Umstellung der Abstammungskontrolle
beim Reitpferd

Seit Uber zwei Jahrzehnten wird die Abstammungs-
Uberprifung beim Pferd in Deutschland mittels mo-
lekulargenetischer Diagnostik im Labor durchge-
fuhrt. Bisher wurden zur Abstammungskontrolle
beim Pferd sogenannte Mikrosatellitenmarker un-
tersucht, die sich an verschiedenen Stellen des Pfer-
degenoms (Erbsubstanz oder DNA) finden. Ubli-
cherweise werden beim Pferd als Ausgangsmaterial
fir DNA-Untersuchungen Haarproben genommen:
Die Haarwurzeln enthalten Zellen mit einem Zell-
kern, in dem sich die Erbinformation befindet. Inter-
national hat man sich 1997 auf ein Set von insge-
samt 17 Mikrosatelliten zur Abstammungsiberpri-
fung bei Pferden geeinigt, darunter 12 Standard-
marker und 5 Marker fir erweiterte Untersuchun-
gen. Die Internationale Gesellschaft fir Tiergenetik
(ISAG) hat bei der Abstimmung des Sets von ver-
wendeten Mikrosatelliten eine koordinierende Rolle
inne. In der Routine werden in Deutschland dem-
entsprechend meist 12 Mikrosatellitenmarker unter-
sucht, um zu Uberprifen, ob ein Fohlen wirklich von
der Stute und dem Hengst abstammt, die in den Pa-
pieren angegeben werden.

Ab dem 1. Januar 2021 erfolgt in der deutschen
Reitpferdezucht schrittweise der Umstieg von Mik-
rosatellitenmarkern auf ein SNP-basiertes System.
Was sind Mikrosatelliten, was bedeutet die Umstel-
lung der Abstammungskontrolle fir die Pferdezucht
und was verbirgt sich hinter der Abkiirzung SNP?

Was sind Mikrosatelliten?

Mikrosatelliten sind Stellen im Genom, an denen
sich ein sehr kurzer Abschnitt, ein sogenanntes Mo-
tiv, vielfach wiederholt. Die Anzahl der Wiederho-
lungen eines Motivs unterscheidet sich zwischen
Tieren und kann beispielsweise zwischen 2 und 20
variieren. Bei der Abstammungskontrolle wird tiber-
prift, ob die Varianten (d.h. die Anzahl der Motiv-
wiederholungen) bei jedem der untersuchten Mikro-
satellitenmarker, die beim Fohlen vorliegen, zu de-
nen der Elterntiere passen. Wenn das Fohlen eine
Variation aufweist, die es nicht von seinen Eltern ge-
erbt haben kann, wird die Abstammung angezwei-
felt. Dieser Abgleich setzt voraus, dass flir beide El-
terntiere, d.h. Hengst und Stute, Informationen zu
denselben Mikrosatellitenmarkern wie flir das Foh-
len vorliegen.

Wenn in der Praxis Haarproben an ein Labor zur Ab-
stammungsuberpriifung tbermittelt werden, wer-
den die Ergebnisse danach dem Auftraggeber, z.B.
dem betreuenden Pferdezuchtverband, direkt mit-
geteilt und/oder elektronisch in die Pferdezuchtda-
tenbank Ubertragen, die flir die meisten Verbdande
beim Dienstleister Vereinigte Informationssysteme
Tierhaltung w.V. (vit) angesiedelt ist. In der Daten-
bank kann die Information zu den Mikrosatelliten
und zum Ergebnis der Abstammungsuberprifung
vom Verband dann jederzeit abgerufen werden.

Alternativ zu den Mikrosatelliten, kann die Abstam-
mung auch anhand anderer genomischer Marker

Uberprift werden: durch Einzelnukleotidpolymor-
phismen (im Englischen Single Nucleotide Polymor-
phism, kurz SNP).

Was sind SNPs?

Ein SNP bezeichnet eine einzelne Stelle in der DNA,
an der sich Individuen voneinander unterscheiden.
Wahrend Mikrosatelliten in vielen Varianten auftre-
ten kénnen, kann jeder einzelne SNP Ublicherweise
nur in zwei verschiedenen Varianten vorliegen. Im
Gegensatz zu Mikrosatelliten gibt es jedoch Millio-
nen SNPs in der Erbsubstanz eines Pferdes. Ein Set
von mehreren Dutzend bis wenigen hundert SNPs
reicht aus, um einen individuellen, genetischen Fin-
gerabdruck fiir ein Tier zu erstellen. Wie auch bei
Mikrosatelliten wird eine SNP-Variante vom Vater
und eine von der Mutter geerbt. Dadurch ist es még-
lich, Gber den Abgleich zwischen Nachkommen und
Eltern zu Uberprifen, ob die angegebenen Elternin-
formationen plausibel sind und so die Abstam-
mungskontrolle durchzufiihren.

Fir die Routinediagnostik werden sogenannte SNP-
Chips angeboten, mit deren Hilfe die Varianten von
Zehntausenden oder auch Hunderttausenden SNPs
in der Erbsubstanz eines Tieres parallel untersucht
werden kénnen. Wenn fiir ein Tier eine DNA-Probe
vorhanden ist, kann mit Hilfe des SNP-Chips dem-
nach ermittelt werden, welche Varianten ein Pferd
fUr die untersuchten SNPs tragt. Die Labordiagnos-
tik ist mittlerweile kostenglinstiger geworden, und
der Preis einer Typisierung von 17 Mikrosatelliten ist
vergleichbar mit dem einer Typisierung von rund
80.000 SNPs.

Der Vorteil von SNPs besteht darin, dass sie in gro-
Ber Anzahl vorhanden und fldchendeckend (ber die
Erbsubstanz verteilt sind. Dadurch lassen sich Infor-
mationen des SNP-Chips, neben der Abstammungs-
Uberprifung, fir weitere zlichterische Fragestellun-
gen nutzen. Fir die Schatzung genomischer Zucht-
werte und die genomische Selektion ist die Verwen-
dung eines SNP-Chips beispielsweise eine grundle-
gende Voraussetzung. Im Rinderbereich kommt die
genomische Selektion in der Milchviehzucht schon
seit Uber 10 Jahren erfolgreich zur Anwendung.
Auch spezielle, z.B. fir die Auspragung von Fellfar-
ben oder auch Erbkrankheiten wichtige Einzelpositi-
onen kénnen Uber SNP-Chips untersucht werden.

Umstellung der Abstammungskontrolle

Die Vorteile der SNP-Analytik sprechen flr sich. Je-
doch missen gewisse Dinge berlcksichtigt werden,
wenn es um einen Methodenwechsel bei einem Rou-
tineverfahren wie der Abstammungsiberprifung
geht. Zum 1. Januar 2021 stellen die ersten Zucht-
verbande die Abstammungskontrolle beim Reitpferd
von einem Mikrosatelliten-basierten Verfahren auf
ein SNP-basiertes Verfahren um. Zu Beginn wird es
eine Umstellungsphase geben, in der neu geborene
Fohlen fiir SNPs typisiert werden, aber fur die El-
terntiere nur Informationen zu den Mikrosatelliten
vorliegen. SNPs und Mikrosatelliten sind vollkom-
men unterschiedlich und lassen sich nicht miteinan-
der vergleichen. Um zu umgehen, dass Elterntiere
fir SNPs nachtypisiert werden mussen, was sich in
der Masse sehr kostenintensiv gestalten wirde,



kann das Verfahren der sogenannten Imputation
genutzt werden.

Was ist Imputation?

Imputation ist ein computergestitztes Rechenver-
fahren, bei dem ein Computerprogramm lernt, wel-
che Mikrosatellitenvariante in Kombination mit wel-
chen SNP-Varianten vorkommt. Basierend auf SNP-
Daten bei einem Fohlen kédnnen dann seine Mikro-
satellitenvarianten abgeleitet werden, die danach
mit den Eltern abgeglichen werden. Nach einigen
Jahren werden sowohl fiir die neue Elterngeneration
als auch ihre Nachkommen SNP-Daten vorliegen,
die fur einen direkten Vergleich und damit fir eine
Abstammungskontrolle genutzt werden kénnen.

Um das Verfahren der Imputation nutzen zu kén-
nen, bedarf es einer sogenannten Lernstichprobe.
Eine Lernstichprobe besteht aus Tieren, die sowohl
fur Mikrosatelliten als auch fiir SNPs typisiert wur-
den. Das Imputationsprogramm lernt anhand dieser
Stichprobe, welche Mikrosatelliten-SNP-Kombinati-
onen in einer Population von Pferden vorkommen
kénnen. Eine solche Lernstichprobe wurde in den
vergangenen zwei Jahren von flinf Pferdezuchtver-
banden gemeinschaftlich erstellt (Verband der
Zlichter des Oldenburger Pferdes e.V., Springpfer-
dezuchtverband  Oldenburg-International e.V.,
Westfdlisches Pferdestammmbuch e.V., Trakehner
Verband e.V., Verband der Zichter des Holsteiner
Pferdes e.V.). Bis zum Herbst 2020 umfasste die
Lernstichprobe rund 2.000 Pferde, bis zum Jahres-
ende 2020 werden es knapp 5.000 Pferde sein. Das
Verfahren zur Imputation von Mikrosatelliten aus
SNPs wurde unter Federfihrung des Leibniz-Insti-
tuts fir Nutztierbiologie (FBN) in Dummerstorf ent-
wickelt und fir die Routineimplementierung an das
vit Ubergeben.

Das Verfahren der Imputation wurde ausftihrlich auf
seine Genauigkeit getestet und weist sehr hohe Si-
cherheiten auf. Trotzdem kann es in seltenen Fallen
(ca. 1 Prozent) dazu kommen, dass flir einzelne
Tiere eine falsche Mikrosatellitenvariante imputiert
wird. Die Folge ist, dass eine Abstammung zu Un-
recht angezweifelt wird. Ergibt der Abgleich der aus
SNPs abgeleiteten Mikrosatelliten mit den elterli-
chen Mikrosatelliten das Ergebnis "bestritten", sollte
daher zundchst im Labor eine Nachtypisierung des
Fohlens fur die 12 bisher eingesetzten Mikrosatelli-
ten erfolgen. Im Gegensatz dazu ist es extrem un-
wahrscheinlich, dass einem Fohlen eine falsche Ab-
stammung zugeschrieben wird - denn daflr muss-
ten durch Fehler bei der Imputation flr alle 12 Mik-
rosatelliten exakt die Varianten "getroffen" werden,
die bei den falschlicherweise angegebenen Eltern
auftreten. Die Wahrscheinlichkeit daftr liegt bei
etwa 0,112 - ein Sechser im Lotto ware wahrschein-
licher.

Die imputierten Mikrosatelliten werden in der Pfer-
dezucht-Datenbank von vit hinterlegt werden und
sind dort fir die Pferdezuchtverbande abrufbar -
analog zu Mikrosatelliten-Ergebnissen aus dem La-
bor, aber mit dem entsprechenden Herkunftsver-
merk "vit".

Obwohl die SNP-Typisierung im Labor gut automa-
tisiert ist, braucht sie im Vergleich zu einem Mikro-
satellitenprofil aktuell noch ein wenig langer. Wenn
Sie fir ein Pferd sehr schnell eine Abstammungs-
Uberprifung benétigen, empfiehlt es sich daher, da-
flr noch das alte System der Mikrosatelliten zu nut-
zen. Wenn Sie trotzdem von den Vorteilen bekann-
ter SNP-Genotypen profitieren méchten, kénnen Sie
gleichzeitig eine SNP-Genotypsierung und eine Mik-
rosatelliten-Analyse beim Labor in Auftrag geben.
AuBerdem ist das Imputationsverfahren noch nicht
international mit der Mikrosatellitenbestimmung im
Labor gleichgestellt. Sollten Sie ein offizielles Ab-
stammungszertifikat (Abstammungsgutachten) be-
notigen, ist daflr weiterhin die klassische Mikrosa-
tellitenuntersuchung im Labor notwendig, denn nur
ein akkreditiertes Labor darf ein solches ausstellen.
Es ist jedoch zu erwarten, dass in den kommenden
Jahren weitere europdische Lander nach und nach
auf eine SNP-basierte Abstammungskontrolle um-
steigen werden und damit auch eine Anpassung des
internationalen Standards erfolgen wird. Entspre-
chende Ringtests zur Vorbereitung werden aktuell
unter dem Dach der ISAG analog zu den Mikrosatel-
liten durchgefiihrt.

Andert sich die Abstammungskontrolle auch
fiir Ponys, Kleinpferde und Spezialrassen?

Gegenwartig ist das Imputationsverfahren nur auf
Reitpferde ausgelegt. Da sich Pferderassen gene-
tisch unterscheiden, ist eine zuverlassige Imputa-
tion von Mikrosatelliten bei Ponys, Kleinpferden und
Spezialrassen (PKS) basierend auf genetischen In-
formationen von Warmblitern nicht zuverlassig. Flr
diese Rassen wird das Imputationsverfahren keine
Option fiir die Ubergangzeit darstellen. Fir PKS-
Rassen bietet sich eine fortgesetzte Nutzung der
Mikrosatelliten an, beziehungsweise ein fortschrei-
tender, langer anhaltender Prozess, in dem regel-
maBig Tiere doppelt typisiert werden (SNP und Mik-
rosatelliten) bis gentigend Informationen vorhanden
sind, um einen direkten Vergleich (SNP) zwischen
Eltern und Fohlen zu nutzen.

Kann die neue Abstammungskontrolle in je-
dem Labor durchgefiihrt werden?

Zum Auslesen von SNP-Daten ist flir jedes SNP-
Chip-Fabrikat ein spezielles Gerat notwendig, Uber
das nicht jedes Labor verfligt. In Deutschland soll
ab 2021 ein neu entwickelter SNP-Chip zum Einsatz
kommen, fir den Untersuchungslabore zunachst
ihre Untersuchungsgenauigkeit nachweisen mis-
sen. Und auch die Rollen von Labor und Datenver-
arbeitungsstelle andern sich: Bisher haben Labore
nach der Mikrosatellitenbestimmung oft nicht nur
die Mikrosatellitendaten als solche Uibermittelt, son-
dern auch selbst die Abstammungsiberprifung,
d.h. den Abgleich mit den Elterndaten, durchgefiihrt
und das Ergebnis "unbestritten" oder "bestritten"
als Abstammungsgutachten an den Pferdezuchtver-
band zurliickgemeldet. Zukiinftig werden die Labore
die SNP-Typisierung vornehmen und die Daten an
vit Gbermitteln, welches die weiteren Schritte Uber-
nimmt. So werden die SNP-Daten nicht nur in der
eigens angelegten Genomdatenbank gespeichert,



sondern es erfolgt anschlieBend zunachst die Impu-
tation der Mikrosatelliten und dann der Abgleich mit
den elterlichen Mikrosatelliten, also die Plausibili-
tatsprifung im Sinne der Abstammungskontrolle.

Welche Vorteile bringt der Umstieg auf ein
SNP-basiertes Verfahren und was bedeutet
das fiir die deutsche Pferdezucht?

Aus der Projektinitiative der finf oben genannten
Pferdezuchtverbande heraus, die auch die Entwick-
lung des Imputationsverfahrens ermdglichte, wurde
ein neuer SNP-Chip entwickelt, tGber den mehr als
80.000 SNPs fir jedes Pferd ausgelesen werden
kénnen. Einige dieser SNPs sind sogenannte diag-
nostische Marker, die sonst in Einzelgentests ange-
wendet werden und entsprechend im Labor zu be-
auftragen sind. Damit lassen sich Gber den SNP-
Chip gegen einen Aufpreis auch Informationen wie
Fellfarben oder die Veranlagung fiir ausgewahlte
Krankheiten abrufen. Leider kénnen nicht alle Gen-
orte, die ursachlich fiir genetisch bedingte Krank-
heiten oder Erbdefekte sind, Uber den Chip abge-
fragt werden, denn die zugrundeliegenden Gentests
sind zum Teil patentrechtlich geschitzt. Fir solche
Gentests kénnen jedoch Sonderregelungen getrof-
fen werden, was bei der SNP-Chip-Entwicklung flr
PSSM2 geschehen ist, so dass hierfiir die verant-
wortlichen Genorte gegen ein Entgelt freigeschaltet
und ausgelesen werden kdnnen. Genetische Infor-
mationen von besonderem zichterischen Interesse
werden somit durch die Umstellung einfacher,
schneller und auch kostenglinstiger verfligbar sein.
Gegenwartig laufen Arbeiten zur Entwicklung und
Implementierung der genomischen Zuchtwertschat-
zung und Selektion beim Reitpferd in Deutschland.
Durch die Umstellung der Abstammungskontrolle
auf ein SNP-basiertes System kdnnen fir alle Pferde
mit SNP-Genotypdaten genomische Zuchtwerte er-
mittelt und ausgewiesen werden, sobald das Verfah-
ren verfigbar wird. Und jedes Fohlen, das zur Ab-
stammungskontrolle mittels SNP-Chip untersucht
wurde, tragt zur Starkung des genomischen
Schatzsystems bei, sobald es spater zur Beurteilung
vorgestellt wird und Informationen zu zlchterisch
relevanten Merkmalen verfligbar werden. AuBer-
dem lassen sich basierend auf SNP-Daten fur Pfer-
depopulationen zusatzliche Parameter wie Ver-
wandtschafts- und Inzuchtkoeffizienten berechnen.

Die flachendeckende SNP-Typisierung von Reitpfer-
den auf diesem Niveau, d.h. mit einem 80.000er
SNP-Chip, ist international einzigartig und erdffnet
der deutschen Pferdezucht in ihrer Entwicklung
neue Moglichkeiten. Das Umsatteln auf das mo-
derne Verfahren der SNPs lasst Deutschland in die-
ser Hinsicht eine Vorreiterrolle einnehmen und setzt
neue MaBstabe.

> Umstellung der molekulargenetischen
Abstammungskontrolle beim Reitpferd
ab dem 1. Januar 2021 (verbandsab-
hangig)

> Wechsel von Mikrosatelliten zu SNPs

Ablaufe fiir den Ziichter unveradndert:
Entnahme von Haarproben und Einsen-
den zur Laboranalyse in ausgewahlte
Vertragslabore

nach Auslesen des SNP-Chips im Labor
zundchst Nutzung eines Umrechnungs-
verfahrens (Imputation) zur Abstam-
mungsiiberpriifung

Offizielle Abstammungsnachweise von
akkreditierten Laboren weiterhin mit-
tels Mikrosatelliten
Abstammungskontrolle fiir PKS-Rassen
vorerst unverdndert mittels Mikrosatel-
liten

SNP-Chip enthdlt diagnostische Marker:
z. B: fiir Fellfarben oder verschiedene
erbliche Krankheiten

Speicherung der SNP-Daten in der Ge-
nomdatenbank bei vit (Verden) als Ba-
sis fiir zukiinftige genomische Anwen-

dungen



