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Originalarbeit

Charakterisierung von Schweizer-Neuweltkameliden-
rassen mittels Mikrosatelliten-Markern

Institut fiir Nutztierwissenschaften, Gruppe Ziichtungsbiologie, ETH Ziirich
S. Rieder, H.U. Bérlocher, H. Jorg, Ch. Hagger, G. Stranzinger

;,,Z{usammenfassun -

'Eﬁf'genetisch typi'émrt Vur'id die Abstammung der
mzeltlere uberpru -Die Analyse der Allelfre-

bestlmmte Exgenschaften bei dlesen leren vor-
{handen Die gescha te genetlsche Distanz ZWi-

~-Rassen bestaugt (e
. mungsverwandtschaften aufgru

Schliisselworter: Neuweltkameliden - Mikrosa-
telliten - Abstammungskontrolle - Popula-
"ttonsparameter Phylogenese .

Einleitung

Die hockerlosen Kleinkamele oder Neuweltka-
mele (NWK) der Gattung Lama wurden bis vor
kurzem fast ausschliesslich in Stidamerika gehalten.
Sie erfreuen sich aber zunehmender Beliebtheit
ausserhalb ihrer Ursprungsgebiete. Die Gattung
Lama umfasst vier Subspezies, wovon zwei domes-
tizierte — Lama glama (Llama), Lama pacos (Alpaka)
—und zwei Wildarten — Lama guanicoe (Guanako),
Lama vicugna (Vicuiia). Nach wie vor gibt die Ab-
stammung der domestizierten Arten aus den Wild-
arten zu Diskussionen Anlass. Mitochondriale
DNS-Untersuchungen deuten auf die alleinige
Herkunft des Lamas aus dem Guanako.Alpakas an-

dererseits diirften aus einer Kreuzung von Guanako

Key words: New-world camelldes microsatel-
lites parentage control - population parame-
ters—phylogenesis

und Vicufia hervorgegangen sein (Kessler, 1997).
Lamas werden seit jeher zum Transport von Erzen
und Salz in den Hochanden verwendet. Daneben
dienen sie traditionell der Fleischnutzung und kul-
turellen Zwecken. Bei den Alpakas steht die Woll-
produktion imVordergrund.Vicunas und Guanakos
wurden ihres weichen Vlieses wegen von die indi-
genen Bevolkerung gefangen und nach der Schur
wieder freigelassen. In Europa, insbesondere auch in
der Schweiz, sehen viele Halter diese gentigsamen
Tiere als interessanten Zweig in der landwirtschaft-
lichen Nischenproduktion (z.B. Landschaftspflege,
Spezialprodukte) oder als Freizeittiere im Bereich
von Aktivititen, wie man sie ansonsten etwa bei

Pferden oder Hunden kennt (Rieder, 1995).
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Mikrosatelliten bei Schweizer-Neuweltkamelidenrassen

Der Aufbau von Populationen «exotischer» Tierar-
ten stellt neue Herausforderungen und Fragen be-
ziiglich, Haltung, Hygiene, Biologie, Diagnostik
und Therapie solcher Spezies. Aus tierziichterischer
Sicht interessieren zudem Fragen der individuellen
Identifikation, der Populationsstruktur bzw. der ge-
netischen Varianz. Letztere sind Voraussetzung fiir
die ziichterische Bearbeitung einer Population.
Genetische Varianz lisst sich indirekt mit Hilfe von
polymorphen (iiber verschiedene Allele verfii-
gende) Markersystemen ermitteln (z.B. charakte-
ristische Phinotypen, Farben, Blutgruppenpoly-
morphismen, biochemische Polymorphismen,
Mikrosatelliten). Marker sind in der Regel nicht
kausale Ursache flir die Ausprigung eines biologi-
schen Merkmals, sie stehen aber in einer bestimm-
ten Beziechung zu diesem Merkmal (Assoziation,
Kopplung). Sind die kausalen Ursichlichkeiten ei-
nes Merkmals nicht bekannt, erméoglicht demnach
ein Markerallel, das jeweils zusammen mit dem
Merkmal auftritt, einen indirekten R iickschluss auf
dieses Merkmal.

Mikrosatelliten (MS) sind hochpolymorphe mole-
kulare Markersysteme, deren Allele nach den Men-
delschen Regeln vererbt werden. Routinemissig
kommen sie in der Abstammungskontrolle aber
auch zur Charakterisierung der genetischen Dis-
tanz und Variabilitit zwischen Populationen und
Individuen zur Anwendung (Fries et al., 1990;
Bowling et al., 1997; Checa et al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurden Schweizer
NWK (d.h. in der Schweiz geboren oder in die
Schweiz importiert) verschiedener Subspezies
(Llama, Alpaka) mittels sechs MS molekulargene-
tisch typisiert und auf ihre Abstammung iiberpriift.
Die dabei anfallenden Daten erlaubten die Berech-
nung folgender Populationsparameter: Die abso-
lute Anzahl Allele (NA), die effektive Anzahl Allele
(ENA), der Heterozygotiegrad (H), der polymor-
phe Informationsgehalt (PIC), die Abweichung
vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (H-W), die
Ausschlusswahrscheinlichkeit (EP) sowie die ku-
mulierte Ausschlusswahrscheinlichkeit (CEP). Die
Breite der genetischen Basis dieser noch relativ
neuen Schweizer Tierpopulation wie auch die ge-
netische Distanz zwischen den einzelnen Subspe-
zies werden dabei erstmals diskutiert.

Tiere, Material und Methoden
Untersuchte Tiere

Pedigreeinformation sowie individuelle Haarpro-
ben von insgesamt 91 NWK, unterteilt in die vier
Arten und teilweise in Rassen, wurden im Rahmen
einer Diplomarbeit an der ETH Ziirich (Birlocher,
1999) bei verschiedenen Tierhaltern in der Schweiz

Tabelle 1: Newweltkameliden-Populationsstichprobe.

gesammelt. Innerhalb der Rassengruppen waren die

Tiere teilweise verwandt (Familien). Hybride zwi-
schen Rassen- oder gar Artgruppen kommen in der
Stichprobe nicht vor. Die genauere Zusammenset-
zung der Stichprobe ist aus Tabelle 1 ersichtlich.

DNS-Isolation

DNS wurde aus Haarwurzelzellen von jeweils 5-8
Haaren nach folgendem Protokoll gewonnen: Zel-
len in 1-ml-Eppendorf-Tiibchen mittels 50 pl
20 mM NaOH wihrend 15 Minuten bei 95 °C de-
naturieren. Anschliessend Beigabe von 50 pl einer
Losung aus 200 mM HCI und 100 mM trisHCI
mit pH 8.5 zwecks Ausfillung und Stabilisierung
der DNS. Die Probe wird gemischt und jeweils ca.
3 ul fur eine PCR-Reaktion verwendet. Die DNS
kann in dieser Form bei 4 °C gelagert werden.

Amplifikation von Mikrosatelliten mittels PCR

Als Mikrosatelliten bezeichnet man repetitive nicht
codierende DNS-Abschnitte (Introns). Haufig lie-
gen sie in der Form (CA)n vor — variable Tandem-
abfolge der Kernbasen Cytosin und Adenin. Finden
sich in einem solchen DINS-Abschnitt zwischen
Tieren viele unterschiedlich lange Abfolgen von
(CA)n, so ist der Mikrosatellit polymorph, d.h., er
verfligt tiber verschiedene Allele. In jedem Tier
werden an jedem Locus grundsitzlich zwei Allele
erwartet — jeweils eines vom Vater und eines von
der Mutter. Diese werden von den Elterntieren auf
ihre Nachkommen gemiss den Mendelschen Re-
geln vererbt. Besitzen die Elterntiere, bezogen auf
bestimmte Mikrosatelliten, nicht tiberall die glei-
chen Allelvarianten (Heterozygotie), kann die je-
weils unterschiedliche Herkunft eines Allels (Vater
oder Mutter) in einem Individuum aufgezeigt und
damit die Abstammung dieses Individuums iiber-
priift werden. Die Verwendung mehrerer moglichst
nicht gekoppelter (nicht auf dem selben Chromo-
som liegend) Mikrosatelliten erhoht die Wahr-
scheinlichkeit, eine falsche Abstammung als solche
zu erkennen.

Die Mikrosatelliten LCA5, LCA19, LCA23,
LCA37 (Penedo et al., 1998) sowie YWLL08 und
YWLL36 (Lang et al., 1996) wurden flir diese Ar-
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Mikrosatelliten bei Schweizer-Neuweltkamelidenrassen

beit verwendet. Informationen beziiglich Primer-
synthese und PCR-Protokoll sind den Literaturan-
gaben entnommen. Anfangsdenaturierung wih-
rend 5 Minuten bei 95 °C gefolgt von 30 Zyklen —
30 Sekunden Denaturierung bei 95 °C, 30 Sekun-
den Annealing bei 56-58 °C, 30 Sekunden Exten-
sion bei 72 °C. Abgeschlossen wurde die PCR-Re-
aktion mit einer 7-miniitigen Extension bei 72 °C.
Das routinemissig verwendete 25-pl-R eaktionsge-
misch setzte sich wie folgt zusammen: 3 pl DNS, 2.5
ul (10X) PCR-Puffer (15 mM MgCl,, 500 mM
KCI, 100 mM Tris-HCl—pH 9.0),4 ul dNTP’s (200
uM dATP, 200 pM dCTP, 200 pM dGTP, 200 pM
dTTP), 0.5 ul (20 pM) Sense- bzw. Antisensepri-
mer, 0.5 pl (~1U) Tag-Polymerase (Pharmacia Bio-
tech), 14 ul steriles H,O. Der Senseprimer war je-
weils am 5’-Ende mit einem bestimmten Fluores-
zenzfarbstoff markiert (6JOE-griin, 5SFAM-blau,
6TAMR A-gelb, 6ROX-rot-Gréssenstandard). Die-
ser Farbstoft wurde durch die Amplifikation im
Thermocycler (Hybaid) in das entstehende PCR-
Produkt eingebaut und erméglichte damit in der
Folge die spezifische Erkennung einzelner Mar-
kerallele mittels Sequenator.

Genescan

Die 546 fluorochrommarkierten PCR-Produkte
aus 6 Mikrosatellitenmarkern bei 91 Tieren wurden
im ABI 373 (Perkin Elmer) in einem 5-%-Acryla-
midgel (7M Harnstoff, Acrylamid, 10X TBE-Puf-
fer, Ammoniumperoxydisulfat, TEMED, bidestil-
liertes H,O) elektrophoretisch nach ihrer Grosse
aufgetrennt. Wihrend der Auftrennung im elektri-
schen Feld passieren die fluoreszenzmarkierten
PCR-Produkte einen Laser. Dieser regt die Fluo-
rochrome an. Das emmitierte Licht wiederum pas-
siert im ABI 373 einen Filter, wird digitalisiert und
von der Genescan-Software (672) an einem Apple-
Computer erfasst und verarbeitet. Mit einer Ge-
nauigkeit von zwei Basenpaaren (bp) koénnen so
spezifische Fragmentlingen erkannt und als ein-
zelne Allele ausgewiesen werden. Die Grosse eines
Allels wird entsprechend in Anzahl bp angegeben.
Die Genescan-Software kann die Allellinge imVer-
hiltnis zu einem ebenfalls fluoreszenzmarkierten
Grossenstandard, der wihrend der Elektrophorese

in jeder Probe mitliduft, berechnen.

Statistische Analysen

Anzahl Allelvarianten = Number of Alleles (n)
wird durch Auszihlen bestimmt.

Effektive Anzahl Allele = Effective Number of Al-
leles (ENA) = 1é;,qi2 (Kimura und Crow, 1964).
Die Allelvarianten (n) eines Markers (q) kommen
i.d.R. nicht zu gleichen Teilen vor. Im Idealfall (bei

S.Rieder et al., Band 142, Heft 3, Mirz 2000, 120125

einheitlicher Allelfrequenz) entspricht die ENA
der (n). Unterscheiden sich die Frequenzen der
einzelnen Allele, sinkt die ENA.
Heterozygotiegrad (H) = 1-;:21qi2 (Ott, 1992).

Der Heterozygotiegrad ldsst eine Aussage tiber die
Variabilitit eines Markers zu. Anzahl und Frequenz
der Allele sind von Bedeutung. Je mehr Allele ein
Marker aufweist und je gleichmissiger diese verteilt
sind, desto grosser ist der Wert H.

Polymorpher Informationsgehalt = Polymorphism
Infor{]nation Cnl_cl)rrlltent (PIC)

= 1—gqi2) - (El j=i+12qi2qj2) (Botstein et al., 1980).
Der PIC-Wert unterscheidet sich vom Heterozy-
gotiegrad durch die Gewichtung der unterschied-
lichen Allelfrequenzen eines Markers.
Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichge-
wicht = Deviation from Hardy-Weinberg-Equili-
brium (H-W) = (p + q + ...)2 =1 (Falconer, 1984).
Vergleich der idealisierten Population im Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht mit der effektiv vorge-
fundenen. Mit einem Chi-Quadrat-Test werden
die ausgezihlten Tiere (Genotypen bzw. Genotyp-
frequenzen) mit den aufgrund der beobachteten
Allelfrequenzen erwarteten Genotypfrequenzen
verglichen.

Ausschlusswahrscheinlichkeit fiir einen Marker bei

der Abstammuglgskontrolle = Exclusion Proba-
biliey (€P) = Sa(1-a2 - 3 (g3 + 9]
(Jamieson, 1994).

Codominant-vererbte Loci eignen sich zur Uber-
priifung der Elternschaft. Verfligt ein Marker tiber
einen hohen PIC, kénnen damit leichter Tiere mit
falscher Abstammung aus einer Population ent-
deckt werden, als wenn der Marker nur einen tie-
fen PIC ausweist. Ein Mass fiir die diesbeziigliche
Aussagekraft eines Markers bietet die EP.
Ausschlusswahrscheinlichkeit bei Abstammungs-
kontrolle fiir mehrere Markerk= Cumulated Exclu-
sion Probability (CEP) = 1 —FI-[l(l—EPvi) (Jamieson,
1994).

Durch das Kumulieren mehrerer hochpolymor-
pher Markersysteme (k) werden hohe Ausschluss-
wahrscheinlichkeiten erreicht.

Mittels der Allelfrequenzen einzelner Loci (Mar-
ker) konnen Verwandtschaftsbeziehungen zwi-
schen Populationen dargestellt werden. (I) ist dabei
die «normalisierte Identitidt» von Allelen zwischen
den Populationen X undY bezogen auf alle defi-
nierten Loci.

Genetische Distanz zwischen Populationen = Ge-
netic Distance between Populations (D) = —log, ()
(Nei, 1972).

Die (D)-Werte erméglichen die graphische Dar-
stellung der Verwandtschaftsbeziehungen (Phylo-
genese) in Form eines Dendrogramms — «single-
linkage clustering» (Dunn und Everitt, 1982).
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Mikrosatelliten bei Schweizer-Neuweltkamelidenrassen

Resultate

Die DNS-Isolation aus Haarzellen war mit der ver-
wendeten Standardmethode nicht bei allen Tieren
erfolgreich. Von den insgesamt 38 Wooly-Llamas
konnte bei 33 Tieren eine Allelgréssenbestimmung
aus der gewonnenen DNS vorgenommen werden.
Bei der Rasse Ccara-Sullo-Llama waren 32 von 33
DNS-Extraktionen erfolgreich, bei den Huakaya-
Alpakas 9 von 11 und bei den Suri-Alpakas zwei.
Mit den Haarproben der 4 Guanakos und 2 Vicu-
fas gelang die DNS-Isolierung ebenfalls nicht. Die
dargestellten Resultate basieren deshalb auf der
DNS von insgesamt 76 Tieren bestehend aus zwei
Arten (Llama; Alpaka) mit je zwei Rassen (Wooly,
Ccara Sullo, Huakaya, Suri).

Die errechneten Populationsparameter weisen auf
eine hohe Heterogenitit der in der Schweiz gehal-
tenen NWK-Arten und -Rassen hin (Tab. 2).
Durchschnittlich fanden sich 4.25 effektive Al-
lele/Marker mit einem polymorphen Informa-
tionsgehalt/Marker von 0.67. Dies erkldrt sich vor
allem dadurch, dass viele der in den letzten Jahren
importierten NWK aus unterschiedlichsten Her-
kunftslindern stammen (u.a. Argentinien, Chile,
Peru, Grossbritannien, Frankreich, Deutschland)
und kaum verwandt sind. Weiter werden auch erst
vereinzelt mannliche Tiere tiberbetrieblich in der
Zucht eingesetzt — ein allfilliger Einfluss auf die ge-
netische Varianz von dieser Seite ist, falls tiberhaupt

vorhanden, noch sehr gering. Aufgrund weitge-

Tabelle 2: Populationsgenetische Parameter.

hendst fehlender genetischer Studien zu den ver-
schiedenen N'WK-Populationen in deren Her-
kunftslindern ist allerdings eine Aussage resp. ein
Vergleich beziiglich der Basisvariabilitit schwierig
(Vidal-Rioja et al., 1994).

Abbildung 1 zeigt, dass die Schitzung der Ver-
wandtschaft zwischen den Rassen eine engere Be-
ziechung unter den Lamatypen als unter den Alpa-
katypen ergab. Dies ist moglicherweise auf die
weitaus geringere Anzahl getesteter Alpakas zu-
riickzufithren. Interessant bleibt aber, dass trotz re-
lativ kleiner Stichprobe die erwartete Phylogenese
zwischen den beiden Arten mittels der molekula-
ren Marker selbst auf dem Niveau der Rassen auf-
gezeigt werden konnte. Dies dokumentiert ein-
driicklich das Potenzial des molekularen Instru-
mentariums. Zu vergleichbaren R esultaten kommt
auch Kessler 1997 in ihrer Studie iiber die NWK-
Population in Deutschland.

Diskussion

Die Erfassung biologischer (genetischer) Daten
dringt sich bei Kleinpopulationen geradezu auf.
Dies gilt nicht nur im Bereich der domestizierten
Arten, sondern findet heute unter dem Begriff
«Conservation Biology» bei vielen Wildtierpopula-
tionen,insbesondere bedrohter Arten und bei Zoo-
tieren,Verwendung (Smith und Wayne, 1996).

Die private Haltung verschiedenster, urspriinglich
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nicht hier beheimateter Tierarten stellt neue Her-
ausforderungen an Tierdrzte, landwirtschaftliche
Berater und natiirlich an die Tierhalter selbst. Das
in dieser Arbeit vorgestellte Instrumentarium —
molekulare Marker, Abstammungskontrolle, Popu-
lationsparameter — ist ein erster Schritt hin zu einer
integrierten Bestandeskontrolle sowohl auf Popu-
lationsebene wie auch am Einzeltier. Dabei werden
neben Haltung, Hygiene, Fruchtbarkeit und Ma-
nagement auch die biologischen (genetischen) Ei-
genheiten einer Tiergruppe in die Diskussion mit
einbezogen. Beispielsweise zeigen die gefundenen
hohen Werte der Populationsparameter, dass die
untersuchten Tiere kaum miteinander verwandt
sind. Aufgrund der daraus abzuleitenden hohen
genetischen Variabilitit innerhalb der Schweizer
Neuweltkamelidenpopulation kann in diesem
Sinne sowohl eine hohe Anpassungsfihigkeit der
Population insgesamt wie auch das Vorhandensein
eines relativ breiten Niveaus an ziichterisch bear-
beitbaren Eigenschaften (z.B. Wollqualitit, Farben,
Grosse, Trainierbarkeit) erwartet werden.
Herdebuchwesen und korrekte Pedigreedaten bil-
den nach wie vor das Grundgertist der Tierzucht.
Dabei haben sich die Méglichkeiten zur Erfassung
von Eigenschaften durch die Molekularbiologie
stark verdndert. Markersysteme, wie sie in der vor-
liegenden Arbeit verwendet wurden, erlauben Aus-
sagen hinsichtlich der genetischen Variabilitit einer
Tiergruppe, decken die Segregation von Eigen-
schaften auf, typisieren damit indirekt Individuen
auf diese Eigenschaft und eignen sich als Instru-
ment in der Abstammungskontrolle. Beim Rind
werden nach internationaler Ubereinkunft z.B.
Ausschlusswahrscheinlichkeiten fiir den Eltern-
schaftsnachweis von > 99.8% als Standard betrach-
tet. Dazu braucht es in der Regel 9 bis 14 Marker-
systeme. Die sechs hier verwendeten Marker errei-
chen imVergleich dazu, mit Ausnahme der Suri-Al-
pakas, bereits eine Ausschlusswahrscheinlichkeit
von > 99%.

Der Aufbau von Datenbanken, die solche Informa-
tionen erginzend zu den bereits bestechenden Her-
debuchdaten erfassen, wird in Zukunft von ent-
scheidender Bedeutung sein. Eine auf diese Weise
zumindest grob genetisch charakterisierte Popula-
tion kann effizienter erfasst und strukturiert wer-
den. Tiere, die iiber bestimmte wiinschenswerte
Eigenschaften verfligen, sind womdglich auch
durch ein typisches Markermuster gekennzeichnet.
Trifft dies zu, konnen iiber das Markermuster die
funktionellen Grundlagen der entsprechenden Ei-
genschaft gezielter angegangen werden, als wenn
genetische Daten in einer Tierpopulation weitge-
hendst fehlen. Erbfehler, zunehmende Inzucht,
Anfilligkeiten auf bestimmte Erreger oder Krank-

heiten (Epidemiologie) sind Anwendungen, die

Abbildung 1: Dendrogramm aus D-Werten.

aufgrund von Markerinformation bzw. der Bezie-
hung eines Markerallels zu einem bestimmten
Merkmal erfolgversprechender bearbeitbar wer-
den. Daneben bieten Daten genetischer Marker
viel Ausgangsinformation flir wissenschaftliche
Fragestellungen aller Art und kénnen damit insge-
samt einen Beitrag zum Dialog zwischen For-
schung und Praxis leisten (Joerg et al., 1996).

Dank

Allen Mitarbeitern der Gruppe Ziichtungsbiologie
am Institut fiir Nutztierwissenschaften der ETH
Zirich fiir die Zusammenarbeit und Unterstiit-
zung. Den Haltern und Ziichtern von NWK in der
Schweiz fiir ihr Interesse und die Bereitstellung ih-

rer Tiere.
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Caractérisation de races camelldes en
‘Suusse avec‘des mlcrosatelhtes .
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veau de "ADN. En plus, elle permet le controlei
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qui concerne les maladies héréditaires et épidé-

- miologiques et souuent enfin les moyens de sé-
lection traditionnelle. Un contréle de soixante-
seize camehdes gardés en Suisse était typlﬁe gé-
nethuement par six microsatellites et leut des-
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. Cara tenzzazlone dl razze di camehdl
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camplone di 76 camelidi del Nuovo Mondo te-
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