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1. Zusammenfassung der Projektplanung
1.1. Problembeschreibung

Der Pferdezuchtverband Sachsen-Thiringen e.V. (PZVST) flhrt deutschlandweit den
Hauptteil der Zuchtpopulation der Rasse Rheinisch-Deutsches Kaltblut (RDK). Im
Zuchtgebiet Sachsen waren mit Stand Dezember 2019 insgesamt 160 Zuchtstuten
und 18 Hengste registriert. In jungerer Vergangenheit hat der Gendefekt, der die Po-
lysaccharid-Speichermyopathie Typ 1 (PSSM1) bedingt, in der Zichterschaft und der
deutschen Pferdezucht rasant an Aufmerksamkeit und Bedeutung gewonnen (Noren-
berg 2020). Diese Stoffwechselkrankheit kann, bei Ausbruch klinischer Symptome, zu
erheblichen LeistungseinbulRen fiihren (Baird et al. 2010). In Osterreich konnte bei
Norikern kein signifikanter Einfluss des Gendefekts auf die Abschlussnote der Leis-
tungsprufung festgestellt werden (Druml et al. 2017), wobei bekannt ist, dass das Alter
ausschlaggebend flr das Auftreten klinischer Symptome sein kann (Schwarz 2012).
Jedoch konnte bisher keine unabdingbare Beziehung zwischen Genotyp und Phano-
typ, d.h. dem Auftreten klinischer Symptome dokumentiert werden. Bei pferdegerech-
ter Haltung und Arbeit der betroffenen Tiere ist es moglich, dass zeitlebens keine kli-
nischen Symptome gezeigt werden beziehungsweise durch Anpassung von Futterung
und Haltung ist es moglich, dass Tiere sich ganzlich gesund prasentieren (University
of Minnesota Equine Center 2011). Das RDK wird aufgrund der geringen effektiven
PopulationsgroRe als gefahrdet eingestuft und die Erhaltung genetischer Diversitat ist
von hoher Bedeutung. Die Tragerfrequenz (PSSM1) der Rasse wurde bisher auf 68%
geschatzt (Baird et al. 2010). Die Verbreitung der Tragerschaft in der sachsisch-thu-
ringischen Zuchtpopulation ist nicht bekannt und auch der Bezug zu Leistungspara-
metern aus Stations- und Feldprifungen und dem Auftreten klinischer Auffalligkeiten
wurde beim RDK bisher nicht untersucht. Um der Zichterschaft und dem Pferdezucht-
verband Sachsen-Thuringen e.V. eine wissenschaftlich fundierte Beratung zu ermog-
lichen, sollte dieser Zusammenhang untersucht werden. Um eine fundierte Empfeh-
lung zum Zuchteinsatz von Tragertieren zu treffen, sollte die Gesamtheit der aktiven
Zuchtpferde fir den Gendefekt (PSSM-Typ 1) und zusatzlich auf einem SNP-Beadchip
(= 70k) genotypisiert werden und die Genotypdaten in Bezug auf Leistungsparameter
analysiert werden. In Rucksprache mit den Zuchtern und Besitzern sollen erganzend
klinische Auffalligkeiten und tierarztliche Befunde in die Auswertung integriert werden.

Die Genotypisierung auf einem SNP-Beadchip ermdglicht es, aktuelle Inzuchtkoeffi-



zienten, Verwandtschaftsgrade und effektive Populationsgréf3e zu bestimmen, um op-
timierte Anpaarungsentscheidungen zur Erhaltung der genetischen Diversitat zu tref-

fen.

1.2. Zielformulierung

Ziel ist die Untersuchung der Tragerfrequenz des fur PSSM1 kausalen Gendefekts im
GYS17-Gen beim RDK in der Zuchtpopulation des RDK, die vom PZVST gefuhrt wird
sowie eine Analyse der Effekte auf Leistungsparameter (Leistungsprufungsdaten) und
Klinik dieser Pferde. Um eine fundierte Empfehlung zum Zuchteinsatz von Tragertieren
zu treffen und Zlchtern optimierte Anpaarungsentscheidungen zu ermdglichen, soll
die aktive Zuchtpopulation umfassend genotypisiert (Gentest, SNP-Chip) werden.
Letztlich wird ein Konzept zur Optimierung des Populationsmanagements entwickelt,
das in Abhangigkeit der Ergebnisse zur Penetranz der Genmutation verschiedene
Szenarien entwickelt. Dabei werden sowohl zur Haltung und zum Management als

auch zur zichterischen Bearbeitung Empfehlungen erarbeitet.

Zusatzlich wird ein Anpaarungsplaner vorbereitet, der neben der abstammungsbasier-
ten Berechnung des Verwandtschaftsgrades die Mdglichkeit einraumt, den Genotyp
zur berlcksichtigen. Der Anpaarungsplaner soll Uber eine Online-Maske Zichtern be-
reitgestellt werden, wobei insbesondere die Integration von Genotypinformationen In-

novationscharakter besitzt.

1.3. Arbeitsplan
1.3.1. Methodenbeschreibung

Die Projekttatigkeiten gliederten sich in folgende Arbeitspakete:
1. Probennahme (Haare) zur Genotypisierung (Gentest, SNP-Chip)

2. Einsendung der Proben zu einem molekulargenetischen Labor zur Genotypi-

sierung

3. Aufbereitung von Leistungsprufungsdaten und Abstammungsdaten fur be-

probte Hengste und Stuten

4. Erarbeitung und Anwendung eines Fragebogens fur Zuchter und Besitzer bzgl.

klinischer Auffalligkeiten und ggf. tierarztlicher Befunde



. Statistische Auswertung inkl. Korrelationsstudien zwischen Genotyp und Leis-
tungsparametern/ Klinik und Schatzung der Effekte auf Noten die Gesundheit/

Klinik (Fragebodgen)

. Berechnung von Inzuchtkoeffizienten, Verwandtschaftsgrad und effektiver Po-
pulationsgrofe basierend auf SNP-Daten; Abgleich genetischer und pedigree-

basierter Inzuchtkoeffizienten (Hinweise auf Korrektheit der Abstammung)

Verfassen von Empfehlungen zum Populationsmanagement und neuen An-
paarungen inkl. Erarbeitung eines (Online-) Anpaarungsplaners mit Bertcksich-
tigung von Abstammung (Inzucht) und Genotyp (ggf. Gesundheit / Risikoreduk-

tion)

. Empfehlungen zur Spermaeinlagerung in die nationale Genbank (Bund-Lander-

Vereinbarung)



1.3.2. Arbeits- und Losungsweg

Der Arbeits- und Losungsweg des Projektes wird folgend Uberblicksmalig dargestellt (Tabelle 1).

Tabelle 1: Tabellarische Ubersicht zum Arbeits- und Losungsweg

2023
Arbeitspaket oG- 2?\211 I 1 = n v ]
Nr. Inhalt Mitgied Okt Nov Dez | Jan Feb Mrz | Apr Mai  Jun | Jul Aug Sep | Okt Nov Dez | Jan Feb Mrz
1 |Methodenetablierung in den Zuchten; Probennahme (Haare) P2V, SGV @
2 |Einsendung der Proben zum Labor / Genotypisierung HTW, PZV {2} {é}
3 Aufbereitung von Leistungspriifungs- und P2V, SGV, @
Abstammungsdaten HTW
s Erarbeitung & Anwendung eines Fragebogens (Klinik, PZV, TSK, @
Haltung) HTW, SGV
5 |Statistische Auswertung HTW @
6 |Berechnung Populationsparameter HTW é]}
2 Konzept Populationsmanagement: Empfehlungen zu P2V, TSK,
Anpaarungen, Haltung und Management HTW, SGV
8 Empfehlungen zur Spermaeinlagerung in die nationale P2V, TSK,
Genbank HTW, SGV
9 |Publikation HTW
: . P2V, TSK,
10 |Wissenstransfer (Informationsveranstaltung) HTW, SGV @
11 |Organisation HTW
Legende: Hauptarbeitsphase
Puffer

kontinuierliche Aufgabe




Meilensteine im Projektverlauf (Tabelle 1)
1. Informationsveranstaltung flir Zichter und Besitzer: Beginn IV. Quartal 2021
2. Ablieferung aller Haarproben zur Genotypisierung: Beginn Il. Quartal 2022
3. Erhalt Ergebnisse Genotypisierung: Ende Ill. Quartal 2022

4. Abgeschlossene Aufbereitung Leistungs- und Abstammungsdaten:
Mitte 1ll. Quartal 2022

5. Digitalisierung der ausgefullten Fragebdgen abgeschlossen: Ende lll. Quar-
tal 2022

6. Abschluss statistische Auswertung: Beginn I. Quartal 2023

7. Abschluss Berechnung Populationsparameter: Beginn I. Quartal 2023
8. Freigabe Anpaarungsplaner: Ende I. Quartal 2023

9. Abschlussbericht: Ende I. Quartal 2023

10. Manuskript Publikation: Ende |. Quartal 2023

11. Informationsveranstaltung Ergebnisse: Ende |. Quartal 2023

1.3.3. Arbeitsbeitrage der einzelnen Mitglieder der operationellen Gruppe

Im Rahmen dieses Projektes wurden die vorhandenen fachlichen Kompetenzen der
beteiligten Institutionen, Verbande und Betriebe durch eine Intensivierung der Zusam-
menarbeit und Kommunikation vernetzt und gebundelt. Die Verfahren zur Sicherstel-
lung der Transparenz der Tatigkeit und der Entscheidungsfindung sowie zur Vermei-
dung von Interessenkonflikten wurden in einem Kooperationsvertrag der operationel-
len Gruppe (OG) niedergeschrieben. Insgesamt fanden sieben Arbeitstreffen der Mit-
glieder der OG in einem Abstand von ungefahr drei Monaten in Form von Online-Mee-
tings statt. Zudem wurden zwei Treffen der Mitglieder der OG in Prasenz durchgefuhrt,
welche in der Geschaftsstelle des PZVST in Moritzburg stattfanden. Der Beitrag der

Mitglieder der OG zur Gesamtstrategie des Projektes wird nachfolgend dargestellt:



Kooperationsbetrieb: Sachsische Gestlitsverwaltung (SGV):

Die Sachsische Gestltsverwaltung, zu der das Landgestit in Moritzburg und das
Hauptgestit in Graditz gehoren, stellt Zichtern aus Sachsen und auf nationaler und
internationaler Ebene geprufte Deckhengste fur den Zuchteinsatz zur Verfigung. Ins-
gesamt werden Uber 80 Deckhengste durch die SGV betreut, die Uber ein flachende-
ckendes Netz von 12 Deck- und Besamungsstationen den Zuchtern bereitgestellt wer-
den. Gegenwartig finden sich darunter sieben RDK-Hengste, was dem Grol3teil der
aktiven mannlichen Zuchttiere in Sachsen entspricht. Die SGV leistet damit bereits
einen fundamentalen Beitrag zur Zucht, dem Erhalt und der Betreuung dieser Rasse

und ist ein wichtiger Ansprechpartner fur Zichter.

- Mitwirken in Arbeitspaket 1; 2; 4; 7 und 8

Pferdezuchtverband Sachsen-Thuringen e.V.

Der Verband verflugt bei genligender GroRe Uber zeitgemale Strukturen, die eine
moglichst umfassende individuelle Betreuung jedes einzelnen Zichters gewahrleisten
konnen. Basis der Zuchtorganisation bilden ca. 4.000 Zuchter, die in 30 regionalen
Zuchtvereinen organisiert sind. Fur die spezifische Umsetzung der Zuchtprogramme
der einzelnen Rassen wurden Rasseparlamente gebildet, in denen jeder Zichter ein
Mitspracherecht hat. Im Verband verteilen sich derzeit ca. 5.000 Zuchtpferde auf 30
betreute Rassen. Die grofite Population ist die des Deutschen Sportpferdes mit 1.200
Stuten, gefolgt von den Schweren Warmblatern mit ca. 900 Stuten. Es schliel3en sich
an: 300 Kaltblater, 400 Haflinger, 200 Reitponys und 1.000 Shetlandponys sowie 300

Stuten der Spezialpferderassen.

- Mitwirken in Arbeitspaket 1; 2; 3;4; 7 und 8

Sachsische TSK, Pferdegesundheitsdienst (PGD):

Die Beratung der Pferdehalter in allen tiergesundheitlichen und tierschutzrechtlichen
Angelegenheiten ist eine Aufgabe der von der Tierseuchenkasse gemall § 14 (4)
Sachsisches Ausfuhrungsgesetz zum Tiergesundheitsgesetz unterhaltenen Tier-

gesundheitsdienste. Es ist anzunehmen, dass in Beratungen von Pferdezlchtern der



Umgang mit Gendefekten auch zuklnftig eine wichtige Fragestellung sein wird. Diese
Beratungen mussen praxisrelevante Mal3nahmen zur Vermeidung des Auftretens von
Merkmalstragern sowie die Auswirkungen von Gendefekten auf das Tierwohl, die Tier-

gesundheit und die Leistung enthalten.

- Mitwirken in Arbeitspaket 4; 7 und 8

HTW Dresden (Antragsteller)

Die wissenschaftliche Leitung und Projektkoordination wurde von der Professur flr
Tierhygiene/Tierzucht an der Fakultat Landbau/Umwelt/Chemie Gbernommen. Neben
der Lehre ist die anwendungsorientierte Forschung eine der Kernaufgaben von Hoch-
schulen der angewandten Wissenschaften. Der Wissenstransfer des erreichten Er-
kenntnisgewinnes in die Praxis in Form von Informations- und Beratungsunterlagen,
Publikationen entsprechend der Forderrichtlinie und in Fachzeitschriften sowie Vortra-
gen im Rahmen von Fortbildungsveranstaltungen war ein wichtiger Baustein dieses

Projektes und wurde von der HTW Ubernommen.

- Mitwirken in Arbeitspaket 3; 4; 5; 6; 7 und 8

1.4. Erwartete Ergebnisse

Das Thema unterstltzt die Zuchtarbeit flir das RDK im Zuchtgebiet Sachsen.

Die Ergebnisse ermdglichen dem PZVST fundierte Entscheidungen in zuchtleitenden
Tatigkeiten, ein koordiniertes Populationsmanagement und eine gezielte Betreuung
der Zuchtpopulation. Fur Zichter und Pferdebesitzer/-halter leisten die Ergebnisse
wertvolle Hilfestellung bei der Anpaarungsentscheidung sowie der Tierhaltung und -
versorgung im Falle von betroffenen Tieren. Fur die Sachsische Gestlutsverwaltung

leisten die Erkenntnisse eine Entscheidungshilfe fur die Bestandsremontierung.

Die Kenntnis von Inzuchtkoeffizienten, effektiver Populationsgrofie und Tragerstatus

werden in der Tierauswahl fur die nationalen Genbank Anwendung finden.

- optimiertes Konzept zum Populationsmanagement
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- Handlungsempfehlungen zum Zuchteinsatz, der Haltung und Versorgung
- (Online-) Anpaarungsplaner

- Verbesserte Vernetzung und Zusammenarbeit der Institutionen (OG-Mitglieder)

2. Darstellung des Projektverlaufs
2.1. Arbeitsschritte, Design und Datenerhebungen

Die Feldstudie wurde bei 178 Pferden von 54 unterschiedlichen Besitzern vorrangig
aus Sachsen und Thuringen und vereinzelt in anderen Bundeslandern Deutschlands
durchgefuhrt. Es wurden vorrangig Hengste und Stuten Uber 3 Jahre beprobt. Denn
Voraussetzung war, dass das Pferd zuchtaktiv ist bzw. eine Zuchtabsicht vorliegt. Nur
vereinzelt wurden auch jlingere Equiden beprobt, wenn die Besitzer glaubhaft versi-
cherten, dass in Zukunft eine Zuchtabsicht besteht. Auf die Beprobung von Wallachen
und aus der Zucht ausgeschiedenen Tiere wurde auf Grund der Irrelevanz fur den

Fortbestand der Rasse verzichtet.

Samtliche zum Versuch gehérende Daten wurden im Zeitraum von Januar 2022 bis
August 2022 erhoben (Tabelle 1). Die Datenerhebung zu Haltung, Futterung und Ar-
beit erfolgte zunachst handschriftlich mit Hilfe eines Fragebogens, der vom Pferde-
zuchtverband Sachsen-Thlringen e.V. ausgearbeitet wurde und mit den jeweiligen
Besitzern wahrend der Beprobung der Pferde vor Ort handschriftlich ausgefullt wurde.
Ziel war es diese Unterschiede so detailliert wie moglich herauszuarbeiten und zu ver-
gleichen. So sollte analysiert werden, ob und welche Einflusse diese Umweltfaktoren

auf das Auftreten der PSSM1-Symptome haben.

Neben dem Einfluss der Haltung, Futterung und Arbeit auf das Krankheitsbild der
PSSM1 positiv getesteten Pferde, sollte auch der Einfluss auf die Leistung der Tiere
analysiert werden. Zusatzlich wurde auch eine Populationsanalyse anhand von Pe-
digrees und genomischen Daten durchgefiihrt. Dies geschah mit den vom PZVST zur
Verfligung gestellten Leistungsprifungsdaten von Tieren, die bereits eine Leistungs-
prufung abgelegt hatten. Zur Verfligung standen die Leistungsprufungsergebnisse von
342 Equiden. Bei jedem dieser Pferde war eine Gesamtnote angegeben, aber nicht fur
jedes einzelne alle Teilnoten bzw. Leistungsmerkmale. Von den 178 beprobten Indivi-

duen waren 44 in der Liste der Leistungsprufungsdaten wieder zu finden. Ausgewertet
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wurden nur jene Merkmale, welche pro Gruppe (negativ [Wildtyp]/positiv [Anlagetra-
ger]) mehr als N=6 aufwiesen. Alle anderen Merkmale wurden nicht in die statistische
Auswertung mit einbezogen. Um den Datensatz zu erweitern, wurde eine Liste von
994 Pferden hinzugezogen, von denen 235 einen bekannten Genotyp oder zumindest
ein bekanntes Allel haben und mit dem Datensatz der Leistungsprifungsergebnisse
abgeglichen. Viele RDK aus diesem Datensatz konnten nicht verwendet werden, da
der Genotyp nur bei wenigen eindeutig bekannt war. Die Genotypen waren entweder
durch Testergebnisse bekannt, teilweise wurden Genotypen auch tber das 2. Mendel-
sche Gesetz berechnet. Diese Daten entstammen dem Hengstverteilungsplan

(https://pferde-sachsen-thueringen.de/zucht/hengste/hengstverteilungsplan), Deckan-

zeigen in der Zeitschrift ,Starke Pferde” oder der FN (https://www.pferd-aktuell.de/pfer-

dezucht/gendefekte). Damit wurde ein Datensatz kreiert, der 92 Pferde mit bekannter

Leistungsprufungsgesamtnote und bekanntem Genotypen enthielt. Auch hier wurden
nur Leistungsmerkmale statistisch ausgewertet, welche N=6 oder mehr je Gruppe

(Wildtyp/ Anlagetrager) aufwiesen.

Probenahme

Um den Einfluss der Haltung, Fitterung und Arbeit auf das Auftreten der typischen
PSSM1-Symptome und die anderen Studienhypothesen zu Uberprifen, wurde eine

quantitative Feldstudie durchgefuhrt, bei welcher deduktiv vorgegangen wurde.

Obwohl nur wenige Besitzer direkt auf das Anschreiben reagiert haben, waren die
meisten angefragten Zichter aufgeschlossen an dem Projekt teil zu nehmen. Neben
denjenigen, die nicht auf das Anschreiben reagiert haben, musste auch mit denen, die
geantwortet haben telefonischer Kontakt aufgenommen werden. In zwei Fallen war
aus unterschiedlichen Grunden eine Kontaktaufnahme per Telefon nicht moglich, wes-
halb auf eine beim Pferdezuchtverband hinterlegte E-Mail-Adresse zuruckgegriffen
werden musste. Insgesamt wurden 72 Besitzer kontaktiert, von denen sich 51 bereit
erklarten teilzunehmen. Mit den Besitzern wurde ein Termin fir die Probenahme und
die Befragung (beides fand in der Regel am selben Tag statt) ausgemacht und dann
wurde von einem der beiden studentischen- bzw. wissenschaftlichen Hilfskrafte der
Betrieb besucht und die Probenahme, sowie Befragung durchgefuhrt. Die Abfrage der

Haltungsart erfolgte im personlichen Gesprach mit dem Besitzer wahrend der Bepro-
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bung bzw. danach und wurde handschriftlich in den Fragebogen eingetragen. Die er-
fragten Informationen wurden dann schnellstmoglich in einer Exceltabelle digitalisiert.
Die Haarproben wurden mittels eines Kamms oder Zange entfernt, in einzelne, durch-
sichtige Druckverschlussbeuteln aus Polyethylen eingefligt und anschlieend kiihl und
dunkel gelagert. Wichtig dabei war, dass ausreichend genetisch verwertbares Material
enthalten war. Das bedeutet, dass ausreichend Haarwurzeln (mindestens 30) an den
Haaren sein mussten. Es wurden immer drei Proben je Pferd genommen. Eine fur den
Gentest, eine fur die SNP-Analyse und eine Rickstellprobe flir den Fall, dass aus einer
entnommenen Probe nicht genug genetisches Material extrahiert werden konnte. Dies
war bei zwei der 178 Proben der Fall. Fur diese beiden Equiden kam dann die Ruck-
stellprobe zum Einsatz. Aus diesen konnte dann ausreichend genetisches Material flr
die Analyse gewonnen werden. Sobald die Proben genommen und auf Lagertempe-
ratur gebracht wurden, wurde die Kuhlkette standig aufrechterhalten, bis die Proben
gesammelt mit der Post zum Labor geschickt wurden. Die Proben wurden am
27.07.2022 versendet. Die Ergebnisse der Genotypisierung lagen im September voll-

standig vor.

2.2. Datenauswertung

Die Gentests wurden von LABOKLIN GMBH & CO.KG Labor fir klinische Diagnostik
durchgefuhrt (Steubenstral’e 4 97688 Bad Kissingen Deutschland). LABOKLIN ist ein
nach DIN EN ISO/IEC 17025:2018 akkreditiertes Labor, mit Nummern D-PL-13186-
01-01 und D-PL-13186-01-02. Diese Akkreditierung bezieht sich auf alle in der Akkre-
ditierungsurkunde aufgeflihrten Prifverfahren (Gentest auf Mutation im Gen GYST,
die kausal fur PSSM1 ist [Gentest patentiert: EP2121969B1]).

Die Erstellung von individuellen Genomprofilen erfolgte mittels einer SNP-Genotypi-
sierung auf dem kommerziellen 80k-Beadchip Equine80select von lllumina Inc. (San
Diego, USA). Die DNA-Isolation aus Haarwurzeln, die Prozessierung der Proben sowie
die SNP-Genotypisierung wurden durch das IFN Schénow GmbH (Bernau/Berlin)

durchgefuhrt und die Ergebnisse als Textdateien an die HTW Dresden Ubermittelt
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(SNP-Genotypisierung mit mittlerer bis hoher Dichte [> 50.000 Positionen], vorzugs-
weise mit dem SNP-BeadChip, der auch in der Reitpferdezucht in Deutschland An-

wendung findet).

Das Ergebnis des Tests gibt Aufschluss daruber, ob das Pferd homozygot oder hete-
rozygot fur die GYS1-Mutation ist oder ob es kein Trager der Mutation ist (LABOKLIN
2021).

Die gewonnenen Daten wurden in das Tabellenkalkulationsprogramm Excel 2021
(Microsoft Office 365, Microsoft Corporation, Redmond Washington/USA) Ubertragen.
Der Vergleich zwischen den Studientieren war ein Vergleich von unabhangigen Stich-
proben. Die Auswertung der im Fragebogen erfassten Daten erfolgte mithilfe des Sta-
tistikprogramms IBM SPSS (SPSS-Version 27, IBM Deutschland GmbH, Ehningen,
Deutschland). Zuerst wurde eine deskriptive Auswertung der Haltungs-, Futterungs-
und Arbeitsdaten durchgefuhrt. Dazu wurde eine Exceltabelle, welche wahrend der
Probenahme erstellt wurde in SPSS Ubertragen und deskriptiv hinsichtlich Futterung,
Haltung und Arbeitsverhaltnisse analysiert. Ebenso wurden die Genotyp- und die Al-
lelfrequenz sowie die Anlagetragerschaft getrennt nach Geschlecht, Geburtsorten,
Hengstlinien und Geburtsjahrgdangen sowie Abweichungen vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht fir die Gesamtpopulation ermittelt und dafir Kreuztabellen mit SPSS

erstellt.

Far den Gruppenvergleich wurden einmal die drei unterschiedlichen Genotypen (N/N;
N/PSSM und PSSM/PSSM) sowie der Gruppenunterschied zwischen Anlagetragern
(N/PSSM und PSSM/PSSM) und Wildtypen (N/N) auf Signifikanz geprtft. Zur Berech-
nung des p-Wertes und der Effektstarke wurde der Chi-Quadrat Test nach Pearson
(1876) gewahlt, da die Werte nominal verteilt waren. Bedingung fur den Chi-Quadrat
Test ist, dass die erwarteten Haufigkeiten in jeder Zelle einen N-Wert von mehr als funf
aufweisen. Bei allen Tests, welche eine niedrigere Fallzahl als N = 20 aufwiesen,
wurde der exakte Wert nach Fischer zur Bestimmung der Signifikanz verwendet.
Wurde ein signifikanter Gruppenunterschied festgestellt, so wurde weiterhin ein Post-
hoc Test durchgefiuihrt, um festzustellen, welche Gruppen sich tatsachlich statistisch

von welchen Gruppen unterscheiden.

Zum Schluss wurden die Leistungsprufungsparameter zwischen den Genotypklassen
(N/N vs. N/PSSM+PSSM/PSSM) verglichen. Hierzu wurden der Median und Interquar-

tilsabstand sowie fur besseres Verstandnis fur den praktischen Anwender Minimum,
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Maximum und Mittelwert fur die verschiedenen Leistungsprifungsklassen mittels de-
skriptiver Statistik in SPSS ermittelt und in Tabellen und Box-Whisker-Plots veran-

schaulicht.

Abschlielend wurden die Leistungsprufungsnoten zwischen den Genotypklassen
(N/N vs. N/PSSM + PSSM/PSSM) uber den Mann-Whitney U Test im Statistikpro-
gramm SPSS verglichen, um so festzustellen, ob zwischen den PSSM1 positiven und
negativen Pferden ein signifikanter Unterschied in den Leistungspriufungsnoten be-
stand. Der Mann-Whitney-U-Test ist ein nichtparametrischer Test, der fur den Ver-
gleich von zwei unabhangigen Stichproben verwendet wird, wenn die Daten nicht nor-
malverteilt sind oder wenn die Varianzen zwischen den Gruppen ungleich sind. Eine
Voraussetzung fur die Anwendung des Tests ist, dass die abhangige Variable mindes-
tens ordinalskaliert ist und dass es eine unabhangige Variable gibt, anhand derer die
beiden zu vergleichenden Gruppen gebildet werden kénnen (SCHWARZ & ENZLER
2019). Der Mann-Whitney-U-Test eignet sich besonders fur kleine Stichproben oder
nicht normalverteilte Daten. (SCHWARZ & ENZLER 2019). Fir alle Varianten mit N >
30 wurde die asymptotische Signifikanz verwendet und flr alle Varianten mit N < 30
die exakte Signifikanz. In allen beschriebenen inferenzstatistischen Analysen wurden

Unterschiede bei p < 0,05 als statistisch signifikant angesehen.

FiUr die Populationsanalyse anhand von Pedigrees und genomischen Daten wurden
fur die 178 Tiere der Stichprobe durch den Pferdezuchtverband Sachsen-Thuringen
e.V. Abstammungsdaten fir mindestens vier Ahnengenerationen bereitgestellt. Die
Aufbereitung der Pedigreedaten erfolgte in R Version 3.6.2 (R Core Team, Wien, Os-
terreich) und die Auswertung mittels spezifischer R-Softwarepakete (pedigree (Coster
2012), kinship2 (Sinnwell und Therneau 2020), optisel (Wellmann 2020)) sowie die
online verfugbare Anwendung PopRep 2.0 (https://popreport.fli.de/, Groeneveld 2009).

Insgesamt konnten flr 161 der 178 Pferde entsprechende Informationen aggregiert
und Pedigrees aufgebaut werden. Zur Berechnung der Inzuchtkoeffizienten im R-Pa-
ket Pedigree (Coster 2012) wurden alle verfligbaren Abstammungsinformationen ge-
nutzt. Mithilfe R Version 3.6.2 wurden aus den SNP-Genotypisierungsergebnissen
eine ped- und map-Datei erstellt, die mit der Software PLINK v1.90b6.21 64-bit (19 Oct
2020) kompatibel sind. Es wurden nur SNP berucksichtigt, die einen GC-Score von 2

0.4 aufwiesen, andernfalls wurde der Genotyp als fehlend gesetzt (0 0). Fur weitere
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Auswertungen wurden nur Tiere berucksichtigt, die eine Genotypisierungsrate von =
95% aufwiesen. Fur die SNP wurden Qualitatsfilter fur die Callrate (= 90%), Minor Al-
lele Frequency (MAF = 1%) und das Hard-Weinberg-Equilibrium (HWE p = 0,001) ge-
setzt. FUr Auswertungen wurden nur autosomale Chromosomen verwendet, um einer
Verzerrung durch geschlechtsspezifische Unterschiede vorzubeugen. Zur endgultigen
Auswertung wurden infolge der Qualitatsfilter noch 172 Tiere mit 60.805 Positionen
verwendet. Die Genotypisierungsrate des finalen Datensatzes lag bei 98,63%. Fur die
Analyse von langen Homozygotieabschnitten (Runs Of Homozygosity, ROH) und zur
Ermittlung der autosomalen Gesamtlange wurde auf3erdem ein virtuelles Pferd ange-
legt, das flr jede SNP-Position homozygot war. Bei genomischen Inzuchtkoeffizienten,
die anhand von ROHs ermittelt werden, wird der Anteil des autosomalen Genoms ins
Verhaltnis zum Genomanteil gesetzt, der mit ROH abgedeckt ist (gesamte ROH-
Lange/gesamte verfugbare autosomale Genomlange). Dabei kann die Mindestlange
der homozygoten Segmente Uber die Fenstergrélie (window-size) variiert werden. Fur
die vorliegenden Auswertungen wurde die Fenstergrél3e auf je 20, 35, und 50 SNPs
im Fenster gesetzt. Langere Homozygotieabschnitte sind i.d.R. Resultat jungerer In-
zucht und kurzere Abschnitte deuten auf langer zuruckliegende Inzucht zurtck
(Forutan et al. 2018). Die Verwendung sehr kurzer Homozygotieabschnitte von bei-
spielsweise flinf konsekutiven SNPs in einem Segment wiirde jedoch zu Uberschat-
zungen der Inzucht fihren, da solche Abschnitte auch zufallig auftreten kdnnten
(Forutan et al. 2018). Die Ergebnisse der Inzuchtkoeffizientenberechnung nach Pe-
digree- und Genomdaten wurden anschlief3end Uber Pearson-Korrelation miteinander
in Beziehung gesetzt. Die ROH wurden weiterhin dazu genutzt, Genomregionen auf-
zudecken, die unter besonderem positiven Selektionsdruck gestanden haben. Dazu
wurde genomweite jeweils der Anteil Tiere abgebildet, der an einer Position ein ROH-
Segment aufweisen kann. Damit lieR® sich darstellen, in welchen Genomregionen be-
sonders viele Tiere Reinerbigkeit aufwiesen. Ein weiterer Ansatz zur Untersuchung
von Selektionssignaturen, der ohne das Hinzuziehen einer anderen Pferderasse als
Vergleichsgruppe durchgeflhrt werden konnte, war der Fixation-Index nach Wright.
Dafur wurden alle Anlagetrager (Genotypen N/PSSM1 und PSSM1/PSSM1) mit Wild-
typen (Genotyp N/N) verglichen. Zur Berechnung der Fst-Werte, welche die allelba-
sierte Differenzierung von (Sub-) Populationen anzeigen kénnen, wurde der --fst-Be-
fehl in PLINK 1.9 verwendet. Die Ergebnisse wurden anschlieend mit R v. 3.6.2 in

einem genomweiten Manhattenplot visualisiert und SNPs farblich hervorgehoben, die
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den GYS17-Lokus flankieren (bis zu 4 Megabasen up- und downstream). Zur Untersu-
chung der Populationsstruktur wurde eine Hauptkomponentenanalyse (PCA) in PLINK
1.9 anhand der SNP-Daten durchgefuhrt und anschlieBend in R v. 3.6.2 visualisiert.

3. Projektergebnisse
3.1. Einschatzung der Zielerreichung

Das ursprungliche Teilziel dieser Studie, herauszufinden, welchen Einfluss die Um-
welteinflisse auf die Symptomauspragung der PSSM1 positiven Pferde hat, konnte
nicht erreicht werden, da bei den 178 Studientieren lediglich acht Pferde auszumachen
waren, welche Uberhaupt Symptome zeigten, die sich mit PSSM1 in Verbindung brin-
gen lassen. Dabei waren nur funf dieser symptomatischen Pferde PSSM1 positiv und
diese funf hatten keine starken Symptome, sondern sehr unspezifische, welche sich
auch durch andere Ursachen als PSSM1 begrinden lassen kdnnten. Aufgrund dieser
zu geringen verwertbaren Tierzahl, wurde nicht versucht den Einfluss der Haltung, Fut-
terung und Arbeit auf das Auftreten von Symptomen zu analysieren. Stattdessen
wurde lediglich ein deskriptiver Uberblick dariiber gegeben werden, wie die Haltungs-
bedingungen der beprobten RDK im Durchschnitt der Population sind und kurz be-
schrieben werden, ob sich grolze Unterschiede zu den symptomatischen Pferden fin-

den lielien.

3.2. Hauptergebnisse des Projektes

3.2.1. Haltungsform
Die Haltungsform war von Besitzer zu Besitzer unterschiedlich. Am weitesten verbrei-
tet war die Haltung in der Einzelbox mit taglichem Freigang auf Weide oder den Pad-
dock. Auch vertreten waren Offenstalle und Laufstalle. Aktivstalle wurden von keinem
der besuchten Ziuchter genutzt. In Tabelle 2 ist aufgefuhrt, welche Haltungsformen
welchen Anteil in der Zucht haben, wieviel Platz den Tieren insgesamt in den Auslau-
fen, sowie Platz je Tier in einer Einzelbox zur Verfligung stehen und wie lange sie sich

in dieser am Tag aufhalten.
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Tabelle 2: Durchschnittliche Aufenthaltsdauer in den unterschiedlichen Haltungssystemen
pro Tag sowie deren GroRRe in Quadratmetern

Anteil Pferde in die-
Haltungsform ser Haltungsform Haltungsdauer (h/d) GréRe des Haltungssystems (m?)
N (%)
Min-Max Mittelwert Min-Max Mittelwert
Weide 140 (87,5) 2-24 13,7 0.A. 0.A.
Paddock 74 (75,0) 1-16 5,8 90-7000 499,8
Einzelbox 80 (62,5) 4-24 13,8 7-47 15,2
Laufstall 64 (37,5) 1-24 11,8 17-117 79,1
Offenstall 12 (6,74) 4-16 10,0 12-300 119,0

0.A. — ohne Angabe, h = Stunde, d = Tag

Bei den symptomatischen Pferden gab es keine auffalligen Abweichungen in den Hal-
tungsformen oder den Zeitspannen, in welchen die symptomatischen Pferde gehalten
wurden. 7/8 (87,5 %) dieser durften taglich zwischen zwei und 12 h auf die Weide,
6/8 (75 %) verbrachten zwischen zwei und 16 h in einem Paddock, welcher zwischen
225 und 7000 m? groB ist. In Einzelboxen, welche eine GroRe zwischen 12 m? und
20m? aufweisen, verbringen 5/8 (62,5 %) der symptomatischen Equiden zwischen vier
und 20 Stunden am Tag. Laufstalle mit einer Gréfke von 100 m?- 117 m? wurden von

3/8 (37,5 %) dieser Tiere in einem taglichen Zeitraum zwischen 10 und 12 h genutzt.

3.2.2. Futterung
Die Fltterung war ebenso betriebsindividuell wie die Haltung. Raufutter stand allen
Equiden in Form von Heu zur Verfigung. Jedes Pferd hatte entweder Zugang zu ei-
nem Salz- oder Mineralleckstein. Vitaminfutter wurde nur sehr selten gefittert, So-
jaschrot und Mais Uberhaupt nicht.

Tabelle 3 zeigt auf wie viele Individuen der Population ein bestimmtes Futtermittel be-

kommen haben und in welchen Mengen.
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Tabelle 3: Einsatzhaufigkeit und Menge der eingesetzten Futtermittel

Ein haufigkeit Fut-
Futtermittel insatzhaufigkeit Fut

termittel Min-Max (kg) Mittelwert (kg)
N (%)

Heu 178 (100) 8,0-ad.l. -
Heulage 92 (51,6) 4,0-ad.l. -
Luzerne 2(1,1) 0,2-2,0 1,1

o] 20(11,2) 0,01-0,1 0,03
Mdsli 4(2,2) 0,5-2,0 1,0
Mineralfutter 56 (31,4) 0,005-1,0 0,2
Vitaminfutter 2(1,1) 0,03-0,10 0,06
Hafer 128 (71,9) 0,2-6,0 1,7
Gerste 10 (5,6) 2,0 2,0

Mais - - -

Heucobs 5(2,8) 1,5-2,0 1,6
Méhren/ Apfel 19 (10,6) 0,2-10,0 3,0
Riibenschnitzel 17 (9,5) 0,5-4,0 1,2

Salzleckstein 61 (34,2) ad.l. ad.l.
Sojaschrot - - -
Stroh 27 (15,1) 7,0 7.0
Leinschrot 8 (4,4) 0,01-0,2 0,1
Mischfutter/ Pellets 3(1,6) 0,2-0,5 0,3

ad.l. — ad libitum (zur freien Verfligung)

Von den symptomatischen Pferden bekamen alle taglich Heu, 5/8 (62,5 %) zwischen
0,5 und 1,5 kg Hafer, 3/8 (37,5 %) bekamen 90 g Mineralfutter, 2/8 (25%) 7 kg Heulage
und 1/8 (12,5 %) bekamen taglich 0,2 kg Luzerne, 28 g Vitaminfutter, 1,5 kg Heucobs
und 20 g Leinschrot und 100 ml Leindl.

Die weitere Auswertung der Futterungsfrequenzen, sowie die Analyse der Futtermit-
telhersteller konnte aufgrund der wenigen symptomatischen Pferde keine statistische

Auswertung durchgefiihrt werden.
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3.2.3. Arbeit
Wie in Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. zu sehen ist, liegt der
aktuelle Nutzungsschwerpunkt der RDK bei Kutsch- und Kremserfahrten. Mit 67/178
(37,6 %) Kutsch- und Kremseefahrten und 52/178 (29,2 %) Reiten werden die Pferde
hierfGr mehr als 3-mal so haufig eingesetzt als fur die klassischen Zugarbeiten.

40
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i I
0

Zug (Forst) Zug (Feld) Kutsche/ Kremser Reiten

Anteil der Pferde in der Studie in %

Abbildung 1: Haufigkeit unterschiedlicher Arbeitsformen der Rheinisch-Deutschen Kaltblii-
ter (Angaben in %)

Tabelle 4 zeigt die ausgefuhrten Arbeiten, die Haufigkeit jener pro Woche und Dauer
in Stunden pro Tag an.
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Tabelle 4: Art, Haufigkeit und Dauer der verrichteten Arbeit der beprobten Population

Arbeitsform Min-Max Mittelwert
Zug (Forst) Tage/ Woche 0,5-6,0 1,4
Stunden/ Tag 1,0-6,0 3,3
Zug (Feld) Tage/ Woche 0,2-7,0 1,8
Stunden/ Tag 1,0-5,0 2,7
Kutsche/ Kremser Tage/ Woche 0,2-5,0 2,0
Stunden/ Tag 1,0-8,0 2,6
Reiten Tage/ Woche 0,2-7,0 2,7
Stunden/ Tag 0,50 -5,00 1,70

Der auffalligste Unterschied, der bei den symptomatischen Pferden im Vergleich zur
Gesamtpopulation heraussticht, ist die fehlende Zugarbeit. Keines dieser RDK wird fur
Forst oder Feldarbeit eingesetzt. 3/8 (37,5 %) ziehen einmal pro Woche zwischen zwei
und drei Stunden eine Kutsche bzw. Kremser und 4/8 (50 %) der Pferde mit Krank-
heitsanzeichen wurden zwischen einem und zweieinhalbmal in der Woche fiur 0,5-2 h
zum Reiten genutzt. Aufgrund der geringen Anzahl an symptomatischen Pferden
konnte kein Einfluss der Arbeit, weder Frequenz noch Intensitat, auf das Auftreten der

klinischen Symptome ermittelt werden.

3.2.4. Gruppenvergleich der Allel- und Genotypfrequenzen sowie
Anlagetragerschaft

Gesamtpopulation

Die Abbildung 2 stellt die Verteilung der Genotypen und die Allelfrequenz der Gesamt-
population dar. Die Anlagetrager entsprechen der Summe der Genotypen N/PSSM
und PSSM/PSSM, also 52,8%. Der Anteil der Wildtypen entspricht 47,2 %.
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Allelfrequenz Genotypfrequenz erwartete Testergebnis
Genotypfrequenz nach
HWG

Frequenz

EN mPSSM N/N ®EN/PSSM ®PSSM/PSSM negativ M positiv

Abbildung 2: Allel-, Genotypfrequenz, erwartete Genotypfrequenz nach Hardy-Weinberg

Gesetz und Anlagetragerschaft der Zuchtpopulation

N = Allel N (Frequenz des nicht mutierten GYS1 Allels), PSSM = Allel PSSM (Frequenz des mutierten GYS1 Allels),
N/N = Wildtyp, N/PSSM = heterozygoter Anlagetrager, PSSM/PSSM = homozygoter Anlagetrager erwartete Geno-
typfrequenz nach HWG = erwartete Genotypfrequenz nach Hardy-Weinberg Gesetz (aus der Allelfrequenz errech-

nete Genotypfrequenz); Testergebnis = Ergebnis des Gentests auf das mutierte GYS1 Allel, negativ = Wildtyp,
positiv = Anlagetrager

Die Anlagetrager waren zu 84/94 (89,3 %) heterozygot positiv auf das PSSM1 Allel
und 10/94 (10,6 %) homozygot.

Bei den Pferden, welche Symptome aufwiesen, entsprachen 3/8 (37,5 %) dem Wildty-
pen, 4/8 (50 %) wiesen einen heterozygoten und 1/8 (12,5 %) einen homozygoten
Genotyp auf. Daraus ergibt sich bei den Anlagetragern ein Anteil von 4/5 (80,0 %)
Einfachtragern und 1/5 (20,0 %) Doppeltragern.

Die nach dem Hardy-Weinberg Gesetz berechneten Genotypfrequenzen unterschie-

den sich nicht signifikant von den tatsachlichen Genotypfrequenzen (p = 0,800).

Geschlecht

Wie in Abbildung 3 deutlich wird, ist im Genotyp kein signifikanter Gruppenunterschied

nach Geschlecht beobachtbar.
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Abbildung 3: Verteilung der Genotypen und Allelfrequenzen auf die Geschlechter (Geno-
typ: p=0.970)

N = Allel N (Frequenz des nicht mutierten GYS 1 Allels), PSSM = Allel PSSM (Frequenz des mutierten GYS 1
Allels), N/N = Wildtyp, N/PSSM = heterozygoter Anlagetrager, PSSM/PSSM = homozygoter Anlagetrager

So wie 162/178 (91 %) aller beprobten Pferde waren alle symptomatischen Pferde
weiblichen Geschlechts. Auch die Anlagetragerschaft zeigte keine signifikanten Grup-

penunterschiede bei den Geschlechtern (p = 0,813).

Einfluss Alter

In Abbildung 4 ist die Genotypfrequenz unterschiedlicher Geburtsjahrgange aufge-

zeigt.
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Abbildung 4: Genotypfrequenz unterschiedlicher Geburtsjahrginge (Genotyp: p=0,762)

N/N = Wildtyp, N/PSSM = heterozygoter Anlagetrager, PSSM/PSSM = homozygoter Anlagetrager)

Ebenso zeigen sich in Bezug auf die Anlagetragerschaft keine statistisch relevanten
Gruppenunterschiede in den verschiedenen Geburtsjahrgangen (p = 0,672).

Die berechneten Allelfrequenzen der Geburtszeitraume sind in Abbildung 5 zu sehen.
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Abbildung 5: Allelfrequenzen in unterschiedlichen Geburtszeitraumen

N = Allel N (Frequenz des nicht mutierten GYS 1 Allels), PSSM = Allel PSSM (Frequenz des mutierten GYS 1
Allels)

Die symptomatischen Pferde hatten ein Durchschnittsalter von 9,3 Jahren. Die symp-
tomatischen Pferde, die tatsachlich ein positives Testergebnis auf PSSM1 besitzen,
hatten ein Durchschnittsalter von 8,4 Jahren, wahrend das Durchschnittsalter der ge-

samten Stichprobe 8,8 Jahre entspricht.

Herkunft

Bei der Genotypfrequenz war kein statistisch belegbarer Gruppenunterschied bei un-

terschiedlichen Herklnften der Equiden festzustellen (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Verteilung der unterschiedlichen Genotypen im Bundesland der Geburt (Ge-
notyp: p=0,363)

N/N = Wildtyp, N/PSSM = heterozygoter Anlagetrager, PSSM/PSSM = homozygoter Anlagetrager

Auch der Gruppenunterschied zwischen den Wildtypen und den Anlagetragern war
nicht signifikant (p = 0,142).

Ebenfalls traten keine signifikanten Unterschiede in Genotyp oder Allelfrequenz bei

einer alternativen Kategorisierung der Bundeslander auf (p = 0,337) (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Allel- und Genotyp Frequenzen fiir Sachsen, Thiiringen und andere Bun-
desldnder (Genotyp: p=0,328)

N = Allel N (Haufigkeit des nicht mutierten GYS 1 Allels), PSSM = Allel PSSM (Frequenz des mutierten GYS 1
Allels), N/N = Wildtyp, N/PSSM = heterozygoter Anlagetrager, PSSM/PSSM = homozygoter Anlagetrager

Hengstlinien

In der nachfolgenden Abbildung 8 sind die Genotypen der unterschiedlichen Hengstli-

nien dargestellt.
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Abbildung 8: Genotypen der unterschiedlichen Hengstlinien (Genotyp: p=0,013, w=0,482)
N/N = Wildtyp, N/PSSM = heterozygoter Anlagetrager, PSSM/PSSM = homozygoter Anlagetrager; a, b — unter-

schiedliche Indizes kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen innerhalb der Gesamtstich-
probe

Ebenso zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den Anlagetragern und den
Wildtypen. Hier entspricht der p-Wert = 0,005 und hat eine mittlere Effektstarke von
w = 0,399. Die Hengstlinien, welche sich signifikant unterschieden, sind Advokat von
Schine/l/1, Espoir de Lorette/lI/2 und Ural/l/2/A.

Die berechneten Allelfrequenzen fur die jeweiligen Hengstlinien sind in Abbildung 9

dargestellt.
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Abbildung 9: Allelfrequenzen der unterschiedlichen Hengstlinien

N = Allel N (Haufigkeit des nicht mutierten GYS 1 Allels), PSSM = Allel PSSM (Frequenz des mutierten GYS 1
Allels)

Pferde, die eine auf PSSM1 hindeutende Krankheitsgeschichte aufwiesen (drei Wild-
typen inkludiert), stammten jeweils zu 2/8 (25 %) von der Hengstlinie Espoir de Lo-
rette/l/2 und Sonstige/VIIl und zu jeweils 1/8 (12,5 %) von der Hengstlinie Advokat von

Schinne/l/1, Avant/l/3, Fanger/ll/2 und einer unbekannten Linie ab.

Symptomatische Anlagetrager stammen zu 2/5 (40 %) von der Hengstlinie Espoir de
Lorette/l/2 ab und zu jeweils 1/5 (20 %) von Advokat von Schinne/l/1, Avant/I/3 und
Fanger/ll/2 ab. Jedoch war dieses Ergebnis zu erwarten, da es sich um eine geneti-
sche Eigenschaft handelt, welche autosomal vererbt wird und die Anlagetragerschaft

vom Genotypen beider Eltern abhangt.
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3.2.5. Beziehung der GYS1 Mutation zu den Leistungsparametern

Einfacher Datensatz

Die folgende Tabelle 5 zeigt eine Gegenuberstellung der Leistungsprufungsergeb-
nisse der PSSM1-positiven und PSSM1-negativen Pferde, sowie die vom Mann-Whit-
ney-U-Test ausgegebene Signifikanz von allen beprobten Pferden zu denen Leis-

tungsprufungsdaten zur Verfugung standen.

Tabelle 5: Leistungspriifungsergebnisse getrennt nach Anlagetrdgern und Wildtypen der
beprobten Pferde

Bewertungskriterium Testergebnis N Mittelwert Min-Max p-Wert
positiv 16 8,2 6,8-9,2

Gesamtnote negativ 26 7,8 5,1-9,6 0,111
gesamt 42 7,9 5,1-9,6
positiv 15 8,5 6,6-9,7

Teilnoten Interieur negativ 18 8,5 7,0-10,0 0,856
gesamt 33 8,5 6,6-10,0
positiv 15 7,8 6,1-9,0

Teilnoten Fahren negativ 18 7,6 6,2-9,0 0.415
gesamt 33 7,7 6,1-9,0
positiv 8 8,2 6,8-9,8

Teilnoten Ziehen negativ 10 8,7 7,5-9,7 0,515
gesamt 18 8,5 6,8-9,8
positiv 16 7,6 5,5-9,0

Priifung Fahren Schritt negativ 22 7,6 6,0-9,5 0,976
gesamt 38 7,6 5,5-9,5
positiv 16 7,9 6,5-9,5

Priifung Fahren Trab negativ 22 7,6 6,0-9,5 0,323
gesamt 38 7,7 6,0-9,5
positiv 10 8,0 5,0-9,0

Prifung Fahranlage negativ 14 7,8 5,5-10,0 0,508
gesamt 24 7,9 5,0-10,0
positiv 13 7,7 7,0-9,5

Prifung Fahranlage Fremdfahrer negativ 17 7,7 6,0-10,0 0,847
gesamt 30 7,7 6,0-10,0
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Fortsetzung Tab. 5

Prifung Schwerer Zug Schlitten positiv 10 8,5 6,0-9,5
Verhalten und Umganglichkeit negativ 14 8,2 5,0-10,0 0,886
beim Anspannen gesamt 24 8,3 5,0-10,0
) positiv 13 9,0 8,0-10,0
Priifung Schwerer Zug Schlitten .
R negativ 17 9,0 8,0-10,0 0,805
Arbeitswilligkeit
gesamt 30 9,0 8,0-10,0
. ) positiv 13 8,8 7,5-10,0
Prifung Schwerer Zug Schlitten .
. negativ 17 8,6 7,0-10,0 0,798
Zugmanier
gesamt 30 8,7 7,0-10,0
. ) positiv 13 8,4 6,5-10,0
Prifung Schwerer Zug Schlitten .
. negativ 17 8,1 6,0-10,0 0,384
Schritt
gesamt 30 8,2 6,0-10,0
Prifung Schwachholzziehen Ver- positiv 10 9,0 7,5-10,0
halten und Umganglichkeit beim negativ 14 8,7 6,0-10,0 0,508
Anspannen gesamt 24 8,8 6,0-10,0
positiv 13 8,6 7,0-10,0
Prifung Schwachholzziehen Ner- .
. negativ 17 8,3 7,0-10,0 0,408
venstarke
gesamt 30 8,4 7,0-10,0
. positiv 13 8,5 6,5-10,0
Prifung Schwachholzziehen .
. . negativ 17 8,1 7,0-10,0 0,268
Rickemanier
gesamt 30 8,3 6,5-10,0
. . positiv 13 8,5 6,5-10,0
Prifung Schwachholzziehen .
. negativ 17 8,3 6,5-10,0 0,642
Schritt
gesamt 30 8,4 6,5-10,0

Keine der Teilnoten, die bei der Leistungsprtfung erhoben werden, zeigen signifikante

Unterschiede zwischen den Anlagetragern und den Wildtypen (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Teilnoten der Leistungspriifung der Anlagetrager und der Wildtypen

positiv = Anlagetrager (Genotyp N/PSSM+ PSSM/PSSM), negativ = Wildtyp (Genotyp N/N) (Teilnoten Interieur:
p=0,856 ; Teilnoten Fahren: p=0,415; Teilnoten Ziehen: p=0,515)

»1eilnoten Ziehen® ist das einzige Merkmal, bei dem sowohl der Median als auch der
Mittelwert beim Wildtypen besser abschneidet als bei den Anlagetragern. Beim Median
betragt der Unterschied lediglich 0,13 Notenpunkte, im Mittelwert handelt es sich um
einen Unterschied von 0,47 Notenpunkten. Es ist jedoch auch hier keine statistische
Signifikanz zu erkennen, da der p-Wert 0,515 betragt und die Stichprobengrélie mit
N = 18 die kleinste ist. In den anderen beiden Teilnoten erreichten die Anlagetrager
sowohl im Mittelwert als auch im Medianwert eine leicht bessere Note. In der ,Teilnote
Interieur” entspricht der Unterschied in der Bewertung im Mittelwert 0,04 und im Medi-
anwert 0,20 und in der Rubrik , Teilnoten Fahren“ 0,17 im Mittelwert und der Median
weist eine Differenz von 0,31 Notenpunkten auf. Beide Gruppenunterschiede waren
nicht signifikant.

In der Abbildung 11 ist Gesamtnote und das Leistungsmerkmal ,Prifung Fahren
Schritt* als Box-Whisker-Plot dargestellt. Auch diese Rubriken zeigen keine signifikan-

ten Unterschiede.
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Abbildung 11: Box-Whisker-plots zur Darstellung der Gesamtnote Leistungspriifungsergeb-
nisse (p=0,111) sowie des Leistungsmerkmals ,,Priifung Fahren Schritt“(p=0,976)

positiv = Anlagetrager (Genotyp N/PSSM+ PSSM/PSSM), negativ = Wildtyp (Genotyp N/N)

Die Gesamtnote ist die Note, welche mit p= 0,111 den niedrigsten p-Wert in diesem
Datensatz aufweist. Jedoch reicht dieser Wert nicht aus, um eine Abhangigkeit vom
Genotyp statistisch zu belegen. Anlagetrager erreichten in der Gesamtnote einen Mit-

telwert von 8,22 und Wildtypen einen Mittelwert von 7,80 Notenpunkten.

Bei dem Leistungsmerkmal ,Prufung Fahren Schritt* erreichten die positiv auf das mu-
tierte GYS1 getestete Allel eine durchschnittliche Wertung von 7,59 und die Wildtypen
von 7,63. Zwischen den Gruppen bestand kein signifikanter Unterschied (p = 0,976).
Bei diesem Merkmal liegt der Durchschnittswert beim Wildtypen héher als bei dem des
Anlagetragers, jedoch ist der Median bei den PSSM1-positiv getesteten Pferden um

0,12 Notenpunkte besser.

Alle anderen nicht im Detail beschriebenen Leistungsprifungsmerkmale zeigten eben-
falls keine signifikanten Gruppenunterschiede und wiesen durchgehend bei den Anla-
getragern im Mittelwert eine minimal bessere Bewertung auf und einen gleichen oder

dezent hoheren Medianwert als bei den Wildtypen.
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Erweiterter Datensatz

Wird der Datensatz um weitere Tiere aus anderen Zuchtgebieten Deutschlands mit

bekanntem Genotyp erweitert und mit Leistungsprufungsdaten friherer Leistungspru-

fungen abgeglichen, kann dadurch die Tieranzahl pro Leistungsmerkmal erhéht wer-

den. Dies ermdglicht die Auswertung dreier weiterer Leistungsprufungsrubriken. Dar-

gestellt ist dies in Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.. In diesem

Datensatz findet sich keine Rubrik mehr, in der die negativ auf PSSM1 getesteten Tiere

einen besseren Medianwert haben als die positiv getesteten. Die Anlagetrager weisen

in allen Teilnoten einen gleichgroRen bis hoheren Medianwert auf.

Tabelle 6: Leistungspriifungsergebnisse getrennt nach Anlagetrdagern und Wildtypen der
beprobten Pferde um zusatzliche Individuen mit erweitert

e Anlagesta- ] ]
Priifkriterium N Mittelwert Min — Max p-Wert
tus PSSM1

positiv 36 8,2 6,8-9,2

Gesamtnote negativ 55 8,0 5,1-9,6 0,136
gesamt 91 8,1 5,1-9,6
positiv 32 8,5 6,7-9,9

Teilnoten Interieur negativ 43 8,5 7,1-10,0 0,500
gesamt 75 8,5 6,7-10,0
positiv 32 7,95 6,1-9,0
Teilnoten Fahren negativ 43 7,8 6,2-9,9 0,919
gesamt 75 8,0 6,1-9,9
positiv 24 8,4 6,4-9,8
Teilnoten Ziehen negativ 28 8,4 7,0-9,9 0,700
gesamt 52 8,4 6,4-9,9
positiv 8 7,3 6,5-7,5
Training Fahren Trab negativ 10 7,2 6,0-8,0 0,857
gesamt 18 7,2 6,0-8,0
positiv 8 6,9 6,0-7,5
Training Fahren Schritt negativ 10 7,3 6,5-8,5 0,551
gesamt 18 7,1 6,0-8,5
positiv 34 7,9 5,5-9,5
Prifung Fahren Schritt negativ 49 7,9 6,0-10,0 0,725

gesamt 83 7,9 5,5-10,0
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Fortsetzung Tab. 6

positiv 34 8,0 6,0-10,0
Prifung Fahren Trab negativ 49 7,8 6,0-10,0 0,587
gesamt 83 7,9 6,0-10,0
positiv 24 8,1 5,0-9,5
Prifung Fahranlage negativ 37 8,1 5,5-10,0 0,524
gesamt 61 8,1 5,0-10,0
positiv 27 8,1 7,0-9,5
Prifung Fahranlage Fremdfahrer negativ 41 8,2 6,0-10,0 0,859
gesamt 68 8,2 6,0-10,0
positiv 7 7,2 6,2-8,5
Prifung Fahren Fahrtauglichkeit negativ 8 6,8 5,8-8,0 0,448
gesamt 15 7,0 5,8-8,5
Prifung Schwerer Zug Schlitten Ver- positiv 24 8,6 6,0-10,0
halten und Umganglichkeit beim negativ 37 8,3 5,0-10,0 0,407
Anspannen gesamt 61 8,4 5,0-10,0
. . positiv 27 8,9 7,5-10,0
Prifung Schwerer Zug Schlitten Ar- .
. negativ 41 8,7 7,0-10,0 0,5
beitswilligkeit
gesamt 68 8,8 7,0-10,0
. . positiv 27 8,7 6,5-10,0
Prifung Schwerer Zug Schlitten Zug- .
] negativ 41 8,4 6,5-10,0 0,452
manier
gesamt 68 8,5 6,5-10,0
} ) positiv 27 8,4 6,0-10,0
Prifung Schwerer Zug Schlitten .
. negativ 41 8,0 6,0-10,0 0,139
Schritt
gesamt 68 8,1 6,0-10,0
Prifung Schwachholzziehen Verhal- positiv 24 9,0 7,5-10,0
ten und Umganglichkeit beim An- negativ 37 8,6 6,0-10,0 0,069
spannen gesamt 61 8,7 6,0-10,0
positiv 27 8,8 7,0-10,0
Prifung Schwachholzziehen Ner- .
. negativ 41 8,4 6,5-10,0 0,186
venstarke
gesamt 68 9,7 6,5-10,0
ositiv 27 8,6 6,5-10,0
Prifung Schwachholzziehen P .
. . negativ 41 8,3 7,0-10,0 0,144
Rickemanier
gesamt 68 8,4 6,5-10,0
positiv 27 8,6 6,5-10,0
Prifung Schwachholzziehen Schritt negativ 41 8,1 6,0-10,0 0,147
gesamt 68 8,3 6,0-10,0

Auch im erweiterten Datensatz bestanden keine statistisch signifikanten Gruppenun-
terschiede flir die Einzelmerkmale. Die Teilnoten, die in der Leistungsprifung bewertet

wurden, sind in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Teilnoten der Leistungspriifung der Anlagetrager und der Wildtypen

positiv = Anlagetrager (Genotyp N/PSSM+ PSSM/PSSM), negativ = Wildtyp (Genotyp N/N) (Teilnoten Interieur:
p=0,500 ; Teilnoten Fahren: p=919; Teilnoten Ziehen: p=0,700)

Die ,Teilnoten Fahren® ist eines von den drei Teilnoten der Leistungsprifung, in dem
die Wildtypen mit einem Unterschied von 0,02 einen dezent besseren Notendurch-
schnitt erreichten. Der Medianwert liegt jedoch bei den PSSM1 positive Equiden 0,13

héher als bei den negativ getesteten.

In den ,Teilnoten Interieur” und ,Teilnoten Ziehen® liegen sowohl der Mittelwert (um
0,09 und um 0,04) sowie der Medianwert der Leistungsprufungsnote (um 0,28 und um

0,14) in der Gruppe der Anlagetrager hoher als bei den Wildtypen.

In Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. ist die Gesamtnote dar-
gestellt, in welcher die Anlagetrager im Mittelwert einen Notenvorsprung von 0,23
Punkten betragt und im Median von 0,38. Der Gruppenunterschied ist mit p-Wert =
0,136 nicht statistisch signifikant.

,Prufung schwerer Zug Schlitten Verhalten und Umganglichkeit beim Anspannen® ist

das einzige betrachtete Leistungsprifungsmerkmal, bei dem eine leichte Signifikanz
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(p < 0,1) abzulesen ist. Auch hier haben die Anlagetrager einen leicht besseren No-

tendurchschnitt von 0,45 und Medianwert von 0,25 Notenpunkten.

Das Leistungsmerkmal ,Training Fahren Schritt* ist eine von drei Rubriken, in der die
Wildtypen im Durchschnitt eine bessere Note erzielten als die PSSM1 positiven
Pferde. Hier entspricht der Unterschied 0,34 Notenpunkte. Die anderen beiden Leis-
tungsmerkmale, in denen die Wildtypen Uberlegen waren, waren ,Prifung Fahranlage
Fremdfahrer” mit einem p-Wert von 0,859 und ,Teilnoten Fahren“ mit einem p-Wert
von 0,919 und wiesen lediglich einen durchschnittlichen Notenunterschied von 0,02
auf.

-

Gesamtnote Priifung schwerer Zug Schlitten Training Fahren Schritt
Verhalten und Umganglichkeit beim
Anspannen

Leistungsprifungsno
an ~
w ~ U
|
I
|
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Abbildung 13: Gesamtnote der Leistungspriifungsergebnisse sowie die Teilnote ,,Priifung
schwerer Zug Schlitten Verhalten” und ,,Umganglichkeit beim Anspannen und Training
Fahren Schlitten”

N/N = Wildtypen, N/PSSM = heterozygote Anlagetrager, PSSM/PSSM = homozygote Anlagetrager

In keinem der Leistungsmerkmale des erweiterten Datensatzes erreichten die Wildty-
pen einen hoheren Medianwert als die Anlagetrager und keines der Leistungsmerk-

male weist einen statistisch signifikanten Unterschied auf.

37



3.2.6. Populationsanalyse beim Rheinisch-Deutschen Kaltblut an-
hand von Pedigrees und genomischen Daten
Die Auswertung der Abstammungsdaten ergaben flr die Pferde der Strichprobe eine
mittlere aquivalente vollstandige Generationstiefe von 7,60 + 0,85 (Median: 7,59). Die

fur Berechnungen verfugbare Pedigreetiefe ist in Tabelle 7 ersichtlich.

Tabelle 7: Dichte der Abstammungsinformationen der Stichprobe (N = 161)

Merkmal Minimum Maximum MW Median SD
equiGen’ 4,25 9,32 7,60 7,59 0,85
Vollstandige

1,00 7,00 5,19 5,00 1,01
Generationen
Letzte be-
kannte Genera- 4,00 14,00 11,66 12,00 1,43
tionsstufe

'equiGen = Anzahl der dquivalenten vollstandigen Generationen, definiert als die Summe des Anteils der bekannten
Vorfahren Uber alle zuriickverfolgten Generationen (siehe Abbildung 14), MW = Mittelwert, SD = Standardabwei-
chung

Der mittlere Inzuchtkoeffizient F lag fur die Stichprobe bei 2,33% + 2,28 (Median: 1,52)
mit einer Spanne von minimal 0,00% bis maximal 15,07%, wobei die Mehrheit der
Tiere (73,91%) einen Inzuchtkoeffizienten von unter 3% aufwies (siehe Abbildung 15).
Der Mittelwert der paarweisen Verwandtschaftskoeffizienten lag bei 6,44% + 6,62 (Me-
dian: 4,76%) und rangierte von 0,00% bis 62,25% (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14: Verteilung der pedigreebasierten Inzuchtkoeffizienten und der paarweisen
Verwandtschaftskoeffizienten beim Rheinisch-Deutschen Kaltblut anhand von Histogram-

men und Boxplots.

Die Hohe der berechneten Inzuchtkoeffizienten nimmt mit der Verfugbarkeit von Ab-

stammungsinformationen kontinuierlich zu. Die Anzahl aquivalenter vollstandiger Ge-

nerationen (complete generation equivalent, Maignel et al. 1996) ist die aussagekraf-

tigste Grolke fur den Informationsgehalt einer individuellen Abstammung. Sie ent-

spricht der Summe der Anteile der bekannten Vorfahren eines Individuums Uber alle

zuruckverfolgten Generationen (siehe Abbildung 15). Aus der schematischen Abbil-

dung 16 ergeben sich zwei vollstandige Generationen, funf Generationen fur die letzte

bekannte Generationsstufe und 3,59 aquivalente vollstandige Generationen.
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4. Generation

5. Generation

Eltern Groleltern UrgroReltern UrurgrofReltern Urururgrol3el-
tern
Vatervater
Vater
Vatermutter
Muttervater
Mutter
Muttermutter

100% bekannt (1,00)

100% bekannt (1,00)

75% bekannt (0,75)

50% bekannt (0,50)

34% bekannt (0,34)

Abbildung 15: Schematische Darstellung des Terms ,, aquivalente vollstindige Generation”
mit bekannten Vorfahren in Orange und unbekannten Vorfahren in Weif$ und dem Anteil
der bekannten Vorfahren je Generationsstufe in der letzten Zeile

Zwischen der Anzahl aquivalenter vollstandiger Generationen und dem Inzuchtkoeffi-

zienten F besteht eine signifikante (p < 0,05) Korrelation von r = 0,31 (siehe Abbil-

dung 15). Insbesondere bei einer bedrohten Rasse wie dem Rheinisch-Deutschen

Kaltblut gilt es daher das Maximum an verfligbaren Abstammungsinformationen bei

der Berechnung von Inzuchtkoeffizienten und daraus resultierenden Anpaarungsemp-

fehlungen zu nutzen. Luckige oder ungenugend tiefe Pedigrees fuhren zu einer Unter-

schatzung von Inzucht und Verwandtschaft.
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Abbildung 16: Korrelation zwischen der Anzahl dquivalenter vollstandiger Generationen
und dem pedigreebasierten Inzuchtkoefffizienten F

Die Berechnung der effektiven PopulationsgrofRe Ne Uber PopRep 2.0 (Groeneveld et
al. 2009) ergab fur das Jahr 2021 einen Wert von 125 Tieren. Die GrofRe der Zuchtpo-
pulation des Rheinisch-Deutschen Kaltblutes kann folglich der Anzahl von 125 voll-
standig unverwandten Individuen unter panmiktischen Fortpflanzungsstrukturen
gleichgesetzt werden. Die Berechnung der effektiven Populationsgréfie kann Uber ver-
schiedene Methoden erfolgen, wobei die Ecg-Methode nach Gutiérrez (2009) fir den
vorliegenden Datensatz als die stabilste festgestellt wurde. Die durch die Gesellschaft
zur Erhaltung alter und gefahrdeter Haustierrassen (GEH e.V.) verwendete zensusba-
sierte Berechnungsmethode wurde fur das Jahr 2021 einen Wert von 232 ergeben,
der um das 1,9-fache Uber dem Ecg-Wert (Gutiérrez 2009) liegt. Die Zensusmethode
fuhrt bei dieser Rasse folglich zu einer starken Uberschatzung (siehe Tabelle 8). Der
Annahme folgend, dass die Inzucht- und Verwandtschaftskoeffizienten bei tieferen Pe-
digrees noch hoher ausfallen wirden, kann der Wert von 125 ebenfalls als Uberschatzt

antizipiert werden.
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Tabelle 8: Pedigreebasierte effektive PopulationsgréBe Ne nach Zensusdaten und nach
Gutiérrez (Ecg)

Ne Mw 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
Ne-Zensus 278 349 336 309 298 287 262 242 232 232 232
Ne-Ecg 113 102 103 106 110 113 115 120 119 121 125

MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung

Die Berechnung genomischer Inzuchtkoeffizienten erfolgte mittels PLINK 1.9 mit drei
verschiedenen Parametereinstellungen fur die der Rechnung zugrundeliegenden lan-
gen Homozygotieabschnitte (ROH). Je nach definierter minimaler Lange der ROHs

fallen die berechneten Inzuchtkoeffizienten héher oder niedriger aus (siehe Tabelle 9).

Tabelle 9: Deskriptive Statistik der genomischen Inzuchtkoeffizienten Froh in Prozent mit
unterschiedlichen Mindestlangen der Homozygotieabschnitte (20, 35 und 50 SNPs)

Inzuchtkoeffi-  pin Max MW Median SD
zient

Froh-20 (%) 5,61 27,62 10,88 10,28 3,32
Froh-35 (%) 4,54 26,18 9,47 8,88 3,30
Froh-50 (%) 3,44 25,16 8,04 7,47 3,26

Froh = genomischer Inzuchtkoeffizient unter Angabe der Fenstergrofe (Anzahl SNP im Fenster), MW = Mittelwert,
SD = Standardabweichung

Hervorzuheben ist, dass die genomischen Inzuchtkoeffizienten im Mittel flnf bis acht
Prozentpunkte Uber den pedigreebasierten Werten liegen, was fur letztere eine Unter-
schatzung suggeriert. Wie in Abbildung 17 ersichtlich, steigen die genomische Inzucht-
koeffizienten, wenn die FenstergrofRe reduziert wird, d.h. die ROH-Segmente eine ge-
ringere Mindestlange haben. Die FenstergrofRe von 20 bis 50 SNPs wird in der Literatur
als geeignet beschrieben, um Inzuchtkoeffizienten zu ermitteln, die in inrer Genauigkeit
Uber der pedigreebasierten Berechnung liegen (Forutan et al. 2018). Erwahnenswert
ist, dass das Individuum mit einem genomischen Inzuchtkoeffizienten von tber 25%

im Abstammungsdatensatz Uber keine ausreichenden Informationen zur Berechnung
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eines Inzuchtkoeffizienten verfugte. Nachtragliche Recherchen belegten fur dieses
Pferd jedoch eine Abstammung aus einer Halbgeschwisterverpaarung, sodass der
Wert plausibel ist. In der vorliegenden Stichprobe konnte fur kein Tier ein genomischer

Inzuchtwert unter 3,4% ermittelt werden.
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Abbildung 17: Verteilung der Haufigkeiten genomischer Inzuchtkoeffizienten in
Abhangigkeit von der Parameterfestsetzung (window-size 20, 35, 50)

Die Korrelation zwischen den Ergebnissen der drei Parametereinstellungen waren sig-
nifikant (p < 0,05) und mit r > 0,99 extrem hoch. Die Korrelation der genomischen In-
zuchtkoeffizienten zu den pedigreebasierten Werten lag mit r > 0,70 ebenfalls im obe-
ren Bereich und fiel unter Beschrankung auf Tiere mit mindestens sechs vollstandigen

Generationen mit r = 0,78 noch hdher aus (siehe Tabelle 10 und Abbildung 18). Bei
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fehlender oder unvollstandiger Abstammung liel3en sich demnach auch genomisch zu-

verlassige Inzuchtkoeffizienten beim Rheinisch-Deutschen Kaltblut berechnen.

Tabelle 10: Korrelationskoeffizienten r von pedigreebasierten (Fped) und genomischen
(Froh) Inzuchtkoeffizienten unter Beriicksichtigung der Anzahl dquivalenter vollstandiger
Generationen im Pedigree (mind. 6)

Inzuchtkoeffizient Froh-20 Froh-35 Froh-50
Fped 0,7081 0,7163 0,7204
Fped-6 0,7822 0,7828 0,7809
Froh-20 0,9971 0,9904
Froh-35 0,9943

Fped = pedigreebasierter Inzuchtkoeffizient, Fped-6 = pedigreebasierter Inzuchtkoeffizient fir Tiere mit mindestens
sechs vollstadndigen Generationen, Froh = genomischer Inzuchtkoeffizient unter Angabe der Fenstergréfle (Anzahl
SNP im Fenster)

15

r=0.78
p =2.55e-13

Pedigreeinzuchtkoeffizient FPED in %

genomischer Inzuchtkoffizient FROH in %

Abbildung 18: Korrelation von pedigreebasierten (Fped) und genomischen (Froh) Inzucht-
koeffizienten unter Beriicksichtigung der Anzahl Aquivalenter vollstandiger Generationen
im Pedigree (mind. 6)

Eine Hauptkomponentenanalyse (PCA) der SNP-Daten zeigte, dass 16,93% der Vari-

abilitat durch die ersten beiden Hauptkomponenten (PC1, PC2) erklart werden konnten
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(siehe Abbildung 19). Eine Auftrennung der Stichprobe ist erkennbar, war jedoch nicht
durch Faktoren wie Geschlecht oder Standort zu begrinden. Die durch PC1 und PC2
erklarte Variabilitat liegt Uber Werten, die beim Reitpferd dokumentiert wurden (Vos-
gerau et al. 2022).
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Abbildung 19: SNP-basierte Hauptkomponentenanalyse der Rheinisch-Deutschen Kaltblut-
Population in Sachsen und Thiiringen (N = 172) mit farblicher Unterscheidung nach Ge-
schlecht (Hengst = blau, Stute = rot)

Die eingehendere Untersuchung der ROH-Segmente lie® Genomregionen unter posi-
tivem Selektionsdruck auf den Chromosomen ECA 2, 7 und 11 erkennen und unter
Verwendung kurzerer ROH-Mindestlangen (20 SNPs) auch Signaturen auf ECA 6, 18,
21 und 25 (siehe Abbildung 20). Der vermutlich unter Selektionsdruck befindliche Ab-
schnitt auf Chromosom 11 beherbergt den HOXB-Komplex, der insbesondere wah-
rend der Embryonalentwicklung eine entscheidende Rolle spielt. Selektionssignaturen
wurden bereits in anderen Rassen in dieser Genomregion gefunden, z.B. beim Warm-
blut (Nolte et al. 2019) oder Noriker and Lipizzanern (Grilz-Seger et al 2019a, 2019b).
Eine eingehendere Untersuchung der in den Signaturen gelegenen proteinkodieren-

den Genen wurde an dieser Stelle nicht verfolgt, da Uber die Analyse nur untersucht
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werden sollte, ob sich eine klare Signatur im Bereich des Gens GYS befindet (ECA 10,
19,1-19,2 Mb). Dies war nicht der Fall.

window-size = 20 SNP

Anzah! Pferde mit SNP in ROH

. .
T T T T T T T T T T T 1T T T T T T T T T T T T 1T T TTT
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13 14 15 1% 17 18 19 20 21 23 25 27 29 3

autosomale Chromosomen

Abbildung 20: Genomregionen auf autosomalen Chromosomen mit erh6htem Aufkommen
langer Homozygotie-Abschnitte bei 172 Rheinisch-Deutschen Kaltbliitern (die rote Linie
markiert ein Drittel der Tiere, N= 58)

Da Uber Homozygotiesegmente keine Selektionssignatur auf ECA10 nachgewiesen
werden konnte, sollte untersucht werden, ob die Gruppe der PSSM1-freien Type, d.h.
Wildtypen (Genotyp N/N) sich genetisch nennenswert von der Gruppe der Anlagetra-
ger (N/PSSM1, PSSM1/PSSM1) unterschied. Dazu wurde der Datensatz von 172 Tie-
ren in Wildtyp (N = 81) und Anlagetrager definiert (N = 91). Uber Wright's Fixation-
Index wurde untersucht, ob die Gruppen aufgrund ihrer genetischen Struktur klar dif-
ferenziert waren. Bei Pferderassen, die sich im Phanotyp stark unterscheiden, z.B.

KaltblUiter und Arabische Vollbluter, wurden Fst-Werte von 0,122 berechnet (Gurgul et
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al. 2019). Innerhalb von Reitpferderassen besteht dagegen kaum ein nennenswerter
Unterschied und der mittlere Fst-Wert liegt bei 0,04 (Nolte 2022). Damit ist ein mittlerer
Fst-Wert von 0,004 far Wildtypen und PSSM1-Anlagetrager beim Rheinisch-Deut-
schen Kaltblut nicht unerwartet niedrig, da es sich eigentlich um eine einzige Zuchtpo-
pulation handelt. Die Unterscheidung anhand des Genotyps am GYS7-Lokus resultiert
jedoch bei einer genomweiten Darstellung der Fst-Werte in einer klaren Signatur an
ebenjener Position (siehe Abbildung 21). Hervorzuheben ist, dass die beiden Unter-
gruppen sich in keiner anderen Genomregion so deutlich unterscheiden wie um das
PSSM1-kausale GYS7-Gen.

= GYS1-flankierende SNPs

04

0.3

Anzahl Pferde mit SNP in ROH

0.1

0.0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 14 15 16 17 18 20 22 24 26 28 3

autosomale Chromosomen

Abbildung 21: Fst-Statistik beim Rheinisch-Deutschen Kaltblut fiir Wildtyp (N/N) und
PSSM1-Anlagetrager (N/PSSM1 und PSSM1/PSSM1)

4. Ergebnisverwertung
4.1. Nutzung der Ergebnisse in der Praxis

In der zUchterischen Praxis ist eine flachendeckende Verfugbarkeit von Genomprofilen
fur das Rheinisch-Deutsche Kaltblut in naherer Zukunft nicht absehbar, sodass dieses
Instrument zum Monitoring und Management der Inzuchtkoeffizienten wenig geeignet
erscheint. Die Ergebnisse machen jedoch deutlich, dass es bei den gegenwartig ver-
fugbaren Abstammungsdaten zu Unterschatzungen kommen kann. Dementsprechend

wird empfohlen, die digital verfugbaren Abstammungsdaten in den Herdbuchern ggf.
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zu korrigieren, d.h. mehrfach vergebene Lebensnummern auf ein Individuum umzuan-
dern, und die Datenbasis unter Nutzung historischer Stutblcher zu erweitern. Somit
konnten aussagekraftigere Inzucht- und Verwandtschaftskoeffizienten ermittelt wer-
den, die dem Diversitatsmanagement der Rasse zugunsten kamen. Der berechnete
mittlere Inzuchtkoeffizient der Stichprobe von 2,33% * 2,28 liegt einen Prozentpunkt
uber friheren Ergebnissen, welche fur die deutschlandweite Population erarbeitet wur-
den, wobei dort auch hohere Inzuchtkoeffizienten, begleitet durch vollstandigere Pe-
digrees, in ostdeutschen Zuchtgebieten dokumentiert wurden (Biedermann et al.
2002). Aufgrund der deutlich héher liegenden genomischen Inzuchtkoeffizienten wird
jedoch empfohlen, bei Anpaarungen stringente Grenzen fur den Inzuchtgrad des ge-
planten Fohlens zu setzen. Fur den Pferdezuchtverband Sachsen-Thiringen e.V.
wurde ein pedigreebasiertes Anpaarungsprogramm fur R kodiert, das eine Berucksich-
tigung des Genotyps bzw. die PSSM1-Veranlagung zulasst, wenn dies gewlnscht ist.
Es wird jedoch anhand der vorliegenden Ergebnisse empfohlen, der genetischen
Diversitat und den gewunschten Exterieur- und Leistungsmerkmalen bei der Anpaa-
rungsplanung grolReres Gewicht zukommen zu lassen als dem Anlagestatus fur
PSSM1. Dass Programm beinhaltet als Datenbasis alle Pferde aus der vorliegenden
Stichprobe, erweitert um archivierte Daten. Nichtsdestotrotz wird eine regelmaRige Ak-
tualisierung der Datenbasis durch den Pferdezuchtverband notwendig sein.
Das detaillierte Konzept zur Optimierung des Populationsmanagements beim
Rheinisch-Deutschen Kaltblut fir den Pferdezuchtverband Sachsen-Thiringen e.V.

istim Anhang 5 dargestellt.

Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten

Der Projektansatz liefert durch die enge Zusammenarbeit zwischen dem landwirt-
schaftlichen Unternehmen (Kooperationsbetrieb), dem PZVST als tierzlichterische
Vereinigung sowie des PGD der Sachsischen TSK und der HTW Dresden als wissen-
schaftliche Einrichtungen des Freistaates Sachsen wesentliche Grundlagen, um evi-
denzbasierte Daten zur Tragerfrequenz des Gendefektes PSSM1 beim RDK und des-

sen Auswirkungen auf die Leistung und Tiergesundheit zu generieren.

Die Ergebnisse ermdglichen dem PZVST fundierte Entscheidungen in zuchtleitenden

Tatigkeiten und der Betreuung der Population. Fur Zuchter leisten die Ergebnisse wert-
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volle Hilfestellung bei der Anpaarungsentscheidung und der Tierhaltung und -versor-
gung im Falle von betroffenen Tieren. Fur die Sachsische Gestutsverwaltung leisten
die Erkenntnisse eine Entscheidungshilfe fur die Bestandsremontierung. Die Kenntnis
von Inzuchtkoeffizienten, effektiver Populationsgréfie und Tragerstatus werden in der

Tierauswahl fir die nationalen Genbank Anwendung finden.

In diesem Umfang ist diese Studie landes- und bundesweit die erste ihrer Art und weg-
weisend fur die Entwicklung und zichterische Bearbeitung der Rasse. Insbesondere
der Fokus auf zuchtaktiven Tieren ist fir das verbesserte Populationsmanagement
grundlegend. Das Thema unterstiitzt die Zuchtarbeit fir das RDK im Zuchtgebiet

Sachsen.

Wirtschaftliche Erfolgsaussichten und Tierwohl

Der Genotyp, welcher mit den tiergesundheitlichen Beeintrachtigungen assoziiert wird,
kann durch gezielte Anpaarungen vermieden werden. Die vorliegenden Ergebnisse
zeigen jedoch keine Notwendigkeit dieses Ziel konsequent zu verfolgen. Es konnte
kein Zusammenhang zwischen Genotyp und PSSM1- Symptomen nachgewiesen wer-
den. Aufgrund dessen konnte mithilfe dieser Studie zum Erhalt der Rasse beigetragen
werden, da die genotypisch positiven Pferde weiter fur die Zucht eingesetzt werden

konnen und genetische Diversitat so erhalten bleibt.

Erhaltung tiergenetischer Ressourcen

Der Pferdezuchtverband Sachsen-Thuringen e.V. fuhrt deutschlandweit die grofdte
Zuchtpopulation der Rasse RDK, wobei der Hauptanteil im Zuchtbereich Sachsen re-
gistriert ist. Die Rasse ist ein lebendes Kulturgut im Freistaat Sachsen, wird aber auf-
grund der nur noch geringen Populationszahl als gefahrdet eingestuft. Ein Ausschluss
von Tragertieren aus der Zucht wirde einen bedeutenden Einschnitt in die genetische

Diversitat darstellen, worin sich die Dringlichkeit dieser Untersuchung begrindet war.
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4.2. MaBRnahmen zur Verbreitung der Ergebnisse

Informationsveranstaltungen, Schulungen

Der Wissenstransfer insbesondere an Pferdehalter und —zlichter aus Sachsen und
Thdringen ist eine wesentliche Komponente dieses Projektes. Ergebnisse und Erfah-

rungen werden regelmalig in Informationsveranstaltungen prasentiert und diskutiert.

Ein Transfer der Ergebnisse erfolgte im Rahmen folgender Veranstaltungen:

- Sachsisch-Thuringischer Pferdetag am 11. Marz 2023 (siehe Anhang 1)

Publikationen

Im Rahmen der Publizitatspflicht werden die Ergebnisse des Projektes entsprechend

der Forderrichtlinie sowie in der Fachpresse veroffentlicht.

Beratung

Die im Projekt zu entwickelnden Empfehlungen zum Populationsmanagement werden
unter anderem in die regelmafige Beratungstatigkeit des PGD und PZV integriert und
Pferdehaltern, Tierarzten und Beratungsdiensten kostenfrei zur Verfigung gestellt. Die
Empfehlungen zur Spermaeinlagerung in die nationale Genbank werden an den Fach-
beirat Tiergenetische Ressourcen der Deutschen Gesellschaft fur Zichtungskunde

(DGfZ) e.V. und die zustandigen Landesstellen kommuniziert.

Anpaarungsplaner

Durch die Erarbeitung und Bereitstellung eines (Online-) Anpaarungsplaners werden
die Erkenntnisse des Projektes dauerhaft fir sdchsische Zichter nutzbar gemacht und

tragen dauerhaft zum Erhalt der Rasse und der Verbesserung der Tiergesundheit bei.
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5. Wirkung des Projektes

5.1.

chen Raums

Beitrag zu den Prioritaten der EU fiir die Entwicklung des landli-

Prioritat der EU fiir die Entwicklung | Nein | Ja | Begriindung

des Landlichen Raums

1. Foérderung von Wissenstransfer O Gewinnung Evidenz basierter Daten zu Allel- und
und Innovation in der Land- und Genotypfrequenzen, Leistung und Tiergesundheit
Forstwirtschaft und den Iandli- einer alter, einheimischer Pferderasse fir die Be-
chen Gebieten ratung potenzieller Halter und Zichter

2. Verbesserung der Lebensfahig- O Aufzeigen der Mdglichkeiten eines optimierten
keit der landwirtschaftlichen Be- Zuchtmanagements unter Einbeziehung moleku-
triebe und der Wettbewerbsfahig- largenetischer Daten zur Verbesserung der Tier-
keit aller Arten von Landwirtschaft gesundheit und Leistung
in allen Regionen und Foérderung
innovativer landwirtschaftlicher
Techniken und der nachhaltigen
Waldbewirtschaftung

3. Forderung einer Organisation der | [] Die Mechanisierung der Landwirtschaft flihrte
Nahrungsmittelkette, einschlief3- dazu, so dass man die Rasse heute nur noch ver-
lich der Verarbeitung und Ver- einzelt in der Land- und Forstwirtschaft und zu Re-
marktung von Agrarerzeugnissen, prasentationszwecken in Brauereien findet. Im
des Tierschutzes und des Risiko- Hobby- und Freizeitsektor hat sich das Rh.-Dt.
managements in der Landwirt- Kaltblut heute ein vollig neues Terrain erobert und
schaft wird zunehmend auch fir touristische Zwecke ge-

nutzt. Die Haltung dieser Pferde flr Freizeit/Tou-
rismus kann Teil des betrieblichen Risikomanage-
ments sein.

4. Wiederherstellung, Erhaltungund | O Eine Nutzung der Rasse als Zug- und Arbeitspferd
Verbesserung der mit der Land- in Landwirtschaft und Forst ist insbesondere in
und Forstwirtschaft verbundenen Okologisch sensiblen Gebieten weiterhin denkbar.
Okosysteme

5. Forderung der Ressourceneffizi- O
enz und Unterstitzung des Agrar-

, Nahrungsmittel- und Forstsek-
tors beim Ubergang zu einer koh-
lenstoffarmen und klimaresisten-
ten Wirtschaft
6. Forderung der sozialen Inklusion, | 3 Pferdehaltung und —zucht ist ein wesentlicher

der Armutsbekampfung und der
wirtschaftlichen Entwicklung in
Iandlichen Gebieten

Wirtschaftsfaktor in landlichen Gebieten, heute
insbesondere fir Tourismus, Fahrsport und Frei-
zeitgestaltung. In-situ-Erhaltung alter, einheimi-
scher Rassen ist eine Voraussetzung fir Steige-
rung der gesellschaftlichen Akzeptanz der Land-
wirtschaft und Tierzucht.
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5.2. Beitrag zu den Zielen der EIP-AGRI

Ziel der EIP ,Landwirtschaftliche Produkti- |Nein |Ja |Begrindung

vitat und Nachhaltigkeit

1. Forderung eines ressourceneffi- O Pferdehaltung und —zucht ist in der Re-

zienten, wirtschaftlich lebensfahigen, pro- gel mit einer extensiven Weidehaltung

duktiven, wettbewerbsfahigen, emissions- und Grunlandbewirtschaftung assoziiert.

armen, klimafreundlichen und -resistenten Damit werden im Sinne der Landschafts-

Agrar- und Forstsektors mit einem Hinar- pflege wertvolle Okosysteme erhalten.

beiten auf agrarékologische Produktions- Das RDK wird vereinzelt noch im Forst

systeme, der in Harmonie mit den wesentli- zur Holzernte eingesetzt. Der Einsatz

chen natirlichen Ressourcen funktioniert, von Riickepferden mit einer bodenscho-

von denen die Land- und Forstwirtschaft nenden und waldfreundlichen Bearbei-

abhangt tung verbunden und stellt insbesondere
in unwegsamen Gelande und Hanglagen
eine wertvolle Ergdnzung zur motorisier-
ten Holzernte dar.

2. Beitrag zu einer sicheren, stetigen O

und nachhaltigen Versorgung mit Lebens-

mitteln, Futtermitteln und Biomaterialien,

was sowohl bestehende als auch neue

Produkte betrifft

3. Verbesserung der Prozesse zur O

Bewahrung der Umwelt, zur Eindammung

des Klimawandels und zur Anpassung an

seine Auswirkungen

4. Bruckenschlag zwischen Spitzen- O

forschung und -technologie sowie den
Landwirten, Waldbewirtschaftern, [andli-
chen Gemeinden, Unternehmen, NRO und
Beratungsdiensten
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5.3. Beitrag zu den in der SWOT-Analyse festgestellten Bedarfen

In der SWOT-Analyse festgestellter Be- |Nein|Ja |Begriindung

darf

1. Verbesserung des 6kologischen o- O

der chemischen Zustandes von Grund- o-

der Oberflachenwasserkorpern

2. Verbesserung des Erhaltungszu- O Erhaltung tiergenetischer Ressourcen durch

standes gefahrdeter Tier- und Pflanzenar- Haltung und Zucht einer alten, einheimi-

ten schen Pferderasse

3. Senkung der Treibhausgasemissio- O

nen der Landwirtschaft

4. Steigerung der Nutzungsdauer von O

Milchrindern

5. Verbesserung des Risikomanage- | Haltung und Zucht alter, einheimischer

ments in landwirtschaftlichen Betrieben Pferderassen & Vermarktung ihrer Produkte
(Tourismus, Fahrsport, Freizeit) als zusatzli-
che Einkommensquelle in landw. Betrieben.

6. Steigerung der Arbeitsproduktivitat O

in der Landwirtschaft

7. Verbesserung des Wassermanage- |

ments

8. Erhéhung des Anteils 6kologisch | Insbesondere fiir kologisch wirtschaftende

bewirtschafteter Flachen Landwirtschaftsbetriebe sowie im Forst kén-
nen alte, einheimische Pferderassen von
besonderem Interesse sein.

9. Erhéhung der Anzahl von Lebens- |

mitteln mit geographischen und geschitz-

ten Ursprungsbezeichnungen

10. Verbesserung der Uferbepflanzung O

an kleinen Gewassern

11. Minderung der Bodenerosion O

12. Erhéhung des Artenreichtums auf |0 Extensiven Weidehaltung und Grinlandbe-

landwirtschaftlich genutzten Flachen wirtschaftung in der Pferdezucht/-haltung
und Grinlandbewirtschaftung (Erhalt von
Okosystemen)

13. Verringerung des Energiever- |

brauchs in Gartenbau, Masttierhaltung und

MilchkUhlung

14. Sonstiges (|
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6. Zusammenarbeit in der operationellen Gruppe
6.1. Ausgestaltung der Zusammenarbeit

Die operationelle Gruppe (OG) wurde zur Bearbeitung der innovativen Ansatze des
Projektes gegrundet. Im Rahmen der Zusammenarbeit wurde zur Bearbeitung der Fra-
gestellungen des Projektes die aktive Zuchtpopulation des RDK umfassend genotypi-
siert (Gentest, SNP-Chip) und deren Ergebnisse im Wissenstransfer an die Zlchter
und dem vor-/nachgelagerten Bereich vermittelt. Ein Anpaarungsplaner wurde erprobt
und optimiert. Die Zusammenarbeit zwischen den Mitgliedern der OG gestaltete sich
sehr konstruktiv und zielorientiert und war dabei sehr gut organisiert. Ein Treffen der
OG fand am 25.01.2022 statt. Zudem wurden in regelmaRigen Abstanden Online-Mee-
tings abgehalten. Zur Klarung ad hoc auftretender Fragestellungen fanden zudem be-

darfsorientiert Abstimmungen via Mail und Telefon statt.

6.2. Mehrwert der operationellen Gruppe

Vorhandene fachliche Kompetenzen der beteiligten Institutionen, Verbande und Be-
triebe wurden durch eine Intensivierung der Zusammenarbeit und Kommunikation als
OG vernetzt und geblndelt. Diese Synergieeffekte ermoglichten die umfangreichen
neuen Erkenntnisse zur Tragerfrequenz des Gendefektes PSSM1 beim RDK in Sach-
sen, die Analyse der Effekte auf Leistungsparameter (Leistungsprifungsdaten) und

Klinik dieser Pferde, sowie in der Entwicklung eines Anpaarungsplaners.

7. Verwendung der Zuwendung

Die Auflistung der wichtigsten Ausgabenpositionen und der zahlenmaflige Nachweis
der Ausgaben erfolgt anhand der Belegliste.
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8. Schlussfolgerungen und Ausblick
8.1. Riickblick

Die Zusammenarbeit zwischen den beteiligten Partnern im Projekt zeigte eine sehr
gute Funktionsfahigkeit und induzierte wertvolle Ergebnisse sowie einen gezielten
Wissenstransfer. Die geplanten Studien wurden fachgerecht konzipiert, durchgefuhrt

und ausgewertet.

Der Projektansatz lieferte durch die enge Zusammenarbeit zwischen der sachsischen
Gestltsverwaltung (Kooperationsbetrieb), dem Pferdezuchtverband Sachsen-Thurin-
gen e.V., sowie die Sachsische Tierseuchenkasse, Pferdegesundheitsdienst und der
HTW Dresden als wissenschaftliche Einrichtung des Freistaates Sachsen wesentliche
Grundlagen, um evidenzbasierte Daten zur Tragerfrequenz und zum Einfluss der

GYS1 Genvariante auf die Leistung beim RDK zu generieren.

8.2. Ausblick

Der Verdacht, dass das mutierte GYS7 Gen beim Rheinisch-Deutschen-Kaltblut zu
Krankheitssymptomen und Leistungseinbrichen fuhrt, konnte in dieser Studie nicht
belegt werden. Neben der Tatsache, dass mehr als die Halfte der Population vom Aus-
schluss des Zuchtgeschehen betroffen ware und damit die genetische Diversitat der
Rasse arg eingeschrankt werden wirde, konnte in dieser Studie keinerlei Hinweis auf
einen Zusammenhang zwischen dem Genotyp und dem gesteigerten Auftreten von
klinischen Krankheitssymptomen, insbesondere Rhabdomyloyse und Myoglobinurie o-

der einer verminderten Leistung nachgewiesen werden.

Als Schlussfolgerung fur die Praxis der Zuchtung kann festgehalten werden, dass ein
genotypisch positives Pferd, selbst wenn es homozygot positiv ist, nicht direkt von der
Zucht ausgeschlossen werden sollte. Bei der Betrachtung der Leistungspriufungser-
gebnisse wird deutlich, dass Anlagetrager teilweise bessere Noten als Wildtypen er-
hielten, weshalb man diese zlchterisch wertvolle Genetik nicht aufgrund eines einzel-
nen Gens aufgeben sollte. Wenn der Ausbreitung der Genmutation in der Zuchtpopu-
lation vorgebeugt werden soll, empfiehlt sich eine Anpaarung von Doppeltragern mit

Wildtypen anstatt von Anlagetragern.
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9. Studentische Abschlussarbeiten aus Daten des Projektes

Schnorr, Tobias (2023): Analyse der Umweltfaktoren die zum Ausbruch der Polysac-
charaidspeichermyopathie beitragen und Bewertung des Einflusses der GYS 1 Gen-

variante auf die Leistung beim RDK. Bachelorarbeit (B. Sc. Agrarwirtschaft)

Hake, Tina (2023): In Bearbeitung. Masterarbeit (M. Sc. Produktionsmanagement Ag-

rarwirtschaft)
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11. Anhang

Anhang 1: Prasentation der Ergebnisse zum Sachsisch-Thiringischen Pferdetag am
11.03.2023 im Hauptgestiit Graditz. © Dr. Wietje Nolte/SLfULG

Anhang 2: Entnahme des Probenmaterials aus der Mahne der Studientiere.
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Anhang 3: Untersuchungsprobe mit Haarwurzeln © Tina Hake/HTWD

Anhang 4: Verpackung des Probenmaterials, sowie Beschriftung der Proben zur Ein-
sendung ins Labor © Tina Hake/HTWD
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