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Fallbeschreibung

Ein ungewoéhnlicher Fall aus der Abstammungskontrolle

beim Hund

Institut fiir Nutztierwissenschaften, Veterinarmedizinische Abteilung Ziichtungsbiologie, ETH Ziirich

C. Schelling und G. Stranzinger

Zusammenfassung

- Mit Hilfe der Mikrosatelliten-Analyse iiberprii-
fen wir umstrittene Abstammungen beim
‘Hund. Ein Fall betraf einen Wurf von vier Wel-
pen, fiir die bereits Stammbiume ausgestellt
worden waren. Die Untersuchung musste ohne
Probenmaterial des angeblichen Vaters der Wel-
pen durchgefiihrt werden, da dieser zu einem
_unklaren Zeitpunkt verstorben war. Obwohl es
nicht moglich war, die verwandtschaftliche Be-
zichung dieses Riiden eindeutig zu kliren,
 zeigte die vergleichende Untersuchung der Ver-
erbung von Mikrosatelliten-Allelen, dass die
vom Ziicht(:r gemachten Aussagen  wider-
sprﬁchﬁch Wéren und es zu‘falschern Aufzeich-
nungen von Verpaarungen gekommen sein
_ musste. - '

Schliisselworter: Abétémmungskontrolle -
- Hunde — Mikrosatelliten - PCR -

Einleitung

Zur Abklirung von umstrittenen Abstammungen
bei Rassehunden untersuchen und vergleichen wir
die Vererbung von Mikrosatelliten-Allelen (Zajc et
al., 1994), die mit Hilfe der Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR) vermehrt werden. In diesem Fall
handelte es sich um einen Wurf von vier Welpen,
fir die bereits Stammbiume durch die Schweizeri-
sche Kynologische Gesellschaft (SKG) ausgestellt
worden waren. Gerlichte in Ziichterkreisen deute-
ten darauf hin, dass der auf der Deckbescheinigung
angegebene Riide zum Zeitpunkt der Belegung
bereits tot gewesen sein soll. Der Rasseclub veran-
lasste eine molekulargenetische Uberpriifung der
Vaterschaft. Fiir diese Abklirungen steht norma-
lerweise kernhaltiges Probenmaterial der Hiindin,
der Welpen und der alsViter in Frage kommenden
Riiden zur Verfligung. In diesem ungewdhnlichen
Fall war vom angeblichen Riiden kein Probenma-
terial zu erhalten, da er zu einem nicht klaren Zeit-
punkt verstorben war. Dies erschwerte die Unter-
suchungen, und es musste erwartet werden, dass
ohne stark polymorphe, informative Mikrosatelli-
ten-Systeme keine schliissigen Resultate erzielt
werden konnten. Es war aber moglich, eine Blut-
probe eines Halbbruders der vier Welpen zu be-

An unusual paternity test in dogs

We are solving disputed paternities in purebred
dogs using microsatellite analysis. An interesting
case involved four puppiesr for which pedigrees
were already issued by the Swiss Kennel Club.
The investigation had to be carried out without
a sample from the stated sire. Even though the
relationship of this sire could not be determined
conclusively, comparison of microsatellite alleles
within this family, including an alleged half-
brother of the four puppies, showed clearly that
the breeder had made contradictory statements
and that false recordings of matings had occur-
red. The pedigrees for these four puppies were
withdrawn and sanctions against the breeder
were imposed. . -

Key words: pedigree control — dogs — micro-
satellites — PCR '

kommen, der aus einer anderen Verpaarung mit
demselben Riiden stammen sollte. Aufgrund der
Vererbung nach Mendel wiirde man erwarten, dass
sich die Bandenmuster der vier Welpen und die des
Halbbruders dhnlich sind. Es wurde deshalb ver-
sucht, durch Vergleichen der Bandenmuster der
vier Welpen und des Halbbruders zu Riickschliis-
sen auf den Genotyp des biologischenVaters zu ge-

langen und auf diese Weise ein Reesultat zu erzielen.

Tiere, Material und Methoden

Das Erbmaterial (Desoxyribonukleinsiure, DNS)
der in diese Untersuchung miteinbezogenen
Hunde wurde aus den Leukozyten von 1 ml
EDTA-behandeltem Vollblut isoliert (Kawasaki,
1990). Auf diese Weise erhilt man eine Losung mit
genomischer DNS, die fiir 500-1000 PCR-R eak-
tionen ausreicht. Fiir die Abklirungen wurden 17
verschiedene Mikrosatelliten-Systeme untersucht.
Davon waren 8 Systeme (OST 20, 30, 140, 173,
213,250,263,279) vom Dinukleotid-Typ (Ostran-
der et al., 1993) und 9 Systeme ( T2004, 2016,
2087a, 2087b, 2130, 2131, 2137, 2138, 2140) vom
Tetranukleotid-Typ (Francisco et al., 1996). Fiir die
PCR-Reaktionen wurden jeweils 50 ng genomi-
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sche DNS der einzelnen Hunde bzw. H,0 bidest.
fiir die Negativkontrolle eingesetzt. Das Reak-
tionsvolumen betrug fur alle Primerpaare 15 pl
mit: 1 X PCR Puffer mit 1.5 mM MgCl,,je 0.4 uM
der beiden Primer, 200 uM dNTPs, 2.5 pg bovines
Serumalbumin und 0.5 Einheiten Tag-Polymerase
(Perkin Elmer). Die PCR-Ansitze wurden in ei-
nem Robocycler (Stratagene) mit folgendem Tem-
peraturprofil inkubiert. Initiale Denaturierung
5 Minuten bei 94 °C, gefolgt von 28 Zyklen mit 45
Sekunden bei 94 °C, 45 Sekunden bei 58 °C und
60 Sekunden bei 72 °C. Die finale Extension dau-
erte 10 Minuten bei 72 °C.Die Amplifikationspro-
dukte wurden in einem vertikalen 10% Polyakryl-
amidgel wihrend 15 Stunden bei 100 Volt, gefolgt
von 3 Stunden bei 300 Volt, der Linge nach aufge-
trennt und nach Ethidiumbromid-Firbung unter
UV-Licht fotografiert.

Resultate und Diskussion

Gemiss den Unterlagen des Ziichters wurde ein
partieller Stammbaum (Abb. 1) erstellt, der die Ver-
wandtschaftsverhiltnisse der von der Untersu-
chung betroffenen Hunde darstellte. Es sollte fol-
gende Frage geklirt werden: Stammen alle vier
Welpen (W1-W4) aus der Verpaarung Hiindin 1
(H1) X Riide 1 (R1) ab? Vom Riiden 1 und der
Hiindin 2 (H2) waren keine Blutproben verfligbar,
da sie verstorben bzw. eine Blutentnahme nicht
moglich war. Fiir die Abklidrungen erhielten wir le-
diglich eine Blutprobe eines minnlichen Nach-
kommens der Verpaarung R1 X H2. Dieser als
Riide 2 (R2) bezeichnete Hund wire gemiss den
Angaben des Ziichters ein Halbbruder der vier
Welpen. Er befand sich zeitweise ebenfalls in die-
sem Zwinger und konnte deshalb nicht alsVater der

HT

R1 - H2

W1l w2

W3 W4 R2 R3 R4

Abbildung 1: Partieller Stammbaum erstellt aufgrund Angaben der Zuchtstitte.
Weibliche Hunde werden durch das Kreissymbol, ménnliche Hunde werden durch das
Quadrat dargestellt. Die vier Welpen (W1-1V4) sollen aus der Verpaarung Hiindin 1

(H1) X Riide 1 (R1) abstammen. Der Riide 2 soll ein Halbbruder der vier Welpen
sein und aus der Verpaarung R1 X Hiindin 2 (H2) stammen. Vom Riiden 1 und von
der Hiindin 2 waren keine Proben vetfiighar. Die Riiden 3 (R3) und 4 (R4) gehéren
einer anderen Rasse an und kommen aber, wie R2, als Vater der Welpen in Frage.

Welpen ausgeschlossen werden. Die Riiden 3 (R3)
und 4 (R4) lebten zur Zeit der Laufigkeit der Hiin-
din 1 ebenfalls in diesem Zwinger und wurden, ob-
wohl sie einer anderen Rasse zugehoren, in die
Untersuchungen miteinbezogen, da sie aufgrund
der Vererbung der Fellfarben nicht als Viter ausge-
schlossen werden konnten.

Die Resultate der Untersuchung aller 17 verwen-
deten Systeme ergab folgende Aufschliisse: Die
Mutterschaft von Hiindin 1 ist mit sehr grosser
Wahrscheinlichkeit korrekt. Es konnte kein Allel
im Bandenmuster der Welpen nachgewiesen wer-
den, das nicht im Muster der Hiindin 1 vorhanden
war (nicht gezeigt). Eine Doppelbelegung wurde
aufgrund der Tatsache, dass mit allen untersuchten
Systemen in den Bandenmuster der vier Welpen
nie mehr als vier Allele (beide Eltern heterozygot)
nachgewiesen werden konnten, mit sehr grosser
Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen (nicht ge-
zeigt).

Drei Mikrosatelliten-Systeme waren sehr informa-
tiv. Mit den Systemen OST 279,T2140 und T2137
konnten die miitterlichen und viterlichen Allele bei
den 4 Wurfgeschwistern identifiziert werden. Fiir
OST 279 (Abb.2A) und T2140 (Abb. 2B) ist in bei-
den Fillen der Genotyp des angeblichen Halbbru-
ders (R2) nicht mit derVererbung nach Mendel ver-
einbar. Fiir das System OST 279 (Abb. 2A) hat die
Hiindin 1 einen homozygoten Genotyp (CC) und
die viterlichen Allele der Welpen sind D und E. Der
Genotyp des Halbbruders (R2) sollte deshalb min-
destens in einem Allel (D oder E) mit dem Genotyp
der Welpen iibereinstimmen. Sein Genotyp ist aber
heterozygot mit den Allelen A und B. Dies deutet
klar darauf hin, dass der Vater der vier Welpen nicht
identisch mit demVater des Riiden 2 ist. Im System
T2140 (Abb. 2B) sind die viterlichen Allele C und
D. Der Genotyp des Halbbruders ist aber homozy-
got B. Die verschiedenen Genotypen der Welpen
(CE,AD und AC) widerlegen erneut die Méglich-
keit eines gemeinsamen Vaters mit dem Riiden 2.
Die Analyse des SystemsT2137 (Abb.2C) deutet an,
dass der Genotyp desVaters der vier Wurfgeschwister
eher homozygot als heterozygot ist. Alle Welpen ha-
ben nur ein Allel D vom Riiden vererbt bekommen.
Der angebliche Halbbruder hat aber einen hetero-
zygoten Genotyp mit den Allelen B* und C. Das
kiirzere Allel des Riiden 2 wurde mit B* bezeich-
net, weil es sich um ein Allel handelt, das zwischen A
und B liegt. Das Allel B (4 Basenpaare linger als A)
ist in diesen Hunden nicht vorhanden. In seltenen
Fillen fihren Mikroinsertionen oder Mikrodeletio-
nen in den Sequenzen, welche den Mikrosatelliten
flankieren, zu Allelen mit Lingenunterschieden von
einem, zwei oder drei Basenpaaren. Fiir die Beurtei-
lung dieses Falles war das Auftreten dieses Phino-

mens jedoch nicht von Bedeutung.
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M @ HI WIW2 W3 W4 R2 R3 R4

w0 T

CC Cp Cp CE CD AB EE DE

M 0 HI W1 W2 W3IW4 R2 R3 R4

AE CE AD AC CE BB BD CD

M @ HI WI W2W3 W4 R2 R3 R4

AE DE AD DE DE B*C DD DD

Abbildung 2: PCR-Nachweis mit den Mikrosatelliten-Primerpaaren OST 279 (A),
T2140 (B) und T2137 (C). Die Amplifikate wurden auf einem 10% Polyakrylamid-
gel zusammen mit einem Molekulargewichtsmarker (M = 10 Basenpaarleiter)
aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefirbt. Das Ladeschema der PCR-Produkte ist:
@ = Negativ-Kontrolle, H1 = Hiindin 1,W1 = Welpe 1,W2 =Welpe 2,W3 =
Welpe 3,W4 = Welpe 4, R2 = Riide 2, R3 = Riide 3, R4 = Riide 4. Die
Genotypen der einzelnen Hunde sind unter der Laufbahn vermerkt. Die Pfeile auf der
rechten Seite des Bildes deuten auf die segregierenden Allele des jeweiligen Systems, und
der Pfeil auf der linken Seite gibt einen Referenzpunkt des Molekulargewichtsmarker.
Beim Mikrosatelliten OST 279 treten sogenannte «Stotterbanden» auf; die durch
Fehler in der Amplifikation mit der Taq-Polymerase von repetierter DNS entstehen.
Diese Stotterbanden sind 2 Basenpaare kiirzer als das entsprechende Allel und werden
weniger stark amplifiziert. Ausserdem konnen vereinzelt sehr schwache Heteroduplex-
banden erkannt werden. Sie entstehen durch nicht optimale Hybridisierung von DNS-
Einzelstringen.

Aufgrund der Resultate dieser 3 Systeme kénnen
folgende Aussagen tiber die Vaterschaft des Wurfes
gemacht werden. Der Halbbruder konnte auf-
grund der Vererbung der Allele als Vater aller vier
Wurfgeschwister ausgeschlossen  werden. Die
Frage, ob der Riide 1 derVater der vier Welpen sein
kann, konnte nicht schliissig beantwortet werden.

Die Resultate der 3 Mikrosatelliten-Systeme OST

’ Abstammungskontrolle beim Hund

279,T2137 undT2140 lassen aber starke Zweifel an
der Richtigkeit der Angaben der Zuchtstitte auf-
kommen. Aufgrund der vorliegenden Befunde
kommt der Riide 1 nur dann alsVater der vier Wel-
pen in Frage, wenn er nicht gleichzeitig der Vater
des Riiden 2 ist.

Es gibt zwar Ausschlusskonstellationen, die nicht
voll beweiskriftig sind, und deshalb durch weitere
Ausschliisse bestitigt werden miissen. So kann z.B.
eine Mutation in der Keimbahn zu einer sprung-
haftenVerinderung in der Linge eines Mikrosatel-
liten-Alleles fiihren. Man vermutet, dass Fehler
wihrend der Meiose in der Replikation der DNS
fir diese Verinderungen verantwortlich sind
(Schlotterer und Tautz, 1992). Ausserdem kann ein
Basenaustausch im Bereich der Primerbindungs-
stelle dazu fiihren, dass der Primer unter Standard-
PCR-Bedingungen nicht mehr hybridisieren kann
und dass deshalb ein Allel nicht mehr oder unter der
Nachweisgrenze amplifiziert wird. Dieses auch als
«Null»-Allel bezeichnete Phinomen konnte bei-
spielweise bei Pferden (Eggleston-Stott et al.,
1997), Schafen (Ede und Crawford, 1995) und
Hunden (Pienkowska und Schelling, in Vorberei-
tung) nachgewiesen werden. Diese Ereignisse sind
selten, und man wiirde nicht erwarten, dass gleich-
zeitig vier Welpen dieselbe Mutation aufweisen
und mehrere Mikrosatelliten betroffen sind.
Obwohl die beiden Riiden 3 und 4 einer anderen
Rasse angehoren, wurden sie in die Untersuchung
miteinbezogen, da sie zum Zeitpunkt der Liufig-
keit der Hiindin ebenfalls in diesem Zwinger ge-
halten wurden und die Vererbung der Fellfarben
diese als mogliche Viter nicht ausschloss. Mit den
17 untersuchten Mikrosatelliten-Systemen konnte
der Riide 3 (R3) als Vater fiir alle vier Welpen
(Welpe 1:3mal;Welpe 2:2mal;Welpe 3: 3mal;Welpe
4: 3mal) ausgeschlossen werden (als Beispiele: Abb.
2A~C).Der Riide 4 (R4) konnte in keinem Fall als
Vater der vier Welpen ausgeschlossen werden. Seine
Genotypen waren in jedem untersuchten System
mit einer Vaterschaft fiir die vier Welpen vereinbar
(als Beispiele: Abb. 2A—C). Diese Resultate spre-
chen dafiir, dass der Riide 4 als Vater des Wurfes in
Frage kommt.

Schlussfolgerungen

Die angebliche Vaterschaft des Riiden 1 konnte
nicht schliissig beurteilt werden, da von ihm kein
Probenmaterial verfligbar war. Aufgrund der vor-
liegenden Bandenmuster, die einen gemeinsamen
Vater fiir die Welpen und den Riiden 2 ausschlies-
sen, muss unter der Annahme, dass die Blutentnah-
men korrekt erfolgt sind, davon ausgegangen wer-
den, dass Aufzeichnungen iiber Verpaarungen in
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der Zuchtstitte Fehler enthalten und es zur Aus-
stellung von falschen Stammbiumen gekommen
ist. Die Resultate mit 17 verschiedenen Mikrosa-
telliten schliessen eine Vaterschaft eines weiteren
Riiden, der sich zur fraglichen Zuchtperiode im

Un cas insolite lors du contréole
d’ascendance chez le chien
Les disputes 2 propos du contrble d’aséendance:,
sont résolues 4 a l’alde de 1 analyse des microsatel-
lites. Un cas intéressant concerne quatre chiots
dont les certificats d’ascendance avaient été etaa,,i
blis. L'examen a été conduit sans échantillon en
provenance du pere. Méme si le degré de pa-
| renté n’a pas pu étre déterming, la comparaison
des alleles de microsatellites au sein de la famille,
y compris des demi-fréres de chiots,a démontré
clmrement que l’éleveur ava1t fa1t des declara—_
tions éronnées et que les accouplements
n’avaient pas été documentés proprement. Les
certificats d’ascendance de ces chiots ont été re-

tlres et des sancuons ont ete prlses‘contre l’ele—”
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Zwinger befand, nicht aus. Der Fall zeigt die hohe
Aussagekraft der Mikrosatelliten-Analyse auch in
Defizienzfillen und unterstreicht erneut die Not-
wendigkeit der Einfiihrung einer unabhingigen
Abstammungskontrolle beim Rassehund.
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