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1. Einleitung

Die Entwicklung der Menschen hétte ohne Pferde mit Sicherheit einen anderen Verlauf
genommen. Kein anderes Tier hat aufgrund seiner Eigenschaften, zunéchst als Jagdbeute,
dann as Zug-, Last- und Reittier sowie als domestizierter Nahrungdieferant, die
zivilisatorische Entwicklung der Menschheit so beeinflusst, wie das Pferd (BOWLING,
RUVINSKY, 2000%. Es fungierte gewissermalien as Zivilisationsmotor. Zeitpunkt und Ort
der Domestikation des Pferdes ist immer noch umstritten (ANTHONNY ET AL., 1991,
LEVINE, 1999%). Selbst die Entwicklung der Equiden insgesamt ist immer noch Gegenstand
akademischen Disputs, obwohl die Gattung Equus als die am besten studierte aller Gattungen
gilt (MACFADDEN, 1992). Unbestritten ist lediglich, dass das Pferd vor 4000 Jahren bereits
domestiziert war. Ein Streitwagengrab bei Sintasta, stdlich des Uras gelegen, beweist dies
(LEVINE, 1999%). Welchen Weg die einzelnen Pferdepopulationen seit ihrer Entstehung
genommen haben, wann und wo sie domestiziert wurden und welches Schicksal sie seitdem
ereilt hat, liegt immer noch im Dunkel der Geschichte verborgen.

Wir wissen tatsachlich viel weniger Uber die Geschichte der Pferde und der Pferderassen als
im allgemeinen angenommen wird. Die Zuchtgeschichte der heutigen Zuchtrassen reicht
kaum mehr als 300 Jahre zurtick (NISSEN, 1998). Wie und nach welchen Mal3gaben zuvor
Zucht betrieben wurde, ist weitgehend unbekannt. Es ist lediglich Uberliefert, dass es den
Begriff ,Rasse*, wie wir ihn heute verstehen, nicht gab. Haufig werden Legenden
herangezogen, um die Besonderheit der einen oder anderen Population hervorzuheben. Diese
Legenden halten jedoch im allgemeinen der kritischen Uberpriifung nicht stand (BOWLING
ET AL., 2000, SCHAFER, 1980). Wildpopulationen von Pferden finden in historischen
Dokumenten kaum Erwahnung. Zumeist wurden sie, wenn tberhaupt, nur in Nebensétzen in
einer solchen Weise erwéhnt, dass uns heute eine Identifikation des einen oder anderen
Prototyps nicht moglich ist. Eine der wenigen Ausnahmen stellt hier vielleicht das Exmoor
Pony dar, weil dokumentiert ist, dass bereits vor ca. 1000 Jahren wilde Pferde im Hochmoor
von Exmoor lebten. Wilhelm der Eroberer erklarte Exmoor zum ,,Royal Forest*, was so viel
wie konigliches Jagdgebiet bedeutet. Es ist Uberliefert, dass bereits damals dort eine
Ponypopulation lebte, die as Jagdbeute fir den Konig reserviert war. Damit gehort das
Exmoor Pony mit zu den historisch am weitesten zuriickverfolgbaren Populationen oder

Rassen Uberhaupt.
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Heute hat das Pferd in vielen Landern seine Rolle in der Landwirtschaft und als Kriegsmittel
verloren. Esist nur dem Pferdesport, der sich langsam entwickelnden sogenannten ,, sanften
Land- und Waldwirtschaft und dem zunehmenden Bewusstsein fur die Verantwortung zur
Erhaltung des ,genepools’ zu verdanken, dass heute in vielen Erhaltungs und
Zuchtbemihungen selten gewordene Populationen, Rassen oder Schlédge vor dem Aussterben
bewahrt werden. Auf der anderen Seite ist in manchen Landern der Pferdesport zu einem
erheblichen Wirtschaftsfaktor geworden. Als Beispiele seien hier die Vollblutzucht in
England, die Warmblutzucht in Deutschland und insbesondere die Zucht des Quarter Horses
in den USA aufgefuhrt. Im Jahr 2001 Ieben geméal? der FAOSTAT-Datenbank weltweit rund
58 Millionen Pferde (http://apps.fao.org/cgi-bin/nph-db.pl ?subset=agriculture).

Fragestellung:

Ziel dieser Studie ist es, durch die Sequenzierung eines Bereichs des mitochondrialen D-loops
die Hypothese der einzigen Domestikation des Pferdes in der eurasischen Steppe und die
verwandtschaftlichen Beziehungen einzelner Rassen zu Uberprifen. Dazu soll zunéchst
mittels des zuvor erwédhnten Werkzeugs die verwandtschaftliche Beziehung der Populationen
weitgehender aufgeklart werden, als dies bisher gelang. Nach Uberprifung der bis jetzt
veroffentlichten Mutationsraten des mitochondrialen D-loops soll der Entstehungszeitpunkt
der aufzufindenden maternalen Linien bestimmt werden. Weiterhin soll durch Analyse der
verflgbaren Angaben bezliglich des geographischen Ursprungs der einzelnen Individuen und
der damit verbundenen Sequenzmuster untersucht werden, ob sich bestimmte Typen oder
Rassen auf eine konkrete Region zurtickfuhren lassen. Das Auffinden einer solchen Region
wurde fir eine bodenstandige Population sprechen und/oder auf ein Domestikationszentrum

hinweisen.
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2 Theoretischesund Grundlagen der Arbeit

2.1 Die Geschichte der Pferdezucht

2.1.1 Fossile Pferde

Die Geschichte der Pferde oder besser der Equiden ist in der Literatur nicht unumstritten
(MACFADDEN,1992, S. 12). Als letzter gemeinsamer Vorfahre aler Equiden wurde bis zum
Jahr 2000 im allgemeinen Equus simplicidens angenommen (EISENMANN, 1992,
AZZAROLI, 1995), wovon das bisher dlteste Fossil in Idaho (Hagermann Quarry) gefunden
und auf 3,7 Mio. Jahre datiert wurde. Manche Autoren nehmen jedoch die als Vorfahre von E.
simplicidens angenommene Gattung Dinohippus, welche vor 8-5 Mio. Jahren lebte, als |etzten
gemeinsamen Vorfahren aller Equiden an (GROVES & RYDER, 2000). Es gilt als gesichert,
dass sich alle Vorfahren der Equiden in Amerika entwickelt haben (MACFADDEN, 1992,
S.12, FORSTEN, 1992, EISENMANN, 1992). Die weitere Entwicklung der Equiden ist
immer noch Gegenstand der Diskussion. Bereits der Zeitraum, in dem die ersten Equiden Uber
eine angenommene Landbriicke in der Beringstrasse nach Eurasien gelangt sind, wird von den
einzelnen Autoren unterschiedlich festgelegt. Er reicht von 4 Mio. Jahren bis zu 2,5 Mio.
Jahren. Erste caballine Fossilien wurden auf 1,3 - 1,9 Mio. Jahre datiert, sichere Datierungen
wurden jedoch nur mit Fossilien, die 0,6 - 0,7 Mio. Jahre at sind, erreicht (EISENMANN,
1992). Eine detaillierte Darstellung dieser Debatte wiirde den Rahmen dieser Schrift sprengen,
daher sei auf den guten Uberblick iber die einzelnen Befunde, der sich in EISENMANN
(1992) und FORSTEN (1992) findet, verwiesen.

Eine neuere Studie von EISENMANN & BAYLAC (2000) kommt im Gegensatz zu dem
zuvor Beschriebenen durch eine Multivarianzanalyse von insgesamt 258 Schadeln zu dem
Schluss, dass sich die modernen Equiden erst vor ca. 1,5 Mio. Jahre aus einem gemeinsamen
Vorfahren entwickelten. Die erwahnte Studie liefert jedoch keine Antwort auf die Frage, wer

der letzte gemeinsame Vorfahr aler Equiden war.

2.1.2 Préahistorische Funde

Bereits friiheste humanoide Artefakte dokumentieren, dass Pferde bereits vor mehr als 35.000

Jahren eine wichtige Rolle in der Menschheitsentwicklung spielten. Hohlenzeichnungen an
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vielen Orten, zum Beispiel in Les Combarelles, Frankreich (Alter ca. 100.000 Jahre) und
Altamira, Spanien (Alter ca. 35.000 Jahre), dokumentieren dies in eindrucksvoller Weise.
Dabel wurden die Zeichnungen in Les Combarelles wahrscheinlich von Neandertalern
angefertigt. Die Pferdezeichnungen im Kontext mit anderen Spezies (z.B. Auerochsen und
Wildschweine) in Altamira zeigen, dass zu diesem Zeitpunkt das Pferd wahrscheinlich
ausschlieRlich als Jagdwild diente (MACFADDEN, 1992, S. 1-3).

2.1.3 Spuren friher Domestikation

Gewohnlich wird Domestikation als die kontrollierte Zucht von Pflanzen und Tieren
aufgefasst. Nahezu jedes Tier kann eingefangen, gezd&hmt und als Haustier gehalten werden,
was jedoch nicht mit Domestikation gleichzusetzen ist. Die kontrollierte Zucht, die Fahigkeit,
eine lebende Population unter der Obhut des Menschen Uber mehrere Generationen aufrecht
Zu erhalten, ist wesentlicher Punkt der Domestikation und bendtigt weitergehendes Wissen,
alsein Tier einzufangen und zu zéhmen (LEVINE, 1999").

Die friheste Geschichte der Domestikation des Pferdes ist bis heute Gegenstand der
Forschung und noch nicht abschlief3end geklart.

Manche Autoren beschreiben unter Berufung auf Arbeiten von d'’Andrade aus den dreil3iger
Jahren des 20. Jahrhunderts eine Domestikation des Pferdes in der mittleren Steinzeit auf der
iberischen Halbinsel (OELKE, 1997). Diese Theorie beruht neben gefundenen
Hohlenzeichnungen, die nicht exakt datierbar sind, im wesentlichen auf einem Artefakt,
welches als Hellebarde interpretiert wurde, und steinzeitlichen Werkzeugen, die in nahezu
unveranderter Form bisin die Neuzeit zur Herstellung von Seilen aus Pferdehaaren verwendet
wurden (D'ANDRADE, 1973). Dennoch wird ein frihes Domestikationszentrum aus der
Iberischen Halbinsel as archéologisch umstrittene Theorie aufgefasst (Levine, personliche
Mitteilung).

Siedlungsfunde in der Néhe von Dergevka (sidliche Ukraine) wurden in mehreren
Veroffentlichungen von Anthonny und Kollegen (z.B. ANTHONNY ET AL., 1991) as
Beweis der frihesten Domestikation des Pferdes um 4000 v. Chr. beschrieben. Diese
Darstellung wurde jedoch spéter widerlegt (LEVINE, 1999"). Die Domestikation des Pferdes
bei Derejevka um 4000 v. Chr. gilt heute als nicht sicher.
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Der fruheste, arch&ologisch unumstrittene Beweis fur die Domestikation des Pferdes ist ein
Streitwagengrab in Sintasta (in der Steppe stidlich des Urals gelegen). Dieses Grab wurde auf
ca. 2000 v.Chr. datiert (LEVINE; 1999"). Esist jedoch wahrscheinlich, dass das Pferd bereits
zuvor domestiziert wurde, um zunéchst als Nahrungslieferant und Reittier zu dienen.

Das domestizierte Pferd erreichte Agypten gegen Ende der Hyksos Dynastie (ca. 1580 v.Chr.).
Uberlieferungen beschreiben es al's seltenes Tier BOWLING, RUVINSKY, 2000%). Dennoch
wird die russische Steppe noch fur lange Zeit als ein wichtiges Zentrum fur die Pferdezucht
angesehen. Einen Hinweis hierfir mag Philipp von Mazedonien, der Vaer von Alexander
dem Grossen liefern: Er importierte Tausende von Pferden aus dem skythischen Reich, dasim
Gebiet des heutigen Ruméniens, der Ukraine und Sidrusslands lag (CLUTTON-BROCK,
1987).

2.1.4 Die Sammform des Hauspferdes

Der Exkurs Uber die Geschichte des Pferdes wére ohne eine Diskussion, welches Urpferd die
Stammform gewesen sein mag, nicht vollstandig.

Esist heute eine Wildform des Pferdes bekannt: das heute noch in zoologischen Géarten und in
zwei Auswilderungsprojekten in der Mongolel exigtierende mongolische Wildpferd, auch
Przewalski-Pferd und in der Mongolel Takh genannt, Equus ferus przewalskii (OAKENFULL
& RYDER, 1998). Es werden in der Literatur weitere Wildformen diskutiert, z.B. der Tarpan,
Equus ferus ferus (GROVES & RYDER, 2000), dessen Status as Urform jedoch nicht
unumstritten ist. Haufig werden unter Berufung auf die Arbeiten von Ebhardt 4 Typen
diskutiert (z.B. OELKE, 1997), die jeweils auf eine Urform zurtickzuftihren sind: Typ |, das
Pony, als dessen Repréasentant haufig das Exmoor Pony betrachtet wird; Typ |1, das schwere -
oder Tundrenpferd, als dessen Représentant das Mongolische Wildpferd zu betrachten ist; Typ
1l das Ramskopfpferd (, Ur-Warmbliter”), heutiger Représentant ist z.B. der Lusitano; Typ
IV, der Protoaraber (Primitivaraber, ,Ur-Vollbliter), als heute lebender Vertreter kann das
kaspische Pferd oder auch der Acha Tekkiner betrachtet werden. Andere Autoren (z.B.
NOBIS, 1992) lehnen diese Hypothese as wissenschaftlich nicht hatbar ab, well sie
archaologisch als nicht beweisbar gilt.

Neuere Untersuchungen schlief?en das Mongolische Wildpferd als Stammform des
Hauspferdes weitgehend aus. Die Argumentation fufd zum einen auf dem unterschiedlichen
Karyotyp (GROVES & RYDER, 2000): Wahrend das Mongolische Wildpferd 66
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Chromosomen besitzt, weist das Hauspferd nur 64 Chromosomen auf. Zum anderen fult die
Argumentaion gegen das Mongolische Wildpferd als Stammform des Hauspferdes auf einer
phylogenetischen Untersuchung mittels Sequenzierung mitochondrialer DNA (ISHIDA ET
AL., 1995). Ergebnis dieser Studie ist, dass das gefundene Sequenzmuster nicht anzestral zu
allen modernen Pferden sein kann. Neuere Studien, wie z.B. auch diese Schrift, bestétigen den
Befund. Es gibt noch weitere, ethologische Hinweise. Zwar wissen wir nichts Uber das
Verhalten der in 2.1.3 beschriebenen verschiedenen Wildpferd-Formen, aber es gibt eine
inzwischen hundertjahrige Erfahrung mit mongolischen Wildpferden in Gefangenschaft. In
ithrer Z&hmbarkeit ahneln die Mongolischen Wildpferde dem Zebra (BOWLING &
RUVINSKY, 20007%). In diesem Licht erscheint die Annahme des Mongolischen Wildpferdes
als Stammform des Hauspferdes als unwahrscheinlich.

Heute leben ca. 1100 mongolische Wildpferde, die von 13 Individuen abstammen, jedoch
Uberlebte nicht jede Linie dieser Grundertiere bis in die heutige Zeit (OAKENFULL &
RYDER, 1998).

2.1.5 Rassen

2.1.5.1 Begriffsdefinition

Nissen definiert den Rassebegriff wie folgt: ,,Mit dem Begriff der ,Rasse’ bezeichnen wir alle
Tiere einer Art, die sich durch gleiche Erbanlagen und damit Entwicklung gleicher
Eigenschaften unter dhnlichen Milieubedingungen von dem Rest der Art unterscheiden und
sich aufgrund dieser Erbanlagen zu einer Population zusammenfassen lassen. Rassen
entstehen durch Selektion in eine bestimmte Richtung und durch isolierte Vermehrung. Es ist
eine Sache der Ubereinkunft, des Herkommens, der ZweckmaRigkeit, manchmal auch Zufall
oder Willklr, nach welchen Kriterien man Tiere der selben Art unter einem Rassebegriff
zusammenfaldt. Derartige Zusammenfassungen kénnen erfolgen nach 6kologischen oder
morphologischen Merkmalen, nach bestimmten Rassekennzeichen, wie zum Beispiel Farben,
nach dem Verbreitungsgebiet zu Lokalrassen oder zu sogenannten geographischen Rassen,
nach physiologischen Fahigkeiten, nach Leistungsanlagen oder nach Abstammung, in der
Regel nach mehreren Kriterien. (NISSEN, 1998, S. 9)

Man kann aus dieser Passage den Eindruck gewinnen, dass ,,Rasse" ein ausschliefdlich durch

menschliche Definition zustande kommender Begriff ist. Dieser Eindruck besteht aber nur im
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Deutschen Sprachgebrauch. Dem Deutschen Wort ,Rasse” stehen im angelsachsichen
Sprachraum die Begriffe ,breed* fur Zuchtrasse und ,race” fur Rasse allgemein, eher in
Bezug auf natirliche Rasse, also Subspezies verwendet, gegeniiber. Zur Vermeidung von
MiRverstandnissen sollte man die Begriffe , Zuchtrasse” und , Subspezies* bzw. ,Unterart"
verwenden. Schliefdlich sind auch nattrliche Rassen bekannt, als ein Beispiel soll hier das
Steppenzebra (Equus burchelli) mit seinen insgesamt sieben Unterarten erwadhnt werden, die
sich nur im Grenzbereich ihrer jeweiligen Verbreitungsgebiete kreuzen.

In diesem Zusammenhang sei hoch kurz der Begriff , Art* erlautert:

Das hiologische Spezies Konzept von MAY R (1942) besagt, dass unterschiedliche Arten sich
unter natirlichen Bedingungen nicht kreuzen. Dies kann sich zum einen darin bedingen, dass
die Nachkommen einer solchen Paarung steril sind, zum anderen jedoch auch, dass das
Paarungsverhalten so unterschiedlich ist, dass es unter natirlichen Bedingungen nicht zu einer
Kopulation kommen kann. H&aufig wird die Fertilitét der Nachkommen as Indikator
herangezogen. Dieses kann nach dem Mayr’ schen Konzept zwar als hinreichender, aber nicht
als notwendiger Beweis dienen, ob es sich um Angeht¢rige eine Art handelt oder nicht.
Wesentlicher Bestandteil des Konzepts ist die Voraussetzung der natlrlichen
Umweltbedingungen (GROVES & RYDER 2000). Bei einer Verpaarung von zwei Individuen
in Gefangenschaft liegen diese selbstverstandlich nicht vor.

2.1.5.2 Heute lebende Pferderassen (Zuchtrassen sowie Unterarten)

Die dokumentierte Geschichte der einzelnen modernen Zuchtrassen reicht nicht weit zurtck.
In Europa herrschte bis in das 17. Jahrhundert hinein weitgehen nicht-selektive
Kreuzungszucht vor (NISSEN, 1998). Erst mit dem Einsetzen der Industrialisierung und der
darauf folgenden Landflucht wurden tierziichterische Methoden entwickelt, die auf ein
vorhersehbares, rationell produzierbares Tier abzielten. Einer der ersten Zichter, die gegen
Ende des 18. Jahrhunderts nach modernen Methoden vorgingen, also Anayse der
Abstammung und Bewertung der Vorfahren sowie Inzucht zur Erzeugung des gewtnschten
Phanotyps, war Robert Blackwell aus Dishley in Leicestershire. Unter anderem legte er den
Grundstein fir die Rasse der Shire Horses. In dieser Zeit wurde auch das General Stud Book,
das Stutbuch der Englischen Vollbliter gegriindet (NISSEN, ebd.), welches eines der dltesten
Stutblcher ist. Pferderassen nach heutiger Definition existieren also erst seit ca. 200 - 250

Jahren. Die Ursprungspopulationen der einzelnen Rassen liegen im Dunkel der Geschichte.
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Zwar existieren einige Rassen, denen nachgesagt wird, sie entstammten der Urpopulation der
jewelligen Gegend, dieses ist im Einzelfall jedoch nicht immer haltbar. Im allgemeinen geht
man aber von bodenstéandigen Stuten als Basis fir die jeweilige Rasse aus.

Nachfolgend sollen nun die wichtigsten der in dieser Studie untersuchten Pferderassen

vorgestellt werden:

2.1.5.2.1 Andalusier und Lusitanos

Andalusier und Lusitanos sind das klassische Beispid fir moderne Pferderassen. Zwar ist
Uberliefert, dass seit 149 v.Chr. die iberische Halbinsel ein Hochzuchtgebiet fur Pferde ist
(EDWARDS, 1999), der Name fir die geziichteten Tiere war jedoch Uber Jahrhunderte
hinweg , iberisches Pferd”. Andalusier und Lusitano gehdren eigentlich derselben Rasse an
wie z.B. Kartduser, Alter Real, Zapatero usw., sie reprasentieren lediglich regionale Schlage.
Der Ursprung der Pferde ist unklar. Manche Autoren stellen das Berberpferd als Vorfahre der
iberischen Pferde dar (EDWARDS, 1999), andere hingegen beschreiben das Sorraia Pferd als
Vorfahr (KAPITZKE, 1993). Dritte behaupten wiederum unter Berufung auf islamische
Chronisten, dass die iberischen Pferde bis zur Neuzeit so gut wie Uberhaupt keinen Einfluss
von Berber- oder Araberpferden hatten und der Einfluss eher in entgegengesetzter Richtung
verlief (SCHAFER, 1980). Sicher ist, dass in vielen modernen Pferderassen ,iberisches Blut
flie3t“, als Beispiel seien die Lippizaner erwahnt. Die einzelnen Zuchtlinien der Andalusier
sind heute in unterschiedlichem Umfang vom arabischen Pferd beeinflusst. Die Zuchtzentren

liegen heute immer noch in Andalusien bzw. in Portugal.

2.1.5.2.2 Das arabische Pferd

Das arabische Pferd gilt as eine der dltesten Reinzuchtrassen der Welt. Die mutterliche Linie
mancher Stute soll durch mindliche Uberlieferung bis in Mohammeds Zeit (um 600 n. Chr.)
zurlckverfolgbar sein. Dokumentiert wurden die midtterlichen Linien jedoch erst in der
Neuzeit. Der Legende nach sollen die funf besten Stuten aus dem Besitz des Propheten den
Grundstein der edelsten Stammlinien bilden. Diese Verkniipfung von religiésem Glauben und
historischer Uberlieferung lasst jedoch den Wahrheitsgehalt in Zweifel ziehen. Eine Studie
von BOWLING ET AL. (2000) zeigte, dass Tiere, bei denen eine gemeinsame maternale
Linie Uberliefert ist, einen unterschiedlichen Mikrohaplotypen in der mitochondrialen D-loop

(vgl. 2.3.3) aufweisen. Dies zeigt, dass die mindlichen Uberlieferungen tber die miitterliche
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Linie der einzelnen Pferde tatsachlich unzuverléssig ist. Sicher ist, dass seit Jahrhunderten
Pferde von den auf der arabischen Halbinsel ansdssigen Beduinenstdmmen geziichtet werden
(KAPITZKE, 1993). Weiterhin wurde bereits oben ausgefihrt, dass die ersten Pferde um
1.600 v.Chr. Agypten erreichten, also zuvor den vorderen Orient passiert haben miissen.
ANTHONY ET AL. (1991) postulieren, dass die ersten domestizierten Pferde aus der
sudrussischen Steppe dorthin gerieten. Somit kénnte man auch nicht ohne Berechtigung
vermuten, dass das Araberpferd gemeinsame Vorfahren mit dem Achal-Tekkiner oder dem
kaspischen Pferd hat. Wenn auch diese verwandtschaftliche Beziehung mdglicherweise in
vorgeschichtlicher Zeit liegt. Der Araber wird heute weltweit mehr oder weniger reinrassig
gezlchtet, verschiedene Zuchtlinien sind Anglo-Araber, Asil-Araber, Shagya-Araber und
Vollblutaraber.

2.1.5.2.3 Das Berberpferd

Diese Rasse wird ebenfalls im allgemeinen als sehr alt beschrieben. Es ist sicher, dass eine
vom arabischen Pferd deutlich unterscheidbare Zuchtrasse zur Zeit der islamischen
Eroberungsztige im 7. und 8. Jahrhundert in Nordafrika existierte. Kaum mehr ist Uberliefert.
Haufig wird der Einfluss von Berberpferden auf die iberischen Pferderassen und das englische
Vollblut dargestellt (z.B. EDWARDS, 1999). Die Zuchtzentren dieser Rasse liegen immer
noch im Ursprungsgebiet, Algerien, Marokko und Tunesien.

2.1.5.2.4 Das Dulmener Pferd

Das Dulmener Pferd aus dem Merfelder Bruch, der seit dem 19. Jhdt. im Besitz der Herzoge
von Croy ist, gilt as bodensténdige Rasse. Zwar ist der Ursprung der Population nicht
gesichert, der Bestand aber seit Uber 600 Jahren dokumentiert. Zur Vermeidung von zu starker
Inzucht wurden friher Exmoor-Hengste eingekreuzt, auch ist ein iberischer Einfluss
dokumentiert. Seit mindestens 30 Jahren werden Konik-Hengste zur Zucht verwendet
(BRUNS, 1970; ZEEB, 1965).

2.1.5.2.5 Das Exmoor Pony

Das Exmoor Pony, eine in Siidwestengland beheimatete Population, hat mit Sicherheit eine
sehr ate Geschichte. Arbeiten von J. und M. Speed um 1950 zeigten, dass 120.000 Jahre alte

Knochenfunde in der Nahe von Brighton kaum von den Knochen moderner Exmoor Ponies
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unterscheidbar sind. Jingere Funde aus Alaska, die auf ein Alter von etwa 27.000 Jahren
datiert wurden, waren sogar identisch (BAKER, 1993). Aus diesem Grund wird das Exmoor
Pony héufig als Primitivpferd im Sinne einer Urform des Pferdes beschrieben. Inwiefern
Exmoor Ponies in der Antike durch iberische Pferde beeinflusst wurden, ist nicht mehr
nachvollziehbar, da nicht bekannt ist, welche keltischen Stamme, wann und woher kommend,
in Britannien eingewandert sind. Sicher ist nur, dass der Stamm der Brigantier urspringlich
von der iberischen Halbinsel stammte und von dort her einen Teil der Vorfahren der Welsh
Ponies mitbrachte (NISSEN, 1998). Wilhelm der Eroberer erklérte Exmoor zum , Royal
Forest”, was konigliches Jagdgebiet bedeutet. Dieser Status blieb bis 1818 erhalten, as das
britische Konigshaus das Gebiet mit den Tieren verkaufte. Somit ist die Wahrscheinlichkeit
gross, dass die Exmoor Ponies bis zu diesem Zeitpunkt von anderen Rassen wenig beeinflusst
blieben. Was danach geschah ist nicht genau bekannt. Man weiss nur, dass die Ponies, die
vom letzten Forstmeister, Sir Thomas Acland, gekauft wurden, zur Erhaltung der Rasse in
einer Reinzucht gehalten wurden. Diese Tiere stellen die wesentliche Basis der modernen
Exmoor-Ponies dar. Wie stark die gesamte Population von anderen Rassen beeinflusst wurde,
ist unbekannt. Bemerkenswert ist der fast vollige Zusammenbruch der Population zum Ende
des zweiten Weltkrieges. Ein Tell der Tiere wurde aufgrund der schlechten
Nahrungsversorgung der Bevolkerung gestohlen und geschlachtet, ein anderer Teil wurde von
den aliierten Truppen as lebendige Zielscheibe verwendet und zu Ubungszwecken vor der
Invasion in die Normandie abgeschossen. Nach dem Ende des Krieges wurden noch 50 Tiere
gezahlt. Alle heute lebenden Exmoor Ponies gehen auf diese 50 Tiere zuriick (BAKER ET
AL., 1998). Heute |eben in Exmoor Forest ca. 200 Tiere.

2.1.5.2.6 Das Fjord Pferd

Diese nordische Ponyrasse stammt aus dem norwegischen , Vestland”, also Westnorwegen,
das vom 15. bisins 19 Jhdt. das Hochzuchtgebiet Norwegens war. Der Ursprung dieser Rasse
ist nicht genau bekannt, es wird jedoch allgemein angenommen, dass sie auf eine
bodenstandige Population zurlickgeht, wenn auch iberische Einflisse bekannt sind. Die erste
planméfdige Zucht begann zum Beginn des 19. Jahrhunderts (NISSEN, 1998).
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2.1.5.2.7 Das Friesische Pferd

Das Friesische Pferd stammt vermutlich von einem bodenstandigen, schweren Schlag des im
Mittelalter in Deutschland weit verbreiteten inléndischen Pferdes ab. Im 15. und 16. Jhdit.
wurden ,orientalische” Pferde eingekreuzt. Zum Anfang des 20. Jahrhunderts ist die Rasse
wegen des mangelnden Bedarfs an schwereren Arbeitspferden fast ausgestorben. Eine relativ
kleine Gruppe niederlandischer Bauern, die noch Friesische Pferde besal3en, grindeten 1913
einen Zuchtverband und bauten die Zucht mit Oldenburger Hengsten wieder auf (SILVER,
1989, NISSEN, 1997).

2.1.5.2.8 Das Highland Pony

Vermutlich hat diese Rasse den gleichen Ursprung wie das Exmoor-Pony. Jedoch wurden die
Highland Ponies seit dem Mittelalter intensiv geziichtet. Es ist bekannt, dass iberische Pferde
eingekreuzt wurden. 1923 wurde die Highland Pony Society gegriindet, die seither fir eine
planméal3ige Zucht sorgt (NISSEN, 1998).

2.1.5.2.9 Der Holsteiner

Die Rasse geht auf eine mittelalterliche bodenstandige Warmblutzucht zurtick. Im 16. und 17
Jhdt. wurden im verstarkten Mal3e iberische und neapolitanische Pferde eingekreuzt, im 19.
Jhdt. zur ,Veredelung® englische Vollbliter. Holsteiner Hengste wurden und werden as
Beschéler in vielen anderen Warmblutrassen eingesetzt (KAPITZKE, 1993).

2.1.5.2.10 Das Island Pony

Island wurde im 9. Jhdt. von Wikingern aus dem Gebiet des heutigen Norwegens in Besitz
genommen, die zum ersten mal Pferde dorthin brachten. Der genaue Ursprung dieser Ponies
ist unklar, jedoch wird angenommen, dass sie grofdtenteils vom nordischen Ponytyp waren. Es
ist bekannt, dass in friheren Jahrhunderten Pferde anderer Rassen nach Island verbracht
wurden, seit 1909 besteht jedoch ein generelles Importverbot fur Pferde nach Island.
(NISSEN, 1998).



2. Theoretisches und Grundlagen der Arbeit 12

2.1.5.2.11 Das Kaspische Pferd

Bereits in Mesopotamien wurden kleine, schlanke Pferde vom Typ des Kaspischen Pferdes
verwendet. Es wird manchmal als ,Ur-Araber” bezeichnet, steht aber auf jeden Fall im Typ
dem Arabischen Pferd sehr nahe. Die Rasse galt lange Zeit als ausgestorben, bis in den 60‘ er
Jahren des 20. Jahrhunderts einige kleine Pferde in DOrfern am Kaspischen Meer von L. L.
Firouz entdeckt wurden, die die Basis der heutigen Zucht von Kaspischen Pferden bildeten
(EDWARDS, 1999, NISSEN, 1973, SILVER, 1989).

2.1.5.2.12 Der Konik

Der Name Konik wird sehr hdufig zusammen mit dem Namen Tarpan erwahnt (NISSEN,
1973, KAPITZKE, 1993, EDWARDS, 1999). Die Rasse gilt allgemein as domestizierter
Nachfahre des Tarpans und wird daher auch manchmal als Primitivpferd, also eine wenig
durchgeziichtete Rasse mit atavistischen Merkmalen, beschrieben. Die moderne Geschichte
des Koniks begann 1780, als die letzten in Polen |ebenden Tarpane eingefangen und in einem
Wildpark bei Bilgora (Stdpolen) angesiedelt wurden. In Polen wurden zu dieser Zeit sowohl
die Tarpane as auch der dort vorhandene Landschlag "Konijk", was soviel wie Pferdchen
heif, genannt. 1806 waren jedoch die Mittel des Wildparkbesitzers erschopft und die Pferde
wurden an die umliegenden Bauernhtfe verschenkt. Die nachfolgenden Generationen
behielten jedoch das Erscheinungsbild weitgehend bei. Der Grund daflr ist darin zu suchen,
dass der Landstrich um Bilgoraj recht abgeschieden liegt und der dort vorhandene Landschlag
ohnehin vom  Tarpan  gepragt gewesen  sein  soll (NISSEN, 1999,
http://www.pferdezeitung.de/Rassen/33/Gesamttext). Es leben heute ca. 1400 Koniks in
Europa. Der grofdte Bestand existiert in Polen (ca. 700 Tiere).

2.1.5.2.13 Der Mustang

Pferde waren auf dem amerikanischen Kontinent zum Ende der letzten Eiszeit ausgestorben.
Die Mustangs stammen von entlaufenen Hauspferden ab, die seit dem 16. Jahrhundert von
Europédern nach Amerika gebracht wurden. Zu Beginn des 20. Jahrhunderts gab es ca. 1 Mio.
Mustangs. In den folgenden Jahrzehnten wurde der Bestand fir die Produktion von Nahrung
fr Mensch und Tier so drastisch dezimiert, dass die Mustangs im Dezember 1971 durch ein
Gesetz als ,lebende Symbole des historischen und Pioniergeistes des (amerikanischen)
Westens® unter Schutz gestellt wurden. Der heutige Bestand ist relativ stabil und wird in



2. Theoretisches und Grundlagen der Arbeit 13

verschiedenen sogenannten Herd Management Areas verwaltet. Es gibt auch private
Zuchtbemihungen, die bestimmte Phanotypen erhalten wollen (OELKE, 1997).

2.1.5.2.14 Der Noriker

Diese Rasse soll auf das schwere romische Kavalleriepferd zurtickgehen, dass unter anderem
in der Provinz Noricum, im heutigen Osterreich geziichtet wurde. Schwere Pferde sind fir
diese Region seit der Zeit Karls des Grof3en dokumentiert. Im 16. Und 17. Jhdt. wurde die
Rasse durch Einkreuzung iberisch beeinflusster Rassen, Neapolitaner, Kladruber, , veredelt”.
Noriker spielen auch heute noch as Rickepferde eine wesentliche Rolle in der
Waldwirtschaft im Gebirge (KAPITZKE; 1993).

2.1.5.2.15 Der Oldenburger

Im Ursprung 8hnelt der Oldenburger dem Holsteiner. Die alte bodenstandige Warmblutzucht
aus dem Oldenburger Land wurde im 17. Jhdt. aus bodenstandigen Pferden durch
Einkreuzung von Neapolitanern, iberischen — und , orientalischen* Pferden zum Kutschpferd
entwickelt. Seit den 60°er Jahren des 20. Jahrhunderts erfuhr die Rasse durch Einkreuzung
unterschiedlicher, leichterer Rassen eine Umzuchtung zum leichteren Reitpferd (KAPITZKE,
1993)

2.1.5.2.16 Das Rheinisch-Deutsche Kaltblut

Zu Beginn des 19. Jahrhunderts wurde diese Rasse aus bodenstéandigen Stuten und belgischen
Kaltbluthengsten entwickelt. Das 1839 gegriindete Landgestiit Wickrath (heute ein Stadtteil
von Monchengladbach) war das wichtigste Zuchtzentrum. Aufgrund des mangelnden Bedarfs
an schweren Arbeitspferden ist der Bestand auf wenige Tiere zusammengeschrumpft
(KAPITZKE, 1993, SILVER, 1989).

2.1.5.2.17 Der Rottaler

Diese Warmblutrasse wurde im 18. Jhdt. aus bodensténdigen Stuten, deren Urspriinge auf das
10. Jhdt. zurtickgehen sollen, und Deckhengsten aus der Normandie, Zwelbriicken, England
und Oldenburg-Ostfriesland begriindet. 1906 wurde der Rottaler Warmblutpferdezuchtverein
gegrundet, der die Zuchtrichtlinien fir diese Rasse festlegte. Nach dem 2. Weltkrieg wurde
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beschlossen, die Bayerische Warmblutzucht auf der Basis von Hannoveranern neu
aufzubauen, wodurch die Rottaler durch Verdrangungszucht fast vollig verschwanden. Erst
1994 wurde eine Erhaltungszucht fir diese vom Aussterben bedrohte Rasse begrindet
(SCHERLING, 1995; NISSEN, 1997).

2.1.5.2.18 Das Shetland Pony

Der Ursprung dieser Rasse ist unklar, jedoch ist belegt, dass die Wikinger, als sie die
Shetland-Inseln eroberten, dort ungewoéhnlich kleine Pferde vorfanden. Die Rasse wurde nicht
rein erhalten. Esist Uberliefert, dass bereits um 850 Lofoten-Ponies eingekreuzt wurden. Auch
sind Kreuzungsversuche mit Fjord-Hengsten, Mustangs und Arabern bekannt. 1890 wurde mit
der Grundung der Shetland Pony Stud Book Society die Kreuzungszucht durch Reinzucht der
Rasse ersetzt (NISSEN, 1998).

2.1.5.2.19 Das Shire Horse

Shire Horses werden heute weltweit gezlchtet, grofdtes Renommee haben immer noch die
Pferde aus Grof3britannien. Diese Rasse sei hier stellvertretend fur die vielen Kaltblutrassen
etwas ausfuhrlicher vorgestellt. Der genaue Ursprung des Shire Horse ist unbekannt. Es soll
allerdings unter anderem friesische Stuten als Vorfahren haben. Es ist sicher, dass schwere
Pferde bereits in der Antike Verwendung fanden. Schon die ROmer benétigten schwere
Pferde, um die gepanzerten Reiter zu tragen und Streitwagen Uber raues Gelande zu ziehen. Es
ist Uberliefert, dass romische Hilfstruppen, die aus Friesen bestanden, ihre schweren Pferde
nach Britannien mitgebracht haben sollen (NISSEN, 1998). Sicher ist, dass nach dem Ende
der Punischen Kriege (149 v. Chr.) die iberische Halbinsel zum Zentrum der Zucht von
rémischen Kavalleriepferden wurde (EDWARDS, 1999). Da die Rémer Uber Jahrhunderte die
britische Hauptinsel besetzt hielten, ist die Vermutung naheliegend, dass zum einen Pferde
iberischen Ursprungs nach Britannien gerieten und zum anderen nach der romischen
Besatzung Pferde aus romischen Bestanden in Britannien verblieben. Auch durften durch die
Invasionen der Angeln, Sachsen, Jiten und Normannen im Mittelalter weitere schwere Pferde
auf die britische Hauptinsel gebracht worden sein. Archéologische Funde deuten jedoch drauf
hin, dass bereits vor der Domestikation ein schwerer Pferdetyp auf den britischen Inseln
heimisch war (NISSEN, 1998). Andererseits wird in der romischen Literatur das Pferd der
britischen Kelten als Pony beschrieben (NISSEN, 1998). Die (Friih-) Geschichte legt also die
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Vermutung nahe, dass das Shire Horse zumindest von Rassen aus anderen Gegenden der Welt

beeinflusst wurde.

2.1.5.2.20 Der Senner

Dokumente aus dem Mittelalter weisen nach, dass bereits im 12. Jahrhundert im Gebiet der
Senne (Ostwestfalen) grosse Pferdeherden lebten. Auch ist eine intensive Pferdezucht im
Mittelalter Uberliefert. Seit dem 10. Jahrhundert ist das Gebiet der Senne im Besitz der Herren
zur Lippe. Aus der Zucht der in diesem Gebiet |ebenden Tiere stammen alle heute |ebenden
Senner ab. Bis zum 17. Jahrhundert wurden iberische Hengste eingekreuzt, danach
vorwiegend arabische Vollbluthengste und seit Ende des 18. Jahrhunderts englische
Vollbluthengste. Das Stutbuch ist seit dem Anfang des 17. Jahrhunderts geschlossen (M.
Vogt, personliche Mitteilung). Alle heute existierenden Senner gehen auf die Stammstute
David (geb.: 1725) zuriick (VOGT, 1995; NISSEN, 1997).

2.1.5.2.21 Das Sorraia Pferd

Der Ursprung dieser Rasse ist umstritten. Wahrend einige Autoren sie als verwilderte
Hauspferde auffassen (NOBIS, 1992), beschreiben sie andere Autoren als Primitivpferde,
deren wilde Vorfahren die Entwicklung der iberischen Reitpferde mal3geblich beeinflusst
haben (D'ANDRADE, 1945; LOCH, 1986). Die Sorrais gehen auf 11 Pferde (7 Stuten, 4
Hengste) zuriick, die um 1930 von Ruy d Andrade im Gebiet am Fluss Sorraia, daher der
Name, gekauft wurden. Diese gekauften Tiere glichen den Individuen einer phanotypisch
deutlich von iberischen Zuchtpferden unterscheidbaren Wildpopulation, die 10 Jahre zuvor
von d'Andrade nahe Corouche beobachtet wurden. Die Zahl der Pferde dieser Rasse ist
gering, etwa 200 Tiere, weswegen die Rasse as bedroht betrachtet werden muss (OELKE,
1997). Fast ale heute lebenden Sorrais befinden sich im Besitz privater Zichter. Zwel der

wenigen Ausnahmen sind das portugiesische National gestiit und der Tierpark in Springe.

2.1.5.2.22 Der Trakehner

Die ursprunglich Ostpreufdische Rasse geht auf die alte Landrasse des Schweikens zuriick.
Dem Schweiken wird nachgesagt, unmittelbar vom Tarpan abzustammen. Jedoch ist auch
bekannt, dass Pferde anderer Rassen die Basis der Zucht mit begrtindeten. Starker Einfluss

von ,orientalischen Pferden” und englischen Vollblitern zur Veredelung der Rasse ist
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dokumentiert. Das spétere Hauptgestiit Trakehnen wurde 1732 von Friedrich Wilhelm .
gegrindet und im 2. Weltkrieg zerstort. Es gelang ca. 1000 Tiere nach Westdeutschland zu
verbringen, die die Basis der heutigen Trakehnerzucht bildeten (KAPITZKE, 1993).

2.1.5.2.23 Das Welsh Pony

Das Welsh Pony zahlt zu den &dltesten Zuchtrassen. M6glicherweise entstand der Typ durch
Einkreuzung von iberischen Pferden in der spdten Bronze- oder friihen Eisenzeit durch die
Brigantier. Es gilt als ziemlich sicher, dass wahrend der rémischen Besetzung Britanniens ein
Gestut am Lake Balain Merionethshire eingerichtet wurde. Die Zucht von Poniesin Walesist
seit dem Mittelalter dokumentiert. Ebenso ist dokumentiert, dass die Rasse bisin das frihe 19.
Jhdt. von , orientalischen”- und Vol Iblutpferden beeinflusst wurde (NISSEN, 1998)

2.2 Mitochondrien

2.2.1 Allgemeines und Funktion

Die Mitochondrien sind mit einer Doppelmembran umgebene Organellen aerober,
eukaryotischer Zellen. In der Matrix der Mitochondrien sind die Enzyme des Citrat-Zyklus,
des Fettsdureabbaus durch 3-Oxidation, Teile des Harnstoffzyklus und des Abbaus einiger
Aminosauren lokalisiert. Der Matrixraum ist durch mehrfach eingestiilpte Membranen
(Cristae) unterteilt. In der Membran befinden sich die Enzymkomplexe der Atmungskette
(oxidative Phosphorylierung), des ATP-Systems und die Transportsysteme fir ATP, ADP,
Phosphat und verschiedene Substrate. Aufgabe der Mitochondrien ist die Energiegewinnung.
Inihnen wird der gréf3te Tell des allgemeinen Energiedquivalents ATP synthetisiert.

Die oxidative Phosphorylierung umfal3t funf kompliziert zusammengesetzte Enzymkomplexe:
Komplex 1 (NADH:Ubichinon-Oxidoreductase)
Komplex 2 (Succinat:Ubichinon-Oxidoreductase)
Komplex 3 (Ubichinol:Cytochrom c-Oxidoreductase)
Komplex 4 (Cytochrom c-Oxidase)
Komplex 5 (ATP-Synthase)
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Abb. 2.1: Schema des Aufbaus eines Mitochondriums mit seinen Cristae, aus: Schenck & Kolb (1990), S. 33

Auf diesem Stoffwechselweg wird digenige Energie nutzbar gemacht, die wahrend des
Elektronentransports bei der Oxidation der Fettsduren und Zucker geliefert wird. Die Kette
umfal3t die Komplexe 1 bis 4. Die gewonnene Energie wird zum Komplex 5 transportiert, um
ATP zu synthetisieren. Mitochondriales ATP wird mit Hilfe des Adenin-Nucleotid-
Trandocators (ANT) gegen cytosolisches ADP ausgetauscht.

Die meisten Zelltypen enthaten bis zu 10.000 Mitochondrien. Eine Ausnahme sind die
Spermien, die nur bis zu 100 enthalten. Letzteres ist der eigentliche Grund dafur, daf? von
mitochondrialen Genen codierte Merkmale maternal vererbt werden: dringt bei der
Befruchtung ein  Spermium in ene Eizelle en, so spielt zahlenméllig die
Mitochondrienausstattung des Spermiums keine Rolle. Dartiber hinaus werden die paternalen
Mitochondrien nach der Befruchtung der Eizelle durch spezifische Mechanismen abgebaut
(KANEDA, 1995).

2.2.2 Mitochondriale DNA

Mitochondrien besitzen ein eigenes Genom, das sich in Form eines ringférmig geschlossenen
DNA-Molekils darstellt. Die Grosse des Molekils unterscheidet sich bei den verschiedenen
Organismen deutlich: wahrend der DNA-Strang bei Hefen sehr gross ist, z.B. bel
Saccharomyces cerevisiag, der Bierhefe, 84 kb, ist das DNA-Molekil bei Saugern relativ klein
(um 16 kb). Das Mitochondriengenom ist inzwischen bel vielen Spezies komplett sequenziert.

Bekannt sind auch die Sequenzen des menschlichen Mitochondriengenoms (ANDERSON ET
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AL., 1981) und die des Pferdes (XU & ARNASON, 1994). Die mtDNA codiert fur eine 12S-
und eine 16S5rRNA, 22 tRNAs und 13 Polypeptide. Alle Polypeptide sind Komponenten der
mitochondrialen oxidativen Phosphorylierung. Das heisst, die meisten Gene dienen der
Energieversorgung der Zelle.

- Von den 40 Polypeptiden des Komplex 1 sind 7, ndmlich ND 1, 2, 3, 4, 4L, 5, 6, von

der mtDNA codiert.

- Komplex 2 ist ausschlieslich durch die nDNA codiert.

- Komplex 3 ist aus 10 Polypeptiden aufgebaut, eines, Cytochrom b, ist in der mtDNA

codiert.

- Bel den 13 Untereinheiten, die den Komplex 4 bilden, werden 3 (Cytochrom c-Oxidase 1,

2, 3) durch die mtDNA codiert.

- 2 der 13 Polypeptide des Komplex 5 werden (ATPase 6 und 8) von der mtDNA codiert.
Die fur die Biosynthese der mitochondrialen Polypeptide selbst erforderlichen rRNAs und
tRNASs bzw. deren Gene sind Teil des mitochondrialen Genoms.

Die Transkription von mtDNA-Genen wird von unmittel bar nebeneinander liegen Promotoren
gesteuert. Beide liegen in einer Region, die man ,,D-loop* (Displacement Loop) nennt. Sie
kontrollieren jeweils den sogenannten schweren Strang (Guanin-reich) und den Cytosin-
reichen leichten Strang. Die Promotoren bewirken die Synthese kontinuierlicher
polycistronischer Transkripte, die erst in reife, funktionstiichtige rRNAs, tRNAs und mRNAS
gespalten werden. Die Kontrollregion enthélt auch den Replikationsursprung des schweren
Strangs, im englischen Sprachgebrauch Oy genannt. Der Replikationsursprung des leichten
Strangs ist in einer vollig anderen Position zu finden (bei Projektion auf eine Uhr, bei ca. 8
uhr).

Ein bemerkenswerter Befund in der D-loop-Region ist ein Bereich repetitiver DNA. Beim
Pferd besteht diese aus dem Sequenzmuster TGT GCA CC. Dieser repetitive Bereich, im
folgenden ,, Oktarepeat” genannt, zeichnet sich durch eine extreme Mutabilitét aus. XU UND
ARNASON (1994) beschrieben, dass sie in der DNA eines Individuums Repeatlangen
zwischen 2 und 29 Oktarepeats gefunden haben.

Wegen nicht so effektiver Reparaturmechanismen, wegen der fehlenden Histone und der
permanenten Einwirkung der Nebenprodukte der oxidativen Phosphorylierung, also der
Sauerstoffradikale, ist die Mutationsrate der mtDNA etwa zehnmal héher als die der nDNA.
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Abb. 2.2: Schematische Darstellung des D-loops der mitochondrialen DNA des Pferdes
Abkirzungen: CSB: Konservierter Sequenz-Block, HVR: Hypervariable Region, UTR: Untranslated Region, Bereich ohne identifizierte

Funktion

Es entstehen in jedem Organismus auf somatischer Ebene dauernd neue mtDNA-M utationen.
Sie werden im Laufe der Zellteilung willkirlich an die Tochterzellen weitergegeben. Die
Tatsache, dal3 im Anschlu3 an Neumutation und Zellteilung das entsprechende Gewebe
sowohl mutierte al's auch nichtmutierte Mitochondrien enthélt, nennt man Heteroplasmie. Mit
zunehmendem Alter steigt in einem vorgegebenen Individuum die Anzahl der Mutationen in
der mitochondrialen DNA. Viele pathogene Defekte in der mtDNA kommen deswegen erst
bei htherem Alter des betroffenen Individuums zur Geltung, weil im Laufe der Zeit der Anteil

der mutierten DNA gegentiber der gesunden DNA steigt.

2.3 Phylogenetische Untersuchungen an der mitochondrialen DNA

Aufgrund der Tatsache, dass man bei der mtDNA strikt maternal vererbte Mikrohapl otypen
beobachtet, die im Vergleich zur nDNA eine erhohte Mutationsfrequenz aufweisen, ist die
MtDNA ein bevorzugtes Objekt phylogenetischer Untersuchungen. Dabei ist zu

unterscheiden, welcher Bereich der mtDNA untersucht wird.
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2.3.1 Untersuchungen am Cytochrom b Gen

Zur Untersuchung der verwandtschaftlichen Verhdtnisse zwischen verschiedenen Arten oder
Gattungen bedient man sich haufig des Cytochrom b-Locus (z.B. KOCHER ET AL., 1989).
Dieser Genort hat gegentiber dem nichtcodierenden Bereich der D-loop den Vorteil einer
moderateren Mutationsrate, die sich alleine schon aus der Funktion bzw. dem Erhalt der
biologischen Funktion des dort codierten Proteins bedingt. Die hdchste Mutationsrate wird auf
den dritten Positionen der jeweiligen Codons beobachtet. Dieses ist im biologischen Sinne
unkritisch, da im mitochondrialen Genom nur die ersten beiden Nukleotide der jeweiligen
Tripletts codierend sind. Es wurde mehrfach gezeigt, dass dies ein grundsétzliches Phanomen
in der mitochondrialen Genetik ist (KIMURA, 1983, S. 95, NEI, 1987, S. 72, IRWIN ET AL.,
1991). Bereiche, die fur die Funktion des Proteins unabdingbar sind, erweisen sich sogar als
hochgradig konserviert (KOCHER ET AL., 1989). Fuhrt man jedoch Untersuchungen
innerhalb einer Art durch, um verschiedene Populationen zu vergleichen, so stellt man fest,
dass der Cytochrom b-Locus, wenn er im Einzelfall nicht sogar monomorph ist, nur eine
relativ geringe Mutationsrate hat (KIKKAWA ET AL., 1997, ISHIDA ET AL., 1996).

2.3.2 Untersuchungen an anderen codieren Bereichen der mitochondrialen DNA

Andere Loci der mtDNA als D-loop oder Cytochrom b wurden bei Equiden bisher nur selten
untersucht. Die Arbeiten von OAKENFULL & RYDER (1998) an dem Gen fur die 12S
rRNA und von LISTER ET AL. (1998) an dem Gen fur die 16S rRNA zeigten, dass diese
Bereiche innerhalb einer Art keine phylogenetische Information liefern. Auch zeigten
Untersuchungen an den tRNA’s flr Tryptophan, Alanin, Asparagin, Cystein und Tyrosin bei
Rindern vollige Homologie (PEGORARO ET AL., 1996).

Vollig anders verhdlt es sich jedoch auch hier, wenn man die phylogenetischen Beziehungen
verschiedener Spezies zueinander vergleichen will. Zur Aufkléarung der phylogenetischen
Beziehung der Equiden untersuchten OAKENFULL ET AL. (2000) die Sequenzen aus der
12S rRNA und der D-loop. Wesentliche Aussage dieser Arbeit Uber die Verwendbarkeit der
verschiedenen Bereiche der mtDNA ist, dass die 12S rRNA besser geeignet ist, um in
phylogenetischen Baumen die Knoten zwischen den verschiedenen Spezies aufzulésen. Die
D-loop hingegen liefert eine bessere Auflosung an den Spitzen der Aste in einem

phylogenetischen Baum.
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2.3.3 Untersuchungen an der D-loop

Die mitochondriale D-loop wird sehr haufig zur Untersuchung phylogenetischer Beziehungen
herangezogen. Wie in 2.2.2 dargestellt, lassen sich beim Pferd Bereiche erkennen, die sich in
ihrer Mutationsfrequenz unterscheiden. Den Bereich hdchster Mutationsfrequenz findet man
in der HVR1 (ISHIDA ET AL., 1994), der Oktarepeatbereich zeichnet sich durch eine starke
Heteroplasmie aus (XU & ARNASON, 1994). Bereiche niedrigerer Mutationsfrequenz findet
man in den konservierten Sequenzblocken. Im grossen konservierten Sequenzblock ist der
Replikationsursprung des schweren Stranges lokalisiert. Die D-loop anderer Sauger ist sehr
ahnlich aufgebaut.

Die erste Studie, bei der die D-loop Sequenz verschiedener Pferde verglichen wurde, stammt
von ISHIDA ET AL. (1994). Es wurde jedoch keine Aussage Uber die phylogenetische
Beziehung der einzelnen Probanden gemacht. Spétere Arbeiten untersuchten die D-loop unter
verschiedenen Aspekten der Phylogenie bei Pferden. BOWLING ET AL. (2000) untersuchten
die mutterliche Verwandtschaft bei in den USA geziichteten Araberpferden, ISHIDA ET AL.
(1995) versuchten, die phylogenetischen Beziehungen zwischen den Equiden aufzukldren und
zu Uberprifen, ob das mongolische Wildpferd der Vorfahre des Hauspferdes sei. Obwohl die
Studie wegen ihrer geringen Probenzahl, insgesamt wurden die Sequenzen von 9 Individuen
untersucht, in spateren Veroffentlichungen kritisert wurde (z.B.: OAKENFULL & RYDER,
1998), so ist die zentrale Aussage nicht widerlegbar, dass das mongolische Wildpferd kein
Vorfahr der Hauspferde im allgemeinen sein kann und bestenfalls einen geringen Einfluss auf
die mongolische Pferdezucht hatte. KAVAR ET AL. (1999) Uberpriften die historischen
Uberlieferungen beziiglich der Urspriinge der Lipizzaner. Die gefundenen Gemeinsamkeiten
der Mikrohaplotypen von Lipizzanern mit anderen Rassen, sofern eine Verwandtschaft nicht
dokumentiert war, wurden durch Kreuzungen vor der Ausbildung der einzelnen Rassen oder
Uberdauern von mitochondrialen Archaetypen innerhalb der jeweiligen Rassen begriindet.
KIM ET AL. (1999) versuchten den Ursprung des Cheju Pferdes, einer Insel-Rasse in Korea
aufzuklaren. Sie widersprachen im Einklang mit den vorhandenen archéol ogischen Befunden
den historischen Uberlieferungen, dass das Cheju Pferd ausschlieRllich mongolischen
Ursprungs sei. Die neueste und bisher ausfuhrlichste Arbeit Uber die Phylogenie der Pferde
stammt von VILA ET AL. (2001). In dieser Studie wurden insgesamt 191 Proben von Pferden
aus verschiedenen Rassen, einem mongolischen Wildpferd, 8 archéologischen Proben aus
Schweden und Estland im Alter von um 1.000 Jahre und 8 Proben im Alter von 12.000 bis
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28.000 Jahren, die im Permafrostboden in der Néhe von Fairbanks, Alaska, gefunden worden
sind, untersucht. Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass aufgrund der relativ geringen
gefundenen Diversitét bei den Permafrostproben und der hohen Diversitét der Proben von
heute lebenden Pferden das Pferd mehrfach domestiziert worden sein muss, und zwar aus

unterschiedlichen Populationen.

2.3.4 Beispiele fir Untersuchungen an der gesamten mitochondrialen DNA

Die gesamte mitochondridle DNA wurde zundchst nur durch Restriktionsfragment
Langenpolymorphismen (RFLP) untersucht. Spater wurde auch die gesamte mtDNA
sequenziert. Aus den vielen verdffentlichten Studien sollen zwei Beispiele die Ergebnisse

illustrieren:

Bel der ersten phylogenetischen Untersuchung bei Equiden von GEORGE & RYDER (1986)
wurde durch eine RFLP-Untersuchung unter der Annahme einer Substitutionsrate von 0,02
Substitutionen pro 1 MJ bestimmt, dass der letzte gemeinsame Vorfahre aler Equiden vor
ungefdhr 3,9 MJ gelebt haben soll. Weiterhin wurde gezeigt, dass die Vorfahren von Pferd,
Halbesel und Esel sich innerhalb der néchsten 0,5 MJ entwickelten. Der letzte gemeinsame
Vorfahr der Zebras soll vor ungefahr 2,8 MJ gelebt haben.

Eine neuere Studie beim Menschen (INGMAN ET AL., 2000) erbrachte durch Sequenzierung
des gesamten codierenden Bereichs der mtDNA einen weiteren Beweis, dass der moderne

Mensch sich in Afrika entwickelte und von dort ausgehend die Erde bevdlkerte.

2.4 Phylogenetische Untersuchungen mittels anderer Systeme

2.4.1 Blutgruppentypisierung und Untersuchung von Proteinpolymor phismen im Blut

Bel dieser Technik werden im allgemeinen die gleichen Markersysteme verwendet wie bei der
Abstammungsbegutachtung: 7 Blutgruppensysteme [EAA (Erythrocyte Antigen A), EAC,
EAD, EAK, EAP, EAQ, EAU] und 8 Proteinpolymorphismen [Albumin (ALB), A1B-
Glycoprotein (A12B), Serum Carboxylesterase (ES), Vitamin D bindendes Protein (GC),
Hamoglobin alpha (HBA), 6-Phosphogluconat Dehydrogenase (6-PGD), Protease Inhibitor
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(P1), Transferrin  (TF)]. Manchma werden die Systeme noch durch weitere
Protei npolymorphismen erganzt.

Zum Studium von Populationen wertet man die Ergebnisse hinsichtlich der genetischen
Diversitat (Heterozygositét und effektive Zahl von Allelen in der Population) und der
verwandtschaftlichen Beziehung der Populationen aus.

Die genetische Diversitét wird haufig als Mal3 fur die Bedrohung — gerade seltener Rassen —
verwendet. Dazu werden die Heterozygositat und die effektive Anzahl von Allelen in der zu
untersuchenden Population bestimmt und mit den Durchschnittswerten fiir alle Populationen
verglichen. Werden deutlich geringere Werte als die Durchschnittswerte beobachtet, so wird
dies als Indikator fur den Verlust von genetischer Diversitéat gedeutet und somit unmittelbar
auf die Bedrohung dieser seltenen Popul ation geschlossen.

Zur Untersuchung der verwandtschaftlichen Beziehung zwischen Populationen werden die
erhobenen Daten mit Statistikprogrammen wie z.B. UPGMA (s.u.), PAUP, GENEPOP oder
PHYLIP ausgewertet und die verwandtschaftlichen Beziehungen in der Form eines
phylogenetischen Baums dargestellt. (SANDBERG & COTHRAN, 2000)

2.4.2 Mikrosatel litentypisierung

Wie die Blutmarkersysteme (2.4.1) wurden die verwendeten Mikrosatellitensysteme zur
Abstammungs- oder Identitéatsbegutachtung entwickelt. Bei Pferden wird in der Regel der von
der ISAG (International Society for Animal Genetics) empfohlene und als Typisierungskit
kommerziell erhdtliche Markersatz, bestehend aus den Mikrosatelliten VHL20, HTG4,
HTG6, HTG7, HTG10, AHT4, AHT5, HMS2, HMS3, HMS6, HMS7 und ASB2, fir
phylogenetische Untersuchungen verwendet (z.B. BAKER ET AL., 1998). VILA ET AL.
(2001) verwendeten in ihrer Studie einen Markersatz bestehend aus 15 Mikrosatelliten
(HMS1, HMS3, HMS5, HMS6, HMS7, HTG6, HTG8, HTG10, HTG14, HTG15, LEO34,
LEO37, LEO38, LEO39, LEO40). Alle Studien verwendeten zur Analyse der erhatenen
Datensétze die unter 2.4.1 erwahnten, gangigen Statistikprogramme, was letztlich stets zur
Darstellung der verwandtschaftlichen Beziehungen in Form eines phylogenetischen Baums
fuhrte.

Alle Methoden, die auf autosomal lokalisierten Markersystemen beruhen, sind mit dem
Nachteil behaftet, dass die Marker rekombinieren. Somit kann die Geschichte einer Rasse

nicht zweifelsfrei rekonstruiert werden, da Allele im Laufe der Generationen geméal3 den
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Mendelschen Gesetzen verschwinden konnen. Desweiteren wurde, wie bereits in 2.1.5.2
beschrieben, in der Pferdezucht bis in das 17. Jhdt. hinein Kreuzungszucht betrieben. Man
wird in modernen Zuchtpferderassen also Allele aus allen Ursprungspopulationen in
beliebiger Kombination finden, sofern sie nicht wieder verschwunden sind, ohne entscheiden
zu konnen, welches Allel welcher Population urspriinglich entstammt. Weiterhin wurde in der
Pferdezucht seit dem 19. Jhdt. zum Teil eine intensive Reinzucht betrieben. Dies hatte zur
Folge, dass manche Populationen abgeschlossen wurden. Dadurch ist fur diese Populationen
mit Sicherheit ein Founder-Effekt zu beobachten, der mit einer reduzierten Allelfrequenz fir
die einzelnen Marker einher geht.

Ein strikt maternal vererbtes Markersystem, wie z.B. der in dieser Studie untersuchte Bereich
der mitochondrialen D-loop, hat hingegen den Vorteil, dass es nicht rekombiniert. Weiterhin
stellt die mtDNA einen stabilen Haplotypen mit moderater M utationsfrequenz dar. Schliefdlich
wurde die Pferdezucht in bezug auf die Geschlechter Uber die Jahrhunderte haufig sehr
konservativ betrieben: wahrend die Hengste zumeist zur Einkreuzung von genetischem
Material aus anderen Populationen verwendet wurden, waren die zur Zucht verwendeten
Stuten meist bodenstandig. Der grofRe Nachteill hierbei ist natlrlich, dass bel einer
Untersuchung der mtDNA der Einfluss der paternalen Linie vollig auf3er acht gelassen wird.
Zwar ist eine solche Betrachtung prinzipiell durch Untersuchungen am Y-Chromosom (siehe
2.4.3) moglich, jedoch wirde auch hier aufgrund der oben erwahnten Tatsachen in Bezug auf

die Zuchtgeschichte der Pferde ein eher inkonsistentes, ja verwirrendes Bild erwartet werden.

2.4.3 Untersuchungen am Y-Chromosom

Y -chromosomal e Markersysteme wurden fir das Pferd bisher noch nicht entwickelt.

Durch seinen paternalen (nicht rekombinanten) Erbgang ist das Y-Chromosom, ebenso wie
die mtDNA, im allgemeinen ideal fur phylogenetische Untersuchungen.

Beim Menschen wurden bisher 3 unterschiedliche Y-chromosomale Markersysteme
untersucht: ein biallelisches Markersystem (HAMMER, 1995; UNDERHILL ET AL., 1997),
eine Minisatellitsequenz (JOBLING ET AL., 1998) und mehrere Mikrosatelliten (KAY SER
ET AL., 1997). Als Beispiel soll eine neuere Arbeit (FORSTER ET AL., 2000) dienen:
Forster und Kollegen fassten diese drel Markersysteme zusammen und ermittelten aus den
erhaltenen Datensdtzen mittels Network 2.0 ein phylogenetisches Netzwerk, dass die
Phylogenie der Menschheit, gemal3 dem Stand der Forschung, korrekt wiedergibt.
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2.5 Methoden phylogenetischer Analyse

Hier soll nur ein sehr kurzer Abriss der unterschiedlichen Methoden gegeben werden. Eine
erschopfende Erdrterung wirde den Rahmen der vorliegenden Schrift sprengen und ist auch
nicht Gegenstand der Studie. Ziel dieses Kapitels ist der Versuch einer anschaulichen
Darstellung der prinzipiellen Vorgehensweise bei den jeweligen Methoden. Fir
weiterfihrende Informationen, wie zum Beispiel die mathematische Beschreibung der
Algorithmen, kann WEIR (1996) und die darin enthaltene Bibliographie konsultiert werden

sowie die zitierten Veroffentlichungen.

2.5.1 Distance-Matrix-Methoden

Distance-Matrix-Methoden basieren grundsédtzlich auf Sdtzen paarweiser genetischer
Distanzen, die zwischen zwei taxonomischen Einheiten, zumeist Individuen, aber auch
Gruppen gleicher Merkmale, berechnet werden. Diese Distanzen basieren immer auf
genetischen Modellen und beziehen sich zumeist auf die Anzahl der Anderungen zwischen
den taxonomischen Einheiten. Folglich basiert die Qualitdt der resultierenden
phylogenetischen B&ume auf der Qualitdt des genetischen Modells und der Giite der

Bestimmung der genetischen Distanz.

2.5.1.1 Unweighted pair-group method using an arithmetic average (UPGMA)

UPGMA ist eine bei phylogenetischen Untersuchungen haufig verwendete Methode. Sie
definiert den Abstand zwischen zwei Gruppen a's den Durchschnitt der paarweisen Absténde,
z.B. Unterschiede in DNA-Sequenzen, aler Mitglieder der beiden Gruppen. Dabei ist
wesentlich, dass die Mutationsrate Uber den gesamten Datensatz konstant ist, da ansonsten die
Ergebnisse verfa scht wiirden.

Bei dem Algorithmus wird so verfahren, dass zundchst eine Matrix mit den paarweisen
Distanzen, z.B. Anzahl der unterschiedlichen Mutationen, erstellt wird. Daraufhin wird das
Paar aufgesucht, dessen Distanz die kleinste ist (Paar 1). Die Matrix reduziert sich auf die
Distanzen der taxonomischen Einheiten zu Paar 1. Nachfolgend wird die Einheit aufgesucht,
die die geringste Distanz zu Paar 1 hat (Paar 2). Die Matrix reduziert sich auf die Distanzen

der verbleibenden Einheiten zu Paar 2 und so fort.
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2.5.1.2 Fitch-Margoliash-Algorithmus

Prinzipiell basiert der Fitch-Margoliash-Algorithmus auf UPGMA. Der Unterschied dazu
beruht auf der Tatsache, dass keine konstante Mutationsrate zwingend vorausgesetzt wird.
Vielmehr wird fur jedes gefundene Paar der gemeinsame Vorfahr gewissermalien
rekonstruiert. Dieser — angenommene — Vorfahr wird auf die halbe Distanz zwischen den
Einheiten des jeweiligen Paars gesetzt und dient als Verknipfungspunkt zwischen dem
jeweiligen Paar mit der geringsten Distanz und der verblelbenden Matrix (vgl. 2.5.1.1).
Dadurch wird die zwingende Vorgabe einer konstanten Mutationsrate auf das jeweilige Paar

mit der geringsten genetischen Distanz reduziert.

2.5.1.3 Neighbour-Joining-Methode

Ziel dieser Methode ist es, durch ldentifizierung engster Paare, also Nachbarn, einen
phylogenetischen Baum zu erzeugen, dessen Astlangen so kurz wie moglich sind. Als
benachbartes Paar werden zwei Einheiten definiert, die durch einen Knoten in einem nicht
gewurzelten, bifurcalen phylogenetischen Baum verbunden sind.

Zunéchst beginnt die Methode mit der Annahme einer sternartigen Phylogenie. Nachfolgend
wird das engste Paar, also die nadchsten Nachbarn, identifiziert und zu einer kombinierten
Einheit (Einheit 1) zusammengefasst. Darauf wird der nachste Nachbar zur Einheit 1
identifiziert und mit dieser zur néchsten kombinierten Einheit zusammengefasst. Dieser
Algorithmus wird so lange durchgefiihrt, bis letztlich drei kombinierte Einheiten Ubrig

bleiben.

2.5.2 Parsimony-Methoden

Im Gegensatz zu Distance-Matrix-Methoden werden bei Parsimony-Methoden die diskreten
Werte, die die einzelnen taxonomischen Einheiten unterscheiden, verwendet. Man verwendet
also keine Zusammenfassung der jeweiligen Unterschiede, z.B. die Anzahl der gegenseitigen
Abweichungen in den jeweiligen Sequenzmustern, sondern die Unterschiede selbst, z.B. die
jeweiligen Sequenzmuster, um eine phylogenetische Beziehungen zwischen den Einheiten zu
bestimmen. Fir jede mogliche Baumstruktur werden an jedem Knoten die Sequenzen in der

Art und Weise verglichen, so dass die geringste Anzahl an Anderungen im Sequenzmuster die
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Sequenzen der unmittelbar benachbarten Individuen liefert. Daraus wird die gesamte Anzahl
an Anderungen bestimmt, die notwendig ist, um durch den ganzen Baum zu wandern. Der
phylogenetische Baum, der die geringste Gesamtzahl an Anderungen aufweist, ist der ,, most

parsimonous tree”.

2.5.3 Maximum-Likelihood-Methoden

Diese Methoden basieren auf dem Versuch, die Schwéchen und Grenzen der zuvor
vorgestellten Methoden zu umgehen. Sie verwenden die diskreten Daten, im Gegensatz zu
den Distance-Matrix-Methoden und Standard- Stati stik-M ethoden, sowie
Wahrscheinlichkeitsmodelle, im Gegensatz zu Parsimony-M ethoden.

Bel den Maximum-Likelihood Methoden wird immer ein Baum als phylogenetische Struktur
vorausgesetzt, und anschlief3end wird der Baum mit den Astlangen ausgewahlt, der, bezogen
auf die jeweiligen Astlangen, die hochste Wahrscheinlichkeit besitzt. Gemald dieses
Verfahrens werden alle moglichen phylogenetischen Baume erstellt und der mit der hdchsten
Wahrscheinlichkeit ausgewahlt. Dieser Baum wird als die beste Abschétzung betrachtet.

Bel DNA-Sequenzen berechnet die Methode die Wahrscheinlichkeit, dass sich die DNA-
Sequenz eines Individuums durch Mutation in einer vorgegebenen Zeit in die Sequenz eines
anderen Individuums umwandelt. Dabei setzen die verwendeten Modelle voraus, dass jede
Nukleotidposition unabhangig mit der gleichen Wahrscheinlichkeit mutieren kann. Die
Kombination der jeweiligen wahrscheinlichen Umwandlungen von DNA-Sequenzen fihren
jewells zu enem moglichen phylogenetischen Baum mit einem  diskreten
Wahrscheinlichkeitswert.

Hauptproblem der Maximum-Likelihood-Methoden ist, dass sie ene enorme
Rechnerkapazitét erfordert: die Anzahl der moglichen ungewurzelten, bifurcalen Baume bel n
unterschiedlichen Sequenzen berechnet sich geméaR (2n-5)!/[(n-3)!2™]. Fir n = 3, 4, 6, 8 und
10 entwickelt sich die Anzahl der mdglichen Baume zu 1, 3, 105, 10.395, 2.027.025. Man
erkennt leicht, dass auch ein moderner Computer mit der Berechnung eines phylogenetischen
Baumes nach der Maximum-Likelihood-Methode bei einer signifikanten Stichprobengrosse
einige Zeit beschéftigt sein wird. Daher verwenden die gangigen Programme nur einen Teil
der Gesamtzahl der moglichen Baume. Ein weiteres Problem stellt die Voraussetzung der
gleichen Wahrscheinlichkeit unabhéngiger Mutationen fir jede Nukleotidposition dar.
Tatsachlich ist dies nur sehr selten der Fall. Auch in der 1. hypervariablen Region der D-loop
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des Pferdes mutiert nicht jede Position mit der gleichen Wahrscheinlichkeit (vgl. Sequenzen
im Anhang). Vielmehr ist es so, dass manche Bereiche haufiger mutieren, wahrend andere

Sequenzabschnitte nur selten oder gar nicht mutieren.

2.5.4 Network

Das Network-Programmpaket kann mit zwei Algorithmen arbeiten, die inhaltlich verwandt
sind: dem Reduced-Median-Algorithmus (BANDELT ET AL., 1995) und dem Median-
Joining-Algorithmus (BANDELT ET AL., 1999).

2.5.4.1 Der Reduced-Median-Algorithmus

Der Reduced-Median-Algorithmus verwendet diskrete Merkmale, im Gegensatz zu Distance-
Matrix-Methoden, und ist daher der Familie der Parsimony-Methoden zuzurechnen. Der
Algorithmus ist ausschliesslich fir bindre Datensétze vorgesehen. Sogenannte "Multistates'
fuhren zu fehlerhaften phylogenetischen Netzwerken.

Die Verfahrensweise des Reduced-Median-Algorithmus stellt sich so dar, dass die einzelnen
Taxa (DNA-Sequenzen, Mikrosatelliten Grofien oder RFLP-Daten) aufgrund ihrer jeweiligen
Merkmale nacheinander aufgespalten werden. Dabel treten, wie bel allen Parsimony-
Methoden wenn man alle 'most-parsiminous-trees berticksichtigt, manchmal bei
Verzweigungen Konflikte auf, die im Netzwerk als Retikulation (2- oder mehr-dimensionae
Aufspaltung) dargestellt werden, wie z.B. in Abbildung 2.3.1. Diese Konflikte entstehen zum
Beispiel bei Parallelmutationen.

Abb.2.3.1 Abb.2.3.2

Abb.2.3: Vereinfachte Illustration der Funktionsweise des Reduced-M edian-Algorithmus
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Angenommen, eine Parallelmutation verursachte die in Abb. 2.3.1 dargestellte Aufspaltung in
einem Netzwerk. Der Reduced-Median-Algorithmus Uberprft diese Retikulation nachfolgend
auf zwel Bedingungen: @ muissen mindestens zwel Merkmale einem dritten Merkmal in der
Retikulation widersprechen, und b) missen in diesem Beispiel von 1 und 2 mehr
Verzweigungen abgehen als von 3. Wenn diese Bedingungen erfiillt sind, werden die Aste
von 1 zu 3 aufgelost (Abb. 2.3.2). Ohne Reduktion der Verknipfungen entspricht das

erhaltene Netzwerk allen most-parsiminous-trees.

2.5.4.2 Der Median-Joining-Algorithmus

Der Median-Joining-Algorithmus ist mit dem oben vorgestellten Reduced-Median-
Algorithmus eng verwandt. Sie unterscheiden sich in drei wesentlichen Punkten:

1. Median-Joining lasst auch nicht-bindre Datensétze, also auch sogenannte "Multistates” zu;
2. die Berechnung des Netzwerks erfolgt in zwel Schritten: Zunéchst werden die einzelnen
Taxa nach gemeinsamen Tripletts von Typen in minimalen Abstand untersucht und geméss
der Tripletts gruppiert. Nachfolgend werden die einzelnen Gruppen von Taxa mit
gemeinsamen Tripletts Uber postulierte Sequenzen (mediane Vektoren) verkntipft, bisletztlich
ein phylogenetischer Baum bzw. ein phylogenetisches Netzwerk entsteht, das alle Taxa
enthalt;

3. Der Algorithmus liefert nur bei relativ kurzen Astlangen sinnvolle Netzwerke (Dr. Forster,

personliche Mitteilung).

2.6 Die Polymerasekettenreaktion

Die von MULLIS UND FALOONA 1987 verdffentlichte Polymerasekettenreaktion
(Polymerase Chain Reaction, PCR) hat die Molekularbiologie revolutioniert. Durch die
Einfuhrung von thermostabilen DNA-Polymerasen wurde die PCR automatisierbar und so zu
einer Standard-Labormethode. Es lassen sich leicht Abschnitte aus einem vollstandigen DNA-
Strang in vitro um den Faktor 2 X 10° bis 5 X 10° selektiv vervielfaltigen (SAIKI ET AL.,
1988). Die Anwendung des Prinzips der PCR reicht von der normalen Amplifikation von
Fragmenten bis zu 2 kb, Uber die Synthese von Fragmenten bis zu 30 kb Grofie (z.B. mit
Expand™ 20 kb™"® PCR System, Roche), bis hin zur Sequenzierung der gewiinschten
Abschnitte (2.6).
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Der PCR liegt die Eigenschaft einer jeden DNA-Polymerase zugrunde, dass sie
einzelstrangige DNA als Matrize zur Synthese eines komplementaren DNA-Stranges benutzt
und dabel einen doppelstrangigen Abschnitt as Startpunkt fir die Synthese bendtigt. Dies
wird in der Laborpraxis so realisiert, dass man doppelstrangige DNA durch Erhitzen auf
Temperaturen nahe dem Siedepunkt denaturiert und anschlief3end durch Abkihlen mit einem
den die Zielsequenz flankierenden DNA-Abschnitt komplementdren Oligonukleotid
(»Primer) hybridisiert (,annealing”). Anschlielend erhéht man die Temperatur auf das
Temperaturoptimum der Polymerase zur Synthese des der Matrize komplementaren Stranges
(, Kettenfortpflanzung”, ,extension*). Darauf wird die neu synthetisierte, doppelstréangige
DNA wieder denaturiert und so weiter. Im algemeinen wird diese Abfolge von
Inkubationsschritten 25 - 30 mal wiederholt (,cycling*). Vorraussetzung des Vorganges ist,
dass die Sequenz, die die zu amplifizierende Sequenz eingrenzt, bekannt ist, damit das
spezifische Oligonukleotid synthetisiert werden kann. Die im Regelfall verwendete DNA-
Polymerase wurde zuerst aus dem an heif3en Quellen lebenden Archaebakterium Thermus
aquaticus isoliert, daher der Kurzname , Tag-DNA-Polymerase”. Sie zeichnet sich dadurch
aus, dass sie extrem hitzestabil ist, wodurch sie fur die PCR hervorragend geeignet ist. lhre
Aktivitét nimmt tber Stunden — auch bei hohen Temperaturen — nicht wesentlich ab, wodurch
eine einmalige Enzymzugabe fur ale Polymerisierungszyklen ausreichend ist. Die
Fehlerquote beim Einbau der Nukleotide liegt bei Tag-DNA-Polymerase in der
GroRenordnung von 10°. Dies kann bei der Amplifikation von sehr geringen DNA-Mengen
zu einem erheblichen Problem fiihren. In einem solchen Fall empfiehlt sich die Verwendung
von sogenannten , proof-reading”-Polymerasen, wie z.B. Pfx-DNA-Polymerase (Life
Technologies) oder Pwo-DNA-Polymerase (Roche). Diese Polymerasen besitzen zusétzlich
noch eine 3'-5' Exonuklease-Aktivitét. Das Produkt der PCR wird also durch Abbau und
Neuaufbau Uberprift. Die Fehlerquote dieser Polymerasen liegt nach Herstellerangaben (Life

Technologies) in der GréRenordnung von 10°™°.
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2.7 Die DNA-Sequenzierung

2.7.1 Die Sequenzierreaktion

Der Sequenzierreaktion liegt das gleiche Prinzip zugrunde wie der Polymerasekettenreaktion.
Sie unterscheidet sich von der PCR durch die Zugabe von nur einem Primer und
Didesoxynukleotiden zum Reaktionsgemisch (Kettenabbruchverfahren nach SANGER ET
AL., 1977). Diese verhindern nach ihrem Einbau in den neu synthetisierten DNA-Strang
durch das Fehlen der 3-Hydroxylgruppe die Fortsetzung der Kettenreaktion. Der Einbau
erfolgt zufélig und so ist das Ergebnis der Sequenzierreaktion ein Gemisch von DNA-

Einzelstréngen unterschiedlicher Lange.

2.7.2 Die gelelektrophoretische Auftrennung der sequenzierten Proben und die Auswertung

der erhaltenen Daten

Die nach 2.6.1 erhatenen DNA-Einzelstrange werden bei einem DNA-Sequenzierer vom Typ
373A der Firma ABI besonders effizient auf siebenprozentigen denaturierenden
Polyacrylamidgelen (PAA-Gelen) aufgetrennt. Die Effizienz beruht neben einer hohen
Trennleistung eines 7% PAA-Gels auf der denaturierenden Wirkung von zugesetztem
Harnstoff und einer Elektrophoresetemperatur von 40 °C. Unter den denaturierenden
Bedingungen wird die Bildung von doppelstrangigen DNA-Abschnitten und die Ausbildung
von Sekundérstrukturen in den Einzelstrangen verhindert und so auf dem Gel ein scharfes
Bandenmuster erhalten.

Zur Markierung haben sich zwei Verfahren etabliert:

- Markierung des Primers:
Hierbei werden zur Sequenzierung des gewlnschten DNA-Abschnittes vier
Sequenzierreaktionen durchgefihrt, wobel jeder Reaktion ein anderes Didesoxynucleotid
zugefugt wird (sogenannte ,, Vier-Topf-Reaktion*). Die Primer sind bei diesem Verfahren
mit radioaktiven Isotopen, Digoxigenin oder Fluoreszenzfarbstoffen markiert.
Bel der Markierung mit radioaktiven Isotopen oder Digoxigenin wird jeder

Sequenzierreaktionsansatz auf eine andere Bahn eines PAA-Gels aufgetragen, wodurch sich
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nach Elektrophorese und Detektion der DNA-Fragmente auf einem RoOntgenfilm die
Sequenz der Proben durch Ablesen der néchsthheren Banden bestimmen 1&/3t.
Bel der Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen werden alle vier Reaktionsansétze auf eine
Bahn eines PAA-Gels aufgetragen und die Sequenz der Probe wahrend der Elektrophorese
von einem Sequenziergerdt (s.u.) abgelesen.

- Markierung der Didesoxynuklectide:
Hierbei werden bei einer Sequenzierreaktion anstelle der unmarkierten- mit verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen markierte  Didesoxynukleotide  zugesetzt. Bei den
Fluoreszenzfarbstoffen handelt es sich bei dem verwendeten Kit der Firma ABI um 6-
Carboxyrhodamin-Derivate: Adenin ist mit R6G, Cytosin mit ROX, Guanin mit R 110 und
Thymin mit TAMRA markiert. In unserem Arbeitskreis wird zur Elektrophorese bzw.
Detektion und Dokumentation der Sequenzierprodukte ein ,,DNA-Sequencer 373A" der
Firma ,Applied Biosystems® (,ABI“) eingesetzt. Bel diesem Gerét werden die an die
Sequenzierprodukte gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe mit einem Argonlaser, dessen
Hauptemmision bei Wellenldngen zwischen 488 nm und 514 nm liegt, angeregt und die
daraus resultierende Fluoreszenz von einem Photomultiplier registriert. Dieser ist auf einem
beweglichen Schlitten befestigt, auf dem sich auch der letzte von drei Spiegeln und das
Filterrad, welche zum zur Diskriminierung zwischen den verschiedenen Wellenléngen des
Lasers notwendigen System gehdren, befinden. Der Photomultiplier wandelt das Lichtsignal
in ein digitales um und leitet dieses an einen Computer weiter, der aus dieser Abfolge von
Signalen ein Gelbild generiert. Als Computerausdruck erhdlt man einen Graphen, auf dem
Peaks in vier verschiedenen Farben abgebildet sind, fir jede Base wird eine andere Farbe
verwendet, und Uber den jeweiligen Peaks die Angabe der zu dem Signal gehdrigen Base.
Die Sequenz kann also direkt abgel esen werden.



3. Materia und Methoden 33

3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Proben

Zur Untersuchung des hochpolymorphen Bereichs der mitochondrialen D-loop wurden Proben
von 328 Pferden aus 25 Rassen untersucht. Die meisten Proben wurden freundlicherweise von
privaten Zichtern, Gestiten, Zuchtverbanden und des Koordinators fiur Pferde von der
Gesellschaft zur Erhaltung alter und gefahrdeter Haustierrassen e.VV. (GEH) zur Verfigung
gestellt. Das Probenmaterial wurde noch durch solche aus der Abstammungsdiagnostik der

IMD GmbH ergénzt, welche in der Studie anonymisiert bearbeitet wurden.

Im einzelnen waren dies;

Trakehner Zuchtverband, Oldenburg
Oldenburger Zuchtverband e.V .,
Vechta

Holsteiner Zuchtverband e.V ., Kiel
Pferdestammbuch Weser-Emse.V .,
Oldenburg

Islander Pferde Zuchtverband e.V .,
Stimpfach

Westfélisches Pferdestammbuch,
Munster

H. Oelke, Halver: (die von Herrn
Oelke eingesandten Proben stammten
nicht ausschliesslich aus seinem
Besitz. Vielmehr nutzte er seine viel-
faltigen Kontakte zu Pferdebesitzern
in Deutschland, Grossbritannien,
Spanien, Portugal, USA, um uns das

bendtigte Probenmaterial zu beschaffen.)

5 Trakehner
1 Oldenburger

10 Holsteiner

2 Idlénder

2 Shetland Ponies
1 Friese

2 Welsh Ponies
8 Idénder

12 DUlmener Pferde

21 Mustangs aus dem Kiger HMA

15 Mustangs aus dem Sulphur Springs HMA

33 Mustangs aus anderen HMA’ s bzw. aus
Nachzuchten

18 Sorraia-Pferde

7 Exmoor Ponies

10 Lusitanos

8 Andalusier

3 Mongolische Wildpferde
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Prof. Ouragh, Rabat, Marokko

Dr. Rathke, Eitorf

H. Lorenz, Bollschwell
(Vorsitzender de Deutschen
Rennvereins fur Arabische
Vollbliter e.V.)

Dr. Radjai, Rheinstetten

M. Vogt, Udar

(Koordinator fur Pferde bei

der GEH)

Dr. SOntgen, Wachtberg
(Vorsitzende des Deutschen Shire
Horse Vereinse.V)

B. Arnold, Fernwald-Steinbach
Fam. Schitzinger, Kaprun,
Osterreich

U. Beling, Hamburg

E. Schon-Petersen

Prof Macgregor, Leicester,
Grossbritannien

Dr. Scherling, Beutelsbach,
(Rassebetreuer flr Rottaler Pferde
bei der GEH)

C. Zimdars, Dusseldorf

Anonyme - bzw. Einzelproben

5 Koniks

3 Vollblut-Araber

5 Araber/Berber-Kreuzungen
3 Berber-Pferde

2 Norwegische Fjord-Pferde
7 Kaspische Pferde

10 Araber

11 Berber-Pferde

3 Araber/Berber-Kreuzungen
6 Andalusier

6 Araber

11 Asil-Araber
24 Rheinisch-Deutsche-K altbl titer
19 Senner

3 Shire Horses

3 Shire Horses

5 Noriker

3 Shire Horses

10 Norwegische Fjord-Pferde

6 Exmoor Ponies

9 Rottaler Pferde

8 Scottish Highland Ponies

6 Mustangs aus verschiedenen HMAs
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1 Norwegisches Fjord-Pferd

1 Friese

3.2 Materialien

3.2.1 Chemikalien und Enzyme

Folgende Chemikalien und Enzyme wurden verwendet:

Amersham Pharmacia, Freiburg: dNTP's, Oligonukleotide

Biozym: Sequagel 6%

Biomaster, Koln: bioTag DNA Polymerase

Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe: Oligonukleotide, Pfx DNA Polymerase
Kodak International Biotech., New Haven USA: Ammoniumpersulfat, Formamid, TEMED
Metabion, Martinsried: Oligonukleotide

Microsynth, Balgach CH: Oligonukleotide

PE Applied Biosystems, Weiterstadt: Dye primer cycle sequencing ready reaction kit
Peglab, Erlangen: Pwo DNA Polymerase

Quiagen, Hilden: PCR Purification Kit, DNA Purification Kit

Roche, Mannheim: Proteinase K, Pwo DNA Polymerase

Roth, Karlsruhe: Borsaure, Ethanol, Isopropanol, Natriumcitrat, Natriumchlorid, Tris

Serva, Darmstadt: Agarose, Bromphenolblau, Ethidiumbromid, Natriumdodecylsulfat

3.2.2 Puffer und Lésungen

Alle Puffer und Losungen wurden mit demineralisiertem Wasser angesetzt. Falls notwendig

wurden sie autoklaviert.
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Puffer fur die Gelel ektrophorese:

50 x TAE-Puffer:

10 X TBE-Puffer:

Acrylamid-
Stammlsg. 40%:

Tris
Essigsdure
EDTA

Tris
Borsaure
EDTA

Acrylamid
Bisacrylamid
in 100 ml H,O demin

Ethidiumbromid-Stamml 6sung: 10 mg/m

Puffer und LAsungen zur DNA-Isolierung:

Lysispuffer:

Proteinase K -

Stamml Gsung:

SDS-Ldsung 10%:

NaCl
EDTA

Natriumdodecylsulfat

in 100 ml H,O demin.

2M
1M
50 mM, pH 8

09M
09M

20mM, pH 8

389
29

100 mM
25 mM

20 mg/ml

109
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3.2.3 Oligonukleotide

Folgende Oligonukleotide wurden zur Amplifikation des Fragments aus der mitochondrialen

D-loop verwendet:

Name Sequenz 5"->3"-Richtung

HMT1 AGG ACT ATC AAA GGA GAA GCT CTA

HMT2 CCT GAA GAA AGA ACCAGATGCCA

M13-HMT TGT AAA ACG GCC AGT ACCATCAACACC CAA AGC
HMT3 TGT CCC AAT CCT CGC TCC

HMT4 TAT CACTGC TGT GTC CCG

M13-HMT3 TGT AAA ACG GCC AGT CAT CCA AACGTG GGG GGT TT
Fam-HMTR-F  Fam-GTC CAT GGT AGC GGA CAT AG
HMTR-R GCA AGATTGTGT TGA ATGTACAT

3.2.4 Arbeitsgeréte

Autoklav: Technorama
Elektrophoresekammer: Biorad DNA Sub Cell
Feinwaage: Kern 510-63

Kuhlzentrifuge: Sigma 3K30

L euchttisch: Biometra Fluo-Link TFL-20M
Magnetrihrer: Ikamag Reo

Schiittler: GFL 3015
Sequenzierautomat: ABI 373 A

Spannungsgeréte: Biorad Power Pac 300
Thermocycler: Biometra Trio - Thermoblock
Tischzentrifuge: Eppendorf Centrifuge 5415C
Waage: Kern Typ 510-63

Wasserbad: K 6ttermann 3047
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3.3 Methoden

3.3.1 DNA-Isolierung

Die Gesamt-DNA wurde aus 6 Haarwurzeln unter Verwendung von 200 ul Lysis-Puffer und 1
pl Proteinase K-Losung isoliert. Nach einer Inkubation bei 60 °C fur 3-12 Stunden wurden die
Proben mit dem QIAmp Blood Mini Kit (Qiagen) aufgereinigt. Zu diesem Zweck wurden dem
Lysis-Inkubationsansatz 200 pl Puffer AL (Bestandteil des Kits) und 200 ul Ethanol zugefigt.
Anschliessend wurde gemass des Protokolls des Herstellers zur Aufreinigung von DNA aus
Blut verfahren, mit der Modifikation, dass das Elutionsvolumen, zur Aufnahme der

aufgereinigten DNA, 50 ul betrug.

3.3.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration der aufgereinigten DNA wurde photometrisch mit Hilfe des Pharmacia
GeneQuant bei einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt. Unter den gegebenen Bedingungen
entsprach gemald dem Lambert-Beerschen Gesetz 1 OD einer DNA-Konzentration von 50

pg/ml.

3.3.3 Amplifikation und Sequenzierung

3.3.3.1 PCR zur Amplifikation des 1. Fragments (HVRI) aus der mitochondrialen D-loop

Die zu sequenzierenden Fragmente wurden mittels einer zweistufigen, sogenannten Semi-
nested PCR-Strategie generiert.

Die Primer der ersten PCR (HMT1 und HMT2, bzw. P1 und P2) wurden ISHIDA ET AL.
(1994) entnommen.

Zur Amplifikation des zu untersuchenden Fragments der mitochondrialen D-loop wurden 1-5
pl Gesamt-DNA (entspr. 20-100 ng), 50 uM der jeweiligen Primer, 0,2 uM dNTP-Mix, 5 pl
10 X PCR-Puffer, 1,5 mM MqgCl,-Losung, 1 U bioTaga DNA-Polymerase in 50 pl
Gesamtvolumen zusammengegeben. Das Fragment wurde gemad dem folgenden
Themocycler-Programm amplifiziert: Initiale Denaturierung: 94 °C fir 5 Min., 32 Zyklen zu
94 °C fur 1 Min., 60 °C fur 1 Min., 72 °C fur 1 Min., finale Extension: 72 °C fur 5 Min.. Das
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Amplifikat (469 bp, Pos. 15395-15862 entsprechend der von XU & ARNASON (1994)
veroffentlichten Sequenz) wurde auf elnem einprozentigen Agarosegel Uberprift.

Fur die zweite Amplifikation wurde ein neuer, eingertickter Primer (M13-HMT) hergestellt,
der am 5-Ende zusétzlich die —21-M13-Standardsequenz tragt, die in der nachfolgenden
Sequenzierung as Primersequenz diente. Die PCR wurde wie folgt durchgefuhrt:

1 pl des Amplifikats der ersten PCR, 5 uM M13-HMT, 50 uM HMT2, 25 nM dNTP-Mix, 5
pl 10 X PCR-Puffer, 1,5 mM MgCl,-Losung und 1 U bioTaga DNA Polymerase wurden in
einem Gesamtvolumen zu 50 pl zusammengegeben und entsprechend den folgenden
Inkubationsschritten amplifiziert: Initiale Denaturierung: 94 °C fur 3 Min., 32 Zyklen zu 94
°C fur 30 Sek., 50 °C fur 50 Sek., 72 °C fur 2 Min., finale Extension: 72 °C fur 5 Min..
Wiederum wurde das Amplifikat (455 bp, Pos. 15425-15862 gemal der von XU &
ARNASON (1994) veroffentlichten Sequenz plus 18 bp —21 M13-Primer) auf einem
einprozentigen Agarosegel Uberpruft.

Anschlieffend wurden die PCR-Produkte mit Hilfe des Qiagen PCR-Purification Kits
aufgereinigt und mit 30 pl HoOger, €luiert.

3.3.3.2 PCR zur Amplifikation des Fragments (HVR2) aus der mitochondrialen D-loop

Wie bereits bei HVRI beschrieben, wurde auch bel der Amplifikation dieses Fragments nach
einer sogenannten Semi-nested PCR-Strategie vorgegangen. Die bendtigten Primer (HMT3,
HMT4 und M13-HMT3) wurden nach der von XU & ARNASON (1994) verdffentlichten
Sequenz hergestellt. Zur Amplifikation wurden in einem Gesamtvolumen von 50 pl 2-8 pl
Gesamt-DNA (entspr. 40-160 ng), je 15 uM der Primer HMT3 und HMT4, 0,2 uM dNTP-
Mix, 5 ul 10X PCR-Puffer, 1,5 mM MgCl,-Losung und 1 U bio-Tag™ DNA-Polymerase
vereinigt. Die verschiedenen Inkubationen wurden wie folgt durchgeftihrt: Initiae
Denaturierung: 94 °C fur 5 Min., 30 Zyklen zu: 94 °C fur 1 Min., 64 °C fur 1 Min., 72 °C fur
1 Min., finale Extension bei 72 °C fur 10 Min.. Das Amplifikat in der Gréfe von 1133 bp
(Pos. 15780-253, gemal XU & ARNASON, 1994) wurde auf einem enprozentigen
Agarosegel Uberprift.

Das Produkt dieser 1. PCR wurde ohne weitere Aufreinigung als Templat dem Reaktionsmix
fur eine 2. PCR zugeflgt, der sich wie folgt zusammensetzte: 2-5 pl Templat, 25 nM dNTP-



3. Materia und Methoden 40

Mix, 5 pM M13-HMT3, 50 pM HMT4, 5 ul 10X PCR-Puffer, 1,5 mM MgCl,-Lésung und 1
U bio-Tag™ DNA-Polymerase, das Gesamtvolumen des Reaktionsgemisches betrug 50 pl.

Der Thermocycler, in dem die Inkubationen durchgefiihrt wurden, war wie folgt
programmiert: 94 °C fur 5 Min., 33 Zyklen zu 94 °C fur 1,5 Min., 64 °C fur 1,5 Min., 72 °C
far 1 Min., finde Extension ebenfalls bel 72 °C fur 10 Min.. Das Produkt dieser
Amplifikation (1107 bp, Pos. 15806-253 entsprechend der von XU & ARNASON (1994)
verdffentlichten Sequenz plus 18 bp —21 M13-Primer) wurde wiederum auf einem

einprozentigen Agarosegel Uberprft.

Wie bel 3.3.3.1 beschrieben, wurde das Amplifikat aufgereinigt.

3.3.3.3 Sequenzierung der PCR-Produkte von HVR1 und HVR2

Die Sequenzierreaktionen wurden mit dem Dye Primer Ready Reaction Kit nach Protokoll der
Firma PE Applied Biosystems durchgefuihrt.

Die Sequenzierprodukte wurden auf einem siebenprozentigen denaturierendem
Polyacrylamid-Gel mit einem ABI 373A DNA Sequenzierautomaten aufgetrennt. Das

Sequenziergel war wie folgt zusammengesetzt:

Harnstoff 3049
Acrylamid-Stamml6sung. 10,5 ml
10 x TBE-Puffer 6 ml

A. demin. 22 ml
APS 10% 220 pl
TEMED 25 pl

Die Datenanalyse erfolgte automatisch mit Hilfe der Sequence Analysis Software der Firma

Applied Biosystems.
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3.3.3.4 Amplifikation der repetetiven Bereichsin der D-loop (np16101-np16452)

Im Rahmen der Experimente zur Amplifikation des repetitiven Bereichs in der D-loop, im
nachfolgenden Oktarepeat genannt, wurde mit verschiedenen DNA-Polymerasen gearbeitet.
Es wurde zunéchst Tag DNA-Polymerase verwendet und im nachfolgenden sogenannte
Proofreading-DNA-Polymerasen. Die verwendeten Primer wurden entsprechend der von XU
& ARNASON (1994) veroffentlichten Sequenz hergestellt.

3.3.3.4.1 Amplifikation des Oktarepeats mit Tag DNA-Polymerase

In einem Gesamtvolumen von 50 pl wurden 20 ng DNA, je 50 uM Fam-HMTR-F und
HMTR-R, 0,2 pum dNTP-Mix, 5 ul 10X PCR-Puffer, 1,5 mM MgCl,-Lésung und 1 U bio-Taq
DNA-Polymerase™ zusamengegeben. Das Reaktionsgemisch wurde wie folgt inkubiert: 94°C
far 5 Min., 30 Zyklen zu 94 °C fur 30 Sek., 62 °C fur 30 Sek., 72 °C fur 1 Min., finale
Extension bei 72 °C fur 5 Min.. Die aus der Amplifikation erhaltenen Produkte wurden ohne
weitere Aufreinigung auf einem sechsprozentigen denaturierenden Polyacrylamid-Gel
(Sequagel 6%, Biozym, Zusammensetzung nach Angaben des Herstellers) mit einem ABI
373A DNA Sequenzierautomaten aufgetrennt (s.u.).

3.3.3.4.2 Amplifikation des Oktarepeats mit sogenannten Proof -reading DNA-Polymerasen

Die PCR-Bedingungen glichen sich weitgehend mit denen der Amplifikation mit Tag-
Polymerase. Die einzigen Unterschiede hierbei waren, dass anstelle von MgCl,-Ldsung,
MgSO,-Losung und eine hohere Polymerasen-Konzentration (2,5 U) eingesetzt wurde.
Weiterhin liegt das Temperaturoptimum zur Elongation fir ale verwendeten Proofreading-
Polymerasen (Pfu-Polymerase, Peglab, Pwo-Polymerase, Roche, Pfx-Polymerase, Life
Technologies) bel 68 °C. Die Reaktionsbedingungen von 3.3.3.4.1 wurden wie beschrieben

modifiziert, alle anderen Bedingungen wurden beibehalten.
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3.3.4 Verarbeitung und Analyse der Sequenzdaten

3.3.4.1 Alignment

Zur weiteren Verarbeitung mussten die Sequenzdaten zunéchst in einem Alignment zur
Deckung gebracht werden. Dies geschah bei den Sequenzen aus Pferden durch die Sequence
Editor Software (Version 1.0.3) der Firma Applied Biosystems. Hierin wurden unmittelbar die
Sequenz-Dateien aus der Sequenzierung geladen und die einzelnen Sequenzen durch
Vergleich gegen die Referenz (XU & ARNASON, 1994) mit dieser zur Deckung gebracht.
Durch den Befehl , create shadows® generiert das Programm unter jeder Sequenz eine neue
Zeile, wo unter jedem Nukleotid entweder durch einen Strich (-) Identitdt zur Referenz oder
durch einen Stern (*) ein Unterschied zur Referenz markiert wurde.

Zu einem spéteren Zeitpunkt des Projekts wurden verdffentlichte Sequenzdaten von Equiden
und die eines Rhinozeros als Outgroup in die Analyse mit einbezogen. Hierbei gelang ein
korrektes Alignment durch unmittelbaren Vergleich im Sequence-Editor-Programm nicht
mehr, da die Unterschiede zwischen den Sequenzen der Referenz (einem Pferd) und anderer
Equiden zu grol3 waren. In diesen Fadlen wurde ein Internet-Dienst namens DiAlign
(http://www.gsf.de/biodiv/dialign.html) in Anspruch genommen. Zwar waren die von diesem
Dienst erhaltenen Alignments nicht immer optimal, jedoch gelang es leicht, in einer
Nachbearbeitung durch unmittelbaren Sequenzvergleich, Fehler im Alignment zu eliminieren.
Aus diesen Alignments wurde die Unterschiede zur Referenz in einer Excel-Tabelle in der
Form von z.B. 15494.C | 15495.C | 15496.G usw. notiert. Diese Excel-Tabelle war die
zentrale Datel fur alle nachfolgenden Anaysen. In ihr wurden alle Informationen Uber die
untersuchten Proben, inklusive der geographischen Koordinaten des Ursprungs des dltesten

dokumentierten maternalen Vorfahren, vermerkt.

3.3.4.2 Phylogenetische Analyse

Die Phylogenetische Analyse wurde mit den Programm-Paketen Network 2.0E (DOS
Version) bzw. Network 3.111 (Windows-Version) durchgefihrt. Beide Programme sind unter

der Internet-Adresse http://www.fluxus-engineering.com frei zuganglich.
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3.3.5 Verarbeitung und Analyse der Daten aus der Typisierung des Oktarepeats

Wie unter 3.3.3.4.1 beschrieben, wurden die aus der Amplifikation erhaltenen Fragmente auf
einem sechsprozentigen Polyacrylamid-Gel mit einem ABI 373A DNA Sequenzierautomaten
aufgetrennt. Die Visualisierung und Grdssenberechnung der Banden erfolgte mit Hilfe der
Genescan Software der Firma Applied Biosystems. So konnten elektronisch gespeicherte
Elektropherogramme erhalten werden, die zur weiteren Analyse in das Programm Genotyper
der Firma Applied Biosystems importiert wurden. Dieses Programm zeichnet sich durch eine
relativ leichte Bedienbarkeit aus. mehrere Elektropherogramme kdnnen auf einem Ausdruck
untereinander abgebildet werden. Dabel kdnnen die GrofRen der einzelnen Banden im
Elektropherogramm durch sogenannte ,Flags® auf dem Monitor bzw. dem Ausdruck
dargestellt werden. Alle in Kapitel 4 dargestellten Ergebnisse der Typisierung des Oktarepeats
sind Ausdrucke aus dem Programm Genotyper. Weiterhin bietet Genotyper die Moglichkeit
der Erstellung einer Tabelle, die die GrofRen der einzelnen Banden beinhaltet. Diese Tabelle
ist exportierbar und bietet so die Moglichkeit der Digitalisierung und Datenbankverwaltung

der erhaltenen Daten.
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4 Ergebnisse

4.1 Methodisches

4.1.1 Sequenzierung der hypervariablen Regionen der mitochondrialen D-loop

4.1.1.1 Sequenzierung des Bereichs zwischen tRNAP und dem large CSB (HVR1)

Es gelang, durch die semi-nested PCR-Strategie das gewtinschte Fragment selektiv zu
amplifizieren. Die etwas aufwendige zweistufige Strategie erwies sich bel schwierigen
Templaten (degradierte DNA aus verunreinigten Haarwurzelproben) als sehr vorteilhaft, well
sich durch Variation des eingesetzten VVolumens des Produktes der ersten PCR als Templat
der zweiten PCR, die Konzentration und die Qualitdt des Produktes der zweiten PCR sehr gut
ansteuern liess. Es zeigte sich, dass bel stark degradierter DNA haufig kein Produkt nach der
ersten PCR bei der Kontrolle auf dem Agarosegel zu beobachten war und sich aus einem
solchen Produkt auch keine Sequenz erhalten lief3. In diesem Fall wurden 5 pl dieses Produkts
als Templat in der zweiten PCR eingesetzt, und es wurde in der Regel so das gewinschte
Produkt erhalten, sofern die DNA nicht vollsténdig degradiert war. Der Effekt von
degradierter DNA auf die daraus erhaltene Sequenz war im allgemeinen in der Art, dass
vermehrt sogenannte false stops, unerwinschte Abbriiche der Kettenreaktion aufgrund von
Sekundarstrukturen, auftraten und dadurch die Lange der auswertbaren Sequenz drastisch

reduziert wurde. Die Abbildungen 4.1 und 4.2 illustrieren den Befund.

Abb. 4.1: Sequenz von IMU35, Einsatz von 2ul Templatein der 2. PCR
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Abb. 4.2: Sequenz von IMU35, Einsatz von 5ul Template in der 2. PCR

4.1.1.2 Sequenzierung des Bereichs zwischen np 15803 und 16101 (HVR2)

Durch die Erfahrung, die bel der Optimierung der Sequenzierungsstrategie fur HVR1
gesammelt wurde, liess sich sehr schnell die Amplifikation und Sequenzierung des Fragments

fur HVR2 optimieren. Die Strategieist aso leicht Ubertragbar auf verwandte Systeme.
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Abb. 4.3: Ausschnit aus der Sequenz der HVR2 von IMU10

4.1.2 Typisierung des mitochondrialen Oktatrepeats

Die Amplifikation des Oktarepeat-Bereichs erwies sich als relativ schwierig. ES wurden stets
sehr viedle Banden im Abstand von 8 bp beobachtet, so dass zundchst auf ein

Amplifikationsartefakt durch die verwendete Tag-Polymerase geschlossen wurde. Bel der



4. Ergebnisse 46

darauf folgenden Verwendung von sogenannten , Proofreading-Polymerasen” wurden
weiterhin Amplifikationsprodukte in gleicher Anzahl und Grosse erhalten. Jedoch wurde bei
zwei der drei verwendeten Polymerasen (vgl. Material und Methoden) eine drastisch Einbule
in der Signalintensitét beobachtet. Dies ist bei der verwendeten Pfx DNA-Polymerase um so
bemerkenswerter, als dass sie zur Verhinderung unerwiinschter Abbaureaktionen in
inaktivierter Form bei der Zusammenstellung der PCR verwendet und erst durch einen
verlangerten initialen Denaturierungsschritt aktiviert wurde. Die besten Ergebnise bei der
Amplifikation mit Proofreading-Polymerasen wurden mit der Pwo DNA Polymerase der
Firma Peglab erreicht (Abb.: 4.4).
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JS044, amplifiziert mit Pwo DNA Polymerase, Peglab

JSO44, amplifiziet mit Pwo DNA-Polymerase,
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JSO44, amplifiziert mit Pfx DNA Polymerase, Life Technologies

.

JSO44, amplifiziert mit Taqg DNA Polymerase, biomaster
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I

Abb. 4.4: Vergleich der Amplifikation des Oktarepeatbereichs von JSO44 mit verschiedenen DNA
Polymerasen bei gleicher DNA-Konzentration. Man beachte die unterschiedlichen

Signalintensitéten.
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Trotz der wenig befriedigenden Ergebnisse wurde nachfolgend untersucht, ob sich die
gefundenen Bandenmuster stabil vererben. Zu diesem Zweck wurden drei midtterliche
Halbgeschwister untersucht (Abb. 4.5).

P
JAR155, miitterliches Halbgeschwister von JAR159 und JAR160

JAR158

JAR159, miitterliches Halbgeschwister von JAR158 und JAR160

JAR160, miitterliches Halbgeschwister von JAR158 und JAR159

Abb. 45: Vergleichende Amplifikation des Oktarepeats bei  mitterlichern
Halbgeschwistern. JAR158 diente hierbei a's Kontrolle.

Aufgrund der Tatsache, dass sich die Zusammensetzung, sowohl in Bezug auf die
unterschiedlichen Langen als auch auf deren prozentuale Zusammensetzung, des Oktarepeats

nicht stabil vererbt, wurde an diesem Punkt die Untersuchung hierzu beendet.

4.2 Auswertung der Ergebnisse

4.2.1 Auswertung und Vergleich der Ergebnisse der Sequenzerung von HVR1 und HVR2

Bereits der Vergleich der erhaltenen Sequenzen aus der HVR1 unmittelbar nach dem
Alignment (siehe Anhang) fiel auf, dass in verschiedenen Rassen auffélige Sequenzmuster
bei einer grofRen Probenzahl auftraten. Als Beispid dienen hier die Proben von Sorraias, in
Tabelle 4.1 repréasentiert durch die Proben JSO47-JSO50, und Mustangs aus dem Sulphur
Springs Herd Management Area (IMU14 & JMU15 in Tabelle 4.1); das letztere Muster trat
auch bei den Berberpferden und iberischen Reitpferden vorwiegend auf. Ein Alignment von

allen Sequenzen, die in der vorliegenden Studie verwendet wurden, findet sich im Anhang. In
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Tabelle 4.1 ist auch das Ergebnis der Sequenzierung der HVR2 fur die aufgefuhrten
Individuen aufgelistet. Die Sequenzierung der HVR2 geschah mit der Intention, eine
Gruppierung nach Massgabe der jeweiligen Rassen zu ereichen, da dies aleine durch
Sequenzierung der HVR1 nicht gelang. Dieses Ziel wurde jedoch auch durch die
Sequenzierung der HVR2 nicht erreicht. Vielmehr wurde erkannt, dass durch die
Sequenzierung der HVR2 die Gruppierung, die bereits aus der Sequenz der HVR1 erhalten
wurde, eine weitere Aufspaltung, die auch héhere Feinauflosung im phylogenetischen Sinne

genannt werden konnte, erhalten wird.

Aufgrund der angedeuteten Auffélligkeiten lief3en sich durch die Auswertung per Auge vier
Gruppen nach der Sequenzierung der HVRL1 differenzieren (vgl. Anhang):

1. Senner: Bei alen Sennern war das grundlegende Muster 15495 T>C, 15598 T>C, 15602
C>T, 15615 A>G, 15616 A>G, 15659 T>C, 15703 T>C, 15720 G>A, zu finden. AulZer bel
den Sennern trat dieses Muster nur noch bei zwei arabischen Pferden aus der Studie von
BOWLING ET AL. (2000) und bei einem Rheinisch Deutschen Kaltblut aus der hier
vorgestellten Studie auf. Bel Vernachlassigung von 15598 T>C féllt noch ein Lipizzaner aus
der Studie von KAVAR ET AL. (1999) in diese Gruppe.

2. Sorraias: Das hier zu Grunde liegende Sequenzmuster wurde zuerst bei Sorraia-Pferden
gefunden. Da es sich bel dieser Population wahrscheinlich um keine Zuchtrasse im engeren
Sinne handelt, diente sie als Namensgeber fir das Sequenzmuster, welches sich aus 15495
T>C, 15542 T>C, 15597 A>G, 15650 A>G, 15666 G>A, 15720 G>A zusammensetzt. Neben
den SorraiaPferden fand sich dieses Sequenzmuster auch noch bel einigen modernen
Zuchtrassen, wie zum Beispiel Arabern, interessanterweise aber auch beim groferen Teil der
Koniks (drei von funf). Der Konik wird haufig als Nachfahre des Tarpans als Primitivrasse
aufgefasst (vgl. 2.1.5.2.12).

3. Mongolische Wildpferde: Dieses Sequenzmuster fand sich exklusiv in dieser Population:
15495 T>C, 15542 T>C, 15595 A>G, 15602 C>T, 15650 A>G, 15666 G>A 15720 G>A.
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Tabelle 4.1: Gegentiberstellung der Sequenzen der HVR1 und HVR2 von 12 ausgewahlten Individuen
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4. Berber & iberische Pferde: Bei der Auswertung der Sequenzen fiel dieses Sequenzmuster
am starksten auf. In alen bisher vertffentlichten Studien, inklusive der hier vorliegenden,
fand sich dieses Muster bei insgesamt 176 von 654 (26,9 %) untersuchten Individuen. Bereits
die ersten drei Abweichungen von der Referenz determinieren diese Gruppierung. Das
grundlegende Sequenzmuster setzt sich aus 15494 T>C, 15495 T>C, 15496 A>G, 15534
C>T, 15649 A>G zusammen. Bel der Suche nach diesem Muster in den verschiedenen Rassen
fiel auf, dass sich dieses bei den meisten der untersuchten iberischen Pferde, Berber,
Dulmener Pferde und Mustangs aus dem Sulphur Springs HMA fand. In keiner anderen
Population trat dieses Muster so stark hervor. Es ist sogar so, dass in fast keinem anderen
Sequenzmuster diese Mutationen, auch nur einzeln, auftreten. Die einzige Ausnahme stellt
hierbei die Mutation 15649 A>G dar. Diese Mutation findet sich bei insgesamt vier Proben,
die nicht zu dieser Gruppe gehoren. Die Beschreibung der Gruppe als "Berber und iberische
Pferde" wurde gewdhlt, da das Sequenzmuster in dieser Studie zuerst bel iberischen Pferden

und Berbern gefunden wurde.

4.2.2 Auswertung mittels des Networ k-Programm-Pakets

Die Auswertung mittels Network erfolgte in zwei Schritten. Zunéchst wurden die verfugbaren
Sequenzen aus der D-loop von Pferden einer Network-Analyse unterzogen, woraus ein
Netzwerk erhalten wurde, welches im folgenden Pferde-Netzwerk genannt wird, dass auf
insgesamt 17 Expansionsereignisse schliefRen lasst (vgl.4.2.2.1 zur Begriffsdefinition und
4.2.2.2 fUr das Netzwerk). Zu einer schlissigen Interpretation dieser Ergebnisse, inklusive der
Bestimmung einer Mutationsrate fir den untersuchten Bereich, erwies es sich jedoch als
notwendig, eine Wurzelung dieses Netzwerks durchzufiihren, also den wahrscheinlichsten
Mikrohaplotypen des letzten gemeinsamen Vorfahren zu bestimmen. Zu diesem Zweck
wurden die in Genbank verdffentlichten D-loop-Sequenzen von Equiden aus OAKENFULL
ET AL. (2000), Genbank accession numbers. AF220916 - AF220938, die Sequenz eines
Rhinozeros (Rhinoceros unicornis, Genbank accession number: X97336) aus XU ET Al.
(1996)% und fiinf ausgewahlte Sequenzen von Pferden (VPL2, VEC13B VEC14, VEC21,
Ref., vgl. Anhang) einer Netzwerk-Analyse unterworfen. In die oben beschriebene Analyse
wurde die Sequenz eines Rhinozeros integriert, da die Ceratomorpha (Nashdrner und Tapire)
in der Ordnung der Perissodactyla die nachsten Verwandten der Hippomorpha (Pferdeartige)
sind. Der Punkt, an dem das Nashorn in dem Netzwerk anbindet, bestimmt die Sequenz des
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letzten gemeinsamen Vorfahren von Nashdrnern und Pferdeartigen, also die Wurzel des
Netzwerks (im folgenden Equiden-Netzwerk genannt, vgl. 4.2.2.1). Erst die Bestimmung der

Wurzel ermdglichte eine erschdpfende Interpretation des Netzwerks

4.2.2.1 Erstellung und Interpretation eines Equiden-Netzwerks

Aus den zuvor beschriebenen mtDNA-Sequenzen wurde mittels Network 3.1.0.0 ein Equiden-
Netzwerk erstellt. Es erwies sich dabei als sehr schwierig, die Sequenz des Rhinozeros zu
integrieren. Bereits der Versuch eines gemeinsamen Alignments aller verwendeten Sequenzen
barg grof3e Probleme. Aufgrund der grof3en Unterschiede zwischen den mtDNA-Sequenzen
der Equiden und des Rhinozeros gelang es nicht, mittels des Programms Sequence-Editor der
Firma ABI en zuverl&ssiges Alignment zu erstellen. Das daraufhin mittels DiAlign erstellte
Alignment erwies sich bel ndherer Betrachtung ebenfalls als suboptimal, lief3 sich jedoch
durch Vergleich der einzelnen Sequenzen im Alignment soweit verbessern, dass eine
phylogenetische Analyse moglich wurde (fur das Alignment: siehe Anhang). Die Erstellung
eines Equiden-Netzwerks zur Wurzelung des Pferde-Netzwerks gelang so lange nicht, bis die
Rhinozeros-Sequenz  entfernt wurde. Es wurden zur Uberprifung der Robustheit des
Netzwerks einzelne Spezies oder einzelne, nicht an der Wurzelung beteiligte, Mutationen
entfernt. Dies fuhrte dazu, dass die Wurzel bel den jeweiligen Versuchen an einem vdllig
anderen Ort zu finden war.

Ein Netzwerk ohne Rhinozeros erwies sich jedoch als robust (Abb. 4.6): Die Entfernung der
verwendeten  Steppenzebra-Sequenzen  fuhrte zum  Beispiel weder zu  einer
Positionsveranderung der verbleibenden Gruppen im Netzwerk, noch verénderte sich die
Topographie insgesamt.

Nachfolgend wurde durch Vergleich der Sequenzmuster in dem Alignment mit der Sequenz
des Nashorns, gewissermal3en durch ,,Abzdhlen“ der Positionen, die Wurzel des Equiden-
Netzwerkes bestimmt. Sie liegt sechs Mutationen vor dem Koaleszenspunkt (mv19) der
Bergzebras, Mountainl - Mountain 4, (Abb. 4.7).
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Mountain3

Abb. 4.6: Reduced-Median-Netzwerk, erstellt aus den Equiden-Sequenzen, jedoch ohne
Steppenzebras zur Uberpriifuna der Robustheit, Darstelluna vereinfacht.
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des Netzwerks, also den Punkt, wo das Rhinozeros am Netzwerk andockt.

Abb. 4.7: vollstdndiges Equiden-Netzwerk, erstellt aus verdffentlichten D-loop-Sequenzen. Der eingefiigte Pfeil markiert die Wurzel
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Aus diesem Netzwerk konnte unter Verwendung der Daten von EISENMANN ET AL. (2000)
alsjungste Kalibrierung, 1,0 Mio. Jahre, und der in der Paldontologie algemein akzeptierten,
dltesten Datierung fur das Auftreten des ersten Vertreters der Gattung Equus, Equus
simplicidens, a's dlteste Kalibrierung mit 3,5 Mio. Jahren, in Network 3.111 die Mutationsrate
bestimmt werden. Dies geschieht normalerweise auf eine sehr benutzerfreundliche Art. Wenn
man das Unterprogramm , Time estimates* 6ffnet und darin das zu untersuchende Netzwerk
l&dt, so kann man nach Festlegung des den letzten gemeinsamen V orfahren reprasentierenden
Knotens und der Knoten der Nachfahren durch Verénderung der Mutationsrate das Alter
dieses urspriinglichen Expansionsereignisses so ansteuern, dass man den verwendeten
Kalibrationspunkt, hier die gemittelten 2.250.000 Jahre erreicht (vgl. Abb.4.8). Der Begriff
"Expansionsereignis’ wird hier so definiert, dass ein Individuum oder eine Gruppe mit
identischem Mikrohaplotypen zu einem Zeitpunkt in eine Umwelt geriet, die eine starke
Vermehrung und darauf folgende Auswanderung und somit weitere Verbreitung der
Nachfahren ermdglichte. Dadurch ist ein solcher durch ein Expansionsereignis verbreiteter
Mikrohaplotyp in einer Stichprobe vermehrt anzutreffen. Der Zeitpunkt von solchen

Ereignissen (r) wird im folgenden gemal3 FORSTER ET AL. (1996) zu bestimmen sein:

r = (Ngly + naslo +... + Nl )/n

Dabel ist n die Anzahl der Individuen im abgeleiteten Knoten und | die Anzahl der
M utationen zwischen Zentralknoten und abgel eitetem Knoten.

Eine Bestimmung des Expansionszeitpunktes mittels des Network-Programm-Pakets war
jedoch hier nicht méglich, daim Equiden-Netzwerk kein diskreter Knoten fir den anzestralen
Mikrohaplotypen vorlag. Daher war eine Berechnung von r geméld obiger Formel nach
manuellem Auszéhlen der Anzahl der Mutationen zwischen dem Zentralknoten und den
abgeleiteten Knoten notwendig. Nachfolgend wurde aus der Divison des
Kalibrierungszeitpunkts durch r = 17,068 die Mutationszeit bestimmt. Dies fUhrte zu einer
(gemittelten) Mutationszeit von 269.045 (+ 149.604) Jahren bzw. einer Mutationsrate von 5,4
X 10® (+ 2,6 X 10°® pro Nukleotid und Jahr fiir den untersuchten Bereich der HVR1 der D-
loop der Equiden. Dieser Wert ist vergleichbar mit den verdffentlichten Daten (ISHIDA ET
AL., 1995; OAKENFULL ET AL., 2000; LISTER ET AL., 1998; XU & ARNASON, 1994).
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Abb. 4.8: Monitorbild in, Time estimates’ in Network 3.1.0.0

Unter Verwendung dieser Mutationsrate wurden die Koaleszenszeiten der einzelnen Spezies
bestimmt. Der Begriff Koaleszenszeit beschreibt in diesem Zusammenhang den Zeitpunkt, an
dem gemal} der untersuchten Daten und der erhaltenen Mutationsrate der letzte gemeinsame
Vorfahr der jeweiligen Spezies gelebt haben muss.

Unter Verwendung von Network 3.111 wurden die Koaleszenszeiten der verschiedenen
Equiden so bestimmt, dass die schnellst mdgliche Mutationsrate verwendet wurde (1 Mutation
pro 119.441 Jahre, aus der Kalibrierung auf 1 Million Jahre nach EISENMANN ET AL.
[2000]), um auf diesem Wege eine Minimalabschédtzung zu erhalten (wdhrend zuvor sich die
Fehlerangaben auf die Mittelung bezogen, bezieht sich die Fehlerangabe ab hier auf die
Standardabweichung s nach SAILLARD ET AL., 2000):

Bergzebra (Equus zebra):
Steppenzebra (E. burchelli):
Grevy's Zebra (E: grevyi):

Halbesel (E. hemionus & E. kulan):
Esel (E. africanus):

Pferd (E. ferus):

537.485 (+ 126.691) Jahre, r = 4,50, s = 1,0607
517.574 (+ 98.419) Jahre, r = 4,3333, s =0,8240
637.015 (+ 203.014) Jahre, r =5,3333, s = 1,6997
966.712 (+ 145.745) Jahre, r =7,3333, s = 1,1056
875.897 (x 231.298) Jahre, r = 7,50, s = 1,9365
776.367 (£ 119.441) Jahre,r = 6,50, s =1,2748
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Dabel berechnet sich s gemaf3:

s?2= (N%ly + npAlo +..4 Nl )/

4.2.2.2 Erstellung und Interpretation eines Pferde-Netzwerks

Insgesamt wurden 81 verschiedene Mikrohaplotypen bei domestizierten Pferden, drel bel
mongolischen Wildpferden, finf bei den 1.000-2.000 Jahre alten Proben von archéol ogischen
Fundorten und sieben bei den Pleistozan-Proben identifiziert. Durch Vergleich der Mutationen
im Equiden-Netzwerk, die zur Pferdegruppe fuhren, mit den Mutationen, die im Pferde-
Netzwerk von der Outgroup ausgehend in den Teil des Netzwerkes, der die modernen Proben
von Pferden beinhaltet, fuhrt, konnte der Knoten A6 als Koaeszenspunkt des Pferde-
Netzwerkes fur die modernen Pferde bestimmt werden. Aufgrund der unterschiedlichen
Langen der untersuchten Sequenzbereiche in den Netzwerken, im Equiden-Netzwerk 298 bp,
im Pferde-Netzwerk wegen der unterschiedlichen Langen der verdffentlichten Sequenzen nur
247 bp, musste die Mutationsrate zunachst umgerechnet werden, um die Koaleszenszeit des
Pferde-Netzwerks berechnen zu konnen. Die gemittelte Mutationsrate fur das Pferde
Netzwerk berechnete sich zu 6,5 X 102 (+ 3,1 X 10°®) fiir den untersuchten Bereich, somit die
Mutationszeiten zu 1 Mutation pro 99.000 Jahren fir den jungesten Kalibrierungszeitpunkt
bzw. 1 Mutation pro 347.000 Jahren fir den dltesten Kalibrierungszeitpunkt, welche zu
100.000 Jahren bzw. 350.000 Jahren gerundet wurden. Alle nachfolgenden Berechnungen
basieren auf der schnellsten Mutationsrate, um so eine Minimalabschétzung zu erhalten. Ein
Vergleich des Transitions-Transversions-Verhéltnisses lieferte, dass dieses im Equiden-
Netzwerk nicht kleiner ist as im Pferde-Netzwerk. Eine Uberprifung der erhaltenen
Ergebnisse mittels des Modells von TAMURA UND NEI (1993) (gammaVerteilung) wurde
somit als nicht notwendig betrachtet. Die Koaleszenszeit der heute |ebenden Pferde wurde so
auf mindestens 342.150 Jahre datiert (r = 3,4215). Das bedeutet, dass spatestens vor rund
300.000 Jahren das erste moderne Pferd gelebt haben muss. Zur Bestimmung, wie viele
Stuten mindestens domestiziert worden sein muissen, um die gefundenen 81 Mikrohaplotypen
erklaren zu konnen, wurde die Zahl der Mikrohaplotypen berechnet, die maximal nach der
Domestikation entstanden sein kénnen. Dazu wurde der friheste denkbare
Domestikationszeitpunkt, das Ende der Eiszeit (9.400 v. Chr.) und die schnellste

Mutationsrate verwendet. Es enstanden maximal 11,4 % der gefundenen Mikrohaplotypen
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nach der Domestikation. Folglich muss die heute lebende Population domestizierter Pferde
auf mindestens 77 genetisch unterschiedliche Stuten zurlickgehen. Die hohe Zahl an
Grunderstuten macht es vollig unwahrscheinlich, dass das Pferd ausschliefdlich von einer
menschlichen Gemeinschaft zu einem Zeitpunkt an einem Ort erfolgreich domestiziert wurde.
Obwohl dieses ein recht ungenauer Ansatz ist, ist der Fehler des erhatenen Zahlenwerts
aufgrund der vergleichsweise langsamen Mutationsrate sehr gering und vernachléssigbar fir
die daraus folgenden Schitisse. Die Anzahl der Grinderstuten ist eine Mindestzahl, weil 1. die
Maoglichkeit von mehreren Grunderstuten mit gleichem Mikrohaplotyp vernachl&ssigt wird, 2.
die schnellste Mutationsrate verwendet wurde, 3. Mikrohaplotypen hoher Frequenz aquivalent
zu Mikrohaplotypen niedriger Frequenz betrachtet werden, 4. 9.400 v. Chr. en recht
unwahrscheinlich friher Domestikationszeitpunkt ist und 5. mit Sicherheit nicht alle

existierenden Mikrohaplotypen gefunden wurden.

Durch die Identifizierung des Knotens A6 als Wurzel des Pferde-Netzwerks konnte der
Ursprung der heute lebenden Pferde in Eurasien bestimmt werden. Das hat wiederum zur
Folge, dass die Tiere, deren Uberreste aus dem Permafrost-Proben Alaskas geborgen wurden,
einen eurasischen Ursprung haben. Dieser Befund macht auch in dem Licht Sinn, dass in dem
fraglichen Zeitraum (12.000-28.000 Jahre vor der Gegenwart) Alaska einerseits Uber eine
Landbriicke mit Eurasien verbunden war, andererseits durch méchtige Gletscher, die fir
Pferde uniberwindbar gewesen sein durften, vom amerikanischen Kontinent getrennt war
(KUNZ & REANIER, 1994; PELTIER, 1994).

Legende zu Abb.4.9: Kreise zeigen existierende Knoten, schwarze Kreise mediane
Vektoren. Die mutierten Positionen (minus 15.000), die die einzelnen Gruppen trennen,
sind an den entsprechenden Asten wiedergegeben. Aste mit durchgezogenen Linien
verdeutlichen den postulierten maximum-parsimony-tree, gepunktete Aste zeigen die
verbleibenden  most-parsiminous-trees,  gestrichelte/gepunktete  Aste  markieren
unvollstandige Sequenzen. Der Pfeill zeigt den AnkniUpfungspunkt des Equiden-
Netzwerks. Die Probenbezeichnungen setzen sich wie folgt zusammen: erster Buchstabe:
Name des Autors, zweiter und dritter Buchstabe: Rassekirzel; Zahl oder weitere
Buchstaben: ggfs. abgeklrzte Probenbezeichnung des Autors. Ndhere Informationen zu

den Proben finden sich im Anhang 2.
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Auffallend im Pferde-Netzwerk ist, dass insgesamt 17 grof3e Knoten auftreten, von denen sich
zumeist einige wenige Knoten ableiten. Diese Knoten wurden als Expansionsereignisse
aufgefasst (zur Definition des Begriffes "Expansionsereignis’ vgl. 4.2.2.1). Um einen
bestimmten Knoten als Expansionsereignis auffassen zu koénnen, wurde, aus
Plausibilitatsbetrachtungen heraus, willkirlich die Mindestgrofe eines Knotens auf 2% der
gesamten untersuchten Stichprobe festgelegt. Dies geschah aus dem Grund, dass zumeist
deutlich mehr oder weniger Proben a's 2% der Gesamtzahl in einem Knoten aufzufinden sind.
Die einzigen Ausnahmen stellen die Knoten JSO41 und BAR4 dar. Folglich findet man das
entsprechende Sequenzmuster haufiger in einer Stichprobe. Mikrohaplotypen, die keiner
Gruppe zugeordnet werden konnten, wurden als "lones" klassifiziert. Diese Klassifizierung ist
jedoch nur als Betrachtung aus dem Stand der Dinge heraus zu sehen. Schliefdlich konnte der
eine oder andere Mikrohaplotyp aus der Gruppe der "lones® in einer bisher nicht untersuchten
Population Uberproportional auftreten, so dass moglicherweise weitere Expansionsereignisse
aufgefunden werden konnten. Natdrlich treten in einer der Mutationsrate entsprechenden
Frequenz Mutationen auf, wodurch sich die abgeleiteten Knoten aus den
Expansionsereignissen erklaren. Das Alter der jeweiligen Expansionsereignisse wurde nach
FORSTER ET AL. (1996) berechnet. Die 17 grofRen Knoten wurden in Anlehnung an VILA
ET AL. (2001) zu 8 Klassen zusammengefasst und entsprechend bezeichnet. Zur Einordnung
der Individuen in die Expansionsereignisse siehe die Tabelle im Anhang. Eine exakte
Darstellung der Alter der jeweiligen Expansionsereignisse findet sich im nachfolgenden

Kapitel 4.2.2.3 Geografische Analyse der Expansion.

4.2.2.3 Geografische Analyse der Expansion

In der hier dargestellten geografischen Analyse wurden die Individuen geméald der
geografischen Koordinaten ihres Ursprungs auf eine Weltkarte projiziert. Die Darstellung
erfolgt in Form von Tortendiagrammen, wobei der jeweilige vollstandige Kreis, die ,, ganze
Torte", die Gesamtanzahl der Individuen, die dieses geografischen Ursprungs sind,
reprasentiert. Die Radien der Kreise sind poroportional zur Probenzahl. Es wurden primér nur
die Individuen berticksichtigt, deren maternale Vorfahren dokumentiert sind. Proben von
Individuen unbekannter oder ungenauer Abstammung wurden bel der geografischen Anayse

ausgeklammert, jedoch werden alle Proben, die in der jeweiligen Gruppe im Nezwerk
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auftreten, in der Legende zu der Projektion erwahnt. In diesem Zusammenhang seien die
verwendeten Abkurzungen und Kurznamen erlautert:
- DieBezeichnung "Pferd" oder "Pony" wird grundsétzlich weggelassen, daraus ergibt sich
z.B. aus "arabisches Pferd" der Begriff "Araber" usw.;
- "Rheinlander" steht aus Platzgriinden fur Rheinisch-Deutsche Kaltbl Uter;
"EC" beschreibt von VILA ET AL. (2001) verdffentlichte Sequenzen, die

Probenbezei chnung folgt den Autorenangaben.

4.3.2.2.1 Dokumentierte geografische Herkunft und Stichprobengréfie
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Abb.4.10: Gesamtdarstellung der Proben, die der geographischen Analyse unterzogen wurden, die Zahlen vor den Klammern geben

die Gesamtanzahl der Proben aus der jeweiligen Region an, die Zahlen in den Klammen, die Anzahl der Proben, deren maternaler

Ursprung dokumentiert ist (insgesamt 335), die Kreisradien sind proportional zur Stichprobengrofie.

Aus Abb. 4.10 wird deutlich, dass Proben aus der européischen, arabischen und
nordafrikanischen Hemisphare sehr gut reprasentiert, wahrend Proben aus dem asiatischen
Raum kaum vertreten sind. Der Grund dafir ist ausschliefdlich in der Verfgbarkeit von
Probenmaterial zu suchen. Dennoch konnte durch Verwendung von verdffentlichten DNA-
Sequenzen und zusétzliche Information der jeweiligen Autoren ein kleiner Einblick in die

asi atischen Populationen gewonnen werden.

4.2.2.3.2 Gruppe Al

In dieser Gruppe sind 61% aller untersuchten Sorraias und 60% aller untersuchten Koniks zu

finden. Bemerkenswert ist daran, dass diese Populationen, im Gegensatz zu den anderen in



4. Ergebnisse 60

dieser Gruppe zu findenden Rassen, keiner hochgeziichteten Rasse angehdren, vgl 2.1.5.2.12
und 2.1.5.2.21. Man kénnte somit eine verwandtschaftliche Beziehung zwischen diesen
beiden Rassen, die moglicherweise sogar eine Unterart der Gattung Equus ferus darstellen,
diskutieren, trotz ihrer relativ grofden geographischen Entfernung. Bemerkenswert ist in
diesem Zusammenhang auch noch, dass dieser Gruppe die Gruppe JSO41 (nicht in der
geographischen Analyse berticksichtigt, da diese Gruppe mit 8 Individuen zu klein ist) am
néchsten ist. In JSOA41 finden sich 7 Sorraias, der Rest aller untersuchten Individuen dieser

Rasse.

Abb.4.11: Darstellung der geographischen Analyse der Gruppe Al. Es sei ausdriicklich darauf hingewiesen, dass nicht ale im

eingefliigten Text beschriebenen Proben in den Tortendiagrammen wiedergegeben wurden, hier wurden nur die Proben
beriicksichtigt, deren maternaler Ursprung dokumentiert ist.

Alter: 0,195+0,098 (21.000a+11.000a)

Rassen (% der Rasse): 9 Araber (10%), 1 Holsteiner (10%), 6 Mustangs (8%), 2 Rheinlander (8%), 1 Shetlands (20%),11 Sorraias
(61%), 2 Lipizzaner (15%), 4 EC, 1 Dénisches Warmblut (100%), 3 Koniks (60%),1 Mongole (17%)

4.2.2.3.3 Gruppe A2

In dieser Gruppe finden sich ausschliefdlich mongolische Wildpferde. In keinem anderen
untersuchten Individuum fand sich der zu Grunde liegende Mikrohaplotyp. Der reativ geringe
Abstand dieser Gruppe von JSO41 (1 Mutation) und Al (3 Mutationen) ist ebenfals ein
bemerkenswerter Befund.

Bel Betrachtung der mtDNA-Sequenzen alleine ist die Vermutung einer verwandtschaftlichen
Beziehung zwischen A2 und JSOA41, vielleicht auch A1, naheliegend. Bel Berlicksichtigung
der unterschiedlichen Chromosomenzahl von mongolischen Wildpferden und Hauspferden

und des jewelligen unterschiedlichen Verhaltens ist die Annahme einer paralelen
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Entwicklung der Mikrohaplotypen naheliegender. Mit letzter Sicherheit kann jedoch keine der
Maoglichkeiten favorisiert werden.

Jenseits der Vermutung beziglich der verwandtschaftlichen Beziehung zwischen den
beschriebenen Pferden ist es naheliegend, zu postulieren, dass in der Gruppe A2 ein

Mikrohaplotyp eines Basistypen, des schweren Tundrenpferds, gefunden wurde.

Abb.4.12: Darstellung der geographischen Analyse der Gruppe A2
Alter: 0,286+0,175 (31.000a + 19.000a)
Rassen (% der Rasse): 14 Mongolische Wildpferde (100%)

4.2.2.3.4 Gruppe A3

Abb.4.13: Darstellung der geographischen Analyse der Gruppe A3

Alter: 0,048 + 0,028 (5.000a + 3.000a)

Rasse (% der Rasse): 6 Araber (6%), 1 Araber-Berber-Kreuz. (14%), 2 Andausier (14%), 1 Dulmener (10%), 3 Ford (27%), 5
Holsteiner (50%), 4 Lusitanos (44%), 18 Mustangs (23%), 2 Rheinlénder (8%), 1 Trakehner (20%),1 Lipizzaner (8%), 1 Cheju
(14%), 18 EC
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In dieser Gruppe finden sich 56% aler Mustangs aus dem Kiger Herd Management Area
(HMA) und 44% aller Lusitanos (Ursprungsland: Portugal). Dies lasst zum einen auf einen
Founder-Effekt bel der Mustangpopulation schlief3en, zum anderen auf einen, zumindest
teilweisen, iberischen Ursprung der Population. Zwar ist bekannt, dass die Mustangs
zumindest teilweise iberischen Ursprungs sind, jedoch ist dies der erste molekularbiologische
Hinwels, der durch Sequenzierung der D-loop erhaten wurde. Interessanterweise fand sich
der zugrunde liegende Mikrohaplotyp auch bel 50% der untersuchten Holsteiner Pferde. Wie
bereitsin Kapitel 2 beschrieben, wird die Basis der Deutschen Warmblutzucht im allgemeinen
so gesehen, dass die Zuchtlinien auf bodenstandige Stuten zurtickgehen. Da das Stutbuch der
Holsteiner nicht geschlossen ist, ist dieser Befund jedoch nur schwer zu bewerten.

Der auffallige ausgefiilite Kreis, der im Gebiet Agyptens dargestellt ist, geht auf die einzige

Probe aus dieser Region zuriick, daher ist dieser Befund wenig signifikant.

4.2.2.3.5 Gruppe A4

Abb.4.14: Darstellung der geographischen Analyse der Gruppe A4
Alter: 0+ 0

Rassen (% der Rassen): 3 Araber (3%), 1 NN, 4 Kaspier (57%), 1 Konik (20%), 1 Mustang (1%), 6 EC

Aufgrund der Tatsache, dass aulRer A5 — ein eigenes, unabhangiges Expansionsereignis— kein
weiterer, verwandter Mikrohaplotyp gefunden werden konnte, der aus diesem

Expansionsereignis hervorging, ist eine Altersbestimmung fir diesen Knoten nicht moglich.
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In dieser Gruppe finden sich 57% aller Kaspischen Pferde, die haufig als mogliche ,, Uraraber”
beschrieben werden. Die weiteren Proben der Kaspischen Pferde finden sich verteilt auf

verschiedene Gruppen.

4.2.2.3.6 GruppeA5

Aufgrund der Tatsache, dass kein verwandter Mikrohapl otyp gefunden werden konnte, der aus

diesem Expansionsereignis hervorging, ist eine Altersbestimmung auch hier nicht méglich.

Alle Proben dieser Gruppe mit dokumentierter Herkunft stammen von den britischen Inseln.
Mit Ausnahme der EC-Proben und des Mustangs gehtren auch die Proben, deren Ursprung
nicht dokumentiert ist, britischen Ponyrassen an. Der Schluss ist also naheliegend, dass dieses
Expansionsereignis erst in jungerer Zeit auf den britischen Inseln stattgefunden hat. Zur
Erhértung dieses Schlusses wéare die Untersuchung einer grofReren Probenzahl mit

dokumentierter Herkunft notwendig.

Abb.4.15: Darstellung der geographischen Analyse der Gruppe A5
Alter: 0+ 0
Rassen (% der Rasse): 3 Exmoors (21%), 1 Mustang (1%), 2 Scottish Highlands (25%), 1 Welsh (50%), 1 Fell (50%), 6 EC

Die Verwendung der Rassenangaben der als EC bezeichneten Proben wurde von den Autoren
nur in fir die Analyse essenziellen Fallen gestattet. Die Autoren, die diese Sequenzen
verdffentlichten, erwdhnten die zu den jeweiligen Sequenzmustern gehdrigen Rassen in ihrer
Verdffentlichung nicht und ich erlangte nur in einer personlichen Mitteilung dartiber Kenntnis
(C. Vilg, personliche Mitteilung). Es ist mir somit nur gestattet, in Einzelfélen die zu den

jewelligen ,, EC" -Sequenzen gehdrigen Rassen anzugeben.
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4.2.2.3.7 Gruppe A6

Abb.4.16: Darstellung der geographischen Analyse der Gruppe A6

Alter: 0,156+0,156 (17.000a+17.000a)

Rassen (% der Rasse): 9 Araber (10%), 1 Araber-Berber-Kreuz. (14%), 1 Berber (8%), 1 Rottaler (11%), 1 Lipizzaner (8%), 2
Exmoors (14%)

vernachlassigt: 9 EC (-> Nicht gruppierte mtDNA Typen)

A6 wurde als zentraler Knoten des Pferde-Netzwerks identifiziert. Das Sequenzmuster dieses
Knotens muss somit gewissermassen as ,, Ur-Mikrohaplotyp” der heute lebenden Pferde
aufgefasst werden.

Das Alter des Expansionsereignisses as solchem ist aufgrund der sehr hohen
Standardabweichung nur schwer zu beurteilen. Der Mikrohaplotyp dieses Knotens ist in
vielen Rassen verschiedener Regionen vertreten, ohne an ener Stelle besonders

hervorzutreten.

4.2.2.3.8 Gruppe Bl

Aufgrund der Tatsache, dass kein verwandter Mikrohaplotyp gefunden werden konnte, der aus
diesem Expansionsereignis hervorging, ist eine Altersbestimmung auch hier nicht méglich.

In dieser Gruppe sind nur sehr wenige Pferde vertreten, deren Herkunft gesichert ist. Auch ist
die Anzahl der Individuen, deren Rasse bekannt ist, relativ gering. Aus diesen Grinden ist

eine Bewertung dieser Gruppe nicht moglich.
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Abb.4.17: Darstellung der geographischen Analyse der Gruppe B1
Alter: 0+ 0
Rassen (% der Rasse): 5 Araber (5%), 1 Shire (10%), 1 Lipizzaner (8%), 15 EC

4.2.2.3.9 GruppeB2

Die Gruppe B1 kann in die Analyse dieser Gruppe nicht mit einbezogen werden, da dieser

Knoten ein eigenes, unabhangiges Expansionsereignis darstelt.

Neben der relativ weit zurlickliegenden Datierung fUr das Expansionsereignis ist bel dieser
Gruppe sehr bemerkenswert, dass die darin vertretenen Individuen unterschiedlichsten Rassen
angehdren, die vom gesamten eurasischen Kontinent stammen, wobei keine besonders
hervortritt. Unter Berticksichtigung des Verhatens der Pferde lasst sich dieser Befund
zwanglos so erkldren, dass dieses Expansionsereignis tatsdchlich weit vor jedem
Domestikationsversuch durch den Menschen stattgefunden hat. Es gehort zum normalen
Verhalten der Pferde in freier Wildbahn, dass Hengste Stuten aus den Harems anderer
Hengste entfiihren und dass Jungpferde zumeist wéhrend oder kurz nach der Pubertét ihre
Sippe verlassen, um sich einer anderen Herde anzuschlief3en (DUNCAN ET AL., 1992).
Dadurch wird die Wahrscheinlichkeit sehr grof3, dass sich ein sehr friilhes Expansionsereignis
in vielen Populationen niederschl&gt.
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Abb.4.18: Darstellung der geographischen Analyse der Gruppe B2

Alter: 0,132 + 0,087 (14.000a + 11.000a)

Rassen (% der Rassen): 14 Araber (15%), 1 Andalusier (7%), 1 Berber (8%), 1 Friese (50%), 2 Holsteiner (20%), 1 Noriker (25%),
7 Rheinlénder (29%), 1 Cheju (14%), 1 Mongolisches Pferd (17%), 7 EC, 1 Wikinger Pr. (13%), 1 Fjord (9%), 1 Vollblut (20%)

4.2.2.3.10 GruppeC1

Abb.4.19: Darstellung der geographischen Analyse der Gruppe C1

Alter: 0,022+ 0,022 (2.000a+ 2.000a)

Rassen (% der Rasse): 3 Araber (3%), 9 Exmoors (64%), 3 Ford (27%), 3 Islénder (38%), 3 Mustangs (4%), 1 Rottaler (11%), 2
Scottish Highlands (40%), 1 Lipizzaner (8%), 2 historische Proben (25%), 21 EC

Esist sehr augenfallig in dieser Gruppe, dass fast alle Proben mit dokumentierter Herkunft aus
Nordeuropa, bzw. dem Mitteleuropa stammen. Aul3erdem gehort auch der weitaus grofdte Teil
der Individuen mit nicht dokumentierter Herkunft, auch bei den ,, EC*-Proben, Ponyrassen an.

Das Alter des Expansionsereignisses ist aufgrund der sehr hohen Standardabweichung nur
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schwer zu beurteilen. Moglicherweise fand die Expansion durch Domestikation statt, mit
Sicherheit fand diese Expansion jedoch nach der letzten Eiszeit statt. Dies macht auch in dem
Licht Sinn, dass die Regionen, aus denen die Ponyrassen stammen, in der Eiszeit unter einer
Eisdecke lagen. Es ist also durchaus ein Szenario vorstellbar, in dem eine Population aus
kleinwtiichsigen Pferden nach dem Abtauen der eiszeitlichen Gletscher nach Norden wanderte
und dort so gute Umweltbedingungen vorgefunden wurden, dass diese Population sich stark
ausdehnen konnte. Ein Beweis dafur, dass Pferde, die diesen Mikrohaplotypen aufweisen,
schon sehr lange in Nordeuropa leben, ist, dass die 2 historischen Proben (VAN und VANG)
in dieser Gruppe von archéologischen Fundorten in Schweden stammen, die auf 200 bis 500
n. Chr. Datiert wurden (VILA ET AL., 2001).

Zusammenfassend lasst sich postulieren, dass mit dem Sequenzmuster, das der Gruppe C1
zugrunde liegt, moglicherweise ein Mikrohaplotyp eines Basistypen, des nordischen Ponys,

gefunden wurde.

4.2.2.3.11 GruppeC2

Abb.4.20: Darstellung der geographischen Analyse der Gruppe C2

Alter: 0,077 + 0,044 (8.000a + 5.000a)

Rassen (% der Rasse): 1 Idénder (13%), 1 Kaspier (14%), 2 Mustangs (3%), 2 Rheinlander (8%), 1 Scottish Highland (13%), 30
EC, 1 Araber (1%), 1 Noriker (25%)

Diese Gruppe ist leider nur sehr schwach mit Proben besetzt, deren maternale Herkunft
dokumentiert, bzw. deren Rassenangabe verfigbar ist. Daher ist eine Bewertung der Gruppe

aus diesem Blickwinkel nicht mdglich. Das Alter des Expansionsereignisses deutet auf eine
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nacheiszeitliche Expansion oder, unter Beriicksichtigung der Standardabweichung, auf eine

Ausdehnung der Founderpopul ation durch Domestikation hin.

4.2.2.3.12 Gruppe D1

@
A
Abb.4.21: Darstellung der geographischen Analyse der Gruppe D1

Alter: 0,060 + 0,0274 (7.000a + 3.000a)

Rasse (% der Rasse): 5 Araber (5%), 1 Belgier (100%), 1 Araber-Berber-Kreuz. (14%), 7 Andalusier (50%),7 Berber (54%), 1 Fjord
(9%),1 Friese (50%), 1 Holsteiner (10%), 1 Islander (13%), 2 Kaspier (29%), 5 Lusitanos (56%), 24 Mustangs (31%), 2 Rheinlander
(8%), 3 Rottaler (33%), 2 Shire (20%), 2 Trakehner (40%), 3 Lipizzaner (23%), 2 Y unnan (100%), 1 Shetland (20%), 1 Wikinger Pr.
(13%), 12 EC

Bel der Betrachtung der geographischen Darstellung ist eine Konzentration von Individuen
aus dem iberischen und nordafrikanischen Raum aufféllig. Hier sind 54% aller untersuchten
Berberpferde (70% der Proben, deren Herkunftsand Marokko ist), 50% der untersuchten
Andalusier und 56% aller untersuchten Lusitanos zu finden. Bei Betrachtung der Obergruppe
D as Ganzes, die Sequenzmuster sind ohnehin recht nahe verwandt, werden die Zahlen noch
grofer: 62% aller Berberpferde (80% der Tiere aus Marokko), 57% der Andalusier und 56%
der Lusitanos sind in der Obergruppe D vertreten. Nur wenige Rassen zeigten ein solch
starkes Ubergewicht von einem Mikrohaplotypen bei gleichzeitigem definierten Ursprung aus
einer Region. Dieser Befund |&sst keine andere Deutung zu, als dass eine verwandtschaftliche
Beziehung zwischen Berberpferden und iberischen Pferden existiert. Die Bertcksichtigung
des Expansionszeitpunktes (7.000 Jahre) legt die Annahme nahe, dass ein, wie auch immer
gearteter, Kontakt zwischen iberischer Halbinsel und Nordafrika bestand.

Das Sequenzmuster der Gruppe D1 ist bei Individuen aus Stdchina bis Island zu finden. Der

Befund kann so verstanden werden, dass seit mehr als 2.000 Jahren Pferde auf der iberischen
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Halbinsel gezlichtet werden und wéahrend der gesamten Zeit von dort exportiert wurden, was
auch dokumentiert ist (vgl. Kapitel 2). Mdglicherweise haben sich jedoch in dieser Gruppe
zwel Effekte Uberlagert: eine Wildpopulation expandierte vor ca. 7.000 Jahren im
iberisch/nordafrikanischen Raum, wanderte teilweise in andere Regionen der Welt und nahm
so Einfluss auf andere Wildpopulationen, die zu einem spateren Zeitpunkt domestiziert
wurden. Andererseits werden, wie oben dargestellt, bereits seit sehr langer Zeit geziichtete
Pferde von der iberischen Halbinsel exportiert. Auf diese Art nahmen iberische Pferde mit
Sicherheit Einfluss auf moderne Pferderassen.

Der aufféllige ausgefillte Krels, der im stdchinesischen Gebiet dargestellt ist, geht auf nur
zwei Proben zurlick, daher ist dieser Befund wenig signifikant, da hier eher ein Zufall

aufgrund zu geringer Probenzahl anzunehmen ist.

4.2.2.3.13 Gruppe D2

Abb.4.22: Darstellung der geographischen Analyse der Gruppe D2

Alter: 0,063 + 0,047 (7.000a + 5.000a)

Rassen (% der Rasse): 6 Araber (6%), 1 Araber-Berber-Keuz. (14%), 6 Mustangs (8%), 2 Noriker (50%), 4 Rheinlander (17%), 3
Scottish Highlands (38%), 1 Lipizzaner (8%), 1 Warmblut (50%), 1 Kasache (100%), 1 Shire (10%), 21 EC, 1 Andalusier (7%)

Das zu Grunde liegende Sequenzmuster ist relativ weit Uber den europaischen Kontinent
verteilt, ohne in einer Rasse besonders hervorzutreten. Da sich dieses Sequenzmuster aber nur
durch eine Mutation von dem Sequenzmuster bei D1 unterscheidet, sei hier auf das unter

dieser Gruppe Beschriebene verwiesen.



4. Ergebnisse 70

4.2.2.3.14 Gruppe D3

Abb.4.23: Darstellung der geographischen Analyse der Gruppe D3

Alter: 0,2 + 0,092 (22.000a + 10.000a)

Rassen (% der Rasse): 1 Araber (1%), 2 Andalusier (14%), 1 Berber (8%), 9 Dillmener (90%), 14 Mustangs (18%), 1 Rheinlander
(4%), 2 Rottaler (22%), 3 Shire (30%), 1 Trakehner (20%), 1 Quarter (100%), 2 VVollbliter (40%), 1 Welsh (50%), 6 EC

Sehr augenfallig ist, dass in dieser Gruppe 90% aller untersuchten Dulmener Pferde zu finden
sind. Wie in Kapitel 2 beschrieben, ist das Dilmener Pferd eine alte Rasse. Dennoch félt eine
Bewertung dieses Befundes nahezu in den Bereich der Spekulation, da 1. die Wurzeln dieser
Rasse aus der Zeit vor dem Mittelalter nicht dokumentiert sind und 2., was schwerer wiegt,
die unmittelbare maternale Verwandtschaft der untersuchten Individuen unbekannt ist, da es
sich bei den Muttern der Tiere um sogenannte , Wildbahnstuten® handelt. Der maternale
Stammbaum der jeweiligen Individuen ist also nicht dokumentiert. Zwar stammen die M Utter
aus dem Merfelder Bruch, jedoch eine maternale Verwandtschaft zwischen den einzelnen
Pferden nicht auszuschliefen.

In dieser Gruppe finden sich ausschliefdlich Proben von Individuen, deren maternale Herkunft
dokumentiert ist, die aus Mittel- und Slideuropa stammen. Keine Probe lasst sich auf den
skandinavischen Raum, Stidosteuropa oder Asien zurtickfuhren. Mdglicherweise ist dies ein
weiteres Indiz fur den besonderen Status der Obergruppe D.

Zusammenfassend kann man postulieren, dass mit dem in der Obergruppe D gefundenen
Sequenzmuster moglicherweise ein Mikrohaplotyp eines Basistypen, des Urwarmblters,

gefunden wurde.
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4.2.2.3.15 GruppeE

Abb.4.24: Darstellung der geographischen Analyse der Gruppe E
Alter: 0+ 0
Rassen: 16 EC

Leider sind fur diese Gruppe nur begrenzte Angaben Uber Rasse oder Ursprung der Tiere
verfugbar. Die mit EC beschriebenen Proben entstammen ausschliefdlich nordischen
Ponyrassen (Island-, Shetland- und Ford-Ponies). Dies deutet moglicherweise auf eine

bodenstandige Population in Nordeuropa hin. Aufgrund der Tatsache, dass kein verwandter

Mikrohaplotyp gefunden werden konnte, der aus diesem Expansionsereignis hervorging, ist
eine Altersbestimmung dieses Expansionsereignisses nicht mdglich. Diese Gruppe entzieht

sich also weitgehend einer Bewertung oder Interpretation.

4.2.2.3.16 Gruppe F1

Abb.4.25: Darstellung der geographischen Analyse der Gruppe F1

Alter: 0,474 % 0,22 (52.000a + 24.000a)

Rassen (% der Rasse): 18 Araber (19%), 2 Araber-Berber Kreuz. (29%), 1 Berber (8%), 1 Fjord (9%), 1 Lipizzaner (8%), 1 Cheju

(14%), 9 EC, 2 Mongolen (33%), 1 Rheinlénder (4%)
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Dieses Expansionsereignis ist das &dlteste der gesamten Studie. Trotz der Schwierigkeiten,
diese Expansion aufgrund der relativ hohen Standardabweichung in einen préazisen (pré)
historischen Kontext zu stellen, so steht doch vollig auler Zweifel, dass gemal der Datierung
dieses Expansionsereignis wahrend der letzten Eiszeit stattgefunden haben muss und nicht
erst danach.

Neben der Tatsache, dass der Mikrohaplotyp dieser Gruppe Uberall auf dem eurasischen
Kontinent angetroffen werden kann, vergleiche dazu das bei Gruppe B2 Beschriebene, féllt in
dieser Gruppe auf, dass in ihr eine gewisse Konzentration von Araberpferden auftritt. Die
angegebenen 19% aus dieser Population ist der grofte Anteil von arabischen Pferden in einem

Knoten in der Studie.

4.2.2.3.17 Gruppe F2
Dem hier vorgestellten Knoten liegt wahrscheinlich ein postglaziales Expansionsereignis
zugrunde. Der Mikrohaplotyp dieses Knotens ist in vielen Rassen verschiedener Regionen

vertreten, ohne an einer Stelle besonders hervorzutreten.

A

Abb.4.26: Darstellung der geographischen Analyse der Gruppe F2

Alter: 0,118 + 0.083 (13.000a + 9.000a)

Rassen (% der Rasse): 3 Araber (3%), 1 Berber (8%), 2 Ford (18%), 1 Holsteiner (10%), 2 Islander (25%), 1 Mongole (17%), 1
Shetland (20%), 5 EC, 1 Araber-Berber-Kreuz. (14%)
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4.2.2.3.18 Gruppe G

Abb.4.27: Darstellung der geographischen Analyse der Gruppe G
Alter: 0,136+0,102 (15.000a+11.000a)
Rassen (% der Rasse): 2 Araber (2%), 19 Senner (100%), 1 Rheinlénder (4%)

Esist sehr aufféllig, dass in diesem Knoten alle untersuchten Senner zu finden sind. Weiterhin
konnte der Mikrohaplotyp der Gruppe nur noch bei einem Rheinsch-Deutschen Kaltbl tter und
zwel arabischen Pferden gefunden werden, was ebenfalls fir den besonderen Status des
Sequenzmusters spricht. Dieses Sequenzmuster unterscheidet sich, bel Vernachlassigung von
KLI9, in 4 Mutationen von allen anderen untersuchten Proben. Die Gruppe G trennt sich nach
der Obergruppe D am deutlichsten von allen anderen untersuchten Proben ab. Jedoch sind hier
nur drei Mutationen einzigartig in dem Sequenzmuster. Da die Senner aber eine stark
inzichtige Population darstellen, ale Tiere gehen auf eine 1725 geborene Stute zurtick, kann
man nicht zwingend von einem fir bodenstandige mitteleuropéische Pferde einzigartigen
Mikrohaplotypen reden. Dennoch muss man dem Sequenzmuster der Gruppe G einen
besonderen Stellenwert in dieser Studie einrdumen, der in der Diskussion zu wirdigen sein

wird.

4.2.2.3.19 Nicht gruppierte mtDNA Typen

Die in Abb. 4.27 dargestellten Proben konnten aus zwei Grinden keiner Gruppe zugeordnet
werden: zum einen erreichten einzelne Knoten (JSO41 und BAR4) nicht die in 4.2.2.2
vorgestellte 2% Grenze, zum anderen trennten zu viele Mutationen die einzelnen Proben von
den néchsten Gruppen. Die Grenze fir die Einbeziehung einer Probe in eine Gruppe wurde

aufgrund von Plausibilitétsbetrachtungen, die auf der Mutationsrate basierten, auf 2
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Abb.4.28: Darstellung der geographischen Analyse der nicht gruppierten mtDNA Typen

Alter: Koaleszenz (377.000a+80.000a)

Rassen: 1 Andalusier, 11 Araber, 12 EC, 2 Exmoors, 1 Fell, 3 Chejus,1 Islander, 3 Japaner, 2 Lipizzaner, 1 Mongole, 1 Mustang, 1
NN, 2 Rheinlander, 1 Rottaler, 2 Shires, 7 Sorraias, 1 Shetland, 1 Tsushima, 1 Konik, 1 Oldenburger, 1 Suffolk Punch, 1 Trakehner

Mutationen festgelegt. Dies ist so zu verstehen, dass aufgrund der sehr langsamen
Murtationsrate nicht bestimmt werden kann, ob eine Probe, die in mehr als zwei Positionen
vom Sequenzmuster einer Gruppe abweicht, mit Sicherheit aus dem jeweiligen
Expansionsereignis stammt, oder ob die jeweilige Probe aufgrund von paralel

stattgefundenen Mutationen ihre Position im Netzwerk einnimmt.
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5. Diskussion

5.1 Methoden

5.1.1 Sequenzierung der hypervariablen Regionen der mitochondrialen D-loop

Die verwendete zweistufige PCR-Strategie erscheint auf den ersten Blick unnétig
arbeitsaufwendig und umstandlich. Schliefdlich wiirde bei Verwendung von Dye-Terminatoren
die Generierung eines PCR-Produkts ausreichen, um die gewiinschten Sequenzbereiche zu
untersuchen, was in der Literatur fur die hier beschriebene Aufgabenstellung auch hinreicherd
beschrieben ist (z.B. BOWLING ET AL., 2000). Jedoch bietet die zweistufige Strategie und
die Verwendung von Dye-Primern zwei entscheidende Vorteile:

Zuné&chst erwies sich im Laufe der Studie, dass einzelne Proben, vermutlich aufgrund von
mikrobieller Verunreinigung, nur schwer amplifizierbar waren. Trotz aler Bemihungen,
durch Aufreinigung und exakte Konzentrationseinstellung des Templats optimale PCR-
Bedingungen zu erreichen, konnte nach der ersten Amplifikation bel solchen schwierigen
Proben kein beobachtbares Amplifikat erhalten werden. Es gelang jedoch leicht in einer
zweiten Amplifikation, bel der ein Primer "eingertckt" war, durch Anpassung der
Templatmenge ein spezifisches Amplifikat zu erhaten. Kontrollen der daraus erhaltenen
Sequenzen durch eine unabhangige, erneute Aufarbeitung der Probe zeigten die
Reproduzierbarkeit der erhaltenen DNA-Sequenzen. Es ist also moglich, durch die hier
verwendete Strategie selbst kleinste DNA-Mengen nachzuweisen und zu amplifizieren.
Insofern ist die zweistufige PCR-Strategie der einstufigen Uberlegen. Die extrem hohe
Empfindlichkeit der Versuchsdurchfiihrung machte jedoch auch die stetige Kontrolle der
Reinheit der Reagenzien durch parallel durchgefihrte Nullkontrollen notwendig. DNA-
Kontaminationen waren trotz aler Vorsichtsmal3nahmen ein haufiges Problem, das zum
Verwerfen von ganzen Versuchsreihen fuhrte. Letztlich wurden die Amplifikationen in den
Laborraumen der genFOR GmbH, Grafschaft, durchgefiihrt, da hier ansonsten ausschliefdich
mit humaner DNA gearbeitet wird und somit eine Kontamination durch Pferde-DNA
unmaoglich wurde.

Im Vegleich zu der oben dargestellten einstufigen Amplifikationss und
Sequenzierungsstrategie war ein weiterer Vortell der hier verwendete Methode die

Anwendung der Dye-Primer-Chemie. Zwar erfordert sie entweder die Herstellung eines
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spezifischen, markierten Sequenzierungsprimers oder den Einbau einer Universalsequenz in
das zu untersuchende DNA-Fragment, z.B. die in dieser Studie verwendete —21-M13-
Sequenz, jedoch sind die Ergebnisse der Sequenzierung spezifischer und die
Elektropherogramme eindeutiger auszuwerten. Es ist von der Firma ABI (ABI*; ABI, 1995
ABI, 1995% hinreichend beschrieben, dass bei geeigneten Sequenzen und einem optimalen
Templat die Dye-Primer-Chemie der Dye-Terminatorenchemie Uberlegen ist. Ein Beispiel fir
eine ungeeignete Sequenz wére ein DNA-Fragment mit langeren Homopolymerbereichen.
Hierbei versagt die Dye-Primer-Chemie. Unter den erwahnten Einschrankungen liefert die
Dye-Primer-Chemie Elektropherogramme mit gleichmélligeren Peakhohen. Die neuere
Generation der Farbmarkierung der Firma ABI, die Big-Dye™-Chemie, hat zwar teilweise das
Problem der sehr ungleichméigen Peakhohen, die machmal die erhaltenen
Elektropherogramme mehrdeutig auswertbar machen, beseitigt. Dennoch sind die Sequenzen
aus der Dye-Primer-Chemie, bei optimalem Templat, stets eindeutiger. Auf3erdem ist die Big-
Dye™-Chemie auf dem verwendeten halbautomatischen DNA-Sequenzierer des Typs 373A

nicht ohne technische Modifikation des Geréts anwendbar.

5.1.2 Typisierung des repetitiven Bereichs der mitochondrialen D-loop

Es konnte klar gezeigt werden, dass dieser Bereich (Oktarepeat) nicht stabil vererbt wird,
Ergebisse von XU & ARNASON (1994) deuten diesen Befund bereits an. Er ist somit weder
fur eine phylogenetische Studie, noch fir eine maternale Abstammungsbegutachtung
verwendbar. Eine mogliche Erklérung fur diesen Befund ist in einer fehlerhaften Replikation
des repetitiven Bereichs und wenig effektiven Reparaturmechanismen fir die mitochondriale
DNA zu suchen. Weiterhin wird dieser Bereich nicht trandlatiert, wodurch eine Mutation nur
einen geringen Einfluss auf die Funktionstiichtigkeit der Atmungskette hat, wenn auch dieser
Oktarepeat moglicherweise strukturellen Einfluss auf die Replikation und Trandation der
mitochondrialen DNA hat.
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5.2 Auswertung

5.2.1 Auswertung durch Vergleich der Sequenzen in eéinem Alignment

Bel einer begrenzten Anzahl von DNA-Sequenzen lief3en sich leicht Sequenzmuster erkennen,
aufgrund derer eine Gruppierung der Proben moglich wurde. Durch die im Laufe der Studie
stetig steigende Probenzahl wurden die Alignments jedoch immer umfangreicher und dadurch
unubersichtlicher. Schliefdlich wurde die Grenze der Auswertbarkeit von Alignments "per
Auge" bei ca. 100 Sequenzen erreicht. Es erwies sich as unmdglich, eine Darstellung der
Alignments zu wahlen, die einen Uberblick tber die Sequenzen und damit die Erkennbarkeit
von Mutationsmustern ermoglicht hétte. Somit erwies sich nach der anfanglich erfolgreichen
Gruppierung der Proben durch die Auswertung der Alignments per Auge die Anwendung
eines Computerprogramms zur Auswertung als unumganglich. Die Auswahl des fir die
Problemstellung geeigneten Programms zeigte sich jedoch nicht unproblematisch. Die
Erstellung eines phylogenetischen Baumes mittels Distance-Matrix-Methoden aus dem
PHY LIP-Programm-Paket erwies sich as inkonsistent, weil mit der Analyse mittels
unmittelbaren Sequenzvergleichs nicht vereinbar. Die Ergebnisse wurden in dieser Schrift
nicht vorgestellt, da die Analyse zu einem sehr friihen Zeitpunkt der Studie durchgeftihrt
wurde und nur die Sequenzen von ca. 60 Proben, also ca. 10 % der endgultig verwendeten
MtDNA-Sequenzen, untersucht worden waren. Zusammenfassend |&sst sich der Sachverhalt
so darstellen, dass der Gruppierung, die durch Auswertung per Auge erhalten worden war,
durch die Analyse mittels des PHY LIP-Programm-Pakets in nicht nachvollziehbarer Weise
widersprochen wurde. So wurde zum Beispiel die Probe eines SorraiaPferdes von identischen
Sequenzen durch mehrere signifikante V erzweigungen abgetrennt.

Erst die Anwendung von Merkmasmethoden, wie sie vom Network-Programm-Paket
verwendet werden, lieferten Ergebnisse, die mit der Analyse per Auge in Einklang zu bringen
waren, dariber hinaus lieferten sie weiterfihrende Erkenntnisse. Das Network-Programm-
Paket wurde schliefdich zur Analyse ausgewahlt, da die Ergebnisdarstellung in Form eines
phylogenetischen Netzwerks erfolgt, bei dem die fir enzelnen Verzweigungen
verantwortlichen Mutationen im Netzwerk dargestellt werden. Dies ermoglichte die
Eliminierung von unbemerkten Sequenzierungsartefakten und Ubertragungsfehlern in den

Sequenzen, was die Analysesicherheit erheblich erhdhte. Andere Programme, die diese
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Darstellung und die damit verbundene Analysesicherheit boten, konnten zu diesem Zeitpunkt
der Untersuchungen (Sommer 1998) nicht gefunden werden.

Die Analyse der Sequenzen aus der zweiten hypervariablen Region der mitochondrialen D-
loop zeigte, dass durch die zusétzliche Information eine Feindifferenzierung innerhalb der
Gruppierungen, die aus den Sequenzierungen der ersten hypervariablen Region erhaten
wurden, ermdglicht wird. Diese zusétzliche Information war jedoch fur das Ziel dieser Studie,
einen tieferen Einblick in die Phylogenie der Pferde, insbesondere die Geschichte der
Domestikation des Pferdes und die verwandtschaftliche Beziehung der einzelnen Rassen
zueinander zu gewinnen, nicht essenziell. Daher wurde der Abschluss dieser Untersuchungen

auf elnen spéateren Zeitpunkt, die Fortflhrung des Projekts, verschoben.

5.2.2 Phylogenetische Analyse

Die Erstellung des Equiden-Netzwerks zur Bestimmung der Mutationsrate und der Wurzel
des Pferde-Netzwerks fuhrte das Network-Programm-Paket an seine Grenzen. Vom Konzept
sind die verwendeten Algorithmen fur relativ geringe Merkmal sabstéande vorgesehen, wie sie
zum Beispiel bel Individuen einer Spezies vorliegen. Die Grenze der Leistungsfahigkeit ist
erreicht, wenn Spezies innerhalb einer Gattung miteinander verglichen werden und die
Algorithmen liefern nur noch unzuverlassige Netzwerke, wenn Individuen anderer Gattungen,
wie im Fall des Rhinozeros im Equiden-Netzwerk (Abb. 4.8), in die Analyse mit einbezogen
werden. Es ist folglich immer Vorsicht geboten, Ergebnisse aus dem Network-Programm-
Paket ohne kritische Uberprifung zu verwenden, wenn man sich ber den Bereich des
normalen Rahmens hinausbewegt, den das Programm vorsient. Es wurde in 4.2.2.1
(Erstellung und Interpretation eines Equiden-Netzwerks) hinreichend beschrieben, dass das
Rhinozeros nicht in die Analyse durch das Programm mit einbezogen werden konnte. Jedoch
erwies sich wiederum die Darstellungsform des Netzwerks, in der die fir die jewellige
Ausbildung eines Astes verantwortliche Mutation im Netzwerk abgebildet wird, als ausserst
vorteilhaft. Der Abgleich des reinen Equiden-Netzwerks mit der mtDNA-Sequenz des
Rhinozeros lies keinen anderen Anknipfungspunkt und damit auch keine andere Wurzel zu,
als die in dem Netzwerk in Abb. 4.8 dargestellte Form. Dennoch kann man das Ergebnis nur
als Zwischenstand der Forschung auffassen und keinesfalls als endgtiltigen Befund beztiglich
der Phylogenie der Equiden. In dieser Schrift nicht vorgestellte Versuche, mit veroffentlichten

Sequenzen der mitochondrialen 12S rRNA von Equiden, Rhinozerossen und Tapiren ein dem
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Netzwerk aus den Sequenzen der D-loop in Bezug auf die Robustheit und Topographie
ahnliches Netzwerk zu erstellen, schlugen fehl. Mdoglicherweise wird die Phylogenie der
Equiden erst durch die komplette Sequenzierung der mitochondrialen DNA einer grésseren
Anzahl von Individuen der Perissodactyla unter eventueller Einbeziehung im Kerngenom
lokalisierter, zum Beispiel Y-chromosomaler, Merkmale unter Verwendung von Programmen,
die zur Anayse von phylogenetischen Beziehungen zwischen verschiedenen Spezies
konzipiert wurden, endgultig aufgeklart werden konnen. Dennoch ist das hier dargestellte
Ergebnis konsistent, wie in Abb. 4.6 und 4.7 dargestellt. Die Entfernung einzelner Gruppen,
wie an dem Beispiel der Entfernung aller Streppenzebras gezeigt, aus dem Equiden-Netzwerk
fuhrt zu  keiner  Postionsveranderung  der  verbleilbenden  Gruppen  oder

Topographieveranderung des Netzwerks insgesamt.

5.2.3 Bestimmung der Mutationsrate und der Koaleszenszeiten

Trotz der Ubereinsimmung mit anderen Verdffentlichungen erscheint die gefundene
Mutationszeit von mindestens 1 Mutation pro 119.441 Jahre, bezogen auf das Equiden-
Netzwerk, im Vergleich zur humanen Mutationszeit von 1 Mutation pro 20.180 Jahre extrem
gering. Dieser Befund ist jedoch sehr leicht dadurch erklérbar, dass die Mutationsrate
proportional zur Korperoberflache und damit dem metabolischen Grundumsatz ist (MARTIN
& PALUMBI, 1993). Der Grundumsatz des Pferdes betragt 48,61 KJkg/Tag, der des
Menschen 91,2 KJkg/Tag (KOLB, 1989). Zur Illustration soll as Beispiel fur eine hohere
Mutationsrate die Maus herangezogen werden: der Grundumsatz der Maus liegt in der
Grolenordnung von 1000 KJkg/Tag (KOLB, 1989; ECKERT ET AL., 2000), die
Mutationszeit liegt, umgerechnet und gerundet, bei 1 Mutation pro 4000 Jahre (NACHMANN
ET AL. 1994). Auch wenn die Beziehung zwischen Grundumsatz und Mutationsrate nicht
linear ist, so kdnnte diese Reihe im Reich der Saugetiere beliebig fortgesetzt werden (vgl
MARTIN & PALUMBI, 1993).

Dennoch ist die Mutationsrate mit einer erheblichen Unsicherheit behaftet. Diese Unsicherheit
resultiert im wesentlichen aus der unsicheren Kalibrierung mit dem Zeitpunkt des Auftretens
des letzten gemeinsamen Vorfahren aller Equiden. Wie in 2.1.1 dargestellt, ist dieser Punkt
immer noch Gegenstand des wissenschaftlichen Digputs. In Anbetracht des Zeitraums, Gber
den dieser Disput bereits gefuhrt wird, und der Entwicklung neuerer Methoden zur

Untersuchung der Fossilien ist es zweifelhaft, ob in absehbarer Zeit ein zuverlassiger,
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allgemein akzeptierter Kalibrationszeitpunkt erhalten werden kann. Nach MACFADDEN
(1992) ist der erwdhnte wissenschaftliche Disput fast genauso at wie die Frage nach der
Phylogenie des Pferdes und reicht auf jeden Fall in die zweite Hafte des 19. Jahrhunderts
zurlck. Eine sichere Mutationsrate kénnte nach dem heutigen Stand der Forschung nur durch
die Sequenzierung aller Mitglieder mehrerer ausgedehnter Stammbaume erhalten werden. Ein
solch, finanziell wie personell, aufwendiges Projekt wurde nach meinem Wissen bisher noch
nicht in Angriff genommen. Trotz allem ist der gefundene Wert in einer verniinftigen
Grolenordnung, weil 1. mehrere voneinander unabhangige Verdffentlichungen (ISHIDA ET
AL., 1995; OAKENFULL ET AL., 2000; LISTER ET AL., 1998; XU & ARNASON, 1994)
durch unterschiedliche Berechnungsansétze vergleichbare Ergebnisse beschreiben und 2. die
Uberprifung der Mutationsrate durch die Bestimmung der K oaleszenszeiten fiir die einzelnen
Spezies zu einer sinnvollen GrofRe fuhrte. Dies ist zwar kein sicherer Beweis fur die
Richtigkeit der Mutationsrate, da die Koaleszenszeiten mit dem selben Datensatz bestimmt
wurden wie die Mutationrate selbst, somit z.B. systematische Fehler fortgefihrt und nicht
Uberprift werden konnen. Jedoch liefern die Koaleszenszeiten durch den nachfolgenden
Vergleich mit paldontologischen Datierungen ein Indiz dafir, ob sich die gefundenen
Zeitpunkte in einem realistischen Rahmen bewegen und somit den tatséchlichen
Geschehnissen entsprechen kénnen oder ob sie, well sie im Widerspruch zu allen bisherigen
Datierungen stehen, unrealistisch und wahrscheinlich falsch sind. Die gefundenen
K oaleszenszeiten sind mit pal dontologischen Datierungen in Einklang zu bringen (vgl. z.B.
AZZAROLI, 1995).

Der scheinbare Widerspruch in den Koaleszenszeiten fur die Pferde aus dem Equiden
Netzwerk, rund 776.000 Jahre, und dem Pferde-Netzwerk, rund 342.000 Jahre, |6st sich dann
auf, wenn man berlcksichtigt, dass die Koaeszenszeiten in unterschiedlichen Kontexten
berechnet wurden. Wahrend die Koaleszenszeit der Pferde aus dem Equiden-Netzwerk als
spatester Zeitpunkt aufzufassen ist, wann Equus ferus evolviert ist, so beschreibt die
Koaleszenszeit der Pferde aus dem Pferde-Netzwerk den Zeitpunkt, wann der letzte
gemeinsame Vorfahr aler heute lebenden Individuen der Spezies Equus ferus gelebt haben

muss. Ein Widerspruch ist somit nicht vorhanden.
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5.2.4 Das Pferde-Netawerk

Ein sehr auffélliger Befund ist das Auffinden von einer Mindestzahl von 77 Grunderstuten,
auf die die heute Iebenden Pferdepopulationen zurtickgehen. Tatsachlich werden mit hoher
Wahrscheinlichkeit vor 4.000 — 6.000 Jahren mehr als 77 Stuten gelebt haben. Jedoch werden
diese entweder keine Nachkommen unter den heutigen Pferden haben, ihr Mikrohaplotyp ist
nicht unterscheidbar von den gefundenen Sequenzmustern oder der Genotyp dieser Grinder-
Stuten wurde bis heute noch nicht entdeckt. Der Befund wird um so interessanter, wenn man
ihn mit jenen der Studien Uber Rinder, Bos taurus, (LOFTUS ET AL., 1994; BRADLEY ET
AL., 1996; TROY ET AL., 2001) und Ziegen, Capra hircus, vergleicht (MACHUGH &
BRADLEY, 2001; LUIKART ET AL., 2001). Beide Spezies lassen sich jeweils auf sehr
wenige Grunderlinien zurtckfihren, deren Expansionen in den Zeitraum der Domestikation
der jeweiligen Art fallen. Es lassen sich leicht regionale Ungleichgewichte bei der Verteilung
der jeweiligen Mikrohaplotypen feststellen. Aus diesen Ergebnissen ist der Schluss
naheliegend, dass die jeweiligen Arten zwei- bis dreimal in jeweils verschiedenen Regionen
domestiziert wurden. Demgegeniber steht die gefundene Mindestzahl von 77 Linien beim
Pferd in einem relativ komplexen Netzwerk. Zwar liegt der Expansionszeitpunkt fur die
meisten Linien unter Berticksichtigung der Standardabweichung und der Unsicherheit in der
Kalibrierung der Mutationsrate mdglicherweise ebenfalls im Zeitraum der Domestikation der
Spezies Equus ferus, jedoch sprechen die aufgefundenen 17 Gruppierungen im Netzwerk,
wovon 16 auf domestizierte Pferde im engeren Sinne zurtickgehen, fir ein viel komplexeres
Geschehen zum Zeitpunkt der Domestikation des Pferdes als dies bei der Domestikation des
Rindes und der Ziege war. Weiterhin zeigen Untersuchungen an Wildpferden, dass die
genetische Diversitét, bezogen auf die mitochondriale DNA, bei Wildpferden sehr gering ist:
8 von 6 Pleistozén-Proben der Studie von VILA ET AL. (2001) gruppieren monophyletisch,
obwohl sie zum Teil durch 16.000 Jahre getrennt sind (jungste Probe 12.000 Jahre alt, dlteste
28.000 Jahre). Hinzu kommt das Ergebnis der Studie von OAKENFULL & RYDER (1998):
drei der Uberlebenden maternalen Linien beim Mongolischen Wildpferd besitzen einen
identischen Mikrohaplotypen, obwohl sie aus mindestens zwei, 45 Jahre auseinander
liegenden, Fangaktionen stammen. Die Interpretation des Befundes durch die Autoren, dass
diese geringe Diversitét durch einen Zusammenbruch der Population am Anfang des 20.
Jahrhunderts erklérbar wére, ist unwahrscheinlich. Es ist dokumentiert, dass zum Ende des 2.
Weltkrieges noch 46 Exmoor Pony Stuten lebten (BAKER ET AL. 1998). Obwohl die Zahl
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der Exmor Ponies geringer war, als die der mongolischen Wildpferde zum Anfang des 20.
Jahrhunderts, ist deren genetische Diversitét deutlich hoher.

AulRerdem lassen sich bei den heute Iebenden Pferden teilweise Ungleichgewichte in der
regionalen Verteilung der jeweiligen Mikrohaplotypen feststellen. Durch die Einbeziehung
der Kenntnis Uber die Geschichte der jeweiligen Rassen bzw. Populationen konnten Schllisse
aus den gefundenen regionalen Vertellungen gezogen werden. Wie die Rickschlisse aus
diesen Befunden in Bezug auf die Domestikation zu bewerten snd, wird am Ende des
Diskussionskapitels, wo ale Befunde in einem archéologischen, ethnologischen und
ethol ogischen Kontext diskutiert werden sollen, erdrtert werden (siehe 5.2.6).

In diesem Zusammenhang ist erwdhnenswert, dass bisherige Verdffentlichungen die hohe
Diversitdt der Mikrohaplotypen der Pferde durch die fehlende Berechnung von
Expansionszeitpunkten und Betrachtung geografischer Verteilungen in einem anderen Licht
sehen:

LISTER ET AL. (1998) betrachteten die Divergenz nur aus dem Blickwinkel der Koaleszens
der Pferde. Sie schlossen, das die genetische Diversifizierung bereits wahrend der ersten
Expansion von Equus ferus auf dem eurasischen Kontinent begann. Die Autoren stellen fest,
dass ihre Daten keinen Hinwels auf eine einzelne Domestikation oder auf ein multiregionales
Domestikationsszenario liefern. Jedoch Ubersahen sie, dass aufgrund der geringen Probenzahl
von 29 modernen Pferden in dieser Studie Verteillungsungleichgewichte bel den
Mikrohapl otypen ohnehin nur schwer beobachtbar waren.

VILA ET AL. (2001) untersuchten zwar mit 192 modernen Pferden deutlich mehr Proben,
blieben aber auch an der Betrachtungsweise der Rassen verhaftet. Unter Berticksichtigung der
Zuchtgeschichte verwundert es nicht, dass die einzelnen Rassen nicht als monophyletische
Gruppen erscheinen. Allerdings wurde nicht beriicksichtigt, dass mdglicherweise durch
Founder-Effekte, die unter Umsténden weit vor der Domestikation zu suchen sind, in
bestimmten Regionen einzelne Mikrohaplotypen vermehrt aufzufinden sind. Auf die
fehlerhafte Wurzelung des phylogenetischen Baums in der Studie wurde bereits im

Ergebnisteil eingegangen.

Das Auffinden des Knotens A6 als Wurzel des Pferde-Netzwerks, was gleichzeitig das
Auffinden des urspringlichen Mikrohaplotypen fur den untersuchten Bereich der D-loop des
letzten gemeinsamen maternalen Ahnen (nachfolgend "Ur-Mikrohaplotyp” genannt) aller
Pferde bedeutet, ist der erste Befund dieser Art fir Pferde. Entweder befassten sich bisherige
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Veroffentlichungen nicht mit diesem Thema (BOWLING ET AL., 2000; KAVAR ET AL.,
1999) oder sie verwendeten aufgrund unzureichender Kenntnis der Phylogenie der Equiden
eine zu weit entfernt verwandte Outgroup, so dass nicht die korrekte Wurzel identifiziert
werden konnte (ISHIDA ET AL., 1995; LISTER ET AL., 1998, KIM ET AL., 1999;
OAKENFULL & RYDER, 1998; VILA ET AL., 2001). Zum Beispiel fiihrte die Verwendung
der DNA-Sequenz eines Esels as Outgroup in der Studie von VILA ET AL. (2001) zur
falschen Klassifizierung der untersuchten Pleistozén-Proben als anzestrales Schwester-Taxon
der modernen Pferde. Wenn dies der Fall ware, missten die Proben im hier vorgestellten
Pferde-Netzwerk viel weiter entfernt von der Wurzel auftreten, als dies tatsachlich der Fall ist.
Der in der vorliegenden Studie dargestellte Befund macht auch im erdgeschichtlichen Kontext
mehr Sinn: Wie bereits unter 4.2.2.2 beschrieben, war im fraglichen Zeitraum (12.000 —
28.000 Jahre vor der Gegenwart) Alaska einerseits Uber eine Landbriicke mit dem eurasischen
Kontinent verbunden, andererseits durch méchtige Gletscher vom amerikanischen Kontinent
getrennt (KUNZ & REANIER, 1994; PELTIER, 1994). Die in der Ndhe von Fairbanks
aufgefundenen Uberreste von pleistozanen Pferden sind somit eindeutig eurasischen
Ursprungs, bzw. diese Tiere hatten Vorfahren, die eindeutig vom eurasischen Kontinent
stammen. In diesem Zusammenhang ist aber noch erwahnenswert, dass die Betrachtung der
acht pleistozénen Proben dieser Studie als eine Population problematisch ist. Die gefundenen
Uberreste von Pferden wurden auf 10.000 bis 26.000 v.Chr. datiert. Dies ist €in Zeitraum, in
dem mit Sicherheit mehr as eine Population in dem Gebiet des heutigen Alaska umherzog.
Alleine die Betrachtung des maximalen Altersunterschieds der Proben von 16.000 Jahren
macht die Annahme, dass die Individuen einer Population angehorten, sehr unwahrscheinlich.
Wahrscheinlicher ist, dass die Individuen aus unterschiedlichen Populationen stammen, wie es
auch in dem Pferde-Netzwerk der hier vorgestellten Studie beschrieben wird. Umso
bemerkenswerter ist es, dass sechs von acht Proben zu einer monophyletischen Gruppe
zusammengefasst werden konnten. Ein  weiterer in  diesem Zusammenhang zu
berticksichtigender Aspekt ist, dass Pferde bereits lange vor der Domestikation weit Uiber den
eurasischen Kontinent verbreitet waren. Esist zu erwarten, dass nicht jede maternale Linie der
Wildpopulation domestiziert wurde und bis in die heutige Zeit Uberlebt hat. Folglich
verwundert es nicht, dass die meisten untersuchten pleistozanen Individuen keine modernen
Nachfahren haben. Wenn aus diesem Befund Schiiisse gezogen werden sollen, wie VILA ET
AL. (2001) es versuchten, dann kénnte man postulieren, dass nur ein Bruchteil der maternalen

Linien der eurasischen Wildpopulation domestiziert wurde und nur ein Tel der
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maoglicherweise domestizierten maternalen Linien bis in die moderne Zeit tberlebte, jedoch
nicht, dass die pleistozdnen Proben anzestral zu den modernen Pferden sind, dazu ist die

Mutationsrate des untersuchten Bereichs zu gering.

Die willkurliche Definition eines Expansionsereignisses als ein mindestens 2% der
Gesamtprobenzahl enthaltender Knoten ist nicht unproblematisch und bedarf einer kritischen
Wiurdigung. Wie unter 4.2.2.2 dargestellt, erfolgte die Definition aufgrund von
Plausibilitétsbetrachtungen. Es ist sehr auffélig, dass sich nahezu an jedem Ende eines im
Netzwerk von der Wurzel ausgehenden Astes ein grof3er Knoten befindet, der fast immer
mehr als 2% der Gesamtprobenzahl beinhaltet und von dem sich zumeist wenige Proben
ableiten. Insofern erscheint es plausibel, die Grenze auf 2 % zu definieren. Jedoch darf hierbel
nicht auf3er acht gelassen werden, dass die Probennahme nicht willklrlich und
unvoreingenommen durchgefuhrt wurde. Die untersuchten Proben wurden stets nach
Mal3gabe ihrer Rasse ausgewahlt. Somit ist es durchaus moéglich, dass bei Ausdehnung der
Studie auf eine groflere Probenzahl aus allen verflgbaren Rassen unterschiedlichster
Herkunft, eine Verschiebung in der Definition von Expansionsereignissen erfolgt. Manche
kleinere Knoten in der Nahe der 2%-Grenze , die bisher als Expansionsereignis aufgefasst
wurden, zum Beispiel A4 oder F2, kénnten diesen Status verlieren, andere unterhalb der 2%-
Grenze, zum Beispiel BAR4 oder auch BAR22, kdonnten hohe Relevanz bekommen. Die
Betrachtung, ob einzelne Knoten as unabhangiges Expansionsereignis angesehen werden
oder nicht, kann im Grenzfall aso nicht als endgultig, sondern lediglich als "Stand der
Forschung” betrachtet werden.

In diesem Zusammenhang muss hervorgehoben werden, dass sich die Datierungen der
Expansionsereignisse primédr auf die mitterliche Linie bzw. auf den letzten gemeinsamen
maternalen Vorfahren der jeweiligen matterlichen Linie beziehen. Bel der Betrachtung von
Populationen sind die Datierungen als Maximalabschétzungen zu betrachten. Mit Sicherheit
werden die unterschiedlichen Mikrohaplotypen, sofern sie miteinander verwandt sind, in einer
Population evolviert sein. Die beiden mitterlichen Linien werden nachfolgend in derselben
Population Uber einen gewissen Zeitraum koexistiert haben, bevor sie sich trennten und

verschiedene Populationen griindeten.
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5.2.5 Geografische Analyse

5.2.5.1 Sorraiasund Koniks, Gruppe A1

Die in Gruppe Al interessantesten Populationen sind sicherlich die Sorraias und die Koniks.
In Kapitel 2.1.5.2.12 und 2.1.5.2.21 wurde der Ursprung der Populationen hinreichend
erlautert. Es ist jedoch trotz aller Inzucht erstaunlich, dass bei den Sorraias nur zwel
Mikrohaplotypen gefunden werden konnten, die sich nur durch zwei Mutationen
unterscheiden. Nach der ersten Probennahme und der Feststellung von nur zwei maternalen
Linien wurden verschiedene Zichter um weitere Proben gebeten, wobel darauf geachtet
wurde, dass keine maternale Verwandtschaft zwischen den einzelnen Individuen dokumentiert
war. Dennoch konnte kein weiterer Mikrohaplotyp ermittelt werden. Es ist also anzunehmen,
dass entweder die in 2.1.5.2.21 erwahnten Grinderstuten miteinander verwandt waren oder,
ahnlich wie bei den mongolischen Wildpferden, nur zwei maternale Linien bis in die heutige
Zeit Uberlebt haben. Der Status des Sorraia-Pferds und des Koniks ist nach wie vor umstritten.
Manche Autoren (z.B. EDWARDS, 1999) bezeichnen das SorraiaPferd, offensichtlich in
Ermangelung der tatsachlichen Kenntnis der Rasse sogar as Pony. Der Konik wird im
allgemeinen as Nachfahre des Tarpans aufgefasst (z.B. NISSEN, 1973), den mache Autoren
als eine Stammform des Hauspferds (z.B. NOBIS; 1992) beschreiben. Andererseits beschreibt
NOBIS (1992) das Sorraia-Pferd klar as verwildertes Hauspferd, wahrend andere Autoren
(z.B. KAPITZKE; 1993 oder OELKE; 1997) sowohl das Sorraia-Pferd, as auch den Konik
as domestizierte Wildpferde bzw. Primitivrassen, die auf Wildpferdpopulationen
zurlickgehen, beschreiben. Es falt schwer, sich zum jetzigen Zeitpunkt der Forschung einer
der Parteien in dem stattfindenden Disput anzuschlief3en, da diese Rassen bisher genetisch
nicht erschdopfend untersucht wurden. Jedoch existieren Erfahrungen Gber die im Vergleich
zum Hauspferd unterschiedliche Ethologie des SorraiaPferdes: Obwohl Sorraias nicht so
schwer zahmbar sind wie mongolische Wildpferde, neigen sie dazu bei Extensivhaltung das
Verhalten eines Wildtieres beizubehalten. Auch wenn sie bereits gezdhmt wurden und sie
nachfolgend wieder nur relativ selten Kontakt zu Menschen haben, scheuen sie und laufen
davon, wenn ein Mensch auf sie zugeht, was sie deutlich von verwilderten Hauspferden, wie
z.B. Mustangs, unterscheidet (Oelke, personliche Mitteilung). Weiterhin ist sehr augenfdlig,
dass sich bisher keine Verwandtschaft von Sorraia-Pferden und iberischen Pferden feststellen

lief3, wahrend eine verwandtschaftliche Beziehung zwischen den untersuchten Sorraias und
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Koniks offensichtlich ist, trotz der geringen Probenzahl bei den Koniks. Dieser Befund wird
noch signifikanter unter der Berlicksichtigung der Tatsache, dass sowohl die Individuen der
iberischen Reitpferde als auch der Koniks nach dem Zufallsprinzip ausgewéhlt wurden. Es
waére also ein extrem unwahrscheinlicher Zufall, wenn eine angenommene V erwandtschaft der
Sorraia-Pferde zu den iberischen Reitpferden zufdllig nicht aufgedeckt worden wére, wahrend
die gefundene verwandtschaftliche Beziehung zwischen Sorraia und Konik zufélliger Natur
wére. Trotz aller Plausibilitdt ist zur abschlieffenden Beurteilung dieses Sachverhalts ein
tieferer Einblick in die enzelnen Populationen notwendig: Eine eingehende
Stammbaumstudie der lebenden Sorraia-Population mit entsprechender genetischer
Untersuchung der einzelnen Stutlinien erscheint hierbel genauso notwendig wie die
Untersuchung einer grof3eren Anzahl von iberischen Reitpferden, Koniks und Huzulen, einem
weiteren allgemein angenommenen Nachfahren des Tarpans, um diese Fragestellung

umfassend beantworten zu kdnnen.

5.2.5.2 Die mongolischen Wildpferde als Stammform des Hauspferdes, Gruppe A2

Wie bereits unter 2.1.4 dargestellt, gilt heute die Annahme des mongolischen Wildpferds a's
Stammform des Hauspferds als unwahrscheinlich. Nach den hier vorliegenden Ergebnissen
kann das mongolische Wildpferd as alleinige Stammform des Hauspferdes sogar
ausgeschlossen werden. Die Annahme von inzwischen ausgestorbenen maternalen Linien der
mongolischen Wildpferde, die die Basis der modernen Pferde darstellen, kann zwar mit allen
verfligbaren Befunden nicht widerlegt werden. Jedoch sprechen die bisher gefundenen
Indizien eindeutig gegen die zuvor erwdhnte Annahme: ethologische Unterschiede wurden
beschrieben sowie, dass das mongolische Wildpferd ein Chromosomenpaar mehr hat als das
Hauspferd und der Mikrohaplotyp im untersuchten Bereich der D-loop, der alen
mongolischen Wildpferden zu eigen ist, nicht bel einem anderen Pferd gefunden werden
konnte. NISSEN (1998) geht in diesem Zusammenhang sogar noch einen Schritt weiter: "Man
kommt fast in Versuchung zu fragen, ob die gemeinhin als 'Urwildpferd' bezeichnete, bisher
as Ahn aler Hauspferde angesehene Art Uberhaupt ein 'echtes Pferd ist. Sagen wir es
scherzhaft und ein wenig Uberspitzt: Ebensowenig, wie der Neandertaler unser GrolRvater war,
sondern nur sein Vetter, ist vielleicht Equus przewalskii poljakoff nicht der Grof3vater unserer

domestizierten Pferde, sondern nur einer seiner Verwandten aus einer Seitenlinie.” (S. 53)
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5.2.5.3 Der Ursprung der Mustangs, Gruppen A3 und D

Haufig erreichten mich wahrend der Durchfihrung der Studie Anfragen von Mustangbesitzern
aus den USA in Bezug auf den Ursprung ihrer Pferde, im wesentlichen Tiere aus dem Sulphur
Springs Herd Management Area (HMA), Utah, und dem Kiger HMA, Oregon. Es ist
allgemein bekannt, dass entlaufene Hauspferde die Basis der Mustangpopulation darstellen.
Viele Besitzer zielten jedoch mit ihrer Anfrage darauf ab, ob ein iberischer Ursprung des
jeweiligen Mustangs nachweisbar sei. NatUrlich ist die Aussage schwieriger zu treffen, as
sich dies ein Zuchter im allgemeinen vorstellt. Dennoch konnten manche Hinweise in dieser
Studie gefunden werden, die auf einen tatséchlichen starken iberischen Einfluss auf die
untersuchten Mustangpopulationen hindeuten. In erster Linie sind in diesem Zusammenhang
die Gruppen A3 und D zu erwédhnen. In Gruppe A3 (23% der gesamten Stichprobe von
Mustangs) sind nach der Gruppe D die meisten Mustangs aufzufinden. Weiterhin finden sich
in dieser Gruppe 44% aller untersuchten Lusitanos (auch 14% der Andalusier), 50% der
untersuchten Holsteiner Pferde und 27% der Fjord-Pferde. Wie bereits mehrfach erwahnt, ist
es aus dem historischen Kontext heraus schwierig zu bestimmen, aus welcher Population der
gefundene Mikrohaplotyp tatséchlich stammt. Somit kénnen nur begriindete Vermutungen
Erklérungsansétze liefern.

Fjord-Pferde werden seit langer Zeit rein gezichtet (NISSEN, 1998). Die Wurzeln dieser
Rasse liegen bei den Wikinger-Pferden. Es ist hinreichend bekannt, dass die Wikinger ein
kriegerisches Volk waren, das im Mittelalter in vielen Tellen Europas raubend und plindernd
umherzog. Folglich ist die Vermutung naheliegend, dass in dieser Population maternale
Linien vertreten sind, die nicht nordischen Ursprungs sind, sondern in historischer Zeit aus
Mittel- oder gar Siideuropa stammen.

Holsteiner Pferde stammen, wie in 2.1.5.2.9 beschrieben, aus einer bodensténdigen
Warmblutzucht des 16. und 17. Jahrhunderts. In Kapitel 2.1.5.2 wurde auch beschrieben, dass
in Mitteleuropa bis in das 17. Jahrhundert hinein die Kreuzungszucht vorherrschte. Auch
wenn im algemeinen angenommen wird, dass Holsteiner Pferde auf bodensténdige Stuten
zurickgehen, so fehlt hierfir in Hinblick auf die Zeit vor der Dokumentation von
Stammbéaumen jeglicher Beweis. Der tatsachliche Ursprung dieser Rasse bleibt nach dem
jetzigen Stand der Forschung im Dunkel der Geschichte.

In 2.1.5.2.1 wurde bereits der umstrittene Ursprung der iberischen Pferde beschrieben. Es ist

jedoch unbestritten, dass seit der Antike die Iberische Halbinsel ein Zentrum der Zucht von
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"warmblltigen” Pferden ist. Wenn auch keine so weit zurtickreichenden Stammb&ume
existieren, so reichen die Uberlieferungen tber die Zucht von Pferden auf der Iberischen
Halbinsel weiter zuriick, als dies fur die meisten europdischen Rassen der Fall ist. Die
Annahme, dass der gefundene Mikrohaplotyp von der Iberischen Halbinsel stammt, ist nicht
ohne weiteres von der Hand zu weisen, auch wenn dieses hier nicht bewiesen wird und es
fraglich ist, ob der Beweisin Anbetracht des historischen Kontextes Uberhaupt fuhrbar ist.

Die Gruppe D ist klar iberisch und nordafrikanisch dominiert. Aus keiner anderen Population,
mit Ausnahme der Mustangs, findet man in dieser Gruppe so viele Individuen. 80% aller
Berber marokkanischen Ursprungs, 57% aller Andalusier und 56% der Lusitanos finden sich
in dieser Gruppe. Weiterhin finden sich in dieser Obergruppe, die sich an einem sehr
charakteristischen Sequenzmuster erkennen lésst, 57% aller untersuchten Mustangs, aber nur
13% der untersuchten Araber, die nach Ansicht mancher Autoren (z.B. SILVER, 1989) die
Basis der iberischen Pferdezucht bildeten. Der hier gefundene Sachverhalt klart die
Unsicherheit in Bezug auf den Ursprung der iberischen Pferderassen in weiten Bereichen auf.
1. Es ist fast mit Sicherheit auszuschlief3en, dass die bodenstdndige iberische und
nordafrikanische Pferdepopulation in einer Verdrangungszucht durch das arabische Pferd
eliminiert wurde, und letzteres die Basis fur das Berberpferd oder das iberische Reitpferd
darstellt. Die Ergebnisse widersprechen somit eindeutig dem in der hippologischen Literatur
haufig zitierten Import von 300.000 Arabischen Pferden nach Spanien (z.B. SILVER,1989)
wahrend der Invasion durch die Mauren im 8. Jhdt.. Nach einer personlichen Mitteilung von
Dr. Olms (Asil-Araber-Verband, Deutschland) sprechen die arabischen Chroniken eher dafr,
dass es so viele Pferde auf der gesamten arabischen Halbinsel gar nicht gab. 2. Die
verwandtschaftliche Beziehung von iberischen Pferden und Berberpferden kann als
nachgewiesen betrachtet werden. In welcher Form diese Populationen miteinander Kontakt
hatten, ist noch unklar. Denkbar sind Kontakte in (vor-) romischer Zeit, wahrend der
Wanderung der Vandalen nach Nordafrika oder auch wahrend des maurischen Besetzung der
iberischen Halbinsel. Dabei muss jedoch beriicksichtigt werden, dass nach SCHAFER (1980),
unter Berufung auf islamische Chronisten aus dem 8 Jhdt., ein nennenswerter Export von
Pferden aus Nordafrika nach Spanien durch die Mauren as hochst unwahrscheinlich
betrachtet werden kann. 3. In 80% aler untersuchten Mustangs findet sich einer von zwel
Mikrohaplotypen, die mdglicherwei se iberischen Ursprungs sind.

Die hier vorgestellte Idizienkette legt also nahe, dass, neben dem besonderen Status der

iberischen Reitpferde und der Berberpferde, iberische Pferde nicht nur historisch den



5. Diskussion 89

Grundstock der hier untersuchten Mustangs bilden, sondern tatsachlich die wesentliche Basis

der Popul ationen darstellen.

5.2.5.4 Eine genetisch heterogene Population: das arabische Pferd

B2 (15% der gesamten Stichprobe) ist neben F1 (19% der gesamten Stichprobe) der Knoten,
der die meisten arabischen Pferde enthdlt. M6glicherweise deuten diese Anhdufungen von
Proben mit gleichem Mikrohaplotyp auf einen arabischen Ursprung der jeweiligen maternalen
Linie hin. In fast allen Knoten des Netzwerks finden sich arabische Pferde, was ein recht
aufféalliger Befund ist. Dies ist zwanglos dadurch zu erkléren, dass das arabische Pferd
sicherlich zu den ltesten Zuchtrassen gehort. Es ist nicht unwahrscheinlich, dassim Laufe der
Jahrhunderte einerseits Tiere aus anderen Populationen in diese Zucht aufgenommen wurden,
zumal der Begriff ,,Rasse” mit Sicherheit in friheren Zeiten bei weitem nicht so dogmatisch
gesehen wurde wie heute. Andererseits werden arabische Pferde bereits im Mittelalter als edle
Tiere beschrieben, die, wenn auch in eher geringer Zahl, nach Eurgpa exportiert wurden.

Zusammenfassend fallt es schwer, eine befriedigende Bewertung dieser Befunde zu finden.
Moglicherweise wurden mit B2 und F1 "arabische' Mikrohaplotypen gefunden. Vielleicht
geht der Einfluss der arabischen Pferde auf die europaischen Zuchtrassen sogar weiter, als
allgemein angenommen (z.B. SILVER, 1989; EDWARDS, 1999). Das Auffinden arabischer
Pferde in nahezu allen Knoten lasst auf eine Einkreuzung arabischer Stuten in européische
Zuchtlinien schlieffen (BOWLING & RUVINSKY, 2000; BOWLING ET AL., 2000).
Zwanglos liefe sich dieser Befund aber auch dadurch erkléren, dass européische Stuten in
arabische Zuchtlinien eingekreuzt wurden (SCHAFER, 1980). Unter Beriicksichtigung der
5.2.5.3 aufgestellten Hypothese, dass der in Gruppe D gefundene Mikrohaplotyp iberisch-
nordafrikanischen Ursprungs ist und dass hochstwahrscheinlich bis in das 18. Jahrhundert
hinein die Zucht arabischer Pferde zahlenmaidig Uberhaupt nicht dazu in der Lage war, so viele
Stuten zu exportieren, erscheint es sinnvoll fir die Gruppen, in denen arabische Pferde in
geringerer Anzahl auftreten, einen europaischen Einfluss auf die Zucht arabischer Pferde zu

postulieren.
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5.2.5.5 Ein nordischer Mikrohaplotyp? Die Gruppe C1

Die sehr hohe Konzentrierung von Ponyrassen in dieser Gruppe ist sehr augenfallig und
bemerkenswert. Es wird in der Literatur haufig der bodenstéandige Charakter von nordischen
Ponyrassen diskutiert, jedoch gelang der molekularbiologische Nachweis nicht mit letzter
Sicherheit. Arbeiten von Speed & Speed (zitiert in BAKER, 1993) und BAKER ET AL.
(1998) Uber den Status des Exmoor Ponys deuten zwar auf den besonderen Status dieser
Population hin, jedoch kann man aus den Arbeiten keinesfalls den Schluss ziehen, dass die
Exmoor Ponies, wie zum Beispiel in der Arbeit von Speed und in BAKER (1993) postuliert,
eine bodenstandige Population darstellen, die bereits wahrend der letzten Eiszeit in
Sldengland existierte. Heutzutage wird der aleinige Vergleich von einzelnen Knochen nicht
mehr a's beweisend fur die verwandtschaftliche Beziehung zwischen Populationen betrachtet
(z.B. NOBIS, 1992). Auch liefert die Studie von BAKER ET AL. (1998) keine sehr
weitreichenden Ergebnisse. Schliefdlich ist hinreichend bekannt, es wird in der Arbeit auch
ausfuhrlich dargestellt, dass nach dem Ende des zweiten Weltkriegs die Gesamtpopul ation der
Exmoor-Ponies extrem zusammengeschrumpft war. Man kann bei einer nachfolgend rein
gezlchteten Population mit so wenigen Grindertieren nur eine reduzierte Allelfrequenz bei
den untersuchten Mikrosatelliten-Systemen erwarten. Auch dass die gefundenen Grolen
charakteristische Abweichungen von der Normalverteilung aufweisen, ist nicht weiter
verwunderlich. Wenn aufgrund der limitierten Anzahl von Grindertieren eine limitierte
Anzahl von Allelen zu einem "Gen-pool” einer Population beigetragen wird, kann man von
einem Founder-Effekt sprechen, aber nicht zwangslaufig auf eine bodenstéandige Population
schlief3en.

Die Untersuchung von nicht rekombinierenden Markersytemen in mehreren Populationen
unterschiedlicher geographischer Herkunft 1&sst dagegen weitergehende Schliisse zu, als bel
den oben vorgestellten Studien moglich war. Alle untersuchten Proben dieser Gruppe C1,
deren regionale maternale Herkunft dokumentiert ist, ssammen aus Mittel- und Nordeuropa.
AulRerdem gehoren die Individuen fast ausschliefdlich Ponyrassen an. Der Befund lasst nur
zwel Schltsse zu: Entweder die untersuchten Individuen dieser Gruppe stammen von einer
nach Mittel- und Nordeuropa durch den Menschen importierten maternalen Linie ab, oder sie
gehen auf eine bodenstandige Population zurtick, die in postglazialer Zeit in die beschriebene
Region wanderte. Es fdlt schwer, nach dem jetzigen Stand der Kenntnis, eine der

Maoglichkeiten zu favorisieren. Studien an eizeitlichen und nacheiszeitlichen Knochenfunden
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zeigen jedoch, dass unterschiedliche Phanotypen, wie zum Beispiel Ponies und warmbltituge
Formen, bereits lange vor der Domestikation des Pferdes in Europa existierten (EBHARDT,
1962). Dies unterstiitzt die These, dass die Ponyrassenm maoglicherweise auf bodensténdige
Wildpopulationen zurtickgehen. Sicher spricht aber der Befund fUr einen gemeinsamen

Ursprung der Populationen.

5.2.5.6 Eine alte Warmblutzucht: der Senner, Gruppe G

Gruppe G ist sowohl in Bezug auf die Verteilung der Rassen als auch in Bezug auf die
geografische Verteilung sehr aufféllig. 19 von 22 Proben der Gruppe sind Senner, 20 von 22
Pferden stammen aus Deutschland bzw. aus deutschen Zuchten. Es muss jedoch
berticksichtigt werden, dass alle heute lebenden Senner von einer Stute abstammen, die 1725
geboren wurde. Man kann aso bei diessm Knoten nur schwerlich von einem
Expansionsereignis im phylogenetischen Sinne sprechen, sondern von einem Founder-Effekt.
Zwar sind die Begriffe "Expansionsereignis’ und "Founder-Effekt" streng genommen nicht
trennbar, schliefdlich ist ein Expansionsereignis, so wie esin 4.2.2.2 definiert wurde, auch nur
ein Founder-Effekt. Jedoch wurde der Begriff hier so verwendet, dass bei einem
Expansionsereignis aus einer Gruppe von Grindertieren in vorgeschichtlicher Zeit eine
Population entstand. Die Senner sind jedoch eine Rasse mit nur geringer Kopfzahl, deren
gemeinsamer Vorfahr in geschichtlicher Zeit lebte. Vielmehr ist der Mikrohaplotyp dieser
Gruppe im Vergleich zu anderen Populationen Uberreprasentiert. Dennoch ist das
Sequenzmuster bemerkenswert, weil es relativ selten ist. AulRer bei den Sennern und einem
Rheinisch-Deutschen Kaltblut findet sich der Mikrohaplotyp nur noch bei zwei arabischen
Pferden.

Somit lassen sich zwei Szenarien postulieren, die nach dem Stand der Forschung nicht
Uberprifbar sein werden. Entweder deutet das gefundene Sequenzmuster auf den Rest einer
ansonsten durch Verdréngungszucht verschwundenen Population, die entweder bodenstéandig
war oder (gemald LAMPE zitiert in NISSEN, 1997, S. 157) auf romische Kavalleriepferde
zurlickgeht und einst so zahlreich war, dass sogar einzelne Tiere auf die arabische Halbinsel
gelangten, oder im Mittelalter oder in der frihen Neuzeit wurde eine arabische Stute nach
Europa exportiert, welche — oder ihre Nachkommen — in die mitteleuropésche
Warmblutzucht integriert wurde. Die zweite Alternative ist, wenn auch nicht ganz

auszuschlie?en, die unwahrscheinlichere, da Uberliefert ist, dass die Zucht stets auf den
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vorhandenen Stutenlinien basierte (VOGT zitiert in NISSEN, 1997, S. 158). Die Einkreuzung
von Fremdblut erfolgte tiber die Beschéler. Uberlieferungen der Herren zur Lippe berichten
sogar, dass aus den Kreuzziigen besonders wertvoll erscheinende orientalische Hengste
mitgebracht und in die Zucht integriert wurden (NISSEN, 1997). Es ist bekannt, dass
Warmbliter zur "Veredelung® in Kaltblutrassen eingekreuzt wurden. Dadurch ist das
Auffinden des Mikrohaplotypen der Gruppe G in einem Rheinisch-Deutschen Kaltbllter
erklérbar. Da jedoch das Stutbuch der Senner bei einem Brand zum Teil vernichtet wurde, ist
man heute auf die Uberlieferungen der Zuchtleiter angewiesen. Man wird wahrscheinlich nie
mehr den Ursprung dieses Mikrohaplotypen, auch wegen des moglichen Einflusses romischer
Kavalleriepferde zu einer Zeit, als noch keine Aufzeichnungen gefihrt wurden, mit letzter

Sicherheit bestimmen kénnen.

5.2.6 Interdisziplinére Betrachtungen: Molekularbiologie, Populationsgenetik, Archaologie,

Ethnologie und Ethologie. Welche Schltisse sind maglich?

In 4.2.2 wurde bereits dargestellt, dass die 81 gefundenen Mikrohaplotypen der domestizierten
Pferde unter Bericksichtigung der Mutationsrate fur die mitochondriale D-loop auf
mindestens 77 genetisch verschiedene Grinderstuten fur die heute lebenden Pferde
zurtickgehen missen. Im natiirlichen Habitat leben Pferde in Kleinguppen, die im allgemeinen
aus einem dominanten Hengst, en bis sechs Stuten (nach Untersuchungen an
Mustangpopulationen im Durchschnitt zwei) und deren Nachkommen bestehen. Die
mannlichen Nachkommen verlassen ihre Sippe kurz nach dem Eintreten der Pubertét, die
weiblichen Nachkommen entweder zu Beginn der Pubertét oder nach der Geburt ihres ersten
eigenen Nachkommens. Die Junghengste schlief3en sich zu sogenannten Junggesellenherden
zusammen, Jungstuten schlief}en sich anderen Herden an (DUCAN ET AL., 1992). Dies
bedeutet, dass, um die Basis aller heute lebenden Pferde bilden zu kénnen, insgesamt ca. 39
genetisch verschiedener Kleinherden oder rund 200 Pferde eingefangen, erfolgreich gezéhmt
und domestiziert worden sein mussen. Wahrscheinlich war die tatséchliche Anzahl noch viel
grof3er, da zu vermuten ist, dass nicht jede maternale Linie bisin die heutige Zeit Uberlebt hat,
nicht jede maternale Linie mit molekularbiologischen Methoden nachgewiesen wurde und
offensichtlich die genetische Diversitdt bei Wildpferden relativ gering ist. Es ist
unwahrscheinlich, dass eine einzelne jungsteinzeitliche oder kupferzeitliche Gesellschaft von

"Ful3gangern” in der Lage gewesen wére, eine solch grof3e Anzahl an Tieren in einem relativ
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kurzen Zeitraum von wenigen Generationen erfolgreich einzufangen, zu zéhmen und zu
zlchten. Dies bedeutet, dass die haufig in der Literatur diskutierte, einmalige Domestikation
des Pferdes in der eurasischen Steppe als widerlegt betrachtet werden kann. Vielmehr
erscheint in dem Licht der hier vorliegenden Ergebnisse ein anderes Szenario as
wahrscheinlicher: Die Beriicksichtigung der geographischen Verteilung der Gruppen C1
(mittel- bzw. nordeuropaische Ponyrassen) und D1 (vorwiegend iberische Reitpferde und
Berber) legt die Annahme von zwei Domestikationszentren in Europa, eines im Gebiet der
iberischen Halbinsel bzw. Nordafrikas und eines im Gebiet Nordeuropas nahe. Schliefdlich ist
bekannt, dass bereits im 3. Jahrhundert v. Chr. Auf der iberischen Halbinsel von den Romern
ein Zuchtzentrum aufgebaut wurde. Dies ware mit Sicherheit nicht geschehen, wenn von den
Romern keine qualitdtvollen zuchtféhige, aso domestizierte Pferde vorgefunden worden
wéren. Die grofRe Unsicherheit in der Datierung der Expansionsereignisse lasst jedoch
keinesfalls den Schluss zu, wann genau ein Domestikationsereignis stattgefunden haben mag.
Auch schlief3en die beiden hier postulierten Domestikationszentren in Siid- bzw. Nordeuropa
nicht die Existenz eines Domestikationszentrums in der eurasischen Steppe aus.

LEVINE (1999%) beschrieb in ihrer Studie, dass die ersten Schritte der Domestikation
vermutlich einen weiteren Schritt beinhalteten: Der erste Schritt zur Domestikation des
Pferdes wird mit hoher Wahrscheinlichkeit in der Z&hmung von Fohlen, deren Miitter bei der
Jagd getttet worden waren, gelegen haben. Diese Tiere wurden eher als " Streicheltiere” (engl.:
"pets’) als als Haustiere im landwirtschaftlichen Sinne gehalten (LEVINE, 1999Y). Erst im
Laufe der Zeit, bei wahrscheinlich mehrfacher Wiederholung des Zahmungsvorgangs, wurde
der Nutzen der "Streicheltiere” erkannt und mit den Versuchen zur Domestikation begonnen
(LEVINE, 1999%). Jungtiere lassen sich deutlich leichter zahmen als Alttiere. Hengste, die in
Zu jungen Jahren aus ihrer Herde entfernt wurden, sind aber selten erfolgreiche Deckhengste,
da sie kein normaes Paarungsverhalten von &lteren Hengsten lernen konnten (LEVINE,
1999"). Zusammenfassend wiirde die Annahme einer einmaligen Domestikation des Pferdes
in der eurasischen Steppe und der nachfolgende Export der domestizierten Tiere in alle
Regionen der Welt bedeuten, dass extrem viele Herden in der eurasischen Steppe
abgeschlachtet worden sind. Die Fohlen werden von den Alttieren im Falle der Bedrohung
verteidigt, so dass sowohl die Hengste als auch die Stuten getttet werden muissten, um an
Jungtiere zu gelangen, die man z&hmen und zlichten misste. In diesem Dilemma ist auch der
Grund fur die im Vergleich zu den anderen Haustieren (Hund, Rind, Schwein, Ziege) sehr

spate Domestikation des Pferdes zu suchen. Als Fluchttiere, die ihren Nachwuchs im Falle
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eines unausweichlichen Angriffs verbissen verteidigen und in einem komplexen Sozial system
leben, wobei die Jungtiere erst ein normales Sozialverhalten erlernen missen, dirften Pferde
nur sehr schwer zu domestizieren gewesen sein. Boyd & Houpt (1994) beschreiben massive
Stérungen im Sozialverhalten bei den ersten eingefangenen Mongolischen Wildpferden, die
zur Zucht verwendet werden sollten, was zu stéandigen Fehlschlagen be  den
Zuchtbemihungen fihrte. Die Unterart ware fast ausgestorben, hétten die Zuchtleiter nicht
rechtzeitig erkannt, dass die Ursachen fur die Storungen im Soziaverhalten in den
unzureichenden Haltungsbedingungen lagen. Solange die Anfordeungen an ein
funktionierendes Sozialgefuige nicht erfullt sind, konnen Wildpferde in Gefangenschaft nicht
gezlchtet werden. Somit ist es durchaus méglich, dass das Wissen der Domestikation des
Pferdes nur einmal entwickelt wurde und nachfolgend dieses ,,know how" an andere Kulturen
weiter gegeben wurde.

Die archéologischen Fundorte bei Derejevka und Botai sind as Domestikationszentren sehr
umstritten (ANTHONNY & BROWN, 1991 vs. LEVINE, 1999%). LEVINE (1999") lieferte
eindeutige Befunde, dass die Funde eher fir eine Jager- als fur eine Hirtenkultur an diesen
Fundorten sprechen, auch wenn sie grundsétzlich nicht die Existenz von domestizierten
Pferden in dieser Epoche ausschlief3en. Hinweise auf domestizierte Pferde werden jedoch an
diesen Fundorten durch die unerhdrte Menge an Knochen von aler Wahrscheinlichkeit nach
gejagten Pferden verdeckt (LEVINE, 1999"). Es ist auch unrealistisch zu behaupten, dass
Zuerst Streitwagen gefahren wurden und Pferde danach erst geritten wurden (NOBIS, 1992).
Der Fund eines Streitwagengrabes bei SintaSta aus der Zeit um 2000 v. Chr. ist zwar der
friheste unumstrittene archdologische Beweis fir die Domestikation des Pferdes, er
beschreibt aber nicht den Zeitpunkt der Domestikation. Eine Herde zu lenken und im Griff zu
halten, ist zu Fuld oder vom gezogenen Wagen aus unmaglich. Wahrend ihrer Interviews fir
ihre 1999 verdffentlichte Studie, befragte Dr. Levine ihre Gesprachspartner auch nach der
Maoglichkeit, eine Herde von einem von Pferden, Halbeseln oder Rindern gezogenen Wagen
aus zu leiten und gegebenenfalls einzelne Tiere herauszufangen. Die Interviewpartner
reagierten auf diese nach ihrer Sicht naive und einféltige Frage mit Unverstandnis und
Gelachter (Levine, personliche Mitteilung). Pferde muissen vor der Entwicklung des
Streitwagens gerittenen worden sein. Der Schluss, dass zuerst Streitwagen gefahren wurden,
ist eher auf eine fehlerhafte Interpretation von fehlenden Artefakten zuriickzufthren. Man
kann schliefflich Pferde auch ohne Sattel und mit Zaumzeug aus Pflanzenfasern, Tierhaaren

oder Leder ohne Gebisse reiten, was mit Sicherheit an Anfang der Domestikation der Fall
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gewesen sein wird (LEVINE, 1999%). Solche Artefakte sind jedoch archologisch nur héchst

selten nachweisbar. Zum Beispiel sind Indianer, obwohl sie sehr schnell das Reiten lernten,

auch meistens ohne Sattel geritten. Die hier vorgestellte Indizienkette zeigt, dass das Pferd vor

2.000 v. Chr. domestiziert worden sein muss. Dieses Ereignis muss in einer friheren Epoche

gelegen haben. Weliterhin existieren, wenn auch umstrittene, Hinweise, die eine

Domestikation des Hauspferdes bereits im 5. Jahrtausend v. Chr. in lberien mdglich

erscheinen lassen (D' ANDRADE; 1973).

Wenn das Pferd nur einmal domestiziert wurde und der jeweilige Typ (Pony, Warmbliter

etc.) nur durch Zucht erreicht worden wére, missten alle gefundenen Mikrohaplotypen Uber

alle Populationen nahezu gleichmafdig verteilt sein; es durften kaum Ungleichgewichte in der

Vertellung Uber die einzelnen Regionen oder auch Rassen aufzufinden sein. In der

vorliegenden Studie wurden aber regional e Ungleichgewichte nachgewiesen.

Zusammenfassend lassen sich die hier diskutierten Befunde aus den unterschiedlichen

Disziplinen wie folgt darstellen:

1. Esist nicht genau bekannt, wann und wo das Pferd zum ersten mal domestiziert wurde.

2. Aufgrund des komplexen Sozialverhaltens des Pferdes, der hohen genetischen Diversitéat
und der geografischen Verteilungsungleichgewichte der Mikrohaplotypen ist es
unwahrscheinlich, dass Pferde nur an einem Ort domestiziert und von dort ausgehend
domestizierte Pferde exportiert wurden.

3. Maogliche frihe Orte unabhéngiger Domestikation liegen in der eurasischen Steppe,
Mittel- oder Nordeuropa und auf der Iberischen Halbinsel beziehungsweise in Nordafrika.

4. Eine prézise Bestimmung von Domestikationsorten und -zeitpunkten wird nur durch

zukinftige, interdisziplinar angesi edelte Projekte durchgefihrt werden kénnen.
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6. Ausblick

Es wurde bereits in dieser Schrift angedeutet, dass verschiedene Untersuchungen fortgefuhrt
werden missen, um ein abschlief}endes Bild Uber die Domegtikation des Pferdes zu erhalten.
Als wichtigster Punkt ist hierbei die exakte Bestimmung der Mutationsrate der
mitochondrialen DNA herauszustellen. Nur durch eine exakt bestimmte Mutationrate konnten
Expansionszeitpunkte mit Sicherheit bestimmt werden. Die pal&ontologische Forschung lasst
jedoch in absehbarer Zeit keine exaktere Datierung des letzten gemeinsamen Vorfahren der
Equiden und damit keine prézisere Kalibrierung der Mutationsrate erwarten. Somit verbleibt
nur eine Bestimmung der mitochondrialen Mutationsrate aus intensiven Stammbaumstudien.
Ein solches Forschungsprojekt wurde nach meinem Wissen bis heute noch nicht in Angriff
genommen.

Aul¥erdem sind weitere Untersuchungen an einer grof3eren Zahl von Individuen, insbesondere
aus dem asiatischen Raum, notwendig, um einen tieferen Einblick in die Verwandtschaft der
verschiedenen maternalen Linien zu erhalten und das Domestikationsszenario auf dem
asiatischen Kontinent aufzukléren. Erst durch den Nachweis der Anwesenheit oder der
Abwesenheit von den bel den nordischen Ponyrassen und bel den iberischen Reitpferden und
Berberpferden gefundenen Mikrohaplotypen im Gebiet der eurasischen Steppe, konnte das in
dieser Schrift vorgestellte Domestikationsszenario mit letzter Sicherheit bewiesen werden.
Weliterhin ist durch eine deutlich erhéhte Probenzahl eine geringere Standardabweichung in
den Datierungen der Expansionsereignisse und damit eine erh6hte Sicherheit zu erwarten.
Schliefdich erscheint es notwendig, archaologische Proben genetisch zu untersuchen, um die
bisherigen Ergebnisse zu Uberprifen. Auch hier konnte durch die Anwesenheit oder
Abwesenheit der hier vorgestellten Mikrohaplotypen bei den zu untersuchenden Proben ein
tieferer Einblick in das Domestikationsszenario gewahrt und die hier vorgestellten Ergebnisse
verifiziert oder auch falsifiziert werden. Es wurde bereits weiter oben angedeutet, dass nur
durch eine Kooperation aler in diessm Themenbereich involvierten wissenschaftlichen
Disziplinen ein abschlief?endes Bild Uber die Domestikation des Hauspferdes gefunden

werden kann.
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7. Zusammenfassung

Durch Sequenzierung und phylogenetische Analyse eines 247 bp grof3en Fragments aus dem
ersten hypervariablen Bereich der mitochondrialen D-loop von insgesamt 654 Individuen,
wovon die Proben von 318 Individuen neu sequenziert wurden, die restlichen mitochondrialen
DNA (mtDNA)-Sequenzen stammten aus Veroffentlichungen, konnte ein eingehender Blick
auf die Entwicklungsgeschichte des Hauspferdes erhalten werden. Aus der phylogenetischen
Anayse mit dem Network Programm Paket (Version 3.1.0.0) konnten 84 verschiedene
Mikrohaplotypen heute lebender Pferde, einschliefdlich des Mongolischen Wildpferdes, und
17 unabhangige Expansionsereignisse identifiziert werden. Die Kombination der
molekularbiologischen Ergebnisse mit Forschungsergebnissen aus der Archéologie,
Ethologie, Ethnologie und Populationsgenetik widerlegt die Annahme einer einmaligen
Domestikation des Hauspferdes in der eurasischen Steppe. Es wurden Hinwelse auf weitere
Domestikationszentren in Mittel- bzw. Nordeuropa und in Nordafrika bzw. auf der iberischen
Halbinsel gefunden. Uberraschenderweise konnte kein wesentlicher Kontakt zwischen dem
Sorraia Pferd, einer stdiberischen Population, und dem lberischen Reitpferd gefunden
werden; es wurde jedoch der Hinweis auf eine mdgliche verwandtschaftliche Beziehung
zwischen dem Sorraia und dem Konik, einer polnischen Rasse, gefunden. Das iberische
Reitpferd hingegen weist eine verwandtschaftliche Beziehung zum Berberpferd auf. Aufgrund
der z.Zt. nicht prézise bestimmbaren Mutationsrate der mt-DNA, ist der exakte Zeitpunkt der
einzelnen Expansionen, aus dem vermutlich weitere Erkenntnisse in Bezug auf die
Domestikation erhalten werden kénnten, nicht zu ermitteln. Weitergehende, interdisziplinar
angelegte Studien erweisen sich als notwendig, um das Szenario der Domestikation des

Pferdes endgultig aufzukl&ren.
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9. Anhang

9. Anhang
1. Anhang

Alignment von ver6ffentlichten
Ref 15498 CCTCAT GICCTATGIC AGTATCAGA -------- TT
Donkey 1  CCTCAT GTGCTATGTC AGTATTAAA -------- AT
Ass 1  CCTCAT GTGCTATGTC AGTATTAAA -------- AT
Damar al 1 CCTCAT GTACTATGIC AGTATTAAA -------- AT
Damar a2 1 CCTCAT GTACTATGIC AGTATTAAA - ------- AT
Damar a3 1 CCTCAT GTACTATGIC AGTATTAAA -------- AT
Damar a4 1 CCTCAT GTACTATGIC AGTATTAAA - ------- AT
Damar a5 1 CCTCAT GTACTATGIC AGTATTAAA -------- AT
Grant 3 1  CCTCAT GTACTATGTC AGTATTAAA -------- AT
G ant5 1 CCTCAT GTACTATGIC AGTATTAAA -------- AT
G ant 6 1 CCTCAT GTACTATGIC AGTATTAAA - ------- AT
Gant7 1 CCTCAT GTACCATGTIC AGTATTAAA -------- AT
Gevyl 1 CCTCAT GTACTATGIC AGTATTAAA - ------- AT
G evy2 1 CCTCAT GTACTATGIC AGTATTAAA -------- AT
Grevy3 1 CCTCAT GTACTATGIC AGTATTAAA - ------- AT
Mountai nl 1 CCTCAT GTACTATGIC AGTATTAAA -------- AC
Mountain2 1 CCTCAT GTACTATGIC AGTATTAAA -------- AC
Mount ai n3 1 CCTCAT GTACTATGIC AGTATTAAA -------- AC
Mount ai n4 1 CCTCAT GTACTATGIC AGTATTAAA - ------- AC
Ki angl 1 CCCCAT GIGCTATGIC AGTATTAAA -------- AT
Ki ang2 1  CCCCAT GTGCTATGIC AGTATTAAA - ------- AT
Kul anl 1 CCCCAT GIGCTATGIC AGTATTAAA -------- AT
Kul an2 1  CCCCAT GTGCTATGTC AGTATTAAA - ------- AT
Kul an3 1 CCCCAT GIGCTATGIC AGTATTAAA -------- AT
Onager3 1  COCCAT GIGCTATGTC AGTATTAAA - ------- AT
Rhi no 1 ct--AT GTAACATGCC AGTATTAG g actcctat AT

khhkhkkhkk khhkkhkhkhkhhkhk *hkhkhkhkk * %

khkkhkkkk *khkkkkkkhkkhkkk *hkkkkkkkk * %

khhkhkkhkk khhkkhkkhkhkhhhkhk *hkhkkkhkk * %

**k *kkkkkkkhkkhkkhkk *kkk*k

Equidensequenzen

ATACCCCCAc at aacaccat
ACACCCCCGC ACAACACCAT
ACACCCCCGC ACAACATCAT
ACACCCTATG - TAGCATTAT
ACACCCTATG - TAGTATTAT
ACACCCTATG - TAGCATTAT
ACACCCTATG - TAGTATTAT
ACACCCTATG - TATTATTAT
ACATCCTATG - TAGTATTAT
ACATCCTATG - TAGTATTAT
ACATCCTATG - TAGTATTAT
ACACCCTATG - TAGTATTAT
ATACCCCT- C ACAGTATCAT
ATACCCCT- C ACAGTATCAT
ATACCCCT- C ACAGCATCAT
ATGCCCTA- C GCAATACCAT
ATGCCCTA- C GCAATACCAT
ATGCCCTA- C GCAATACCAT
ATGCCCTA- C GCAATACCAT

GTCTCATACA T- AATATATT

khkhkhkhkhhkhk hhkhkkhkhkkkx
*kkkkkk*k

* ok ok ok ok Kk

acccacct ga
ATCAGCTCAA
ACCAGCTCAA
A- CAGCTCAA
A- CAGCTCAA
A- CAGCTCAA
A- CAGCTCAA
A- CAGCTCAA
A- CAGTTCAA
A- CAGITCAA
A- CAGTTCAA
A- CAGCTCAA
ATTAGCTCAA
ATTAGCTCAA
GTTAGCTCAA
GCCAACTCAT
GCCAACTCAT
GCCAACTCAT
GCCAACTCAT

A- CATCACAC

*kkkkkkkkk
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Ref 15555
Donkey 57
Ass 57
Damar al 56
Darmar a2 56
Damar a3 56
Damar a4 56
Damar a5 56

Grant 3 56
Grant5 56
Grant 6 56
Grant7 56
Gevyl 57
G evy2 57
Grevy3 57

Mount ai n1 57
Mount ai n2 57
Mount ai n3 57
Mount ai n4 57

Ki angl 37
Ki ang2 37
Kul anl 37
Kul an2 37
Kul an3 37
Onager 3 37
Rhi no 62

cat gcaaTAT
CATACAATAC
CATACAATAC
CATATAATAC
CATATAATAC
CATATAATAC
CATATAATAC
CATATAATAC
CATATAATAC
CATATAATAC
CATATAATAC
CATATAATAC
CATACAATAT
CATACAATAT
CATACAATAT
TATACATTAC
TATATATTAC
TATATATTAC
TATATATTAC

TATggt - - - -

*kkkkkokkKkk

*kkkkkkkkk

CTTATGAATG GCCTATGTAC GTCGTGCATT
TCTATTAATA CCCTATGTAC ATCGTGCATT
TCTATTAATA CCCTATGTAT ATCGTGCATT
CCTGITAACA TCCTATGTAC ATCGTGCATT
CCTGITAACA TCCTATGTAC ATCGTGCATT
CCTGITAACA TCCTATGTAC ATCGTGCATT
CCTGITAACA TCCTATGTAC GTCGTGCATT
CCTGITAACA TCCTATGTAC ATCGTGCATT
CCTGITAACA TCCTATGTAT ATCGTGCATT
CCTGITAACA TCCTATGTAC ATCGTGCATT
CCTGITAACA TCCTATGTAT ATCGTGCATT
CCTATTAACA TCCTATGTAC GTCGTGCATT
CCTATCAATG CCCTATGTAC TTCGTGCATT
CCTATCAATG CCCTATGTAC TTCGTGCATT
CCTATCAATG CCCTATGTAC GTCGTGCATT
TCTGITAATG CCCTATGTAC GTCGTGCATT
TCTGITAATG CCCTATGTAC GTCGTGCATT
TCTGITAATG CCCTATGTAC GTCGTGCATT
TCTGITAATG CCCTATGTAC GTCGTGCATT
CCTATTAATA CCCTATGTAC ATCGTGCATT
CCTATTAATA CCCTATGTAC ATCGTGCATT
CCTATTAATG CCCTATGTAC GTCGTGCATT
CCTATTAATG CCCTATGTAC GTCGTGCATT
CCTATTAATG CCCTATGTAC GTCGTGCATT
CCTATTAATG CCCTATGTAC GTCGTGCATT
---TATGTAC ATCGIGCATT

khkhkkhhkhhhkkhk *hhkhhkhkhhkhdk *hkhkhkhkhkhxk

kkkkkkkhkkk *hkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkk*x *khkkkkkkkk*k

kkhkkhkhkhkhhkhk khhkhkhhkhhhd *hkkhkhdhkhx

*kkkkkk*k *kkkkkkkk*k

AAATTGTCTG CCCCATGAAT
AAATTGITCA CCCCATGAAT
AAATTGTITTA CCCCATGAAT
AAGTTGTITAG CCCCATGAAT
AAGTTGTTAG CCCCATGAAT
AAATTGITAG CCCCATGAAT
AAGTTGTTAG CCCCATGAAT
AAGTTGTTAG CCCCATGAAT
AAATTGTITTG CCCCATGAAT
AGATTGITTG CCCCATGAAT
AAATTGTITTG CCCCATGAAT
AGATTGITAG CCCCATGAAT
AAATTGTITTG CCCCATGAAT
AAATTGITTG CCCCATGAAT
AAATTGTCTG CCCCATGAAT
AAGITGITTA CCCCATGAAT
GAATTGITTA CCCCATGAAT
AGATTGITTA CCCCATGAAT
AGATTGITTA CCCCATGAAT
ACATTGITTA CCCCATGAAT
AAATTGTTTA CCCCATGAAT
AAATTGITTA CCCCATGAAT
AAATTGITTG CCCCATGAAT
AAATTGITTA CCCCATGAAT
AAATTGITTG CCCCATGAAT
AAATTGITTG CCCCATGCAT

khkkhkkhkkhkhkhhkk *hkhkkkkkkk
kkkkkkkkkk *khkkkhkkkkkkx
khkhkhkhkhhkhkk hkhkhkhkhkhkkk*k
kkkkkkkkk*k

*kkkkkk*k

kkkkkkkkkk
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Ref 15615  AATAAGCATG TACATAATAT CATTTATCTT ACATAAG - - ------cmmme mmmmeee o -
Donkey 117  AATAAGCATG TACATAATAT TATTTATCTT ACATGAG -- ---------- —ommmmmam-
Ass 117  AATAAGCATG TACATAATAT TATTTACTTT ACATGAG -- ---------- —-mommo-
Danmar al 116  AATAAGCATG TACATAATAT TATTTACTTT ACATAAG - - -----mmmmm mmmmmeem o
Damar a2 116  AATAAGCATG TACATAATAT TATTTACTTT ACATAAG - - -------com oo
Danmar a3 116  AATAAGCATG TACATAATAT TATTTACTTT ACATAAG - - -----mmmmm oo
Damarad 116  AATAAGCATG TACATAATAT TATTTACTTT ACATAAG -- --------on —mooomamnn
Danmar a5 116  AATAAGCATG TACATAATAT TATTTACTTT ACATAGG - - ------mmmm oo
Gant3 116  AATAAGCATG TACATAATAT TATTTATTTT ACATAAG -- --------on —ommmoamon
G ant5 116  AATAAGCATG TACATAATAT TATTTACTTT ACATAAG - - -----mmmmm o
G ant6 116  AATAAGCATG TACATAATAT TATTTATTTT ACATAAG -- --------on commmoamon
Gant7 116  AATAAGCATG TACATAATAT TATTTACTTT ACATAAG - - -----mmmmm o
Gevyl 117  AATAAGCATG TACATAATAT TATTTATCTT AATAGG -- ---------- -=--ooamun
Gevy2 117  AATAAGCATG TACATAATAT TATTTATCTT ACATAGG -- ---------- —mmmmmmam-
Gevy3 117  AATAAGCATG TACATAATAT TATTTATCTT ACATGAG -- ---------- -=--ccamun
Mountainl 117  AACAAGCATG TACATAATAT CATTTATCTT ACATAGA - - --------om mmmmmema
Mountai n2 117  AATAAGCATG TACATAATAT CATTTATCTT ACATGAG -- ---------- —=-comamnn
Mount ai n3 117  AATAAGCATG TACATAATAT CATTTATCTT ACATGAG -- ---------- —-ommmano
Mountai n4 117  AATAAGCATG TACATAATAT CATTTATCTT ACATGAG -- ---------- -=-comamnn
Ki angl 91  AATAAGCATG TACATAATAT TATTTATCTT ACATGAG -- -----mcmmm mmmmmmmon
Ki ang2 91  AATAAGCATG TACATAATAT TATTTATCTT ACATAAG -- --------mn mmmmmmamo-
Kul anl 91  AATAAGCATG TACATAACAT CATTTACTTT ACATGAG - - ------mmmm mmmmmmmm o
Kul an2 91  AATAAGCATG CACATAATAT TATTTATCTT ACATAAG -- -----mmmmm mmmmmeem o
Kul an3 52  AATAAGCATG TACATAATAT CATTTACTTT ACATGAG -- -------cmm mmmmmmomm-
Onager 3 91  AATAAGCATG TACATAATAT TATTTATCTT ACATAAG -- --------mn mmmomomo-
Rhi no 105  A- TAAGCATG TACATTATAT TATTGATCTT ACATAAGaca ttaggtcatt aataagacat
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Ref 15652
Donkey 154
Ass 154
Damar al 153
Darmar a2 153
Damar a3 153
Danar a4 153
Damar a5 153
Grant 3 153
Grant 5 153
Grant 6 153
Gant7 153
Gevyl 154
Grevy2 154
Grevy3 154
Mount ai n1 154
Mount ai n2 154
Mount ai n3 154
Mount ai n4 154
Ki angl 128
Ki ang2 128
Kul anl 128
Kul an2 128
Kul an3 128
Onager 3 128
Rhi no 164

aagcattaag cacagtgtat gaatatcctc gacccaagcg atgttgatta atattgcata
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Ref 15652
Donkey 154
Ass 154
Damar al 153
Damar a2 153
Damar a3 153
Damar a4 153
Damar a5 153
Grant 3 153
Grant 5 153
Grant 6 153
Grant7 153
Gevyl 154
Gevy2 154
Grevy3 154
Mount ai n1 154
Mount ai n2 154
Mount ai n3 154
Mount ai n4 154
Ki angl 128
Ki ang2 128
Kul anl 128
Kul an2 128
Kul an3 128
Onager 3 128
Rhi no 224

- TACATTATA
- TACATCATA
- TACATTATA
- TACATTATA
- TACATTATA
- TACATTATA
- TACATTATA
- TACATTATA
- TACATTATA
- TACATTATA
- TACATTATA
- TACATTATA
- TACATTATA
- TACATTATA
- TACATTATA
- TACATCATA
- TACATTATA
- TACATTATA
- TACATTATA
- TACATTATA
- TACATTATA
- TACATTATA
- TACATTATA
- TACATTATA
- TACATTATA

kkkkkkkkk
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TTATTGATCG TGCATACCCC
TTATTGATCG TACATACCCC
TTATTGATCG TGCATACCCC
TTATTGATCG TGCATACCCC
TTATTGATCG TGCATACCCC
TTATTGATCG TGCATACCCC
TTATTGATCG TGCATACCCC
TTATTGATCG TACATACCCC
TTATTGATCG TGCATACCCC
TTATTGATCG TGCATACCCC
TTATTGATCG TGCATACCCC
TTATTGATCG TGCATACCCC
TTATTAATCG TGCATACCCC
TTATTAATCG TGCATACCCC

ATCCAAGICA
ATCCAAGTCA
ATCCAAGTCA
ATCCAAGTCA
ATCCAAGTCA
ATCCAAGTCA
ATCCAAGICA
ATCCAAGTCA
ATCCAAGTCA
ATTTAAGTCA
ATCCAAGICA
ATCCAAGTCA
ATCCAAGICA
ATCCAAGTCA

TTATTGATCG TGCATACCCC ATCCAAGTCA

TTATTGATCG TGCATACCCC
TTATTGATCG TGCATACCCC

ATCCCAGTCA
ATCCTAGICA

AATCATTTCC

AGTCAACACG

AATCATTTCC AGCCAACACG

AATCATTTCC
AATCATTTCC
AATCATTTCC
AATCATTTCC
AATCATTTCC
AATCATTTCC
AATCATTTCC
AATCATTTCC
AATCATTTCC
AATCATTTCC
AATCATTTCC
AATCATTTCC
AATCATTTCC
AATCATTTCC
AATCATTTCC

AGCCAACATG
AGCCAACACG
AGCCAACACG
AGCCAACACG
AGTCAACACG
AGCCAACACG
AGTCAACATG
AGTCAACACG
AGTCAACATG
AGCCAACACG
AGTCAACACG
AGTCAACACG
AGTCAACACG
AGTCAACATG
AGCCAACATG

TTATTGATCG TGCATACCCC ATCCTAGTCA AATCATTTCC AGCCAACATG

TTATTGATCG TGCATACCCC
TTATTAATCG TGCATACCCC

ATCCTAGTCA
ATTCGyGTCA

AATCATTTCC
AATCATTTCC

AGCCAACATG
AGTCAACACG

TTATTGATCG TGCATACCCC ATTCGAGTCA AATCATTTCC AGICAACACG

TTATTGATCG TGCATACCCC
TTATTGATCG TGCATACCCC
TTATTGATCG TGCATACCCC
TTATTGATCG TGCATACCCC
gTACATACAG TCATTGATCG TACATACCCC
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ATTCAAGTCA
ATTCAAGTCA

AATCATTTCC
AATCATTTCC

AGTCAACACG
AGTCAACACG

ATTCAAGTCA AATCATTTCC AGICAACACG

ATTTAAGTCA
ATTCAAGTCA
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AGTCAACATG
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Ref 15721
Donkey 213
Ass 213
Damar al 212
Damar a2 212
Damar a3 212
Danar a4 212
Damar a5 212
Grant 3 212
Grant5 212
Grant 6 212
Grant7 212
Gevyl 213
Gevy2 213
Grevy3 213
Mount ai n1 213
Mount ai n2 213
Mount ai n3 213
Mount ai n4 213
Ki angl 197
Ki ang2 197
Kul anl 197
Kul an2 197
Kul an3 197
Onager 3 197
Rhi no 284

CATATCACAG
CATATCACCA
CATATCATAA
CATATCACAA
CATATCACAA
CATATCACAA
CATATCACAA
CATATCACAA
CATATCACAA
CATATCACAA
CATATCACAA
CATATCACAA
CATATCACAA
CATATCACAA
CATATCATAA
CGTATCACAA
CGTATCACAA
CGTATCACAG
CGTATCACAG
CATATCACAA
CATATCATGA
CATATCACGA
CGTATCACAA
CATATCACGA
CATATCACAA
CGTATCATAA

*kkkkkkkkk
*kkkkkkkkkk
kkkkkkokkkk

*kkkkkkkkk*k

CCCATGITCC
CCCATATTCC
CCTATATTCC
CCCATATTCC
CCCATATTCC
CCCATATTCC
CCCATATTCC
CCCATATTCC
CCTATATTCC
CCTATATTCC
CCTATATTCC
CCCATATTCC
CCCATGICCC
CCCATGICCC

ACGA GCTTA
ACGA GCTTA
ACGA GCTTA
ACGA GCTTA
ACGA GCTTA
ACGA GCTTA
ACGA GCTTA
ACGA GCTTA
ACGA GCTTA
ACGA GCTTA
ACGA GCTTA
ACGA- GCTTA
ACGA GCTTA
ACGA GCTTA

CCCATGITCC ACGA- GCTTA

CCTTTATTCC
CCCTTATTCC

ACGA GCTTA
ACGA GCTTA

QCATTATTCC ACGA- GCTTA

CCATTATTCC
CCCATGITCC

ACGA GCTTA
ACGA GCTTA

CCCATGITCC ACGA- GCTTA

CCCATGICCC
CCCATATTCC
CCCATGTICCC
CCCATATTCC
CCAATAGTICC

kokkkkkokkkk
*kkkkkkkkk*k
kkkkkkkkkk
* % * kkk*k

* %

ACGA GCTTA
ACGA GCTTA
ACGA GCTTA
ACGA GCTTA
gt accGCTTA

kkkk khkkkk
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kkkk khkkkk

ATCACCAAGC
ATCACCAAGC
ATCACCAAGC
ATCACCAAGC
ATCACCAAGC
ATCACCAAGC
ATCACCAAGC
ATCACCAAGC
ATCACCAAGC
ATCACCAAGC
ATCACCAAGC
ATCACCAAGC
ATCACCAAGC
ATCACCAAGC
ATCACCAAGC
GTCACCAAGC
ATCACCAAGC
ATCACCAAGC
ATCACCAAGC
ATCACCAAGC
ATCACCAAGC
GTCACCAAGC
ATCACCAAGC
GTCACCAAGC
ATCACCAAGC
ATCAGCAAGC
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CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
CGCGGGAAAT
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CAGCAACCCT
CAGCAATCCC
CAGCAATCCC
CAGCAACCCT
CAGCAACCCT
CAGCAACCCT
CAGCAACCCT
CAGCAACCCT
CAGCAACCCT
CAGCAACCCT
CAGCAACCCT
CAGCAACCCT
CAGCAACCCT
CAGCAACCCT
CAGCAACCCT
CAGCAATCCC
CAGCAATCCC
CAGCAATCCC
CAGCAATCCC
CAGCAACCCT
CAGCAACCCT
CAGCAACCCT
CAGCAACCCT
CAGCAACCCT
CAGCAACCCT
CATCAACCCT
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Ref 15780 CCCAACTACG TGTCCCAATC CTCGCTCCGG GCCCATCCAA ACGTGGGGGT TTCTACAA T
Donkey 272 TCCAATTACG TGTCCCAATC CTCGCTCCGG GCCCATCTAA ACGTGGGGGT TTCTACGG T
Ass 272 TCCAATTACG TGTCCCAATC CTCGCTCCGG GCCCATCTAA ACGTGGGGGT TTCTACAGT
Damar al 271 TCCAATTACG TGTCCCAATC CTCGCTCCGG GCCCATTCAA ACGTGGGGGT TTCTACAGT
Damar a2 271 TCCAATTACG TGTCCCAATC CTCGCTCCGG GCCCATTCAA ACGIGGGGGT TTCTACAG T
Damar a3 271 TCCAATTACG TGTCCCAATC CTCGCTCCGG GCCCATTCAA ACGTGGGGGT TTCTACAGT
Damar a4 271 TCCAATTACG TGTCCCAATC CTCGCTCCGG GCCCATTCAA ACGTGGGGGT TTCTACAGT
Danmar a5 271 TCCAACTACG TGTCCCAATC CTCGCTCCGG GCCCATTCAA ACGTGGGGGT TTAACAG T
G ant3 271 TCCAATTACG TGTCCCAATC CTCGCTCCGG GCCCATTTAA ACGTGGGGGT TTCTACAGT
Grant5 271 TCCAATTACG TGTCCCAATC CTCGCTCCGG GCCCATTTAA ACGTGGGGEGT TTCTACAGT
G ant6 271 TCCAATTACG TGTCCCAATC CTCGCTCCGG GCCCATTTAA ACGTGGGGGT TTCTACAGT
Gant7 271 TCCAACTACG TGTCCCAATC CTCGCTCCGG GCCCATTTAA ACGTGEGGGT TTCTACAGT
Gevyl 272 TCCAATTACG TGTCCCAATC CTCGCTCCGG GCCCATCCAA ATGTGGGGGT TTCTATAAC
Gevy2 272 TCCAATTACG TGTCCCAATC CTCGCTCCGG GCCCATCCAA ATGTGGEGGGT TTCTATAAC
G evy3 272 TCCAATTACG TGTCCCAATC CTCGCTCCGG GCCCATCCAA ATGTGGGGGT TTCTATAA T
Mount ai n1 272 TCCAAT- TCG TGTCCTAGIT CTCGCTCCGG GCCCA- TTAA ACGTGGEGGGT TTCTACAG T
Mount ai n2 272 TCCAATGTCG TGTCCTAGTT CTCGCTCCGG GCCCATTTAA ACGTGGGGGT TTCTACAGT
Mount ai n3 272 TCCAAT- TCG TGTCCTAGIT CTCGCTCCGG GCCCATTTAA ACGTGGEGGGT TTCTACAG T
Mount ai n4 272 TCCAAT- TCG TGTCCTAGIT CTCGCTCCGG GCCCATTTAA ACGTGGGGGT TTCTACAG T
Ki angl 256 TCCAA- TACG TGTCCCAATC CTCCCTCCGG GCCCATTTAA ATGIGGEGGGT TTCTATAG T
Ki ang2 256 TCCAA- TACG TGTCCCAATC CTCGCTCCGG GCCCATTTAA ATGTGGGGGT TTCTATAG T
Kul anl 256 TCCAA- TACG TATCCCAGIC CTCGCTCCGG GCCCATCTAA ATGIGGGGGT TTCTACAA T
Kul an2 256 TCCAA- TACG TGTCCCAATC CTCGCTCCGG GCCCATCTAA ATGTGGGGGT TTCTATAA C
Kul an3 256 TCCAA- TACG TATCCCAGIC CTCQCTCCGG GCCCATCTAA ATGTGGGGGT TTCTACAA T
Onager 3 256 TCCAA- TACG TGTCCCAATC CTCGCTCCGG GCCCATTCAA ATGTGGGGGT TTCTATAA C
Rhi no 344 CTCAcccaa- TGCCCTCGIT CTCGCTCCGG GCCCA- TGAA CTGTGGGGGT TTCTATgtcT
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Ref 15839 GAAACTATAC CT
Donkey 331 GAAACTATAC CT
Ass 331 GAAACTATAC CT
Damar al 331 GAAACTATAC CT
Damar a2 331 GAAACTATAC CT
Damar a3 331 GAAACTATAC CT
Danar a4 331 GAAACTATAC CT
Damar a5 331 GAAACTATAC CT
G ant3 331 GAAACTATAC CT
Grant5 331 GAAACTATAC CT
Grant6 331  GAAACTATAC CT
Gant7 331 GAAACTATAC CT
G evyl 332  AGAACTATAC CT
Grevy2 332  AGAACTATAC CT
G evy3 332 GAAACTATAC CT
Mount ai nl 330 GAAACTATAC CT
Mount ai n2 332 GAAACTATAC CT
Mount ai n3 331 GAAACTATAC CT
Mout ai n4 331 GAAACTATAC CT
Ki angl 314 GAAACTATAC CT
Ki ang2 314  GAAACTATAC CT
Kul anl 314 GAAACTATAC CT
Kul an2 314 GGAACTATAC CT
Kul an3 314 GAAACTATAC CT
Onager 3 314 GGAACTATAT CT
Rhi no 402 GAAACTATAC CT

kkkhkkhkkhkkhkkk k%
*kkkkkkkkkk **%
khkkhkkhhkhkhkkk K*k
*kkkkkkkkkk **%

kkkkkkkk Kkk

Die verwendeten Sequenzen stammen aus:

OAKENFULL ET AL. (2000), Acc.-no.'s.

AF220923 (Damaral), AF220919 (Damara2), AF220921 (Damara3), AF220922 (Damarad),
AF220924 (Damarab), AF220920 (Grant2), AF220916 (Grant5), AF220917 (Grant6),
AF220918 (Grant7), AF220930 (Grevyl), AF220928 (Grevy2), AF220929 (Grevy3),
AF220932 (Kiangl), AF220933 (Kiang2), AF220934 (Kulanl), AF220936 (Kulan2),
AF220935 (Kulan3), AF220931 (Mountainl), AF220926 (Mountain2), AF220927
(Mountain3), AF220925 (Mountain4), AF220937 (Onager3), AF220938 (Ass);

XU ET AL. (1996)", Acc.-no.:

X97337 (Donkey);

XU & ARNASON (1994), Acc.-no.:

X 79547 (Reference).
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2. Anhang:

Tabelle der Sequenzdaten aler verwendeten Proben

Verwendete Abkurzungen:
n. c.: nicht zitiert (not cited);
n. f.: nicht gefunden (not found);
out: im Bereich der Outgroup;
Nn. s.: Sequenz nicht im Dendrogramm erwéhnt (not shown);

Herkunft ?: Herkunft nicht dokumentiert
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