER
kommt zu dem Schluss, dass aufgrund des Korperbaues das Karntner Schaf dem
einheimischen langsam ganzlich verschwindenden Landschaf an Leistungsfahigkeit durchaus
tiberlegen ist, ohne selbst viel groere Anspriiche zu stellen als das primitive Landschaf
selbst. Die Karntner Schafe waren robust und widerstandsféhig, wenig krankheitsanféllig und
ausgesprochen wetterfest, was sie zu einer vorziiglichen Gebirgsrasse machte und nebenbei
produzierten sie ein schmackhaftes, feinfaseriges, zartes Fleisch, das weit tiber die Grenzen
hinaus bekannt war und zu der groen Beliebtheit dieser Rasse beitrug. SOHNER schliefit
seine ,,Studien tiber das Karntner Schaf* 1929 mit der Prognose: ,.Speziell das Karntner
Schaf, das im Gebirge und im einfachen Betrieb allen anderen Rassen durchaus iiberlegen ist
und bei entsprechender Haltung und Fitterung auBerordentlich leistungsfahig ist und
wertvolle Produkte liefert, diirfte zu den wenigen Rassen gehoren, die ihre
Daseinsberechtigung noch viele Jahrzehnte hindurch behaupten werden.

Doch auch er konnte nicht ahnen, was sich in den folgenden Jahrzehnten ereignen sollte. Im
Deutschen Reich kam es auch in der Tierzucht zu einer ,,Rassebereinigung“. Die Vielzahl an
Schafrassen wurde al's hemmend fiir den ziichterischen Fortschritt angesehen und so wurden
1939 alle Bergschafrassen zum ,,Deutschen Bergschaf* zusammengefasst (DIENER, 1939).
Als Rasseziel wurde ab sofort der Typ der Bergamasker und Karntner Schafe angestrebt, die
as ein und dasselbe angesprochen wurden, mit dem einzigen Unterschied, dass die
Bergamasker ,,stets reinwei 3 waren. Sie waren nach damaliger Ansicht die wirtschaftlichsten
Bergschafe und als Zuchtziel wurde eine schlichte weifle Wolle gefordert, es wurde jedoch
vorlaufig noch schwarze Wolle gestattet, da sie in der bauerlichen Selbstverarbeitung dem
Garn die gewiinschte graue Naturfarbe gab. In Wirklichkeit war das Karntner Schaf im
Rahmen, in der Kopfform, der Zeichnung und der Wollqualitiat etwas vollig anderes als das
Bergschaf, doch typische Karntner Bocke wurden nun nicht mehr angekort und in den



folgenden Jahren kam es zu einer regelrechten Verdrangungszucht mit reinweif3en
Bergamaskerwiddern. In Osterreich galt die Rasse bald al's ausgestorben. Nur gelegentlich
mendelten aus Bestinden weiller Bergschafe Einzeltiere mit schwarzen Ohrspitzen und
,Brillen” um die Augen heraus (SAMBRAUS, 1999). Hinzu kam, dass die Schafzucht in
Kéarnten insgesamt stark zuriickging. Wurden um 1900 in der Marktgemeinde Eisenkappel -
Vellach noch 2730 Schafe gezihlt, so waren es im Jahre 1962 nur noch 147 Stiick
(ANONY M, 1968). Die Griinde dafiir waren zum einen ein akuter Arbeitskraftemangel durch
die Weltkriege und das Abwandern der jungen Leute in die Stidte, eine starke Forderung der
Rinderzucht, die dem erhohten Bedarf an Fleisch schneller nachkam und grofie Verluste
durch Béren, die das Weiden der wenigen verbliebenen Schafe noch unrentabler machten
(JASBINSCHEK, 2001). Bisin die Mitte der 50er Jahre fand auch ein Austausch von Tieren
mit den benachbarten Talern im heutigen Slowenien statt, was durch den ,,Eisernen Vorhang*
mehr und mehr erschwert bis unméglich wurde. Somit fiel auch dieser Anreiz weg und bis auf
wenige Einzeltiere schien die groBe Ara des Kirntner Schafes Vergangenheit zu sein. In
Bayern geschah die Tilgung mit geringerem Nachdruck. Es wurden auch hier keine Bocke
mehr gekort, die nicht dem neuen Rasseziel entsprachen, was im Grunde das Ende der Rasse
auch in diesem Teil des Reiches hitte bedeuten miissen (SAMBRAUS, 1999). Doch einige
kleine Zuchtinseln hielten sich, denen jedoch prophezeit wurde, dass sie ,,in absehbarer Zeit
ohnedies durch den Bergamasker verdrangt werden™ (DIENER, 1973).

Es kam gliicklicherweise anders, denn in den 80er Jahren wurde man sich der Bedeutung und
der Gefahrdung alter Nutztierrassen zunehmend bewusst. In Bayern fand man 1983 noch etwa
150 bis 200 Brillenschafe, die Rasse galt als in Auflosung begriffen (SAMBRAUS, 1999).
Auf einer Sonderschau zur ,Erhaltung gefahrdeter Nutztierrassen im Rahmen der
Internationalen Griinen Woche in Berlin 1984 fanden diese auffallend gezeichneten Schafe
jedoch groBen Anklang. In ganz Deutschland fanden sich Interessenten und die Erhaltung
dieser Schafe wurde gezielt geférdert. Auch in Osterreich wurde man aufmerksam und ging
gezielt auf die Suche nach Restbestinden dieser alten Karntner Rasse. 17 weibliche und 6
mannliche Tiere konnten ausfindig gemacht werden und mit ihnen begann man die miihsame
Erhaltungszucht. Es wurden mehrfach Tiere aus Deutschland nach Osterreich gebracht, um zu
starke Inzucht zu vermeiden. Da sich aber die Bayrischen Brillenschafe im Laufe der
jahrzehntelangen Isolation von ihren urspriinglichen ,,Stammeltern* in Kérnten in eine andere
Richtung entwickelt hatten, war man bestrebt, die 6sterreichische Population moglichst nach
dem Vorbild des alten ,,Seelander Schafes” mit allen seinen in alten Zeiten so begehrten
Vorziigen zu erhalten und ging gezielt im Ursprungsgebiet dieser Rasse, in Seeland, im
heutigen Slowenien auf die Suche. Unter den schwierigsten Umstéanden konnte man wenige
Einzeltiere finden und 1990 gelang der erste Import eines Widders, dem 1992 ein weiterer
Bock und 5 weibliche Tiere folgten (JASBINSCHEK, 2001). So wurden 1992 schon wieder
150 Karntner Brillenschafe in Osterreich gezihlt und Anfang 2000 waren es bereits 100
Widder aus 7 Linien und etwa 900 weibliche Tiere aus 21 Linien (VEREIN DER
KARNTNER BRILLENSCHAFZUCHTER ALPEN-ADRIA, 2000). Die engagierten Ziichter
haben im Dezember 1995 einen eigenen ,,Verein der Karntner Brillenschafziichter Alpen-
Adria“ mit Sitz in Ferlach gegriindet und schon seit 1992 wird ein zentrales Herdbuch mit
Hilfe der EDV gefiihrt. Sie haben sich zum Ziel gesetzt, das Karntner Brillenschaf wieder zu
einem festen Bestandteil des landwirtschaftlichen Lebens in Kérnten zu machen und mit ihm
eine wertvolle Tradition dieser Region zu bewahren.









1.1.2 DasKirntner Brillenschaf heute

Heute ist das Karntner Schaf unter dem bezeichnenderen Namen ,,Kéarntner Brillenschaf*
bekannt. Der ,,Verein der Karntner Brillenschafziichter Alpen-Adria“ hat in den knapp sechs
Jahren seines Bestehens schon viel erreicht. So gibt es in Osterreich mittlerweile wieder 105
Ziichter des Karntner Brillenschafes, den Grofiteil davon in Karnten, aber auch in Salzburg
gibt es begeisterte Anhdnger dieser Rasse. Der Bestand ist osterreichweit auf 1533
Brillenschafe angewachsen, davon 133 Zuchtwidder und 1400 weibliche Zuchtschafe (Stand
September 2001). Alle Tiere sind herdbuchméiBig erfasst und alle Ziichter werden zweimal
jahrlich von der zentralen Herdebuchfiihrung nach ihrer Bestandsentwicklung abgefragt.
Jihrlich ~ findet eine zentrale  Widderankorung unter der Leitung des
Landesschaf zuchtverbandes Karnten statt. Die Mindestanforderung fiir die Ankorung eines
Zuchtwidders ist ein Jihrlingsgewicht von 65 kg mit korrektem Fundament. Am Korper
diirfen auBer den rassetypischen Pigmenten am Kopf keine Pigmente vorhanden sein.
Zuchtschafe miissen fiir eine Ankérung ein Halbjahresgewicht von mindestens 45 kg und
ebenfalls ein korrektes Fundament aufweisen, wahrend hier leichte Pigmentierungen im
Beinbereich noch toleriert werden. Die Rasse wird ansonsten ganz nach dem Vorbild des
aten Seeldnder Schafes beschrieben und dahingehend selektiert. Die Widerristhohe betragt
bei den Widdern 75 bis 80 cm und bei den weiblichen Tieren 70 bis 75 cm, das Gewicht
variiert zwischen 75 und 95 kg mitunter auch bis ca. 100 kg bei den Widdern und 55 bis 75 kg
bei weiblichen Zuchttieren, bei einzelnen Mutterschafen auch bis 85 kg. Die Wolle ist
schlicht und lang und meist von seidigem Glanz. Der Kopf ist unbewollt, die Wolle beginnt
erst hinter den Ohren. Der jahrliche Wollertrag betragt bel Widdern 3 bis 5 kg, bei weiblichen
Tieren 2,5 bis 4,5 kg. Die Schafe sollen feingliedrig sein und werden nun zunehmend auf
Fruchtbarkeit selektiert (siehe Bilder 3 und 4). Als besondere Qualititen werden diesen
Schafen ein wiirziger Fleischgeschmack und geringer Fettansatz des Fleisches, eine feine
Wollqualitat, sowie guter Mutterinstinkt und Leichtfiittrigkeit zugeschrieben. Die gute,
feinfasrige Fleischqualitiat und der fast wildbretahnliche Geschmack werden immer wieder
betont (VEREIN DER KARNTNER BRILLENSCHAFZUCHTER ALPEN-ADRIA, 2000).

In Deutschland schatzt man den Gesamtbestand auf etwa 300 Tiere. Neben dem
Hauptzuchtgebiet in Bayern, wo diese Rasse seit 1989 als Herdbuchrasse anerkannt ist, gibt
esinder Eifel und in Norddeutschland noch einzelne groiere Bestinde (SAMBRAUS, 2001).
In Siidtirol wird die Rasse unter dem Namen ,,VillnéBer Schaf geziichtet und der Bestand auf
800 bis 900 Tiere geschatzt. Letztlich ist auch im eigentlichen Ursprungsland dieser Schafe,
in Slowenien, die Zucht mittlerweile in einem Schafzuchtverband organisiert. Hier heifit die
Rasse Jezersko-Sol¢avska Rasse nach den Orten Jezersko und Soléava, in denen die Zucht
dieser Schafe am meisten verbreitet war. Uber das Interreg-Projekt , Karntner
Brillenschafzucht ohne Grenzen* arbeiten die Vereine in Osterreich und Slowenien eng
zusammen und auch mit den deutschen und siidtiroler Zichtern findet immer wieder
Informationsaustausch statt. Die Karntner Brillenschafziichter haben ein geschiitztes
Brillenschaf-Logo  entworfen und eine eigene  Homepage im  Internet
(http://www.brillenschafe.org/), die eine breite Offentlichkeit iiber ihre Arbeit informiert. Mit
diesen Erfahrungen haben sie die slowenischen Ziichter unterstiitzt, die ebenfalls im Internet
unter folgender Adresse vertreten sind: http://drustvo.rejcev.js.ovc.welcome.to. Es werden
gemeinsame Ziichtertreffen und -exkursionen zur Foérderung der Zuchtarbeit organisiert und
dafiir gesorgt, dass die Brillenschafziichter mit ihren Schafen auf zahlreichen Festen und
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Markten vertreten sind. Der Verein finanziert seine Aktivititen ausschliellich durch die
Vermarktung der Produkte des Brillenschafes, durch Spenden, Projekte und Patenschaften. Es
gibt mittlerweile eine beachtliche Anzahl an ,,Brillenschaf-Werbeprodukten™, wie T- und
Sweat-Shirts, Regenschirme, Miitzen, Tragetaschen, Uhren, Schliisselanhinger und
Aufkleber, die das Brillenschaf-Logo tragen und auf diese Weise dafiir sorgen, dass das
Karntner Brillenschaf immer bekannter wird. Denn je mehr Leute diese Schafe in ihr Herz
schlieen, desto mehr Unterstiitzung gibt es bei der wichtigen Aufgabe, diese Rasse zu
erhalten. So hat sich der deutsche Optiker Giinther Fielmann, der selber 6kologische
Landwirtschaft auf seinen mittlerweile vier Hofen in Norddeutschland betreibt, fir die
Brillenschafe begeistern konnen und hilt eine beachtliche Herde Kéarntner Brillenschafe und
andere alte Haustierrassen auf seinen Giitern. Er hat dem Verein mit einer grofziigigen
finanziellen Unterstiitzung die umfangreiche Genotypenanalyse erst ermaoglicht.

1.1.3 Warum gerade Kiarntner Brillenschafe fiir die Zukunft?

Ein erster Erfolg der Brillenschafziichter ist es, dass die Karntner Brillenschafe nicht mehr
akut vom Aussterben bedroht sind. Sie sollen aber auch in Zukunft ihren berechtigten Platz in
der Landwirtschaft einnehmen. Und dafiir gibt es mehr Griinde, als nur die Liebhaberei
einiger enthusiastischer Ziichter. Zum einen genetische, aber auch soziookonomische,
kulturelle und 6kologische Aspekte, die nicht unbeachtet bleiben diirfen.

Jede Rasse ist das Produkt von zufilligen genetischen Veranderungen, wie Mutationen und
genetischer Drift, genauso wie von Anpassung und Entwicklung unter den verschiedensten
Einfliissen, wie Klima, endemischen Parasiten und Krankheiten, verfiigbarem Futter und
letztlich den Selektionskriterien des Menschen, die oft iiber viele Jahrhunderte auf sie
einwirkten und sie formten. Jede Rasse ist somit eine einzigartige Kombination an Genen
(FAO, 1998). Gehen Rassen verloren, so gehen mit ihnen wertvolle Gene verloren, die
vielleicht nicht heute, aber in naher Zukunft von groier Bedeutung sein kénnten, aber einmal
verschwunden, unwiederbringlich sind. Das Potential des Menschen, sich an sich dndernde
Marktbedingungen, Verbraucherwiinsche oder Umweltbedingungen anzupassen, wird
eingeschrankt. Landrassen werden meist, ohne an Produktivitat zu verlieren, sehr extensiv
gehalten. Sie konnten bald zunehmend an Bedeutung gewinnen, um der immer weiter
verbreiteten Forderung der Verbraucher nach artgerechter und  6kologischer
Nutztierproduktion nachzukommen. Neue Erkenntnisse iiber die menschliche Ernihrung
konnen zu einer verinderten Wertschitzung der tierischen Produkte fithren. In der
Auseinandersetzung mit Fertigprodukten und Ersatzstoffen der Industrie muss die tierische
Produktion stets flexibel sein, um konkurrenzfihig bleiben zu konnen. Es treten auch immer
wieder neue unbekannte Krankheiten auf, gegen die einzelne Rassen verschieden resistent
sind. Gerade bei Schafen werden die Landrassen bei gleicher Haltung wesentlich weniger von
Parasiten befallen as die Hochleistungsrassen (SAMBRAUS, 1999). Auf der ganzen Welt
sind molekulare Genetiker auf der Suche nach Genen, die die Produktivitit, die Qualitit der
Produkte, die Gesundheit und die Reproduktion der Tiere beeinflussen (OLDENBROEK,
1999). Ihnen sollten moglichst viele Rassen as Untersuchungsmaterial auch in Zukunft zur
Verfiigung stehen. Denn die seltenen Rassen sind im allgemeinen am wenigsten untersucht
und sind vielleicht unbekannterweise Triger von Genen oder Genkombinationen, die einmal
von entscheidender Bedeutung sein konnten. Das Einkreuzen von genetisch entfernten
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Landrassen in meist sehr ingeziichtete Leistungsrassen kann schon durch den dadurch
erlangten Heterosis-Effekt, die vollig neue Kombination von Genen, zu einer beachtenswerten
Leistungssteigerung fiihren. Die Untersuchung von Krankheitsresistenz und -anfalligkeit
verschiedener Rassen hilft oft, die zugrundeliegenden Mechanismen zu verstehen und
verbesserte Behandlungsmalinahmen der Krankheit zu entwickeln (FAO, 1998).
Soziookonomisch betrachtet sind diese an eine bestimmte Landschaft optimal angepassten
Rassen fir die dort lebende Bevilkerung meist eine wichtige Einnahmequelle. Die
Gegebenheiten der Landschaft machen die Haltung einer Hochleistungsrasse oft unmaoglich
oder unwirtschaftlich, da ein zu groer Aufwand noétig wire, um diese Tiere zu erhalten. Ganz
spezielle lokale Produkte der Landrassen konnen bei entsprechender Vermarktung zu einer
Speziaitit werden und zu einem hoheren Preis verkauft werden und so die geringere
Produktivitit ausgleichen. Das Fleisch der Karntner Brillenschafe ist als Spezialitit
beispielsweise so gefragt, dass die Ziichter mit der Lammerproduktion momentan nicht
nachkommen (JASBINSCHEK, 2001).

Neben diesen wirtschaftlichen Gesichtspunkten sind die regionalen Rassen fiir die
Bevolkerung aber auch von kultureller und historischer Bedeutung. Die Menschen
identifizieren sich oft iiber die Tiere, mit denen sie aufgewachsen sind, mit ihrer Heimat. Die
Landrassen wurden von den Menschen in diesen Regionen tiber Jahrhunderte geschaffen, sie
haben seit jeher das Leben dieser Menschen bestimmt und sind erhaltenswertes Kulturgut,
wie Kunstwerke, Denkméler oder bedeutende Gebaude. Viele Sitten und Brauche sind an eine
bestimmte Rasse gebunden und oft sind diese Tiere ein zentraler Bestandteil regionaler Feste
und Aktivitiaten. Doch nicht nur die einheimische Bevolkerung hiangt an diesen Traditionen,
auch Touristen erwarten in den Landschaften, die sie besuchen, die gewohnten Rassen und
ihre Produkte. Gerade Regionen, die auf den Tourismus angewiesen sind, konnen die oft sehr
attraktiven autochthonen Rassen gezielt als Werbemittel einsetzen. Das Karntner Brillenschaf
wirbt bereits fiir die Region Rosental in zahlreichen Werbeprospekten.

Und so wie diese Landrassen von der Landschaft, in der sie entstanden sind, gepragt wurden,
so haben sie im Gegenzuge auch entscheidend an der Entstehung von sogenannten
Kulturlandschaften mitgewirkt. Die bei den Touristen so beliebten Almen in den Alpen sind
keineswegs natiirliche Landschaften. Sie sind in jahrhundertelanger Bewirtschaftung durch
die Bergbauern und ihre lokalen Rassen erst entstanden und erhalten worden. In Karnten sind
in den letzten Jahrzehnten viele Almen aufgegeben worden, weil die Bewirtschaftung
unrentabel wurde oder es keinen Nachwuchs in der Bauernfamilie gab, der sich dieser
Aufgabe widmete. Und innerhalb kiirzester Zeit wucherten diese Flachen mit Biischen und
Baumen zu und wurden firr die weitere landwirtschaftliche Nutzung unbrauchbar
(JASBINSCHEK, 2001). Die allseits bekannte einmalige Liineburger Heide in
Norddeutschland ist ein weiteres Beispiel fiir die wichtige Aufgabe der Landschafrassen in
der Landschaftspflege. Ohne die speziell an diese Bedingungen angepassten Heidschnucken
und ihre Fressgewohnheiten, wiirde diese Landschaft in kiirzester Zeit verbuschen und
verwalden, und ihr charakteristisches Aussehen verlieren. Damit wire eine attraktive
Einnahmequelle dieser Region durch den Tourismus verloren. Die Erhaltung dieser
einzigartigen vom Menschen und seinen Tieren geschaffenen Landschaften gehort genauso zu
unserer Verantwortung den nachfolgenden Generationen gegeniiber wie die der
dazugehorigen Haustierrassen.

Das Karntner Brillenschaf ist ein Relikt aus alter Zeit, das unseren Kindern und den
zukiinftigen Generationen unsere Kultur und Traditionen, die jahrhundertelang von unseren
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Haustieren gepriagt waren, in lebendiger Weise nahe bringt. Zusitzlich kann es auch in
heutiger Zeit zum Wirtschaftsfaktor seiner Heimat werden, durch die speziellen Produkte, als
Touristenanziehungspunkt und in der Landschaftspflege. Global betrachtet stellt es eine
wertvolle Genreserve dar, die als Bestandteil der biologischen Vielfalt auf unserer Erde nicht
verloren gehen darf.

1.2 DNA-Mikrosatelliten

Jedes Individuum ist durch sein Genom unverwechselbar charakterisiert, was an der grofien
Variabilitdit des Genoms liegt. Keine zwei Individuen (auer eineiige Zwillinge) haben
identische Genome. Fiir Proteine kodierende Bereiche weisen aber nur eine geringe
Mutationsrate auf, fiir die Bewahrung der Funktionalitit der |ebenswichtigen Proteine ist das
eine wichtige Voraussetzung. Fir die Variabilitat entscheidend sind die nicht kodierenden
Bereiche und dort befinden sich auch die meisten der bisher untersuchten DNA-
Mikrosatelliten (DNA-MS). DNA-MS, manchmal auch als ,,short tandem repeat” (STR)
Marker bezeichnet, sind kurze Sequenzabschnitte des Genoms, die aus sich wiederholenden
Grundmotiven von zwei bis fiinf Basenpaaren (bp), den Wiederholungseinheiten (repeats),
bestehen (TAUTZ & RENZ, 1984; LITT & LUTY, 1989; WEBER & MAY, 1989). Je nach
der Anzahl der bp im Grundmotiv unterscheidet man Di-, Tri-, Tetra- und Pentanukleotid-
MS. Sie kommen in groB3er Anzahl in alen bisher untersuchten Organismen vor und sind iiber
das gesamte Genom verteilt, was sie fiir Genom-Kartierungs-Projekte sehr niitzlich macht
(SCHLOTTERER, 1998). In Siugetieren zum Beispiel schitzt man, dass das Grundmotiv
GA/AC im Mittel alle 30 kb auftritt (SCHLOTTERER, 1998). So sind auch fiir alle wichtigen
Nutz- und Haustierarten bereits eine grole Anzahl an MS-Markern verfiigbar; fiir das Schaf
wurden tiber 300 Genbankeintrige gefunden (ACHMANN et al., 2000). Doch neben der
zahlenmaBig hohen Verfiigbarkeit, macht sie vor allem ihre ausgeprégte Variabilitat zu einem
der am meisten verwendeten Markersystemen. M S sind polymorph, d.h. normalerweise lassen
sich in einer Population fiir einen bestimmten Genort (Locus) eine ganze Reihe von Allelen
nachweisen. Im Mittel werden bel Siugetieren pro Locus etwa acht verschiedene Allele
gefunden (DE WOODY & AVISE, 2000). Die unterschiedlichen Allele kommen durch eine
unterschiedliche Anzahl an Wiederholungseinheiten zustande (z.B. (CA)is, (CA)17). Das
repetitive Muster begiinstigt Mutationen und ist eine der Ursachen fiir den hohen
Polymorphismus der MS. Uber den Mutationsmechanismus wurde lange Zeit debattiert
(LEVINSON & GUTMAN, 1987; SCHLOTTERER & TAUTZ, 1992; RICHARDS &
SUTHERLAND, 1994), doch inzwischen ist man davon tberzeugt, dass der
Hauptmechanismus, der zu den verschiedenen Langenvarianten fiihrt, Fehlpaarungen durch
Strangverschiebungen (,,Slipped-strand mispairing) wiéhrend der DNA-Replikation
darstellen. Uber spezifische Primer, die in den flankierenden Sequenzen des jeweiligen MS
lokalisiert sind, lassen sich diese Lingenpolymorphismen mittels PCR amplifizieren und nach
hochauflosender Elektrophorese entsprechend den Unterschieden in der Repeatzahl als
verschieden lange DNA-Fragmente darstellen. Bei entsprechender Auswahl kénnen mit
mehreren spezifischen Primerpaaren in einem PCR-Ansatz (Multiplex-PCR) ebenso viele
MS-Marker amplifiziert werden. Das macht die Analyse vieler verschiedener Loci arbeits-,
zeit- und kostengiinstiger. Werden fluoreszenzmarkierte Primer zur Amplifikation der MS
eingesetzt, konnen die Fragmente mittels Laserlicht-Detektion z.B. kapillarel ektrophoretisch
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analysiert werden. Dadurch wird die MS-Analyse automatisierbar, was einen maximalen
Probendurchsatz in kurzer Zeit ermoglicht, wie es vor alem fiir Routineuntersuchungen
gefordert wird (ACHMANN et al., 2000). MS lassen sich also mit relativ einfachen
molekulargenetischen Methoden untersuchen, zusitzlich werden an das benétigte
Probenmaterial nur geringe Anforderungen gestellt. ES geniigen geringe Mengen von Blut,
Gewebe, Haarwurzeln oder Speichel zur DNA-Isolation. Diese Vorziige verbunden mit der
bereits erwihnten hohen Variabilitit und Verfiigbarkeit haben dazu gefiihrt, dass MS in den
letzten Jahren die friither weit verbreiteten Blutgruppen- und biochemischen Marker in vielen
Anwendungsbereichen abgel 6st haben. So gelten sie heute a's das Markersystem der Wahl fiir
viele genetische Fragestellungen, wie beispielsweise in der Forensik, bei
Abstammungsiiberpriifungen, Genom-Kartierung und phylogenetischen Studien bis hin zur
Populationsgenetik. MS eignen sich hervorragend zur Untersuchung verwandtschaftlicher
Beziehungen zwischen Rassen, sowie zur Ermittlung der genetischen Diversitat innerhalb
einer Rasse (BUCHANAN et a., 1994; MAC HUGH et al., 1998; ARRANZ et al., 1998;
SAITBEKOVA et al., 1999; DIEZ-TASCON et al., 2000; CANON et al., 2000).

1.2.1 Abstammunagsiiber priifung mit Hilfe von DNA-Mikrosatelliten

In der Tierzucht hat die Kenntnis der Abstammung eines Tieres eine grundlegende
Bedeutung, denn zur Feststellung des Zuchtwertes, aber auch des Handel swertes eines Tieres
spielt die gesicherte Zuordnung von Eltern und Nachkommen eine Hauptrolle. Ist die
Abstammung ungewiss, ist der erbliche Einfluss von Elterntieren auf ihre Nachkommen nicht
feststellbar und der Zuchtfortschritt einer Rasse erheblich gehemmt. Diese erblichen Einfliisse
betreffen sowohl das Leistungsvermogen als auch die Erbgesundheit der Folgegeneration.
Modellrechnungen haben gezeigt, dass Fehlabstammungen Schitzwerte fiir die Heritabilitéit
von Leistungsmerkmalen, den Zuchtwert eines Tieres und somit auch den Zuchtfortschritt
betrachtlich beeinflussen (GELDERMANN et al., 1986; ISRAEL & WELLER, 2000). Der
Anteil fehlerhaft dokumentierter Abstammungen in Zuchtbiichern ist bei Nutztieren zum Teil
beachtlich. Bei Rindern wird der Anteil an Kéilbern mit falscher Abstammung, je nach
Untersuchung, auf 2,9 % bis 23 % geschitzt (GELDERMANN et al., 1986, RON et al.,
1996). Ahnlich hohe Werte von 10 % bis 20 % werden fiir Schweine angegeben (JUNEJA &
VOGELI, 1998). Im Jahr 1999 wurden im Verlauf von Abstammungskontrollen bei
osterreichischen Schafen rund 14 % der angegebenen Abstammungen as falsch
nachgewiesen (ACHMANN et al., 2000). Die Ursachen fiir falsche Abstammungsangaben
sind vielfiltig und reichen von Irrtiimern bei der Zuordnung von Eltern und Nachkommen,
iber Fehler bei der kiinstlichen Besamung bis zu bewussten Falschangaben iiber
verwandtschaftliche Beziehungen. Der relativ. hohe Anteil an nachgewiesenen
Fehlabstammungen bei verschiedenen Nutztierarten macht deutlich, wie notwendig neben
einer formalen Dokumentation der Abstammung im Zuchtbuch, Herdebuch oder
Zuchtregister eine unabhingige Uberpriifung der Eintragungen ist. Und gerade in einer
Population, wie einer gefiahrdeten Nutztierrasse, in der es darauf ankommt, die genetische
Variabilitit so breit wie moglich zu erhaten, kann nur mit abgesicherten
V erwandtschaftsverhiltnissen eine Anpaarung nahe verwandter Tiere vermieden werden und
somit die Inzuchtsteigerung minimiert werden.
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Das Grundprinzip der biologischen Abstammungskontrolle besteht darin, an einer groieren
Anzahl von polymorphen Marker-Loci die Allele bel Eltern und Nachkommen festzustellen.
Da autosomale DNA-MS kodominant vererbt werden, sind sie idea zur
Abstammungskontrolle geeignet, da der Nachkomme an jedem Locus ein Allel von der
Mutter erbt und das andere vom Vater. Bel Sdugetieren kann das Muttertier in der Regel
sicher angegeben werden und meist stellt sich das Problem, ob ein bestimmtes méannliches
Tier als Vater in Frage kommt. Im Prinzip handelt es sich bel der Abstammungssicherung um
ein Ausschlussverfahren, denn hat der Nachkomme Allele, die nicht von der Mutter stammen
konnen und beim untersuchten Vater nicht vorhanden sind, so ist die Elternschaft dieses
V atertieres auszuschlieen. Die Wahrscheinlichkeit mit der ein falsch angegebener Vater auch
asfasch entlarvt wird, die sogenannte Ausschlusswahrscheinlichkeit, kann berechnet werden
und hiangt von dem verwendeten Testsystem ab, v.a. von der Anzahl und der Variabilitat der
verwendeten Marker (JAMIESON, 1994; JAMIESON & TAYLOR, 1997). Eine ausreichend
hohe Ausschlusswahrscheinlichkeit von iiber 99 % lédsst sich in der Regel mit 10 bis 12
variablen MS-Markern erreichen (ACHMANN et al., 2000). Je mehr Marker untersucht
werden, je grofer die Anzahl an Allelen pro Marker ist und je gleichméBiger diese Allelein
der Population verteilt sind, desto groer ist die Sicherheit, mit der eine falsche Abstammung
erkannt wird.

Obwohl MS-Marker sich fiir die Abstammungssicherung als sehr verlédsslich und effektiv
erwiesen haben, so gibt es doch auch einige Besonderheiten, die zu Problemen bei der
Interpretation der Daten fiihren kénnen. So kann es beispielsweise bei einzelnen Individuen
durch Mutationen (Substitutionen, Insertionen, Deletionen) in den Primerbindungsstellen
dazu kommen, dass die Amplifikation bestimmter M S-Allele beeinflusst wird. Je nachdem, an
welcher Position der Primerbindungsstelle die Mutation auftritt, wird das betreffende Allel
entweder gar nicht (Nullallel) oder mit stark verminderter Effizienz amplifiziert (ACHMANN
et al., 2001). Beides kann dazu fiihren, dass eigentlich heterozygote Tiere als homozygot
typisiert werden oder aber dass fiir solche Allele homozygote Tiere dadurch auffallen, dass
fur diesen Marker kein Genotyp erhalten werden kann. Die schwerwiegendste Folge dieses
Genotypisierungsfehlers konnte ein ungerechtfertigter Ausschluss eines tatsichlichen
Elterntieres von der Elternschaft sein (PEMBERTON et al., 1995; ACHMANN et a., 2001).
Ein Hinweis auf die Existenz eines Nullalels oder eines Allels mit stark verminderter
Amplifikation ist das vermehrte Auftreten von Féllen, bel denen nur fiir einen von mehreren
untersuchten Markern ein Ausschluss gefunden werden kann, wobei zusitzlich Elter und
Nachkomme fiir jeweils ein anderes Allel homozygot sind (ACHMANN et al., 2000). Tritt
das Nullallel in einer Population mit hoher Frequenz auf, so konnen als zusitzlicher Hinweis
auf das Vorhandensein dieses Problems signifikante Abweichungen vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht auftreten. Das heif3t, in dieser Population werden fiir den entsprechenden
Marker deutlich mehr homozygote Tiere gefunden, als aufgrund der Allelfrequenzen zu
erwarten wire. Marker, die ein Nullallel mit einer derartig hohen Frequenz aufweisen, sollten
fur die Abstammungssi cherung nicht verwendet werden. Alternativ konnen fiir solche Marker
neue Primer mit einer anderen Zielsequenz definiert werden, mit denen dann die
Amplifikation aller Allele moglich ist.

Mutationen konnen aber auch in der repetitiven Region des MS auftreten und in neuen
Allelen mit veranderter Repeatzahl resultieren. Diese Mutationen machen letztlich die hohe
Variabilitit von DNA-MS aus, denn im Vergleich zu Basensubstitutionen, die mit einer
Hiufigkeit von 10 bis 10™° auftreten, ist die Mutationsrate von MS um ein Viel faches hsher.
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Es werden Mutationsraten zwischen 10° und 10° pro Locus und Generation beobachtet
(SCHLOTTERER, 1998). Auch diese Mutationen konnen in der Praxis zum
ungerechtfertigten Ausschluss eines Elterntieres von der Elternschaft fiithren. Diese Fille
stellen sich in der Regel ebenfalls so dar, dass dhnlich wie beim Auftreten eines Nullallels nur
fir einen Marker ein mit der Elternschaft unvereinbarer Genotyp gefunden wird. Allerdings
treten diese Fille vergleichsweise selten auf. Um Fehlaussagen zu vermeiden, sollte der
Nachweis der genetischen Unmoglichkeit der Elternschaft daher generell auf sicheren
Ausschliissen durch mehr a's einen Marker beruhen (ACHMANN et al., 2000).

1.2.2 Mikrosatdliten fiir populationsgenetische Fragestellungen

Das Gebiet der Populationsgenetik befasst sich mit den Mendelschen Gesetzen und anderen
genetischen Grundprinzipien und ihren Auswirkungen auf Populationen (HARTL & CLARK,
1997). Als Populationen konnen verschiedene Paarungs- und Fortpflanzungsgemei nschaften
bezeichnet werden. Dabei kann es sich um Menschen, Tiere, Pflanzen oder Mikroorganismen
handeln, die Populationen konnen natiirlich, ziichterisch oder experimentell zustande
kommen. Die Populationsgenetik hat durch die Etablierung neuer molekularer Methoden, v.a.
auf DNA-Basis, ungeahnte Moglichkeiten in der Beantwortung von Fragen aus den
verschiedensten Disziplinen erhalten. So trigt sie zur Bearbeitung von Problemen in
vielfiltigen Bereichen bei, wie Evolutionsbiologie, Genetik, Tier- und Pflanzenziichtung,
Landwirtschaft, Okologie, Erhatungsbiologie, Medizin, Rechtswissenschaften, Ethik,
Soziologie, Anthropologie und Naturschutz.

Das Grundwerkzeug der Populationsgenetik sind die genetischen Variationen innerhalb und
zwischen den Populationen, die es zu verstehen und zu beurteilen gilt. Diese genetische
Variation ist in den Populationen in Form von verschiedenen Allelen vieler Gene enthalten
und als Allelfrequenzen messbar, die das Verhiltnis aler definierten Allele in den jeweiligen
Populationen wiedergeben. Diese Allelfrequenzen kénnen dann dazu verwendet werden, die
genetische Beziehung zwischen den Populationen zu untersuchen. In der Populationsgenetik
geht man von verschiedenen evolutionaren Kréften aus, die die Unterschiede zwischen den
Populationen beeinflussen. Zum einen kommt es durch die zufillige genetische Drift
(,,random drift“) in den Populationen zum Verlust unterschiedlicher Allele und zu einer
Verschiebung der Allelfrequenzen der Allele, die nicht verloren gehen. Die genetischen
Unterschiede zwischen Populationen, die voneinander isoliert sind, werden durch die
zufillige genetische Drift immer grofer, je langer sie voneinander getrennt sind. Zusitzlich
treten immer wieder Mutationen auf, die ebenfalls die genetische Differenzierung der
Populationen erhohen, da in jeder Population andere Mutationen auftreten und somit zu
Unterschieden zwischen den Populationen fithren. Da es aber in der Regel selten zu
Mutationen kommt, ist dieser Einfluss erst entscheidend, wenn viele Generationen vergangen
sind, seit die Populationen getrennt sind, also eine lange Divergenzzeit vorliegt, wie es zum
Beispiel bei Spezies der Fal ist. Wenn eine Selektion stattfindet, sei dies durch natiirliche
Umstande oder aber ziichterisch, so konnen Allele bevorzugt werden und in variierenden
Allelfrequenzen in unterschiedlich selektierten Popul ationen resultieren, sie konnen aber auch
durch Selektion in die selbe Richtung und dadurch Bevorzugung der selben Allele die
eigentliche genetische Beziehung verfilschen. Aus diesem Grund wird selektionsneutralen
Markern, wie etwa den Mikrosatelliten fiir populationsgenetische Studien der Vorzug
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gegeben. Denn wenn zwei Populationen betrachtet werden, die von einer
Ursprungspopulation abstammen, dann ist der Unterschied der Allelfrequenzen fiir
selektionsneutrale Marker ein MaB fiir die Isolation der betreffenden Populationen
voneinander (EDING & LAVAL, 1999). Letztlich spielt gerade bei Rassen die Migration (der
Austausch von Individuen zwischen den Populationen) eine grofle Rolle, durch die Allele
zwischen den Populationen ausgetauscht werden, was zu einer Verringerung der genetischen
Differenzierung fiihrt. Je dhnlicher sich die Allelfrequenzen der untersuchten Populationen
sind, desto mehr Austausch findet zwischen ihnen statt (HARTL & CLARK, 1997). Innerhab
der Populationen teilen die Individuen gemeinsame Allele, die gemeinsame V orfahren haben,
die also miteinander verwandt sind. Um Aussagen iiber nah verwandte Individuen oder
Populationen (z.B. Rassen einer Spezies) treffen zu konnen, ist es von Vorteil, die
Informationen vieler verschiedener Allele in Betracht ziehen zu konnen. Diese V oraussetzung
bringen hochvariable MS-Marker mit sich.

Mit Hilfe der Populationsgenetik kann also die genetische Variabilitit innerhalb einer Rasse
anhand von DNA-MS untersucht werden und mit der genetischen Variabilitit anderer Rassen
verglichen werden. Zusitzlich kénnen die verwandtschaftlichen Beziehungen der Rassen
untereinander geklart werden. Fiir eine gefahrdete Rasse, wie das Kérntner Brillenschaf, stellt
sich ganz besonders die Frage der genetischen Distanz zu anderen Rassen. Denn wenn es eine
eigenstandige, genetisch differenzierte Rasse darstellt, ist ihre Erhaltung als wertvolle
Genreserve zusitzlich gerechtfertigt.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Genotypisierung der osterreichischen Karntner Brillenschafpopulation mit 11 DNA-
Mikrosatellitenmarkern

Feststellung der genetischen Variabilitat der Karntner Brillenschafe und Vergleich mit
anderen Schafrassen

Uberpriifung der Abstammungsangaben im Herdbuch

Untersuchung der genetischen Beziehung der Kirntner Brillenschafe zu anderen
Schafrassen
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2 Material und Methode

2.1 UntersuchteTiere

Fiir die Untersuchung wurden von insgesamt 771 Karntner Brillenschafen Ohrgewebeproben
entnommen. Die Probenenthahme wurde vom ,Verein der Karntner Brillenschafziichter
Alpen-Adria“ durchgefiihrt. Das geschah in mehreren Etappen im Zeitraum Sommer 1999 bis
Winter 2000. Die meisten Tiere stammen aus Kérntner Betrieben. EIf Tiere stammen von
Bayrischen Brillenschafziichtern. Bei diesen 11 Tieren wurde vermutet, dass es sich um
Hybride zwischen Bergschafen und Kérntner Brillenschafen handelt. Zusitzlich wurden 184
VillnoBer Schafe aus Siidtirol auf die gleiche Weise untersucht. Diese Daten dienten als
Vergleichspopulation. Die Daten der Schafe anderer Rassen (Bergschaf, Texelschaf), die
ebenfalls zu Vergleichszwecken herangezogen wurden, stammen aus der Routinediagnostik
des Instituts fiir Tierzucht und Genetik der V eterinarmedizinischen Universitat Wien.

2.2 Probenentnahme

Die Proben wurden mit dem Probenentnahmesystem TypiFix® entnommen. TypiFix® wurde
von der Firma Agrobiogen (Hilgertshausen, Deutschland) in Zusammenarbeit mit dem Institut
fir Tierzucht und Genetik der Veterinairmedizinischen Universitit Wien entwickelt. Es
handelt sich dabel um ein System zur wenig invasiven Entnahme von Gewebe fiir
mol ekulargenetische Untersuchungen. Dem Tier wird mit einer Zange eine Plastikohrmarke
eingezogen und gleichzeitig mittels eines Kegels ein Stiick Ohrgewebe ausgestanzt. Somit ist
das Tier durch nur einen Arbeitsschritt dauerhaft markiert und gleichzeitig existiert eine
Gewebeprobe, die es moglich macht, durch DNA-Anaysen das Tier und seine Produkte
jederzeit zu identifizieren. Die Gewebeprobe wird direkt in einen Plastikbehalter gepresst und
darin konserviert, so dass sie ohne besondere Anforderungen an die Temperatur und beliebig
lang aufbewahrt und transportiert werden kann. Der Probenbehilter ist mit der gleichen
Nummer bedruckt wie die Ohrmarke des jeweiligen Tieres, so dass eine Verwechslung der
Proben ausgeschlossen ist. Die Proben der Karntner Brillenschafe wurden bis zu ihrer Abgabe
an das Institut fiir Tierzucht und Genetik im Kiihlschrank bei 4 °C bis 5 °C aufbewahrt.

2.3 Molekulargenetische M ethoden und Arbeitsprotokolle

2.3.1 Isolierung der DNA aus TypiFix®-Proben

Die Probenbehilter wurden aufgeschnitten und der darin befindliche Plastikkegel samt
Gewebe in ein 2 ml-Eppendorf-Tube gegeben. Der Grofteil der Proben wurde mit einem
DNA-Isolierungs-Kit von Macherey-Nagel (NucleoSpin Multi96 Tissue) im 96well-Format
nach folgendem Protokoll isoliert:



19

2.3.1.1 Methode NucleoSpin Multi9%6 Tissue/ MACHEREY -NAGEL

Material:

2 ml Eppendorf Tubes
Eppendorf-Schiittler

Multikanal -Pipetten

Zentrifuge, Sigma 4-15C

96er Deep-well Blocke (1,5 ml und 2 ml)
NucleoSpin® Multi-96 Tissue Platten

T1 (Lysispuffer, Kitkomponente)
Proteinase K (20 mg/ml)

B3 (Bindungspuffer, Kitkomponente)
Ethanol absolut (99 %)

BW (Waschpuffer, Kitkomponente)

B5 (Waschpuffer, Kitkomponente)

BE (Elutionspuffer =5 mM TRIS/HCI, pH 8,5, Kitkomponente)

Durchfiihrung: (nach Kit-Protokoll, modifiziert)

Verdau:
Kegel in 2 ml Eppendorf Tubes geben
590 pul T1 und 10 ul Proteinase K zu jeder Probe geben
bei 56 °C tiber Nacht auf Eppendorf-Schiittler stellen

| solation:
- BE auf 70 °C erwiarmen
205 pl Verdau in 2 ml-96well Platten tiberfiihren
200 pl B3 mit 8-Kanalpipette dazugeben und 10 min bei 70 °C inkubieren
kurz abzentrifugieren
210 pl Ethanol absolut dazugeben und durch auf- und abpipettieren gut mischen
kurz abzentrifugieren
NucleoSpin® Multi-96 Tissue Platten in neue 2 ml-96well Platten stecken
Proben auf NucleoSpin®-Platten iiberfiihren
1 min bei 6000 x g zentrifugieren
umstecken in neue 1 ml-96well Platten
500 pl BW dazugeben und 3 min bei 6000 x g zentrifugieren
umstecken in neue 1 ml-96well Platten
500 pl B5 dazugeben und 3 min bei 6000 x g zentrifugieren
umstecken
und nochmal 500 pl B5 dazugeben und 5 min bei 6000 x g zentrifugieren
Eluat wegkippen und nochmal 3 min zentrifugieren
in neue 2 ml-96well Platten stecken und Filter 10 min bei 60 °C trocknen
100 ul 70 °C warmen BE dazugeben und 1 min bei 6000 x g zentrifugieren
100 ul 70 °C warmen BE dazugeben und nochmal 1 min bei 6000 x g zentrifugieren
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Agar osegelkontrolle:
zur |solationskontrolle und zur visuellen Konzentrationsschatzung wurde von jeder Platte ein
Agarosegel hergestellt

Der Rest des verdauten Gewebes wurde bei -20 °C eingefroren. Dieisolierte DNA wurde mit
einem Plastikdeckel verschlossen in 2 ml-96well Platten im Kihlschrank (4 °C-5 °C)
aufbewahrt.

2.3.1.2 Methode Extraktion mit NaClO4/Chloroform

Einige Proben wurden einzeln nach folgendem Standardprotokoll (GEMMELL &
AKIYAMA, 1996, modifiziert) isoliert:

Material:

Eppendorf Tubes (1,5 ml und 2 ml)
Eppendorf-Schiittler
Uberkopfschiittler

Zentrifuge, 5417 R (Eppendorf)
T1 (Lysispuffer) (siehe 2.3.1.1)
Proteinase K (20 mg/ml)
TRIS-HCI (10 mM, pH 8,0)
NaClO4 (5 M)

Chloroform

Ethanol absolut (99 %)

Ethanol (70 %)

Durchfiihrung:

Verdau:
Kegel in 2 ml Eppendorf Tubes geben
590 pul T1 und 10 ul Proteinase K zu jeder Probe geben
bei 56 °C iiber Nacht auf Eppendorf- Schiittler stellen

| solation:
- die Tubes gut vortexen und kurz abzentrifugieren

205 pl Verdauin 1,5 ml Eppendorf Tubes geben

200 pl 10 mM TRIS-HCI pH 8,0 dazupipettieren

200 pl 5 M NaClO4 dazugeben und mischen

600 ul Chloroform unter einem Abzug dazugeben

30 min im Uberkopfschiittler mischen

15 min bei 13000 rpm zentrifugieren

400 pl des wissrigen Uberstandes vorsichtig abpipettieren und in ein neues 1,5 ml

Eppendorf Tube geben

800 ul absoluten Ethanol dazugeben und schwenken, dabei tiberpriifen, ob die DNA

als weiles Prazipitat sichtbar ausfallt
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30 min bei 4 °C und 14000 rpm zentrifugieren

Uberstand vorsichtig abkippen, dabei kontrollieren, ob DNA-Pellet vorhanden ist
500 pl Ethanol 70 % zum Pellet geben (Waschvorgang)

10 min bei 14000 rpm zentrifugieren

Ethanol abkippen und Restfliissigkeit vorsichtig abpipettieren

Pellet an der Luft trocknen lassen

Pellet in 200 pul 10 MM TRIS-HCI pH 8,0 auflésen, dabei 20 min bei 37 °C schiitteln

Agar osegelkontrolle:
zur Isolationskontrolle und zur visuellen Konzentrationsschitzung wurde ebenfals ein
Agarosegel hergestellt

2.3.2 DNA-Quantifizierung mittels Photometer

Bei einigen der Platten wurde mit einem Spektralphotometer (Spectra MAX 250) die DNA-
Konzentration bestimmt. Dabei wird die optische Dichte (OD) der DNA-LSsung bel einer
Wellenldange von 260 nm (Absorptionsmaximum der Nukleinsiuren) gegen einen Nullwert
mit dem verwendeten Aufnahmepuffer (BE) gemessen. Dafiir wurden in einer sorgfiltig
gereinigten 96er-Quarzplatte V erdiinnungen der jeweiligen Proben angelegt. Es wurden 50 pl
BE in die wells der Quarzplatte vorgelegt, die jeweiligen Leerwerte wurden mit 100 pl BE
gefiillt. Dann wurden 50 pl der DNA-Stocklosungen dazupipettiert und durch vorsichtiges
Aufziehen und an der Wand Ablaufenlassen mit BE gemischt. Dabei sollten keine Luftblasen
entstehen. Die so befiillte Platte wurde dann in das Gerit gestellt und sechs Ma gemessen.
Aus diesen sechs Messungen berechnet das Gerit den Mittelwert und gibt diesen als Ergebnis
an. Die Umrechnung der optischen Dichte (OD) in die DNA-Konzentration der Lésung
erfolgte unter Beriicksichtigung des Faktors 23, der durch Eichung des Gerites bestimmt
wurde.

Zum Vergleich wurden auch einige Proben einzeln im Spektral photometer Gene Quant 11
nachgemessen. Dafiir wurden die Verdiinnungen in Eppendorf Tubes angelegt. Die
Quarzkiivette wurde mit BE gefillt, um den Nullwert einzustellen. Dann wurden die
jeweiligen Proben in der Quarzkiivette gemessen, die zwischen jeder Probe mit Wasser
gespiilt wurde. Hierbel entspricht eine optische Dichte (OD) von 1 einer DNA-Konzentration
von 50 pg/ml. Um den Reinheitsgrad der Nukleinsiuren festzustellen, wurde mit dem
Photometer auch der Quotient OD60nm/OD2sonm  bestimmt. Dieser Quotient sollte
optimalerweise zwischen 1,6 und 1,8 liegen.

2.3.3 Agarosegel-Elektrophor ese

Material:

Agarose

0,5 x TBE-Puffer (50 mM TRIS-HCI, 45 mM Borsiure, 0,5 mM EDTA)

Dimidiumbromid (1 mg/ml)

10 x Bromphenolblau-Ladepuffer (0,25 % Bromphenolblau, 30 % Glycerin, in Wasser gel 6st)
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DNA-Molekulargewichtsmarker (A-DNA Hindlll Marker, MBI Fermentas, 10 ng/pl)
Eagle Eye |l (Stratagene)

Durchfiihrung:
Um den Erfolg der DNA-Isolation zu kontrollieren und eine semiquantitative Abschitzung

der DNA-Menge durchzufiihren, wurden die DNA-Proben auf Agarosegele aufgetragen.
Dafiir wurde ein 0,8 %iges Agarosegel hergestellt. Die Grofe des Gels sowie die Anzahl der
Geltaschen richteten sich nach der Anzahl der jeweiligen Proben. Die Agarose wurde in TBE
gelost und in der Mikrowelle aufgekocht. Unter standigem Riihren wurde sie auf etwa 60 °C
abgekiihlt bevor das Dimidiumbromid (4 ul/ 50 ml Gel) zugegeben wurde. Das Gel wurde in
die Gelkammer gegossen und stehen gelassen, bis es fest war. Um eine Diffusion der Proben
aus den Geltaschen zu verhindern, bzw. den Verlauf der Elektrophorese beobachten zu
kdnnen, wurden die Proben vor dem Laden mit Bromphenolblau-Ladepuffer (BPB) vermischt
(Endkonzentration 1 x BPB). Als Laufpuffer wurde TBE-Puffer in die Gelkammer gefiillt.
Dann wurde eine elektrische Spannung von etwa 120 V angelegt. Nach 10 bis 15 min wurde
das Ergebnis der Elektrophorese im UV-Licht sichtbar gemacht und fotografiert. Die
aufgetragene DNA-Menge konnte nun anhand einer flankierend mitaufgetragenen definierten
Menge an A-DNA (50 ng bzw. 20 ng) abgeschatzt werden.

2.3.4 Polymerase-K etten-Reaktion (PCR)

Die PCR ist ein molekulargenetisches Verfahren zur Vervielfaltigung von bestimmten DNA-
Abschnitten. Die jeweiligen Primerpaare bestimmen dabei den Abschnitt des Genoms, der
verviefaltigt werden soll. Die PCR-Bedingungen hangen von den Primersequenzen ab, die
bei einer bestimmten Temperatur am besten ,,annealen“, was entscheidend ist, wenn eine
optimale Ausbeute erreicht werden soll. Um den Arbeits- und Kostenaufwand zu reduzieren,
setzt man nach Maglichkeit mehrere Primerpaare gemeinsam in einer PCR ein (Multiplex-
PCR). Dabei miissen die Bedingungen so gewihlt werden, dass ale Amplifikationsprodukte
in ausreichender Menge und optimalerweise in etwa gleicher Menge erhalten werden.

Fir diese Untersuchung standen 2 Multiplex-Sets zur Verfiigung, mit denen insgesamt 11
autosomale DNA-Mikrosatellitenmarker amplifiziert werden konnten. Die Marker stammen
aus einer Empfehlung des ,,International Society of Animal Genetics (ISAG) Sheep and Goat
Comparison Test 1998¢ (siehe Tab.1l). Einer der jeweiligen Primer wurde mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert (,,gelabelt™), wodurch eine lasergestiitzte Detektion der PCR-
Produkte ermoglicht wird. Die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe der 11 Primerpaare sind in
Tabelle 6 aufgefithrt. Um die Auswertung zu erleichtern, wurden einige Primer ,,getailt*, d.h.
es wurden fir die Zielsequenz unspezifische Nukleotide angehiangt. Dadurch wird die
Adenylierung des 3’-Endes durch die Tag-Polymerase auf nahezu 100 % gefordert und somit
die Auswertung vereinheitlicht (BROWNSTEIN et al., 1996).
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Tab. 1: Untersuchte DNA-Mikrosatellitenmarker

Locus  Herkunft Genebank- Primer A Primer B
Accession-Nr.

McM42 Schaf L 34281 * catctttcasaagaactccgaaagtg cttggaatccttcctaactttcgg
TGLAS3 Rind - * gctttcagasatagtttgcattca atcttcacatgatattacagcaga
OarFCB20  Schaf L 20004 * ggaaaacccccatatatacctatac asatgtgtttaagattccatacatgtgy
INRA49 Rind X71588 gtttgtattagtttgtgttctttgge * ttccacaatcacacaggcca
MAF65 Schaf M67437 * aaaggccagagtatgcaattaggag ccactcctctgagaatataacatg
McM527 Schaf L34277 * gtccattgectcasatcaattc aaaccacttgactactccccaa
OarCP49 Schaf U15702 * acagacacggcttagcaactasac  gtttgtggggatgaatattccttcataag
OarAE119  Schaf L11050 * ctcagcaaatggttcctgggeacc gtttatagtgaggtgaccacttgatg
HSC Schaf M90759/M33306 * ctgccaatgcagagacacaaga gtctgtctectgtcttgtcate
MAF214 Schaf M88160 *aatgcaggagatctgaggcagggacy  gggtgatcttagggagattttggagg
OarFCB11  Schaf L01531 * gcaagcaggttctttaccactagcace  ggectgaactcacaagttgatatatctatcac
*gelabelte Primer, Farbstoff siehe Tab.6; unterstrichen = getailt
Durchfiihrung der PCR:
Material:

0,2 ml PCR-Tubes

DNA-Thermo-Cycler (Gene Amp PCR-System 9600)
Tag-Polymerase (AmpliTaq Gold™, 5 U/pl)

10 x PCR-Puffer Il (Applied Biosystems)

MgCl,-Losung (25 mM, Applied Biosystems)

DMSO

PCR-Wasser (LiChrosolv®, Wasser fiir die Chromatographie, Merck)
Primermixe

dNTP’s (2,5 mM von jedem)

Durchfiihrung:
Die verwendeten Oligonukleotide wurden bei der Firma GibcoBRL, Wien bzw.

VBCGenomics, Wien bezogen, in Wasser aufgenommen und auf eine Konzentration von 10
uM eingestellt. Aus diesen Stocklésungen wurden Arbeitslosungen, bzw. Primermixe fiir die
jewellige Multiplex-PCR hergestellt. Ein Mix fiir 100 Proben setzt sich wie folgt zusammen:

Tab. 2: Multiplex 1 (6plex)

Stock (uM) Endkonzentration(uM) Locus x1(ul) x 100 (ul)

10 0,25 McM42 0,38 37,50
10 0,20 OarFCB20 0,30 30,00
10 0,13 MAF65 0,20 19,50
10 0,30 TGLAS3 045 45,00
10 0,67 McM527 1,01 100,50
10 0,25 INRA49 0,38 37,50

> 1,80 2,70 270,00




Tab. 3: Multiplex 2 (5plex)
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Stock (uM) Endkonzentration(uM) Locus x1(ul) x 100 (ul)
10 0,26 OarCP49 0,39 39,00
10 0,26 OaFCB11 0,39 39,00
10 0,30 OarAE119 045 45,00
10 0,13 MAF214 020 19,50
10 0,50 HSC 0,75 75,00
> 1,45 218 217,50

Die PCR wurde in einem Volumen von 15 pl angesetzt. Da zur Arbeitserleichterung mit einer
8-Kana pipette gearbeitet wurde und das minimale Pipettiervolumen dieser Pipette 5 pl
betrug, musste die DNA verdiinnt werden. Denn in Vorversuchen stellte sich heraus, dass
ohne eine Verdiinnung in diesen 5 pl entweder zu viel DNA oder Hemmstoffe fiir die PCR in
zu hoher Konzentration enthalten waren. Die besten Ergebnisse konnten mit einer generellen
1:5-Verdiinnung der 96er-Platten mit PCR-Wasser erzielt werden. Dafiir wurden in eine neue
96well-Platte 20 ul der DNA-L6sung vorgelegt und mit 80 pl Wasser vermischt. Von dieser
Arbeitdosung wurden 5 pl in die PCR eingesetzt. Die Ansitze der beiden Multiplex-
Reaktionen sahen folgendermalen aus:

Tab. 4: PCR-Ansitze der zwel Multiplex-Reaktionen (6plex und 5plex)

6plex Bplex
Komponenten | Volumen/Probe| K onzentration/M enge| Volumen/Pr obe [ K onzentr ation/M enge
DNA 5,00 pl im Mittel etwa 25 ng 5,00 pl im Mittel etwa 25 ng
Primermix 2,70 ul 1,80 uM 2,18 ul 1,45 uM
dNTP’s 1,50 pl 0,25 mM von jedem 1,50 pl 0,25 mM von jedem
Puffer 1,50 ul 1x 1,50 ul 1x
MgCl, 1,20 ul 2mM 1,20 ul 2mM
DMSO 0,75 pl 5%
Tag- 0,15 pl 0,75U 0,20 pl 1U
Polymerase
H,O 2,20 pl 3,43 ul
Summe 15,00 pl 15,00 pl
Tab. 5: PCR-Profile der beiden Multiplex-Reaktionen
6plex 5plex
Phase Temperatur, Anzahl der Temperatur, Anzahl der
Zeit Zyklen Zeit Zyklen
erste 95°C, 10 min 1x 95°C, 10 min 1x
Denaturierung
Denaturierung 95 °C, 40 sec 95 °C, 30 sec
Rampe 1 min 1 min
Annealing 52 °C, 40 sec 32 X 65 °C, 30 sec 32 X
Rampe 1 min
Elongation 72 °C, 40 sec 72 °C, 1 min
letzte Elongation 72 °C, 60 min 1x 72 °C, 60 min 1x
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2.3.5 Kapillarelektrophorese

Die Fragmentlangenbestimmung der Amplifikate erfolgte mit einer lasergestiitzten
Kapillarelektrophorese. Dazu stand ein ABI Prism'™ 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Wien) zur Verfiigung. Um alle Produkte einer Multiplex-Reaktion gleichzeitig
anaysieren zu koénnen, wurden die Primer mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen
markiert. Dabel musste darauf geachtet werden, dass die zu erwartenden Allellangenbereiche
einer Farbmarkierung sich nicht tiberschneiden. Fiir die 11 untersuchten Mikrosatelliten
wurde das folgendermal3en gelost:

Tab. 6: Farbstoffmarkierung und Allellingen der 11 Mikrosatellitenmarker

L ocus Multiplex-PCR Fluoreszenzfarbstoff Lingeder Allele (bp)
McM42 1 FAM 81-107
TGLAS3 1 FAM 140-163
OarFCB20 1 TET 85-116
INRA49 1 TET 133-159
MAF65 1 HEX 118-140
McM 527 1 HEX 165-184
OarCP49 2 FAM 78-135
OarAE119 2 FAM 145-182
HSC 2 FAM 263-299
MAF214 2 TET 175-267
OarFCB11 2 HEX 120-145

Fir die Kapillarelektrophorese wurde das gesamte PCR-Volumen von 15 ul eingesetzt. Zur
Denaturierung der Amplifikationsprodukte wurden in jedes PCR-Tube 60 pl Formamid
pipettiert und durch Auf- und Abziehen gut mit dem PCR-Ansatz gemischt. Zusitzlich
wurden die Proben vor dem Lauf bei 95 °C fiir 5 min denaturiert. Als Langenstandard wurde
GeneScan®™-500 (TAMRA) Size Standard verwendet. Als Puffer stand 310 Genetic Analyzer
Puffer mit EDTA zur Verfiigung. Dieser wurde vor dem Einsatz 10fach verdiinnt. Die
Kapillare wurde mit dem Polymer POP-4™ (Performance Optimized Polymer 4) gefiillt. Die
Vorbereitung und die Bedienung des Gerites erfolgte nach den Angaben des Herstellers
(Applied Biosystems, Wien).

2.4 Auswertung der Daten

Mittelwerte wurden stets mit Standardabweichung SD (+) angegeben.

2.4.1 Auswertungder Typisierungen

Die Auswertung der Typisierungen erfolgte mit den Softwareprogrammen GeneScan® 2.1.
und Genotyper® 2.1. (Applied Biosystems, Wien). GeneScan® 2.1. berechnet aus den
aufgenommenen Rohdaten der Kapillarelektrophorese mit Hilfe des Langenstandards die
jeweilige Lange der detektierten DNA-Fragmente. Das Softwareprogramm Genotyper® 2.1.
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ordnet diesen Fragmentlangen definierte Allelbezeichnungen zu. Die so bestimmten Allele
der 5plex- und der 6plex-Reaktion fiir jedes Tier wurden in eine Microsoft“Excel-Tabelle
zusammenkopiert. Die so entstandene Genotypen-Matrix aller untersuchten Tiere fiir ale 11
DNA-Mikrosatellitenmarker bildete die Basis fiir die weiteren Auswertungen.

2.4.2 Genetische Diversitit

Fiir diese Berechnungen wurden alle Daten herangezogen, die vollstandig vorlagen. Das heif3t
der Genotyp war fiir alle 11 Marker komplett. Die genetische Diversitit einer Popul ation lasst
sich recht gut an der Anzahl der Allele und der Allelverteilung abschitzen. Je mehr Allelein
einer Population vertreten sind und je gleichmaBiger sie in dieser verteilt sind, desto variabler
ist das genetische Potential dieser Population anzusehen. Die Allelfrequenzen sowie die
Anzahl der Allele pro Locus wurden mit dem Softwareprogramm Fstat v.2.9.1 (GOUDET,
1995, http://www.unil.ch/izea/softwares/fstat.ntml) berechnet. Auch die erwartete sowie die
beobachtete Heterozygotierate, das heifit der Anteil der heterozygoten Tierein der Population,
ist ein guter Hinweis auf die genetische Variabilitiat. Die erwartete Heterozygotie errechnet
sich aus den Allelfrequenzen und die beobachtete Heterozygotie stellt die tatsichlich in der
Population beobachteten heterozygoten Tiere dar. Diese Werte wurden mit dem
Softwareprogramm  Genetix v.4.01 (BELKHIR et al., 2000, http://www.univ-
montp?2.fr/~genetix/genetix.htm) berechnet.

2.4.3 Abstammunagsiiber prifung

Autosomale DNA-Mikrosatelliten-Marker eignen sich sehr gut zur Abstammungskontrolle,
da sie kodominant vererbt werden. Das heifit der Nachkomme besitzt an einem Locus ein
Allel, das er vom Vater geerbt hat und das andere stammt von der Mutter. Wenn er an einem
oder mehreren Loci ein Allel besitzt, das weder von dem angenommenen V ater, noch von der
vermuteten Mutter stammen kann, so nennt man das einen Ausschluss und die Abstammung
muss angezweifelt werden. Die Abstammun%siiberprﬁfung der Karntner Brillenschafe wurde
mit dem  Softwareprogramm Cervus® v.1.0 (MARSHALL e a., 1998,
http://helios.bto.ed.ac.uk/evolgen/cervus/cervus.html) durchgefiihrt. Es wurden auch die
Ausschlusswahrscheinlichkeiten (JAMIESON & TAYLOR, 1997) errechnet, um die Eignung
des verwendeten Markersystems fiir die Abstammungsiiberpriifung in dieser Population zu
beurteilen. Die Ausschlusswahrscheinlichkeit gibt an, in wieviel Prozent der Fille, ein falsch
angegebener Elter auch als falsch identifiziert und ausgeschlossen werden kann. Wenn keiner
der Eltern enes Nachkommens bekannt ist (.first parent“-Fall), ist die
Ausschlusswahrscheinlichkeit niedriger als fiir den Fall, dass ein Elternteil als sicher
angenommen werden kann (,,second parent“-Fall). Diese Berechnung, sowohl fiir jeden
Marker einzeln, als auch fir alle 11 Marker in Kombination, wurde ebenfalls mit dem
Softwareprogramm Cervus® v.1.0 durchgefiihrt.
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244 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, Nullallele

Alle Daten wurden auf Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG)
untersucht. Das geschah mit Hilfe des Softwareprogramms Genepop v.3.1d. (RAYMOND &
ROUSSET, 1995, http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop/) Bel multiplen Tests wurde das
Signifikanzniveau nach Bonferroni korrigiert (RICE, 1989). Mit dem Softwareprogramm
Cervus® v.1.0 wurde fiir jeden Marker die Nullallelfrequenz geschitzt.

245 E-Statistik

Die F-Statistik, bestehend aus den Fixationsindices Fis, Fit und Fg, wurde urspriinglich von
SWRIGHT (1951, 1965) in den vierziger und fiinfziger Jahren des 20. Jahrhunderts
eingefiihrt und wurde mittlerweile von verschiedenen Wissenschaftlern weiterentwickelt. Mit
Hilfe dieser Messwerte kann das AusmaB der genetischen Differenzierung in strukturierten
Populationen abgeschitzt werden. Die Fixationsindices vergleichen die Reduktion der
Heterozygotenrate zwischen allen Ebenen einer strukturierten Population (HARTL &
CLARK, 1997). Der FsWert setzt die einzelnen Individuen mit der dazugehdrigen
Subpopulation in Beziehung. Der Fi-Wert vergleicht die Individuen mit der
Gesamtpopul ation und der am haufigsten verwendete Fg-Wert setzt die Subpopulationen mit
der Gesamtpopulation in Beziehung. Alle drei Werte konnen als eine Art Inzuchtkoeffizient
betrachtet werden, da sie den Verlust an Heterozygoten auf jedem Level der
Populationshierarchie im Vergleich zu einem hoheren Level messen (HARTL & CLARK,
1997). F« gilt als MaB fiir die genetische Differenzierung der Subpopulationen und ist immer
positiv, da innerhalb einer Subpopulation trotz Zufallspaarung die mittlere Heterozygotie im
Vergleich zur Gesamtpopulation abnimmt, denn die Individuen innerhalb einer Subpopulation
besitzen in der Regel gemeinsame Vorfahren. Die Werte liegen zwischen O (= kein
Unterschied zwischen den Subpopulationen) und 1 (= Fixation bestimmter Allele in
verschiedenen Subpopulationen). Fis und F;; sind Messwerte fiir die Abweichung vom HWG
innerhalb der Subpopulationen bzw. der Gesamtpopulation, wobei positive Werte auf einen
Verlust von Heterozygoten hinweisen, wihrend negative Werte einen Uberschuss an
Heterozygoten bedeuten (HEDRICK, 2000). Der Fis-Wert quantifiziert das Verhiltnis der
heterozygoten Genotypen innerhalb der Individuen einer Subpopulation im Vergleich zu dem
unter Zufallspaarung erwarteten heterozygoten Anteil innerhalb der jewelligen
Subpopulation. Daher wird er oft mit dem Inzuchtkoeffizienten in Verbindung gebracht.

NEI (1977) zeigte, dass die Fixationsindices relativ einfach durch die beobachteten und
erwarteten Heterozygotiewerte dargestellt werden konnen. Das beruht auf folgenden
Beziehungen:

Fis=Hs-Ho/ Hs

Fi=Hr-Ho/ Ht
Fst:HT-Hs/ HT

wobel Ho die mittlere beobachtete Heterozygotierate in einer Subpopulation iiber alle Loci
darstellt, Hs ist die mittlere erwartete Heterozygotierate in den Subpopul ationen iiber alle Loci
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und Hy ist der Mittelwert der erwarteten Heterozygotierate in der Gesamtpopul ation iiber alle
Loci.

NEI (1987) beschrieb auch eine weitere Theorie, die es ermoglicht, die genetische Variation
in der untersuchten Population abzuschitzen und zu quantifizieren, in welchem Verhiltnis
diese genetische Variation innerhalb und zwischen den Subpopulationen aufgeteilt ist. Dazu
fihrte er den Parameter Ggsr (,,coefficient of gene differentiation™) ein, der angibt, welcher
Anteill der genetischen Diversitit der Gesamtpopulation auf die Diversitit zwischen
Subpopulationen zuriickgefiihrt werden kann. Er ist folgenderma3en definiert:

GST:DST/ HT

wobei Hy wiederum die erwartete Heterozygotierate (=genetische Diversitit) der
Gesamtpopulation beschreibt, die sich aus der genetischen Diversitit innerhalb der
Subpopulationen (Hs) und der Diversitat zwischen Subpopulationen (Dsr) zusammensetzt, es
gilt also:

Ht= Hgt+ Dgsr

Die F-Statistik wurde nach WEIR & COCKERHAM (1984) mit dem Softwareprogramm
Genepop v.3.1d, bzw. Fstat v.2.9.1 berechnet. Der F¢-Wert wurde einerseits iiber ale Loci
und Populationen gemittelt erhoben, andererseits im paarweisen Vergleich der einzelnen
Populationen. Im letzteren Fall konnen die Fy-Werte als genetische Distanzmalle betrachtet
werden. NEI’s Schitzwerte wurden ebenfalls mit Fstat v.2.9.1 berechnet.

2.4.6 Populationsdifferenzierung

Die folgenden Analysen befassen sich mit der genetischen Beziehung der untersuchten
Populationen zueinander. Es wurden die privaten Allele der jeweiligen Populationen
herausgesucht, wobei als private Allele die Allele bezeichnet werden, die nur in einer der
untersuchten Populationen vorkommen. Ebenfalls wurden die paarweisen privaten Allele
ausgezihlt. Das sind die Allele, dieim Vergleich zweier Populationen nur in einer der beiden
vorkommen. Die Anzahl dieser privaten Allele stellt somit ein Mal3 fiir die genetische
Differenzierung der jeweiligen Populationen dar.
Mit Hilfe des Softwareprogramms Genepop v.3.1d wurde die genetische Differenzierung der
untersuchten Populationen einmal auf Grundlage der Allelverteilung und aufgrund der
Genotypenverteilung untersucht. Die Nullhypothese ist jeweils, dass die Verteilung der Allele
bzw. der Genotypen innerhalb der Populationen identisch ist. Das wurde fiir jeden Locus tiber
ale Populationen , sowie auch im paarweisen Vergleich der Populationen durchgetestet.
Die paarweisen genetischen Distanzen aler Populationen wurden nach fiinf verschiedenen
Distanzmalien berechnet:

Nei’s standard genetic distance Nei 's D (NEI, 1972)

Nei’s corrected genetic distance Nei1978 (NEI, 1978)

Nei’s minimum distance Nei i, (NEI, 1987)

Reynolds’ distance Drey (REYNOLDS et al., 1983)
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Distanz nach Cavalli-Sforza & Edwards Cav.-Sz. (CAVALLI-SFORZA &

EDWARDS, 1967)
Alle diese Distanzen wurden mit dem Softwareprogramm Genetix v.4.01 berechnet. Nach
EDING u. LAVAL (1999) sollen die Distanzmalle Neiynin und Drey besonders gut fiir die
Differenzierung von Rassen geeignet sein. Sie wurden fiir kurze Divergenzzeiten, wie das bei
Rassen, v.a. innerhalb eines Kontinents der Fall ist, entwickelt. Da es generell schwierig ist,
die Eignung verschiedener Distanzmalie fiir die jeweilige Situation zu beurteilen, wurde durch
eine Korrelationsmatrix versucht, darzustellen, inwieweit die hier verwendeten Distanzmal3e
zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihren.
Das Konstruieren von phylogenetischen Biaumen kann zur Darstellung von genetischen
Distanzen verwendet werden. Das konnen die Distanzen zwischen Populationen sein
(Populationsbaum) oder aber zwischen einzelnen Individuen (Individuenbaum). Fir den
Populationsbaum wurde das Distanzma3 nach Reynolds (REYNOLDS et al., 1983)
verwendet. Mit dem Softwareprogramm Microsat v.1.5d (MINCH et al., 1995,
http://hpgl.stanford.edu/projects/microsat/) wurde eine durchschnittliche Distanzmatrix aus
100 Wiederholungen erstellt und diese dann dazu genutzt, einen phylogenetischen Baum nach
dem ,,Neighbor-Joining“-Verfahren (SAITOU & NEI, 1987) zu konstruieren. Dafiir wurde
das Softwarepaket Phylip (FELSENSTEIN, 1993,
http://evol ution.geneti cs.washington.edu/phylip.html) verwendet. Es wurde auch ein
Individuenbaum erstellt, d.h. as taxonomische Einheiten (OTU) wurden einzelne Individuen
betrachtet. In diesem Fall wurden die Distanzen zwischen den Individuen aufgrund der
Anteile an gemeinsamen Allelen (,,proportion of shared alleles) berechnet (BOWCOCK et
al., 1994). Die Darstellung der phylogenetischen Baume erfolgte mit dem Softwareprogramm
TreeViewPPC® v.1.6.5. (PAGE, 1996, http://taxonomy.zool ogy.gla.ac.uk/rod/treeview.html).
Mit dem Softwareprogramm Genetix v.4.01 wurde eine Hauptfaktorenanayse (Principal
Components Analysis, PCA) nach CAVALLI-SFORZA et a., (1994) durchgefiihrt. Dabei
handelt es sich um ein statistisches Verfahren, mit dem genetische Daten kondensiert werden,
um genetische Differenzierungen von Populationen graphisch darstellen zu konnen.
Es wurde auch untersucht, wie sicher sich die Individuen aufgrund der genetischen Daten
ihrer Ursprungspopulation zuordnen lassen (,,breed assignment), denn auch das gibt
Hinweise darauf, wie gut die einzelnen Populationen genetisch differenziert sind. Als
Grundlage dafiir konnen die genetischen Distanzen zwischen den Individuen und den
jeweiligen Populationen verwendet werden oder die Genotypen der Individuen im Verhiltnis
zu den Allelfrequenzen der verschiedenen Populationen. Im ersten Ansatz werden die
Individuen der Population zugeordnet, zu der die genetische Distanz die geringste ist. Die
zweite Methode ordnet die Individuen der Population zu, in der der Genotyp des Individuums
mit der groften Wahrscheinlichkeit vorkommt. Das Softwareprogramm GeneClass v.1.0.02
(CORNUET et al., 1999, http://www.ensam.inra.fr/URL B/geneclass/geneclass.html) bietet
die Moglichkeit, beide Methoden auszuprobieren und wurde unter verschiedenen
Bedingungen auf den Datensatz angewendet.
Ein ebenfalls auf Allelfrequenzen beruhender Ansatz liegt dem Softwareprogramm Structure
(PRITCHARD et a., 2000, http://www.stats.ox.ac.uk/~pritch/software.html) zugrunde mit
dem Unterschied, dass hier a priori keine Populationen definiert werden. Vielmehr kann die
Strukturierung in einer Population erst erkannt oder eine vorher definierte Populationsstruktur
bestitigt werden. Dafiir wurden mehrere Laufe mit dem Programm Structure durchgefiihrt
und dabei verschieden viele Populationen angenommen. Die Anzahl an Populationen, die am
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besten auf den Datensatz passt, gibt die genetische Struktur allein aufgrund der Genotypen
wieder.

Das Softwareprogramm Structure bietet auch die Moglichkeit, eine Population auf Hybride zu
untersuchen, d.h. Tiere ausfindig zu machen, die Kreuzungen verschiedener Rassen
darstellen. Da das bei 11 Brillenschafen aus Bayern vermutet wurde, wurde fiir diese Tiere
untersucht, wie grof3 die Wahrscheinlichkeit ist, dass sie Genanteile anderer Rassen besitzen.
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25 Vewendete Chemikalien, Geriate, Hilfsmittel, Enzyme und
Softwar epr ogramme

Die wichtigsten verwendeten Chemikalien sind in der Tabelle 7 angefiihrt. In der Tabelle 8
sind die verwendeten Gerite, die wichtigsten Hilfsmittel in der Tabelle 9 aufgelistet. In der
Tabelle 10 sind die verwendeten Enzyme und molekularbiologischen Kits zu finden und in
der Tabelle 11 die verwendeten Softwareprogramme.

Tab. 7: Auflistung der wichtigsten Laborchemikalien und ihrer Bezugsquellen

Produkt Vertrieb

Agarose Gibco BRL
Borsiure Merck
Bromphenolblau, Natriumsalz Merck

Chloroform J.T.Baker
Dimidiumbromid Sigma
Dimethylsulfoxid Sigma

EDTA Fluka

Ethanol Merck

Formamid Merck

310 Genetic Analyzer Puffer mit EDTA Applied Biosystems
Genescan-500 (TAMRA) Applied Biosystems
Glycerin Merck

LiChrosolv®, Wasser fiir die Chromatographie Merck
Magnesiumchlorid Applied Biosystems
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck
Natriumperchlorat Fluka

PCR-Puffer Il (10x) Applied Biosystems
Phenol Gibco BRL
Polymer POP-4™ Perkin Elmer

Tab. 8: Auflistung der wichtigsten Gerite und ihrer Hersteller bzw. Bezugsguelle

Gerit Hersteller/Bezugsquelle
DNA-Thermo-Cycler Gene Amp PCR-System 2400 Perkin Elmer
DNA-Thermo-Cycler Gene Amp PCR-System 9600 Perkin Elmer

Eagle Eyell Stratagene
Elektrophorese-Kammern, horizontal, lang Advanced Biotechnologies
Elektrophorese-Kammern, horizontal, midi Gibco BRL
Elektrophorese-Kammern, horizontal, mini Gibco BRL
Elektrophorese-Netzgerit PowerPac300 BIO RAD

Genetic Analyser 310, ABI prism ™ Perkin Elmer

Heizblock QBT4 Grant

Inkubator Memmert

Mikrowelle Radarange Amana



Minishaker MS1

Multikanal- Pipetten, PreCision 5-50pul
Multikanal- Pipetten, PreCision 50-1200ul
Pipetten 1000, 250, 100, 10 pl

Pipetten 1000, 200, 20, 10 ul

RNA/DNA Calculator Gene Quant Il
Schiittelinkubator Thermomixer 5436
Spektral photometer Spectra MAX 250
Spektral photometer Gene Quant |1

Sterile Werkbank LaminAir
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IKA

Biozym

Biozym

Eppendorf

Gilson

Pharmacia Biotech
Eppendorf

MWG- Biotech
Pharmacia Biotech
Holten

Tischzentrifuge 5410 Eppendorf
Uber-K opf-Schiittler Reax2 Heidolph
UV -Kiivetten, Quarzglas Suprasil Hellma
Zentrifuge, 5415C Eppendorf
Zentrifuge, 5417 R Eppendorf
Zentrifuge, Spinchron R Beckmann
Zentrifuge, Sigma 4-15C Sigma
Tab. 9: Auflistung der wichtigsten Hilfsmittel

Produkt Vertrieb
Mikrotestplatte aus Quarzglas mit 96 Napfchen Hellma

PCR-ReaktionsgefiBketten, 8x 0,2 ml
Pipettenspitzen filter tip 200, 100, 20, 10ul
Pipettenspitzen Safeseal -tips, 1200ul
Quarzglaskiiveite

Reaktionsgefifie, 1,5 und 2 ml

Rohrchen mit Schraubverschluf3, 14 ml

Rohren mit Schraubverschluf3, 15 ml, zentrifugierbar

Sterilfilter
Vinylhandschuhe

Advanced Biotechnologies

Greiner Labortechnik
Biozym

Hellma

Sarstedt

Greiner

Sarstedt

Sartorius

Roth

Tab. 10: Auflistung der wichtigsten Enzyme und mol ekularbiol ogischen Kits

Produkt

Vertrieb

dNTP-Satz
Lambda-Phagen-DNA (1))
NucleoSpin® Tissue
NucleoSpin® Multi 96 Tissue
Proteinase K
Tag-DNA-Polymerase

MBI Fermentas
MBI Fermentas
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Gibco BRL

Applied Biosystems
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Tab. 11: Auflistung der verwendeten Softwareprogramme

Produkt

Bezugsguelle

Cervus® v.1.0
FSTAT v.29.1
GeneClass v.1.0.02
Genepop v.3.1d.
GeneScan” 2.1.
Genetix v.4.01
Genotyper® 2.1.
Microsat v.1.5d
Phylip

structure
TreeViewPPC® v.1.6.5

http://helios.bto.ed.ac.uk/evol gen/cervus/cervus.html
http://www.unil.ch/izea/softwares/f stat.html
http://www.ensam.inra.fr/URL B/genecl ass/genecl ass.html
http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop/

Applied Biosystems
http://www.univ-montp2.fr/~genetix/genetix.htm
Applied Biosystems
http://hpgl.stanford.edu/projects/microsat/

http://evol ution.geneti cs.washington.edu/phylip.html
http://www.stats.ox.ac.uk/~pritch/software.html
http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html
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3 Ergebnisse

3.1 DNA-Isolierung

Von den 771 entnommenen Ohrgewebeproben konnte aus 767 Proben erfolgreich DNA
isoliert werden. In drei Probenbehiltern befand sich kein Plastikkegel, so dass auch kein
Gewebe der jeweiligen Tiere fiir die Isolation vorlag. Einem Tier wurde aus Versehen
zweima Gewebe entnommen. Es wurde aber nur einmal in die Untersuchung einbezogen.
Die DNA wurde, wie im Kapitel Material und Methode beschrieben, isoliert (siehe Kapitel
2.3.1). Dieisolierte DNA-Menge war fiir den PCR-Einsatz mehr als ausreichend.

3.2 Typisierung

Von den 767 Tieren, von denen DNA isoliert werden konnte, konnten fiir 746 Tiere (97 %)
ale 11 DNA-Mikrosatellitenmarker komplett amplifiziert werden. Fiir 20 Tiere konnten nur
10 Marker erfolgreich amplifiziert werden und bei einer Probe gelang lediglich die
Amplifikation von 7 Markern. Der Marker HSC war besonders anféllig und fehlte trotz
mehrfacher Anderung der PCR-Bedingungen am Ende immer noch bei 17 Tieren.

3.3 Genetische Diversitiat der Karntner Brillenschafpopulation

Zur Feststellung der genetischen Diversitit der Karntner Brillenschafpopulation wurden alle
Tiere herangezogen, fiir die alle 11 Marker komplett amplifiziert werden konnten. Das waren
insgesamt 746 Tiere. Alle 11 verwendeten DNA-Mikrosatellitenmarker erwiesen sich als
polymorph. Die Anzahl der Allele pro Locus variierte zwischen 6 und 15. Die mittlere Anzahl
an Allelen pro Locus lag dabel bei 10,09 + 2,95/Locus. Die beobachteten Allelfrequenzen
sind im Anhang aufgefiihrt. Neben der Alleldiversitit gibt auch der Anteil an heterozygoten
Tieren einen Hinweis auf die genetische Variabilitat einer Population. Die erwartete und die
beobachtete Heterozygotierate lagen bei den Karntner Brillenschafen iiber alle 11 Marker
gemittelt bei 73 % (siehe Tab.12).
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Tab. 12: Beobachtete (Ho) und erwartete (Hg) Heterozygotieraten sowie die Anzahl der Allele der Karntner
Brillenschaf popul ation (N=746) fiir alle 11 Mikrosatelliten-Marker

L ocus Ho He Anzahl Allele
McM42 0,578 0,568 7
TGLAS3 0,830 0,816 11
OarFCB20 0,812 0,811 13
INRA49 0,627 0,651 6
MAF65 0,723 0,733 10
McM527 0,743 0,742 9
OarCP49 0,794 0,777 15
OarAE119 0,802 0,817 8

HSC 0,834 0,844 12
MAF214 0,579 0,583 13
OarFCB11 0,744 0,727 7
TOTAL (11 Loci) 0,733 £ 0,097 0,734 + 0,095 10,09 + 2,95/ ocus

Der tatsichlich beobachtete Anteil an heterozygoten Tieren in der Population (Ho) stimmte
mit dem aus den Allelfrequenzen ermittelten Wert (Hg) iiberein. Es gibt also keinen Hinweis
darauf, dass sich die Population nicht im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG) befindet.
Die Heterozygotiegrade der einzelnen Marker lagen ale tiber 50 % und variierten zwischen
57 % und 84 %, wobei auch hier die beobachteten Werte kaum von den erwarteten Werten
abwichen (siehe Abb.1).

Die durchgefiihrten Tests auf Abweichungen vom HWG ergaben fiir keinen Marker eine
signifikante Abweichung, nachdem das Signifikanzniveau nach Bonferroni korrigiert wurde.

OarFCB11 wﬂ
MAF214 ﬁ
HSC “

OarAE119 .
“
Oar CP49 BHE
McMI527 w
MAF6E5 w OHO

INRA49 w
OarFCB20 w
TGLAS3 w,
McM42 w,
0 01 02 03 04 O5 06 07 08 09 1

Heter ozygatiegrad

Abb. 1: Erwarteter und beobachteter Heterozygotiegrad der 11 Mikrosatellitenmarker fiir die Kéarntner Schafe
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Tab. 13: F<Werte (nach Weir & Cockerham) der Karntner Brillenschafpopulation (N=746) fir dle 11
Mikrosatelliten-Marker

L ocus Fi-Wert P-Wert fiir >Fis P-Wert fiir <Fis  Signifikanz
McM42 -0,017 0,7934 0,2435 n.s.
TGLAS3 -0,017 0,8510 0,1736 n.s.
OarFCB20 -0,002 0,5678 0,4687 n.s.
INRA49 +0,037 0,0716 0,9402 n.s.
MAF65 +0,014 0,2739 0,7527 n.s.
McM527 -0,001 0,5300 0,5090 n.s.
OarCP49 -0,021 0,8862 0,1342 n.s.
OarAE119 +0,019 0,1345 0,8847 n.s.
HSC +0,012 0,2193 0,8137 n.s.
MAF214 +0,007 04111 0,6215 n.s.
OarFCB11 -0,023 0,8724 0,1460 n.s.
alle11 Marker +0,001 0,4582 0,5515 n.s.

P-Wert fiir >F¢ heif3t: Anteil der Permutationen, die einen groeren Wert ergeben al's den beobachteten Fie-Wert
P-Wert fiir <FsheiBt: Anteil der Permutationen, die einen kleineren Wert ergeben a's den beobachteten Fic-Wert

Die fiir die Karntner Brillenschafpopulation gefundenen Fi-Werte sind ale von Null nicht
signifikant verschieden. Die Population befindet sich also auch nach diesem Messwert im
HWG. Es gibt fiir keinen der 11 Marker einen signifikanten Heterozygoteniiberschuss oder
ein signifikantes Heterozygotendefizit und somit keinen Hinweis auf Inzucht oder auf das
Vorhandensein von Nullallelen.

3.4 Abstammungsiiberpriifung der Kirntner Brillenschafe

Fiir die Uberpriifung der Abstammungsangaben im Herdbuch wurden ale Daten, die zur
Verfiigung standen, verwendet. Das hei 3t, alle 767 Brillenschafe, von denen erfolgreich DNA
isoliert werden konnte, flossen in diese Untersuchung ein, unabhingig davon, wieviele
Marker bei ihnen amplifiziert werden konnten. Ob sich die verwendeten
Mikrosatellitenmarker zur Abstammungskontrolle in dieser Popul ation eignen, wurde mit der
Berechnung der Ausschlusswahrscheinlichkeiten gepriift. Die mit dem Computerprogramm
Cervus® v.1.0 berechneten Ausschlusswahrscheinlichkeiten der einzelnen Marker sowie aller
11 Marker kombiniert sind in Tabelle 14 aufgefiihrt.
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Tab. 14: Ausschlusswahrscheinlichkeiten der 11 Mikrosatellitenmarker fiir die Karntner Brillenschaf popul ation
(N=767), first parent = kein Elterntier bekannt, second parent = ein Eltertier bekannt

L ocus Anzahl Ausschlusswahr scheinlichkeit Ausschlusswahr scheinlichkeit
typisierter (first parent) (second parent)
TiereN

McM42 766 0,190 0,366
TGLAS3 766 0,462 0,637
OarFCB20 765 0,454 0,629
INRA49 765 0,235 0,393
MAF65 767 0,315 0,489
McM527 767 0,360 0,546
OarCP49 767 0,400 0,578
OarAE119 766 0,460 0,636
HSC 750 0,534 0,699
MAF214 767 0,180 0,323
OarFCB11 767 0,318 0,494
TOTAL (11 Loci) 0,9933 0,9998

Von den Fillen, in denen fiir alle 11 Marker die Genotypen vorliegen, sollte in iiber 99 % der
Félle ein falsch angegebener Elternteil auch as falsch erkannt und ausgeschlossen werden
konnen. Das sollte sowohl fiir den Fall, dass ein Elternteil bekannt ist als auch fiir zwei
unbekannte Eltern moglich sein. Dieser hohe Wert sollte ausreichen, um die
Abstammungsangaben im Herdbuch der Karntner Brillenschafe mit relativ gro3er Sicherheit
zu tberpriifen. Mit dem Softwareprogramm Cervus® v.1.0 wurden insgesamt 668
Abstammungsangaben kontrolliert. Dabei handelte es sich um 244 Vaterschafts- und 424
M utterschaftsangaben. Fiir 175 Tiere waren sowohl Vater as auch Mutter angegeben. In
diesen Fillen konnten also beide Angaben tiberpriift werden. Dabel stellte sich heraus, dass
fur 10 dieser Tiere weder der Vater noch die Mutter richtig angegeben waren. Die
Abstammungsangaben dieser Tiere miissen aufgrund der gefundenen Ausschliisse
angezweifelt werden.

Generell kann die Anzahl an Ausschliissen bei der Verwendung von 11 Markern von 1 bis 11
variieren. Hier wurden bei allen durchgefiihrten Abstammungskontrollen zwischen einem und
acht Ausschliissen gefunden und ein Tier mit einem Ausschluss erst dann von der Elternschaft
ausgeschlossen, wenn sich durch den zweiten Elter zusatzliche Unstimmigkeiten ergaben.

Fir weitere 23 Tiere konnte der angegebene Bock von der Vaterschaft ausgeschlossen
werden, wihrend die Mutter sich als passend erwies. Im Gegenzug mussten aber auch fiir 30
Tiere die Miitter ausgeschlossen werden, wobei die angegebenen Viter keine Ausschliisse
zeigten.

In 69 Fillen waren lediglich die Vater angegeben. Unter diesen mussten 10 Bocke von der
V aterschaft ausgeschlossen werden. Von 249 Tieren, von denen nur die Mutter bekannt war,
erwiesen sich 38 Mutterschaftsangaben als falsch. Eine Liste der jeweiligen Probennummern
dieser Tiere befindet sich im Anhang.

Insgesamt betrachtet wurden also unter 244 iberpriiften Vaterschaftsangaben 43 falsch
angegebene Viter gefunden, was eine Fehlerrate von 17,62 % ausmacht. Von insgesamt 424
angegebenen Mutterschafen, die kontrolliert wurden, erwiesen sich 78 Angaben als falsch,
was einem Fehlerquotienten von 18,40 % entspricht.
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Leider blieben auch einige Fille ungeklart. Bei insgesamt 12 Tieren (1,80 %) konnte nur ein
Ausschluss gefunden werden. Von 9 dieser Tiere war lediglich ein Elternteil angegeben.
Dadurch war es nicht moglich, durch Einbeziehen des anderen Elternteils, weitere
Ausschliisse zu finden und somit den Verdacht auf eine Fehlabstammung zu erhérten. Da sich
aufgrund eines einzigen Ausschlusses eine Fehlabstammung nicht beweisen lasst, mussten
diese Fille offen bleiben. In wichtigen Abstammungen kénnte aber eine Nachuntersuchung
dieser Tiere mit einem erweiterten Markersatz zur Aufklarung der Abstammungen
durchgefiihrt werden. Die Probennummern dieser ungeklarten Fille befinden sich ebenfalls
im Anhang.

3.5 Nullallele

Mit dem Softwareprogramm Cervus® v.1.0 wurden die Nullallelfrequenzen fir ale 11
Mikrosatellitenmarker geschitzt. Sie sind in folgender Tabelle 15 aufgefiihrt.

Tab. 15: Geschitzte Nullallelfrequenzen

L ocus Nullallelfrequenz
McM42 - 0,0122
TGLAS53 - 0,0093
OarFCB20 0,0025
INRA49 0,0205
MAF65 0,0073
McM527 -0,0034
OarCP49 -0,0135
OarAE119 0,0080
HSC 0,0081
MAF214 0,0071
OarFCB11 -0,0141

Die Werte sind alle nahe Null. Negative Werte deuten auf einen Heterozygoteniiberschuss
hin, positive Werte auf ein Heterozygotendefizit. Die hier gefundenen Werte sind alle nicht
signifikant von Null verschieden, nachdem das Signifikanzniveau nach Bonferroni korrigiert
wurde. Das bedeutet, dass es entweder keine Nullallele fiir diese Marker gibt oder siein dieser
Population nur in sehr niedriger Frequenz auftreten.

Bel der Abstammungskontrolle ist jedoch in einigen Féllen aufgefallen, dass der einzige
Ausschluss fiir den Marker HSC gefunden werden konnte und beide Tiere fiir diesen Marker
homozygot waren. Eine Nachuntersuchung mit einer erniedrigten Annealingtemperatur von
55 °C ergab einen klaren Beweis fiir das Vorliegen eines Nullallels mit einer Liange von 285
Basenpaaren. Abbildung 2 zeigt ein Beispidl.
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Abb. 2: Beispiel des erfolgreichen Nachweises eines Nullallels

Es wird deutlich, wo das Problem liegt. Bei der iiblichen Annealingtemperatur von 65 °C
erscheinen beide Tiere homozygot. Das Tier mit der Probennummer 4249 fiir das Allel 273
und das Tier mit der Nummer 43009 fiir das Allel 277. 4249 sollte laut Abstammungsangaben
die Mutter von 4309 sein, was nach diesen Typisierungsergebnissen jedoch angezweifelt
werden musste. Eine zweite Anayse bei einer Annealingtemperatur von 55 °C machte das
vorher nicht zu erkennende Allel (Nullallel) mit einer Lange von 285 Basenpaaren sichtbar
und widerlegte die vermutete Fehlangabe.

Dies zeigt, dass fiir den Locus HSC Nullalele existieren, sie scheinen jedoch mit einer so
niedrigen Frequenz in der Karntner Brillenschafpopulation aufzutreten, dass sie das HWG
nicht beeinflussen. Da dieser Locus auch der einzige war, der am Ende noch bei 17 Tieren
fehite, konnte auch vermutet werden, dass es sich bei diesen Tieren um Nullallel homozygote
Tiere handelt und deswegen eine Amplifikation dieses Markers unter diesen Bedingungen
nicht moglich war. Eine Nachuntersuchung dieser 17 Tiere bel einer Annealingtemperatur
von 55°C konnte diese Vermutung alerdings nicht bestétigen.

3.6 Genetische Diversitat der Villnoler Schafe

Als Vergleich zu den Karntner Brillenschafen wurde auch die genetische Diversitat der
VillnoBer Schafe aus Sidtirol ermittelt. Dazu wurden die Daten von 160 VillnoBer Schafen
verwendet, die mit den gleichen 11 Mikrosatellitenmarkern untersucht worden waren wie die
Karntner Brillenschafpopulation. Auch in der Population der VillnoBer Schafe erwiesen sich
alle 11 Marker als polymorph. Die Anzahl der Allele pro Locus variierte zwischen 6 und 13,
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die mittlere Anzahl an Allelen pro Locus lag bei 955 + 2,21. Die beobachteten
Allelfrequenzen sind im Anhang aufgefiihrt. Die beobachteten Anteile an heterozygoten
Tieren lagen fiir die einzelnen Marker zwischen 52 % (MAF214) und 89 % (OarCP49) und
tiber ale 11 Marker gemittelt bel 74 %. Die erwarteten Heterozygotieraten variierten
zwischen 54 % (MAF214) und 86 % (HSC) und waren wie die erwartete Heterozygotie tiber
alle Marker, die 75 % betrug, in den meisten Fillen groer als die tatsichlich beobachteten
(siehe Tab.16 und Abb.3).

Tab. 16: Beobachtete (Ho) und erwartete (Hg) Heterozygotieraten sowie die Anzahl der Allele der VillnsBer
Schafpopulation (N=160) fiir alle 11 Mikrosatelliten-Marker

L ocus Ho He Anzahl Allele
McM42 0,585 0,638 8
TGLAS3 0,849 0,839 10
OarFCB20 0,780 0,786 10
INRA49 0,628 0,635 6
MAF65 0,769 0,782 8
McM527 0,738 0,775 8
OarCP49 0,887 0,845 13
OarAE119 0,873 0,829 8

HSC 0,731 0,861 13
MAF214 0,516 0,536 10
OarFCB11 0,775 0,770 11
TOTAL (11 Loci) 0,739 £ 0,119 0,754 + 0,105 9,55 + 2,21/L ocus

10 1= 02l ——————
VAR e ——
HSC
Oar AE119
Oar CPA0 I ————————————————
McM527 BHE
MAF6E5 % OHO
INRA49
OarFCB20
TGLAS3
McM42 |

0O 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
Heter ozygotiegrad

Abb. 3: Erwarteter und beobachteter Heterozygotiegrad der 11 Mikrosatellitenmarker fiir die VillnoBer Schafe
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Beim Test auf Abweichungen vom HWG erwies sich nur der Marker HSC a's signifikant.
Einen signifikanten Heterozygoteniiberschuss wies nach der Bonferroni-Korrektur keiner der
Marker auf. Signifikant weniger heterozygote Tiere als erwartet konnten nur fir HSC
beobachtet werden (P = 0,0000). Die dazugehdrigen Fis-Werte sind in Tabelle 17 aufgefiihrt.
Sie sind nach der Bonferroni-Korrektur nur noch fiir HSC hochsignifikant.

Tab. 17: Fs Werte (nach Weir & Cockerham) der VillnoBer Schafpopulation (N=160) fir ale 11
Mikrosatelliten-Marker

L ocus Fi-Wert P-Wert fiir >Fis P-Wert fiir <Fis  Signifikanz
McM42 +0,083 0,0355 0,9845 n.s.
TGLAS3 -0,012 0,6709 0,4182 n.s.
OarFCB20 +0,008 0,4318 0,6436 n.s.
INRA49 +0,011 0,4309 0,6382 n.s.
MAF65 +0,017 0,3782 0,6900 n.s.
McM527 +0,049 0,1245 0,9109 n.s.
OarCP49 -0,049 0,9618 0,0736 n.s.
OarAE119 -0,054 0,9573 0,0727 n.s.
HSC +0,152 0,0009 1,0000 *oxk
MAF214 +0,037 0,2891 0,7855 n.s.
OarFCB11 -0,007 0,5945 0,4845 n.s.
allell Marker +0,020 0,0464 0,9545 n.s.

P-Wert fiir >F;s hei Bt: Anteil der Permutationen, die einen groeren Wert ergeben al's den beobachteten Fie-Wert
P-Wert fiir <Fsheif3it: Anteil der Permutationen, die einen kleineren Wert ergeben als den beobachteten Fic-Wert

3.7 Genetische Diversitat verschiedener Schafrassen im Vergleich

Um die genetische Situation der Karntner Brillenschaf population einordnen zu kénnen, wurde
eine vergleichende Analyse der genetischen Diversitit mit drei weiteren Schafrassen
durchgefiihrt. Dafiir wurde aus den Daten der Routineabstammungsdiagnostik des Instituts fiir
Tierzucht und Genetik der V eterinarmedizinischen Universitiat Wien eine zufallige Stichprobe
von 50 Bergschafen gezogen. Diese Rasse ist im apinen Raum sehr weit vertreten und sie
konnte zu keiner Zeit als gefiahrdet angesehen werden. Die Texelschafe sollten, a's absolut
nicht mit den Karntner Brillenschafen verwandte Rasse, als Aullengruppe dienen. Leider
standen nur die Daten fiir 36 Texelschafe vollstandig zur Verfiigung. VillnoBer Schafe waren
in ausreichender Anzahl untersucht worden und aus dieser Datenbank wurde ebenfalls eine
zuféllige Stichprobe von 50 Tieren gezogen. Dies geschah ebenso mit den Karntner
Brillenschafen.

Die 11 untersuchten DNA-Mikrosatellitenmarker waren auch bei allen anderen Schafrassen
polymorph. Die Anzahl der Allele pro Locus varriierte zwischen zwei (MAF214 in der Rasse
Texelschaf) und 11 (OarCP49 und HSC in der VillnoBer Population) (siehe Abb.4).
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Abb. 4: Anzahl an Allelen pro Locus

Die mittlere Anzahl an Allelen pro Locus lag zwischen 5,64 bei den Texelschafen und 7,91
bei den VillnoBer Schafen. Die Unterschiede erwiesen sich as nicht signifikant (siehe
Tab.18).

Die gefundenen Allelfrequenzen in den vier Schafrassen sind im Anhang fiir jeden Locus
tabellarisch und in Form eines Diagramms wiedergegeben.

Tab. 18: Anzahl sowie mittlere Anzahl an Allelen pro Locus der vier Schafrassen Karntner Brillenschaf, N=50;
Bergschaf, N=50; VillnoBer Schaf, N=50; Texelschaf, N=36 fiir alle 11 Mikrosatelliten-Marker

Locus Karntner Ber gschaf VillnoBer Schaf Texelschaf
Brillenschaf
McM42 6 5 7 3
TGLAS3 8 8 8 7
OarFCB20 8 9 9 5
INRA49 6 5 5 6
MAF65 6 6 8 5
McM527 8 7 7 6
OarCP49 10 10 11 I
OarAE119 6 7 8 I
HSC 9 7 11 6
MAF214 6 8 5 2
OarFCB11 5 7 8 8
Total 7,09 7,18 7,91 5,64
(11 Marker) +1,58 +1,54 +1,97 +1,80

(Kruskal-Wallis-Test: y* = 7,2; d.f. = 3; p = 0,066)



Die beobachteten und erwarteten Heterozygotieraten lagen tiber alle 11 Loci gemittelt tiber
70%, mit Ausnahme der Texelschafe. Hier war der Anteil an heterozygoten Tieren, sowohl
der beobachtete als auch der geschitzte, etwas geringer und erreichte um die 65 %. Die
Heterozygotiegrade der einzelnen Marker variierten zwischen 39 % und 88 % und sind in
Tabelle 19 aufgefiihrt. Die Unterschiede zwischen den Rassen waren ebenfalls nicht
signifikant.

Tab. 19: Beobachtete (Ho) und erwartete (Hg) Heterozygotieraten der vier Schafrassen Kérntner Brillenschaf,
N=50, Bergschaf, N=50, VillnoBer Schaf, N=50, Texelschaf, N=36 fiir alle 11 Mikrosatelliten-Marker

Kéarntner Ber gschaf VillnoBer Schaf Texelschaf
Brillenschaf
Locus Ho He Ho He Ho He Ho He

McM42 0,480 0,421 0,800 0,770 0,520 0,556 0,667 0,628

TGLAS3 0,860 0,826 0,740 0,753 0,880 0,851 0,694 0,704

OarFCB20 | 0,880 0,840 0,640 0,655 0,840 0,792 0,667 0,755

INRA49 0,640 0,694 0,740 0,753 0,580 0,592 0,694 0,682

MAF65 0,780 0,746 0,720 0,711 0,860 0,828 0,667 0,626

McM 527 0,840 0,776 0,540 0,582 0,860 0,798 0,778 0,735

OarCP49 0,820 0,808 0,800 0,862 0,880 0,821 0,750 0,774

OarAE119 | 0,720 0,807 0,860 0,789 0,860 0,825 0,500 0,428

HSC 0,800 0,846 0,680 0,813 0680 0825 | 0389 0439

MAF214 0,520 0,473 0,760 0,716 0,520 0,526 0,528 0,441

OarFCB11 | 0,780 0,699 0,720 0,640 0,660 0,685 0,806 0,809

TOTAL 0,738 0,721 0,727 0,731 0,740 0,736 0,649 0,638
(11Loci) | £0,136 +0,146 | £0,086 +0,082 | +£0,150 0,123 | +0,127 0,142

In der Mehrheit der Fille war der Anteil der tatsichlich beobachteten heterozygoten Tiere
(Ho) hoher als der aufgrund der Allelfrequenzen zu erwartende Wert (Hg). Aufféllig war hier
allerdings der Locus HSC, der der einzige Marker war, der durch alle Rassen hinweg einen
niedrigeren beobachteten Wert aufwies, als erwartet. Es liegt also bei diesem Marker in allen
Rassen ein Heterozygotendefizit vor. Das kann als weiterer Hinweis auf das Vorhandensein
von Nullallelen bel diesem Marker gedeutet werden und es zeigt, dass dieses Phianomen in
allen vier Rassen verbreitet ist.

Es wurden verschiedene Tests auf signifikante Abweichungen vom HWG durchgefiihrt. Zum
einen auf ein Heterozygotendefizit und zum anderen auf einen signifikanten Uberschuss an
heterozygoten Tieren. Die gefundenen Werte waren bei keiner Population und bei keinem der
Marker signifikant, nachdem die Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt wurde.

Abbildung 5 zeigt nochmal die Heterozygotieraten der vier Rassen im Vergleich:
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3.8 Genetische Differenzierung zwischen Rassen, bzw. Populationen

Die folgenden Analysen sollten die Frage kliren, inwieweit sich die verschiedenen
Schafrassen genetisch voneinander abgrenzen lassen, d.h. ob und wie stark sie genetisch
differenziert sind. Fir diese Untersuchungen wurden ebenfalls Stichproben der oben
erwihnten vier Schafrassen verwendet: 50 Karntner Brillenschafe (KB), 50 Bergschafe (BS),
50 VillnoBer Schafe (VS) und die 36 Texelschafe (TX).

3.8.1 PrivateAllee

Populationsspezifische Allele, sogenannte private Allele, konnten in allen vier Rassen
gefunden werden (siehe Tab.20).

Tab. 20: Private Allele in den vier Schafrassen und ihre Frequenzen

L ocus Allele (bp) Kérntner Ber gschaf Villnoer Texel
OarFCB20 110 0,139
INRA49 149 0,014
159 0,050
MAF65 118 0,020
122 0,010
133 0,020
140 0,020
McM527 165 0,028
184 0,010
OarCP49 130 0,070
OarAE119 165 0,014
HSC 293 0,070
295 0,010
MAF214 254 0,010
267 0,010
OarFCB11 120 0,056
139 0,010
141 0,014
Anzahl 6 2 4 6

Die Anzahl der privaten Allele einer Rasse gegeniiber den anderen Rassen kann al's genetische
Distanz gedeutet werden. Je mehr private Allele eine Rasse aufweist, desto weniger hat sie
mit den anderen Rassen gemeinsam, desto weiter ist sie genetisch von den anderen entfernt.
Die Unterschiede waren hier bei den vier betrachteten Rassen nicht so grof3. Karntner
Brillenschafe und Texelschafe zeigten tiber alle Loci sechs private Allele, die VillnoBer
Schafe vier und am wenigsten distanziert scheinen die Bergschafe mit nur zwei privaten
Allelen. Die Frequenzen dieser populationsspezifischen Allele waren eher niedrig und lagen
fast ale unter 10 %. Lediglich das Allel 110 des Locus OarFCB20, das nur bel den
Texelschafen vorkam, erreichte dort eine Frequenz von knapp 14 % (siehe ebenfalls Tab.20).
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Einen Vergleich der paarweisen privaten Allele zeigt Tabelle 21. Dabei werden die Allele
gezihlt, die im Vergleich zweier Populationen nur bei einer der beiden vorkommen.

Tab. 21: Anzahl der paarweisen privaten Allelein den vier Schafrassen

L ocus KB/BS KB/VS KB/TX BS/VS BSTX VSITX
McM42 3 3 5 2 6 6
TGLAS3 2 4 3 4 5 5
OarFCB20 3 3 5 2 6 6
INRA49 3 3 4 2 3 3
MAF65 6 6 3 4 5 3
McM527 1 1 4 0 3 3
OarCP49 4 7 7 5 7 6
OarAE119 1 2 5 1 4 3
HSC 2 2 3 4 3 5
MAF214 4 5 4 3 6 3
OarFCB11 2 3 5 1 3 4
TOTAL 31 39 48 28 51 47
(11 L oci)

Auch hier verhilt es sich wieder so, dass die Anzahl der gefundenen paarweisen privaten
Allele ein MaB fiir die genetische Distanz, bzw. Differenzierung der jeweiligen Rassen
darstellt. Es fiel auf, dass die grofiten Unterschiede jeweils zu den Texelschafen bestanden.
Alle drel Schafrassen (Karntner, Bergschafe und VillnoBer) wiesen gegeniiber den
Texelschafen tiber 45 private Allele auf. Mit 39 privaten Allelen unterschieden sich Karntner
und VillnoBer Schafe recht deutlich. Die Bergschafe zeigten gegeniiber den Kérntner und den
VillnoBer Schafen am wenigsten eigene Allele mit um die 30 privaten Allelen.

3.8.2 Populationsdiffer enzierung

Es wurde getestet, ob sich die vier Schafpopulationen signifikant voneinander differenzieren
lassen. Einmal aufgrund der Allelverteilung (,,genic differentiation”) und einmal aufgrund
ihrer Genotypenverteilung (,,genotypic differentiation). Werden alle vier Rassen miteinander
verglichen, so sind sowohl ihre Allelverteilungen, als auch ihre Genotypenverteilungen fiir
alle 11 untersuchten Marker hoch signifikant verschieden. Das heif3t, jede Rasse stellt eine
eigene genetisch differenzierte Population dar. Beim paarweisen Vergleich der vier
Popul ationen miteinander, kam man im Prinzip zum gleichen Ergebnis. Es zeigte sich jedoch,
dass die verschiedenen Marker unterschiedlich gut geeignet sind, um Populationsunterschiede
Zu detektieren, was vor alem von ihrer Alleldiversitiat abhangt. So konnte mit dem Marker
MAF214, sowohl bei der Allelvertellung, as auch bel der Genotypenverteilung kein
signifikanter Unterschied zwischen den Populationen Texelschaf und Karntner Brillenschaf,
sowie zwischen den Populationen Texelschaf und VillnoBer Schaf gefunden werden. Das
konnte auf die geringe Variabilitit dieses Markers bei diesen drei Schafrassen zuriickgefiihrt
werden, die gegeniiber den Bergschafen deutlich reduziert ist. Die Texelschafe weisen zum
Beispiel nur zwei Allele an diesem Marker auf, was eine Differenzierung gegeniiber Rassen,
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bei denen diese Allele ebenfalls und haufig vorkommen, erheblich erschwert bis unméglich
macht.

3.8.3 E-Statistik

Die Werte der drei Fixationsindices Fis, Fit und F« fiir die untersuchten vier Schafrassen sind
in Tabelle 22 wiedergegeben.

Tab. 22: F-Statistik nach Weir and Cockerham (1984) fiir die vier untersuchten Schafrassen

L ocus Fis Fit F«

McM42 -0,0378 +0,0814 0,1149
TGLAS3 -0,0147 +0,0813 0,0946
OarFCB20 -0,0035 +0,0912 0,0944
INRA49 +0,0279 +0,1237 0,0985
MAF65 -0,0383 +0,0535 0,0884
McM527 -0,0434 +0,0117 0,0528
OarCP49 +0,0027 +0,0624 0,0599
OarAE119 -0,0261 +0,0671 0,0909
HSC +0,1298 +0,2601 0,1497
MAF214 -0,0735 -0,0393 0,0319
OarFCB11 -0,0516 +0,1437 0,1857
alle11 Marker -0,0093 +0,0906 0,0990

Die Fis-Werte stellen ein MaS fiir die Abweichung vom HWG innerhalb der Subpopulationen
dar. Der einzige Marker, der eine auffillige Abweichung von Null zeigt, ist HSC, der mit
einem deutlich positiven Wert ein Heterozygotendefizit anzeigt. Beim Test auf die statistische
Signifikanz dieser Abweichung war diese auch in zwei Subpopulationen (Bergschafe und
VillnoBer Schafe) signifikant, nach der Bonferroni-Korrektur alerdings nicht mehr. Der Test
tiber alle vier Populationen zeigte aber ein signifikantes Heterozygotendefizit fiir den Marker
HSC auch nach der Bonferroni-Korrektur.

Die Fi-Werte geben entsprechend einen Hinweis auf die Abweichungen vom HWG in der
Gesamtpopulation. AuBer dem Marker MAF214, weisen alle Marker mit einem positiven Fii-
Wert auf einen Verlust an heterozygoten Tieren in der Gesamtpopulation hin. Nach der
Bonferroni-Korrektur der Signifikanzwerte, waren diese Abweichungen noch bei drei
Markern (OarFCB20, HSC, OarFCB11) und iiber alle Loci signifikant.

Die F4-Werte sind as Mal fiir die genetische Differenzierung der untersuchten
Subpopulationen, in diesem Fall der vier Schafrassen, immer positiv. Sie erreichten je nach
Marker zwischen 5 % und 18 % und iiber ale 11 Marker gemittelt knapp 10 %. Im
paarweisen Vergleich dienen die Fy-Werte auch als genetische Distanzmalle zwischen den
jeweiligen Subpopulationen. Die fiir die vier untersuchten Schafrassen ermittelten Distanzen
sind in Tabelle 23 aufgefiihrt. Den kleinsten Wert, das heif3t die geringste genetische Distanz
findet man zwischen den Karntner Brillenschafen und den VillnoBer Schafen. Das Bergschaf
ist zu diesen beiden Rassen etwa gleich weit entfernt und das Texelschaf zeigt, wie erwartet,
zu dlen drei alpinen Rassen die grofiten genetischen Distanzwerte.
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Tab. 23: Paarweiser Vergleich der F4-Werte zwischen den Schafrassen

Rasse Ber gschaf Kérntner Villnofier T exelschaf
Ber gschaf - 0,0845 0,0858 0,1442
Kéarntner - 0,0557 0,1434
VillnoBer - 0,1030
Texelschaf -

3.8.4 Genetische Variation innerhalb und zwischen den Rassen

Das Verhiltnis der genetischen Variation innerhalb und zwischen den Subpopulationen, ist
auch ein MaB fur die genetische Differenzierung. Je differenzierter die betrachteten
Populationen sind, desto groBer stellt sich der Antell der interpopuldren Diversitit (Dsr)
gegeniiber der intrapopuldaren Diversitit (Hs) dar. Tabelle 24 zeigt die fir die vier
untersuchten Schafrassen ermittelten Schiatzwerte nach Nei:

Tab. 24: Nei’s Schiatzwerte zur genetischen Diversitit innerhalb (Hs) und zwischen Subpopulationen (Dst),
sowie der Gesamtpopulation (vier Rassen) (Hr) und dem Anteil der Diversitit zwischen Teilpopulationen an der
genetischen Diversitit der Gesamtpopulation (Gsy) fiir ale 11 Marker

L ocus Hs Dst Ht GST
McM42 0,593 0,078 0,671 0,117
TGLAS3 0,784 0,090 0,873 0,103
OarFCB20 0,760 0,081 0,841 0,096
INRA49 0,680 0,079 0,759 0,104
MAF65 0,728 0,073 0,801 0,091
McM527 0,722 0,040 0,763 0,053
OarCP49 0,816 0,052 0,868 0,060
OarAE119 0,712 0,083 0,795 0,104
HSC 0,732 0,145 0,877 0,166
MAF214 0,538 0,017 0,556 0,031
OarFCB11 0,708 0,155 0,863 0,179
TOTAL 0,707 0,081 0,788 0,103
(11 Loci)

Im Durchschnitt iiber ale 11 Loci ergibt sich eine genetische Diversitit von Hy = 0,788, die
sich aus einer Diversitat zwischen den Rassen von Dsr= 0,081 und einer Diversitit innerhalb
der Rassen von Hs = 0,707 zusammensetzt. Es entfallen also insgesamt nur 10,3 % (Gsr =
0,103) der genetischen Diversitit auf die Diversitat zwischen den Populationen. Es zeigt sich,
dass einige Marker (z.B. HSC und OarFCB11) stirker zur Differenzierung der Populationen
beitragen, als andere. Insgesamt betrachtet bestétigt sich aber bei jedem Locus das gleiche
Verhiltnis, wieim Durchschnitt aler Loci.

Die beiden Diagramme (siehe Abb.6 und 7) sollen diese Zusammenhinge noch einmal
veranschaulichen:
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Abb. 6 und Abb. 7: Genetische Diversitit innerhalb (HS) und zwischen Subpopulationen (DST) sowie Anteil

der Diversitidt zwischen Subpopulationen an der genetischen Diversitiat der Gesamtpopulation (GST) fir die
untersuchten Mikrosatel litenmarker

3.8.5 Genetische Distanzen

Diefiir die vier Schafrassen berechneten paarwei sen genetischen Distanzen sind in Tabelle 25
aufgefiihrt. Die Auswahl der DistanzmaBe erfolgte zum einen nach der allgemeinen
Popularitit, also nach der Moglichkeit des Vergleichs mit anderen Studien, und zum anderen
nach der Eignung fiir die Differenzierung von Rassen, die im evolutioniren Sinne eher durch
kurze Distanzen getrennt sind.

Tab. 25: Paarwel se genetische Distanzen fiir die vier Schafrassen nach den Distanzmaf3en Nei’s standard genetic
distance (Nei’s D), Nei’s corrected genetic distance (Nei1978), Nei’s minimum distance (Nein,), Reynolds’
distance (Drey) und Distanz nach Cavalli- Sforza& Edwards (Cav.- Sfz.)

Nei’sD  Ne 1978  Neéimin Drey Cav.-Sfz.
Bergschaf/Kdrntner 0,348 0,321 0,083 0,09870 0,090
Bergschaf/VillnoBer 0,321 0,293 0,075 0,08827 0,076
Bergschaf/Texel schaf 0,459 0,433 0,121 0,15114 0,129
Karntner/Texel schaf 0,441 0,416 0,119 0,14966 0,130
VillnoBer/Texel schaf 0,293 0,267 0,084 0,10404 0,096
Karntner/VillnoBer 0,205 0,178 0,052 0,05931 0,071

Aufféllig ist, dass alle fiinf gewahlten Distanzmale sich einig sind, dass die kiirzeste Distanz
zwischen den Karntner Brillenschafen und den VillnoB3er Schafen zu finden ist. Die jewells
groten Distanzen werden zwischen den Texelschafen und den anderen drei Schafrassen
festgestellt, allerdings zeigt sich hier, dass die verschiedenen Distanzmalle beziiglich der
VillnoBer Schafe zu unterschiedlichen Ergebnissen kommen. Die Schitzwerte nach Nei
ermitteln eine geringere Distanz zwischen Texelschafen und VillnéBern, als zwischen
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Bergschafen und Karntner bzw. VillnoBer Schafen. ,,Nei’s minimum distance’ schitzt sie in
etwa gleich ein, wihrend Reynolds’ und Cavalli-Sforza’s Distanzen Bergschafe, Kéarntner und
VillnoBer Schafe genetisch niaher einschitzen, als Texelschafe und VillnoBer Schafe. Diese
unterschiedlichen Auswirkungen, je nachdem welches Distanzma gewahlt wird, sind
bekannt und um das Ausmal dieser Abweichungen quantifizieren zu konnen, wurde eine
Korrelationsmatrix der verwendeten Distanzmalle erstellt (siehe Tab.26).

Tab. 26: Korrelationsmatrix der verwendeten Distanzmal3e

Nei 1978 Neimin Drev Cav.-Sfz
Nei’sD 0,9999 0,9710 0,9603 0,9064
Nei 1978 0,9729 0,9625 0,9100
Néimin 0,9991 0,9745
Drev 0,9802

Die hochste Korrelation zeigte sich dabel zwischen Nei’s Schitzwerten (Nei’s D und Nel
1978), die auf dem gleichen Ansatz beruhen und ein weit verbreitetes MaB3 fir lange
Divergenzzeiten darstellen. Eine Korrelation ebenfalls iiber 0,99 wiesen ,,Nei’s minimum
distance™ und ,,Reynolds’ distance auf, beides Distanzmalle, die fiir die Untersuchung kurzer
Divergenzzeiten (bei spiel sweise Rassen) empfohlen werden.

Eine Moglichkeit, genetische Distanzen graphisch darzustellen, ist das Rekonstruieren
phylogenetischer Biume. Dazu wurden in diesem Fall die genetischen Distanzen nach
Reynolds ausgewihlt, da diese sich gut eignen sollen, die Beziehungen zwischen eng
verwandten Populationen, wie hier die vier Schafrassen, aufzuklaren. Der daraus resultierende
Neighbor-Joining-Treeist in Abbildung 8 dargestellt.

Abb. 8: Rekonstruierter phylogenetischer Baum fiir die vier
Schafrassen auf der Basis einer durchschnittlichen Distanzmatrix
aus 100 Bootstrap-Samples mit Reynolds’ distance (Drey) unter
Verwendung der Neighbor-Joining-Methode
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Dieser Baum hat keine Wurzel (,,unrooted tree) und macht somit keine Annahme iiber
phylogenetisch ,dltere und ,,jiingere” Populationen. Bei der gewihlten Darstellungsform
handelt es sich um eine eindimensionale Projektion der Distanzmatrix, die so zu verstehenist,
dass die Distanz zweier Populationen der Summe der Lingen der sie verbindenden Aste
entspricht. Da unterschiedliche Stichprobengroen die Distanzen verzerren (je kleiner eine
Stichprobe ist, desto groBier ist die numerische Distanz) wurden von jeder Population nur 36
Tiere in die Berechnung eingesetzt. Bei hundert Wiederholungen (,,bootstrapping) wurde die
Gruppierung von Bergschaf und Kérntner Schafen in 73 Wiederholungen beobachtet und die
Abspaltung der Texelschafe in 40 von 100 Wiederholungen. Das zeigt, dass die Baumstruktur
nicht besonders robust ist.

Sowie die genetischen Distanzen zwischen Populationen errechnet werden kénnen, so kann
aufgrund der hohen Variabilitat der Mikrosatellitenmarker auch zwischen Individuen mehr
oder weniger deutlich unterschieden werden. Das Distanzmal, das hier verwendet wird,
beruht auf den Anteilen an gemeinsamen Allelen zwischen den Individuen (,,proportion of
shared alleles”). Dabel werden die Individuen als taxonomische Einheiten (OTU) verwendet.
Das MaB der Differenzierung der einzelnen Rassen zeigt sich hierbel in der Anzahl an Tieren
einer Rasse, die sich in einem Cluster wiederfinden. Wenn eine Population genetisch sehr
differenziert ist, so sollten auch alle Tiere dieser Population sich zu einer Gruppe
zusammenfinden, da sie miteinander mehr Allele teilen sollten als mit Angehoérigen anderer
Rassen.

In Abbildung 9 ist ein solcher Individuenbaum fiir die hier untersuchten vier Schafrassen
dargestellt. Den groSten Grad der genetischen Differenzierung zeigt die Rasse der
Texelschafe. Hier clustern alle 36 Tiere (100 %) in eine Gruppe zusammen. Bei den VillnoBer
Schafen finden sich von 50 Tieren 39 Individuen (78 %) in einem Cluster wieder. Von 50
Kéarntner Brillenschafen bilden 40 Tiere (80 %) eine Gruppe und von 50 Bergschafen sind 43
Tiere (86 %) einem Cluster zugeordnet.
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Abb. 9: Individuenbaum basierend auf den ,,alele-sharing distances* zwischen 186 Individuen der vier
Schafrassen unter Verwendung der Neighbor-Joining-Methode
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3.8.6 Hauptfaktorenanalyse (Principal Components Analysis, PCA)

Es wurde, ebenfalls mit Individuen al's OTU, eine Hauptfaktorenanalyse durchgefiihrt. Dieses
statistische Verfahren kondensiert die Informationen aller Allele und Loci zu einer geringeren
Anzahl an synthetischen Variablen, den Hauptfaktoren. Bei der PCA werden die beobachteten
Allelfrequenzen, so umgerechnet, dass die erhaltenen Hauptfaktoren moglichst den
maximalen Anteil der Variabilitit, die in den Daten enthalten ist, erklaren. Das Ergebnis
dieser Analyse fiir die Individuen der vier untersuchten Schafrassen ist in Abbildung 10 zu
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Abb. 10: Hauptfaktorenanalyse der untersuchten Schafrassen (50 Bergschafe, 50 Karntner Brillenschafe, 50
VillnoBer Schafe und 36 Texelschafe); 1.Hauptfaktor auf der X-Achse, 2.Hauptfaktor auf der Y-Achse
dargestellt, jeweils mit dem prozentualen Anteil der Gesamtvarianz, der durch diesen beschrieben wird; jedes
Quadrat stellt ein Individuum dar

Es wurde hier die zweidimensionale Darstellungsform gewahlt, da die dreidimensionale
Darstellungsweise bel keiner zusitzlichen Information weniger tibersichtlich ist. Mit den
ersten beiden Hauptfaktoren konnen in diesem Fall lediglich 10,11 % der Gesamtvarianz
beschrieben werden, wobei der erste Hauptfaktor stets informativer ist als der zweite und alle
Faktoren unabhingig voneinander sind. Obwohl also rund 90 % der Information, die in den
Daten steckt durch diese graphische Darstellung verloren sind, lasst sich aber deutlich
erkennen, dass die Individuen einer Rasse zu einer Punktewolke zusammengruppieren. Am
klarsten trennen sich die Texelschafe von den anderen drei Punkteclustern. Karntner
Brillenschafe und Bergschafe grenzen sich auch recht gut voneinander ab, wihrend die
VillnoBer Schafe zwar auch eine eigene Punktewolke produzieren, diese aber einen deutlichen
Uberschneidungsbereich mit den Kirntner Brillenschafen aufweist. Einige VillnoBer
Individuen finden sich auch bei den Bergschafen wieder.



3.8.7 Rassezuordnung von Einzeltieren (..breed assignment*)

Es wurden verschiedene Methoden der Rassezuordnung auf den Datensatz der vier
untersuchten Schafrassen angewendet und miteinander verglichen. Weit verbreitet sind die
auf Allelfrequenzen beruhenden Methoden, die das Individuum der Population zuordnen, in
der dieser Genotyp aufgrund der Allelfrequenzen der verschiedenen Populationen mit der
grofiten Wahrscheinlichkeit auftritt. Ein neuerer Ansatz basiert auf Distanzen und ordnet das
Individuum der Population zu, zu der es die geringste Distanz aufweist. Als Kriterium fiir die
Giite der Zuordnungsmethoden wurde zum einen die Haufigkeit der korrekten
wahrscheinlichsten Zuordnung errechnet und zum anderen untersucht, wie oft diese
Zuordnungen auf dem 5 %-Irrtumsniveau signifikant sind. Im letzteren Fall werden nur die
Tiere als korrekt zugeordnet gezihlt, deren Zuordnungswahrscheinlichkeit zur tatsichlichen
Herkunftspopulation mindestens 95 % betridgt, wihrend bei der wahrscheinlichsten
Zuordnung die absolute Hohe der Zuordnungswahrscheinlichkeit nicht entscheidend ist,
sondern lediglich, dass das Tier mit der groten Wahrscheinlichkeit seiner tatsichlichen
Ursprungspopulation  zugeordnet wird. Tabelle 27 zeigt die Ergebnisse dieser
Untersuchungen.

Tab. 27: Anteile und Anzahl korrekter Zuordnungen von insgesamt 186 Schafen der vier untersuchten Rassen

Methode Anteil (Anzahl) korrekter ...
wahr scheinlichster signifikanter
Zuordnungen Zuordnungen
“likelihood-based” Bayes 97,85 % (182) 3,76 % (7)
Fregquenz 97,85 % (182) 3,76 % (7)
“distance-based”  Nei DA 97,31 % (181) 4,84 % (9)
Nei Standard 95,70 % (178) 4,84 % (9)
DAS 92,47 % (172) 3,23 % (6)

Es zeigt sich, dass die Methoden, die auf den Allelfrequenzen beruhen, etwas erfolgreicher
sind, als die auf den genetischen Distanzen basierenden Methoden. Man sieht auch, dass es
bei letzteren stark von dem Distanzmal3 abhingt, das verwendet wird. Weitere Distanzmalie,
die getestet wurden, fiihrten zu noch schlechteren Ergebnissen und sind daher nicht
aufgefiihrt. Die signifikanten Zuordnungen erreichten bei allen Methoden nicht einmal 5 %.
Tabelle 28 zeigt nun, zu welcher Rasse die fehlerhaft zugeordneten Tiere gehdéren und
welcher ,,falschen* Rasse sie zugeordnet wurden.

Tab. 28: Rassezuordnung der insgesamt 186 Individuen zu den vier Schafrassen nach der ,,Frequenz-Methode'

K drntner Ber gschaf Villnofier Texel | nsgesamt
Kéarntner 50 0 0 0 50
Ber gschaf 0 49 1 0 50
VillnoBer 2 0 47 1 50
Texel 0 0 0 36 36

Es muss alerdings beachtet werden, dass keine dieser Fehlzuordnungen signifikant war und
bei dieser Methode auf jeden Fall eine Population fiir das Individuum ausgewihlt wird, auch
wenn keine der vier Populationen sehr wahrscheinlich ist.
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Mit dem Softwareprogramm Structure wurde untersucht, in wieviele Populationen sich der
Datensatz der 186 Schafe aufgrund ihrer Genotypen strukturiert, wenn a priori keine
Populationen angenommen werden. Dabei ergaben sich stait der vier Rassen finf
Subpopulationen, wobei sich die VillnoBer Schafe in zwel Gruppen zu je etwa 40 % spalteten,
wihrend die anderen drei Rassen zu rund 90 % in jeweils ein Cluster fielen.

3.9 Untersuchung auf Hybride

Bel 11 Bayrischen Karntner Brillenschafen bestand der Verdacht, dass es sich bei diesen
Tieren um Kreuzungen von Karntner Brillenschafen mit Bergschafen handelt. Um dieser
V ermutung nachzugehen, wurde untersucht, in welcher Beziehung diese 11 Individuen zu den
entsprechenden Rassen stehen. Dazu wurde ein Individuenbaum erstellt, der neben den 11
Bayrischen Karntner Brillenschafen (BY), 30 Kérntner Brillenschafe aus Karnten (K), 30
Bergschafe (B) und als AuBengruppe 30 Texelschafe (T) enthilt (siehe Abb.11).
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Dabei fillt auf, dass lediglich zwei der elf Bayrischen Brillenschafe (BY 4 und BY 6) klar mit
den Karntner Brillenschafen zusammenclustern, wihrend drei Bayrische Schafe (BY5, BY 10
und BY7) mit Bergschafen zusammengruppieren. Vier der elf Bayrischen Schafe (BY1,
BY11, BY3 und BY8) hilden ein eigenes Cluster und zwei Individuen (BY2 und BY9)
scheinen von ihren Allelen her den Texelschafen am dhnlichsten zu sein.

Ein vergleichbares Bild ergab die Hauptfaktorenanalyse dieser Individuen (siehe Abb.12).
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Abb. 12: Hauptfaktorenanalyse von 147 Individuen (50 Karntner Brillenschafe, 50 Bergschafe, 11 Brillenschafe
aus Bayern und 36 Texel schafe)

Die beiden Bayrischen Brillenschafe BY 4 und BY 6 liegen deutlich in der Punktewolke der
Kéarntner Schafe und die beiden AuBlenseiter BY 2 und BY 9 zeigen auch hier relative Néhe zu
den Texelschafen. Die drel Bayrischen Schafe BY5, BY 10 und BY 7, die im Individuenbaum
mit Bergschafen zusammengruppierten, liegen mit dem Vierercluster (BY 1, BY 11, BY 3 und
BY 8) im Grenzgebiet zwischen Bergschafen und Karntner Brillenschafen und bilden eine Art
Uberlappungsbereich.

Bel dem Versuch ein ,,breed assignment* dieser 11 Bayrischen Schafe durchzufiihren, kamen
keine verwertbaren Ergebnisse heraus. Werden die 11 Schafe als unbekannter Herkunft
angegeben, werden nach der ,,.Bayesian method* fiinf von ihnen den Karntner Brillenschafen
zugeordnet, zwei den Bergschafen und vier den Texelschafen. Keine dieser Zuordnungen war
aber signifikant, die Zuordnungswahrscheinlichkeiten lagen alle bei Null. Ordnet man die
Bayrischen Schafe den Kéarntner Schafen zu und fiihrt eine Selbstklassifikation durch, so
werden sie bis auf zwel Tiere (BY2 und BY9) auch wirklich den Kéarntner Schafen
zugeordnet, wobei auch hier die Wahrscheinlichkeiten der Zuordnung sehr niedrig sind und
bei den beiden Tieren, die den anderen Rassen zugeordnet wurden, sind sie Null.

Mit dem Softwareprogramm Structure wurde eine Untersuchung auf ,,admixture’
durchgefiihrt. Es wurde berechnet, wie grol die Wahrscheinlichkeit ist, dass diese 11
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Bayrischen Brillenschafe Genanteile anderer Rassen besitzen. Dazu wurde untersucht, wie
sicher sie den Kirntner Brillenschafen zugeordnet werden und wie gro die
Wahrscheinlichkeit ist, dass sie einer der anderen Rassen angehoren oder aber ein Eltern-
bzw. Grofelternteil aus diesen anderen Rassen aufweisen. Auffillig waren dabei wieder die
beiden AuBlenseiter BY2 und BY9, die beide mit einer Wahrscheinlichkeit von 0 % den
Karntner Brillenschafen angehoren und mit einer Wahrscheinlichkeit von 83 % bzw. 99 %
den Texelschafen zugeordnet werden. BY 2 hat mit einer Wahrscheinlichkeit von 13 % ein
Elternteil aus der Population der Texelschafe, BY 9 nur mit 0,5 %. Das Bayrische Schaf mit
der Nummer BY 11 wird nur mit 80 % Wahrscheinlichkeit den Karntner Schafen zugeordnet
und weist mit 8 %, bzw. 12 % Wahrscheinlichkeit ein Eltern- bzw. GroBelternteil aus der
Population der Bergschafe auf. Die restlichen Bayrischen Schafe werden mit 90 %iger
Wahrscheinlichkeit oder mehr den Karntner Brillenschafen  zugeordnet. Die
Wahrscheinlichkeit, dass sie Vorfahren aus der Bergschafpopulation besitzen liegt bel ihnen
nur zwischen 2 % und 6 %.
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4 Diskussion

4.1 Genetische Diversitit

Das Karntner Brillenschaf ist in seiner genetischen Variabilitit keineswegs eingeschriankt. Die
mittlere Anzahl an Allelen pro Locus von 10,09 + 2,95/Locus und eine erwartete
Heterozygotierate (,,gene diversity”) von 73 %, die in der Gesamtpopul ation ermittelt werden
konnten (siehe Tab.12), liegen im Bereich der in vielen Studien angegebenen Werte oder
sogar dariiber. So werden bei verschiedenen spanischen Schafrassen in einer Untersuchung
mit 19 Mikrosatelliten zwischen 7,5 und 9,9 Allelen pro Locus und eine ,,gene diversity“ von
77 % bis 81 % gefunden (ARRANZ et al., 1998). FORBES et a. (1995) untersuchten
verschiedene Schafrassen mit acht Mikrosatelliten und ermittelten eine mittlere Anzahl an
Allelen pro Locus zwischen 5,6 und 6,8 und eine erwartete Heterozygotie zwischen 64 % und
69 %. Eine Untersuchung verschiedener Ziegenpopulationen in Asien mit 22 Mikrosatelliten
ergab zwischen 4,3 und 5,9 Allelen im Mittel pro Locus und eine ,,gene diversity* von 43 %
bis 66% (BARKER et al., 2001). Europiische Rinderrassen, die mit 20 Mikrosatelliten
untersucht wurden, wiesen eine mittlere Anzahl an Allelen pro Locus zwischen 5,2 und 6,0
und eine ,,gene diversity* zwischen 58 % und 71 % auf (EDWARDS et a., 2000) und auch
fiir verschiedene Pferderassen, die mit 13 Mikrosatelliten untersucht wurden, konnten Werte
in dieser Grofenordnung ermittelt werden, die mittlere Anzahl an Allelen pro Locus variierte
hier von 5,1 bis 6,7 und die ,,gene diversity* zwischen 69 % und 77 % (CANON et al., 2000).
Diese Art der Vergleiche ist aber problematisch, denn es muss bedacht werden, dass in jeder
Studie in der Regel unterschiedlich viele und v.a. andere Mikrosatellitenmarker verwendet
werden. Der Polymorphismus von Mikrosatelliten hiangt in erster Linie von der Lange des
Repeatabschnitts ab, wobei generell mehr Allele gefunden werden, je ldanger der repetitive
Abschnitt des Mikrosatelliten ist (WEBER, 1990). Diese unterschiedliche Variabilitiat und
auch die variierenden Stichprobengrolen zwischen den Studien konnen zu falschen
Schlussfolgerungen fiihren. Ideal erweise vergleicht man also Ergebnisse, die mit den gleichen
Markersystemen erhalten wurden. Das ist beispielsweise fiir die VillnoBer Schafe der Fall, bei
denen sich in der Gesamtpopulation fiir die gleichen 11 Mikrosatellitenmarker eine mittlere
Anzahl an Allelen pro Locus von 9,55 + 2,21 und eine ,,gene diversity von 75 % ermitteln
lie (siehe Tab.16). Aus der Routinediagnostik des Instituts waren die Daten anderer
Schafrassen, die ebenfalls mit diesem Set von 11 Mikrosatellitenmarkern untersucht wurden,
verfiigbar. Der besseren Vergleichbarkeit wegen wurde eine Stichprobe von je 50 Tieren
gezogen. Die Bergschafe bilden in Osterreich den groBten Anteil des Gesamtbestandes an
Schafen. Mit knapp 18 000 Herdbuchtieren machen sie 1999 fast 60 % des osterreichischen
Schafbestandes aus (SAMBRAUS, 2001). Texelschafe standen leider nur 36 zur Verfiigung,
sie sollten aber als eine auf Fleisch selektierte Leistungsrasse zum Vergleich herangezogen
werden. Die mittlere Anzahl an Allelen pro Locus lag zwischen 5,64 bei den Texelschafen
und 7,91 bei den VillnéBer Schafen. Die Unterschiede erwiesen sich als nicht signifikant
(siehe Tab.18). Die ,,gene diversity variierte zwischen 64 % bei den Texelschafen und 74 %
bei den VillnoBer Schafen, wobei auch hier die Unterschiede nicht signifikant waren (siehe
Tab.19). Karntner Brillenschafe und Bergschafe lagen mit ihren Werten jeweils dazwischen.
Die etwas geringere Variabilitat der Texelschafe konnte einerseits ein Hinwels auf eine
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verminderte genetische Variabilitit aufgrund einer leistungsorientierten Selektion sein
(FALGE et a., 1999), ist aber wohl eher auf die geringere Stichprobengréfe zuriickzufiihren,
die zudem keine zufillige Stichprobe darstellt und eine Verwandtschaft dieser 36 Tiere kann
nicht ausgeschl ossen werden.

Es ldsst sich also kein Hinweis dafiir finden, dass die Karntner Brillenschafe im Vergleich mit
Rassen, die nie in ihrem Bestand gefidhrdet waren, wie die Bergschafe, aber auch im
Vergleich mit den VillnéBer Schafen, die eine dhnliche Bestandsgrofie, wie das Karntner
Brillenschaf aufweisen, genetisch eingeschrankt sind, obwohl die heutige Popul ation auf recht
wenige Tiere zuriickzufiihren ist. Der aus der Populationsgeschichte hervorgehende
,.bottleneck®, d.h. die erhebliche Reduktion der Populationsgrof3e, ldsst sich in der heutigen
Population an den Messwerten der genetischen Variabilitat nicht erkennen. Das Problem
wurde schon bei verschiedenen Wildtierpopulationen beobachtet (QUENEY et al., 2000,
AMOS, 1999) und lasst sich dadurch erklaren, dass ein signifikanter Verlust an Heterozygotie
nur durch ,,drift* aleine extrem langsam vor sich geht und sich je nach verbliebener effektiver
Populationsgrofe erst nach vielen Generationen bemerkbar macht. ALLENDORF (1986) hat
beispielsweise gezeigt, dass bel einer effektiven Populationsgrole von 25 ein signifikanter
Verlust an genetischer Diversitit erst nach mindestens 15 Generationen beobachtet werden
kann, wobei die Populationsgrofe tiber diese 15 Generationen konstant niedrig bleiben muss.
Wenn sich eine Population nach einem ,,bottleneck* schnell wieder erholt und stark vermehrt,
ist siein der Lage einen GroBteil ihrer genetischen Diversitit zu bewahren. Dieses Phinomen
zeigte auch die Antarktische Pelzrobbe, die zu Beginn des 20. Jahrhunderts, nachdem sie as
ausgestorben galt, wiederentdeckt wurde und sich daraufhin schnell vermehrte und heute hohe
Level an genetischer Variabilitit aufweist (GEMMEL et al., 1997). Die Karntner
Brillenschafe hatten zu Beginn der gezielten Erhaltungszucht eine effektive Populationsgro3e
von 18 Tieren, haben sich dann aber rasch vermehrt und es wurden immer wieder neue Tiere
ausfindig gemacht, die in die Zucht eingesetzt wurden und somit die genetische Basis
erweiterten. Hinzu kommt, dass wir keine Vergleichspopulation an Karntner Brillenschafen
von vor dem durchgemachten ,.bottleneck* zur Verfiigung haben, die Aufschliisse dariiber
geben konnte, wie grof3 die genetische Variabilitit der Kéarntner Brillenschafe einmal war und
ob und wie stark sie sich nun veréndert hat.

Beispiele aus der Wildtierbiologie sollen zeigen, wie ein wirklicher Verlust an genetischer
Variabilitit aussieht. Der Athiopische Wolf ist von allen Caniden der am meisten gefihrdete
und weist bei einer Untersuchung mit neun Mikrosatelliten lediglich eine mittlere Anzahl an
Allelen pro Locus von 2,4 und eine ,,gene diversity“ von 24 % auf (GOTTELLI et a., 1994).
Turmfalken auf Mauritius haben einen schweren ,,bottleneck hinter sich; es wird vermutet,
dass die heutige Population von 200 Brutpaaren auf ein einziges Brutpaar im Jahre 1974
zuriickgeht. In einer Untersuchung mit 12 Mikrosatelliten konnte nur noch eine Variabilitét
von 1,41 Allelen im Mittel pro Locus und eine ,,gene diversity* von 10 % festgestellt werden.
In dieser Studie von GROOMBRIDGE et al. (2000) wurden zusitzlich bis zu 170 Jahre ate
Museumstiere mituntersucht, um einen Vergleich von Falken vor dem ,,bottleneck” mit den
heutigen Falken zu ermoglichen. Dabel zeigten sich Allele, die in der heutigen Population
nicht mehr auftreten, also durch den ,,bottleneck™ verloren gingen und insgesamt konnte ein
Verlust der genetischen Variabilitat von iiber 50 % festgestellt werden. Das ist ein Beweis
dafiir, dass sich eine Population auch trotz solch eines dramatischen Verlusts wieder erholen
kann. Dass eine absolut eingeschrinkte genetische Variabilitdit nicht automatisch
schwerwiegende Folgen haben muss, zeigt auch das Beispiel einer wildlebenden Rinderherde
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in Nordengland. Sie lebt dort seit etwa 300 Jahren in totaler Isolation und Inzucht und zeigte
bei einer Untersuchung mit 25 Mikrosatelliten nur fiir einen Marker heterozygote Tiere. Fiir
alle anderen 24 Marker waren alle untersuchten Tiere identisch. Und trotz dieser praktisch
nicht vorhandenen genetischen Variabilitit zeigt sich keinerlei Inzuchtdepression, wie etwa
verminderte Fruchtbarkeit oder verkiirzte Lebensdauer. Eine mogliche Erklarung wére der
vollstandige Verlust nachteiliger Gene durch die starke Inzucht in Verbindung mit natiirlicher
Selektion (VISSCHER et al., 2001).

4.2 Abstammungsiiberpriifung der Karntner Brillenschafe

Es wurden insgesamt 668 Abstammungsangaben im Herdbuch der Karntner Brillenschafe
tiberpriift. Dabei handelte es sich um 244 V aterschafts- und 424 M utterschaftsangaben. Von
den 244 dberpriiften Vaterschaftsangaben mussten 43 Bocke von der Vaterschaft
ausgeschlossen werden, was eine Fehlerrate von 17,6 % ausmacht. Von insgesamt 424
angegebenen M utterschafen erwiesen sich 78 Angaben als falsch, was einem Fehlerquotienten
von 18,4 % entspricht. Die Fehlerquote ist also fiir Vaterschafts- wie M utterschaftsangaben in
etwa gleich hoch, was nicht zu erwarten war, da man bei Siugetieren im algemeinen davon
ausgeht, dass das Muittertier seinem siugenden Jungtier ohne weiteres zugeordnet werden
kann. Bei Schafen ist es auch nicht siblich, dass Lammer bel anderen Mutterschafen alsihrer
eigenen Mutter trinken, da diese ihre Lammer am Geruch kontrolliert und fremde Lammer
von ihrem Euter vertreibt. Es wird oft berichtet, dass es eher schwierig ist und einer Menge
Geduld und List bedarf, wenn man ein mutterloses Lamm einem anderen M utterschaf
Lunterschieben mochte (Jasbinschek, 2001). Wie es zu diesem hohen Antell an
Fehlabstammungen kommt, ist nicht leicht zu sagen. Es werden viele Unsicherheiten zu
Beginn der herdbuchmaBigen Zucht der Kérntner Brillenschafe vermutet, die sich durch die
ganzen  Aufzeichnungen  hindurchziehen. Es wurde damas versucht, die
V erwandtschaftsverhiltnisse der gefundenen Griindertiere durch die Befragung der Besitzer
zu rekonstruieren. Es wurden zusitzlich die Verwandtschaftsverhaltnisse der Besitzer eruiert,
da oft Tiere innerhalb der Familien ausgetauscht wurden, und u.a. die Lokalitit des Fundes
beriicksichtigt (Jasbinschek, 2001). Doch das alles waren nur Anhaltspunkte und diese
Unsicherheiten in der gesamten Aufzeichnung konnten zu dem relativ hohen Anteil an
Fehlangaben fiihren. Durch die hier erfolgte umfangreiche Uberpriifung der
Abstammungsangaben im Herdbuch der Kérntner Brillenschafe ist es nun moglich, diese
Fehler zu beseitigen und Tiere von der weiteren Zucht auszuschlieien, fiir die Fehler in der
Abstammung gefunden wurden. Weiters sollten Fehlerquellen iiberdacht werden, wie etwa
das hiufige Ubertragen der Titowiernummern mit der Hand, was durch Unleserlichkeit
schnell zu Unsicherheit und damit zu maoglichen falschen Lebensnummern und fehlerhaften
Abstammungsangaben fiihren kann.

Im Vergleich zu anderen Schafrassen, von denen am Institut fiir Tierzucht und Genetik im
Laufe der Jahre 1999 und 2000 routinemaBig die Abstammungsangaben tiberpriift wurden,
zeigt sich aber, dass es auch dort einen nicht geringen Anteil an Fehlabstammungen gibt. So
erwiesen sich im Jahre 1999 16 % der Angaben als falsch und im Jahre 2000 waren 13,8 %
der angegebenen Bocke von der Vaterschaft auszuschlieffen und doch auch immerhin 6,3 %
der angenommenen Miitter falsch. Es scheint also auch in anderen Schafzuchtvereinen
Schwichen in der Aufzeichnung der Zuchtdaten zu geben.
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Vergleichswerte aus der Literatur liegen bel Rindern fiirr den Anteil an Kélbern mit falscher
Abstammung je nach Untersuchung bel 2,9 % bis 23 % (GELDERMANN et al., 1986, RON
et a., 1996) und dhnlich hohe Werte von 10 % bis 20 % werden fiir Schweine angegeben
(JUNEJA & VOGELI, 1998). Das macht deutlich, dass eine Uberprifung der
Abstammungsangaben mit Hilfe der Molekulargenetik durchaus sinnvoll ist und dazu
beitragen sollte, diesen hohen Unsicherheitsfaktor in der Tierzucht zu reduzieren. In der
Lebensmittel produktion wird die Forderung nach einem gesicherten Nachweis der Herkunft
eines Tieres und damit seiner Abstammung immer dringlicher, da der Verbraucher
zunehmend durch die immer wieder auftretenden Meldungen iiber BSE (Bovine Spongiforme
Enzephal opathie) und den damit gefiirchteten Risiken verunsichert ist. Beim Schaf ist eine
genetisch bedingte Anfilligkeit fir die entsprechende Krankheit Scrapie bekannt. Eine
gezidlte Zucht auf Scrapie-resistente Linien kann durch eine gesicherte Abstammung
erheblich erleichtert werden.

Fir eine gefahrdete Rasse, wie das Karntner Brillenschaf ist ein anderer Aspekt wichtiger,
namlich der, dass die Erhaltung einer moglichst breiten genetischen Basis nur durch
gesicherte Abstammungen erfolgreich sein kann, da dadurch das unwissentliche Anpaaren
verwandter Tiere vermieden wird.

4.3 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, Nullallele

Fir die Karntner Brillenschafpopulation wurden keine signifikanten Abweichungen vom
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht  (HWG)  gefunden. Bei der  Kontrolle  der
Abstammungsangaben sind aber Fille aufgetreten, die lediglich fiir den Marker HSC einen
Ausschluss zeigten und bel weiterer Untersuchung dieses Problems konnte ein Nullallel
nachgewiesen werden (siehe ADb.2). Dieses Nullallel scheint aber in  der
Brillenschafpopulation nur in einer niedrigen Frequenz aufzutreten, so dass das HWG
dadurch nicht beeinflusst wird. Bei der VillnoBer Schafpopulation scheint das nicht der Fall
zu sein, denn hier zeigte der Marker HSC als einziger Marker eine signifikante Abweichung
vom HWG und zwar ein hochsignifikantes Heterozygotendefizit (siehe Tab.17). Die anderen
untersuchten Rassen zeigten keine signifikanten Abweichungen vom HWG. Allerdings weist
der deutlich positive Fis-Wert fiir die vier Schafrassen fiir den Marker HSC ebenfalls auf ein
Heterozygotendefizit hin, das sich auch as signifikant erweist (siehe Tab.22). Es gibt also fiir
den Marker HSC das Problem eines Nullallels, das sich aber nur dann auf das HWG auswirkt,
wenn es in hoher Frequenz in einer Population auftritt. Es wird generell davon abgeraten,
einen Marker zu verwenden, fiir den dieses Problem bekannt ist. Doch da der Marker HSC
durch seine hohe Variabilitit ausgesprochen informativ ist (siehe Abb.6 und Abb.7), solltein
Erwiagung gezogen werden, neue Primer zu erstellen, die eine Amplifikation aller Allele
ermaglichen.

Fiir eine Abweichung vom HWG gibt es auch andere Ursachen, als ein Nullalel, doch meist
machen sich diese dann nicht nur bei einem Marker bemerkbar. Lige zum Beispiel starke
Inzucht in einer der Populationen vor, so wiirde man erwarten, dass sich ein signifikantes
Heterozygotendefizit bei allen Markern in dieser Population zeigt. Eine Substrukturierung der
Populationen, die durch den ,,Wahlund Effekt* zu einem Heterozygotendefizit fiihren kann,
wiirde sehr wahrscheinlich auch nicht nur einen Marker beeinflussen, sondern in der Regel
alle Marker, fiir die die Allelfrequenzen zwischen den Subpopulationen variieren (HEDRICK,
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2000), und das ist bel diesen vier Schafrassen fiir alle 11 untersuchten Marker der Fall.
Diesem Effekt, dass es bel der kiinstlichen Zusammenfiigung von eigentlich getrennten
Fortpflanzungsgemeinschaften zu einer Population zu einem Heterozygotendefizit in dieser
Population kommt, auch wenn jede Subpopulation im HWG ist (HEDRICK, 2000), sind hier
die signifikant positiven Fi-Werte zuzuschreiben (siehe Tab.22). Die drei Marker, die hier
aufféllige Abweichungen vom HWG zeigten (OarFCB20, HSC, OarFCB11), sind auch die
Marker, die in den Allelfrequenzen zwischen den Rassen am starksten variieren (siehe
Diagramme im Anhang). Eine starke Selektion, durch die homozygote Tiere bevorzugt
wiirden, konnte ebenfals fiir das beobachtete Heterozygotendefizit des Markers HSC
verantwortlich sein. Doch in den untersuchten Rassen findet im Grunde keine starke
Leistungsselektion statt. Eine Ausnahme ist das Texelschaf, das auf Fleischleistung selektiert
wird, aber in der untersuchten Population war keine signifikante Abweichung vom HWG
aufgefallen.

4.4 Genetische Differenzierung ver schiedener Schafrassen

441 PrivateAllde

Private Allele wurden in allen vier untersuchten Schafrassen gefunden (siehe Tab.20 und
Tab.21). Private Allele, also Allele, die nur in einer Population vorkommen, sind ein Ma8 fiir
die genetische Differenzierung nah verwandter Populationen. Je mehr private Allele eine
Population gegeniiber anderen Populationen aufweist, desto ldnger ist sie bereits von diesen
isoliert, desto weniger Genaustausch findet zwischen ihnen statt. Sind Populationen bereits
isoliert oder handelt es sich um wilde und domestizierte Formen einer Spezies, so kénnen
private Allele dazu genutzt werden, Hybride nachzuweisen (GOTTELLI et al., 1994,
BEAUMONT et al., 2001). Doch so wie die Anzahl der Allele, die man in einer Population
findet, hangt auch die Anzahl der privaten Allele ganz entscheidend von der Stichprobe ab,
die man untersucht. In den seltensten Fillen kann man eine gesamte Population untersuchen
und jede Stichprobe stellt eben nur einen Ausschnitt aus dem gesamten Genpool dar.
Kommen solch populationsspezifische Allele nur in einer niedrigen Frequenz vor, so ist die
Wahrscheinlichkeit, sie in einer Stichprobe zu finden gering. Und findet man in einer
Stichprobe ein Allel, das bei keiner anderen Stichprobe vorkommt, so kann es natiirlich in der
restlichen Population durchaus vorhanden sein. Das zeigt, dass man gerechterweise
Stichproben gleicher GroBe vergleichen sollte. FIRESTONE et al. (2000) zeigten durch
Simulationen, dass mit etwa 30 bis 40 Individuen pro Population in den meisten Fallen ihrer
Vergleiche das richtige Verhiltnis an populationsspezifischen Allelen gefunden werden
konnte. Das Ergebnis darf also lediglich als Tendenz gedeutet werden, vor allem wenn die
Frequenzen der gefundenen privaten Allele sehr niedrig sind, wie in unserem Fall. Der
Vergleich der jeweils 50, bzw. 36 Tiere einer Rasse zeigte hier, dass die Texelschafe
gegeniiber den drei anderen Schafrassen weiter differenziert sind, als die drei Rassen Karntner
Brillenschaf, Bergschaf und VillnoBer Schaf untereinander. Das ist nicht verwunderlich, da
diese Rasse eine vollig andere Entstehungsgeschichte hat und ein ausgesprochenes
Fleischschaf darstellt. Aufféllig ist noch, dass die Bergschafe gegeniiber den Karntner und
den VillnoBer Schafen am wenigsten differenziert scheinen, was auch nicht erstaunlich ist,
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wenn man bedenkt, dass sie in den Bergen iiberall verbreitet sind und gerade in den Jahren
bevor man Karntner und VillnoBer Schafe wieder gezielt ziichtete einen nicht geringen
Einfluss auf diese Rassen gehabt haben diirften.

4.4.2 Populationsdifferenzierung

Die vier Schafpopulationen erwiesen sich sowohl in ihrer Allelverteilung (,,genic
differentiation), als auch in ihrer Genotypenverteilung (,,genotypic differentiation”) als
hochsignifikant verschieden. Das heiit sie unterscheiden sich deutlich in ihren
Allelfrequenzen und Genotypenfrequenzen, was eine gewisse Differenzierung der
Popul ationen bedeutet.

443 E-Statistik

Der Fg-Wert gilt als MaB fiir die genetische Differenzierung der untersuchten Populationen
und betragt fiir die hier betrachteten vier Schafrassen fiir alle 11 Marker gemittelt 9,9 % (siehe
Tab.22). Das deckt sich mit dem ermittelten Gsr-Wert von 10,3 % (siehe Tab.24) und somit
fallen nur rund 10 % der gesamten genetischen Variabilitat auf die Diversitat zwischen den
untersuchten Rassen und 90 % sind auf die genetischen Unterschiede der einzelnen
Individuen zuriickzufithren. Dieser recht niedrig erscheinende Anteil liegt aber in der
GroBenordnung der Werte, die zwischen Rassen anderer Haustierspezies ermittelt wurden.
MAC HUGH et a. (1998) untersuchten sieben europiische Rinderrassen mit 20
Mikrosatellitenmarkern und fanden einen mittleren Fg-Wert von 11,2 % und einen Gsr-Wert
von 10,4 %. Auch hier war der Anteil der genetischen Variation zwischen den Rassen nur
etwa 10 % der Gesamtvariation. Ebenfalls etwa 10 % fielen bei spanischen Hunderassen auf
die Rasseunterschiede (JORDANA et a., 1992). V erschiedene spanische Pferderassen kamen
nur auf rund 8 % genetischer Variation untereinander (CANON et al., 2000), wihrend
Ziegenrassen in der Schweiz auf 17 % genetische Unterschiede kommen (SAITBEKOVA et
al., 1998) und in Asien auf 14 % (BARKER et al., 2001). Natiirlich hiangt bei dieser Art der
Betrachtung das Ergebnis von der Auswahl der einbezogenen Populationen ab. Betrachtet
man eine sehr heterogene Zusammensetzung von extremen Rassetypen, wird auch der Antell
der genetischen Diversitit zwischen den Subpopulationen hoch sein.

Im paarweisen Vergleich dienen die F¢-Werte auch als genetische Distanzmalie zwischen den
jewelligen Subpopulationen. Bei den vier untersuchten Schaf rassen konnte der kleinste Wert,
das heifit die geringste genetische Distanz zwischen den Kérntner Brillenschafen und den
VillnoBer Schafen festgestellt werden (0,0557). Das Bergschaf ist zu diesen beiden Rassen
etwa gleich weit entfernt (0,0845, bzw. 0,0858) und das Texelschaf zeigt, wie erwartet, zu
allen drei apinen Rassen die gro3ten genetischen Distanzwerte: 0,1442 (zum Bergschaf);
0,1434 (zum Karntner Brillenschaf); 0,1030 (zum VillnoBer Schaf) (siehe Tab.23). Karntner
Brillenschafe und VillnoBer Schafe sind sehr dhnliche Schafe und es wird vermutet, dass
Kéarntner Schafe durch die ausgepriagte Wanderschiferei und das rege Exportgeschaft in den
letzten Jahrhunderten immer mal wieder in Sidtirol hdngen geblieben sind und so an der
Entstehung der VillnoBer Schafrasse direkt beteiligt waren. Es gab auch in der Zeit vor den
Herdbuchgriindungen einen gewissen Austausch von Tieren zwischen Sidtirol und
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Salzburger Brillenschafziichtern (JASBINSCHEK, 2001). Die geringe genetische Distanz
zwischen diesen beiden Rassen, die hier im Vergleich zu den anderen Rassen festgestellt
wurde, konnte dadurch zu erkldren sein.

Nach WRIGHT (1978) werden Fg-Werte zwischen 0,05 und 0,15 als maBige genetische
Differenzierung bewertet. In anderen Studien, in denen ebenfalls die paarweisen Fg-Werte
zwischen verschiedenen Rassen verglichen werden, liegen diese aber auch etwa in diesem
Bereich. So lagen die Fg-Werte verschiedener Pferderassen zwischen 0,026 und 0,157
(CANON et al., 2000), verschiedene spanische Hunderassen erreichten Fg-Werte von 0,003
bis 0,137 (JORDANA et al., 1992) und eine Untersuchung von Populationen einer
Rinderrasse (Holstein Frisian) ergab Distanzen zwischen 0,0217 und 0,286 (HANSLIK et al.,
2000). Das zeigt, dass eine genetische Differenzierung zwischen Rassen durchaus vorhanden
ist, doch in einem moderaten Umfang. Das lasst sich dadurch erkldren, dass der Begriff der
Rasse erstens nicht klar definiert ist und zweitens Rassen in der Regel keine vollig
geschlossenen Fortpflanzungsgemeinschaften darstellen. Es fand und findet tiblicherweise ein
gewisser Genaustausch zwischen verschiedenen Rassepopul ationen statt. Noch dazu sind die
meisten Rassen erst vor etwa 100 bis 150 Jahren entstanden und oft ist erst viel spater
definiert worden, wie Angehérige dieser Rasse auszusehen haben und die Zucht nach diesen
Zuchtzielen organisiert und ein Herdbuch gegriindet worden. Im evolutionaren Sinne ist das
eine sehr kurze Zeit, um genetische Veranderungen in Populationen anzuhaufen und damit zu
deutlichen genetischen Differenzierungen zu fithren.

444 Genetische Distanzen

Bei den fiinf ausgewihlten genetischen Distanzmaien zeigt sich fiir die vier Schafrassen eine
ahnliche Beziehung wie fiir die paarweisen F4-Werte. Die kiirzeste Distanz wird nach allen
funf DistanzmaB3en zwischen den Kirntner Brillenschafen und den VillnoBer Schafen
ermittelt. Die jewells grofiten Distanzen werden zwischen den Texelschafen und den anderen
drei Schafrassen gefunden. Allerdings gibt es hier geringfiigige Unterschiede, was die Distanz
zwischen den Texelschafen und den VillnoBer Schafen angeht. Die Schiatzwerte nach Nei
ermitteln eine geringere Distanz zwischen Texelschafen und VillnBern, as zwischen
Bergschafen und Karntner bzw. VillnoBer Schafen. ,,Nei’s minimum distance’ schitzt sie in
etwa gleich ein, wihrend Reynolds’ und Cavalli-Sforza’s Distanzen Bergschafe, Karntner und
VillnoBer Schafe genetisch niaher einschitzen, als Texelschafe und VillnoBer Schafe (siehe
Tab.25). Diese Diskrepanzen spiegeln sich auch in der Korrelationsmatrix wieder (siehe
Tab.26). Die verschiedenen genetischen Distanzmalie korrelieren zwar alle zu tiber 90 %, was
aber anscheinend nicht ausreicht, um zu den gleichen Schlussfolgerungen zu fiihren. Das liegt
daran, dass die theoretischen Ansitze zu diesen Distanzmalien auf verschiedenen biologischen
Voraussetzungen beruhen. So wurden viele genetische DistanzmalBBe entwickelt, um die
Divergenz zwischen zwei Populationen, die von einer Ursprungspopulation abstammen, zu
untersuchen und dabei handelt es sich in der Regel bereits um Spezies, die per definitionem
unabhingig voneinander evolvieren, d.h. es findet zwischen ihnen keine Migration und damit
auch kein Genfluss mehr statt. Diese Distanzmalie ignorieren Migration und beriicksichtigen
lediglich Mutationen und ,,random drift* als Grundlage fiir genetische Distanzen (z.B. ,,Nei’s
standard genetic distance™, NEI, 1972). Das trifft aber nur fiir Populationen zu, die schon eine
sehr lange Zeit voneinander getrennt sind, wie etwa Spezies. Wenn man aber Rassen
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vergleicht, die erst seit etwa 100 bis 200 Jahren getrennt sind, also eine recht kurze
Divergenzzeit aufweisen, so ist der Anteil an Mutationen in der Regel vernachlassigbar und
die genetischen Differenzen zwischen ihnen kommen hauptsichlich durch ,,random drift* und
Migration zustande. Diesen Umstianden kommen neuere Distanzmalle wie etwa ,,Nei’s
minimum distance™ (NEI, 1987) und ,,Reynolds distance™ (REYNOLDS et al., 1983) eher
nach (siehe auch EDING & LAVAL, 1999). Trotz alem werden die althergebrachten
Distanzen nach Ne in vielen Studien berechnet und sollen hier auch zum Vergleich mit
anderen Studien herangezogen werden. Die paarweisen Distanzen nach ,Ne’s standard
genetic distance™ (NEI, 1972) lagen fir die vier Schafrassen zwischen 0,205 zwischen
Karntner und VillnoBer Schafen und 0,459 zwischen Bergschaf und Texelschaf (siehe
Tab.25). Verschiedene spanische Schafrassen wiesen Distanzen nach ,,Nei’s standard genetic
distance zwischen 0,209 und 0,361 auf (ARRANZ et a., 1998) und in einer Untersuchung
von spanischen Rinderrassen mit 30 Mikrosatelliten wurden paarweise Distanzen nach NEI
(1972) von 0,071 bis 0,283 angegeben (MARTIN-BURRIEL et al., 1999). Diese Vergleiche
zeigen, dass zwischen Rassen genetische Distanzen in dieser Gro3enordnung zu erwarten sind
und oft ist es so, dass sich in der genetischen Beziehung der Rassen zueinander, ihre
historische Beziehung wiederspiegelt, wenn auch ab und zu gerade genetisch aufgedeckt
werden kann, dass Klassifikationen von Rassen rein nach morphol ogischen Gesichtspunkten
mit der Geschichte der Entstehung der Rassen nicht iibereinstimmen (ARRANZ et al., 1998).
Dabei ist es generell schwierig, zu entscheiden, ob die genetischen oder die historischen
Daten recht haben, da beide Quellen eine gewisse Unsicherheit mit sich bringen (RUANE,
1999). Es hat sich namlich gezeigt, dass die Ergebnisse der genetischen Distanzberechnungen
mit Vorsicht zu bewerten sind, da es keine wahren oder Standardwerte zum Vergleich gibt
und die Ergebnisse erheblich von den Studienvoraussetzungen beeinflusst werden, wie etwa
die Anzahl der untersuchten Tiere, die Anzahl der untersuchten Marker, die Art der Marker
und die verwendeten Distanzmalle. Wenn es darum geht, die genetische Einzigartigkeit einer
Rasse festzustellen, um Erhatungsmal3nahmen zu rechtfertigen, sollten laut RUANE (1999)
ganz andere einzigartige Aspekte dieser Rasse viel mehr Beachtung finden, wie etwa die
optimale Anpassung an eine Landschaft, die selbst in ihrer Erhaltung gefahrdet ist, sowie der
historische oder kulturelle Wert dieser Rasse, der oft mit wichtigen Eigenschaften verbunden
ist, die in naher Zukunft 6konomisch wieder von Bedeutung sein kénnen. Und diese
bedeutenden Eigenschaften, in denen sich die Rassen ganz offensichtlich unterscheiden,
konnen oft mit den als neutral angesehenen Mikrosatelliten-Markern nicht als entsprechende
Distanz entdeckt werden, weil nicht gesagt ist, dass sich die Veranderungen an den wenigen
durch Adaptation oder Selektion veranderten Loci auch an den neutralen Mikrosatelliten-
Markern bemerkbar machen (RUANE, 1999).

Fir das Kérntner Brillenschaf heifit das, dass die gefundenen Distanzen zu den anderen
Rassen, v.a. aber zum Bergschaf, eine deutliche genetische Differenzierung zeigen und diese
die ohnehin gerechtfertigte Erhaltung dieser Rasse noch zusitzlich unterstiitzen. Die in allen
Distanzmalien bestitigte genetische Nihe zu den VillnoBer Schafen wiirde einen Austausch
von Zuchttieren mit Siidtirol zur gegenseitigen Blutauffrischung durchaus rechtfertigen. Denn
eine SchlieBung des Herdbuches wiirde automatisch zu einer Inzuchtsteigerung im Laufe der
Jahre fiihren.

Fir den Populationsbaum wurden die Distanzen nach Reynolds (REYNOLDS et al., 1983)
verwendet, da diese, wie bereits erwahnt, fiir den Vergleich von eng verwandten Rassen gut
geeignet sind. Der erhaltene Baum zeigt die Beziehungen der vier Schafrassen, wie sie auch
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von den Distanzen her erwartet werden, ist aber aufgrund niedriger Bootstrapwerte al's nicht
sehr robust anzusehen (siehe Abb.8).

Der Individuenbaum, der auf den Anteilen an gemeinsamen Allelen zwischen den einzelnen
Individuen (,,allele-sharing distances”) basiert, zeigt durch die Gruppierung der Individuen
einer Rasse innerhalb eines Clusters die genetische Differenzierung dieser Rasse an. Je mehr
Tiere einer Rasse zusammengruppieren, desto differenzierter ist diese Rasse gegeniiber den
anderen Rassen. Hier zeigen auch wieder die Texelschafe am deutlichsten, dass sie von den
anderen drei Rassen genetisch am weitesten entfernt sind. Von ihnen finden sich alle 36 Tiere
in einem engen Cluster wieder. Von den anderen drei Rassen bestehen die Rassecluster der
Bergschafe aus 86 % der Tiere, bel den Karntner Brillenschafen clustern 80 % der Individuen
zusammen und bei den VillnoBer Schafen sind es 78 % (siehe Abb.9). Es zeigt sich also auch
bei dieser Darstellungsmethode eine genetische Differenzierung der vier Rassen, aber eben
auch eine gewisse Unsicherheit bei der Zuordnung einzelner Tiere der drei alpinen Rassen
Bergschaf, Karntner und VillnoBer Schaf, die auf eine gewisse Verwandtschaft der drei
Rassen zuriickzufiihren ist. Insgesamt werden 28 Tiere von 186 nicht ihrer Rasse zugeordnet,
was einem Anteil von 15 % entspricht. Im Vergleich mit anderen Studien, wo bei einer
Untersuchung europiischer Rinderrassen mit 20 Mikrosatellitenmarkern 12 % der Tiere nicht
innerhalb ihres Rasseclusters fidlen (MAC HUGH et al., 1998) und in einer Studie
norwegischer Pferderassen mit 26 Mikrosatellitenmarkern, in der 10 % der Individuen in
andere Cluster as das ihrer Rasse fielen (BJORNSTAD & ROED, 2001), zeigt sich, dass
trotz der Verwendung von mehr Markern unklare Zuordnungen in dieser Gré3enordnung bel
der Untersuchung von Rassen iiblich sind.

4.45 Hauptfaktorenanalyse (Principal Components Analysis, PCA)

Die durchgefiihrte Hauptfaktorenanalyse zeigt im Grunde die schon mit den vorhergehenden
Methoden beschriebenen Tendenzen (siehe Abb.10). Alle vier Rassen bilden eine
Punktewolke der ihr angehorigen Individuen, die sich mehr oder weniger deutlich von den
anderen Rassen abgrenzt. Die Texelschafe sind wieder am deutlichsten von den anderen drei
Rassen differenziert, die Bergschafe grenzen sich ebenfalls recht deutlich ab, wéhrend es
zwischen den Kirntner Brillenschafen und den VillnsBer Schafen einen Uberlappungsbereich
gibt, in dem sich Individuen beider Rassen wiederfinden. Das weist wieder auf die genetische
Nihe dieser beiden Rassen hin, die sich in der Ahnlichkeit der Genotypen dieser Individuen
wiederspiegelt. Einzelne VillnoBer Schafe befinden sich in der Punktewolke der Bergschafe,
was ein Ausdruck der geringeren genetischen Distanz zwischen diesen beiden Rassen im
Vergleich zu der Distanz zwischen Bergschaf und Karntner Schaf sein konnte, woriiber sich
auch alle genetischen Distanzmal3e einig waren.

4.4.6 Rassezuordnung von Einzdtieren (..breed assignment*)

Die Frage der Zugehorigkeit eines einzelnen Individuums oder einer Gruppe von Individuen
unbekannter Herkunft zu einer bestimmten Rasse oder Population ist in vielen Bereichen von
groBer Bedeutung. Neben den morphologischen Merkmalen, die friither oft die einzige
Moglichkeit waren, haben genetische Methoden zunehmend in der Beantwortung dieser
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Fragen ihr Potential bewiesen. Seit der Etablierung der duBerst variablen und leicht zu
untersuchenden Mikrosatellitenmarker haben sich diese immer wieder als brauchbares Mittel
erwiesen, Individuen aufgrund ihres Genotyps ihrer Ursprungspopulation zuzuordnen. Der
erste Bericht dieser Art kam von BUCHANAN et al. (1994), die zeigten, dass
Mikrosatelliten-Genotypen dazu genutzt werden konnten, einzelne Schafe ihrer
entsprechenden Rasse zuzuordnen. Es folgten Berichte aus den verschiedensten Bereichen,
wie etwa der Forensik (SHRIVER et a., 1997), der Wildtierbiologie (HAIG et a., 1997;
FIRESTONE et a., 2000) und der Fischerei (NIELSEN et al., 2001), aber auch vermehrte
Studien im Bereich der Tierzucht, wo die Frage der Rassezugehorigkeit eines Tieres aus
unterschiedlichen Griinden oft gestellt wird (MAC HUGH et al., 1998; CANON et a., 2000;
BJORNSTAD & ROED, 2001). Wenn es um eine gefahrdete Rasse geht, ist es beispielsweise
von groflem Interesse, ob ein gefundenes Tier oder eine Tiergruppe zu der entsprechenden
Rasse gehort oder nicht, und folglich, ob sie zum Genpool dieser bedrohten Rasse
hinzugefiigt werden konnen, oder nicht.

Wir haben untersucht, wie gut sich die Individuen der vier untersuchten Schafrassen ihrer
jeweiligen Rasse aufgrund der an 11 Mikrosatellitenmarkern erstellten Genotypen zuordnen
lassen. Die Anteile der wahrscheinlichsten Zuordnung lagen je nach M ethode zwischen 92 %
und 98 %, was sich im Vergleich mit anderen Studien durchaus sehen lassen kann (77 % bis
97 % bei CANON et al., 2000; 96 % bei BJWRNSTAD & R@ED, 2001 und 97 % bis 100 %
bei NIELSEN et al., 2001). Wird aber die Signifikanz dieser Zuordnungen berticksichtigt,
zeigt sich, dass nur 3 % bhis knapp 5 % dieser Zuordnungen auf dem 5 %-Irrtumsniveau
signifikant sind (siehe Tab.27). Die Signifikanz der Zuordnung ist aber entscheidend, wenn
man die weit verbreitete Schwiche der ,,Assignment“-Methoden vermeiden will, namlich,
dass sie sich immer fiir eine der zur Verfiigung stehenden Popul ationen entscheiden miissen,
und zwar fiir die, die fiir das Individuum am wahrscheinlichsten ist, auch wenn die wirkliche
Ursprungspopulation des Individuums gar nicht dabel ist. In manchen Fillen kann es
wichtiger sein, eine gegebene Population als Ursprungspopulation auszuschlieen, als die
wahrscheinlichste Population zuzuweisen. Diese Moglichkeit bietet das Beriicksichtigen der
Wahrscheinlichkeit, dass das Individuum der zugewiesenen Population auch wirklich
angehort, die tiber einem gewissen Grenzwert liegen sollte (siehe auch CORNUET et al.,
1999).

Dass die erhobenen Werte fiir die vier untersuchten Schafrassen nicht ausreichen, um eine
sichere Zuordnung eines unbekannten Tieres durchzufiihren, zeigten Versuche, in denen aus
jeder Rasse funf zufillige Tiere ausgewidhlt wurden und als unbekannt den jeweiligen
Populationen zugeordnet werden sollten. Die Zuordnungswahrscheinlichkeiten lagen fast alle
bei Null, was bedeuten wiirde, dass die Ursprungspopulation des Individuums nicht dabei ist,
was ja nicht stimmte. Eine mogliche Erklarung fiir diese Unzulénglichkeit konnte eine zu
geringe Differenzierung dieser vier Schafrassen sein. Das ist ein Problem, das bei erst vor
kurzer Zeit divergierten Populationen immer wieder zu Zuordnungsschwierigkeiten fiihrt
(DAVIES et a., 1999). BJORNSTAD & ROED (2001) haben ebenfalls festgestellt, dass die
genetische Differenzierung zwischen Rassen das Potential der Rassezuordnung stark
beeinflusst. Ein MaB fiir die genetische Differenzierung ist der Fg-Wert und wenn
Populationen nicht sehr differenziert sind, das heifit einen Fg-Wert < 0,1 aufweisen, dann
miissen in der Regel eine groBere Anzahl an Markern untersucht werden, um einen besseren
Zuordnungserfolg zu erlangen (CORNUET et d., 1999). Die Fy-Werte der hier untersuchten
Schafrassen lagen zwischen 0,0557 und 0,1442 und nach CORNUET et a. (1999) sollten bei
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einem Fg-Wert > 0,05 etwa 20 bis 30 Marker untersucht werden, damit eine 100 %ige
Zuordnung moglich ist. Zusitzlich hangt der Erfolg aber auch von der Variabilitiat der
verwendeten Marker ab und von der Anzahl der untersuchten Tiere.

Die mit dem Softwareprogramm Sructure durchgefiihrte Untersuchung, in wieviele
Populationen sich der Datensatz der 186 Schafe aufgrund ihrer Genotypen strukturiert, wenn
a priori keine Populationen angenommen werden ergab statt der vier Rassen finf
Subpopulationen, wobei sich die VillnoBer Schafe in zwei Gruppen zu je etwa 40 % spalteten,
wihrend die anderen drei Rassen zu rund 90 % in jeweils ein Cluster fielen. Diese
Substrukturierung der VillnoBer Schaf popul ation versuchten wir damit zu erkléaren, dass diese
Schafe in den einzelnen Talern in Sidtirol relativ isoliert geziichtet wurden. Doch eine
Untersuchung der VillnoBer Population alleine auf eine mogliche Substruktur nach den finf
untersuchten Talern, konnte diese Vermutung nicht bestitigen. Wir haben momentan keine
Erklarung fiir diese Substrukturierung der VillnoBer Schafpopulation, die eventuell in der
Zuchtgeschichte zu finden wire, doch dariiber liegen uns nicht geniigend Informationen vor.

45 Untersuchung auf Hybride

Bel gefihrdeten Spezies ist eine Vermischung (,,admixture™) des ohnehin schon stark
eingeschrankten Genpools mit Genen des domestizierten Verwandten durch verwilderte
Haustiere in vielen Fillen eine zusitzliche Bedrohung. Hauskatzen und Hunde sind zum
Beispiel in der Lage mit ihren wilden Verwandten wie Wildkatze, bzw. verschiedenen
Caniden fruchtbare Nachkommen zu zeugen und man befiirchtet durch die Vermischung
dieser Genpools, wertvolle Genkombinationen oder Allele der Wildtiere durch Ausdiinnung
zu verlieren. Um diese Vermutungen zu beweisen und dadurch den gesetzlichen Schutz dieser
Wildpopulationen zu forcieren, haben sich molekulargenetische Methoden und v.a.
Mikrosatelliten als gut geeignet erwiesen, um Hybride festzustellen (GOTTELLI et al., 1994;
BEAUMONT et al., 2001; RANDI et al., 2001).

Uns wurden 11 Gewebeproben Bayrischer Brillenschafe eingeschickt mit dem Verdacht, dass
diese Tiere Kreuzungen zwischen Karntner Brillenschafen und Bergschafen sind. Denn es ist
in Bayern wohl tblich, dass im Sommer auf groen Almen Schafe verschiedener Rassen
gemeinsam geweidet werden und es somit zu unbeobachteten Bedeckungen kommen kann. Es
wird nun befiirchtet, dass dadurch Kreuzungen félschlicherweise als reinrassige Tiere in die
Zucht eingesetzt werden. Wir haben untersucht, ob es aufgrund der Genotypen Hinweise
darauf gibt, dass es sich bei diesen Schafen um Hybride handeln konnte. Dabel zeigte sich bei
allen Methoden die gleiche Tendenz. Zwei der Bayrischen Brillenschafe (BY4 und BY 6)
werden konsistent den Kairntner Brillenschafen zugeordnet, was eine Kreuzung mit
Bergschafen unwahrscheinlich macht. Dann fallen zwei Bayrische Schafe (BY2 und BY9)
durchweg als AuBenseiter auf. Sie clustern sowohl beim Individuenbaum (siehe Abb.11) als
auch bei der PCA (siehe Abb.12) mit den Texelschafen zusammen und gehoren zu 83 % bzw.
99 % Wahrscheinlichkeit der Population der Texelschafe an. Die Nachfrage, ob als
Kreuzungspartner auch Texelschafe in Frage kommen, wurde verneint. Die Genotypen dieser
Tiere unterscheiden sich von denen der Karntner Brillenschafe erheblich, was natiirlich durch
eine Kreuzung mit einer anderen Rasse zustande gekommen sein kann, aber diese Rasse ist
vermutlich nicht mituntersucht worden und somit war die kiinstlich gewahlte Aulengruppe
der Texelschafe ihnen zuféllig am ahnlichsten. Eine wichtige Zusatzinformation wire das
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phanotypische Aussehen dieser Tiere, um einen Hinweis darauf zu bekommen, welche
Rassen in Frage kamen.

Die restlichen Bayrischen Brillenschafe nehmen eine Mittelstellung ein. Sie clustern im
Individuenbaum (siehe Abb.11) teilweise mit Bergschafen, teilweise bilden sie ein eigenes
Cluster und in der PCA (siehe Abb.12) kommen sie ale in einem relativ umschriebenen
Bereich zwischen den Bergschafen und den Karntner Brillenschafen zu liegen. Das deutet
darauf hin, dass sie sich von den Kiarntner Brillenschafen in gewisser Weise distanzieren, was
aber auch dadurch erklart werden konnte, dass sich Brillenschafe in Bayern ohnehin von den
Brillenschafen in Karnten unterscheiden, da der Genaustausch durch getrennte Herdbiicher
begrenzt ist und die Zuchtziele der Vereine nicht ganz die Gleichen sind. Um das zu
beweisen, miisste eine groBere Anzahl an ,,reinen Bayrischen Brillenschafen untersucht und
in den Vergleich miteinbezogen werden. Bei der Untersuchung auf ,,admixture werden diese
restlichen bayrischen Schafe mit relativ _hoher Wahrscheinlichkeit den Karntner
Brillenschafen zugeordnet und die Wahrscheinlichkeiten, dass sie Vorfahren aus der
Population der Bergschafe besitzen ist gering. Waren es wirklich Hybride zwischen diesen
beiden Rassen, dann wire zu erwarten gewesen, dass einige Tiere klar den Bergschafen
zugeordnet wiirden oder sich die Zuordnungswahrscheinlichkeiten auf beide Rassen aufteilen.
Doch auch hier muss bedacht werden, dass die Bergschafe, die hier as Vergleichspopulation
dienen, ausschlielich aus Osterreich sind und bayrische Bergschafe nicht untersucht wurden.
Die Ergebnisse dieser Analysen sind schwer zu beurteilen, da nicht bekannt ist, wie ein
wahrer Hybrid zwischen diesen beiden Rassen genetisch aussieht. Andere Studien beziehen
meist echte Hybride, bei denen dies bekannt ist oder morphologische Hinweise darauf
bestehen, in ihre Untersuchung mit ein und haben so eine Referenz, nach der sie beurteilen,
was ein Hybrid sein kénnte und was nicht (GOTTELLI et a., 1994, BEAUMONT et 4.,
2001; RANDI et al., 2001). Hinzu kommt, dass die genetischen Unterschiede zwischen einer
Wildtierspezies und ihrer domestizierten Form sehr viel grofer sind, als zwischen Rassen, da
die Domestikation in der Regel mehrere tausend Jahre zuriickliegt, die Entstehung der
Haustierrassen aber erst 100 bis 200 Jahre. Die Rassen, um die es hier geht, sind zusitzlich
eng verwandt, was folgendes Diagramm verdeutlichen soll:

Spanische Schafe

Bergamaskerschaf \ l

Paduaner Schaf

Steinschaf /
Zaupel schaf

Karntner Schaf

Bergschaf

nach 1939
Abb. 13: Schafrassen, die an der Entstehung der Karntner Schafe, sowie der Bergschafe beteiligt waren
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Bergschafe und Kérntner Schafe haben im Bergamasker, sowie im Zaupelschaf gemeinsame
Vorfahren. Zusitzlich hat durch die Zusammenfassung aler Bergschafrassen im Jahre 1939
(siehe Kapitel 1.1.1) ein nicht unerheblicher Genfluss zwischen ihnen stattgefunden. Trotz
allem haben die durchgefiihrten Untersuchungen auf genetische Differenzierung gezeigt, dass
sie sich in den etwa 10 Jahren, seit wieder gezielt Karntner Brillenschafe ohne Einfluss
anderer Rassen geziichtet wurden, genetisch distanziert haben. Aber der Grad der
Differenzierung ist gering und macht es anhand dieser 11 Mikrosatellitenmarker nicht
moglich, eine sichere Aussage iiber den Hybridstatus eines Tieres zu machen.

Interessante Zusatzinformationen konnte die Untersuchung weiterer Mikrosatellitenmarker
oder aber auch Mitochondrien-DNA-Sequenzen und Y -chromosomale-Marker bringen, die
Aufschluss dariiber geben konnten, tber welches Geschlecht ein eventueller Genfluss
stattfindet.
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5 Zusammenfassung

Das Karntner Brillenschaf ist eine der gefiahrdeten Nutztierrassen Osterreichs. Esist im Laufe
des 19. Jahrhunderts in Karnten aus Kreuzungen der damaligen Landschafe mit italienischen
Bergamasker- und v.a. Paduanerschafen entstanden. Es war aufgrund seiner Grofle und seiner
Robustheit ein sehr beliebtes Schaf und in weiten Teilen Osterreichs verbreitet. Bis ins 20.
Jahrhundert hinein wurden jahrlich an die 30 000 Karntner Schafe nach Frankreich und etwa
14 000 in die Schweiz verkauft. Noch im Ersten Weltkrieg und in der Zeit danach schitzte
man diese Schafe aufgrund ihrer Grée und der hervorragenden Schlachtleistung. Im Jahre
1939 kam es im Zuge der “Rassebereinigung” zu einer fast vollstindigen
Verdrangungskreuzung mit ,.,reinwei3en” Bergschafen. In kleinen Bestinden konnte sich das
Karntner Brillenschaf jedoch vereinzelt halten und vor etwa 10 Jahren begann man mit der
gezielten Erhaltungszucht. Aus zuniachst 17 weiblichen und sechs miannlichen Tieren hat sich
der Bestand in Osterreich heute auf iiber 1500 Brillenschafe vermehrt.

In Zusammenarbeit mit dem ,,Verein der Karntner Brillenschafziichter Alpen-Adria“ wurden
767 Brillenschafe mit 11 DNA-Mikrosatellitenmarkern untersucht. Anhand dieser Daten
wurde die genetische Diversitit der Kéarntner Brillenschafpopulation bestimmt und mit der
genetischen Diversitat anderer Schafrassen verglichen. Eine mittlere Anzahl an Allelen pro
Locus von 10,09 + 2,95 und eine ,,gene diversity“ von 73 % zeigen keine Einschrankung der
genetischen Variabilitit der heutigen Karntner Brillenschafpopulation an. Die Variabilitéit der
Mikrosatellitenmarker wurde auch dazu genutzt, die Abstammungsangaben im Herdbuch zu
tiberpriifen. Alle 11 Marker kombiniert ergaben eine Ausschlusswahrscheinlichkeit von tiber
99 %. Von insgesamt 668 Abstammungsangaben, die kontrolliert wurden, mussten 17,62 %
der Bocke und 18,40 % der Mutterschafe von der Elternschaft ausgeschlossen werden. Ein
weiteres Ziel war es, die genetische Differenzierung der Karntner Brillenschafe gegeniiber
anderen Schafrassen zu untersuchen. Dabei stellte sich heraus, dass die untersuchten vier
Schafrassen Kérntner Brillenschaf, Bergschaf, VillnoBer Schaf und Texelschaf durchaus
genetisch differenzierte Populationen darstellen, der Grad der Differenzierung jedoch als
maBig zu bewerten ist. Das Kéarntner Brillenschaf steht genetisch den VillnoBer Schafen am
nachsten und die Texelschafe sind, wie erwartet, von den drei alpinen Rassen am weitesten
distanziert. Fir die Zuordnung eines unbekannten Tieres zu seiner Ursprungsrasse anhand des
Genotyps erwiesen sich diese 11 Marker fiir die vier untersuchten Rassen al's unzulanglich.
Auch der sichere Nachweis eines Kreuzungstieres zwischen den Rassen war nicht maglich.

Schliisselworter:  Karntner  Brillenschaf, DNA-Mikrosatelliten, Genetische Diversitit,
Abstammungsiiberpriifung, Genetische Differenzierung, Rassezuordnung, Hybride,
geféahrdete Nutztierrassen.
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6 Summary

The “Karntner Brillenschaf” from Carinthia is one of the endangered livestock breeds in
Austria. This breed descended from local sheep crossbred with Paduaner and Bergamasca
sheep from Italy. At the end of the 19" century it enjoyed great popularity because of its size,
its robustness and the high quality of the meat. During the period of the national-socialistic
regime, the “Karntner Brillenschaf” was replaced by the “Deutsches Bergschaf”. After the
second world war it became nearly extinct, but small populations survived and in 1988 a
herdbook was established and many efforts have been made to conserve this breed. Today the
number of breeding animals in Austria has recovered from 17 ewes and six rams to over
1500.

In cooperation with the “Verein der Kirntner Brillenschafziichter Alpen-Adria” we
investigated 767 “Karntner Brillenschafe” with 11 DNA-microsatel lite markers. The genotype
data were used to assess the genetic diversity within the “Karntner Brillenschaf” and to
compare these data with the diversity in other sheep breeds. The mean number of alleles per
locus of 10,09 + 2,95 and a gene diversity of 73 % do not show any evidence of an
impoverished genetic variability of the contemporary population of the “Kéarntner
Brillenschaf”. The variability of the microsatellite markers was further used for parentage
control. With all 11 markers used in combination the exclusion power exceeded 99 %. From
668 parentage controls 17,62 % of the rams and 18,40 % of the ewes had to be excluded.
Another am was the investigation of the genetic relationship between the “Kirntner
Brillenschaf”” and other sheep breeds. The analysis revealed an existing genetic differentiation
between the four investigated breeds, “Karntner Brillenschaf”, “Bergschaf”, “Villnosser
Schaf” and “Texelschaf” but the degree of differentiation was only moderate. The “Karntner
Brillenschaf” is genetically closest to the “Villnosser Schaf” and the “Texelschaf” is as
expected most differentiated from the three alpine breeds. The 11 markers proved to be
insufficient for the breed assignment of unknown animals to these four breeds. Moreover it
was not possible to identify unambiguously crossings between the breeds from genetic
information alone.

Keywords: “Karntner Brillenschaf”, DNA-microsatellites, genetic diversity, parentage
control, genetic differentiation, breed assignment, hybrids, endangered livestock breeds.
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8 Anhang

Tab. 1a-11a: Allelfrequenzen aler 11 Marker der Kéarntner Brillenschafe (KB), N = 746 und der VillnoBer Schafe (VS), N = 160
Tab.la

L ocus: McM42
Allele 81 87 89 91 95 97 99 103
KB - 0,629 0,029 0,158 0,050 0,009 0,046 0,079
VS 0,151 0,566 0,047 0,016 0,091 0,019 0,013 0,097
Tab.2a
Locus. TGLAS53
Allele 140 142 145 147 149 152 154 156 159 161 163

KB 0,026 0,088 0,190 0,276 0,063 0,003 0,007 0,010 0,129 0,207 0,001

VS 0,047 0,101 0,267 0,129 0,151 0,013 0,019 0,179 0,006 0,088 - -----

Tab.3a

Locus: OarFCB20

Allele 85 88 90 92 95 97 100 102 104 106 108 110 114
KB 0,000 0027 0183 0,245 0011 0,052 0001 0,102 0,098 0009 0001 0,001 0,269
VS = - 0,016 0381 0,088 0123 0028  ----- 0050 0,18 0,016 0,009 @ ----- 0,104

Tab.4a

L ocus: INRA49

Allele 133 135 139 142 155 157 159
KB 0466 - 0,342 0,009 0,109 0,029 0,044
VS 0,494 0,010 0,330 0,006 0,103 0058 0 -

Tab.5a

Locuss. MAF65
Allele 118 120 124 127 129 131 133 135 137 140

KB 0,001 0,006 0,141 0,192 0,292 0,001 0,004 0,355 0,001 0,007

VS 0,044 0,022 0,313 0,103 0,306 0081 - 0,088 004 -
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Tab.6a
L ocus: McM 527
Allele 167 169 171 173 175 178 180 182 184
KB 0,109 0,445 0,095 0,089 0,007 0,119 0,131 0,001 0,003
VS 0,166 0,372 0,153 0,059 0,019 0,178 0,047 0,006 -
Tab.7a

Locus. OarCP49
Allele 79 83 85 87 89 91 93 95 97 100 101 104 105 107 130 132 135

KB  -—--- 0,015 0,333 0,003 ----- 0,001 0,027 0,149 0,005 0,279 0,068 0,001 0,075 0,017 0,025 0,001 0,001
vS 0,013 0,132 0,308 0,091 0,069 0,016 ----- 0,047 0,104 0,075 0,013 0,003 0,019 0,110 -----  -----  -——--
Tab.8a
L ocus: OarAE119
Allele 145 152 155 159 174 178 180 182
KB 0,269 0,188 0,174 0,014 0,003 0,084 0,169 0,100
VS 0,174 0,285 0,073 0,161 0,022 0,047 0,114 0,123
Tab.9a
Locuss. HSC
Allele 263 267 269 271 273 275 277 279 281 283 286 291 293 295 299
KB 0,097 0069 0,064 0113 0120 0,095 0,307 0,046 ----- 0,076 0,011 --—---  -—--- 0,001 0,001
vs 0125 0,019 0,260 0,119 0,141 0,000 0,045 0,029 0,008 0,026 ----- 0,013 0,109 0,022 -----
Tab.10a

Locuss MAF214
Allele 175 188 190 192 223 225 231 250 254 257 258 261 263 264 267

KB 0,001 0,014 0560 0,315 0001 0,002 0001 --- 0,001 0,054 0,000 0,013 0,023 ----- 0,015
VS - 0,016 0,640 0,226 0,013 0,019 0,064 0,006 ----- 0,003  ----- - 0,006 0,006 -----
Tab.11a
L ocus: OarFCB11

Allele 122 124 126 132 134 135 136 137 139 143 146
KB 0,152 0,095 0,300 0,383 0,003  ---—-- 0,067 - - 0,001  -----

VS 0,369 0,034 0,156 0,113 0,022 0,031 0,238 0,016 0,013 0,003 0,006
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Tab. 12a-22a und Abb. la-11a: Allelfrequenzen aller 11 Marker der vier Schafrassen Karntner Brillenschaf (KB) N = 50, Bergschaf (BS) N = 50, VillnoBer
Schaf (VS) N =50, Texelschaf (TX) N =36

Tab.12a
L ocus: McM 42
Allele 81 87 89 91 95 97 99 103
KB e 0,750 0,010 0,130 0,030 @ ------ 0,040 0,040
BS - 0350  ------ 0,210 0,180 0080 - 0,180
VS 0,160 0640  ------ 0,030 0,040 0,010 0,010 0,110
X 0,306 0,500 0,194 = - e mmmeee e e
McM 42
1
N 0,8
o _ HBKB
g 06 [ OBS
% 0,4 avs
<:,: aTXx
0,2
0 |_ T T T i = T M
8 87 89 91 95 97 99 103
Allelliange (bp)
Abb. 1la




Tab.13a

Locus: TGLAS3

Allele 140 142 145 147 149 152 154 156 159 161

KB 0,040 0,130 0,180 0,250 0,040 0,010 - 0,120 0,230

BS = ----- 0,120 0,400 0,080 0,260 0,020 0,030  ------ 0,030 0,060

VS 0,050 0,130 0,230 0,190 0,160 ------ 0,040 0,130  ------ 0,070

TX 0125 0500 -~ 0056 0167 0042 - 0028 0083 -~

TGLAS53 Oar FCB20

1 1
g 08 EKB g 08 mKB
= 06 OBS g 06 - OBS
3 04 | ovs £ 04 ovs
o2 Ht[lﬂ - < Jﬂ]ﬂ ' IT =

0-.-.:'1,[[ ]].,.‘.n.,_u:_,_u:.,.l:.ﬂ,E 0 1 .,-c[l]-.-l:l—.-l-n—.-l",ﬂ—,ﬂ-, n,

140 142 145 147 149 152 154 156 159 161 88 90 92 95 97 102 104 106 108 110 114
Allelinge (bp) Alldlinge (bp)
Abb. 2a Abb. 3a

Tab.14a

Locus: OarFCB20

Allele 88 90 92 95 97 102 104 106 108 110 114

KB 0,040 0,150 0,220 0,010 0,080 0,130 0,140 - e e 0,230

BS 0,040 0,340 0,010 0,030 0,030 @ ------ 0,480 0,030 0,030  ------ 0,010

VS 0,010 0,340 0,080 0,110  --—---- 0,030 0,220 0,010 0,020  --—---- 0,180

™ - 0,347 0,292 0,167 = ------ - 0,056 - - 0,139 = ------
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Tab.15a
Locus: INRA49
Allele 133 135 139 142 149 155 157 159
KB 0,440  ------ 0,300 0,020 = ------ 0,160 0,030 0,050
BS 0,340 0,300 0,170 0,130 = ------ 0,060 - e
VS 0,590 0,020 0,220 = —eeeem e 0,120 0050 @ ------
X 0,153 0,208 0,500 0,028 0014 - 0,097 = ------
INRA49 MAF65
1 1
g 06 - OBs g 0¢ Ove
£ 04 - ovs T 04
= = 0.2 - aTXx
< 0,2 - —| I:”-IT aTXx < Y
0 - -|| T IJ-l HI II-I_I l-'EDT._\ O )
133 135 139 142 149 155 157 159 118 120 122 124 127 129 131 133 135 137 140
Allellinge (bp) Allellinge (bp)
Abb. 42 Abb. 5a
Tab.16a
Locus. MAF65
Allele 118 120 122 124 127 129 131 133 135 137 140
KB W - mmeeee e 0,140 0,230 0,210  ------ 0,020 0,380 W ------ 0,020
BS  ------ 0,010 0,010 0,320 0,370 0,230 0,060 = —--eem e e e
VS 0,020 0,080  ------ 0,260 0,120 0,260 0,100  ------ 0,100 0,060  ------
TX e e e 0,556 0,194 0,056 W ---e-m e 0,181 0014  ------




6a

Tab.17a
L ocus. McM 527
Allele 165 167 169 171 173 175 178 180 184
KB - 0,120 0,400 0,070 0,100 0,010 0,160 0,130 0,010
BS = - 0,170 0,620 0,050 0,060 0,020 0,060 0,020  ------
VS 0,190 0,290 0,200 0,070 0,010 0,210 0,030 -
TX 0,028 0,347 0,333 0,194 0,056 - 0042 - -
McM 527 Oar CP49
1 1
g 0,8 BKB %‘ 0,8 HKB
g 06 1 OBS g 06 0BS
£ 04 ovs 5 04 OvsS
= = OTX
< 0,2 A 1 aTXx < 02 -]]:I'[ I I
0- 0' ln.llrhl -rll T l‘-lll-ll-‘ll_\
M O NN OO JdM W~ O dJd< Wuw N~ o
165 167 169 171 173 175 178 180 184 oo oo g 9 g9 9n
Alldlinge (bp) Allellinge (bp)
Abb. 6a Abb. 7a
Tab.18a
L ocus. OarCP49
Allele 83 85 87 89 91 93 95 97 100 101 104 105 107 130
KB - 0,270  -----= mmmmem - 0,060 0,170 0,020 0,290 0,060 0,010 0,040 0,010 0,070
BS 0,120 0,230 0,120 ------ - 0,080 0,050 0,070 0010 0030 ------ 0,080 0,210 ------
VS 0,190 0,340 0,040 0,100 0,020 ------ 0,100 0,040 0,200 ------ 0,010 0,030 0,030 -----

T™X 0417 - 0056 0,083 0153 0111 0069 -rrw  <wome oo O —
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Tab.19a

L ocus. OarAE119

Allele 145 152 155 159 165 174 178 180 182

KB 0,270 0,270 0120 - e e 0,080 0,110 0,150

BS 0,130 0,330 0,240 0070 - - 0,170 0,030 0,030

VS 0,170 0,300 0,060 0190 = ---—-- 0,020 0,050 0,100 0,110

X 0,014 0,7%0 - 0,056 0,014 0,069 0014 - 0,083

OarAE119 HSC

1 1
g 0,8 = HKB g 038 HKB
= 06 OBS g 06 BBs
5 04 avs "E— 04 avs
= 02 - aTX < 021 | gTXx

0' 'j1|r1| IFHIJLTIJ]_I'IJ]JW 0' - -Ilnl

145 152 155 159 165 174 178 180 182 263 267 269 271 273 275 277 279 283 293 295
Allellange (bp) Allellange (bp)
Abb. 8a Abb. %9a

Tab.20a

L ocus: HSC

Allele 263 267 269 271 273 275 277 279 283 293 295

KB 0,070 0,060 0,040 0,140 0,120 0,100 0,310 0,080 0,080

BS 0320  ----- 0,100 0,150 0,020 0,090 0,140  ----—-- 0,180

VS 0,120 0,010 0,310 0,150 0,200 0,050 0,020 0,020 0,040 0,070 0,010

X 0,014 0,014 0,736 0014 - 0,097 0125 W - e
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Tab.21a
Locus: MAF214
Allele 190 192 223 225 231 254 257 261 267
KB 0,690 0230 = - e 0,010 = ------ 0,050 0,010 0,010
BS 0,450 0,230 0,070 0,020 0,040 0,010 0,170 0,010 = -----
VS 0,630 0,280 0,010 0,020 0,060 = - e e e
TX 0,681 0,319 == emmeee emmmee mmmmem mmmmme emmeme meees
MAF214 OarFCB11
1 1
g 08 mKB g 08 TS
z 06 1 OBS T 06 OBS
T 041 avs 5 04 ovs
< 0,2 - I[[ aTXx < 0.2 ]’ aTXx
0 - .,_I:I_|_=_|_:I:I_,_|.J]_|_,_ 0 -_|:|.|I=_ T T =l
190 192 223 225 231 254 257 261 267 120 122 124 126 132 134 136 138 141 143
Allellange (bp) Allellange (bp)
Abb. 10a Abb. 11a
Tab.22a
Locus: OarFCB11
Allele 120 122 124 126 132 134 136 138 141 143
KB - 0,150 0,050 0,290 0,440 - O ——
BS - 0,020 0,200 0,550 0,010 0,050 0,140 - 0,030
LY 2 T — 0,500 0,040 0,070 0,060 0,060 0,240 0,010 = --—--—-- 0,020
TX 0,056 0,125 0,306 0,111 - 0,056 0,264 - 0,014 0,069
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Tab. 23a: Probennummern der Tiere mit fehlerhafter Abstammung

Vater und Mutter angegeben: N=175 Nur Vater angg.: N=69 Nur Mutter angg.: N=249
Vater falsch|Beide falsch|Mutter falsch | Vater falsch Muitter falsch
0149 0469 0339

0389 1159 0689
0409 1379 0739
0609 1959 1049
0819 3879 1229
0969 6219 1499
1109 1109 1109 6629 1649
1259 6789 2019
1299 6959 2159
1309 6979 2209
1319 10 2439
1369 2699
1399 2709
1409 3989
1439 1439 1439 4109
1539 4119
1839 1839 1839 4199
1849 1849 1849 4389
1859 1859 1859 4759
1879 4879
2009 4919
2389 5189
2569 5229
2969 5399
3529 5589
3759 5689
3789 5829
4089 5949
4169 6289
4419 6409
4599 6429
4699 6489
5339 6499
5349 5349 5349 6519
5379 6609
5569 5569 5569 6709
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5699
5729
5739
5749
5759
5909 5909 5909
5959
5999 5999 5999
6009
6239
6269
6279
6309
6349
6359
6439
6479
6549
6579
6589
6599
6719 6719 6719
6729
7139
7349
7459
7609
33 10 40

7499
7649
38
Unklare Fille:
Vater Mitter:
1929 0749
5479 0759
6159 2129
3 2219
2379
2539
3509
3829
4709
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Vater und Mutter angegeben: N=175 Nur Vater angg.: N=69 Nur Mutter angg.: N=249 |
Vater falsch | Beide falsch|Mutter falschi Vater falsch Mutter falsch
0149 0469 0339
0389 1159 0689
0409 1379 0739
0609 1959 1049
0819 3879 1229
0969 6219 1499
1109 1109 1109 6629 1649
1259 6789 2019
1299 6959 2159
1309 6979 2209
1319 10 2439
1369 2699
1399 2709
1409 3989
1439 1439 1439 4109
1539 4119
1839 1839 1839 4199
1849 1849 1849 4389
1859 1859 1859 4759
1879 4879
2009 4919
2389 5189
2569 5229
2969 5399
3529 5589
3759 5689
3789 5829
4089 5949
4169 6289
4419 6409
4599 6429
4699 6489
5339 6499
5349 5349 5349 6519
5379 6609
5569 5569 5569 6709
5699 7499
5729 7649
5739 38
5749
5759
5909 5909 5909
5959
5999 5999 5999
6009
6239
6269
6279
6309
6349
6359
6439
6479 Unklare Fille:
6549 Viter Miitter:
6579 1929 0749
6589 5479 0759
6599 6159 2129
6719 6719 6719 3 2219
6729 2379
7139 2539
7349 3509
7459 3829
7609 4709
33 10 40 9




