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1. Einleitung

,,Himmelspferde* werden sie genannt. Ihr AuBeres schmal, langbeinig, sportlich und mit einer
unverkennbaren Ausstrahlung. Das Fell fein, meist mit goldigem Schimmer. So werden die edlen
turkmenischen Pferde beschrieben. Aufgrund der Herkunft aus Wiistengebieten sind im Laufe der
Evolution zdhe und ausdauernde Tiere entstanden, perfekt an das Leben in der kargen Region

angepasst.

Die Griinderviter des Englischen Vollbluts sollen im direkten Zusammenhang mit den
turkmenischen Pferden stehen (Wallner et al. 2013). Darley Arabian (1702) stammt von den
Muniqui-Arabern ab, welche stark unter turkmenischem Einfluss standen. Byerley Turks (1679)
Herkunft ist weitgehend unbekannt, jedoch lassen Aufzeichnungen auch bei ihm mutmalflen, dass
es sich um einen turkmenischen Hengst handelt. Auch bei vielen weiteren Rassen gibt es
historische Belege, dass mittelasiatische Pferde zur Veredelung des Genmaterials eingesetzt
wurden. Spéter, also im 19. und 20. Jahrhundert, wurden zur Veredelung heute bekannter Rassen

zunehmend Englische Vollbliiter eingesetzt (Hendricks et al. 2007).

Bisher wurde der tatséchliche Einfluss turkmenischer Hengste und die Auswirkung auf die
Verwandtschaftsbeziehungen moderner Rassen noch nicht genauer untersucht. Diese Aspekte

sollen im Rahmen meiner Diplomarbeit weiter erforscht werden.

1.1. Pferdezucht im Laufe der Zeit

Im Jahre 2017 lebten weltweit 60.566.601 Pferde unter menschlicher Obhut (FAOSTAT 2017),
unterteilt in circa 500 verschiedene Rassen/Ziichtungen, aber nur rund 10 % des gesamten
Pferdebestandes ist in Zuchtbiichern eingetragen. In den letzten Jahrhunderten wandte sich die
Menschheit mehr und mehr vom Arbeitstier Pferd ab, Maschinen iibernahmen zunehmend deren
Aufgaben. Thren grofiten Tiefpunkt erreichte die Pferdepopulation einige Jahrzehnte nach dem
zweiten Weltkrieg, seitdem erholen sich die Zahlen stetig. Bis 1950 wurden in Deutschland knapp
1,6 Millionen Pferde gehalten, in den folgenden zwei Jahrzehnten sank diese Anzahl auf nur mehr

rund 250.000 Tiere ab. Bis zum Jahre 2000 stieg diese Zahl auf rund 1,1 Millionen Pferde (Brade,



2013). Doch betrachtet man die genetische Vielfalt der Pferde, stellt man eine iiber Jahrhunderte

stetig sinkende Diversitit fest (Fages et al. 2019). Wie kam es dazu?

Production of Horses in World + (Total) 9
1994 - 2017

Abbildung 1 Faostat-Studie: Pferdepopulation der Welt (Faostat: 29.01.2020)

Bisherigen Forschungen zufolge, begannen Menschen in Zentralasien bereits vor rund 5500 Jahren
mit der Domestikation der Pferde. Die sogenannten Botai-Pferde galten bisher als die Vorfahren
unserer heute modernen Pferderassen. Doch diese These wurde von einem Forschungsteam im
Jahre 2018 widerlegt (Gaunitz et al. 2018). Demnach sind die Botai-Pferde zwar die bis dato
frithesten bekannten von Menschen gezéhmten Pferde, jedoch wurde anhand ihrer DNA eine sehr
schmale Verwandtschaftsbeziehung zu unseren heutigen Pferden entdeckt. Die einzigen heute noch
lebenden Nachkommen der Botai-Pferde sind den Forschern zufolge die Przewalski-Pferde. Das
Przewalski-Pferd gilt heute als das einzige in Europa noch iiberlebende Wildpferd, auch wenn es

nur in Gefangenschaft iiberleben konnte (Herre und Réhrs 1990).

Anfangs dienten Pferde in erster Linie der Erndhrung des Menschen. Erst im Laufe unserer
Entwicklung kristallisierten sich weitere Nutzungsarten des Pferdes heraus. Pferde wurden nicht
mehr nur zur Nahrungsbeschaffung vermehrt, sondern dienten auch als Transportmittel und
Arbeitstier. Ausgrabungen und genetische Untersuchungen aus den verschiedenen Epochen
zeigten auf, dass sich die Pferde im Laufe der Zeit auch phénotypisch sehr stark unterschieden

(Wutke et al. 2016). Somit wurde der Grundstein fiir die heutige Rassenvielfalt lange vor unserer



Zeit gelegt. Das Pferd wurde zum steten Begleiter und Unterstiitzer der Menschheit und man
begann immer gezielter auf bestimmte Eigenschaften zu ziichten, um moglichst gut angepassten

und leistungsstarken Nachwuchs zu erhalten (Aberle et al. 2003).

Seine Aufgabe als Nutztier verlor das Pferd zum Ende des 19. Jahrhunderts immer mehr, doch die
Begeisterung der Menschheit fiir diese edlen Tiere blieb erhalten. Der Pferdesport entwickelte sich

zunehmend.

Mit der stetigen Entwicklung der verschiedenen Reitarten am Anfang des 20. Jahrhunderts begann
sich auch die Pferdezucht stark zu verdndern, und mit den unterschiedlichen Nutzungsarten der
Pferde kristallisierten sich unter den Pferden immer unterschiedlichere Typen und Rassen heraus
(Aberle 2003). Es wurden immer mehr Zuchtgemeinschaften und —biicher gegriindet, um
verschiedene Rassen anhand genau definierter Richtlinien und Standards zu bewerten. Die
unterschiedlichen Pferderassen wurden auf bestimmte Verwendungszwecke ausgerichtet, um sie

in diesen Bereichen besonders erfolgreich zu machen.

Die starke Selektion tiber viele Jahrhunderte hinweg, im Speziellen in den letzten 200 Jahren, hat
die genetische Vielfalt der Pferde negativ beeinflusst (Fages et al. 2019). Schaut man in die
Zuchtbiicher verschiedener Rassen, so gibt es sehr hiufig Uberschneidungen durch Veredelung
(Hendricks et al. 2007). Viele Rassen beruhen auf nur sehr wenigen Stammvétern/-miittern. Ein
gutes Beispiel hierfiir bieten die in der viterlichen Linie auf nur drei Griinderhengsten
zurlickzufiihrenden Englischen Vollbliiter. Die Englischen Vollbliiter wurden vielféltig auch zur

Veredelung von Warmbliitern eingesetzt (Hendricks et al. 2007).

Die geringe genetische Variabilitit stellt fiir die Ziichter in der heutigen Zeit mehr und mehr eine
Herausforderung dar (Hendricks et al. 2007). Seit rund 20 Jahren steigt der Einsatz der
Molekulargenetik im Bereich der Pferdezucht stetig an. Die Erforschung der 32
Chromosomenpaare des Pferdes bringt viele neue Erkenntnisse mit sich. Mittels
Abstammungsnachweisen und verschiedener Tests auf Merkmalsauspragungen und deren
Vererbung ist die Geschichte der Pferdezucht auf ein neues Level gestiegen. Die genetische

Untersuchung des Einzeltieres erhdlt mehr und mehr Einzug in den Ziichteralltag. Doch die Frage



ist, ob die stetig sinkende genetische Variabilitidt mit moderner Genforschung aufgehalten werden

kann.

1.2. Das Englische Vollblut — Die Konige der Rennbahn

-

Abbildung 2 Bearbeiter Ausschnitt: Original Eclipse gezeichnet von George Stubbs in London im
Jahre 1823 (Wikipedia: 20.01.2020)

Ein edler trockener Kopf, gro3e Niistern, mandelférmige Augen und ein schlanker langer Hals
runden den eleganten harmonischen Korperbau dieser einzigartigen Hochleistungssportler ab.
Dank der kriftigen, gut bemuskelten Hinterhand, dem kurzen Riicken, der gestreckten schrigen
Schulter sowie den langen klaren Beinen ist das Englische Vollblut perfekt fiir den

Spitzenrennsport geeignet.



Der Grundstein in der Zucht dieser ausdauernden, temperamentvollen Pferde wurde im 17.
Jahrhundert gelegt. Heimische Stuten Englands sowie konigliche Zuchtstuten wurden mit
importierten edlen Hengsten aus orientalischen Léndern verpaart, um ein ausdauerndes
leistungsstarkes Pferd fiir den Rennsport zu erhalten. Im Jahre 1793 wurde das General Stud Book,
das erste Zuchtbuch der beliebten Englischen Vollbliiter, eroffnet.

Alle heute in Zuchtbilicher eingetragenen Englischen Vollbliiter sind genetisch auf drei
Stammhengste zuriickzufiihren. Byerley Turk (1679), Darley Arabian (1702) und Godolphin Barb
(1724) sind viterlicherseits bis heute in jeder Zuchtlinie nachzuweisen (Wallner et al. 2013 und
2017). Miitterlicherseits hatten in den Zuchtanfingen besonders orientalische Hengste einen
groBBen Einfluss auf die Entwicklung der bis heute weltweit schnellsten Pferderasse (Hendricks et

al. 2007).

Einer der bekanntesten Vollbliiter ist der legendire Eclipse (1764-1779). Eclipse stammt wie ein
GroBteil der heutigen Englischen Vollbliiter vom Importhengst Darley Arabian ab. Besonders zwei
seiner erfolgreichen Sohne préigten die heutige Eclipse-Vaterlinie der Englischen Vollbliiter:
Pot8os (1773-1800) wund King Fergus (1775-1801). (Thoroughbred Bloodlines
https://www.bloodlines.net/TB/Bios/Eclipse.htm (Zugriff 10.12.2020))

Die beiden anderen Stammviter pragen die heutigen Linien weniger. Godolphin Barb prigte die
Zucht mit nur wenigen Nachkommen. Einer der bekanntest war der Hengst Man O’War, der in der
heutigen Zeit vermehrt in amerikanischen Zuchtlinien nachzuweisen ist. In Frankreich leben

hingegen hédufiger Nachkommen des turkmenischen Hengstes Byerley Turk.

Beim Englischen Vollblut werden nur Pferde zur Zucht anerkannt, welche in ihrem Leben bereits
Erfolge im Rennsport abgeleistet haben und den hohen Rassestandards entsprechen. Stindige
Selektion machte die Vollbliiter zu jenen Hochleistungssportlern, die wir heutzutage kennen. Mit
einer Geschwindigkeit von bis zu 60 km/h gelten sie als die schnellste Pferderasse weltweit. Sie

halten bis heute die meisten Rekorde in den verschiedenen Rennsportdisziplinen.

Im Laufe der Zeit wurden die urspriinglich ausschlieBlich als Rennpferd geziichteten Vollbliiter

vielseitig eingesetzt. Die leistungsbereiten, intelligenten Tiere werden auch im Freizeit- und



Turniersport immer beliebter. Aufgrund ihres menschenbezogenen Wesens finden viele Reiter
Freude an dieser einzigartigen Rasse und dank ihrer Vielseitigkeit konnen sie in nahezu jeder
Sparte der Reiterei eingesetzt werden. Des Weiteren erfreuen sie sich aufgrund ihres Ex- und
Interieurs immer groferer Beliebtheit zur Veredelung anderer Rassen. Der starke Einfluss des
Vollblutes in der Zucht anderer Rassen hat im 19. und 20. Jahrhundert besonders an Bedeutung

gewonnen (Hendricks 2007).

1.3. Bisheriger Stand der Forschung

1.3.1. Das Y-Chromosom und seine Vererbung

Grundlegend setzt sich die DNA der Pferde aus 31 Chromosomenpaaren, sowie 2
Geschlechtschromosomen (X und Y) zusammen. Das Y-Chromosom kann man nur bei ménnlichen
Individuen nachweisen (Binns et al. 2000). Es ist im Genom das kleinste Chromosom mit einer
Lange von 45-50 Megabasen und besteht fast ausschlieBlich aus kondensiertem Heterochromatin.
Die euchromatische Region, welche rund 15 Megabasen umfasst, liegt im distalen Drittel des Y-
Chromosoms (Janecka et al. 2018). Der einzige Abschnitt des Chromosoms, welcher wéhrend der
Meiose mit dem X-Chromosom rekombiniert, wird als pseudoautosomale Region bezeichnet und

schlief3t direkt an die euchromatische Region an (Janecka et al. 2018).

Die Abschnitte, welche wihrend der Meiose nicht rekombinieren, werden als ,non recombining
region of the Y-chromosome* (NRY) bezeichnet. Spontane Mutationen fithren zu Verdanderungen,
welche sich als Single-Nukleotidpolymophismen (SNP), Deletionen (Indels), Insertionen oder
strukturelle Neuordnung darstellen konnen. Da die NRY vom Vater zum Sohn vererbt wird, kann
man anhand der beobachteten Sequenzvariation der NRY paternale Abstammungslinien verfolgen.
Somit konnen iiber molekulare Untersuchungen dieser Region die ménnlichen Vorfahren eines

maéannlichen Individuums exakt bestimmt werden (Jobling und Tyler-Smith 1995).

1.3.2. Die phylogenetische Systematik
,Descended from apes! My dear, let us hope it is not so; but if it is, let us hope that it does not

become generally known* (Knopp und Miiller 2009) so ein iiberlieferter Kommentar im 19.



Jahrhundert von der Gattin des Bischofs von Worcester zu der Verdffentlichung der
Evolutionstheorie von Charles Darwin (1809-1882). Mit seinem Werk ,On the Origin of Species®
aus dem Jahr 1859 (Beer, Hrsg. 2008) widersprach er dem damaligen noch vorherrschenden
Glauben an die Schopfungstheorie. Seine Arbeit gilt als Grundlage der heute bekannten
Evolutionstheorie und der Vererbungstheorien. Darwin beschrieb in seinen Theorien die

Grundlagen der Reproduktion und die spontane Entstehung neuer Merkmale in einer Population.

Ein weiterer Meilenstein in der Geschichte der Evolution wurde durch Ernst H. P. A. Haeckel
(1834-1919) gelegt. Haeckel war ein Verfechter des sogenannten Darwinismus. Er forschte an der
Individualentwicklung und Stammesgeschichte (Haeckel et al. 1866) und entwickelte einen
Stammbaum, welcher alle Lebewesen anhand ihrer Genetik in Verwandtschaft stellt. Diese Theorie
verOffentlichte er in seinem letzten Werk, die ,Systematische Phylogenie. Entwurf eines
natiirlichen Systems der Organismen auf Grund ihrer Stammesgeschichte® (1894-1896). Sein Werk
legte den Grundstein der heute so bekannten Stammbdume. Die in dieser Arbeit verwendete
phylogenetische Systematik wurde im 20. Jahrhundert von Willi Hennig (1913-1976) begriindet
(Hennig et al. 1982).

Phylogenese (altgriechisch: ,Stammesgeschichte‘) beschreibt die Gesamtheit der Entwicklung und
Verwandtschaft aller Lebewesen. Anhand eines grafisch dargestellten Stammbaumes kann man die
Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den Individuen herauslesen. Ein Stammbaum, welcher die
phylogenetischen Beziehungen einzelner Merkmale am Y-Chromosom darstellt, dient als
Grundlage meiner Diplomarbeit. Dieser Y-chromosomale Baum wurde unter Annahme des
Parsimonieprinzips (Sparsamkeitsprinzip) erstellt, das bedeutet, dass durch eine moglichst geringe
Anzahl an Merkmalen/Mutationen (Sequenziibereinstimmungen) die Abstammungs- und

Verwandtschaftsverhéltnisse der ménnlichen Pferde geklart werden soll.

In der Abbildung 3 ist ein sehr vereinfachter Stammbaum dargestellt, anhand dessen ich auf die

verwendete Nomenklatur in meiner Diplomarbeit eingehen mochte.
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Abbildung 3 Vereinfachte Darstellung eines phylogenetischen Stammbaumes. Aus der Grafik
kann man entnehmen, dass die Individuen ,B¢, ,C* und ,D‘ einen gemeinsamen Vorfahren ,A*
besitzen und ,C° und ,D° ndher miteinander verwandt sind, als sie es mit dem Individuum ,B° sind.
Die schwarzen Verbindungslinien kennzeichnen die Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den
Individuen. Die diinnen grauen Linien symbolisieren die Merkmale in denen sich Individuen
voneinander unterscheiden. Daraus ergeben sich auch interne Knotenpunkte. Ein solcher
Knotenpunkt ist am rechten Ast, welcher von A wegfiihrt, mit einem schwarzen Punkt
gekennzeichnet. Ein Knotenpunkt kennzeichnet den Punkt, an dem das letzte gemeinsame
Merkmal zweier Individuen detektiert werden kann, in diesem Fall das letzte gemeinsame Merkmal
von ,C‘ und ,D*. Die Buchstaben ,B*, ,C* und ,D° stellen ebenfalls die Endpunkte der jeweiligen
Aste dar.

Eine Individuumsgruppe, ausgehend von einem Vorfahren, kann anhand von Merkmalen
charakterisiert werden. Im Falle meiner Diplomarbeit handelt es sich bei den Merkmalen um Y-
chromosomale Nukleotid-Polymorphismen (SNPs), welche in eine hierarchische Baumstruktur

resultieren.

Die durch Mutationen der NRY entstandenen SNPs konnen als genetische Marker verwendet
werden. Aufgrund der fehlenden Rekombinationen der NRY werden die Marker gekoppelt als
Haplotyp (HT) wvererbt. Fiir die Untersuchung der Verwandtschaftsbeziehungen wird ein
phylogenetischer Stammbaum der HT erstellt (Jobling et al. 1996).

In einer Haplogruppe (HG) gruppieren sich, ausgehend von einem Vorfahren beziehungsweise

Knotenpunkt, alle aus ihm hervorgegangenen Subhaplogruppen (SG) und HTs, also alle



stammesgeschichtlich verwandten HTs, welche sich genetisch auf einen gemeinsamen Vorfahren

zuruckfiihren lassen.

Ein Knotenpunkt stellt einen Punkt im Stammbaum dar, wo das letzte gemeinsame Merkmal zweier
HTs detektiert werden kann, das heil}t, sie noch einen gemeinsamen Vorfahren bzw. ein

gemeinsames Merkmal hatten.

1.3.3. Der Y-chromosomale Stammbaum des Pferdes - Bisheriger Forschungsstand

Die genetische Charakterisierung von Abstammungslinien beschéftigt Forscher seit langer Zeit.
Anhand von Y-chromosomalen Markern gelang es, die paternalen Abstammungslinien beim
Menschen sowie bei verschiedenen Haussdugetieren zu rekonstruieren (Underhill und Kivisild
2007). Doch beim Pferd stieen die Forscher auf Probleme. Die Y-Chromosomen der Hengste
weisen vergleichend betrachtet eine sehr geringe Sequenzdiversitit auf, was die Suche nach
geeigneten Markern erschwert. Erste Studien, die diese geringe Sequenzdiversitit belegen, wurden
Anfang des 21. Jahrhunderts veroffentlicht (Wallner et al. 2003/2004, Lindgren et al. 2004). In den
folgenden Jahren wurde nach informativen Markern gesucht, anhand derer man die

Y-Chromosomen der Hengste genauer untersuchen kann.

Erste Erfolge in der Erforschung von geeigneten Markern wurden in der Publikation von Wallner
et al. 2013 ver6ffentlicht. Sie entdeckten, dass bei modernen Pferderassen nur wenig Variation in
den Nukleotidsequenzen existiert. Mit ihrer Forschungsarbeit konnten sie moderne Hengste
genetisch in sechs HTs einteilen. Ebenfalls entdeckten sie zwei HTs, welche nur im Przewalski-

Pferd detektiert wurden.

Eine genauere Aufschliisselung der geringen Diversitéit des Y-Chromosoms wurde in einer Studie
im Jahr 2017 veroffentlicht (Wallner et al. 2017). In dieser Studie wurde der bis dahin bekannte
paternale Hengststammbaum genauer aufgeschliisselt. Es wurden 52 Hengste aus 21
unterschiedlichen Rassen untersucht. Gemeinsam mit den bereits erforschten HTs (Wallner et al.

2013) konnten nun 24 HTs genauer charakterisiert werden.
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In der Veroffentlichung von Wallner (Wallner et al. 2013) wurde entdeckt, dass bei rund 48 % der
modernen Pferde HTs von urspriinglich aus dem orientalischen Raum stammenden Hengsten
nachgewiesen werden konnten. Ebenso stammen die drei Griinderviter der Englischen Vollbliiter
von jenen Hengsten ab. Bei den Veredlerpferden mit orientalischem Ursprung unterscheidet man
unter anderem zwei wichtige Einfliisse: die arabischen Pferde sowie die turkmenischen Pferde
(Hendricks 2007). Es wurde postuliert, dass die genetischen Wurzeln der drei Griinderhengste des
Englischen Vollbluts in turkmenischen Pferden zu suchen sind. (Wallner et al. 2017)

In Wallner et al. 2017 wird des Weiteren beschrieben, dass bis auf wenige nordeuropéische Rassen
alle moderneren Pferderassen in eine rund 700 Jahre alte HG einzuordnen sind, die sogenannte
Krongruppe. In Felkel et al. 2019 wurde die Vernetzung der HTs in der Krongruppe noch genauer
erforscht. Die Krongruppe wurde grundlegend in drei HG unterteilt: ,A*, ,T* und ,H* (Felkel et al.
2019). In der HG ,A° gruppierten sich Tiere, welche den Rassen Araber, Connemarapony,
Trakehner sowie Kaltbliitern angehdren. Der Grofiteil der modernen Pferderassen gruppierte sich
in der HG ,T* (auf diese HG wird weiter unten eingegangen). Die letzte HG ,H* wurde friiher als
drei einzelne HG beschrieben: ,S¢, ,L* und ,C* (Wallner et al. 2017). Hier gruppierten sich die
Pferde spanischen Ursprungs, die Sorraia Pferde sowie Tiere mit iberischem Ursprung wie zum

Beispiel ,Lipizzaner-.

Die HG ,T* unterteilt sich in drei Hauptéste auf: ,Ta‘, ,Tu‘ und ,Tb*. In der HG Ta gruppieren sich
Pferde mit arabischer Herkunft. In der kleinen Gruppe Tu sind viele Pferde mit schweizerischer
Herkunft anzutreffen: die Freiberger. Die letzte und bedeutendste Abzweigung ,Tb* ist laut
Wallner et al. 2013/2017 und Felkel et al. 2019 auf Pferde mit turkmenischer Abstammung
zuriickzufiihren. Auf diesen hochfrequenten Ast gruppieren sich viele der heute modernen
Warmbliiter. Besonders hervorzuheben ist auch, dass sich in der HG Tb die drei Griinderhengste
der Englischen Vollbliiter gruppieren. Im Laufe meiner Arbeit werde ich genauer auf den fiir mich

entscheidenden Stammbaumast Tb eingehen.

Aus den Forschungsarbeiten von Wallner et al. 2013/2017 und Felkel et al. 2019 entstand {iber die

Jahre ein phylogenetischer Stammbaum, welcher alle bereits erforschten HTs basierend auf SNPs
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zusammenfasst. In der folgenden Abbildung 4 ist der phylogenetische Stammbaum des

Y-Chromosoms des Pferdes, auf dem meine Diplomarbeit autbaut, dargestellt.
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Abbildung 4 Phylogenetischer Stammbaum entnommen aus Felkel et al. 2018: Dargestellt sind
die damals bekannten HTs als Kreise. Die Querstriche auf den einzelnen Asten markieren die
Anzahl der auf diesem Zweig bekannten Marker. Grau hinterlegt ist die Krongruppe, welche
erstmals in Wallner et al. 2017 beschrieben wurde, sie unterteilt sich in drei Haplogruppen, welche
in der Abbildung farblich voneinander unterteilt werden: Griine HTs gehoren zu der HG A, violette
HTs repréasentieren die HG H und die orangenen HTs gehoren zu der HG T. Anhand der Abbildung
kann man auch die Aufteilung der HG T in die drei Hauptdste entnehmen: Die HG Tu, Ta und Tb.

Die orangen HTs, welche mit ,Tb® beginnen gehdren zu der in meiner Arbeit betrachteten HG Tb.
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1.3.4. Der phylogenetische Hengststammbaum - Die Haplogruppe Tb

Der Tb Ast, ein Teil der Krongruppe, beinhaltet einen genetisch relativ jungen Abschnitt der
Pferdezucht. Laut den Vorstudien von Wallner et al. 2017 und Felkel et al. 2019 spiegeln besonders
heute moderne Rassen die zur Krongruppe gehorige HG Tb wider. In ihm versammeln sich unter
anderem viele moderne Pferderassen, welche durch Englische Vollbliiter und Orientalische
Hengste beeinflusst wurden. Bisheriger Stand der Wissenschatft ist, dass sich diese HG in zwei
Gruppen aufteilt, welche durch die HG Tb-o und Tb-d widergespiegelt werden (Abbildung 5).
Betrachtet man die HG Tb-d, erkennt man, dass sich in dieser HG Tiere der Rasse Englisches
Vollblut, Warmbliiter und Traber gruppieren, welche alle den Griinderhengst Darley Arabian in
ithrer véterlichen Abstammungslinie tragen. Betrachten wir die HG Tb-d genauer, so erkennt man,
dass sie sich in zwei Zweige aufteilt: den HG Tb-dM* und Tb-dW*. In der HG Tb-dM gruppieren
sich ausschlieBlich Traber. Auf dem zweiten Ast Tb-dW* gruppieren sich Warmbliiter, Quarter
Horse sowie Pferde, welchen den bekannten Englischen Vollbluthengst Whalebone (1807) in
threm Pedigree aufwiesen. Pferde mit dieser Abstammung signalisierten laut Wallner et al. 2017
im weiteren Stammbaumverlauf meist die SG Tb-dW1*. Es gibt noch zwei weitere beschriebene
Aufzweigungen in der HG Tb-dW: Tb-dW2 und Tb-dW 3. Die SG Tb-dW3 wird von Markern
determiniert, welche zum derzeitigen Zeitpunkt noch nicht veréffentlicht wurden (Remer et al. in

Vorbereitung).

Betrachtet man den zweiten Ast der HG Tb, also der HG Tb-o, welcher durch die Marker fWU und
fXF symbolisiert wird, so teilt sich dieser in die HG Tb-oL und Tb-0B. Tb-oL wird durch den
Marker rN gekennzeichnet. In den Studien von Felkel et al. 2019 wurde verdffentlicht, dass dieser

Ast vorwiegend bei Tieren der Rasse Lipizzaner detektiert wurde.

Die HG Tb-0B wird wiederrum in bisher drei Untergruppen klassifiziert: Tb-oB1, Tb-oB2 und
Tb-oB3. Die SG Tb-oBl, welche durch den Mikrosatelliten fBVB determiniert wird,
charakterisiert einen weiteren Griinderhengst der Englischen Vollbliiter: Byerley Turk. Laut Felkel
et al. 2019 gruppieren alle Pferde, die auf Byerley Turk zuriickzufiihren sind, in der SG Tb-oBI1.
Der zweite Zweig, die SG Tb-oB2, wird durch den Assay rP gekennzeichnet und wurde bei den

Morgan Pferden nachgewiesen. Der letzte Zweig und der bisher am detailliertesten untersuchte, ist
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gekennzeichnet durch Marker fQI, welcher die SG Tb-oB3* detektiert. Dieser Zweig unterteilt sich
noch einmal in zwei Untergruppen. Tb-oB3a wird anhand von zwei Markern untersucht. In den
bisherigen Studien gruppierten sich in dieser SG die Achal Tekkiner. Der zweite Zweig wird durch
den Marker rJ untersucht, welcher die SG Tb-oB3b kennzeichnet. Diese Aufzweigung wird
gekennzeichnet durch den dritten und somit letzten der Griinderhengste der Englischen Vollbliiter:
Godolphin Barb und wird wiederum in drei weiteren Zweigen unterteilt: Tb-oB3b1, Tb-oB3b2 und
Tb-0B3b3. In der Abbildung 5, entnommen aus der Veroffentlichung von Felkel et al. 2019, ist der
Ausschnitt der HG Tb grafisch dargestellt.
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Abbildung S Detailansicht der HG Tb, entnommen aus Felkel et al. 2019: Teil ,a.‘ der Abbildung

beschreibt die einzelnen HT als Kreise (grau beschriftet) die dazugehorigen Marker (rote Schrift

auf den Asten). Die GroBe der Kreise gibt Auskunft dariiber, wie viele Proben sich auf dem

jeweiligen Punkt gruppieren. Die Farbe gibt an, ob es genetische Zusammenhénge zwischen den

HT und einen der Griinderhengste der Englischen Vollbliiter gibt. Die farblichen Zuordnungen zu

den einzelnen Griinderhengsten inkl. deren Stammbaumrekonstruktion wurde im Teil ,b.* dieser

Grafik dargestellt.
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1.4. Ziel dieser Diplomarbeit

Die HG Tb ist ein kiirzlich etablierter Abschnitt am phylogenetischen Hengststammbaum.
Besonders die modernen Pferderassen gruppieren sich in dieser HG. Bisherige Studien weisen
darauf hin, dass die Vorfahren der in dieser Krongruppe gruppierten Tiere turkmenischen
Ursprungs sind. Ebenso herauszuheben ist, dass die drei Griinderviter der Englischen Vollbliiter
sich in diesem Abschnitt des Stammbaumes gruppieren. Der Einfluss der Englischen Vollbliiter

auf heute moderne Pferderassen kann somit iiber die Verbreitung deren HTs gut studiert werden.

Mit dieser Arbeit soll aufgezeigt werden, wie sich die Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den
heutigen modernen Rassen, die sich am Tb-Abschnitt des phylogenetischen Hengststammbaumes
(Felkel et al. 2019) gruppieren, darstellen. Ziel ist es, Ursprung und Verbreitung der Tb-HTs

genauer zu rekonstruieren.

Mittels fluoreszierender KASP®-Technologie werden 121 DNA-Proben von ménnlichen Tieren
verschiedenster Rassen, gewonnen aus Haaren oder Blut, mit 26 polymorphen Markern am
Y-Chromosom untersucht. Anhand der ermittelten Allele werden die HTs der einzelnen Proben
rekonstruiert, im phylogenetischen Stammbaum der HG Tb eingeordnet und mit Daten aus

fritheren Arbeiten verglichen.

Die zustindige Ethikkommission der Veterindrmedizinischen Universitdit Wien hat die Studie

genehmigt. Die genutzten Proben der Tiere werden anonymisiert verwendet.



2. Material und Methoden
2.1. Material
2.1.1. Materialen

Tabelle 1 Verwendete Materialen

Material

Pipettenspitzen Filter Tips (10 pl, 100 pl,
200 pl)
Pipettenspitzen gelb (20 pl)

Pipettenspitzen 1 pl
Eppendorf Tubes
Weille 96-well Platte

Optische Folie

2.1.2. Chemikalien und Reagenzien

16

Hersteller

Greiner Bio One (Osterreich)

Sarstedt (Deutschland)
Eppendorf (Osterreich)
Eppendorf (Osterreich)
Bio-Rad (USA)

Biozyme (Deutschland)

Tabelle 2 Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/Reagenz
2xKASP® Master mix
KASP® Assay mix

Isolierte DNA aus Haarwurzeln/Blut

Hersteller
LGC genomics (Grof3britannien)

LGC genomics (GroB3britannien)



17

2.1.3. Geriite
Tabelle 3 Verwendete Gerite

Gerit Hersteller

Pipetten Gilson® (USA)
Elektronische Pipette Eppendorf (Osterreich)
Tischzentrifuge Eppendorf (Osterreich)
Vortexer (MS 2 Minishaker®) IKA® (Deutschland)

Plattentischzentrifuge (Labnet MPS 1000 Sigma-Aldrich® (Osterreich)
Mini plate spinner®)
CFX Real-Time System C1000 Touch® Bio-Rad (USA)

2.1.4. Software

Tabelle 4 Verwendete Software

Software Hersteller
Excel® Microsoft Office® (USA)
Bio-Rad CFX Manager 3.1® Bio-Rad (USA)

2.2. Methoden

2.2.1. Probenauswahl

Um die Haplotypverteilung am phylogenetischen Stammbaum der HG Tb im Rahmen dieser
Diplomarbeit genauer zu rekonstruieren, wurde in Vorbereitung auf diese Diplomarbeit in
Zusammenarbeit mit Barbara Wallner eine Stichprobe von Tieren, die die HG Tb genauer
widerspiegeln soll, zusammengestellt. Von urspriinglich 786 infrage kommenden DNA-Proben

wurden 121 ausgewdhlt. Die Proben stammen aus Riickstellproben (Proben, welche aus
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vorhergehenden genetischen Untersuchungen zur Absicherung archiviert wurden) aus der
Routineabstammungskontrolle der Firma Agrobiogen, oder sie wurden von Zuchtverbéanden oder
Privatpersonen zur Verfiigung gestellt. Wenn mdglich, wurden bei der Probenauswahl
Pedigreeangaben beriicksichtigt. Es wurde darauf geachtet, dass moglichst wenig Proben mit
paternaler Verwandtschaft verwendet wurden, um eine Uberreprisentation einzelner HT oder HG
zu vermeiden. Ebenso wurde bedacht, dass mdglichst viele verschiedene Rassen, welche in der HG

Tb zu liegen kommen, untersucht werden.

Von den 121 gewdhlten Hengsten existierte bereits die isolierte DNA aus Haarwurzel- bzw.
Blutproben. Die Probenisolierung war mittels “nexttec™ 1-Step DNA Isolation Kit for Tissue &
Cells” von der Firma nexttec™ Biotechnologie GmbH von Doris Rigler durchgefiihrt worden.
Einige DNA-Proben waren schon ldnger eingelagert, weshalb die Mdglichkeit bestand, dass die
DNA qualitative EinbuBlen hat. Sollten DNA-Proben aus verschiedenen Griinden nicht mehr fiir
das gewihlte Testverfahren geeignet sein, wurden sie aus der Betrachtung und Auswertung
ausgeschlossen. Griinde hierfiir waren zum Beispiel, dass das Volumen der DNA-Proben aufgrund
langerer Lagerung zu gering fiir die geplanten Untersuchungen war. Diese Proben wurden fiir die
Untersuchung verdiinnt, was zur Folge haben kann, dass mengenméBig zu wenig DNA vorhanden
war, um aussagekréftige Ergebnisse in den PCR-Durchldufen zu detektieren. Wenn eine Probe bei
einem oder mehreren Assays keine oder unklare Ergebnisse lieferte, so wurde diese noch
mindestens ein weiteres Mal auf den jeweiligen Assay oder mindestens einem phylogenetisch
folgenden Assay getestet. Nur wenn diese Durchldufe ebenfalls ergebnislos waren, wurde die Probe
von den Untersuchungen ausgeschlossen. Da es meist keine Riickstellproben zur Neuisolierung
gab, war ein Ausschluss der Proben die einzige Moglichkeit. Fiir die meisten Proben wurden in
Vorarbeiten (Doris Rigler und Barbara Wallner, personliche Mitteilung) mittels

KASP®-Typisierung von Marker B ermittelt, dass sie in die HG Tb clustern.

In der Tabelle 5 kann man die Rasseverteilung innerhalb der Proben entnehmen.
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Tabelle S Rasseverteilung der zu untersuchenden DNA-Proben

Anzahl der
Rasse Tiere
Achal Tekkiner 15
American Bashkir Curly Horse 2
Anglo Normanne 1
Appaloosa 2
Araber 2
Araber (Russischer Araber) 6
Araber (Vollblutaraber) 4
Araber (Partbred Araber) 1
Englisches Vollblut (Russische
Zucht) ?
Kalmiickisches Pferd 1
Karabagh 1
Kirgisisches Pferd 5
(Ursprungsrasse)
Kirgisisches Pferd (unbekannt) 1
Lokale Ziichtung Kasachstan 15
Lokale Ziichtung Myanmar 2
Lokale Ziichtung Vietnam 1
Miniatur Horse 1
(Amerikanisches)
Mongolisches Pferd 3
Neues Kirgisisches Pferd 5

Quarter Horse 13
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Saddlebred 3
Shetlandpony 3
Stiddeutsches Kaltblut 1
Terceira Pony 4
Traber 6
Trakehner (Russische Zucht) 5
Transbaikal Pferd 2
Warmblut Alt-Wiirttemberger 1
Warmblut KWPN 1
Warmblut Trakehner 4
Welsh-A 1
Summe 121

2.2.2. Die Real-Time PCR und KASP® Technologie

Die Allelbestimmung der Marker (SNPs oder kurze Indels) erfolgte mittels kompetitiver
Allel-spezifischer PCR (KASP®-Technologie), welche auf Real-Time-PCR beruht. Die
KASP®-Technologie hat heutzutage in genetischen Untersuchungen eine tragende Rolle
bekommen. Mit Hilfe der kompetitiven Allel-spezifischen PCR konnen Proben auf

Einzelbasenaustausche (SNPs), sowie kleine Insertionen/Deletionen (Indels) untersucht werden.

Fiir die durchgefiihrte Genotypisierung wurden KASP® Assays von der Firma LGC Genomics aus
GroBbritannien und Deutschland verwendet. Ebenso wurde der benotigte KASP® Master-Mix von
dieser Firma bezogen. Mit dem Real-Time PCR Gerdt (CFX Real-Time System C1000 Touch®)
von der Firma BioRad wurden die Untersuchungen anhand der KASP® Technologie durchgefiihrt.
Das im Rahmen der Arbeit verwendete PCR-Protokoll wurde von Doris Rigler zur Verfligung

gestellt. Die Auswertung der Daten erfolgt mittels Excel (Version 2010) von der Firma Microsoft.
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2.2.3. Das Prinzip der KASP® Technologie

Fir die KASP® Technologie wird ein Reaktionsgemisch aus zwei Komponenten (KASP®
Mastermix, KASP® Assay Mix) sowie der zu untersuchenden DNA hergestellt. Die Proben
durchlaufen eine genau definierte thermische Zyklusreaktion und werden im letzten Schritt mittels
Endpunkt-Fluoreszenz-Messungen photographisch untersucht. Diese Messungen werden mit Hilfe
einer Software erfasst und dargestellt. Der KASP® Assay Mix besteht aus drei Bestandteilen, zwei
unterschiedlichen Vorwirts-Primern und einem gemeinsamen Riickwérts-Primer. Die beiden
Vorwiérts-Primer sind jeweils spezifisch fiir ein Allel und kénnen nur an der komplementéren
DNA-Sequenz binden. Die Vorwirts-Primer sind mit je einer spezifischen Schwanzsequenz
markiert, an welche eine fluoreszenzmarkierte Sonde binden kann. In den vorliegenden KASP®
Assays ist eine Sonde mit dem Farbstoff HEX- (Phosphoramidite, Hexachloro-Fluorescein), die
andere mit dem Farbstoff FAM- (6-Carboxy-Fluorescein) markiert. Die Fluoreszenzmolekiile,
auch Fluorophore genannt, werden nur freigesetzt, wenn der jeweilige Vorwirtsprimer mit der
Schwanzsequenz komplett in das Produkt der PCR eingebaut wird. Im KASP® Mastermix sind die
fiir die PCR notwendigen Reagenzien in einer optimierten Pufferlosung enthalten, bestehend aus

Taqg-Polymerase, freien Nukleotiden, MgCl2 und einem passiven Referenzfarbstoff.

Die emittierten Fluorophore werden anschlieBend im Anschluss an die PCR mit einer speziellen
Software (Bio-Rad CFX Manager 3.1®) ermittelt. In der Abbildung 6 wird der beschriebene
Prozess graphisch dargestellt.
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Abbildung 6 Ablauf der KASP® Technologie nach LGC Genomics. Es werden die grundlegenden
Reaktionsschritte wéhrend einer Polymerasekettenreation (PCR) dargestellt. Die 3 Schritte:
Denaturierung (Auftrennung der DNA in Einzelstringe), Primer-Annealing (Anlagerung der
Primer an die in Schritt 1 entstandenen Einzelstringe) und Primer-Extension (DNA-Polymerase
verlangert die Primer mit freien Desoxynukleotidtriphosphaten). Eine Abfolge dieser Schritte
dauert nur wenig Minuten und die DNA-Menge der Ausgangsprobe wird dabei verdoppelt.
Abbildung im Original iibernommen von: https://biosearch-cdn.azureedge.net/assetsv6/how-does-

kasp-work.jpg (Zugang: 19.05.2019)

2.2.4. Y-chromosomale Marker

Anhand des phylogenetischen Stammbaums von Felkel et al. (2019) wurden die DNA-Proben
mittels KASP® anhand von 26 Y-chromosomalen Markern untersucht. Fiir jeden Marker kann
man zwei Allelvarianten bestimmen. Informationen beziiglich der beiden Allelvarianten der
jeweiligen Marker findet man in Tabelle 6. Weitere Informationen zu den Markern finden sich in
Felkel et al. 2019 sowie im Anhang. Beide Allelvarianten sind fiir die KASP® Analyse mit zwei
unterschiedlichen Farbmarkern gekennzeichnet: FAM und HEX, genaue Aufschliisselungen,
welche Allelvariante mit welchem Farbstoff markiert wurde, befinden sich in den letzten beiden
Spalten der Tabelle 6. In diesen beiden Spalten kann man die fiir die Auswertung der Proben
relevanten Signale entnehmen: Marker Allelvariante Ziffer. Es wird zwischen den Ziffern eins
und null unterschieden. Die Ziffer eins bedeutet, dass die Allelvariante das jlingere abgeleitete Allel
darstellt. Steht eine null am Signalende, so bedeutete es, dass es sich hierbei um die anzestrale

Allelvariante handelt.

In der Tabelle 6 sind Informationen {iber die einzelnen im Rahmen der Diplomarbeit verwendeten

Marker aufgelistet.
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Tabelle 6 Verwendete Y-chromosomale Marker

Allel- SNP_Allele |SNP_Allele
Marker Art Typisierung variante | FAM-Signal | HEX-Signal
fAAF SNP KASP® G/T fAAF G 0 fAAF T 1
fQI SNP KASP® G/C fQI G 0 fQI C 1
fWB SNP KASP® C/T fWB C 0 fWB T 1
fWM SNP KASP® T/C fWM T 0 fWM C 1
fRN SNP KASP® G/C fRN G 0 fRN C 1
ful SNP KASP® T/C fUlITO ful C 1
fwu SNP KASP® T/A fWU T 0 fWU_A 1
fWy SNP KASP® G/A fWYG 0 fWY A 1
fXF SNP KASP® G/A fXF G 0 fXF A 1
qBL SNP KASP® G/C gqBL G 0 qBL C 1
gqBX SNP KASP® A/T gBX A 0 gBX T 1
qCK SNP KASP® T/A qCK. T 0 qCK_A 1
qCM SNP KASP® CA/C qCM_CA 0 |qCM C 1
fBVB Mikrosatellit | Kapillarelektrophorese fBVB 204 0 [fBVB 208 1
qFM SNP KASP® C/T qgFM C 0 gFM T 1
ql SNP KASP® G/C q) GO ql C 1
B SNP KASP® C/G B CO B G 1
rC SNP KASP® T/C C TO rC C 1
D SNP KASP® TT/T D TT 0 D T 1
rG SNP KASP® A/G rtGAO rG G 1
rJ SNP KASP® G/C ] G O r] C 1
rO SNP KASP® C/T O C 0 rO T 1
rP SNP KASP® T/G P TO P G 1
rQ SNP KASP® T/C rQTO rQ C 1
sM SNP KASP® A/G sM A 1 sM G 0
sP SNP KASP® A/C sP A0 sP C 1
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2.2.5. Eigene Durchfithrung

2.2.5.1. Vorbereitung eines Real-Time PCR Durchlaufs

Bevor mit der eigentlichen Laborarbeit begonnen wurde, mussten theoretische Uberlegungen
erfolgen, um zu eruieren, welche Proben mit welchen KASP® Assays untersucht werden sollten.
Hierfiir habe ich die Daten im Vorhinein auf eventuelle Verwandtschaftsbeziehungen seitens des
Pedigrees sowie auf literarische Abstammungszusammenhéinge zwischen den einzelnen Rassen
sortiert. Hierzu wurden die jeweiligen Pedigrees angesehen und auf véterliche Vorfahren geachtet.
Einige meiner Proben hatten iiber Generationen identische Stammbaume, diese Proben wurden

gruppiert, da ich davon ausgehe, dass sie sich am Stammbaum dhnlich gruppieren.

Vor jedem PCR-Durchlauf musste erneut gepriift werden, auf welche Assays man die Proben
untersuchen soll, um moglichst kosten- und zeitorientiert zu arbeiten. Um zusdtzlich auch
ressourcensparend zu arbeiten, wurde versucht so zu planen, dass moglichst viele Proben in einem

Durchlauf auf den gleichen Assay getestet werden konnten.

Zur Kontrolle wurden in jedem Versuchsdurchlauf jeweils zwei weibliche DNA-Proben als
Negativkontrollen verwendet, da ich davon ausgehe, dass weibliche Proben immer weder das
abgeleitete noch das anzestrale Signal am Y-chromosomale Marker senden, da sich ihre DNA aus
zwel X-Chromosomen zusammensetzt. Als Ergebnis wurde immer ein ,NO CALL® erwartet. Als
Positivkontrollen dienten Proben mit bekanntem Allelstatus aus Vorarbeiten oder Proben, welche
im Rahmen dieser Diplomarbeit auf den jeweiligen untersuchten Marker bereits getestet wurden.
Es wurden jeweils zwei Positiv-Kontrollen, welche ein ,,Fam®“-Signal und zwei, die ein ,,Hex*-
Signal erzeugen, verwendet. Ich ging davon aus, dass die bereits erzielten Ergebnisse immer

reproduzierbar sind und die Proben bei erneuten Testungen erneut dasselbe Signal sendeten.

Mit Hilfe einer Excel-Vorlage, welche von Doris Rigler dankenswerterweise zur Verfligung
gestellt wurde, konnte man die bendtigen Reagenzienvolumina (KASP® Assay, 2x KASP®
Mastermix, DNA) fiir die Genotypisierung berechnen, sowie die Anordnung der Proben und
Kontrollen auf der 96-well Platte festlegen. In der Abbildung 7 ist ein Beispiel fiir eine vorbereitete

Laboranweisung dargestellt.
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Abbildung 7 Beispiel einer Laboranweisung zur Berechnung der Mengen der Volumina der
Mastermix-Komponenten fiir den geplanten Assay (fWY) und der Probenanordnung auf der

96-well Platte

2.2.5.2. Herstellung des Mastermixes und Befiillung der Platte

Die laut der Laboranweisung berechneten Gesamtvolumina des KASP® Assay-Mixes und des 2x
KASP® Mastermixes werden gemeinsam in ein Eppendorf-Tube pipettiert und mittels Vortexer
zu einer homogenen Losung gemischt. Anschlieend wurde das Gemisch kurz abzentrifugiert,
damit keine Riickstinde im Deckel verbleiben. Der hergestellte Mastermix wurde, wie in der
Laboranweisung geplant, in die fiir die KASP®-Technologie verwendeten weilen 96-well Platten
der Firma Bio-Rad pipettiert. In jede zur Verwendung geplante Vertiefung wurden mit der
elektronischen Pipette von Eppendorf 3,08 pul des Mastermixes gefiillt. Des Weiteren wurde in die
jeweils vorhergesehene Kavitit 3 pul der DNA-Probe pipettiert. Mit den Kontrollproben (je zwei
Positiv-Kontrollen fiir die FAM- und HEX-Fluoreszenz, zwei Negativ-Kontrollen von weiblichen

Testtieren und zwei NTC-Leerkontrollen) wurde gleich verfahren. Alle verwendeten Reagenzien
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wurden vor dem Pipettieren gevortext und zentrifugiert. In der folgenden Tabelle 7 sind die

einzelnen Komponenten, welche in eine Kavitét pipettiert werden, aufgelistet.

Tabelle 7 Bestandteile einer Kavitat der 96-well Platte

Bestandteil Volumen/Kavitit der 96-well Platte
2xKASP®Mastermix 3ul

KASP® Assay Mix 0,84 pul

DNA 3ul

Gesamtvolumina 6,084 ul

2.2.5.3. Vorbereitung und Ablauf der Real-Time PCR

Die befiillte Mikrotiterplatte wurde mit einer durchsichtigen optischen Folie (hergestellt von der
Firma Biozym) verschlossen und mit Hilfe der Plattentischzentrifuge (Labnet MPS 1000 Mini plate
spinner®) der Firma Sigma-Aldrich zentrifugiert. AnschlieBend wurde die Platte fiir das
SNP-Screening in den CFX Real-Time System C1000 Touch® der Firma BioRad eingelegt. Mit
der dazugehorigen Software wurden die Daten vom vorbereiteten Mastermix-Datenblatt
eingetragen und der PCR-Lauf wurde programmiert und gestartet. In folgender Tabelle 8 ist die
Abfolge der einzelnen Schritte bei der Real-Time-PCR dargestellt. Dieses Protokoll wurde
dankenswerterweise von Doris Rigler zur Verfligung gestellt. Im Bio-Rad CFX Manager 3.1® sind
die einzelnen Schritte graphisch dargestellt, dies wird in der Abbildung 8 gezeigt.
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Tabelle 8 Protokoll fiir die Temperatur/Zeitablaufe der Real Time PCR mit KASP® Technologie

Ablauf Zeit/Temperatur Wiederholungen
1. Schritt Aktivierung 15 min bei 94°C 1 Zyklus
2. Schritt Denaturierung 20 s bei 94°C 10 Zyklen

Primerhybridisierung, | 60 s bei 61-55 °C
3. Schritt Elongation (Senkung um

0,6°C/Zyklus)

5. Schritt Denaturierung 20 s bei 94°C 26 Zyklen
6. Schritt Primerhybridisierung, | 60 s bei 55°C

Elongation
8. Schritt Kiihlung zur Messung | 1 min auf 37°C 1 Zyklus

— “
1 2 3 . 5 6 7 s

Neot 5>

Abbildung 8 Veranschaulichung der acht Teilschritte der Real Time PCR aus Tabelle 8
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2.2.5.4. Durchfiihrung der Recycle

Sollten einige Proben nach Ende des PCR-Laufes nicht eindeutig einem Allel zuzuordnen sein,
kann man weitere Zyklen anschlieBen. Hierfiir stand ebenfalls ein Protokoll von Doris Rigler zur
Verfiigung. Teilweise ist es notwendig mehrere Recycle anzuschlieBen, um ein aussagekréftiges
Ergebnis zu bekommen. In der folgenden Tabelle 9 sind die Schritte eines Recycle aufgelistet.

Diese Schritte sind in der Abbildung 9 graphisch dargestellt.

Tabelle 9 Protokoll fiir die Temperatur/Zeitablidufe eines Recycles mit KASP® Technologie

Ablauf Zeit/Temperatur Wiederholungen
Denaturierung 20 s bei 94°C 3 Zyklen
Primerhybridisierung, 60 s bei 57°C
Elongation
Hun Status
1 2 3 4

e LY N 370 C

1:00

i

¢

Abbildung 9 Veranschaulichung des Protokolls eines Recycles im Bio-Rad CFX Manager 3.1®

2.2.5.5. Datenauswertung
Nach Beendigung des PCR-Durchlaufes wurde das Ergebnis von der Software Bio-Rad CFX

Manager 3.1® ausgegeben und als Cluster Plots dargestellt. Die Daten konnte man zur weiteren
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Verarbeitung in eine Excel-Tabelle exportieren und der Genotyp wurde ermittelt. In der Abbildung

10 ist dargestellt, wie die Auswertung der Daten vom Bio-Rad CFX Manager 3.1® ausgegeben

wurde.
Data Analysis - KASP_03_JZ_0608_recycle2.perd e~
File View Settings Export Tocls %Plate Setup - a| Flucrophore = ?
(7] auarsticaion | |73 Quertication Dets | ] Gene Bnvession | 28] Ena por | 2] Asic Decrminzzin | J8F custom Data iew | Bl ac | ) Aun vomation|

Allelic Discrimination [ [T we o] sspe 0 cal o Twe o mFUI 0 AFU2 O]

T a T T ADG ¥ PR 83 101 NoCal fute 472 2924
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o % . "'. . . C04 Y_PR_35_087  Alele 2 bt 4403 4783

2.2, — } SR - cos Y_PR_99 095 Alele 2 futo 4134 4455

4000 4500 5000 5500 06 Y_PR_S9_103  Alele 2 Ao 4267 4535
RFU for Allele 1 - FAM [ Polar Coordinates | co7 fam_KD Mlele 1 Auto 5305 2212 [=
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unk | Unk : ¢ 1 % [Fam -] v [HEx -
Unk Unk
Selact cycle: |1 =
[#] View cal map
Completed | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR Clear | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Abbildung 10 Auswertung des PCR-Laufes inklusive zwei durchgefiihrter Recycle des
fWY-Assays. Das Diagramm stellt grafisch die Fluoreszenz-Signale der einzelnen Proben dar. In
der Tabelle links unten kann man die Anordnung der Proben auf der fiir den PCR Durchlauf
vorbereiteten Mikrotiterplatte entnehmen. Anhand der Hintergrundfarbe kann man die
Signalzuordnung erkennen. Die Tabelle rechts im Bild wird im folgenden Kapitel genauer
beschrieben. Die Erlduterung der Farbsignale des durch den Bio-Rad CFX Manager 3.1®

ausgegebenen Datensatzes:
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Farbe Allelvariante
Orange FAM-Signal (fWY_G 0).
B Blau HEX-Signal (fWY_A 1)
¢ Schwarz Negativ-Probe, NTC-Kontrolle
A Griin Heterozygotes Signal

Die emittierten Fluoreszenzsignale einer DNA-Probe werden im Diagramm graphisch als farbiges
Symbol dargestellt, die X-Achse beschreibt die Signalstirke der FAM-Fluorophore und die
y-Achse die Hex-Signalstirke. Es wurde erwartet, dass je Probe nur eine Allel-Variante
vorherrscht, da das Y-Chromosom in der DNA in hemizygoter Form vorliegt. Im Beispiel des
fWY-Assays bedeutet der Ausschlag eines HEX-Signals (blau), dass in der DNA dieser Probe die
Variante A (Allel 2) gefunden wurde (siehe Tabelle 10). Der Genotyp dieses Tieres wurde fiir
diesen Marker als ,fWY A 1° eingetragen. Ergibt die Messung ein FAM-Signal (orange), enthélt
die vorliegende DNA-Probe das alternative Allel und wurde in diesem Fall als ,fWY G 0° in die
Datentabelle eingetragen. Aus den phylogenetischen Analysen von Felkel et al. 2019 ergibt sich,
dass die Allelvariante ,G” am Marker fWY die anzestrale ist (deshalb 0). Wurde die Probe im
Diagramm griin dargestellt, da sie ein Signal sowohl von Hex- als auch Fam-Fluophore sendete,
wurde sie von der Auswertung dieses PCR-Durchlaufs ausgeschlossen. Dies kann zum Beispiel
auf eine Verunreinigung der Probe beim Pipettieren zuriickzufiihren sein. Sendet eine Probe kein
messbares Fluoreszenz-Signal, wird diese in schwarz dargestellt, dies kann bedeuten, dass in der
Kavitit keine DNA vorhanden ist, es sich um ein ,,No Template Control“ (NTC) handelt
(Negativprobe frei von DNA) oder die vorliegende DNA mangelnder Qualitdt entspricht. In der
Tabelle 10 ist die exportierte Excel-Tabelle fiir das vorhergehende Beispiel dargestellt.
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Tabelle 10 Ausgabe der KASP®-Daten in einer Excel-Tabelle mit der von mir hinzugefiigten
Allel-Zuordnung (Spalte: Type). Die Spalte Well gibt an, auf welchen Ort der Mikrotiterplatte die
Probe pipettiert wurde und unter Sample ist der Probenname gelistet. RFU1 und RFU2 beschreiben
die absoluten Werte der Fluoreszenzmessung, anhand derer kann das Fam- beziehungsweise
Hex-Allel zugewiesen werden. Diese Zuordnung wird automatisch von der Bio-Rad CFX Manager
3.1® Software ausgefiihrt. In der tabellarischen Datenauswertung wurde in diesem Fall das
Hex-Signal (Allel 2) als fWY A 1 jz 180806 vermerkt und das Fam Signal (Allel 1) mit
fWY G 0 jz 180806. Proben mit negativem oder heterozygotem Signal wurden mit
fWY NO_CALL jz 180806 bezeichnet.

Well Sample Call Type RFU1  RFU2

AO01 BW-17 Allele 2 fWY A 1 jz 180806 4353,11 4410,80
BO1 Y PR 03 035 Allele2 fWY A 1 jz 180806 4226,33 4370,60
Co1 Y PR 03 036 Allele?2 fWY_A 1 jz 180806 4169,73 4324,32

DOl Y PR 03 037 Heterozygote fWY NO CALL jz 180806 4591,36 3530,08

EOl Y PR 03 038 Allele?2 fWY A 1 jz 180806 4202,86 4083,55
FOI Y PR 03 058 Allele2 fWY A 1 jz 180806 4307,78 4442,53
GOl Y PR 03 059 Allele?2 fWY A 1 jz 180806 4239,10 445721
HOl Y PR 03 060 Allele?2 fWY A 1 jz 180806 4158,63 4384,09
A02 Y PR 03 061 Allele2 fWY A 1 jz 180806 4185,18 4469,99

B02 Y _PR 03 062 Heterozygote fWY NO CALL jz 180806 4480,85 3208,50

FO6 Y PR 99 107 Allele2 fWY A 1 jz 180806 4395,96 4627,32
G06 Y PR 99 108 Allele 2 fWY A 1 jz 180806 427839 4597,18
HO6 Y PR 99 109 No Call fWY NO CALL jz 180806 4279.51 2875,99
A07 Y PR 99 110 Allele 2 fWY A 1 jz 180806 4342,40 4406,61

BO7 Y PR 99 112 Allele2 fWY A 1 jz 180806 4215,10 4228,46
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Co7 fam KO Allele 1 fWY G 0 jz 180806 5905,40 2817,95
D07 fam KO Allele 1 fWY G 0 jz 180806 5565,24 2954,73
GO07 female Allele 1 fWY G 0 jz 180806 4654,38 2813,79
A08 ntc No Call fWY NO CALL jz 180806 4169,55 2920,92
HO7 ntc No Call fWY NO CALL jz 180806 4148,02 2829,22
KASP®03_fWY Signal Allel

fam=allell= fWY G 0 jz 180806
hex=allel2= fWY A 1 jz 180806

Die Allel-Zuordnungen der DNA-Proben werden in ein Excel-Dokument iibertragen, in dem alle
Proben mit ihren zugehorigen Informationen und alle bereits getesteten SNPs aufgelistet sind.

Diese werden dann einzeln fiir die Proben ausgewertet, um folgende Assay-Durchldufe zu planen.

2.2.5.6. Einteilung der Proben anhand der Haplogruppe Tb und seiner Assays

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurde die HG Tb anhand von 26 polymorphen Markern, die laut
Vorarbeiten die HG Tb (Felkel et al. 2018/2019) weiter unterteilen, klassifiziert. Die genaue
Auflistung der einzelnen SNPs dieser HG sind in der Tabelle 6 zusammengefasst. Details zu den
,f/1/s*-SNPs sind in Felkel et al. 2019, die ,q‘-SNPs sind aus weiteren Arbeiten (Remer et al. in
Vorbereitung) entnommen. Auf welche SNPs die jeweiligen DNA-Proben untersucht werden
sollten, wurde aufbauend auf Ergebnissen aus den vorrangegangenen PCR-Lédufen bestimmt.
Wurde das anzestrale Allel detektiert, was bedeutet, dass die Probe nicht in die getestete HG
clustert, so wurde die Probe nicht auf die weiteren Verzweigungen dieser HG untersucht. Wurde
das abgeleitete Allel detektiert, wurden die Proben anhand der Assays, welche diese HG weiter

unterteilen, untersucht.
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In folgender Abbildung 11 ist die phylogenetische Struktur der Tb-HT, basierend auf den im
Rahmen der Arbeit verwendeten Assay dargestellt. Die Abbildung 11 wurde anhand des
phylogenetischen Stammbaumes aus Felkel et al. 2018 und 2019 gezeichnet. Die Nomenklatur der
einzelnen Verzweigungen wurde ebenfalls iibernommen. Wenn ein HT mit einem Stern am
Namensende angegeben wird, bedeutet das, dass es evolutiondr folgende HT gibt, die aufgrund

einer weiteren Mutation entstanden sind, das Individuum diese jedoch nicht tragt.

Die Marker, welche mit ,,q* im Namen beginnen, also Assays der SG Tb-oB4* und Tb-dW3, sind
noch nicht veroffentlicht, die Publikation dieser Assays befindet sich von Remer et al. in

Vorbereitung, die flankierenden Sequenzen dieser Assays befinden sich im Anhang.

rB

PWU/TXF rC

WM
/ ‘ rD
fAAF q/ fal 6—1 qcK
/ /
sP

fWB gBL
/ ﬁi‘“‘%r]
qFM - sM
qCM
fRN

Abbildung 11 Vereinfachter phylogenetischer Stammbaum gezeichnet nach Felkel et al. 2018/19

und Remer et al. (in Vorbereitung). Die schwarz geschriebenen Namen geben die jeweiligen
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Marker am Stammbaum an, anhand welcher man die DNA-Proben auf die griin geschriebenen HT

untersuchen und gruppieren kann.

Bevor mit der Untersuchung der 121 Hengst-DNA-Proben begonnen wurde, wurde eine Excel-
Tabelle erstellt, in der sémtliche bekannte Daten zu den jeweiligen Proben zusammengefasst sind.
Diese Tabelle beinhaltete auch die Informationen zu den bereits getesteten Assays, die im Zuge
dieser Diplomarbeit von Bedeutung waren. Bei vielen DNA-Proben gab es bereits im Rahmen
vorhergehender Untersuchungen Ergebnisse zu verschiedenen Assays, somit konnte eine gewisse
Grundzuordnung in der HG Tb getroffen werden. Da von einigen extrahierten
Hengst-DNA-Proben nur noch wenig Material vorhanden war oder viele Assay-Durchldaufe von

Noten waren, mussten die Proben verdiinnen werden.

Bei einigen der Proben war vorab nicht klar, ob sie in die HG Tb clustern, diese Proben (darunter
z.B. Shetlandponys) wurden zu Beginn mit Assay rB auf die HG Tb getestet. Ich erwarte mir also,

dass ein geringer Teil meiner Proben nicht in die HG Tb gruppieren.
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3. Ergebnisse

3.1. Die Auswertung der Assay-Ergebnisse

Im Rahmen meiner Diplomarbeit wurden insgesamt 121 ménnliche Pferde untersuchen. Leider
kam es vor, dass einige Proben zu wenig oder mdglicherweise keine DNA mehr enthielten und aus
diesem Grund in den PCR-Durchldufen keine auswertbaren Signale mehr ausgesendet haben.
Somit kam es in meiner Arbeit zustande, dass von den 121 Hengsten nur fiir 96 ein
»Endpunkt-Haplotyp* in der HG Tb bestimmt werden konnte. Die verbleibenden 25 Proben, bei
welchen es auf Grund von technischen Problemen zu keinem endgiiltigen Ergebnis kam, wurden
in den Auswertungen nicht beriicksichtig. Da jedoch auch zu diesen Proben Teilergebnisse erzielt
werden konnten, wurden diese im Anhang an diese Diplomarbeit noch beigelegt. Eine Ausnahme
ist der erste Teil der Auswertung, in dem eine grundlegende Zuordnung der Proben zur HG Tb

vorgenommen wurde. Hier wurden alle 121 Hengste in die Auswertung mit einbezogen.

In Tabelle 11 sind alle 121 DNA-Proben anhand ihrer Rasse gelistet. Unterteilt in zwei Gruppen,
zum einen die 96 Proben, welche in meiner Auswertung betrachtet werden konnten. Und zum
anderen die 25 Proben, welche aufgrund von technischen Problemen von der Auswertung

ausgeschlossen wurden.
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Tabelle 11 Rasseliste der auswertungsrelevanten Proben und der nicht zur Auswertung

herangezogenen Proben

Anzahl Anzahl
auswertbare ausgeschlossene
Rasse Proben Proben
Achal Tekkiner 15 0
American Bashkir Curly Horse 1 1
Anglo Normanne 1 0
Appaloosa 2 0
Araber 1 1
Araber (Vollblutaraber) 4 0
Araber (Partbred Araber) 0 1
Araber (Russischer Araber) 6 0
Stiddeutsches Kaltblut 1 0
Kalmiickisches Pferd 1 0
Karabagh 1 0
Kirgisisches Pferd (Ursprungsrasse) 2 3
Kirgisisches Pferd (unbekannt) 1 0
Lokale Ziichtung Kasachstan 15 0
Lokale Ziichtung Vietnam 0 1
Lokale Ziichtung Myanmar 2 0
Miniatur Horse (Amerikanisches) 1 0
Mongolisches Pferd 3 0
Neues Kirgisisches Pferd 1 4

Quarter Horse 10 3
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Saddlebred 2 1
Shetlandpony 2 1
Terceira Pony 3 1
Englisches Vollblut (Russische Zucht) 6 3
Transbaikal Pferd 0 2
Trakehner (Russische Zucht) 5 0
Traber 5 1
Warmblut Alt-Wiirttemberger 0 1
Warmblut KWPN 0 1
Warmblut Trakehner 4 0
Welsh-A 1 0
Summe 96 25

3.2. Erste Einteilung der Gesamtheit der untersuchten Proben

Fiir diese erste Auswertung wurden alle 121 Hengste betrachtet. Die Proben wurden anhand ihrer
Rassen tabellarisch zusammengefasst und mittels positiv detektiertem Assay der jeweiligen HG
zugeordnet. Da man, wie bereits in den Voriliberlegungen dargestellt, davon ausgehen konnte, dass
nicht alle meiner Proben die HG Tb widerspiegeln, wurden in der ersten Auswertung die Proben
auf den Marker rB getestet. Bei den meisten Proben wurde das Allel fiir den Marker 1B (rB_G_1)
detektiert und somit die Zugehdrigkeit zur HG Tb bestétigt. In der folgenden Tabelle 12 ist

dargestellt, welche der Tiere in der fiir diese Diplomarbeit relevante HG Tb clustern.
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Tabelle 12 Rasseverteilung anhand der HG Tb*, Non Tb* und rB No_Call

Rasse Th* Non_Tb rB_No_Call
Achal Tekkiner 15 0 0
American Bashkir Curly Horse 2 0 0
Anglo Normanne 1 0 0
Appaloosa 2 0 0
Araber 2 0 0
Araber (Russischer Araber) 6 0 0
Araber (Vollblutaraber) 4 0 0
Araber (Partbred Araber) 1 0 0
Englisches Vollblut (Russische Zucht) 9 0 0
Kalmiickisches Pferd 1 0 0
Karabagh 1 0 0
Kirgisisches Pferd (Ursprungsrasse) 4 0 1
Kirgisisches Pferd (unbekannt) 1 0 0
Lokale Ziichtung Kasachstan 15 0 0
Lokale Ziichtung Myanmar 2 0 0
Lokale Ziichtung Vietnam 1 0 0
Miniatur Horse (Amerikanisches) 0 1 0
Mongolisches Pferd 3 0 0
Neues Kirgisisches Pferd 5 0 0
Quarter Horse 13 0 0
Saddlebred 3 0 0
Shetlandpony 1 1 1
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Stiddeutsches Kaltblut 1 0 0
Terceira Pony 0 3 1
Traber 6 0 0
Trakehner (Russische Zucht) 5 0 0
Transbaikal Pferd 2 0 0
Warmblut Alt-Wiirttemberger 1 0 0
Warmblut KWPN 1 0 0
Warmblut Trakehner 4 0 0
Welsh-A 0 1 0
Summe 112 6 3

Von den 121 untersuchten médnnlichen Tieren gruppierten sich 112 Proben (93 %) in der HG Tb*.
Meine Vermutung, dass die untersuchten Ponyrassen nicht in die HG Tb* clustern, wurde in
meinen Ergebnissen bestdtigt. Insgesamt konnte bei sechs Proben (5 %) das anzestrale Allel des
Markers rB (rB_C 0) detektiert werden. Es wurde ermittelt, dass sie nicht in die HG Tb fallen
(Non_Tb). All diese gehorten den in den Voriiberlegungen bereits vermuteten Ponyrassen an

(Miniatur Horse (Amerikanisches), Shetlandpony, Terceira Pony und Welsh-A).

Drei der betrachteten Proben konnten nicht genauer auf ein Allel des HT Tb* bestimmen werden,
da diese Proben auch bei mehrmaligen Testldufen keine eindeutigen Ergebnisse flir den Marker rB
lieferten. Hierbei handelte es sich um ein Kirgisisches Pferd (Ursprungsrasse), ein Shetlandpony
und ein Terceira Pony. Bei den beiden Erstgenannten konnte fiir die beiden evolutionédr auf Tb
folgenden HG (Tb-d und Tb-o0) das anzestrale Allel des jeweiligen Markers bestimmt werden. Das
Terceira Pony lieferte jedoch bei keinem der untersuchten Assays aussagekriftige Ergebnisse,

daher kann fiir diese Probe keine Aussage getroffen werden.
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Einzig eine Probe, welche in den theoretischen Uberlegungen nicht zur HG Tb* zugehérig
vermutet wurde, widersprach den Vermutungen und spiegelte das abgeleitete Allel des Marker rB

(rB_G 1) wider, es handelte sich hierbei um ein Shetlandpony.

Zur Veranschaulichung werden die sechs Proben, welche das anzestrale Allel des Markers rB
(rB_C 0) (Tabelle 12, Spalte Non_Tb) widerspiegeln, in dem folgenden Kapitel erneut erwéhnt,
um dort die Gesamtheit der bis zu einem Endpunkt bestimmten 96 Proben zusammenzufassen. Die
25 Tiere, welche keine endgiiltigen Ergebnisse erzielten, sind von den folgenden Betrachtungen

ausgeschlossen (Tabelle 11).

3.3. Die Aufteilung in die Haplogruppen Tbh-d* und Th-o*
Die HG Tb teilt sich anfangs in zwei Aste auf: Zum einem in die HG Tb-o0*, diese wird durch das
Allel ,,fWU A 1% determiniert, zum anderen Tb-d, diese wird durch das Allel ,rC C 1*

determiniert.

Die Rekonstruktion der Tb-HG erfolgt nur anhand der 96 Pferde, welche eindeutige Ergebnisse
lieferten (Tabelle 11).

In der folgenden Tabelle 13 sind die Resultate der ersten Aufzweigung in die HG Tb-d und Tb-o
dargestellt. Auch in den absoluten und prozentuellen Analysen in diesem und folgenden Kapiteln

wird ausschlieBlich von den 96 betrachteten Pferden ausgegangen.
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Tabelle 13 Rasseverteilungen anhand der HG Tb-d* und Tb-o*. Unter Non-Tb* sind Proben
gelistet, welche nicht in der HG Tb zu liegen kamen. Unter Tb* (Non Tb-0*/d*) sind Proben
angefiihrt, welche das abgeleitete Allel des Markers rB (rB_G 1) detektieren, aber sich weder in
der HG Tb-o noch Tb-d gruppieren.

Rasse Tb-d* Tb-0* Non-Tb* Tb* (Non Tb-0*/-d¥)
Achal Tekkiner 0 15 0 0
American Bashkir Curly Horse 1 0 0 0
Anglo Normanne 0 1 0 0
Appaloosa 2 0 0 0
Araber 0 1 0 0
Araber (Russischer Araber) 0 0 0 6
Araber (Vollblutaraber) 0 4 0 0
Englisches Vollblut (Russische Zucht) 0 6 0 0
Kalmiickisches Pferd 0 1 0 0
Karabagh 0 0 0 1
Kirgisisches Pferd (Ursprungsrasse) 0 2 0 0
Kirgisisches Pferd (unbekannt) 0 1 0 0
Lokale Ziichtung Kasachstan 2 4 0 9
Lokale Ziichtung Myanmar 0 2 0 0
Miniatur Horse (Amerikanisches) 0 0 1 0

Mongolisches Pferd 0 0 0 3
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Neues Kirgisisches Pferd 0 1 0 0
Quarter Horse 10 0 0 0
Saddlebred 0 2 0 0
Shetlandpony 0 0 1 0
Shetlandpony Mini 0 1 0 0
Stiddeutsches Kaltblut 1 0 0 0
Terceira Pony 0 0 3 0
Traber 5 0 0 0
Trakehner (Russische Zucht) 5 0 0 0
Warmblut Trakehner 0 3 0 1
Welsh-A 0 0 1 0
Summe 26 44 6 20

Ein Grofteil der 96 weiter untersuchten Tiere (44 Proben, 46 %) signalisierten das abgeleitete Allel
des Markers fWU (fWU_A 1) und konnten somit der HG Tb-o* zugeordnet werden. Unter den 44
Proben, welche der HG Tb-o* zugeordnet werden konnten, befanden sich alle im Versuch
betrachteten Achal Tekkiner (15 Proben). Auch alle Araber, ausgenommen die russisch gezogenen
Rasseangehorigen, und sechs von sechs der russisch gezogenen Englischen Vollbliiter gruppierten

sich in dieser HG. Ebenso konnten sdmtliche Kirgisische Proben der HG Tb-0* zugeordnet werden.

Etwas mehr als ein Viertel (26 Proben, 27 %) der 96 Proben spiegelten das anzestrale Allel des
Markers fWU (fWU _T 0) wider, trugen jedoch das abgeleitete Allel fiir Marker rC (rC_C 1),
welcher die HG Tb-d* widerspiegelt. Zu diesen Proben gehorten alle Traber. Mit den Quarter

Horse, Appaloosa und Curly Horse wird deutlich, dass ein GroBteil der von mir getesteten
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amerikanischen Rassen dieser HG zuzuordnen sind. Einzig die beiden amerikanischen Hengste der
Rasse Saddlebred konnten dem anderen Ast der HG Tb, der HG Tb-0* zugeordnet werden. Bei 26
Proben konnten keine der beiden in diesem Kapitel betrachteten HG detektiert werden. Wie bereits
im vorhergehenden Kapitel dargestellt wurde, trugen sechs Pferde das anzestrale Allel fiir den
Marker rB (rB_C 0) und gruppieren somit nicht in der in dieser Diplomarbeit betrachteten HG Tb.
Einzig ein Minishetty, welches ebenfalls nicht in der HG Tb vermutet wurde, determinierte die HG

Tb-0* und widerspricht somit den Voriiberlegungen.

Die restlichen 20 dieser Proben wurden auf das abgeleitete Allel rB_ G 1 getestet, jedoch wurde
fiir sie sowohl fiir den Marker fWU, als auch fiir den Marker rC die anzestrale Allelvariante
bestimmt. Somit stoppen sie nach aktuellen Untersuchungen auf dem internen Knotenpunkt Tb.
Besondere Aufmerksamkeit bei diesen 20 Hengsten gilt den Russischen Arabern. Sdmtliche Tiere
dieser Rasse, welche in meiner Diplomarbeit untersucht wurden, stoppten an diesem Punkt des
phylogenetischen Stammbaumes, wohingegen sich alle anderen Araber in der HG Tb-o*
gruppierten. Ebenso endeten neun von fiinfzehn Pferden, welche in Kasachstan geziichtet wurden

und alle drei in meiner Arbeit getesteten mongolischen Pferde an diesem Knotenpunkt.

In dem folgenden Diagramm (Abbildung 12) ist die Verteilung der 96 untersuchten Proben in der
HG Tb graphisch dargestellt.



45

Aufspaltung der Haplogruppe Th*

Tb* (Non Th-o*/-d*)

21%
» M Th-o*
H Th-d*
Non-Tb*

B Tb* (Non Th-o*/-d*)

Abbildung 12 Prozentuelle Aufteilung der 96 Proben in die HG Tb-d* und Tb-o*. Die Aufteilung
der Proben, welche nicht positiv auf die HG Tb-d* und Tb-o* getestet wurden: Non-Tb* sind
Proben, welche sich nicht in der HG Tb gruppierten. Unter Tb* (Non Tb-0*/d*) sind Proben
angefiihrt, welche das abgeleitete Allel (rB_G 1) widerspiegeln, aber die anzestralen

Allelvarianten der Marker fWU und rC determinieren.

Die Abbildung 13 soll die Rekonstruktion der HG Tb* veranschaulichen. Mit jedem Abschnitt des
Kapitels ,Ergebnis‘ meiner Diplomarbeit soll ein Teil des Tb-Stammbaumes rekonstruiert werden
und damit den phylogenetischen Stammbaum und die Verteilung der Proben iibersichtlich

dargestellt werden.
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Abbildung 13 Stand der rekonstruierten HG Tb. In schwarzer Schrift dargestellt sind die zu dem
Zeitpunkt der Diplomarbeit bereits untersuchten Marker. Griin angegeben sind die bis zu diesem
Zeitpunkt ausgewerteten HT und mit dem roten Fragezeichen wird angegeben, dass Proben an von
dem roten Ast ausgehenden Knotenpunkt gruppierten, aber keinen der evolutionédr folgenden

Marker detektierten.

3.3.1. Aufspaltungen der Haplogruppe Th-d*

Von den 96 betrachteten Proben signalisierten 26 Tiere (27 %) das abgeleitete Allel fiir den Marker
tC (rC_C_1). Diese Proben wurden auf die weiterfiihrenden Aste der HG Tb-d* getestet. Die 44
Hengste, fiir die die HG Tb-o* bestimmt wurde, sowie die 26 Tiere, welche nicht in die beiden HG
Tb-d* und Tb-o* fallen, wiirden bei den evolutiondr spéter entstandenen Mutationen der HG Tb-d*
immer das anzestrale Allel der untersuchten Marker widerspiegeln. Diese wurden somit fiir diesen

Abschnitt des phylogenetischen Stammbaumes nicht weiter untersucht.

In den folgenden Kapiteln wird Schritt fiir Schritt die Aufteilung der Rassen anhand der
untersuchten Proben in der HG Tb-d* dargestellt.

3.3.1.1. Haplotypverteilung Tb-dW* und Th-dM*
Laut Felkel et al. 2019 spaltet sich die HG Tb-d* in die beiden Untergruppen Tb-dW* und Tb-dM*
auf (sieche Abbildung 11 dieser Arbeit). Die HG Tb-dW* wird durch das abgeleitete Allel des
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Markers fWM (fWM_C 1) determiniert. Sendete eine Probe das anzestrales Allel des Markers
fWM (fWM_T 0), wurde sie des Weiteren auf den Marker rG untersucht. Sollte sie auf diesen das
abgeleitete Allel (rG_G 1) determinieren, so kann diese Probe der HG Tb-dM* zugeordnet

werden.

In der folgenden Tabelle 14 sind die Resultate der Aufzweigung in die HG Tb-dW* und Tb-dM*
dargestellt.
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Tabelle 14 Rasseverteilungen anhand der HG Tb-dW* und Tb-dM*. Unter Tb-d* (Non
Tb-dW*/dM*) sind Proben angefiihrt, welche das abgeleitete Allel des Markers rC (rC C 1)
besitzen, aber sich weder in die HG Tb-dW*, noch Tb-dM* gruppieren.

Rasse Tb-dW*  Tb-dM* Thb-d*(Non_Thbh-dW*/dM¥*)
American Bashkir Curly Horse 1 0 0
Appaloosa 2 0 0
Lokale Ziichtung Kasachstan 1 0 1
Quarter Horse 10 0 0
Stiddeutsches Kaltblut 1 0 0
Traber 0 5 0
Trakehner (Russische Zucht) 5 0 0
Summe 20 5 1

Ein GroBteil, ndmlich 20 (77 %) der in der HG Tb-d* untersuchten Versuchstiere tragen das
abgeleitete Allel des Markers fWM (fWM_C 1), was die Tiere auf Tb-dW gruppiert. Unter den
Tieren, die in diese HG fallen, finden sich viele heutzutage als Westernpferde bezeichnete Rassen.
Besonders hervorzuheben ist, dass ein Grofiteil der von mir getesteten Pferde mit amerikanischer
Rasseherkunft sich in dieser HG gruppieren. Darunter die zwei in meiner Arbeit untersuchten
Appaloosa, sowie alle Quarter Horses (zehn). Unter den restlichen acht Tieren befinden sich
jeweils ein kasachstanischer Hengst, ein American Bashkir Curly Horse sowie ein Siiddeutsches
Kaltblut. Es gruppierten alle fiinf von mir untersuchten Trakehner russischer Herkunft in die HG
Tb-dW* auf. Im folgenden Kapitel meiner Diplomarbeit wird die HG Tb-dW* genauer untersucht,
um Unterschiede zwischen den sechs Rassen (vertreten durch insgesamt 26 Tiere) deutlicher zu

rekonstruieren.
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Eine Zugehdrigkeit zur HG Tb-dM* konnte in fiinf Proben ausschlieBlich bei Tieren der Rasse
Traber feststellt werden. Alle anderen der in diesem Kapitel untersuchten Proben trugen das
anzestrale Allel des Markers rG (rG_A_0) und detektieren somit nicht die HG Tb-dM. Da in die
HG Tb-dM nur eine Rasse gruppiert, wird auf die weitere Aufzweigung dieser HG in meiner
Diplomarbeit nicht eingegangen, da sich keine weitere Aussagekraft in Bezug auf das

Verteilungsmuster der untersuchten Rassen ergeben wiirde.

Nur eine der 26 untersuchten Proben gruppierte weder in Tb-dW*, noch in Tb-dM. Folglich
gruppiert sich diese Probe auf Tb-d*, folgt jedoch keinem der bisher sequenzierten weiterfiihrenden
Aste. Bei der Probe handelt es sich um einen Hengst einer lokalen Ziichtung aus Kasachstan. In
der folgenden Abbildung 14 ist die Verteilung der 26 Hengste in der HG Tb-d* graphisch
dargestellt.

Haplotypverteilung Tb-dW* und Th-
dM*

M Tb-d*
B Th-dW*
Th-dM*

Abbildung 14 Prozentuelle Aufteilung der Proben auf die HG Tb-dW* und Tb-dM*. Tb-d* (Non
Tb-dW*/dM*) sind Proben angefiihrt, welche das abgeleitete Allel des Markers (rC_C 1) besitzen,
aber sich weder in der HG Tb-dW noch in Tb-dM gruppieren.
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Abbildung 15 Stand der rekonstruierten HG Tb

3.3.1.2. Haplotypverteilung Th-dW1%*, Tb-dW2* und Th-dW3*

Von den 20 DNA-Proben, welche dem Tb-dW* Zweig zugeordnet werden konnten, wurden noch
genauere Untersuchungen anhand der bereits beschriebenen Verzweigungen (Tb-dW1/2/3)
durchgefiihrt. Der Tb-dW* Zweig ist genetisch, wie bereits in der Einleitung beschrieben, auf den
Englischen Vollbluthengst Eclipse (Abbildung 5) zuriickzufiihren. Die 20 Tiere gehorten, wie der
Tabelle 14 zu entnehmen ist, acht teilweise sehr unterschiedlichen Rassen an. In der folgenden
Tabelle 15 ist die genaue Rasseverteilung meiner Untersuchungen an diesem Abschnitt des Baumes

zu entnehmen.
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Tabelle 15 Rasseverteilungen anhand der SG Tb-dW1* und Tb-dW2*. Unter Tb-dW* (Non
Tb-dW1%*/2*/3*) sind Proben angefiihrt, welche das abgeleitete Allel des Marker fWM
(fWM_C 1) widerspiegeln, aber nicht in die SG Tb-dW1*, Tb-dW2* und Tb-dW3* gruppierten.

Rasse Tb-dW1* Tb-dW2* Tb-dW*(non_Tb-dW1*2%/3%)
American Bashkir Curly Horse 0 0 1

Appaloosa 2 0 0

Lokale Ziichtung Kasachstan 1 0 0

Quarter Horse 0 0 10

Stiddeutsches Kaltblut 0 0 1

Trakehner (Russische Zucht) 0 5 0

Summe 3 5 12

Bei den 20 untersuchten Hengsten ergab sich ein sehr interessantes Verteilungsmuster in der HG
Tb-dW*, weil, wie auch in den bisherigen Untersuchungen, eine gewisse Rassedisposition zu den

einzelnen HT dieser HG erkennbar ist. Keine der untersuchten Proben fiel auf den Tb-dW3* Ast.

Drei Proben (15 %) der in der HG Tb-dW* untersuchten Versuchstiere gruppierten auf der SG
Tb-dW1*. Zwei von ihnen waren Appaloosas, die dritte Probe war eine von flinfzehn der
untersuchten ,Lokalen Ziichtungen aus Kasachstan‘. Da nur drei der untersuchten Tiere diese SG
aufwiesen, wurde davon abgesehen, die in Felkel et al. 2019 in weitere sechs Aste unterteilte SG

Tb-dW1* genauer zu betrachten.

Ein weiterer Zweig der HG Tb-dW*: Tb-dW2* wird durch die Assays sM und sP determiniert.
Von den DNA-Proben gruppierten sich flinf russisch gezogene Trakehner in dieser SG. Eine
Besonderheit an diesen Proben ist, dass alle nur das abgeleitete Allel von dem Marker sP (sP_C 1)

trugen, keine dieser Proben jedoch das abgeleitete Allel von sM (sM_A 1) trug. In den bisherigen
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Forschungen (Felkel et al. 2019 und Wallner et al. 2017) wurde davon ausgegangen, dass die
beiden Assays denselben HT determinieren und dasselbe Ergebnis liefern. Nach meinen
Ergebnissen kann der Stammbaum nun unterteilt werden und ein neuer Knotenpunkt zwischen den

Assays sP und sM eingefiigt werden.

Zwolf der untersuchten Tiere gruppierten auf den internen Knotenpunkt Tb-dW*. Unter diesen
Proben befanden sich zehn und damit alle untersuchten Quarter Horses. Es besteht also die

Moglichkeit, dass diese Tiere eine eigene SG der HG Tb-dW* darstellen.

In der Abbildung 16 ist die Verteilung der 20 Hengste in der HG Tb-dW* graphisch dargestellt,
sowie abschlieflend der rekonstruierte Stammbaum, des von mir betrachteten Ausschnitts des
Tb-d* Astes. In den folgenden Kapiteln dieser Arbeit wird auf die Aufteilung der HG Tb-o*

eingegangen.

Haplotypverteilung Th-dW* Clade

W Th-dW*
B Tb-dW1*
Th-dw2*

Abbildung 16 Prozentuelle Aufteilung der Proben auf die SG Tb-dW1* und Tb-dW2*. Die SG
Tb-dW3* fehlt in diesem Diagramm, da dieser sich in keiner der betrachteten Proben nachweisen
lieB. Tb-dW* spiegelt die Proben wider, welche das abgeleitete Allel fMW (fWM_C 1), aber
jeweils das anzestrale Allel der Marker fiir die SG Tb-dW1*, Tb-dW2* und Tb-dW3* detektierten.
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Abbildung 17 Stand der rekonstruierten HG Tb

3.3.2. Aufspaltung der Haplogruppe Tbh-o*

In den vorrangegangenen Kapiteln wurden die Verteilungsmuster der 26 Proben, welche das
abgeleitete Allel des Markers rC (rC_C 1) trugen, rekonstruiert. Die HG Tb-o ist ebenso wie die
HG Tb-d eine Aufspaltung von der in meiner Arbeit betrachteten HG Tb.

In den ersten Untersuchungen meiner Diplomarbeit (siehe 3.3. Die Aufteilung in die Haplogruppen
Tb-d* und Tb-0*) gruppierten 44 der 96 Proben auf den Tb-o* Zweig (fWU_A 1). Dieser
Abschnitt des Baumes verzweigt sich nach Felkel et al. 2019 in die HG Tb-oL* und Tb-oB*. Laut
den Forschungen von Felkel et al. 2019. gibt es die Erkenntnis, dass der Tb-oL* Zweig

ausschlieBlich beim Lipizzaner detektiert wurde. Da in meinen 96 DNA-Proben keine Lipizzaner
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oder verwandte Rassen untersucht wurden, wurde davon ausgegangen, dass es eher

unwahrscheinlich ist, diesen Ast in meinem Datensatz zu detektieren.
Die 44 Proben wurden auf die restlichen beschriebenen HT der HG Tb-o getestet.

In den folgenden Kapiteln meiner Diplomarbeit werden die Abschnitte des Tb-o* Stammes in
einzelnen Schritten genauer rekonstruiert, um die Verwandtschaftsbeziechungen der einzelnen

Rassen genauer aufzuzeigen.

3.3.2.1. Haplotypverteilung Tb-oL* und Tbh-oB*

Meine bereits durchgefiihrten theoretischen Uberlegungen zur HG Tb-oL* fanden in der
Auswertung meiner Ergebnisse der 44 Tiere Bestédtigung. Alle DNA-Proben trugen das abgeleitete
Allel am Assay fUJ (fUJ_C 1) und sind somit der HG Tb-oB* zuzuordnen. Keine Probe kann in
Tb-oL* gruppieren, weil alle Proben auf fUJ das abgeleitete Allel zeigen und somit nicht in der
HG Tb-oL gruppieren. Die zugehdrigen Rassen sind in Tabelle 16 notiert. In der Abbildung 18 ist,
wie bereits in den vorrangegangenen Kapiteln, der stetige Aufbau des phylogenetischen

Tb* Stammbaumes dargestellt.
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Tabelle 16 Rasseverteilung der HG Tb-oB*

Rasse Th-oB*
Achal Tekkiner 15
Anglo Normanne 1
Araber 1
Araber (Vollblutaraber) 4
Englisches Vollblut (Russische Zucht) 6
Kalmiickisches Pferd 1
Kirgisisches Pferd (Ursprungsrasse) 2
Kirgisisches Pferd (unbekannt) 1
Lokale Ziichtung Kasachstan 4
Lokale Ziichtung Myanmar 2
Neues Kirgisisches Pferd 1
Saddlebred 2
Shetlandpony Mini 1
Warmblut Trakehner 3
Summe 44
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Abbildung 18 Stand der rekonstruierten HG Tb

3.3.2.2. Haplotypverteilung Tb-oB1*, Tb-0B2*, Th-oB3* und Th-oB4*
Die HG Tb-o ist jene, in die prozentual die meisten Proben meines Datensatzes fielen. Insgesamt

waren das 44 (46 %) von den 96 auswertbaren Tieren.

Nach bisherigen Studien teilt sich die HG Tb-oB* in vier SG auf: Tb-oB1*, Tb-oB2*, Tb-oB3*
und Tb-oB4*, diese unterteilen sich wiederum in verschiedene Untergruppen und werden in den
nachfolgenden Kapiteln betrachtet. In der folgenden Tabelle 17 ist die Rasseverteilung der
untersuchten méannlichen Pferde auf die verschiedenen Unterteilungen des Tb-oB* Stammbaumes

dargestellt.
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Tabelle 17 Rasseverteilungen anhand der SG Tb-oB1 und Tb-oB3*

Rasse Th-oB1* Tb-0B3*
Achal Tekkiner 0 15
Anglo Normanne 1 0
Araber 1 0
Araber (Vollblutaraber) 4 0
Englisches Vollblut (Russische Zucht) 6 0
Kalmiickisches Pferd 1 0
Kirgisisches Pferd (Ursprungsrasse) 2 0
Kirgisisches Pferd (unbekannt) 1 0
Lokale Ziichtung Kasachstan 0 4
Lokale Ziichtung Myanmar 2 0
Neues Kirgisisches Pferd 0 1
Saddlebred 2 0
Shetlandpony Mini 0 1
Warmblut Trakehner 3 0
Summe 23 21

Bei den 44 untersuchten Hengstproben, welche auf die Assays der HG Tb-oB* angesprochen

haben, konnte man in den Untersuchungen feststellen, dass sie sich ausschlieBlich auf zwei der vier

weiterfilhrenden Aste beschriinkten. Mit den Assays rP, qJ, gBL, gFM und qCM wurden nur die

anzestralen Allelvarianten detektiert, somit konnten die SG Tb-oB2* und Tb-oB4* in meinen
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Proben nicht nachgewiesen werden. Diese beiden Aste werden in den folgenden Ausfiihrungen und

Abbildungen nicht weiter betrachtet.

Insgesamt konnten 23 (52 %) der Tb-oB Tiere der SG Tb-oB1*zugeordnet werden. Es lésst sich
eine rassespezifische Verteilung erkennen. Alle getesteten Araber, ausgenommen der russischen
Araber (HG Tb*), sowie drei der vier getesteten Trakehner gruppierten in der SG Tb-oB1*. Auch
hier sind die fiinf russisch gezogenen Trakehner ausgenommen, diese lieBen sich der SG Tb-dW2
zuordnen (siehe 3.3.1.2. Haplotypverteilung Tb-dW1*, Tb-dW2* und Tb-dW3*). Ebenso konnte
bei allen (insgesamt sechs) untersuchten russisch gezogenen Englischen Vollbliiter Tb-oBl
nachgewiesen werden. Aber auch Pferderassen aus dem Mittleren Osten reprisentierten diese SG
(Tabelle 17). Da gut 24 % meiner in Summe ausgewerteten Proben auf Tb-oB1* fielen, wurden
diese in einer folgenden Untersuchungsreihe auf die drei von Felkel et al. beschriebenen
nachfolgenden Stammbaumaste getestet. Die Ergebnisse werden im néchstfolgenden Kapitel ndher

beschrieben.

Eine groBBe Anzahl an Proben signalisierte in meiner Arbeit die SG Tb-oB3*, insgesamt 21 (48 %)
der in der HG Tb-o gruppierenden 44 Tiere. Besonders herausstechend ist, dass alle im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten fiinfzehn Achal Tekkiner, diese HG représentieren. Die anderen sechs
Pferde in Tb-oB3 sind vorwiegend aus Rassen des Mittleren Ostens. Es handelt sich hierbei um
das einzige ,Neue Kirgisische Pferd® und vier der fiinfzehn getesteten lokalen Ziichtungen aus
Kasachstan. Ein auBlergewohnliches Ergebnis lieferte ein Mini-Shetlandpony. Laut meinen
Voriiberlegungen wurde davon ausgegangen, dass es nicht in die HG Tb gruppiert. Dieses Tier trug

jedoch das abgeleitete Allel am Assay fQI und kommt somit in der SG Tb-oB3* zum Liegen.

Auch in der SG Tb-oB3* konnten zwei HT diskriminieren werden. Da alle Achal Tekkiner in diese
SG fielen, wird im Zuge meiner Diplomarbeit noch deutlicher auf die Aufspaltung von Tb-oB3*
eingegangen. Damit soll eine moglichst genaue Verteilung der Proben am Stammbaum dargestellt
und rassenspezifische genetische Unterschiede klarer definiert werden. In der folgenden Abbildung

19 ist die prozentuale Verteilung der 44 DNA-Proben in der HG Tb-oB* grafisch dargestellt und
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im Anschluss daran befindet sich zur Veranschaulichung der bisher in dieser Arbeit rekonstruierte

phylogenetische Stammbaum der HG Tb*.

Haplotypverteilung Th-oB*

M Th-oB1*
M Th-oB3*

Abbildung 19 Prozentuelle Aufteilung der Proben auf die SG Tb-oB1* und Tb-oB3*. Die SG
Tb-oB2* und Tb-oB4* fehlen in diesem Diagramm, da diese sich in keiner der betrachteten Proben

nachwiesen lieflen.
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Abbildung 20 Stand der rekonstruierten HG Tb

3.3.2.3 Haplotypverteilung Tb-oBla, Tb-0B1b und Th-oBl1c¢

Die 23 DNA-Proben von Tieren, welche das abgeleitete Allel am Assay fBVB trugen und somit in
die SG Tb-oB1* clustern (Tabelle 17, Spalte Tb-oB1*), wurden in den folgenden Untersuchungen
an den drei abzweigenden Asten der SG Tb-oB1* getestet. Erstaunlicherweise konnten keine
meiner untersuchten Proben auf einem dieser Aste wiedergefunden werden. Alle 23 der getesteten
Pferde ergaben bei den vier getesteten Assays das anzestrale Allel und gruppieren sich somit am

Knotenpunkt Tb-oB1*.

Im Folgenden dieses Unterkapitels ist der Stand des phylogenetischen Stammbaumes dargestellt.
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Abbildung 21 Stand der rekonstruierten HG Tb

3.3.2.4. Haplotypverteilung Th-oB3a* und Tbh-oB3b*

Eines der aussagekriftigsten Ergebnisse in meiner Diplomarbeit wurde bei den Untersuchungen
der Aufzweigungen des Tb-oB3* Astes erlangt. Rund 21 (22 %) aller untersuchten Proben fielen
in diese SG. Eine weitere Besonderheit ist, dass von diesen 21 Tieren 15 (circa 71 %)
Rasseanhdnger der Achal Tekkiner sind. Bis auf eine Mini-Shetlandpony-Probe entstammen alle
Tiere dem zentralasiatischen Raum. Alle DNA-Proben, welche am Assay fQI das abgeleitete Allel
zeigten, also in Tb-oB3 clustern, wurden in den folgenden Untersuchungen auf die Assays fWY,
fRN (beide Tb-oB3a) und auf rJ (Tb-oB3b) getestet. Hierbei wurde genauen Wert daraufgelegt,
dass alle Proben auf beiden Assays der SG Tb-oB3a* (fRN/fWY) getestet wurden, um die

evolutiondre Reihung dieser beiden genetischen Varianten zu eruieren. Tiere, welche nur am Assay
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fWY das abgeleitete Allel (fWY_A 1) trugen, wurden mit Tb-oB3a* benannt und solche, welche
zusétzlich das abgeleitete Allel am Marker fRN (fRN_C 1) trugen, wurden unter dem Namen Tb-

oB3al gekennzeichnet.

In der folgenden Tabelle 18 ist die Verteilung der Rassen auf die beiden SG Tb-oB3a* und
Tb-oB3b* sowie dem Endpunkt Tb-oB3al dargestellt.

Tabelle 18 Rasseverteilungen anhand der HT Tb-oB3a*, Tb-oB3al und Tb-oB3b*. Unter Tb-oB3*
(Non Tb-oB3a*/b*) sind Proben angefiihrt, welche das abgeleitete Allel (fQI C 1) besitzen, aber
fiir die die SG Tb-oB3a* und Tb-oB3b* nicht detektiert werden konnten.

Rasse Tb- Tb- Th- Th-0B3*(non Th-oB3a*/b*)
oB3a* oB3al oB3b*

Achal Tekkiner 13 2 0 0
Lokale Ziichtung 0 0 0 4
Kasachstan

Neues Kirgisisches Pferd 0 0 0 1
Shetlandpony Mini 0 0 1 0
Summe 13 2 1 5

Ein Grofteil der an diesem Stammbaum-Zweig untersuchten Proben, nimlich 15 (circa 71 %),
fielen in die SG Tb-oB3a*, darunter befanden sich ausschliefllich die Achal Tekkiner. Diese
fiinfzehn Proben werden zu einem spéteren Zeitpunkt dieses Kapitels noch genauer betrachtet. Das
Shetlandpony, welches auch der SG Tb-0oB3* zuordnet werden konnte und welches als einziges
Tier dieses Stammbaumabschnittes nicht einen Rasseursprung im zentralasiatischen Raum hatte,
konnte als alleinige Probe in meinen gesamten Untersuchungen dem abgeleiteten Allel des Assay

rJ der SG Tb-0B3 zugeordnet werden. Fiinf (rund 24 %) der in diesem Kapitel betrachteten Proben
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konnten weder der SG Tb-oB3a* noch Tb-oB3b* zugesprochen werden. In der Abbildung 22 ist
die prozentuale Verteilung der Proben auf die beiden HT der SG Tb-oB3* dargestellt.

Haplotypverteilung Th-oB3*

M Th-oB3b*
H Tb-oB3a*
Tb-oB3*(non Th-oB3a*/b*)

Abbildung 22 Prozentuelle Aufteilung der Proben auf die SG Tb-oB3a* und Tb-oB3b*. Unter
dem Punkt Tb-oB3*(non Tb-ob3a*/b*) *) sind Proben angefiihrt, welche das abgeleitete Allel
(fQI_C 1) besitzen, aber weder zu der SG Tb-oB3a* noch Tb-oB3b* zuzuordnen sind.

Die 15 Proben, welche der SG Tb-oB3a* zugeordnet werden konnten, wurden nun genauer anhand
der beiden Assays dieser SG untersucht: fWY und fRN. In den bisherigen Forschungsarbeiten
wurde immer entweder an beiden der sich auf diesem Ast befindlichen Assays das abgeleitete Allel
detektiert oder bei keinem von beiden. Anhand meiner Untersuchungen konnte jedoch ein
evolutiondrer Unterschied deutlich gemacht werden. Bei dreizehn Tieren konnte das abgeleitete
Allel ausschlieBlich beim Assay fWY eruieret werden. Keine dieser Proben ergab das abgeleitete
Allel bei dem Assay fRN. Nur fiir zwei Tiere konnte sowohl fiir den Assay fWY als auch fiir den
Assay fRN das abgeleitete Allel ermittelt werden. Diese Tiere wurden in den Aufzeichnungen mit
dem Haplotypnamen Tb-oB3al gekennzeichnet, da in den bisherigen Forschungen nur ein HT,
niamlich Tb-oB3a* beschrieben war. Somit kam es zu dem Schluss, dass es einen weiteren

Knotenpunkt innerhalb des Stammbaumen geben muss. Diese Besonderheit der Untersuchungen
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und die prozentuale Aufteilung sind in der Abbildung 23 dargestellt. Im Abschluss an dieses

Diagramm kann man den endgiiltigen Stammbaum meiner Arbeit entnehmen.

Aufspaltung des Th-oB3a* Clades

M Th-oB3a*
B Th-oB3al

Abbildung 23 Aufteilung der Proben der SG Tb-oB3a. Tiere, welche nur am Assay fWY das
abgeleitete Allel tragen, wurden mit Tb-oB3a* benannt und solche, welche zusitzlich das

abgeleitete Allel am Marker fRN tragen, wurden unter dem Namen Tb-oB3al gekennzeichnet.
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Abbildung 24 Finale rekonstruierte HG Tb
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3.4. Endergebnis

In der folgenden Tabelle 19 sind alle von mir erfassten Endergebnisse anhand ihrer
Rassenzugehorigkeit zusammengefasst. In den beiden mittleren Spalten ist die Anzahl der jeweils
von mir untersuchten Rasseangehorigen sowie die Aufteilung der Proben anhand ihren von mir
endgiiltig bestimmten HT dargestellt. In der letzten Spalte dieser Tabelle ist das jeweilige
Hauptherkunftsland der einzelnen Rassen angegeben, dies ist jedoch keine Angabe zum Einzeltier
und ldsst daraus nicht schlieBen, in welchem Land mit den von mir untersuchten Hengsten
geziichtet bzw. gearbeitet wurde. Es soll ausschlieBlich zur Veranschaulichung dienen, wie
rdumlich verstreut die Urspriinge der einzelnen Rassen, welche im Rahmen dieser Arbeit zu der

Rekonstruktion der HG Tb untersucht wurden, geziichtet wurden.
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Tabelle 19 Zusammenfassung der Rassenverteilung anhand der jeweiligen HT

Haplotyp (Hiufigkeit)

Rasse Anzahl Herkunftsland
Anzahl Positiv auf

Achal Tekkiner 15 2 Tb-oB3al Turkmenistan

13 Tb-oB3a*
American Bashkir Curly 1 1 Tb-dW* Nevada (USA)
Horse
Anglo Normanne 1 1 Tb-oB1* Normandie

(Frankreich)
Appaloosa 2 2 Tb-dW1* Nordamerika
Araber 1 1 Tb-oB1* Arabische Halbinsel
Araber (Russischer Araber) 6 6 Tb* Russland
Araber (Vollblutaraber) 4 4 Tb-oB1* Arabische Halbinsel
Englisches Vollblut 6 6 TB-oB1* Russland
(Russische Zucht)
Kalmiickisches Pferd 1 1 Tb-oB1* Republik Kalmiickien
(Russland)

Karabagh 1 1 Tb* Aserbaidschan
Kirgisisches Pferd 2 2 Tb-oB1* Kirgistan
(Ursprungsrasse)
Kirgisisches Pferd 1 1 Tb-oB1* Kirgistan
(unbekannt)
Lokale Ziichtung Kasachstan 15 9 Tb* Kasachstan

4 Tb-oB3*

1 Tb-d*

1 Tb-dW1*
Lokale Ziichtung Myanmar 2 2 Tb-oB1* Myanmar
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Miniatur Horse 1 1 T* USA
(Amerikanisches)
Mongolisches Pferd 3 3 Tb* Mongolei
Neues Kirgisisches Pferd 1 1 Tb-oB3* Kirgistan
Quarter Horse 10 10 Tb-dW* Amerika
Saddlebred 2 2 Tb-oB1* Amerika
Shetlandpony 2 1 T* Grof3britannien
1 Tb-oB3b*
Stiddeutsches Kaltblut 1 1 Tb-dW* Deutschland
Terceira Pony 3 3 T* Portugal
Traber 5 5 Tb-dM* Amerika/Europa
Trakehner (Russische Zucht) 5 5 Tb-dW2* Russland
Warmblut Trakehner 4 3 Tb-oB1* Deutschland
1 Tb*
Welsh-A 1 1 T* GrofBbritannien
Summe 96 96
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4. Diskussion

4.1. Bisheriger Stand der Wissenschaft

Schon seit langer Zeit beschéftigten sich Forscher mit der Vererbung und Sequenzierung des
Y-Chromosoms. Die geringe Sequenzdiversitdt der Y-Chromosomen der Hengste bereitete den
Forschern lange Zeit Probleme, geeignete Marker zur Erforschung der paternalen
Abstammungslinien zu entdecken. Im Jahr 2013 gelang es Wallner et al. erstmals das
Y-Chromosom der Pferde genauer zu entschliisseln. Sie erforschten erste informative Marker

anhand derer man genetische Unterschiede am Y-Haplotypen beim Pferd untersuchen konnte.

Im Laufe der Jahre konnten immer mehr Marker erforscht werden und somit die spezielle, aber
doch eng beieinanderliegende genetische Vielfalt des Y-Chromosoms genauer ermittelt werden.
Was anfangs mit sechs zu unterscheidenden HT begann, wuchs bis heute zu einem groB3en
phylogenetischen Stammbaum heran. Der derzeitige Stand dieses Baumes ist in meiner Arbeit in

der Abbildung 4 dargestellt.

Schon in Thren Forschungen im Jahre 2017 stellten Wallner et al. einen Zusammenhang zwischen
den heute modernen Rassen sowie den Pferden turkmenischen Ursprungs dar. Diese Rassen
gruppierten sich in der HG Tb. In der hochfrequentierten HG Tb gruppieren sich ebenfalls die drei
Griinderhengste der Rasse Englisches Vollblut. Diese und weitere Zusammenhénge der Rassen,
welche die HG Tb widerspiegeln, sollten noch genauer untersucht werden, dies ist im Rahmen

dieser Arbeit geschehen.

4.2. Grundkonzept und Interpretation meiner Ergebnisse

,Himmelspferde*, so werden die turkmenischen Pferde anhand ihres Aussehens bis heute in der
Literatur beschrieben. Historische Untersuchungen belegen einen enormen Einfluss dieser
eleganten, ausdauernden und anhinglichen Pferde auf die Zuchtgeschichte unserer heutigen
modernen Rassen. So soll beispielsweise ein grofer Teil der Geschichte der Englischen Vollbliiter

auf damals aus dem Nahen Osten importierten Pferden basieren (Hendricks et al. 2007, Wallner et
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al. 2013 und 2017). Die Englischen Vollbliiter wurden wiederum zur Veredlung vieler moderner

Pferderassen eingesetzt (Hendricks et al. 2007).

Tiefgriindige Untersuchungen zu den Zusammenhingen der Rassen, welche sich in der HG
gruppieren, sollten mit dieser Diplomarbeit abgeklart werden. Existieren regionale
Zusammenhédnge der HT in Bezug auf die Herkunftslander der untersuchten Rassen? Gibt es bisher
unentdeckte Erkenntnisse in der HG Tb, welche noch nicht wissenschaftlich belegt sind? Diese
und viele weitere Fragen beschéftigten mich vor Beginn meiner Arbeit und so begann ich, unter

besonderer Hilfe von Barbara Wallner und Doris Rigler, diese Thesen zu untersuchen.

Anhand von 121 Hengst-DNA-Proben wurde im Laufe meiner Forschungsarbeit Schritt fiir Schritt
die HG Tb auf Basis des phylogenetischen Stammbaums des Y-Chromosoms der Hengste (Felkel
et al. 2019, Abbildung 5) rekonstruiert, um die Verwandtschaftsbezichungen der einzelnen Tiere
genauer darzustellen. Im Rahmen dieser Arbeit entwickelte sich ein weit geficherter Stammbaum,

mit teilweise sehr unerwartetem Ausgang.

Insgesamt konnte fiir 96 der untersuchten Proben einen Endpunkt am Stammbaum bestimmt
werden. Die untersuchten Tiere gehdrten 26 Rassen an, welche urspriinglich aus unterschiedlichen
Landern stammen. Die ersten wichtigen Erkenntnisse wurden bereits an der ersten Aufzweigung
des untersuchten Stammbaumabschnittes erlangt. Tiere mit eurasischer Rasseherkunft gruppierten
sich Grof3teils in der HG Tb-o, wohingegen die amerikamischen Rassen eher in die HG Tb-d
clusterten und die getesteten Ponyrassen gruppierten sich bis auf ein Shetlandpony nicht in der HG
Tb. Somit wurde einen regionalen Zusammenhang der einzelnen HTs nachgewiesen. Da nur sehr
begrenzte Pedigreedaten von den Proben vorhanden waren, konnte auf mdgliche

zuchtgeschichtliche Urspriinge dieser Zusammenhénge nicht genauer eingegangen werden.

An fiinf Knotenpunkten am phylogenetischen Stammbaum gruppierten sich Proben, welche den an
diesen Punkten bisher erforschten abgehenden Asten nicht folgten. Es wurde vermute, dass es
eventuell weitere unentdeckte HT an diesen Stellen des Stammbaumes gibt und sich somit weitere
Abzweigungen von diesen Knotenpunkten ergeben wiirden. Meist gehoren die Tiere, welche sich

an einem Knotenpunkt gruppieren, einer Rasse an. Daraus wurde geschlussfolgert, dass diese Tiere
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durch Mutation der NRY genetisch von den bisher erforschten HT abweichen und durch die
ziichterische Selektion einen eigenen Abschnitt auf dem Stammbaum gegriindet haben. Mittels
zukiinftiger Sequenzierarbeit konnten dieseVermutungen erforscht werden, um mogliche neue HT
zu entdecken. In den folgenden Unterkapiteln wird auf einzelne Aspekte meiner Ergebnisse noch

genauer eingehen.

4.2.1. Der Knotenpunkt Tb

Von den 96 ausgewerteten DNA-Proben gruppierten sich 20 in der HG Tb, konnten aber keiner
der beiden erwéhnten evolutionir folgenden HG zugeordnet werden. Unter diesen Proben befanden
sich sdmtliche von mir untersuchten Russischen Araber. Auf die Verbreitung der restlichen von
mir untersuchten Araber wird im spiteren Verlauf der Diskussion noch genauer eingegangen. Des
Weiteren endeten alle drei von mir beprobten Mongolischen Pferden sowie neun von 15 der
untersuchten Pferde aus Kasachstan an diesem Knotenpunkt des Stammbaumes. Dieser genetische
Zusammenhang ldsst sich unter anderem durch die regional benachbarten Ursprungslinder
Kasachstan und Mongolei erkldren. Aufgrund der Tatsache, dass sich gut 20 Prozent meiner Proben
an diesem Knotenpunkt Tb gruppieren, wird vermutet, dass hier zukiinftige Forschungsarbeiten
neue Erkenntnisse liber mogliche weitere Abzweigungen von diesem Knotenpunkt aus ergeben
konnten. Die lokale Verbindung der Ursprungslidnder dieser Hengste zeigt, dass sie einen
gemeinsamen Vorfahren hatten. Durch Mutation der NRY scheinen sich bisher nicht erforschte
SNPs entwickelt zu haben. Ob sich die an diesem Knotenpunkt gruppierten Rassen in einer
gemeinsamen neuen SG clustern, wére ein Ansatz fiir mogliche weiterfiihrende Forschungen in der

HG Tb.

4.2.2. Neue Erkenntnisse in der Haplogruppe Tb-d*
Gut ein Viertel (26 Proben) der untersuchten Tiere gruppierte sich in der HG Tb-d* (Tabelle 14).
Schaut man sich diese Proben genauer an, wird deutlich, dass ein GroBteil der von mir untersuchten

Tiere mit amerikanischem Rassenursprung in diese HG clustern. Einzig die beide Pferde der Rasse
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Saddlebred gruppierten in die HG Tb-oB1*. Betrachtet man die Zuchtgeschichte der Saddlebreds,
so ldsst sich ein groBer Einfluss von Englischen Vollbliitern durch Importe Anfang des 18.
Jahrhunderts eruieren (ASHA: American Saddlebred Horse Association). Es ist bereits bekannt,
dass die Linie einer der Stammviter der Saddlebreds, Denmark (1839), von dem Englischen
Vollblut Hengst Byerly Turk gegriindet wurde. Pferde, welche aus Linien stammen, die von Byerly
Turk gepragt wurden, gruppieren sich am Stammbaum in der HG Tb-oB1* (Felkel et al 2019).

Daher entspricht das Ergebnis meiner beiden Saddlebredproben den Erwartungen.

Betrachtet man die Pferde welche in die HG Tb-d* gruppieren genauer (Tabelle 15), so stellt man
fest, dass bis auf die Traber, welche sich alle fiinf in die HG Tb-dM* clustern, alle Tiere dic HG
Tb-dW* widerspiegeln. Hambletonian 10 (1849) gilt als der Stammvater der amerikanischen
Traberzucht. In seinen Ahnentafeln findet man den Griindervater der Englischen Vollbliiter Darley
Arabian. Der Linie des Hambletonian 10 spiegelt laut bisherigen Forschungsarbeiten (Felkel et al.

2019) die HG Tb-dM* wider (Abbildung 5).

Auftillig ist, dass zwolf der 20 Tiere, welche der HG Tb-dW* zugeordnet werden konnten, nicht
in die weiterfiihrenden SG eingeordnet werden konnten. Somit gruppieren sich diese zwolf Proben
am Knotenpunkt Tb-dW*. Zehn dieser Tiere gehdren zu den Quarter Horse. Da dies somit alle von
mir untersuchten Quarter Horse betrifft, wird auch an diesem Knotenpunkt eine moglicherweise
noch nicht erforschte Mutation des NRY vermutet, welche sich in der Zuchtgeschichte der Quarter

Horse Linien verankerte.

4.2.3. Die Rassen Araber und Trakehner

Auf zwei Rassen mochte ich ein besonderes Augenmerk legen: Die Araber und die Trakehner. In
meiner Arbeit habe ich neun Trakehner sowie elf Araber ausgewertet, welche sich alle in der
Haplogruppe Tb gruppieren lieBen. Vorstudien ergaben, dass sich diese Rassen eher auf
evolutionir frither abgespaltenen Asten des phylogenetischen Stammbaumes gruppieren: in der
HG A sowie der zeitlich der Tb-Gruppe vorldaufigen HG Ta* (Cosgrove et al. 2020). Betrachtet

man die in meiner Arbeit untersuchten Araber genauer, so stellt man fest, dass ich die Tiere in drei
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Gruppen unterteilt habe: Araber, Russische Araber und Vollblutaraber. Zu den Vollblutarabern
zahlen nur Rassevertreter, welche ohne Einfluss von Fremdblut geziichtet sind, also Reinzucht
sind. Zu den Arabern zédhlen Tiere, welche zwar einen gewissen Anteil Fremdblut anderer Rassen
in sich tragen, jedoch phénotypisch dem Vollblutaraber entsprechen. Zu den Russischen Arabern
zahlen arabische Pferde, welche sowohl in der miitterlichen, als auch der véterlichen Linie
Vorfahren aus dem ehemaligen russischen Staatsgestiit Tersk aufweisen. Die sechs Russischen
Araber gruppierten sich wie bereits erwédhnt am Knotenpunkt Tb*, spiegeln jedoch weder die HG
Tb-0* noch Tb-d* wider. Die vier Vollblutaraber sowie der eine von mir untersuchte Araber
clustern in die SG Tb-oB1*. Der HT Tb-oB1* kann dem Griinderhengst Byerley Turk zugeordnet
werden. Von diesem Knotenpunkt entspringen laut bisherigen Forschungen (Felkel et al. 2019)
drei Aste, jedoch spiegelte keine meiner Proben Marker dieser Aste wider. Den genetischen
Zusammenhang zwischen den Arabern sowie dem Griinderhengst der Englischen Vollbliiter
Byerley Turk haben Cosgrove et al. 2020 bereits nachgewiesen. Es handelte sich hierbei um
Araber, welche vorwiegend im Rennsport eingesetzt werden. Ebenso entdeckten sie einen Einfluss
der Whalebone-Linie auf die Zuchtgeschichte der Rennaraber. Whalebone-Nachkommen, welche

die SG Tb-dW1 detektiert, konnte ich bei meinen untersuchten Arabern nicht ausfindig machen.

Ebenfalls in die SG Tb-oB1* gruppierten sich drei meiner Trakehner, auch sie verfolgen keinen
der abgehenden Aste. Eine Probe aus der Gruppe der Trakehner stagnierte im Knotenpunkt Tb*
und alle von mir untersuchten Russischen Trakehner gruppierten sich in der SG Tb-dW2. Die HG
Tb-d wird genetisch von dem Griinderhengst der Englischen Vollbliiter Darley Arabian gepragt.
Aufgrund der geringen Stichprobengrofle sowie fehlender Pedigreedaten fiir die untersuchten
Trakehner kann ich den Einfluss der Griinderhengste des Englischen Vollbluts oder moglicher
anderer Rassen auf die getesteten Trakehner nicht genauer ergriinden. Besonders in den Anféngen
der Trakehnerzucht wurden englische und arabische Hengste in die Zucht eingebracht, um die
Trakehner groBer und widerstandsfahiger zu machen (Tautorat 1987). Neben dem
Hauptzuchtgebiet in Deutschland gab es auch einige Subpopulationen in den Ostlichen Liandern.
Solche Populationen entstanden meist aufgrund vorherrschender Kriege, von denen

Trakehnerpferde als Kriegsbeute mitgebracht wurden. Eine bedeutende Rolle spielen hierbei die
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russischen Trakehner, welche im russischen Gestiit Kirow in Reinzucht weitergeziichtet wurden.
Ebenso befanden sich viele reingezogene Trakehner in Polen. In den 6stlichen Lédndern gab es iiber
die Jahre regen Zuchtaustausch. Allerdings gab es kaum Austausch mit deutschen Zuchtpferden,
wodurch die russischen Linien wenig von den deutschen Linien beeinflusst wurden (Gerling 2018).
Dies erklart somit auch die unterschiedlichen Richtungen, welche die Trakehnerproben am
Stammbaum eingeschlagen haben und ist mitunter auch der Grund, warum die russischen
Rasseangehorigen sich in der SG Tb-dW2 gruppieren, wohingegen die nicht russisch gezogenen
Tiere sich an der entgegengesetzten Aufzweigung der HG Tb gruppieren: Tb-oB1*. Weitere
Forschungsarbeiten wéren in diesem Bereich moglich. Des Weiteren wire eine tiefgreifende
Untersuchung der Trakehner anzudenken, um den Ursprung der Aufspaltung der Zuchtlinien auf

die verschiedenen Abschnitte der Krongruppe genauer zu ergriinden.

4.2.4. Die Rasse Achal Tekkiner und der neue Knotenpunkt

Ein letzter sehr interessanter Punkt in meinen Untersuchungen, der angesprochen wird, ist die
Verteilung der Achal Tekkiner Proben. Von bisherigen Forschungsarbeiten weifl man, dass sich
die Achal Tekkiner in der SG Tb-oB3a*, welche durch zwei Marker untersucht wird, gruppieren
(Felkel et al. 2019). Bisher haben Proben, welche in diese SG clustern, immer beide Marker
detektiert. Diese Tatsache konnte mit den flinfzehn von mir untersuchten Rassevertretern
widerlegen werden. Nur zwei dieser Tiere zeigten die abgeleiteten Allele an beiden Markern, die
restlichen dreizehn Achal Tekkiner spiegelten ausschlieBlich das abgeleitete Allel des Markers
fWY wider, am Marker fRN wurde bei diesen Proben das anzestrale Allel (Tabelle 18) detektiert.
Daher kommt man zu dem Schluss, dass sich im Stammbaum zwischen diesen beiden Markern ein
Knotenpunkt befinden muss. Somit wurde fiir die Proben, welche die abgeleiteten Allele an beiden
Markern gezeigt haben, einen neuen HT im Stammbaum angegeben: Tb-oB3al. Griinde fiir die
evolutiondre Entstehung eines neuen Knotenpunkts konnen vielfiltig sein. Vermutet wird, dass in
diesem Fall eine Aufspaltung der Achal Tekkiner in verschiedene Zuchtlinien ausschlaggebend
war. Die Achal Tekkiner werden grundlegend in drei Typen unterteilt, welche deutliche

Exterieurunterschiede aufweisen. Genetisch kann man diese drei Typen ebenso auf
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unterschiedliche Hengstlinien zuriickfiihren. Es wird davon ausgegangen, dass die verschiedenen
Hengstlinien urspriinglich fiir die Aufspaltung meiner Proben sind. Jedoch kann dies aufgrund der
fehlenden Pedigreeangaben nicht genauer belegen werden. Auch hier wire zukiinftige
Forschungsarbeit mdglich, um noch genauere Erkenntnisse iiber diesen Abschnitt des

Stammbaumes zu erlangen.

4.3. Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass ein Grofteil meiner Proben, mit den Ergebnissen aus
bisherigen Forschungsarbeit identisch ist (Felkel et al. 2017/2019, Wallner et al. 2017). Nur wenige
Proben entsprachen nicht den bisherigen Erkenntnissen, ein Beispiel hierfiir wére das
Shetlandpony, welches in Tb-oB3b* gruppierte. Dieser Abschnitt wird von dem Englischen
Vollbluthengst Godolphin Barb geprigt (Felkel et al. 2019). Ebenso unerwartet war die Probe des
Stiddeutschen Kaltblutes, sie gruppierte auf Tb-dW*. Dieser Abschnitt des Stammbaumes ist
geprigt durch Rassen, welche durch den Einfluss des Englischen Vollbluthengstes Eclipse (1764),
welcher von Darley Arabian abstammt, geprigt sind. Betrachtet man die Zuchtgeschichte dieser
Kaltblutrasse, so stellt man fest, dass sie auch von modernen Warmbliitern beeinflusst wurde,

welche laut Wallner et al. 2017 auch auf die Englischen Vollbliiter zuriickzufiihren sind.

An einigen Abschnitten des Stammbaumes wurden neue Erkenntnisse gewonnen, welche zukiinftig
noch genauer untersucht werden miissten. Das Verteilungsmuster der einzelnen Rassen am
Stammbaum ldsst regionale Verwandtschaftsbeziehungen vermuten. Hierbei ist besonders
anzumerken, dass der Grofiteil der Pferde mit amerikanischer Rasseherkunft in die HG Tb-d*
clustern, wohingegen die asiatischen Tiere sich eher in der HG Tb-o* gruppieren (Tabelle 13). Es
wird vermutet, dass hier die Einfliisse der verschiedenen Linien der Englischen Vollbliiter und der
turkmenischen Pferde ausschlaggebend ist. Darley Arabian, der den GroBteil der Englischen
Vollbliiter pragte, reprisentiert den Tb-d* Zweig, wohingegen die anderen beiden Griinderhengste
und ein Grofteil der Achal Tekkiner Teile der zweiten Abzweigung der HG Tb représentieren:

Tb-o*. Es wird davon ausgegangen, dass die Amerikanischen Pferderassen durch Veredelung mit
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Englischen Vollbliitern geprégt wurden und da Darley Arabian den Grofteil der Englischen
Vollbliiter préagte, zeigte sich eine repriasentative Verteilung dieser Rassen in der HG Tb-d. Durch
die regionale Verbindung der Rassen, welche in die HG Tb-o* clustern, wird vermutet, dass diese
sich gegenseitig in der Zuchtgeschichte beeinflusst haben. Ebenso ist dieser Stammbaumabschnitt
durch die Rennaraber geprigt, welche auch einen Einfluss von Byerly Turk erhielten (Cosgrove et

al. 2020) und gern zur Veredelung anderer Rassen herangezogen wurden.

Die Untersuchungen an der HG Tb* sind noch lang nicht abgeschlossen. Im Rahmen meiner Arbeit
wurde nur ein Bruchteil der Y-chromosomalen Diversitidt der Pferde betrachtet, welche diesen
Abschnitt der sogenannten Krongruppe angehoéren. Es konnten regionale Zusammenhénge
zwischen Ursprungsldndern der Rassen und der Lage am phylogenetischen Stammbaum darstellt
werden. Aufgrund der doch geringen Stichprobengréfie und der fehlenden Pedigrees konnte keine
tiefgreifende Aussage iiber die Verwandtschaftsbeziehungen einzelner Tiere innerhalb einer Rasse

sowie rasseiibergreifend getroffen werden.

An einigen Knotenpunkten wurde festgestellt, dass sich dort Pferde gruppieren, welche die
weiteren bekannten evolutionidr folgenden Haplotypen nicht widerspiegeln. Weitere
Sequenzierarbeit an Tieren, welche an diesen Knotenpunkten stagnieren, kdnnten neue
Erkenntnisse iiber mogliche, noch nicht entdeckte Haplotypen liefern und somit das Wissen iiber
die HG Tb* erweitern. Diese Aspekte konnten zukiinftige Forschungsarbeiten aufgreifen, um die
HG Tb sowie die Zusammenhinge in den Zuchtgeschichten einzelner Rassen genauer zu

rekonstruieren.

Ein weiterer sehr interessanter Punkt, welcher meiner Meinung nach einen guten Ansatz fiir
tiefgriindige Untersuchung bietet, sind die Verteilungsmuster der Trakehner am phylogenetischen
Stammbaum. In den Untersuchungen gruppierten sich diese Tiere an ganz unterschiedlichen
Abschnitten der Krongruppe. Inwieweit dies auf die Zuchtgeschichten zuriickfiihren ist, welchen
Einfluss sie von anderen Rassen widerfahren haben und ob spezielle Linien auf unterschiedliche

Stammbaumabschnitte clustern, wére ein interessanter Faktor.
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5. Zusammenfassung

Die Geschichte der Pferdezucht begann lange vor unserer heutigen Zeit. Die Vielfalt unserer
modernen Rassen basiert auf gerichteter Selektion iiber mehrere hundert Jahre. So begannen sich
die Pferdetypen regional zu entwickeln und mit der Zeit priagten sich phino- sowie, wie wir heute
auch wissen, genotypische Merkmale besonders aus. Erst in evolutiondr kurzer Zeit wurde
begonnen, Pferde aus verschiedenen Herkunftsregionen miteinander zu verpaaren, um bestimmte
Eigenschaften der Rassen zu verbessern. Lange Zeit war unklar, inwiefern die Hengstlinien
verschiedener Rassen miteinander verwandt sind. Seit 2013 kann das Y-Chromosom der Pferde,
welches nur bei minnlichen Tieren nachgewiesen werden kann und sich von dem Vater auf den
Sohn vererbt, trotz seiner geringen Sequenzdiversitit mittels polymorphen Markern untersucht

werden. Diese Informationen sind zu einem phylogenetischen Stammbaum zusammengefasst.

Die Beziehungen zwischen modernen Pferderassen habe ich im Rahmen meiner Diplomarbeit
genauer untersucht, indem ich die Y-chromosomale Haplogruppe Tb anhand von 121 ménnlichen
DNA-Proben verschiedenster Pferderassen rekonstruiert habe. Hierzu habe ich die Proben anhand
von 26 polymorphen Markern genauer untersucht und im phylogenetischen Stammbaum
eingegliedert. Die Untersuchungen habe ich mittels fluoreszierenden KASP®-Technologie mit der

Real-Time-PCR durchgefiihrt.

Im Laufe der Untersuchungen kristallisierte sich ein interessantes Verteilungsmuster der Proben
auf. Es wurde deutlich, dass sich der Grof3teil der Pferde mit amerikanischer Rassenherkunft in
meinem Datensatz in der Haplogruppe Tb-d* gruppieren, wohingegen die Tiere asiatischer Rassen
eher in die Haplogruppe Tb-o* clusterten. Viele Hengste derselben Rassen gruppierten sich auf
gleichen Teilen des Stammbaumes. Ebenso lieBen sich bei global ndher gelegenen
Herkunftsldndern der einzelnen Rassen Riickschliisse auf gemeinsame Vorfahren ziehen, da diese

meist gemeinsam gruppierten.

Fest steht, dass sowohl die modernen Pferderassen als auch die alten Ziichtungen aus dem Mittleren
Osten einen gemeinsamen Ursprung haben und sich in den verschiedenen Aufzweigungen der

Haplogruppe Tb widerspiegeln. Dies zeigte sich auch in Rahmen meiner Untersuchungen.
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6. Summary

The history of horse breeding began long before our time. The diversity of our modern breeds is
based on targeted selection over several hundred years. Thus, the horse types began to develop
regionally and over time, phenotypic and, as we know today, genotypic characteristics became
particularly pronounced. It was only in a more recent evolutionary period of time that horses from
different regions of origin were started to be bred with one another in order to improve certain
breeds' characteristics. For a long time it was unclear to what extent the stallion bloodlines of
different breeds are related to one another. Since 2013, the Y chromosome of horses, which can
only be detected in male animals and is passed on from father to son, can be examined using
polymorphic markers despite its low sequence diversity. This information is summarized in a

phylogenetic genealogical tree.

As part of my diploma thesis, I examined the relationships between modern horse breeds in more
detail by reconstructing the Y-chromosomal haplogroup Tb using 121 male DNA samples from
various horse breeds. For this purpose, I examined the samples more closely using 26 polymorphic
markers and incorporated them in the phylogenetic genealogical tree. I carried out the examinations

using fluorescent KASP® technology with real-time PCR.

In the course of the examinations, an interesting distribution pattern of the samples began to show.
It became clear that the majority of the horses of breeds of American origin in my data set group
in the haplogroup Tb-d *, whereas the animals of Asian breeds were more likely to cluster in the
haplogroup Tb-o *. Many stallions of the same breeds came to rest on equal parts of the
genealogical tree. Furthermore, in the case of countries of origin of the individual breeds that are
globally closer to one another, conclusions can be drawn about common ancestors, since these

mostly grouped together.

It is certain that both the modern horse breeds and the ancient breeds from the Middle East have a
common origin and are reflected in the various branches of the haplogroup Tb. This was also

evident in my examinations.
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7. Abkiirzungsverzeichnis
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12. Anhang
12.1. Sequenzen der Y-chromosomalen Marker

Alle hier nicht angegebenen flankierenden Sequenzen der einzelnen Assays sind in Felkel et al.

2019 publiziert
gqBL LipY764 contigd2:24874

CCCCCTTTATTTGAGAAAATGGGACAATGGTGACCTGGGACTGAGCAGAAGCAGAG
CATAAAGATGGTGCCTGTTGGCCTCCTAGTAGCTAGAGAAAATTGCAGTTGGCCCCT
AGATGTGTGTTTAATTAGAAGTCTCCCCCTAAGGCT[G/CICAGCTGTGAATATAAGCT
GATAGGCCCCTGTCACAGAGAGACTTGACTCTTGAGTCAGTTATTAGTCTGCTGTGTT
CTGCAGTGTTTAAAGTATTAAAGAATTGAAGTATTCTTTCTCCATTTGCTATAGCGCT
GTGGGACCTGCTGATAT

gBX LipY764 contig68:9050

GGTTCTCCTGCTCTCCTTTAACCCATAGGAGAAGGTCATGACTCAGAGGATCCCTCTT
TGCACTGAGCTGTACCAGACTAGAAATGTAGTGAGCAGCTAATTTCCTTCCTGTGCTT
TTTCTATGTGGCCAATCTTGGTTTTTGTACTCC[A/T]ICTGGGTTGCTACAGCTTCTTCA
TTGCATCCCAGAGCTCTCTTGGAGCTATTTATATTCGTGGGTAGTTTTTAAATCTTTTT
TGGAGGGCTGAGAATTGTCCTTTTAGCTGGTTATCTTGTAGACCTCAGCCCTTTCAGT
AATTACTTTTAA

qCK LipY764 contigl12:2516

GAGATGGGGGGGTGGTAATGGCACCTGTCTAAGCAATGCTTTGAGCATTAGATTCTA
CTGGCTAGGTCCCCTGTGTGGCCTTGGTCAAGATGAACAATTAGTATGGTAGGTTCA
GCATGGGAGCTCCTTAGCACTGCAAGAAAGAAATT[T/A]JGGTGACTAAGGTATATTT
CTCTTTGTCTGGAAACTAGCTTCTTAATCCTTCAGGAATTTGTTCTTCATGTCCCTTCT
TTCATTCATCACTTTTATTGAGTAGGTACATACTATATGCCAGTTATTTACCTGGAAG
TATAGTTAGTCTAGTG

qCM LipY764 contigl14:21662
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GCATAATGAAGATTTAAATAAAATTCTGCTGACAATCATCAGTTTTATAATGTTTTTA
ACTAAACCCTCAATACTTTCTGCTATAAAAATTAGTTTTTTGTCCTGCATTAAGGCAC
TAGGAAGGATTGAATGGAAGACCTCAATTGCATCIA/-
JAACTTACCCTACATGAGTGGTATCTTATCCTTCCTTCCTGATAAAATGGCCTCATTCT
CTCAGTCCAAGTCCTTGCTAGCTTTTTCTCAGAGAACAGACTGAATTTATCCCCAGTT
TGTTAGACACCTTTATGGCATTCATGGTGATCAG

qFM LipY764 contig539:1417

AAATGCTCCTTGACAAAAATGTATAAACAAATTCATTTTGCATAGACTCAATGACTC
ACTAAAAATAGTACTTTCAAAACTGTAGATTCCTGACAAAGGCACATTTCTGGTAGC
TCACACATTCAGTCAAAGGAGACATTCTTAAATAAT[TAATGGAGC/-
JAAACGATATCTTGAATCATCATTATTTAGAATGCACTAAGATAGTGTGCCTTGCAAT
GAAAACACACTGATGAAGAAAATTTATTTTCCCTGCCTTTATGTGGTTTAAAATAGA
TTGGAGGCATGTTGTTAATTCAAGTAGA

qJ LipY764 contig6:47998

ATAGAGTGGAAAGAACAAAAGTCAGATATCTTGAATACTTCAAAGTCCAAGCTCTG
GAAGTCCTAGCAATGTGACCATGTCAGTTGTGATAAGGTCAATTGATTTGAGATGGC
ACCCAAGGTTTATATTCTCATATTGAAAATTCCAGA[G/C]GTGACCAGTCCGGACTGC
TGTGGTGGCTTAGCAAAGTCACTGGGTAATCAGAATCCTTTCCACTTCAGCATTCTTA
TATTGACATGACTTTCATCTTCACCATTGCAAAATGGTTGCTCAAGGTGCAGCTATCA
CATCGACCTTCCAGAGG
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12.2. Haplotypverteilung der ausgeschlossenen Proben

Tabelle 20 Auflistung der Proben, fiir die aufgrund von technischen Problemen kein Endpunkt am
phylogenetischen Stammbaum detektiert werden konnte. In der letzten Spalte sind die letztmdglich
bestimmten HG in die die jeweiligen Proben clusterten aufgelistet. In den Unterkapiteln 12.3 und
folgende kann man die Haplotypverteilung aller von mir untersuchten Proben entnehmen, die 25

hier erwihnten Proben sind dort rot hinterlegt.

Anzahl Letztmoglich
ausgeschlossene bestimmter Haplotyp

Rasse Proben
American Bashkir Curly Horse 1 Tb-d*
Araber 1 Tb-oB1*
Araber (Partbred Araber) 1 Tb-oB1*

1: T*
Kirgisisches Pferd (Ursprungsrasse) 3

2: Tb-d*
Lokale Ziichtung Vietnam 1 Tb-dW*

1: Tb-oB*

1: Tb-oB*
Neues Kirgisisches Pferd 4

1: Tb-dW*

1: Tb-d*
Quarter Horse 3 Tb-d*
Saddlebred 1 Tb*
Shetlandpony 1 T*
Terceira Pony 1 T*

1: Tb-o*

Englisches Vollblut (Russische Zucht) | 3
1: Tb-oB*
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1: Tb-oB1*
Transbaikal Pferd 2 Tb-oB*
Traber 1 Tb-d*
Warmblut Alt-Wiirttemberger 1 Tb*
Warmblut KWPN 1 Tb-d*
Summe 25

12.3. Haplotypverteilung aller Proben

In Tabelle 21, Tabelle 22 und Tabelle 23 sind die alle Ergebnisse der einzelnen Proben aufgelistet.
Jeweils griin markiert sind die Mutation, welche zum jeweiligen Haplotyp der einzelnen Proben
gefiihrt haben. Blau markiert sind jene Proben, fiir welche keine Typisierung des Endpunktes
aufgrund von technischen Problemen durchgefiihrt werden konnte. In den Tabellen kann man den
Namen der Proben, deren jeweilige Rasse sowie Informationen zu den untersuchten Mutationen

entnehmen

Tabelle 21 Auflistung der Proben welche anhand der Marker rA, rB, fWU, fXF, fUJ, fQI, rP, fWY

und fRN untersucht wurden.

Probe | Rasse rA B fwu fXF fuJ fQI rP fWy fRN
fWY A |fRN_G_

BW-17 | Akhal Theke rtA Al |[BG1 P TO |1 0

Y PR_ fWY A |[fRN_C_

99 107 | Akhal Theke rA Al |BG. P TO |1 1

Y PR fWY A |fRN G

99 108 | Akhal Theke rA Al |BG.1 P TO |1 0

Y PR_ fWY A |fRN_G_

99 109 | Akhal Theke rtA Al |[BG]1 fUyC1|(fQLC 1 [P TO |I 0

Y PR_ fWYy A |fRN G

99 112 | Akhal Theke A Al B G P TO |1 0

Y PR_ fWY A [fRN G_

99 110 | Akhal Theke rA Al |B G P TO |1 0

Y PR_ fWY A |[fRN C_

03 035 | Akhal Theke rtA Al |[BG1 1 1

Y PR_ fWYy A |fRN G

03 036 | Akhal Theke rA Al |BG. 1 0

Y PR_ fWY A [RN G_

03 037 | Akhal Theke rA Al |BG. ful C 1[(fQI C 1 1 0
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Y _PR_ fWY_A_ |fRN_G_
03_038 | Akhal Theke rA Al |[BG 1 0

Y PR fWY A |fRN G_
03 058 | Akhal Theke rA Al |[BG1 1 0

Y _PR_ fWY_A_ |fRN_G_
03 059 | Akhal Theke rtA Al |[BG]1 1 0

Y _PR_ fWY_A_ |fRN_G_
03_060 | Akhal Theke rA Al |[BG.]1 1 0

Y PR fWY A |fRN G_
03 061 | Akhal Theke rA Al |[BG1 1 0

Y _PR_ fWY_A_ |fRN_G_
03 062 | Akhal Theke rA Al |[BG]1 fuJ C 1(fQI C 1 1 0

BW- American Bashkir

400 Curly Horse tA Al |[BG1 P TO

BW- American Bashkir

403 Curly Horse A Al |[BG1 P T O

BW- fWY G |fRN G
391 Anglo Norman rtA Al |[BG1 fQLGO|rPTO |0 0

Y PR_

08 004 | Appaloosa A Al

Y PR

08 005 | Appaloosa rA A 1

Y PR

03 045 | Arabian rA Al |[BG]1 fUyC1({fQLGO|rPTO

Y PR_

03 041 | Arabian rA Al |[BG]1 fUJC1|{fQIGO|rPTO

Y PR

05 013 | Arabian ox A Al |[BG1 fUl C1[fQILGO[rPTO

Y PR

05 015 | Arabian ox rA Al |[BG]1 fUyC1[(fQLGO|rPTO

Y PR_

05 018 | Arabian ox rA Al |[BG]1 fUyC1[{fQIGO|rPTO

Y PR fWU A | fXF A rP NO [fWY NO [fRN G_
05 116 | Arabian ox rAA1[(BGI1]|1 1 ful C 1[fQl G O|CALL | CALL |0

Y PR fWU A | fXF A

99 120 | Arabian Partbred |[rA A 1 |[rB G 1 |1 1 fuUul C1[fQI GO|rP TO

BW- fWU T |fXF G_ U T O

218 Arabian Russian |[rA A 1 |[tB G 1 |0 0 - — |[fQLGO|rPTO

BW- fWU T |fXF G_ UT T 0

219 Arabian Russian |[rA A 1 |[tB G 1 |0 0 - — |[fQLGO|rPTO

BW- fWU T |fXF G_ UT T 0

227 Arabian Russian |[rA A 1 [tB G 1 |0 0 - — |[fQLGO|rPTO

BW- fWU T |fXF G_ U T O

228 Arabian Russian |[rA A 1 |[tB G 1 |0 0 - — |[fQLGO|rPTO

BW- fWU T |fXF G_ UT T 0

230 Arabian Russian |[rA A 1 |[tB G 1 |0 0 - — |[fQLGO|rP TO

BW- fWU T |fXF G_ UIT O

232 Arabian Russian  [tA A 1 [tB G 1 |0 0 - — |[fQL.GO|rPTO

Y PR _ | Coldblood

09 005 | Southgerman rtA Al |[BG1 fUI_T.0

Y PR fWU A |fXF A |[fUJ NO fWY_G_

03 072 | Kalmyk rAA1[BGI1|1 1 CALL |fQI G 0 0

BW- fWU T

402 Karabagh rtA Al |BG1|0
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Y PR | Kirgisian horse fWU A | fXF A fWY G |fRN G_
04 011 | (Aborigen) rtA Al [BG1]|I 1 fUy C1[{fQILGO|rPTO |O 0

Y PR | Kirgisian horse fWU A | fXF A rP NO_[fWY G_ [fRN G_
04 013 | (Aborigen) rtA Al [BG1]|1 1 fuJ C 1[fQI G 0|CALL |0 0

Y PR | Kirgisian horse

04 016 | (Aborigen) rA Al |BG.1

Y PR | Kirgisian horse fWU NO | fXF G | fUJ No

04 023 | (Aborigen) rAAl|[BGI1| CALL |0 Call

Y PR | Kirgisian horse B NO |fWU T |fXF G _

04 005 | (Aborigen) rA A1l| CALL |0 0

Y PR | Kirgisian horse fWU A | fXF A fWY G |fRN G_
04 052 | (unknown) rtA Al [BG1]|I 1 fUJC1({fQIL GO|rPTO |O 0

Y PR |local breed fWU T |fXF G_ |fUJ NO

15 018 | Kazakhstan tAA1[rBG1 |0 0 CALL |fQI G 0

Y PR |local breed fWU_T_ |fXF_G_ |fUJ_NO

15 019 | Kazakhstan rtAA1[BG1]|0 0 CALL |fQI G 0

Y PR |local breed fWU_T_ |fXF_G_ |fUJ_NO

15 020 | Kazakhstan tAA1[rBG1]|0 0 CALL |fQI G O

Y PR |local breed fWU T |fXF G_ |fUJ NO

15 021 | Kazakhstan tAA1[rBG1 |0 0 CALL |fQI G 0

Y _PR_ |local breed fWY G |fRN G_
15 022 | Kazakhstan rA Al |BG1 ful C1(fQI C 1 0 0

Y _PR_ |local breed fWY G |fRN G_
15 023 | Kazakhstan rtA Al |[BG1 ful C 1[fQl C 1 0 0

Y PR _ |local breed fWU T |fXF G_ |fUJ NO

15 024 | Kazakhstan tAA1[rBG1 |0 0 CALL |fQI G O

Y PR |local breed fWU_T_ |fXF_G_ |fUJ_NO

15 025 | Kazakhstan rtAA1[BG1]|0 0 CALL |fQI G 0

Y PR |local breed fWU_T_ |fXF_G_ |fUJ_NO

15 026 | Kazakhstan tAA1[rBG1]|0 0 CALL |fQI G O

Y PR |local breed fWU T |fXF G_ |fUJ NO

15 027 | Kazakhstan tA A1 [rBG1 |0 0 CALL |fQI G 0

Y PR |local breed fWU_T_ |fXF_G_ |fUJ_NO

15 028 | Kazakhstan rtAA1[BG1]|0 0 CALL |fQI G 0

Y PR |local breed

15 029 | Kazakhstan rA Al |[BG1

Y PR |local breed

15 031 | Kazakhstan rA Al |[BG1

Y _PR_ |local breed fWY G |fRN G_
15 035 | Kazakhstan rA Al |BG. ful C1(fQI C 1 0 0

Y _PR_ |local breed fWY G |fRN G_
15 036 | Kazakhstan rtA Al |[BG1 ful C 1 [fQl C 1 0 0

Y PR |local breed rA NO

15 002 | Myanmar ~CALL |[B G 1 fUIC1[fQIGO|rPTO

Y PR |local breed

15 014 | Myanmar rtA Al |[rB G fUl C1[fQLGO[rP TO

Y PR |local breed

15 057 | Vietnam rA Al |BG.

Y PR fWU T |[fXF G_

13 003 | Miniature Horse |[rA A 1 |rB C 0 |0 0

BW- fWU T |fXF G_ U T 0

146 Mongolianhorse |tA A 1 [tB G 1 |0 0 - — |[fQILGO|rPTO

BW- fWU T |fXF G_ U T 0

147 Mongolian horse |rA A 1 [tB G 1 |0 0 - — |[fQL.GO|rPTO
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fWU_T_ |fXF_G_ |[fUJ_NO
BW-29 |Mongolianhorse |[rtA A 1 [tfB G 1 |0 0 CALL |[fQL GO|rP TO
Y PR | New Kyrgyz fWU A | fXF A fWY G |fRN G _
04 038 | Horse rtAA1[(BBG1 |1 1 fUl C1[(fQIC1[rPTO |O 0
Y PR | New Kyrgyz fWU_ A [fXF A fWY G |fRN_G_
04 034 | Horse rtA Al [(BG1]|1 1 fUyC 1 [{fQIL GO|rPTO |O 0
Y PR | New Kyrgyz rA NO
04 035 | Horse _CALL |B G 1
Y PR | New Kyrgyz
04 037 | Horse rA Al B G
Y PR | New Kyrgyz fWU_NO | fXF_G_ rP_ NO_ [ fWY_G_ | fRN_NO
04 040 | Horse rA Al [BG1| CALL |0 fuJ C 1 |fQI G 0|CALL |0 _CALL
AV-32 | Quarter Horse tA Al |[BG1 P TO
AV-33 | Quarter Horse A Al |[rBG1 P TO
AV-34 | Quarter Horse rtA Al |[BG1 P TO
AV-35 | Quarter Horse tA Al |[BG1 P TO
AV-44 | Quarter Horse A Al |[rBG1 P TO
AV-46 | Quarter Horse rtA Al |[BG1 P TO
AV-54 | Quarter Horse tA Al |[BG1 P TO
AV-66 | Quarter Horse A Al |[rBG1 P TO
AV-68 | Quarter Horse rtA Al |[BG1 P TO
Y PR
99 111 | Quarter Horse tA Al |[BG1 P TO
AV-52 | Quarter Horse A Al |[BG. P T O
BW-
239wh | Quarter Horse rtA Al |[BG1 P TO
AV-57 | Quarter Horse rA Al |B G P T O
Y PR fWY_G_ |fRN_G_
01 005 | Saddlebred rtA Al [BG1 fQLGO|rPTO |0 0
Y PR fWY_G_ |fRN_G_
01 008 | Saddlebred rA Al |[rB G fQL GO|rPTO |0 0
Y PR fWY G |fRN G
01 007 | Saddlebred rtA Al |BG. fQLGO|rPTO |0 0
fWU_T_
BW-20 | Shetland Pony rtA Al |[BCO|O
Y PR _ | Shetland Pony fWU A fWY G |fRN G_
99 116 | Mini rA A1 1 fuJ C 1[(fQI C 1 0 0
Y_PR_ | Shetland Pony rB_NO |fWU_T_
99 118 | Tiger rA A 1| CALL |0
Y PR fWU T | fXF G_
13 005 | Terzeira Pony rtA A1 [BCO |0 0
Y PR fWU T | fXF G_
13 007 | Terzeira Pony rtAA1[rBCO |0 0
Y _PR_ fWU_T_
13 011 | Terzeira Pony tAA1[rBCO |0
Y PR rB NO | fWU_NO | fXF_NO
13 015 | Terzeira Pony rA A 1| CALL | CALL | CALL
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Y _PR_ fWU_A_
03 001 | Thoroughbred tA A1 [rBG1|I fUUC1[fQIGO|rPTO
Y PR fWU_A_
03 008 | Thoroughbred rA Al [rBG1 |1 fUUC1[fQIGO|rPTO
Y _PR_ fWU_A_
03 013 | Thoroughbred tA A1 [rBG1]|I fUUC1[fQIGO|rPTO
Y _PR_ fWU_A_ fuJ_NO
03 016 | Thoroughbred tA A1 [rBG1|I CALL |[fQL GO[rP TO
Y PR fWU_A_
03 018 | Thoroughbred rtA A1 [(BBG1 |1 fUl C1[fQLGO[rPTO
Y _PR_ fWU_A_
03 020 | Thoroughbred tA A1 [rBG1]|I fUUC1[fQIGO|rPTO
Y PR_ fWU_A_ fuJ_NO rP_NO_
03 006 | Thoroughbred rtAA1[BGI1|I1 ~CALL |fQI G 0 |CALL
Y PR fWU A fWY_NO | fRN_G_
03 012 | Thoroughbred rtAA1[(BGI1]|1 fUl C1[{fQIGO|rP TO | CALL |0
Y PR fWU_A_
03 019 | Thoroughbred rtA A1 [BG1]|I fUIC1[fQIGO|rPTO
Y PR_
03 022 | Trakehner tA Al |[BG1
Y PR
03 023 | Trakehner A Al |[rBG1
Y PR
03 024 | Trakehner rtA Al |[BG1
Y PR_
03 025 | Trakehner tA Al |[BG1
Y PR
03 030 | Trakehner rA Al |[BG1
BW- fWU_NO
396 Transbaikal rtA Al |[rBG1]| CALL fUIC1[fQIGO|rPTO
Y PR ful_NO fWY_NO | fRN_G_
03 064 | Transbaikal rA Al |[BG]1 _CALL |fQI C 1 _CALL |0
Y PR fWU T |fXF G_
99 113 | Trotter rA A 1l 0 0
Y PR fWU T |fXF G_
99 115 | Trotter rA A1 0 0
Y PR_ fWU T |fXF G_
99 114 | Trotter rA A1 0 0
Y PR fWU T |fXF G_
99 119 | Trotter rA Al 0 0
Y PR fWU T |fXF G_
99 121 | Trotter rA A1 0 0
fWU T |fXF G _
BW-63 | Trotter rA A 1l 0 0
BW- Warmblood Alt- fQI NO fWY_NO | fRN_NO
390 Wouerttemberger |[rA A 1 |[tB G 1 CALL |[rP T 0 | CALL CALL
Y PR | Warmblood
99 046 | KWPN rA A1l [BG1 P TO
Y PR_ | Warmblood
03 034 | Trakehner rtA Al |[BG1 fUl C1[fQILGO[rP.TO
Y PR | Warmblood fWuU A rP NO_
03 052 | Trakehner tA Al [tBG1|I ful C 1 |[fQI G 0|CALL
Y_PR_ | Warmblood
03_054 | Trakehner rA Al |B G fuUy C 1 [fQI GO0|rPTO
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Y PR | Warmblood fWU T |fXF G_ |fUJ NO fWwy G
03 056 | Trakehner rtAA1[BG1|0 0 ~CALL |fQI G 0 0

Y PR fWU_T | fXF_NO

99 117 | Welsh-A rAA1|mBCO|0 _CALL

Tabelle 22 Auflistung der Proben welche anhand der Marker fBVB, rO, rQ, fWB, fAAF, 1J,

gBL, qJ, qCM und gFM untersucht wurden.

Probe | Rasse fBVB rQ rO fWB fAAF rJ gBL |qJ qCM qFM
] G
BW-17 | Akhal Theke Q TO|[rOCO 0
Y PR ] G
99 107 | Akhal Theke Q TO|rOCO 0
Y PR_ J G
99 108 | Akhal Theke MQ TO[rOCO 0
Y PR ] G
99 109 | Akhal Theke rQ TO|rOCO 0
Y PR ] G
99 112 | Akhal Theke Q TO|rO CO 0
Y PR_ J G
99 110 | Akhal Theke MQ TO|[rOCO 0
Y PR ] G
03 035 | Akhal Theke 0
Y PR ] G
03 036 | Akhal Theke 0
Y PR_ J G
03_037 | Akhal Theke 0
Y PR_ J G
03 038 | Akhal Theke 0
Y PR ] G
03 058 | Akhal Theke 0
Y PR_ J G
03_059 | Akhal Theke 0
Y PR_ J G
03 060 | Akhal Theke 0
Y PR ] G
03 061 | Akhal Theke 0
Y PR_ J G
03_062 | Akhal Theke 0
American
BW- Bashkir Curly 1] G
400 Horse QTO|rO CO 0
American
BW- Bashkir Curly ] G
403 Horse rQTO|rOCO 0
qBL
BW- fBVB_20 fWB_C_|fAAF G |1 G G qCM_C |qFM
391 Anglo Norman 8 1 rQ TO|rO CO0|O0 0 0 0 qd GOJAO TO
gqBL
Y PR fBVB_20 fWB C |fAAF G |1J G G qCM_C |qFM
03 045 | Arabian 8 1 M TO[rOCO0]0 0 0 0 g GOJAO TO
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fWB_N qBL

Y PR_ fBVB_20 O_CAL |fAAF G (1] G G_ qCM_C |qFM

03 041 | Arabian 8 1 Q TO|rO CO|L 0 0 0 qg GO[AO _TO
gqBL

Y PR fBVB 20 fWB_C_ | fAAF G G_ qCM_C |qFM

05_013 | Arabian ox 8 1 Q TO[rOCO0]0 0 0 g GOJAO TO
qBL

Y _PR_ fBVB_20 fWB_C_ |fAAF_G G_ qCM_C |qFM

05 015 | Arabian ox 8 1 rQ TO|[rO CO|O0 0 0 g GOJAO TO
gqBL

Y PR fBVB 20 fWB_C_ | fAAF G G_ qCM_C |qFM

05 018 | Arabian ox 8 1 rQ TO|rO CO|O0 0 0 g GOJAO TO
qBL

Y _PR_ fBVB_20 fWB_C_ |fAAF_ G |1 G _G_ |gJ NO [qCM_C |gFM

05_116 | Arabian ox 8 1 MQTO[rOCO0]0 0 0 0 _CALL |A 0 TO

fWB N qBL

Y PR fBVB 20 O CAL [fAAF N (1] G G qCM _C |gFM

99 120 | Arabian Partbred |8 1 Q TO|rO CO|L O CALL | O 0 g GO[AO TO0

BW- J G

218 Arabian Russian rQTO|rOCO 0

BW- J G

219 Arabian Russian rQTO|rO CO 0

BW- ] G

227 Arabian Russian rQTO|rO CO 0

BW- J G

228 Arabian Russian rQTO|rOCO 0

BW- J G

230 Arabian Russian rQTO|rOCO 0

BW- ] G

232 Arabian Russian rQTO|rO CO 0

Y_PR_ | Coldblood fBVB_20

09 005 | Southgerman 40
qBL

Y PR_ fBVB_20 fWB_C_ |fAAF. G |1 G G qCM_C |qFM

03 072 | Kalmyk 8 1 Q TO|[rOCO0|O0 0 0 0 g GOJAO TO
gqBL

Y _PR_ | Kirgisian horse fBVB 20 fWB C_|[fAAF G |rJ G G qCM_C |gFM

04 011 | (Aborigen) 8 1 M TO[rOCO0]0 0 0 0 g GOJAO TO
qBL

Y PR _ | Kirgisian horse | fBVB_ 20 fWB C_ |[fAAF G |1J G G qCM_C |gFM

04 013 | (Aborigen) 8 1 M TO[rOCO0]0 0 0 0 g GOJ|AO TO
gqBL

Y PR _ | Kirgisian horse fBVB_20 fWB C_|[fAAF G |rJ G G qCM_C |gFM

04 052 | (unknown) 8 1 rQ TO|rOCO0|O0 0 0 0 g GOJAO TO

Y PR_ | local breed ] G

15 022 | Kazakhstan 0

Y PR _ | local breed ] G

15 023 | Kazakhstan 0

Y_PR_ |local breed ] G

15 035 | Kazakhstan 0

Y PR _ | local breed ] G

15 036 | Kazakhstan 0
qBL

Y PR |local breed fBVB 20 fWB C_ |fAAF G G qCM _C |gFM

15 002 | Myanmar 8 1 Q TO|[rOCO0]|O0 0 0 g GOJAO TO
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qBL
Y PR | local breed fBVB 20 fWB C_|fAAF G G qCM _C |qFM
15 014 | Myanmar 8 1 rQ TO|rO CO0|O0 0 0 qgJ GOJAO "TO
BW- ] G
146 Mongolian horse QTO|rO CO 0
BW- ] G
147 Mongolian horse Q TO|rOCO 0
1] G
BW-29 | Mongolian horse Q TO|rO CO 0
Y PR | New Kyrgyz fBVB_20 fWB_ C_ |[fAAF G [1] G
04 038 | Horse 40 0 0 0
qBL
Y PR | New Kyrgyz fBVB N fWB C_ [fAAF G [1J G G qCM _C |gFM
04 034 | Horse O CALL [rQ T 0 [rO C 0|0 0 0 0 g GO[AO TO
fWB N qBL
Y PR | New Kyrgyz fBVB N | rQ NO O CAL [fAAF G |[rJ NO | G |qJ NO |qCM _C |gFM
04 040 | Horse O CALL | CALL |[tO C 0 |L 0 _CALL |0 _CALL |A 0 T0
fBVB_20 J G
AV-32 | Quarter Horse 40 rQTO|rOCO 0
fBVB_20 J G
AV-33 | Quarter Horse 40 rQTO|rOCO 0
] G
AV-34 | Quarter Horse rQTO|rO CO 0
] G
AV-35 | Quarter Horse rQTO|rOCO 0
] G
AV-44 | Quarter Horse rQTO|rOCO 0
] G
AV-46 | Quarter Horse rQTO|rO CO 0
fBVB 20 ] G
AV-54 | Quarter Horse 40 rQTO|rOCO 0
] G
AV-66 | Quarter Horse rQTO|rOCO 0
] G
AV-68 | Quarter Horse rQ TO|rO CO 0
Y PR fBVB 20 ] G
99 111 | Quarter Horse 8 1 rQTO|rOCO 0
] G
AV-52 | Quarter Horse Q TO|[rO CO 0
BW- 1] G
239wh | Quarter Horse Q TO|[rO CO 0
1] G
AV-57 | Quarter Horse Q TO|rO CO 0
qBL
Y PR_ fBVB_20 fWB_C_ |fAAF. G |1 G G qCM_C |qFM
01 005 | Saddlebred 8 1 MQ TO[rOCO0]0 0 0 0 g GOJAO TO
gqBL
Y PR fBVB 20 fWB C_ |[fAAF G [1J G G qCM_C |qFM
01_008 | Saddlebred 8 1 Q TO[rOCO0]0 0 0 0 g GOJ|AO TO
gqBL
Y PR fBVB_N fWB C_[fAAF G [1] G G_ qCM_C |qFM
01 007 | Saddlebred O CALL |[rQ T 0 |rO C 0|0 0 0 0 qQJ GO[AO TO0
Y_PR_ | Shetland Pony
99 116 | Mini r] C 1
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qBL
Y PR fBVB 20 fWB C_ |[fAAF G [1J G G qCM _C |qFM
03 001 | Thoroughbred 8 1 rQ TO|rOCO0|0 0 0 0 qgJ GO|ADO "TO
gqBL
Y PR fBVB_20 fWB C_ |fAAF G |1 G G qCM_C |qFM
03 008 | Thoroughbred 8 1 Q TO|[rOCO0|0 0 0 0 gJ GOJAO TO
qBL
Y PR fBVB 20 fWB C_ |[fAAF G [1J G G qCM _C |gFM
03 013 | Thoroughbred 8 1 rQ TO|rOCO0]|0 0 0 0 qgJ GO|ADO "TO
gqBL
Y PR fBVB_20 fWB C_ |fAAF G |1 G G qCM_C |qFM
03 016 | Thoroughbred 8 1 rQ TO|rOCO0|0 0 0 0 qJ GO[AO "TO
qBL
Y PR fBVB 20 fWB C_ |[fAAF G [1J G G qCM _C |gFM
03 018 | Thoroughbred 8 1 Q TO|rOCO|0 0 0 0 g GO|AO "TO
gqBL
Y PR fBVB_20 fWB C_ |[fAAF G |1J G G qCM_C |qFM
03 020 | Thoroughbred 8 1 rQ TO|rOCO0|0 0 0 0 qJ GO[AO "TO
fWB N gqBL
Y PR fBVB N |rQ NO |[rO NO (O CAL |fAAF N | G G |qI NO |qCM _C |gFM
03 006 | Thoroughbred O CALL | CALL | CALL |L O CALL | O 0 CALL |A 0 TO
Y PR fWB C |[fAAF G [1J G
03 012 | Thoroughbred rQ TO|rOCO0|0 0 0
fWB N qBL
Y PR fBVB_20 O CAL |[fAAF G (1J G G qCM _C |qFM
03 019 | Thoroughbred 8 1 rQ TO|rOCO|L 0 0 0 g GO[AO TO
fWB N gqBL
BW- fBVB N O CAL |[fAAF N (1] G G |qI NO |qCM _C |gFM
396 Transbaikal O CALL |[rQ TO|[rO CO|L O CALL | O 0 _CALL |A 0 TO0
Y PR J G
03 064 | Transbaikal 0
fWB N gqBL
BW- Warmblood Alt- | fBVB_N O CAL |[fAAF N (1] G G_ |qJ NO |qCM_N |gFM
390 Wauerttemberger |O CALL [rQ T 0 |[tO C 0 |L O CALL | O 0 _CALL |O CALL| T O
Y_PR_ | Warmblood fBVB_20 ] G
99 046 | KWPN 40 rQ TO|rOCO 0
gqBL
Y PR | Warmblood fBVB_20 fWB C |fAAF G |1J G G qCM_C |qFM
03 034 | Trakehner 8 1 Q TO|[rOCO0|O0 0 0 0 g GO|AO "TO
qBL
Y PR _ | Warmblood fBVB_20 fWB C_|[fAAF G (1] G G_ qCM_C |gFM
03 052 | Trakehner 8 1 MQTO[rOCO0]0 0 0 0 g GOJAO ‘TO0
gqBL
Y PR | Warmblood fBVB_20 fWB C |fAAF G |1J G G qCM_C |qFM
03 054 | Trakehner 8 1 MQTO[rOCO0]0 0 0 0 g GOJAO ‘TO
Y PR | Warmblood ] G
03 056 | Trakehner 0

Tabelle 23 Auflistung der Proben welche anhand der Marker rC, fWM, 1D, sM, sP, gBX, qCK

und rG untersucht wurden.

Probe

‘ Rasse

‘rC

[ iww

‘rD

‘SM

‘ sP ‘qBX

‘qCK |rG
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sP_A
BW-17 Akhal Theke rCTO D TTO [sM G 0 | 0 G A0
Y PR 99 sP_A
107 Akhal Theke rCTO D TT 0 [sM G 0 | O G A0
Y_PR_99 sP_A
108 Akhal Theke rCTO D TT O [sM G O | 0 G AO
Y_PR_99 sP_A
109 Akhal Theke rCTO D TTO [sM G 0 | 0 G A0
Y PR 99 sP_A
112 Akhal Theke rCTO tD TT 0 [sM G 0 | O G A0
Y_PR_99 sP_A
110 Akhal Theke rCTO D TT O [sM G O | 0 G AO
Y_PR 03
035 Akhal Theke rCTO
Y PR 03
036 Akhal Theke rCTO
Y PR 03
037 Akhal Theke CTO
Y PR 03
038 Akhal Theke CTO
Y PR 03
058 Akhal Theke rCTO
Y PR 03
059 Akhal Theke CTO
Y_PR 03
060 Akhal Theke CTO
Y PR 03
061 Akhal Theke rCTO
Y PR 03
062 Akhal Theke CTO
American Bashkir sP_A qCK
BW-400 | Curly Horse C C 1 fWMC1 [(DTTO [sM GO | 0 gBX A0 |TO G A0
American Bashkir fWM_NO_ sP_A
BW-403 | Curly Horse C C 1 CALL D TT 0 |sM G 0 0 G A0
sP A
BW-391 | Anglo Norman rC TO D TT O [sM G 0 | O G A0
Y _PR 08 rD_DEL sP_A qCK
004 Appaloosa fWM C1 |1 sM GO |0 gBX A0 [TO
Y PR 08 rD DEL sP A qCK
005 Appaloosa fWM C1 |1 sM GO | 0 gBX A0 |TO
Y PR 03
045 Arabian C TO
Y PR 03
041 Arabian rC TO
Y PR 05
013 Arabian ox rCTO D TT 0 G A0
Y PR 05
_015 Arabian ox rC TO rD_TT 0 G A0
Y PR 05
018 Arabian ox rC TO D TT 0 G AO
Y PR 05
116 Arabian ox CTO D TT 0
Y_PR 99
120 Arabian Partbred CTO D TT 0
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sP_A

BW-218 | Arabian Russian CTO D TT O [sM G 0 | O G A0
sP_A

BW-219 | Arabian Russian rCTO tDTT O [sM G 0 | O G AO
sP_A

BW-227 | Arabian Russian rCTO D TT O [sM G 0 | O G A0
sP_A

BW-228 | Arabian Russian CTO D TT O [sM G 0 | O G A0
sP_A

BW-230 | Arabian Russian rC TO tDTT O [sM G 0 | O G AO
sP_A

BW-232 | Arabian Russian CTO D TT O [sM G 0 | O G A0

Y PR 09 | Coldblood sP A qCK_

005 Southgerman C C 1 fWMC1 [fDTTO |sM G 0 0 gBX A0 |TO G A0

Y PR 03

072 Kalmyk rCTO
sP_ A

BW-402 | Karabagh CTO fWM TO sM GO | O

Y PR 04 | Kirgisian horse

011 (Aborigen) CTO

Y PR 04 | Kirgisian horse

013 (Aborigen) rCTO

Y PR 04 | Kirgisian horse fWM_NO sP_ A

016 (Aborigen) C C 1 CALL D TTO0 [sM G 0 | O G A0

Y PR 04 | Kirgisian horse fWM NO_ |rD NO C sP_ A

023 (Aborigen) C C 1 CALL ALL sM GO | 0 G A 0

Y PR 04 | Kirgisian horse fWM_NO

_ 005 (Aborigen) rCTO CALL

Y PR 04 | Kirgisian horse

052 (unknown) CTO

Y PR 15 | local breed

018 Kazakhstan C TO

Y PR 15 | local breed

019 Kazakhstan rCTO

Y PR 15 | local breed

020 Kazakhstan rC TO

Y PR 15 | local breed

021 Kazakhstan rC TO

Y PR 15 | local breed

022 Kazakhstan rC TO

Y PR 15 | local breed

023 Kazakhstan rC TO

Y PR 15 | local breed

024 Kazakhstan rC TO

Y PR 15 | local breed

025 Kazakhstan rC TO

Y_PR_15 |local breed

026 Kazakhstan rCTO

Y PR 15 | local breed

027 Kazakhstan rC TO

Y_PR_15 |local breed

028 Kazakhstan rCTO
Y_PR_15 |local breed
029 Kazakhstan C C 1 fWM TO GAO
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Y PR 15 | local breed rD_DEL sP A qCK _

031 Kazakhstan C C 1 fWM C1 |1 sM GO | O gBX A0 [TO

Y PR 15 | local breed

_035 Kazakhstan rC TO

Y PR 15 | local breed

036 Kazakhstan rCTO

Y PR _15

002 local breed Myanmar |rC T 0 D TT 0

Y PR 15

_014 local breed Myanmar |[rC T 0 D TT 0

Y PR 15 rD_NO_C sP_A qCK_

057 local breed Vietnam |rC C 1 fWM C 1 |ALL sMGO | O gBX A0 |[TO

Y PR 13

003 Miniature Horse CTO
sP_ A

BW-146 | Mongolian horse rC TO tDTT O [sM G 0 | O G AO
sP_ A

BW-147 | Mongolian horse CTO D TT O [sM G 0 | O G A0
sP_A

BW-29 Mongolian horse CTO D TT O [sM G 0 | O G A0

Y PR 04

038 New Kyrgyz Horse rC TO

Y PR 04

034 New Kyrgyz Horse rC TO

Y PR 04 sP_A|gBX NO_ |qCK_

035 New Kyrgyz Horse C C 1 fWMC1 [(DTTO |[sM G 0 | 0 CALL TO G A 0

Y PR 04 fWM NO_ |rD NO C |[sM NO_|sP A

037 New Kyrgyz Horse rC C 1 CALL ALL CALL 0 G A0

Y PR 04 rC_NO_C

040 New Kyrgyz Horse ALL
sP_A qCK

AV-32 Quarter Horse C C 1 fWMC1 [(DTTO [sM G 0 | 0 gBX A0 [TO G A0
sP A qCK

AV-33 Quarter Horse rC C 1 fWMC1 [(DTTO [sM G 0 | 0 gBX A0 |[TO G AO
sP A qCK

AV-34 Quarter Horse C C 1 fWMC1 [(DTTO [sM G 0 | 0 gBX A0 [TO G A0
sP_A qCK

AV-35 Quarter Horse C C 1 fWMC1 [(DTTO [sM G 0 | 0 gBX A0 [TO G A0
sP A qCK

AV-44 Quarter Horse rC C 1 fWMC1 |[fDTTO0O [sM GO0 | 0 gBX A0 [TO G A0
sP A qCK

AV-46 Quarter Horse C C 1 fWMC1 [(DTTO [sM G 0 | 0 gBX A0 [TO G A0
sP_A qCK

AV-54 Quarter Horse C C 1 fWMC1 [(DTTO [sM G 0 | 0 gBX A0 [TO G A0
sP A qCK

AV-66 Quarter Horse rC C 1 fWMC1 [(DTTO |[sM G 0 | 0 gBX A0 |[TO rG A0
sP_A qCK

AV-68 Quarter Horse rC C 1 fWMC1 |[t(DTTO0 [sM GO0 | 0 gBX A0 [TO G A0

Y PR 99 sP_A qCK

111 Quarter Horse C C 1 fWMC1 |[tDTTO [sM G 0 | 0 gBX A0 [TO G A0

fWM_NO_ sP_A

AV-52 Quarter Horse C C 1 CALL D TT 0 |sM G 0 0 rG A 0

BW- fWM_NO_ sP_A

239wh Quarter Horse C C 1 CALL D TT 0 |sM G 0 0 G A0
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fWM_NO_
AV-57 Quarter Horse C C 1 CALL D TT 0 ? G A0
Y PR 01 sP_A
005 Saddlebred rCTO D TTO [sM G 0 | O G A0
Y_PR 01 sP_A
008 Saddlebred CTO D TTO0 [sM G 0 | O G A0
Y PR 01 sP_A
007 Saddlebred rC TO D TTO [sM G 0 | 0 G A0
BW-20 Shetland Pony rC TO fWMTO |[rDTTO
Y_PR_99
116 Shetland Pony Mini D TT 0
Y PR 99 fWM_NO_
118 Shetland Pony Tiger |rC T 0 CALL D TT 0
Y PR 13
005 Terzeira Pony rCTO
Y PR 13
007 Terzeira Pony rC TO
Y PR 13
011 Terzeira Pony rC TO fWM T 0
Y PR 13 rC_NO_C | fWM_NO_
015 Terzeira Pony ALL CALL
Y PR 03
001 Thoroughbred CTO
Y PR 03
008 Thoroughbred CTO
Y PR 03
013 Thoroughbred rCTO
Y PR 03
016 Thoroughbred CTO
Y PR 03
018 Thoroughbred C TO
Y PR 03
020 Thoroughbred rCTO
Y PR 03
006 Thoroughbred rC TO
Y PR 03
012 Thoroughbred rC TO
Y PR 03
019 Thoroughbred rC TO D _TT 0 G A0
Y PR 03 sP C qCK
022 Trakehner C C 1 fWMC1 |[(DTTO [sM G 0 | 1 gBX A0 |TO G A0
Y PR 03 sP_ C qCK
023 Trakehner C C 1 fWMC1 |[(DTTO [sM G 0 | 1 gBX A0 |TO G A0
Y PR 03 sP C qCK
024 Trakehner rC C 1 fWMC1 [(DTTO [sM G 0 | 1 gBX A0 |[TO G AO
Y_PR 03 sP_C qCK_
025 Trakehner C C 1 fWMC1 |[tDTTO0 [sM G 0 | 1 gBX A0 [TO G AO
Y PR 03 fWM_NO _ sP C
030 Trakehner C C 1 CALL D TTO [sM G 0 | 1 G A0
sP_A
BW-396 | Transbaikal rC TO D TT 0 |sM G 0 0 G A0
Y _PR 03
064 Transbaikal rCTO
Y PR 99
113 Trotter C C 1 fWM TO |rDTTO G G 1
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Y_PR_99

115 Trotter C C 1 fWMTO [DTTO G G 1

Y PR 99

114 Trotter rC C 1 fWM TO |tDTTO G G 1

Y_PR_99

119 Trotter C C 1 fWMTO |[tDTTO G G 1

Y_PR_99

121 Trotter C C 1 fWMTO [DTTO G G 1

rG_NO_C

BW-63 Trotter rC C 1 fWM TO |rDTT O ALL
Warmblood Alt- sP A

BW-390 | Wuerttemberger CTO D TTO [sM G 0 | 0 G A0

Y PR 99 fWM_NO_ sP_A

046 Warmblood KWPN C C 1 CALL D TTO [sM G 0 | 0 G A0

Y PR 03 | Warmblood

034 Trakehner rCTO

Y PR 03 | Warmblood

052 Trakehner CTO

Y PR 03 | Warmblood

054 Trakehner CTO

Y PR 03 | Warmblood

056 Trakehner rCTO

Y PR 99 fWM_NO_

117 Welsh-A rC TO CALL D TT 0
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