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1. Einleitung

Die ungarische Gans hat heutzutage, nach der GroRe und der Art der Fortpflanzung,
Eigenschaften einer lebenden Genreserve. Fir so eine gefahrdete Nutztierrasse, stellt sich ganz
besonders die Frage der genetischen Distanz zu anderen Rassen. Die Untersuchung hatte zwei Ziele:
Zum einen sollte die genetische Variabilitat der ungarischen Glattfeder- und Lockengans festgestellt
werden. Zum anderen sollte die genetische Beziehung der ungarischen Locken- und Glattfedergans
zur Emdener Gans untersucht werden. Als AufRergruppe wurde eine Graugans Population verwendet.
Zur Abschatzung der genetischen Variabilitdt wurden Mikrosatelliten aus anderen
Wassergefliigelrassen benutzt. Weil die Zahl der verfiigbaren Mikrosatelliten bei Wassergefliigel sehr
beschrankt ist (BUCHHOLZ et al., 1998; MAAK et al., 2000; TAKAHASHI et al., 2001), haben die
Mikrosatelliten-Adaptationsstudien grof3e Bedeutung.

2. Material und Methode

Fir die Untersuchung wurden Blutproben von insgesamt 329 Gansen aus vierzehn
verschiedene Populationen (Ungarischen Locken- und, Glattgans, Emdener Gans) entnommen. Die
Populationen stammen aus Ungarn und Transsilvanien.

Als Kontrollegruppe wurde eine Graugans Population verwendet. Die DNS Proben der
Graugansindividuen wurden von Veterindrmedizinischen Universitat Wien zur Verfligung gestellt.
Abbildung 1. zeigt eine Karte Uber die Herkunft der Populationen.
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Die DNS wurde aus Blut isoliert (NAGY, 2003). Um den Erfolg der DNS-Isolation zu kontrollieren und
eine semiquantitative Abschatzung der DNS-Menge durchzufiihren, wurden die DNS-Proben auf

Agarosegele aufgetragen.
Die ausgewahlten 23 Mikrosatelliten waren vorher nur bei anderen Arten (Ente bzw.
Kanadische Gans) benutzt worden und wurden hier erstmalig bei domestizierter Gans verwendet.
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Finfzehn verwendete Mikrosatellitenmarker wurden aus der Ente (Somateria mollisima und Anas
platyrhynchos) isoliert und charakterisiert (PAULUS et al., 2003, MAAK et al.,, 2003) und acht
stammten aus der kanadischen Gans (Branta canadensis) (CATHEY et al, 1998; BUCHHOLZ et al.,
1998).

Die Funktion der ausgewahlten 23 Mikrosatelliten wurde erst bei 8 Individuen getestet. Die
optimalen PCR-Bedingungen, hinsichtlich Anlagerung-Temperatur und Anzahl der Zyklen wurden
durch eine Reaktionsoptimierung ermittelt. Zu diesem Zweck wurde fiir jeden Mikrosatelliten einzeln
eine Test-PCR durchgefuhrt. Der Name, Herkunft, PCR Profil (Anlagerung-Temperatur, Anzahl der
Zyklen) und Referenten der verwendeten Mikrosatellienmarker sind in Tabelle 1. aufgefihrt. Die
funktionierenden Marker wurden gekennzeichnet.

Die Fragmentlangenbestimmung der Amplifikate erfolgte mit einer lasergestitzten
Kapillarelektrophorese. Dazu stand ein ABI Prism™ 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Wien) zur Verfigung. Die Auswertung der Typisierungen erfolgte mit den Softwareprogrammen
GeneScan® 2.1. und Genotyper® 2.1. (Applied Biosystems, Wien).

Tabelle 1.
Verwendete Mikrosatelliten
Anlagerung PCR-

No. Mikrosatellit Herkunft Temperatur Zyklen Referen

t
1. Smo1 Somateria mollissima 54°C 38 1.
2. Smo4 Somateria mollissima 55°C 38 1.
3. Smob6 Somateria mollissima 65°C 38 1.
4, Smo7 Somateria mollissima 60°C 38 —»29 1.
5. Smo8 Somateria mollissima 54°C 38 1.
6. Smo9 Somateria mollissima 61°C 38 1.
7. Smo10 Somateria mollissima 50°C 38 1.
8. Smo11 Somateria mollissima 61°C 38 1.
9. Smo12 Somateria mollissima 49°C 38 —29 1.
10. Smo13 Somateria mollissima 65°C 38 1.
1. APH02 Anas platyrhynchos 62°C 29 2.
12. APHO08 Anas platyrhynchos 58°C 29 2.
13. APH12 Anas platyrhynchos 52°C 30 2.
14. APH13 Anas platyrhynchos 52°C 30 2.
15. APH16 Anas platyrhynchos 52°C 29 2.
16. TTUG-1 Branta canadensis 55°C 35 -30 3.
17. TTUG-2 Branta canadensis 55°C 35 -30 3.
18. TTUG-3 Branta canadensis 53°C 35 3.
19. TTUG-4 Branta canadensis 55°C 35 3.
20. TTUG-5 Branta canadensis 59°C 35 27 3.
21, Bcap1 Branta canadensis 56°C — 57 °C 27 4,
22, Bcau3 Branta canadensis 56°C — 57 °C 27 4,
23. Bcapu9 Branta canadensis 56 °C 26 4.

1.= PAULUS et al.(2003), 2.= MAAK et al.(2003) , 3= CATHEY et al. (1998), 4.=BUCHHOLZ et al.(1998)

Die genetische Diversitat einer Population lasst sich recht gut an der Anzahl der Allele und
der Allelverteilung abschatzen. Die Allelfrequenzen sowie die Anzahl der Allele pro Locus (EWENS,
1972; KIMURA, et al. 1975) wurden mit dem Softwareprogramm MSA4.00 (DIERINGER, 2003)
berechnet. Auch die erwartete sowie die beobachtete Heterozygotie, das heil’t der Anteil der
heterozygoten Tiere in der Population, ist ein guter Hinweis auf die genetische Variabilitdt. Diese
Werte wurden auch mit dem Softwareprogramm MSA4.00 (DIERINGER, 2003) berechnet. Alle Daten
wurden auf Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG) mit Hilfe des
Softwareprogramms  Genepop v.3.4d. (RAYMOND, 1995) untersucht. Der paarweise
Homogenitétstest (Fst) wurde mit dem Softwareprogramm MSA4.00 (DIERINGER, 2003) berechnet.
Die paarweise genetische Distanzen aller Populationen wurden nach Nei's Standard Genetik
Distanzen (NEI, 1978) und nach die Anteile an gemeinsamen Allele (“proportion of shared alleles” =
POSA) (BOWCOCK et al., 1994) bestimmt. Alle diese Distanzen wurden mit dem Softwareprogramm
MSA4.00 (DIERINGER, 2003) berechnet. Das Konstruieren von phylogenetischen Baumen kann zur
Darstellung von genetischen Distanzen verwendet werden. Fir den Populationsbaum wurde das
Distanzmall nach Proportion der gemeinsamen Allele (BOWCOCK et al.,, 1994) verwendet. Der
phylogenetische Baum wurde nach dem “Neighbor-Joining“-Verfahren (SAITOU et al.,, 1987)
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konstruiert. Daflir wurde das Softwarepaket Phylip (FELSENSTEIN, 1993) verwendet. In diesem Fall
wurden die Distanzen zwischen den Individuen aufgrund der Anteile an gemeinsamen Allele
(“proportion of shared alleles” ) berechnet (BOWCOCK et al.,, 1994). Die Darstellung der
phylogenetischen Baume erfolgte mit dem Softwareprogramm TreeViewPPC'v.1.6.5. (PAGE, 1996).

3. Ergebnisse
3.1. Ergebnisse der Mikrosatellitenadaptation

Vierzehn von 23 Mikrosatelliten konnten bei den Gansindividuen amplifiziert werden und zehn
Locus waren polymorph. Bei den polymorphen Mikrosatelliten variierte der Anzahl der Allele zwischen
zwei und zwolf. Die erwartete Heterozygositat der Locus war zwischen 3-78% und die beobachtete
Heterozygositat der Locus war zwischen 1-72%. Die Tabelle 2. zeigt die amplifizierte Mikrosatelliten,
gefundene Allele, Allellange und Heterozygositat.

Tabelle 2.
Amplifizierte Mikrosatelliten

Mikrosatellit Anzahl die Allele Allellange (bp) Heterozygositat

Smo7 2 188-190 29%
Smo12 2 73-75 9%
APH12 4 150-154 31%
APH13 2 162-164 38%
TTUG-1 3 130 1%
TTUG-2 2 110-114 39%
TTUG-5 12 108-124 72%
Bcap1 6 176-231 40%
Bcau3 3 111-121 47%
Bcau9 4 151-160 30%

3.2. Genetische Diversitat der Populationen

Fur die Feststellung der genetischen Variabilitat in der Ungarischen Gans Populationen wurde
die durchschnittliche Anzahl der Allele, die beobachtete (HO) und erwartete Heterozygotie (HE) sowie
die Abweichung von Hardy Weinberg Gleichgewicht in jede Gruppe berechnet (Tabelle 3).

Tabelle 3.
Variabilitat der Populationen

Population n Anzahl der Allele Ho He pHW
Locken1 64 34 0,36 0,38 0,001 b
Locken2 24 2,8 0,33 0,35 0,575 n.s.
Locken3 7 24 0,36 0,36 0,999 n.s.
Locken4 10 2,7 0,31 0,35 0,566 n.s.
Locken5 12 2,2 0,37 0,34 0,910 ns.
Locken6 11 2,6 0,28 0,35 0,044 *
Locken7 6 2 0,35 0,31 0,806 n.s.
Locken8 7 2,3 0,35 0,43 0,280 *
Oroshazi 9 2 0,35 0,33 0,872 n.s.
Oros xLocken 8 2,1 0,31 0,33 0,623 n.s.
Parlagi 21 2,7 0,32 0,34 0,437 n.s.
Babati1 64 3,3 0,35 0,36 0,133 n.s.
Babati2 23 2,7 0,33 0,32 0,440 n.s.
Emdener 62 3,2 0,35 0,37 0,204 n.s.
Graugans 21 3,1 0,31 0,35 0,249 n.s.

Die durchschnittliche Anzahl der Allele betrug Uber alle 15 Populationen 2,6. Es wurde
bestimmt, dass sich zwei Locken (Locken2, Locken4), zwei Glattfeder (Babati1, Babati2), die Emdener
und die Graugans Population nach die Allelverteilung aller verwendeten Mikrosatelliten-Marker im
Hardy-Weinberg Gleichgewicht befand. Es konnte bei drei Populationen (Locken1, Locken6, Locken8)
eine signifikante Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht beobachtet werden. Bei drei
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Lockenfeder (Locken3, Locken5, Locken7), zwei Glattfeder (Oroshazi, Parlagi) und bei den
gekreuzten Populationen (Oros x Locken) war die Allelzahl unter durchschnitt und die Heterozygozitie
relativ hoch. Diese Werte zeigen der Anfangstand der Flaschenhals-effekt bei diesen Populationen.
Genetischer Flaschenhals bezeichnet eine starke genetische Verarmung, die durch eine sehr kleine,
oft nur aus wenigen Individuen bestehende Population hervorgerufen wird. Durch eine Flaschenhals-
effekt wird die genetische Variabilitat einer Population stark verringert. Dies kann dazu fihren, dass
bestimmte Allele eliminiert werden.

3.3. Genetische Diversitat der Populationen

Durch Auszahlen der gefundenen Allele wurden die Allelfrequenzen in den einzelnen
Populationen fiir die jeweiligen Loci ermittelt. Fixierte Unterschiede in den Allelfrequenzen wurden
nicht festgestellt. Vielmehr kamen gemeinsame Allele bei Ungarischen Locken-, und Glattfedergans
und bei die Emdener Ganspopulation vor, die jedoch teilweise in recht unterschiedlichen Haufigkeiten
auftraten. Die ungarischen Populationen waren anhand von Allefrequenzen gleichmafig. Die Anzahl
der privaten Allele einer Population gegeniber andere Populationen kann als genetische Distanz
gedeutet werden. Je mehr private Allele eine Gruppe aufweist, desto weniger hat sie mit den anderen
Gruppen gemeinsam, desto weiter ist sie genetisch von den anderen entfernt. Die Unterschiede waren
hier bei den untersuchten Gruppen nicht so gro3. Zwei Populationen (Locken1, Graugans) zeigten
Uber alle Loci vier private Allele. Die Frequenzen dieser populationsspezifischen Allele waren eher
niedrig und lagen fast alle unter 10%.

Der mit der Softwareprogramm MSA 4.00 durchgefiihrte Homogenitatstest (Fst-Wert) ergab
keine signifikante Differenzierung zwischen der meisten Populationen (Tabelle 4).

Tabelle 4.
Ergebnisse der paarweise Homogenitatstest (Fst) tiber 10 Loci

Lock 1 Lock2 Lock3 Lock4 Lock5 Lock6é Lock?7 Lock8 Oros OxL Parl Bab1 Bab2 Emdener

Lock2
n.s n.s
Lock3
n.s n.s n.s
Lock4
n.s n.s n.s n.s
Lock5
n.s n.s n.s n.s *
Lock6é
* " * " * *
Lock7
n.s n.s n.s n.s n.s n.s *
Lock8
n.s n.s * n.s * * * n.s
Oros
oxL n.s n.s n.s n.s n.s * * n.s n.s
X
* " * " * * * * * *
Parl
Bab1 n.s n.s n.s n.s * n.s * n.s * n.s *
a
Bab2 n.s n.s n.s n.s n.s n.s * n.s n.s * * n.s
a
n.s n.s n.s n.s * * * n.s * n.s * n.s n.s
Emdener
* " * " * * * * * * * * * *
Graugans

Mit * gekennzeichnete Populationspaare unterschieden sich signifikant (p < 0,05), n.s. = nicht signifikant.

Die Auswertung lasst feststellen, dass die ungarische Gans Populationen sehr homogen
waren. Die Untersuchung konnte zwischen acht ungarische Gansgruppen und die Emdener Gans
keine genetische Differenzierung aufzeigen. Eine locken- (Locken7) und eine glattfeder (Parlag)
Population zeigten eine ausgepragte genetische Differenzierung von alle anderen ungarischen
Populationen sowie von der Emdener Population.

Aus den Frequenzen der Allele wurden POSA und Nei-Distanzen zwischen den Populationen
errechnet. Die Diversitatsparameter haben die Ergebnisse der Homogenitatstest unterstiitzt. Eine
Méglichkeit, genetische Distanzen graphisch darzustellen, ist das Rekonstruieren phylogenetischer
B&aume. Dazu wurden in diesem Fall die genetischen Distanzen nach POSA ausgewahlt, da diese sich
gut eignen sollen, die Beziehungen zwischen eng verwandten Populationen, wie hier die vierzehn
Ganspopulationen, aufzuklaren. Der daraus resultierende ,Neighbor-Joining-Baum® ist in Abbildung 2.
dargestellt. Das Bild ,A.“ und ,B.“ unterscheidet zwischen Baum mit Wurzel und Baum ohne Wurzel.
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Abb.2
Phylogenetischer Baume auf der Basis der POSA-Distanz
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4. Konklusion

Man kann die Ergebnisse dieser Arbeit bei dem Erhaltungszuchtprogramm der ungarischen
Gans direkt anwenden. Fir die Ausarbeitung eines Plans fiir die Erhaltung seltener Nutztierrassen,
wie die Ungarische Gans ist, muss man unter anderem die Genfrequenzen kennen und die Distanzen
zu anderen Rassen feststellen. Die Bestimmung der Homogenitdt der Ganspopulationen und die
Differenz zwischen die Gruppen ermdglicht die Ausflihrung einer langfristigen Strategie der Erhaltung
dieser gefahrdeter Tierrasse.

Mit dem ausgearbeiteten Mikrosatellitenset kann man die Anderung von genetischen
Prozessen (z.b. genetische Drift) in der Zukunft routinemafig verfolgen. Aufler die Untersuchung der
ungarischen Gans, ermdglicht der Markereset auch die Untersuchung der anderen domestizierten
Gansrassen.
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