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Molekulare Marker zur
Bewertung genetischer
Vielfalt bei Gefligel

Steffen Weigend (Mariensee)

eine nachhaltige landwirtschaftliche Produktion. Auch aus um-

weltpolitischer Sicht und unter wissenschaftlichen, 6konomi-
schen und kulturellen Aspekten gewinnt sie zunehmend an Bedeutung.
Bei der Zucht von Haustieren hat es der Mensch darauf angelegt, die
Tiere an unterschiedliche Erfordernisse hinsichtlich Verwendung, Um-
welt und Haltungsbedingungen anzupassen. Durch diese Selektion
sind Rassen entstanden, die sich in ihren erblichen Merkmalen und Ei-
genschaften zum Teil deutlich unterscheiden. Diese Unterschiede kén-
nen unmittelbare Bedeutung erlangen, wenn sich die Anforderungen
der Verbraucher an tierische Produkte oder an die Haltungsbedingun-
gen von Nutztieren dndern. Rassen stellen daher wichtige Ressourcen-
populationen dar. Um sie zu erhalten und im Rahmen einer nachhalti-
gen Landwirtschaft zu nutzen, miissen ihre Merkmale identifiziert und
charakterisiert werden. Moderne molekulargenetische Untersuchungs-
methoden bieten dazu erste erfolgversprechende Ansétze.

Die genetische Vielfalt bei Nutztieren ist ein wichtiger Baustein fiir

Die heutige Landwirtschaft wird von
unterschiedlichen Produktionsweisen ge-
pragt. Dabei lassen moderne Produktons-
verfahren, in denen die effiziente Erzeu-
gung hochwertiger Nahrungsguter im
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Vordergrund steht, wenig Platz fur Ro-
mantik. Dennoch haben wir oftmals ein
Bild bunter Vielfalt auf dem Bauernhof
vor Augen, wenn wir an landliche Idylle
denken.

Einschrankung der
Rassenvielfalt

Genetische Vielfalt innerhalb einer Art
spiegelt sich wider in Unterschieden zwi-
schen den einzelnen Rassen, Populatio-
nen und Individuen. Bei allen Nutztierar-
ten lasst sich ein zunehmender Verlust
von Rassen und damit von innerartlicher
Variabilitdt beobachten. Als besonders
gefdhrdet gilt der Geflugelbereich, da
hier die Spezialisierung und Industrialisie-
rung der Produktion wie bei keiner ande-
ren Nutztierart vorangeschritten ist.

Wahrend von Hobbyziichtern eine
Vielzahl von Gefltgelrassen gepflegt
wird, beschrankt sich die kommerzielle
Gefltgelzucht auf wenige, wirtschaftlich
genutzte Zuchtlinien. Beim Huhn ist darU-
ber hinaus eine Spezialisierung in Mast-
und Legerichtung erfolgt. In der Legehen-
nenzucht gibt es drei Zuchtunterneh-
mensgruppen (mit 1 bis 3 individuellen
Zuchtunternehmen), die den gesamten
Weltmarkt mit Legehybriden weiB- und
braunschaliger Eier abdecken. Eines die-
ser Unternehmen ist in Deutschland an-
gesiedelt. In der Mastrichtung sind es
ebenfalls drei Unternehmen, die 90 %
des Weltmarktes abdecken. Auch bei Pu-
ten wird die Zucht von nur drei weltweit
operierenden Unternehmen  betrieben.
Beim Wassergefliigel existieren etwa 20
Zuchtunternehmen, von denen weniger
als funf den weitaus groBten Teil aller El-
ternlinien bereitstellen.

Den Geflugelzuchtprogrammen liegt
eine hierarchische Struktur zugrunde. Die
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pergewicht. Aber auch bio-
chemische oder molekulare
Merkmale oder Marker kon-
nen zur Rassenunterschei-

[] Genetische Eigenschaften dung herangezogen wer-
m Co-dominante Vererbung den.
m Locus-Spezifitat
» Uber das gesamte Genom verteilt
m Hoch variabel

Box 1: Eigenschaften der Mikrosatelliten

[Molekulare Struktur [Beispiel (CA) - Repeat]
5. TCTTGT CATGCCCACACACACACACACAAAAAACAACACC..... 3"
3°....AGCAACACTACCCETGTGTGTGTGTGTGTTTTTTGTTGTCG.....5

Molekulare Marker sind
Abschnitte in der DNS (De-
soxyribonukleinsaure), dem
Trager der Erbinformation,
die zwischen Individuen va-

[ Technische Eigenschaften
& Einfache und akkurate Analysierbarkeit
& Hoher Probendurchsatz

m automatisierbar
m Parallele Mehrfachbestimmung
m Nichtradioaktive Analyseverfahren

riabel sind. Die beachtlichen
Fortschritte in der Moleku-

Zuchtlinien werden in den Basiszuchten
gehalten und ziichterisch bearbeitet. Zwi-
schengeschaltete  Vermehrungsbetriebe
erzeugen Produktionstiere als 3- oder 4-
Linien-Kreuzungsprodukte der in den Ba-
siszuchtunternehmen selektierten Zucht-
linien. Das bedeutet, dass die Zuchtbasis
nahezu aller weltweit wirtschaftlich ge-
nutzten Produktionstiere ausschlieBlich
bei einer geringen Anzahl multinationaler
Basiszlichter konzentriert ist, die wenige,
hoch spezialisierte Zuchtlinien entwickelt
haben.

Genetische
Unterschiede miissen
quantifizierbar sein

Die Wirtschaftsgeflugelzucht verzich-
tet derzeit darauf, das breite Spektrum
der wirtschaftlich nicht genutzten Geflu-
gelrassen aus dem Hobbyzuchtbereich in
kommerzielle Zuchtprogramme einzube-
ziehen. Doch fir eine zukinftige Geflu-
gelproduktion kénnte das genetische Po-
tenzial dieser Rassen von Nutzen sein.
Welchen Beitrag allerdings einzelne Ras-
sen leisten kdnnen, lasst sich gegenwar-
tig nicht abschatzen. Zu ungenau sind die
Informationen Gber die Verwandtschaft
der Rassen, ihre Eigenschaften und das
Leistungsvermdgen.

Die Uiberwiegende Zahl der verschiede-
nen Huhnerrassen, die in Deutschland
verbreitet waren, werden heute von Hob-
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byziichtern gehalten und entsprechend
dem Rassestandard selektiert. In der orga-
nisierten Hobbygefligelzucht gibt es je-
doch kaum eine Herdbuchzucht mit sys-
tematischer Aufzeichnung der Abstam-
mung wie bei GroBtieren. Selektiert wird
vorwiegend auf formale &uBerliche Merk-
male. Eine systematische Erfassung der
Leistung unter definierten Umweltbedin-
gungen existiert fir diese Rassen in
Deutschland nicht mehr.

In einer vom Bund Deutscher Rassege-
fligelziichter (BDRG) im Jahr 2000 durch-
geftihrten Bestandsrecherche wurden al-
lein 95 Huhnerrassen (ohne Zwerghuhn-
rassen), 20 Entenrassen und 14 Ganseras-
sen erfasst. Dabei ist noch keine Auftei-
lung nach Farbschlagen erfolgt, die die
Anzahl der Gruppen noch weit erh6hen
warde. Angesichts der Vielzahl der Ras-
sen und Farbschldge beim Geflligel ist es
praktisch unmoglich, alle Eigenschaften
dieser Tiere anhand experimenteller Pri-
fungen zu beschreiben. Folglich wird eine
Alternative fur die Bewertung genetischer
Ressourcenpopulationen benétigt.

Molekulare Marker

Nach allgemein akzeptierter Auffas-
sung sind Rassen als erhaltenswert einzu-
stufen, wenn sie eine hohe genetische
Distanz (Unverwandtschaft) zu anderen
Rassen aufweisen und eine eigenstandige
Entwicklungsgeschichte haben. Um die
genetische Distanz zu beschreiben, wer-
den Merkmale benétigt, die die Unter-
schiede zwischen den Rassen beschrei-
ben, also zwischen den Rassen variieren.
Das konnen Merkmale sein, die auBerlich
sichtbar sind wie die Gefiederfarbe, die
Auspragung des Kammes oder das Kér-

largenetik eroffnen heute
vollig neue Mdglichkeiten, solche Unter-
schiede zwischen Individuen, Populatio-
nen, Rassen und Arten zu charakterisie-
ren. Wahrend der letzten zwei Jahrzehnte
sind eine Reihe unterschiedlicher Arten
von molekularen Markern identifiziert ge-
worden. Mit Hilfe einer Gruppe, den so-
genannten ,Variable Number of Tandem
Repeat” (VNTR) Markern, zu denen auch
Mikrosatelliten gehoren, lieB sich bei
Nutztieren die genetische Verwandt-
schaft zwischen Rassen erfolgreich stu-
dieren. Diese molekularen Marker sollen
im Folgenden néher besprochen werden.

Mikrosatelliten als
molekulare Marker

Mikrosatelliten sind Abschnitte in der
DNS eines Individuums, die im Gegensatz
zu Genen keine Bauanleitungen flr Pro-
teine enthalten. Diese DNS-Abschnitte
bestehen aus kleinen, sich wiederholen-
den Unterabschnitten, das heiBt Sequen-
zen mit sehr kurzer Basenfolge (z.B.
[CA]n, siehe Box 1). Die Funktion von Mi-
krosatelliten ist nicht bekannt. lhre Eigen-
schaften jedoch, insbesondere ihre
zwischen Individuen variierende Lange
(Allele), lassen Mikrosatelliten als bevor-
zugte Marker fur verwandtschaftliche
Untersuchungen zwischen Rassen oder
anderen Gruppen von Individuen erschei-
nen.

Mikrosatelliten werden co-dominant
vererbt: Unterscheiden sich die elterlichen
DNS-Abschnitte, konnen beide Allele
nachgewiesen werden. Weiterhin ist es
gelungen, jedem Mikrosatelliten eine be-
stimmte Position in der genetischen Kar-
te, dem Bauplan der Erbanlagen der je-
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Abb. 1: Bild einer elektrophoretischen Auftrennung von DNS-Abschnitten

unterschiedlicher Ldnge (Allele) des Mikrosatelliten MCW0216 beim Haus-

huhn

AuBere Spuren: Standardallele unterschiedlicher Linge (141bp, 143bp, 144bp,
145bp, 147bp, 149bp) zur Justierung der AllelgréBenbestimmung

Innere Spuren: 22 Individuelle Proben, die nach Vervielféltigung in der Polymerase-

Ketten-Reaktion gelelektrophoretisch aufgetrennt wurden

weiligen Art, zuzuweisen. Dadurch ist es
maoglich, von den zahlreichen bekannten
Mikrosatelliten solche fur die Untersu-
chung auszusuchen, die gleichmaBig und
unabhangig voneinander (ber das ge-
samte Genom verteilt sind. Auf diese
Weise kann man mit einer begrenzten
Anzahl von Markern reprasentative Infor-
mationen Uber Unterschiede zwischen
Individuen auf der molekularen Ebene er-
halten.

Mikrosatelliten sind fur Biodiversitats-
studien nicht zuletzt deshalb so beliebt,
weil sie sich gut technisch handhaben las-
sen. Ausgangspunkt sind spezifische,
zum Beispiel aus einer Blutprobe gewon-
nene DNS-Abschnitte, die mit einem bio-
chemischen Verfahren, der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR), in groBen Mengen
vervielféltigt werden. Dadurch steht
geniigend Material zur Verfigung, um
die Langenauspragung des fur das jewei-
lige Individuum charakteristischen DNS-
Abschnitts analysieren zu kénnen. Die
Langenunterschiede der DNS-Kopien las-
sen sich auf einem geeigneten Trager (Po-
lyacrylamid-Gel) in einem elektrischen
Feld auftrennen und darstellen (Abb. 1).
Aufbauend auf diesem Prinzip wurden
Methoden entwickelt, die einen hohen
Probendurchsatz bei akkurater Analysier-
barkeit erlauben. Mit Hilfe spezieller Com-
puterprogramme kénnen DNS-Profile zahl-
reicher Individuen unterschiedlicher Rassen

verglichen und ihre Ahnlichkeiten analy-
siert werden.

Biodiversitatsstudien
mit Mikrosatelliten

Die Charakterisierung mit Hilfe von
Mikrosatelliten ist in den vergangenen
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Jahren bei allen wichtigen Nutztierarten
erfolgt. Damit haben wir Einblicke in die
Variabilitat innerhalb der Rassen und zwi-
schen Rassen gewinnen kénnen.

Ein MaB fir die Variabilitat innerhalb
einer Rasse ist der Heterozygotiegrad.
Dieses MaB beschreibt den Anteil von In-
dividuen, die in einzelnen Mikrosatelliten
unterschiedliche Allele (unterschiedliche
Lange des jeweiligen DNS-Abschnittes)
von Mutter und Vater tragen. Dieser An-
teil wird relativ zur Gesamtanzahl unter-
suchter Individuen bestimmt und fur jede
Rasse Uber alle Mikrosatelliten gemittelt.

In einem vor kurzem durchgefiihrten
EU-weiten Forschungsprojekt (AVIAN-
DIV), an dem das Institut fir Tierzucht der
Bundesforschungsanstalt fir Landwirt-
schaft (FAL) federfihrend beteiligt war,
wurden mehr als 50 verschiedene Huh-
nerrassen mit Hilfe von 25 Mikrosatelliten
untersucht. Der durchschnittliche Hetero-
zygotiegrad lag bei 47 %.

Interessanterweise zeigten die unter-
suchten Linien aus der Wirtschaftsgeflu-
gelzucht eine mittlere bis hohe Variabilitat
in den untersuchten Markern —f(r einzel-
ne Masthuhnlinien lag sie nahezu so hoch
wie bei Wildhihnern. Offensichtlich wird
in der Wirtschaftsgeflligelzucht intensiv
darauf geachtet, Verpaarungen eng ver-
wandter Tiere zu vermeiden, die zu einer

Abb. 2: Dendrogramm der verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen 20
Hlhnerpopulationen basierend auf der Allelanalyse von 14 Mikrosatelliten-
loci. Zahlenwerte an den Verzweigungen des Stammbaumes zeigen die
Wiederholbarkeit der jeweiligen Gruppierung (in Prozent) bei 1000 Wie-

derholungen an (Bootstrapping).

Westfélische Totleger

Wildhuhn (Gallus gallus spadiceus)
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Abnahme des Heterozygotiegrades und
einer Zunahme der Inzucht fihren wiirde.

Im Vergleich zu anderen Arten scheint
der durchschnittliche Heterozygotiegrad
bei Hihnern jedoch geringer zu sein. Bei
anderen landwirtschaftlichen Nutztieren
wie dem Schwein (68 %) oder Rind
(60 %), aber auch beim Menschen (70—
80 %) wurden hohere Heterozygotiegra-
de festgestellt. Sollte sich dieses Ergebnis
in weiteren Untersuchungen bestatigen,
wadre dies ein Hinweis, dass die geneti-
sche Vielfalt bei Hihnern mehr als bei an-
deren Nutztierarten gefahrdet ist.

Ausgehend von Unterschieden in der
Haufigkeit des Auftretens einzelner Mik-
rosatellitenallele kénnen die genetische
Distanzen verschiedener Rassen berech-
net werden. Je mehr Individuen zweier
Rassen DNS-Abschnitte gleicher Lange
aufweisen, umso enger verwandt sind
diese Gruppen. Auf diese Weise ist es
moglich, die genetische Verwandtschaft
zwischen Gruppen zu quantifizieren,
dessen Ausdruck die genetische Distanz
ist.

Spezielle mathematische Algorithmen
erlauben es, die untersuchten Rassen in
Stammbdumen  (Dendrogrammen) zu
gruppieren. Abbildung 2 zeigt ein Den-
drogramm von 20 Huhnerpopulationen.
Diese Hihnerpopulationen unterschied-
licher Herkunft wurden von uns an 14
Mikrosatellitenorten im Genom unter-
sucht. Der daraus rekonstruierte Stamm-
baum lasst drei Verwandtschaftsgruppen
der untersuchten Hihner erkennen: Rote
Kammhahner (Wildhuhn, Vorfahre der
Haushthner), Rassen nordwesteuropa-
ischen Ursprungs (zu denen die Westfali-
schen Totleger gehéren) und Rassen asia-
tischen Ursprungs, die unter anderem die
Grundlage fur kommerzielle Legelinien
braunschaliger Eier bildeten.

Mikrosatellitenmarker kénnen auch
fir eine Zuordnung einzelner Individuen
zu einer Rasse verwendet werden. An-
hand individueller Typisierungen von
27 Mikrosatelliten in einer Untersuchung
bei 600 Tieren aus 20 Huhnerpopulatio-
nen wurde im Rahmen des AVIANDIV
Projektes gezeigt, dass in 98 % der Falle
eine richtige Zuordnung der Individuen
anhand der Mikrosatellitenmarker zur je-
weiligen Rasse moglich war (Abb. 3). Bei
einer Verringerung der Anzahl auf 12-15
hoch variable Marker und 15-20 Indivi-
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Abb. 3: Erfolgsrate einer korrekten Zuordnung von Individuen zu rassetypischen
Clustern bei zunehmender Anzahl Mikrosatellitenloci als Beitrag zur Identifizierung
und Erhaltung genetischer Ressourcen beim Haushuhn.

Mit steigender Anzahl Mikrosatelliten verbessert sich der Anteil richtig zugeordne-
ter Tiere zur jeweiligen Rasse. Die Marker besitzen einen unterschiedlichen Informa-
tionsgehalt. Die schrittweise Einbeziehung der Marker in die Analyse, beginnend mit

dem informativsten Marker,

erlaubt eine Reduzierung der notwendigen

Anzahl zu typisierender Marker und verringert dadurch den Aufwand. Bereits mit
10-12 hoch variablen Markern ist die Zuordnung der Tiere in mehr als 90 % der

Félle richtig.

duen erfolgte die Zuordnung der Tiere
noch in 90 % der Falle richtig.

Marker der nachsten
Generation

Neueste Entwicklungen auf dem Ge-
biet der Molekulargenetik werden auch
die zukunftige Strategie zur Bewertung
genetischer Vielfalt entscheidend beein-
flussen. Mikrosatelliten haben ihre Eig-
nung als Marker fur Biodiversitatsunter-
suchungen bereits unter Beweis gestellt.
Doch da sie nicht an der Kodierung von
Proteinen, die ja die Merkmalsauspragun-
gen steuern, beteiligt sind, gestatten sie
nur indirekt eine Bewertung mdglicher
Unterschiede zwischen Rassen in speziel-
len Eigenschaften.

Punktmutationen (Single Point Muta-
tion, SNP) stellen molekulare Marker dar,
die Uberall im Genom auftreten koénnen,
also auch in Genen. Die Analyse von
Punktmutationen werden daher auch Un-
tersuchungen der molekularen Variabi-
litat im funktionellen Bereich der DNS er-

lauben. In dem bereits erwdhntem For-
schungsprojekt AVIANDIV wurde gepr(ft,
ob sich SNPs fir Biodiversitatsstudien
beim Haushuhn potenziell eignen. Dabei
zeigte sich, dass Punktmutationen mit
groBer Haufigkeit im Genom des Huhnes
auftreten.

Intensive Forschungen auf diesem Ge-
biet erweitern standig unsere Kenntnisse
Gber variable Bereiche im Genom unserer
Haustiere. Dadurch wéchst das Verstand-
nis, wie sich die genetische Diversitat auf
molekularer Ebene widerspiegelt. Die
Entwicklung effizienter Analysenmetho-
den zum Nachweis von SNPs in merk-
malsbeeinflussenden Bereichen des Ge-
noms der Nutztiere wird in kiinftigen For-
schungsarbeiten  zweifelsohne  eine
Schltsselrolle einnehmen. [
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