Genetische Vielfalt beim Spitz -1-

Bericht Uber die bisherigen Aktivitaten und Ergebnisse des Forschungs-
projektes ,Molekulargenetische Rassedifferenzierung flir den Deutschen
Spitz/ FCI-Klasse 5

Am 02.10.2006 trafen sich im Institut fur Biologie der Universitat Kassel funfundzwanzig (25)
engagierte Spitzzichter, um zusammen mit Privatdozentin Frau Dr. Pfeiffer die Mdglichkeiten der
Molekulargenetik zu erértern.

Das Ziel bestand darin es dem Zichter erméglichen, die Probleme in der Rassezucht der Deutschen
Spitzes friher zu erkennen und damit die Wahl von Zuchtpartnern, als auch die Strategie von
Zuchtplanen zu erleichtern und sicherer zu machen.

Zunachst gab es einem kurzen Abriss vom aktuellen Wissenstand zur molekulargenetischen
Situation Rasse-,Hund®. Hieran ankntpfend wurden dann Forschungsmdoglichkeiten innerhalb des
Wissenschaftsbereiches ,Molekulargenetik®, insbesondere zu dem Verfahren der DNA-Analyse
erlautert.

Mit Hilfe von DNA-Analysen kann die Molekulargenetik eine relativ genaue Aussage uber den Grad
der ,Reinerbigkeit* und somit Uber die ,tatsachliche genetische Vielfalt“ einer Rasse geben.

Bislang standen fir diese Aussagen lediglich zwei Schatzwerte zur Verfligung, der Inzuchtkoeffizient
und der Ahnenverlustkoeffizient. Beide Werte basierten auf den vorhandenen schriftlichen
Ahnennachweisen.

Demgegeniber befasst man sich bei der DNA-Analyse mit dem Erbgut in direkter Weise.

Die DNA ist falschungssicher und kann eindeutig dem Individuum zugeordnet werden und lasst sich
zeitlich unbegrenzt archivieren.

Bei der Analyse werden die Ubereinstimmungen von so genannten Mikrosatelliten gepriift.
Mikrosatelliten sind spezifische Chromosomenabschnitte, die keine wirklich sinnvolle genetische
Information enthalten. Diese Mikrosatelliten liegen an bestimmten Stellen auf einem Chromosom und
zeigen nach einer speziellen chemischen Reaktion ein charakteristisches Bandenmuster (&hnlich
wie Strichcodes auf Warenartikeln). Je nadher zwei Hunde miteinander verwandt sind, umso
ahnlicher ist das Bandenmuster.

(Auf dieser Grundlage werden z.B. die Abstammungsnachweise durchgefuhrt)

Mit Hilfe dieser Mikrosatelliten kann fur jeden Hund ein ,Strichcode” festgestellt werden und tber
bestimmte Computer-Programme kénnen die DNA-Analysen in eine Cluster-Analyse eingearbeitet
werden.

Diese Cluster-Analyse zeigt im Ergebnis eine 3-dimensionale Wolke (engl. Cluster), wobei jeder
untersuchte Hund mittels seiner DNA-Analyse mit einem Punkt in diesem Cluster vertreten ist. Je
weiter die Punkte der untersuchten Hunde voneinander entfernt sind, umso weniger sind diese
Hunde miteinander verwandt.

Ein Cluster, das sich sehr kompakt zeigt, d.h. alle Hunde-Punkte liegen eng beieinander, deutet auf
eine geringe genetische Vielfalt der Rasse hin.

Dagegen weist ein diffuses Cluster (alle Hunde-Punkte zeigen grof3en Abstand zueinander) auf eine
grol3ere genetische Vielfalt der Rasse hin.
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So konnten beispielsweise von verschiedenen Hunderassen, im Rahmen einer Doktorarbeit,
abgrenzbare Cluster ( z.B: Alaskan Malamute, Siberian Husky, Deutscher Schéferhund, Golden
Retriever) ermittelt werden.

Am Ende der Veranstaltung beschlossen die anwesenden Teilnehmer, das Forschungsprojekt der
molekulargenetischen Rassedifferenzierung mittels DNA-Analyse fur die Deutschen Spitze aktiv zu
unterstutzen.

Folgende Vorgehensweise wurde festgelegt:

1) Start des Forschungsprojektes ,Molekulargenetische Rassespezifizierung des Deutschen
Spitzes/ FCI-Gruppe 5" durch Sammlung von Blutprobenmaterial vom Deutschen Spitz.

2) Sobald ausreichend Proben vorliegen wird eine 1.Cluster-Studie erstellt.

3) Nach Fertigstellung der 1.Cluster-Studie findet ein erneutes Treffen der interessierten
Spitzfreunde mit Vorstellung und Diskussion der ersten Ergebnisse .

Fur die Praxis bedeutete dies, dass alle Teilnehmer aufgerufen waren, innerhalb ihrer Spitzvarietat
fur entsprechendes Probenmaterial zu werben.

Glucklicherweise die Spitzzuchter sehr engagiert, denn innerhalb von nur 4 Monaten wurden 131
Blutproben aus ganz Europa in dieses Forschungsprojekt eingestellt: 46 Wolfspitze, 43 Grol3spitze,
21 Mittelspitze, 12 Kleinspitze und 9 Zwergspitze.

Fur die teilnehmenden Hundebesitzer bedeutete dies erheblichen zeitlichen und finanziellen
Aufwand. Insgesamt haben sich alle Hundebesitzer zusammen mit ca.7.200 € an diesem
Forschungsprojekt beteiligt.

Fur den 26.03. 2007 wurden alle Teilnehmer und Interessierten des Projektes eingeladen, um die
Ergebnisse der 1.Untersuchungsstaffel zu sehen und das weitere Vorgehen zu besprechen.

Folgende Ergebnisse wurden vorgestellt:

1) Insgesamt haben 131 Spitze teilgenommen. Fir eine aussagekraftige Analyse werden pro
Rasse 50 Vertreter benotigt. Da die Spitze sich in 5 Varietaten aufteilen, kann der bisherige
Probeneingang fur die jeweilige Varietat mehr oder weniger nur als Basis fir eine
Stichprobe genutzt werden, was bei den folgenden Ergebnissen unbedingt bertucksichtigt
werden muss.

2) Der Gesamt-Cluster aus den Proben aller teiinehmenden Spitze zeigt deutlich 5
verschiedene Einzelcluster, wobei die einzelnen Cluster sich unterschiedlich stark
Uberschneiden, in diesen Schnittbereichen also Gemeinsamkeiten hinsichtlich ihres
Genbestandes aufweisen.

3) Der Heterozygotiewert (d.h. der Wert, der Auskunft dartber gibt, wie stark
sich zwei Hunde unterscheiden) der Probenteilnehmer stellt sich aufgeschlisselt nach den
einzelnen Varietaten unterschiedlich dar.

Im Vergleich zum Heterozygotiewert einer Stichprobe aus Deutschen Schéaferhunden, erscheinen
die gewonnenen Werte dieser Stichprobe (aul3er fir den Zwergspitz/ Achtung: sehr geringe
Datenmenge) auf den ersten Blick zun&chst beruhigend.
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Der Heterozygotiewert fur die Grof3spitze ist etwas groR3er als der Wert fur die Wolfspitze.
Das ist nicht verwunderlich, denn es handelt sich um den gemeinsamen Wert von weil3en
und schwarzen GroR3spitzen. Da in der Zuchtordnung des Vereins fiir Deutsche Spitze die
Verpaarung von weif3en und schwarzen Grol3spitzen ausgeschlossen ist bzw. nur unter
absoluten Ausnahmebedingungen maglich ist, ist die getrennte Auswertung der weif3en
und schwarzen Grof3spitze unumganglich. Diese Untersuchung wird aktuell
durchgefuhrt. Das Ergebnis steht noch aus. Inwieweit sich der Heterozygotiewert fur die
Grol3spitze verandern wird, kann aktuell noch nicht abgeschétzt werden.

4) Die teilnehmenden Zichter haben zukinftig die Moglichkeit, ihre Zuchtplanungen bezogen
auf die teilgenommenen Hunde genetisch abzusichern.
Beispiel: Ein Zuchter méchte seine Hundin mit einem bestimmten Ruden verpaaren. Es
gibt noch weitere 2 Riden, die abstammungsmalig (Ahnennachweis) zur Hiindin passen
konnten.
Wenn fir alle 3 Riden die zugehérigen DNA-Analysen vorliegen, dann kann zweifelsfrei
der optimale Rude genetisch gesehen festgestellt werden.
Dem Zichter wird hiermit die Wahl von Zuchtpartnern als auch die Aufstellung von
Zuchtplanen erleichtert und abgesichert.
Ob die Welpen auch die Besten werden, das liegt wie immer im Willen von ,Mutter Natur*.

Am Ende dieser 2.Veranstaltung zum Thema ,Molekulargenetische Rassedifferenzierung mittels
DNA-Analyse stand fur alle Teilnehmer fest, es ist der richtige Weg, um drohenden
Inzuchtgefahren, die sich aus der Rassezucht von Hunden ergeben kdnnen, friihzeitig planerisch
entgegenwirken zu kénnen.

Besonders hervorzuheben ist das grof3e Engagement und die gute Zusammenarbeit unter den
Spitzbesitzern, was sich nicht nur in der Probenanzahl zeigte, sondern auch daran, dass die Proben
aus sieben europaischen Landern nach Kassel geschickt wurden.

Es kann nur der Anfang sein, denn flr gesicherte wissenschaftliche Aussagen werden pro Varietat
mindestens 50 Blutproben benotigt, davon sind wir bei den Mittel-, Klein- und Zwergspitzen noch
weit entfernt. Um konkrete Aussagen Uber die Gro3spitze machen zu kénnen, insbesondere Uber die
Farbentrennung, ist die Erstellung von separaten Einzelcluster fur weif3e und schwarze Grol3spitze
notwendig, was zurzeit durchgefihrt wird. Diese Einzelcluster sind wegen der Probenanzahl jedoch,
wie auch alle anderen bisherigen Ergebnisse, immer als Resultat einer Stichprobe zu sehen.

Fazit:

Es ist daher sehr wichtig, weitere Blutproben zu sammeln, um die Uberpriifung der genetischen
Variabilitat der Rasse Deutscher Spitz zu standardisieren und damit die praxisorientierte
Zuchtplanung realisierbar und Erfolg versprechend zu gestalten.

Anbei eine Zusammenstellung der wichtigsten Vortrags-Folien:
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Spitzziichter-Treffen
26.03.2007

PD Dr. Ina Pfeiffer
Institut fur Biologie
Universitat Kassel

|
Abb. 1: Titel
e

Agenda:

,2pDer erbgesunde vitale Spitz“

1. DNA-Clusteranalysen beim Spitz: Allgemein
- Vorstellung der Stichprobe

- Verwendete Methode: Fingerprint

- Auswertung der Daten

2. DNA-Clusteranalysen beim Spitz: Ergebnisse

- Ergebnisse der Stichprobe

- Inzucht und Verwandtschaftsverhaltnisse beim Spitz
- Heterotygotie

- Das ,,Spitz-Cluster*

3. DNA-Clusteranalysen beim Spitz: Schlussfolgerungen
- Anwendbarkeit auf die ziichterische Praxis
|
Abb. 2: Agenda
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Der Hund

1. Hypothesen zur Domestikation:
* 12-15.000 Jahren ,Torfhund*
« 135.000 Jahren ,Ur-Hund*

2. Zusammenleben mit dem Menschen:
Aussehen, Tatigkeiten: Hutehunde,
Begleithunde, Jagdhunde, Wachhunde

3. Hunde mit bestimmten Eigenschaften verpaart
= = Anhaufung von erblichen Krankheitsmerkmalen

Abb. 3: Ein Rickblick: ,,Die Domestikation des Hundes*
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Weltweit tiber 400 Hunderassen:
FCI anerkannt sind derzeit 336 Rassen

Abb. 4: Unsere Hunderassen: Die zlichterische Vielfalt
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Abb. 5: Unsere Hunde: Die Vielfalt wird tber das Erbmolekil (DNA) bestimmt und steckt in jeder Kdrperzelle

Das Hundegenom

Das Hundegenom wurde vom “Whitehead Institute Center for

Genome Research (Cambridge, MA)" weitestgehend entschliisselt
und kann tber genetische Datenbanken abgerufen werden.
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Abb. 6: Das Erbmolekiil (DNA) besteht aus 4 Bausteinen, die sich in einer fast unerschépflichen Vielfalt im
Erbmolekul aneinanderreihen.
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» Canine Genom seit 2003 in der GenBank
(NCBI)

A
A A ACCACAGAATT

cTT'VT'!_il TITGCTATTTTTATT TGATTATATGTATGAGGTGTTITITCTITTTCTITTCTITICTTIT

CTTITTCTITICTTI T TCTTITCT T T TI T I T IT T IR TR TIT T T TTTTTAT TAAGAGT
TTTACTTGTTTACCTRACCCTT TRACAAGAGCTCTTOCD lIN_,LML#L&Er‘.U\'I CATCT f_AF\MLIH'HLI ATTGOCTTCAGCTCAACTTATTTAAATTTCAATCAGTCARACTCTAT
CATACCATACATTCTCTCTTTTTTTTTAAAT: FTTATAL
GATTTTTCATCATGG! CCTGATGG CTCAG!

TTAGCTCTACTCGACCTCCCAACAMTCACAGAAGAMATGACCATAAGTGGAGTCCCAGTGCTAG
CAAAGGTAAGTECTGAGAGARAC AR LT TLLLATAGAAAT TC TRAGAG CAT TG LAGAGATARATTGTA
AATATTTGCAAGA) TTTGAAGTG, Ler CTETEETCTAMTC TEAAAGTAT TAAAAAAT TETAGT T TECAGGAGTTCTEATC TTATARATTGAAGTCA
GTCACATTTAGTTGAGAGGAAC AAAAMAT GO TATGGATTAGTACCATTGAC TTTGAGATAAGGC TGACT | AATCTTITCTGAGAGGTATTAAC AAGC TATCCTCTGGGCTT
TAATTTCT T T TTCTGRAARAT TAGTAGAT TT TEARATC TCACATCAT TT TGTGEGGEAT T TAGT TEAGAGGAACAAAAAATRETATGEAT TAGTACCAT TEACT T TEARATAAGECTGACTT
GAAGTGAAAATCTTTTCTGAGAGGTAT TAAC AAG CTATCCTCTGGGCTTTAAT TTIC T T TT T TGGAAMAT TAGTAGAT TTTGASMATCTCACATCA

Abb. 7: Das Erbmolekil (DNA) wurde weitestgehend entschliisselt und kann heute Gber Datenbanken
abgerufen werden.
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Abb. 9: Von besonderer wissenschaftlicher Relevanz sind Baueigenenarten innerhalb des Erbmolekiils
Mikrosatelliten und SNPs.
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Die Vererbung im Schema
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Abb. 9: Die Mikrosatelliten kommen tausendfach verstreut auf dem Erbmolekil vor. Bestimmte
Mikrosatelliten folgen der Mendelschen Vererbung. Damit kann die Identitdt und die Abstammung jederzeit
gepruft werden.

Praktische Anwendung

~
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Abb. 10: Die ldentitat- und die Abstammungsprufung in der Praxis: VVon der Probe zum Resultat.
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Die Auswertung

Szenario 1:
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Abb. 11: Die ldentitat- und die Abstammungspriifung in der Praxis: Peak — Profile der relevanten Hunde

Die Auswertung

Szenario 2:
Riide Marker 1 Marker 2 Marker 3 Marker 4
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Abb. 12: Die ldentitat- und die Abstammungspriifung in der Praxis: Peak — Profile der relevanten Hunde
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Die Stichprobe

GroBspitz: 43 Hunde

Wolfspitz: 46 Hunde
Y Mittelspitz: 21 Hunde
Kleinspitz: 12 Hunde

SR Zwergspitz:
9 Hunde

Abb. 13: Uberblick zu den Teilnehmern der Studie

Herkunft der Proben

== b=
=—
e =

Abb. 14: Aus welchen Léndern die Teilnehmer Proben eingesendet haben
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Auswertung der Proben

Parameter

- DNA - Fingerprint mit 10 Loci

- DNA - Datenbank

- Umwandlung in verschieden Matrices

- Softwarelésungen fur die Berechnungen
- Programm: Genetix Programm: Cervus

i . - -
Clustererstellung Heterozygotie
Genetische Diversitat

Abb. 15: Wie wurden die Daten erhoben: Untersuchungsmethoden
e

2. DNA-Clusteranalysen beim Spitz: Ergebnisse
Heterozygositéat: 0,591

Heterozygositat: 0,561

Heterozygositat:
> 0,578
Q’ Heterozygositat: 0,610 _
Heterozygositat: 0,621 Vergleich
DSH: 0,394

SibHy:0,703

[ ‘I Heterozygositat: 0,499 / ~ GR: 0,530
yy

Ab.b 16: Uberblick zu den Heterozygotiewerten der Probenteilnehmer nach Varietat aufgeschliisselt:
Het 1 bedeutet dass sich jedes Tier unterscheidet; eine Het 0 heil3t, hier es gibt zwischen den Individuen keine
Unterschiede.
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2. DNA-Clusteranalysen beim Spitz: Ergebnisse

Ausschluwahrscheinlichkeit: 0,9995

AusschluBwahrscheinlichkeit: 0,9992

AusschluRwahrscheinlichkeit: 0,9996
AusschluRwahrscheinlichkeit: 0,9996

s

[ : ’ AusschluRwahrscheinlichkeit: 0,999‘1/
yy

Ausschlul2-
Wahrscheinlich-
Keit:

0,9999

Vergleich:

DSH: 0,9525
SHy: 0,9986
GR: 0,9783

Abb. 17: Uberblick zu den AusschluBwahrscheinlichkeiten der Probenteilnehmer nach Varietét

aufgeschlisselt: A 1 bedeutet dass sich unter 100 Hunden kein 2. Hund mit dem selben genetischen Profil

ausfindig machen laRt..

2. DNA-Clusteranalysen beim Spitz: Ergebnisse

Genetische Distanzen:

Abb. 18: Genetische Distanzmasse: Je groRer die Zahl ausfallt, desto weiter sind die Varietdten voneinander

genetisch entfernt.
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2. DNA-Clusteranalysen beim Spitz: Ergebnisse

Genetische Distanzen:

0,362 & b

0:482 :

Abb. 19: Genetische Distanzmasse: Je groRer die Zahl ausfallt, desto weiter sind die Varietaten voneinander
genetisch entfernt.

2. DNA-Clusteranalysen beim Spitz: Ergebnisse

Genetische Distanzen:

0,356

A
& —

Abb. 20: Genetische Distanzmale: Je groer die Zahl ausfallt, desto weiter sind die Varietaten voneinander
genetisch entfernt.
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2. DNA-Clusteranalysen beim Spitz: Ergebnisse

5

0,024 | Vgl
Row

o Box:
5 0,35

Abb. 21: Genetische Divergenz: Je groRer die Zahl ausfallt, desto weiter sind die Varietdten voneinander
genetisch entfernt. Hier ein anderes Rechenmodell

2. DNA-Clusteranalysen beim Spitz: Ergebnisse

Abb. 22: DNA Cluster aus Proben der teilnehmenden Grol3spitze.
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2. DNA-Clusteranalysen beim Spitz: Ergebnisse

Abb. 23: DNA-Cluster aus Proben der teilnehmenden GroRspitze. und Wolfsspitze

2. DNA-Clusteranalysen beim Spitz: Ergebnisse

Abb. 24: DNA-Cluster aus Proben der teilnehmenden GroRspitze Wolfsspitze und Mittelspitze.
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2. DNA-Clusteranalysen beim Spitz: Ergebnisse

Abb. 25: DNA-Cluster aus Proben der teilnehmenden Grof3spitze, Wolfsspitze und Mittelspitze, Kleinspitze.

2. DNA-Clusteranalysen beim Spitz: Ergebnisse
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Abb. 26: DNA-Cluster aus Proben der teilnehmenden Grof3spitze, Wolfsspitze und Mittelspitze, Kleinspitze
und Pomerians.
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3. DNA-Clusteranalysen beim Spitz: Schlussfolgerungen
- Anwendbarkeit auf die ziichterische Praxis

alne Alabs Spils Qutgroup 162007 ghe

E:miegda&ﬁ:g =

Abb. 27:DNA- Cluster aus Proben der teilnehmenden Spitzvarietaten zu einer AuBengruppe betrachtet: Hier

Akita.
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