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MÄNNLICHE TIERE VERERBEN IHR Y-CHROMOSOM beinah unverändert an ihre Söhne weiter. Das ermöglicht eine genetische Rekonstruktion der männlichen Abstammungslinie, was die schriftlichen Aufzeichnungen in Zuchtbüchern komplementieren kann. Beim Pferd ist die Variabilität am Y-Chromosom jedoch so gering, so dass väterliche Abstammungen bislang schwer nachvollziehbar waren. Im Rahmen dieses Projektes wurden Methoden etabliert, mit denen unter Einsatz von Hochdurchsatz-Sequenzierungstechniken die Verwandtschaftsbeziehungen der Hengststämme der Rassen Lipizzaner, Noriker und Haflinger genetisch entschlüsselt werden konnten. Waren in früheren Arbeiten bereits arabische und englische Vollblutlinien im Fokus, können nun auch die historischen Entwicklungen der Hengststämme von Lipizzanern, Norikern und Haflingern unabhängig von Zuchtbucheintragungen nachvollzogen werden. 
Die Hengststämme der Lipizzaner spiegeln die bewegte Geschichte der Rasse wider. Der Einfluss von spanischen, zentraleuropäischen und arabischen Zuchten wird in den Hengststämmen des Lipizzaners sichtbar. Sogar ein englischer Vollbluthengst dürfte sich in einem Hengststamm des Lipizzaners verewigt haben. Die Hengstlinien von Norikern und Haflingern gehen auf ganz andere Y-chromosomale Ursprungslinien zurück als die Hengststämme des Lipizzaners. Die Noriker und Haflingerlinien gruppierten gemeinsam mit zentraleuropäischen Kaltblutpferden und iberischen Linien. Weder beim Noriker noch beim Haflinger konnte ein nennenswerter Einfluss von arabischen Linien gezeigt werden. Die Ergebnisse deuten somit darauf hin, dass sich die Hengstlinien von Norikern und Haflingern aus regionalen Pferdepopulationen des Alpenraumes entwickelt haben. Weiters waren die Hengstlinien von Norikern und Haflingern trotz ihrer genetischen Ähnlichkeit mit Y-chromosomalen Markern klar unterscheidbar, was gegen eine Vermischung der Rassen auf väterlicher Seite vor nur wenigen Generationen spricht. 
Die gewonnenen Erkenntnisse aus diesem Projekt ermöglichen weitere detaillierte Studien zum väterlichen Ursprung von Pferden und anderen Haustieren. Die ermittelten genetischen Marker können für forensische Zwecke genutzt werden.
ERGEBNISSE
Verwendete Methoden und Materialien

20

[bookmark: _Toc5176201]Summary
THE MALE SPECIFIC Y-CHROMOSOME is transmitted almost unchanged from fathers to their sons. This allows a genetic reconstruction of the male lineage, which can complement the written records in studbooks. In the horse, however, the variability on the Y chromosome is so low that paternal line tracing was not possible due to the lack of polymorphic markers. In this project we established methods to genetically decrypt the relationship of the sire lines of Lipizzaner, Noriker and Haflinger using high-throughput sequencing techniques. While in earlier work Arabian and English thoroughbred lines were already in focus, the historical development of the sire lines of Lipizzaner, Noriker and Haflinger can now be reconstructed independent of studbook entries.
The Lipizzan sire lines clearly reflect the eventful history of the breed. The influence of Spanish, Central European and Arabian stallions becomes visible in the Lipizzan sire lines. Even an English Thoroughbred stallion may have been immortalized in the Lipizzaner. Noriker and Haflinger sire lines are based on completely different Y-chromosomal lineages than the one’s of the Lipizzaner. A relationship of the Noriker and Haflinger lines to central European draft horses and Iberian lines was evident. Neither the Noriker nor the Haflinger showed a significant Arabian influence. The results therefore indicate that the stallion lines of Noriker and Haflinger have evolved from regional Alpine horse populations. Furthermore, the lines of Noriker and Haflinger - despite their close relationship - were clearly distinguishable, which argues against a recent mingling of the breeds on the father's side.
The knowledge gained from this project allows further detailed studies on the paternal origin of horses and other domestic animals. The established genetic markers are ready to use for forensic purposes.
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[bookmark: _Toc5176202]Einleitung 
DAS DOMESTIZIERTE PFERD BEGLEITET DEN MENSCHEN schon seit etwa sechs Jahrtausenden. Seine Nutzung war dabei vielfältig und hat sich im Laufe der Zeit stark gewandelt. Zunächst wurden  Pferde zur Fleischgewinnung (später auch zur Milchgewinnung) herangezogen, dann stand es als Nutztier im Dienste der Menschheit und wurde in der Landwirtschaft und im Militär als Reit-, Arbeits- und Lasttier eingesetzt. Moderne Pferderassen sind das Ergebnis gerichteter Selektion der letzten Jahrhunderte. Linienzucht und Inzuchtkonzepte wurden in dieser Zeit entworfen (Grilz-Seger G, Druml T. 2011) und das Erreichen von definierten Zuchtzielen wurde durch strenge Selektion auf der väterlichen Seite erreicht. Hengststämme, welche über die männliche Linie definiert werden, spielen in der Pferdezucht eine bedeutende Rolle. So wurden ab Beginn des 16. Jahrhunderts gezielt spanische und neapolitanische Hengste in bodenständige Pferdetypen des Alpenraumes eingekreuzt, um diese aufzuwerten. Im 18. Jahrhundert wurden dann vor allem „Orientalische Hengste“ importiert, wobei es sich hierbei Großteils um Hengste turkmenischen und arabischen Ursprungs handelte. In der Warmblutzucht spielten dann ab dem 19. Jahrhundert Englische Vollbluthengste eine maßgebliche Rolle als Veredler. Aufgrund der in zentraleuropäischen Pferderassen üblichen starken Selektion auf der Vaterseite sind im Laufe der letzten Jahrhunderte viele Hengststämme erloschen und heute nur mehr wenige Gründerlinien vorhanden. Das Wissen zu Herkunft und Verbreitung dieser Hengstlinien ist deshalb von zentralem Interesse für die Tierzucht und aufgrund der Popularität der Gründertiere auch für die breite Öffentlichkeit. Bislang konnten die väterlichen Genealogien der Hengste nur über Stammbaumanalysen rekonstruiert werden. Da Zuchtbucheintragungen jedoch nur bis zu Beginn der Gestütsaufzeichnungen (rasseabhängig maximal bis ins 17. Jh.) vorliegen und diese auch Lücken, Unsicherheiten und Fehler aufweisen können, bestehen oft Unklarheit zu Herkunft, Verwandtschaftsbeziehungen und Einfluss der Gründerhengste. Mit molekulargenetischen Analysen des Erbgutes können ergänzende Informationen zur Aufklärung dieser Grauzonen geliefert werden. 
Genetische Untersuchungen der väterlichen und mütterlichen Linien können mit uniparental vererbten Regionen des Genoms durchgeführt werden. So wird ein Großteil des männlichen Geschlechtschromosoms (Y-chromosom) als nahezu unverändert Block jeweils vom Vater an den Sohn vererbt. Diese Region des männlichen Genoms (in der Folge als NRY bezeichnet) ermöglicht somit die Rückverfolgung der väterlichen Linie (Abb. 1). Mütter hingegen vererben die nicht chromosomale mitochondriale DNA (mtDNA) rein maternal an alle ihre Nachkommen.
[image: ]
[bookmark: _Ref409115282][bookmark: _Toc5051256]Abb. 1: Vererbung des Y-Chromosoms und die väterliche Linie sowie mtDNA
Autosome (große Chromosomenpaare) rekombinieren während der Meiose und der Nachkomme besitzt zu annähernd gleichen Teilen genetisches Material von allen vier Großeltern. Y-Chromosomen (kleines Chromosom) und mitochondriale DNA (Ringgenom) folgen jedoch einer uniparentalen Vererbung und der Nachkomme erhält diese Fraktionen von einem einzigen Vorfahren (mütterlich bzw. väterlich). Im rechten Teil der Abb. ist der Pedigree eines Lipizzaners dargestellt, und da beim Lipizzaner der Name ähnlich des Nachnamen beim Menschen vom Vater an den Sohn weitergegeben wird folgt in dieser Rasse das Y-chromsom dem Namen (orange unterstrichen).


Veränderungen der NRY entstehen lediglich durch spontane Veränderungen der DNA Sequenz (Mutationen). Mutationen führen zu neuen Varianten (sogenannten Polymorphismen), die als genetische Marker genutzt werden können, um die untersuchten Linien eindeutig zu unterscheiden. Y-chromosomale Marker sind DNA-Sequenz-Varianten an genau definierten Stellen der NRY. Setzt man die Varianten mehrerer Y-chromosomaler Marker zusammen, lässt sich davon der Y-chromosomale Haplotyp (HT) eines Tieres ableiten. Ähnliche HTen werden zu Haplogruppen (HG) zusammengefasst. Die Verwandtschaftsbeziehungen der HTen können in hierarchischen phylogenetischen Bäumen dargestellt werden. Da die Wahrscheinlichkeit, mit der Mutationen auftreten als annähernd konstant angenommen werden kann, kann anhand der angehäuften Polymorphismen die Zeitspanne zum gemeinsamen Ahnen der jeweiligen Untergruppe geschätzt werden (Abb. 2). 
[image: ]
[bookmark: _Ref409079850][bookmark: _Toc5051257]Abb. 2: Schematische Darstellung der Analyse der Polymorphismen am Y-Chromosom
Bei heute lebenden Tieren wird die DNA Sequenz ermittelt und dann über phylogenetische Auswertungsmethoden der urspüngliche (anzestrale) Status errechnet. Die Veränderungen auf der NRY folgen, aufgrund der fehlenden Rekombination, einem streng hierarchischen System. Es kann somit angenommen werden, dass durch jede Mutation ein neuer HT (als Blitz dargestellt) entsteht, der eine Verzweigung im Haplotypenbaum bedingt. Die in dieser Arbeit verwendete Nomenklatur der Haplotypen (unterste Zeile) folgt auch demselben hierarchischen System, wobei bei jeder Verzweigung ein Buchstabe angehängt wird. Werden derartige Analysen den Genealogien aus Pedigreeinformationen gegenübergestellt, lassen sich linienspezifische HG ermitteln. Mit diesem Ansatz lassen sich auch noch weit zurückliegende Pedigreefehler erkennen.
Y-chromosomale Studien lieferten beim Menschen und bei vielen Haustieren bereits wertvolle Einblicke in die historische Entwicklung heutiger Populationen und Rassen. Beim Pferd erschwerte in der Vergangenheit die geringe Sequenzdiversität am Y-Chromosom die Identifizierung von aussagekräftigen, polymorphen Markern. Hochdurchsatz-Sequenziertechniken (NGS) ermöglichen heute die Untersuchung großer Regionen am Y-Chromosom. Dank dieser Methoden ist nun eine Datendichte generierbar, die eine molekulare Unterscheidung von Hengststämmen mit Y-chromosomalen Markern auch beim Pferd ermöglichen könnte. 
[bookmark: _Toc372822886]
[bookmark: _Toc5176203]Forschungs- und Arbeitsauftrag
IM RAHMEN DIESER PROJEKTES sollte eine Methode zur eindeutigen genetischen Charakterisierung von Hengststämmen etabliert werden und diese für österreichischen Pferderassen Lipizzaner, Noriker und Haflinger ausgearbeitet werden. Ziel dieses Projektes ist die Etablierung einer molekulargenetischen, vom Pedigree unabhängigen Betrachtung der Hengststämme. Nach Rekonstruktion der väterlichen Genealogien, werden große Regionen des Y-Chromosoms von Hengsten der Rassen Lipizzaner, Noriker und Haflinger sowie verwandter Pferderassen mit NGS Sequenziertechnologie sequenziert um polymorphe Y-chromosomale DNA Marker zu identifizieren. Basierend auf diesen Daten wird die Haplotypenstruktur der untersuchten Y-chromosomen in einem phylogenetischen Baum dargestellt werden. Die Gegenüberstellung von genetischen Daten und Pedigree soll Einblicke in genealogische Rassen-, Linien- und Familienhistorien bieten. Die Herkunft der Hengststämme soll dann in einer rasseübergreifenden Typisierung in einem erweiterten Datensatz untersucht werden. 
Projektziele:
Z1: Eindeutige Charakterisierung der Hengststämme österreichischer Pferderassen mit Hilfe Y-chromosomaler DNA Marker. 
Z2: Entschlüsselung der Herkunft der Gründerhengste und Untersuchung der Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den Hengststämmen
[bookmark: _Toc372822888]
[bookmark: _Toc5176204]Projektstruktur und Organisation
[bookmark: _Toc372822889][bookmark: _Toc5176205]Eigene Vorarbeiten
Die Analyse von Y-chromosomalen Markern zur Rekonstruktion der paternalen Linien ist bei Menschen gut etabliert (Jobling MA and Tyler-Smith C, 2017). Auch bei diversen Haustieren, wie z.B. beim Rind und Hund lieferten derartige Untersuchungen interessante Einblicke in die Historie und Entwicklung der Rassen (Edwards et al. 2012; Ding et al. 2012). Die Aussagekraft bisheriger Studien zu Hengstlinien war aufgrund der geringen Sequenzvariabilität am Y-Chromosom des Pferdes sehr limitiert (Wallner et al. 2003, Lindgren  et al. 2004). Selbst normalerweise hoch polymorphe Mikrosatellitenmarker ließen beim Pferd keine Y-chromosomalen Haplotypen abgrenzen (Wallner et al. 2004: Kreutzmann et al. 2014). Der Grund für die niedrige Sequenzvariabilität auf der NRY ist die geringe Anzahl in der Zucht eingesetzten Hengste und der kürzlich zurückliegende gemeinsame Ahne aller heutigen Pferderassen. In einer 2013 erschienen Arbeit setzten wir das erste Mal die Next Generation Sequencing (NGS) Technologie zur Suche nach aussagekräftigen Markern ein. NGS ermöglicht das Sequenzieren sehr großer genomischer Bereiche, was notwendig ist um am variantenarmen Y-Chromosom des Pferdes fündig zu werden. Damals ist es uns erstmals gelungen sechs Y-chromosomale Haplotypen bei europäischen Pferderassen zu definieren (Wallner et al. 2013). Durch Einbindung von Pedigree-Informationen konnten wir zeigen, dass einer der sechs Haplotypen (damals HT3 – nach neuer Nomenklatur Tb-dW), durch eine Mutation entstanden war, die kurz vor dem englischen Vollbluthengste „Whalebone, 1807“ auftrat (Abb. 3). Der große Einfluss dieser englischen Vollblutlinie auf die heutigen Sportpferderassen wird durch die weite Verbreitung von Tb-dW (HT3) anschaulich. Nahezu alle englischen Vollblutpferde sowie ein Großteil der modernen Warmblutpferdezüchtungen tragen diesen HT. 
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[bookmark: _Ref409136355][bookmark: _Toc5051258]Abb. 3: Ursprung und Linien mit Haplotyp Tb-dW  
In dieser Arbeit wurde der Grundstein zur genetischen Charakterisierung von Hengststämmen gelegt. In weiteren Vorarbeiten wurde die zu untersuchende Region auf dem Y-Chromosom des Pferdes auf 1,7 Megabasen (Mb) erweitert (Wallner et al., 2017). Eine Analyse von NGS Daten von 52 Pferden ermöglichte erstmals die Unterscheidung von 24 verschiedenen Linien. Das Haplotypennetzwerk ist in Abb. 4 dargestellt. Der verbesserte Einblick in die paternalen Verwandtschaftsverhältnisse des Pferdes zeigte die Vorherrschaft einer kürzlich etablierten ‚Kronhaplogruppe’ in die alle untersuchten zentraleuropäischen und amerikanischen Pferderasse gruppieren. Außerhalb dieser Krongruppe finden sich nur Nordeuropäische Rassen (Islandpferd, Shetlandpony, Fjordpferd) sowie das Przewalskipferd als Aussengruppe. Die Vorherrschaft der Krongruppe in den untersuchten zentraleuropäischen und nordamerikanischen Rassen wird auf den Einfluss Orientalischer Veredler während der letzten 300 bis 400 Jahre zurückgeführt. Die Haplotypen der Krongruppe haben alle bodenständigen lokalen Haplotypen verdrängt. Durch Einbindung von Pedigreedaten der untersuchten Tiere wurden auch in dieser Arbeit die HTen mit einzelnen Hengststämmen gekoppelt. Die Haplogruppe Ao wurde als repräsentativ für das Arabische Pferd angesehen. Die Nachfahren der drei berühmten Gründertiere des Englischen Vollbluts (Darley Arabian, Byerley Turk und Godolphin Barb) gruppierten allesamt in Haplogruppe Tb, welche als indikativ für das Turkmenische Pferd angesehen wird (Wallner et al., 2017). 
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[bookmark: _Ref409105522][bookmark: _Toc5051259]Abb. 4: Y-chromosomales Haplotypennetzwerk und Verbreitung der Haplogruppen (Wallner et al., 2017) 
.  A. Die Kreise repräsentieren die detektierten Haplotypen, die Größe der Kreise korreliert mit der Frequenz des Auftretens des Haplotypen. Die einzelnen Haplotypen sind determiniert durch einzelne Polymorphismen (rote Kürzel auf den Verbindungslinien zwischen den Haplotypen). Die Haplogruppen N und I wurden nur in Nordeuropäischen Rassen beobachtet (B).Gelb unterlegt die ‚Krongruppe’, eine etwa 1000 Jahre alte Haplogruppe, in die alle zentraleuropäischen und nordamerikanischen Hengststämme gruppieren. Die grüne gestrichelte Linie kennzeichnet Arabische Linien, rot gestrichelt Englische Vollblutlinien. Die hellgrünen Haplotypen (Gruppe Ad) wurden vornehmlich in Kaltblutpferden und Ponyrassen detektiert. 
In einer Folgestudie, die bereits im Rahmen der Projektlaufzeit durchgeführt wurde, wurde die Anzahl der Proben, die auf Varianten untersuchten wurden auf 104 domestizierte Pferde erweitert (Felkel et al. 2018). Die erstmalige Einbeziehung von asiatischen Pferderassen zeigte, dass diese autochthonen Landrassen eine weitaus größere Haplotypendiversität aufweisen als moderne Pferderassen. Die Vorherrschaft der Krongruppe ist in diesen, nicht so starkem Selektionsdruck ausgesetzten Populationen, weniger ausgeprägt. In asiatischen Pferden konnten sich ursprüngliche Haplogruppen bis heute erhalten. Insgesamt wurden in dieser Arbeit 42 Haplotypen basierend auf 158 Polymorphismen bei Hauspferden unterschieden. Obwohl mehr Tiere in der Analyse waren, konnten die Haplotypen innerhalb der historisch gesehen jungen Krongruppe nicht zufriedenstellend aufgelöst werden. Der erste Schritt für eine aussichtsreiche Charakterisierung der Hengststämme der österreichischen Pferderassen, die laut unseren Vorarbeiten alle in der Krongruppe angesiedelt sind, war die Vergrößerung der NRY Regionen, die mittels NGS Sequenzierung auf Marker durchsucht werden kann. 
[bookmark: _Toc5176206][bookmark: _Toc372822890]Arbeitspakete (WP)
[bookmark: _Toc5176207]WP1: Verbesserung der Y-chromsomalen Referenz
Um polymorphe Marker aus NGS Daten ermitteln zu können wird eine Sequenzvorlage (Referenzsequenz) benötigt, mit der die kurzen Sequenzdaten der untersuchten Tiere verglichen werden können. Nur die in der Referenz vorgegebenen Regionen des Y-Chromosoms werden in bioinformatischen Analyseschritten auf Polymorphismen untersucht. In einem konservativen Ansatz assemblierten Wallner et al., 2017 kurze, Y-spezifische Stücke (Contigs) mit einer Gesamtlänge von 1.46 Millionen Basen (Mb). Um Hengstlinien innerhalb dieser Krongruppe individuell unterscheiden zu können, wird eine größere Referenz benötigt. Eine solche soll ermöglichen, die wenigen Polymorphismen zu finden, die die extrem jungen Haplotypenstrukturen der Krongruppe auflösen. In diesem Teil des Projektes wird von Sabine Felkel unter Entwicklung neuer bioinformatischer Analysestrategien eine vollständigere (größere) Y-Referenz des Pferdes generiert. 
[bookmark: _Toc5176208]WP2: Pedigreeanalysen und Probenorganisation
In diesem Teil des Projektes wird die Zuchtgeschichte der Hengststämme von Lipizzanern, Norikern und Haflingern aufgearbeitet und es werden genaue Pedigreeanalysen durchgeführt. Die paternalen Genealogien der heute zur Zucht eingesetzten Hengste werden aus dem Pedigree rekonstruiert und graphisch dargestellt. Diese Rekonstruktion bildet die Grundlage für die Auswahl der zu beprobenden Tiere. Die für die Analysen benötigten DNA Proben werden mithilfe der Kooperationspartner organisiert.
[bookmark: _Toc5176209]WP3: Analyse von NGS Daten zur Detektion der Markern und Erstellung des Haplotypenbaumes
Basierend auf der vergrößerten Referenz (WP1) werden polymorphe Marker ermittelt. Hierfür werden NGS Daten von männlichen Pferden - zum einen Gesamtgenom sequenzierte männliche Pferde (sequenziert im Rahmen des Projektes oder bereitgestellt von Kollaboratoren) sowie ausgewählte Tiere, bei denen im Rahmen des Projektes nur große Regionen des Y-Chromsoms sequenziert wurden (target enriched resequencing) – auf die Y-Referenz aus WP1 kartiert. In bioinformatischen Analyseschritten werden polymorphe Marker detektiert, die Y-Haplotypen ermittelt und in einem phylogenetischen Stammbaum dargestellt. 
[bookmark: _Toc5176210]WP4: Gegenüberstellung Pedigree und Y-chromosomale Haplotypen
Da aus Kostengründen nur wenige Tiere der jeweiligen Hengstlinie sequenziert werden können, wird eine Y-Haplotypenbestimmung mittels Genotypisierung von Schlüsselvarianten (Markern) von allen Zweiglinien der Hengststämme der Rassen Lipizzaner, Noriker und Haflinger durchgeführt. Die molekularen Ergebnisse werden dem Pedigreestammbaum gegenübergestellt.
[bookmark: _Toc5176211]WP5: Untersuchung der Haplotypenverteilung in modernen Pferderassen
Zur Untersuchung der Ursprünge der Hengststämme werden Haplogruppen determinierende Marker rasseübergreifend in einem erweiterten Datensatz typisiert.
[bookmark: _Toc5176212]

ProjektmitarbeiterInnen
Die Arbeitsschritte dieses Projektes werden folgendermaßen aufgeteilt: 
· Sabine Felkel (MSc, PhD Studentin der Vetmeduni Wien in Assoziation mit der Vienna Graduate School of Population Genetics, Titel der Arbeit: ‚Y-chromosomal evolution in Equids - deciphering the history of horses using Y-chromosomal NGS data’): Erstellung der Y-chromosomalen Referenz (WP1); NGS Datenanalyse, Erstellung der Haplotypennetzwerke (WP3), populationsgenetische Auswertungen
· Christina Hartsleben (Diplomandin am Institut für Tierzucht und Genetik der Veterinärmedizinischen Universität Wien; Titel der Arbeit: ‚Untersuchungen zur Herkunft der Gründerhengste des Norikers und Haflingers mit Y-chromosomalen Markern’). Ausarbeitung der Zuchtgeschichte von Noriker und Haflinger sowie Typisierungen der Tiere dieser Rassen (WP2, WP4)
· Regina Astl (Diplomandin am Institut für Tierzucht und Genetik der Veterinärmedizinischen Universität Wien; Titel der Arbeit: ‚ Genetische Charakterisierung der Hengstlinien beim Lipizzaner und Kladruber’). Ausarbeitung der Zuchtgeschichte von Lipizzaner und Kladruber sowie Typisierungen der Tiere dieser Rassen (WP2, WP4)
· Eva Michaelis (Diplomandin am Institut für Tierzucht und Genetik der Veterinärmedizinischen Universität Wien; Titel der Arbeit: ‚Analysis of Arabian stallion lines with Y chromosomal markers’): Ausarbeitung der Zuchtgeschichte der Zentraleuropäischen Araberlinien, sowie Typisierungen der Tiere dieser Rassen (WP2, WP4)
· Marie-Luise Mühlberger (Diplomandin am Institut für Tierzucht und Genetik der Veterinärmedizinischen Universität Wien; Titel der Arbeit:‚ Genetische Untersuchung zu paternalen Linien in Kaltblutpferden und Kleinpferden Europas’): Ausarbeitung der Zuchtgeschichte der Zentraleuropäischen Kaltblutpferdelinien, sowie Typisierungen der Tiere dieser Rassen (WP2, WP4)
· Jennifer Zahn (Diplomandin am Institut für Tierzucht und Genetik der Veterinärmedizinischen Universität Wien; Titel der Arbeit: ‚Der Einfluss turkmenischer Hengste auf heutige Pferderassen - Einblicke basierend auf genetischen Untersuchungen des Y-Chromosoms): Genaue Charakterisierung der Haplogruppe Tb, Typisierungen von Tieren dieser Rassen und Abgleich mit den Pedigrees (WP2, WP4)
· Viktoria Dobretsberger (Mag. med. vet., Doktorandin der Ludwig-Maximilians-Universität München, Titel der Arbeit: ‚The Baroque horse: Influential stallion lines and their impact on contemporary horse breeds’): Ausarbeitung der Zuchtgeschichte von Pferderassen des Barocken Typs (Berber, Lusitanos und PRE), Typisierung der Hengste dieser Rassen, Organisation von Proben und Kladruber sowie Typisierungen der Tiere dieser Rassen (WP2, WP4)
· Doris Rigler (Mag. med. vet. , Technische Assistentin, Labormanagerin am Institut für Tierzucht und Genetik der Veterinärmedizinischen Universität Wien): Betreuung und Supervision der DiplomandInnen bei den Typisierungsanalysen, Generierung der libraries für das NGS Sequencing
· Barbara Wallner (Dr. med. vet., Assistentin am Institut für Tierzucht und Genetik): Projektleitung, Projektkoordination, Betreuung der StudentInnen, Berichtlegung
[bookmark: _Toc5176213]Kollaboratoren
[bookmark: _Toc5176214]Bereitstellung von DNA Proben und Pedigrees
Zuchtverbände, Gestütsleiter, zahlreiche Privatpersonen (diese werden hier nicht namentlich angeführt) und universitäre Institutionen haben für dieses Projekt Proben und Pedigrees bereitgestellt.
[bookmark: _Toc5176215]Verbände und Gestüte
Arge Noriker (DI Johann Wieser)
Arge Haflinger (Ing. Manfred Lientschnig, Ing. Walter Werni)
Bundesgestüt Piber (Dr. Max Dobretsberger)
Österreichischer Araberzuchtverband (Regina Schachinger)
Deutscher Berberzuchverband (Dr.Dr.habil. Ines von Butler-Wemken)
Gestüt Marbach (Dr. Astrid Velsen-Zerweck)
Landesgestüt Moritzburg
[bookmark: _Toc5176216]Akademische Arbeitsgruppen
Gottfried Brem, Prof. Dr., Institut für Tierzucht, Veterinärmedizinische Universität Wien. Projektkoordinator des EU-INCO Kopernikusprojekt: „Biotechnical methods in the maintaince of the genetic diversity in the Lipizzan horse breed“ Project No. IC15CT96-0904
Monika Stefaniuk-Szmukier, PhD, Department of Horse Breeding; University of Agriculture in Krakow
Monika Bugno-Poniewierska, PhD, Department of Genomics and Animal Molecular Biology, National Research Institute of Animal Production, Balice, Poland
Thomas Druml, Dr. agr., Institut für Tierzucht, Veterinärmedizinische Universität Wien
Maria Susana Lopes, PhD, Centro de Biotecnologia dos Açores (CBA), University of the Azores
[bookmark: _Toc5176217]Bereitstellung von NGS Daten und Pedigrees
Ottmar Distl, Prof. Dr., Institute for Animal Breeding and Genetics, University of Veterinary Medicine Hannover 
Ruedi Fries, Prof. Dr., Lehrstuhl für Tierzucht, Technische Universität Muenchen
Tosso Leeb, Prof. Dr., Institute of Genetics, Vetsuisse Faculty
Gabriella Lindgren, PhD, Department of Animal Breeding and Genetics, Swedish University of Agricultural Sciences, Uppsala
Molly McCue, Prof. PhD, Veterinary Population Medicine Department, University of Minnesota
Julia Metzger, Dr., Institute for Animal Breeding and Genetics, University of Veterinary Medicine Hannover
Markus Neuditschko, Dr., Agroscope, Swiss National Stud Farm
Leif Andersson, Prof. PhD, Department of Medical Biochemistry and Microbiology, Uppsala University
Stefan Rieder, Dr., Agroscope, Swiss National Stud Farm
Carl-Johan Rubin, PhD, Department of Medical Biochemistry and Microbiology, , Uppsala University 
Robert Schaefer, PhD, Veterinary Population Medicine Department, University of Minnesota
Georg Thaller, Prof. Dr., Institute of Animal Breeding and Husbandry, University of Kiel
Jens Tetens, Prof. Dr., Functional Breeding Group, Georg-August-University Göttingen
Brandon Velie, PhD., School of Life and Environmental Sciences, University of Sydney
Gottfried Brem, Prof. Dr., Institute of Animal Breeding and Genetics, University of Veterinary Medicine Vienna
[bookmark: _Toc5176218]Unterstützung bei der Datenauswertung
Thomas Rattei, Prof. Dr., Department of Microbiology and Ecosystem Science, Division of Computational Systems Biology, Universität Wien
Christian Schlötterer, Prof. Dr., Institut für Populationsgenetik, Veterinärmedizinische Universität Wien
Bhanu P. Chowdhary, Prof. PhD., United Arab Emirates University
Terje Raudsepp, Prof. PhD., Department of Veterinary Integrative Biosciences, Texas A&M University
[bookmark: _Toc372822896]
[bookmark: _Toc5176219]Verwendete Methoden und Materialien
[bookmark: _Toc5176220]WP1: Verbesserung der Y-chromsomalen Referenz
Ein mit Y-spezifischen Reads angereicherter Datensatz wurde generiert, indem Illumina Reads von drei komplett sequenzierten Lipizzanerhengstgenomen (mean Coverage etwa 22 x) mit bwa 0.7.15 gegen öffentlich verfügbare Y-spezifische Sequenzen (BAC-Klone, Genbank-Einträge, nonrepMSY Contigs von Wallner et al., 2017 und Y-spezifische Contigs des Genomassemblies eines Mongolischen Pferdes) kartiert wurden. Nur passende Reads wurden verwendet, um ein de-novo Assembly des Pferde-Ys mit SPAdes 3.10.1 zu erstellen. Etwaige Assemblierfehler wurden mit REAPR 1.0.18 korrigiert, um ein konservatives Assembly zu erstellen. Danach wurden NGS Daten von 10 Hengsten und fünf Stuten wie oben beschrieben auf die resultierenden Contigs kartiert. Basierend auf Abdeckungsunterschieden der Regionen bei Stuten und Hengsten wurde ein lineares Modell angewendet um Y-spezifische und nicht-Y-spezifische Regionen (50 bp Fenster) der generierten Contigs zu klassifizieren. 
[bookmark: _Toc5176221]WP2: Pedigreeanalysen und Probenorganisation
Die paternalen Genealogien der zu Projektlaufzeit in Österreich züchterisch aktiven Hengste der Rassen Noriker, Haflinger, Warmblut sowie die in der Projektlaufzeit aktiven Hengste in Piber und an der Spanischen Hofreitschule in Wien wurden bis zu Beginn der Pedigreeaufzeichnungen rekonstruiert. Es wurden die von den Zuchtverbänden zur Verfügung gestellten Abstammungsinformationen verwendet. Für Lipizzaner wurden diese laut Druml et al. (2011), für Haflinger laut Schweisgut (1995) und für Noriker laut Druml et al. (2006), mit die Abstammungsdaten mit den tiefen Genealogien verbunden. Für Warmblutpferde und Araber wurde bei den Analysen zusätzlich auf Informationen aus online-Datenbanken (Tab. 1) zugegriffen.
[bookmark: _Ref409157785][bookmark: _Toc5133411]Tab. 1: Datenbanken zur Rekonstruktionen der Genealogien
	Rassen
	Datenbank

	Warmblut
	www.sporthorse-data.com

	Warmblut
	www.aschk.cz

	Warmblut
	www.mlosz.hu

	Warmblut
	www.rimondo.com

	Shagya Araber
	www.shagya-database.ch

	Englisches Vollblut
	www.bloodlines.net

	Englisches Vollblut
	www.pedigreequery.com

	Englisches Vollblut
	www.galopp-sieger.de

	Araber
	www.zsaa.org

	Diverse Rassen
	www.allbreedpedigree.com

	Diverse Rassen
	www.sukuposti.net

	Akhal Tekkiner
	www.stavropol-teke.ru


Basierend auf den Pedigreeauswertungen wurde Probenmaterial (Haare bzw. DNA-Rückstellproben aus der Abstammungskontrolle) von männlichen Tieren aller Zweiglinien der Gründerhengste organisiert. Die ARGE Noriker, die ARGE Haflinger und der Österreichische Araberzuchtverband gewährten Zugriff zu Rückstellproben aus der Abstammungskontrolle bei der Firma Agrobiogen. DNA wurde von Dr. Lutz Plobner aus dem Archiv der Firma ausgehoben. Es wurde versucht, für jede Zweiglinie mindestens zwei (wenn möglich mehr) Proben zu bekommen. Dies war notwendig, da von den archivierten Proben oftmals nur wenig Material mit zum Teil mit schlechter Qualität vorhanden war. Wenn kein Proband für eine Zweiglinie bei Agrobiogen im Archiv vorhanden war, wurden Haarproben direkt von den Tierhaltern angefordert. 
Für die Untersuchung des Lipizzaners konnte auf besonders wertvolles Material zugegriffen werden. Für diese Rasse wurden im Jahr 1998 im Zuge des EU-INCO Kopernikusprojektes: „Biotechnical methods in the maintaince of the genetic diversity in the Lipizzan horse breed“ Project No. IC15CT96-0904 von allen aktiven Zuchttieren der Staatsgestüte Zentraleuropas Blutproben gesammelt. Der Projektkoordinator (Prof. Gottfried Brem) erteilte die Erlaubnis dieses Probenmaterial zu verwenden.
Für den Vergleich mit anderen Rassen konnten weitere akademische Kollaboratoren, Zuchtverbände und Privatpersonen gewonnen werden, die frisch entnommene Haar-, sowie Rückstellproben aus der Abstammungskontrolle (DNA, Blut oder Sperma) als auch Pedigrees zur Verfügung stellten. 
Alle in diesem Projekt untersuchten Proben wurden neu kodiert, sodass die Identität der untersuchten Tiere, als auch die des Vaters des Tieres anonym bleibt. Die dargestellten Genealogien enden somit spätestens beim väterlichen Großvater der Probanden. Die Pedigreedaten wurden in Excel eingetragen und mit einem selbst generierten Skript der Software Python weiterverarbeitet.
Die Studie wurde von der Ethik- und Tierschutzkommission der Veterinärmedizinischen Universität Wien geprüft und befürwortet (ETK-10/05/2016) sowie in Übereinstimmung mit der Good Scientific Practice und unter Beachtung der einschlägigen nationalen Rechtsvorschriften durchgeführt.
[bookmark: _Toc5176222]WP3: Analyse von NGS Daten zur Erstellung eines Haplotypenbaumes
Basierend auf der vergrößerten Referenz aus WP1 wurde aus NGS Daten von 151 Tieren ein detailliertes Haplotypennetzwerk der Krongruppe erstellt. Bei den verwendeten Rohdaten handelt es sich um 113 Gesamtgenom sequenzierte männliche Tiere aus anderen Projekten (eigene Projekte und von Kollaboratoren bereitgestellt), sowie 37 männliche Tiere für die im Rahmen dieses Projektes mittels ‚Sure select target enrichment’ der Firma Agilent 6 Megabasen des Y-chromosoms sequenziert wurden. Es wurden die Rohdaten auf die Referenz kartiert und Polymorphismen mit dem Programm GATK 3.8-0 detektiert. Nach mehreren Filterschritten (genau beschrieben in Felkel et al. in Begutachtung bei Scientific Reports) wurden dann die homozygoten Polymorphismen mit einer Abdeckung von mindestens drei ausgelesen. Die Polymorphismen wurden manuell via IGV Browser auf Referenz-, Sequenzier- oder Kartierungsfehler überprüft. Die Polymorphismen wurden mit bereits beschriebenen Markern in Felkel et al. 2018 abgeglichen. Basierend auf den Polymorphismen wurden Haplotypen (HT) erstellt und ein HT-Baum als Netzwerk mit dem Programm Network 4.614 erstellt, welches mit der Außengruppe, dem Przewalski-Pferd, gerootet wurde. Die Nomenklatur der HTen wurde den Standards beim Menschen angepasst (Hammer et al. 2002), wonach bei jeder Aufzweigung ein Buchstabe oder eine Ziffer dazukommt (Abb. 2). 
[bookmark: _Toc5176223]WP4: Gegenüberstellung Pedigree und Y-chromosomale Haplotypen
Hierfür wurden die Hengstlinien von Lipizzanern, Norikern und Haflingern in einer Probenkollektion, welche alle Zweiglinien beinhaltet, mit definierten Markern auf die jeweiligen linienspezifischen HTen genotypisiert. Für die Typisierung wird genomische DNA verwendet. Die DNA Isolation wurde mit dem DNA-Isolationskit der Firma nexttec™ laut Standardprotokoll durchgeführt. Die DNA wurde auf eine Konzentration von 3 ng/µl eingestellt. Die Typisierung auf die jeweiligen linienspezifischen Polymorphismen erfolgte auf Basis der kompetitiven Allel-spezifischen PCR mit der KASP® Technologie der Firma LGC Genomics. Dies ist ein auf der Real-Time PCR basierendes etabliertes Verfahren, um DNA Varianten zu detektieren. Die Typisierung wurde - wie vom Hersteller angegeben - auf einem CFX Real-Time System C1000 Touch von Bio-Rad durchgeführt. Die Sequenzinformationen zu den untersuchten mit ‚r’ und ‚s’ nomenklierten Polymorphismen sind in Felkel et al. 2018 angegeben. Die restlichen Polymorphismen werden in Felkel et al. (in Begutachtung bei Scientific Reports) veröffentlicht. Die ermittelten HTen werden den Pedigreedaten gegenübergestellt.
[bookmark: _Toc5176224]WP5: Untersuchung der Haplotypenverteilung in modernen Pferderassen
Insgesamt wurden 37 Y-chromosomale Polymorphismen genotypisiert. Die Typisierung erfolgte wie in Punkt (WP4: Gegenüberstellung Pedigree und Y-chromosomale Haplotypen) angegeben. Die untersuchten Polymorphismen sind in Abb. 32 und Tab. 10 ersichtlich. Insgesamt wurden 1028 Tiere untersucht (Tab. 2).
[bookmark: _Ref409159236][bookmark: _Toc5133412]Tab. 2: Untersuchte Proben anderer Rassen
	Rasse
	Anzahl der Proben

	Achaltekkiner
	4

	Altösterreichisches Warmblut 
	10

	Angloaraber
	1

	Appaloosa
	4

	Araber
	55

	Araber Berber 
	7

	Araber Partbred 
	11

	Baden Württemberger 
	6

	Barockpinto
	2

	Bayrisches Warmblut 
	3

	Belgisches Kaltblut 
	1

	Berber
	29

	Camargue-Pferd
	6

	Chakouyi-Pferd
	1

	Connemara Pony 
	13

	Dartmoor Pony 
	1

	Deutsches Reitpony 
	11

	Dülmener Pferd 
	1

	Englisches Vollblut 
	46

	Fellpony
	2

	Frederiksborger
	14

	Freiberger
	22

	Friese
	11

	Haflinger
	92

	Hannoveraner
	21

	Holsteiner
	8

	Huzule
	13

	Irischer Tinker 
	11

	Jütländer
	12

	Kladruber
	27

	Knabstrupper
	8

	Konik
	1

	KWPN
	2

	Lewitzer
	1

	Lipizzaner
	144

	Lusitano
	18

	Mangalarga Marchador 
	1

	Marwari-Pferd
	8

	Murghese
	1

	New Forest Pony
	1

	Noriker
	84

	Oldenburger
	9

	Paint Horse 
	6

	Pinto
	6

	Pura Raza Espanola
	7

	Quarter Horse 
	76

	Rheinisch Deutsches Kaltblut
	10

	Rheinländer
	2

	Sachsen Anhaltiner 
	1

	Sachsen Thüringer Kaltblut
	1

	Saddlebred
	21

	Schleswiger Kaltblut 
	4

	Schwedisches Warmblut 
	2

	Schweizer Warmblut 
	2

	Schweres Warmblut 
	3

	Shagya Araber 
	37

	Shire Horse 
	3

	Sorraia Pferd 
	12

	Süddeutsches Kaltblut 
	10

	Tennessee Walking Horse
	1

	Terzeira Pony 
	6

	Traber
	11

	Trakehner
	9

	Ungarisches Kaltblut 
	1

	Warmblut
	6

	Welsh-A
	18

	Welsh-B
	10

	Welsh-D
	8

	Westfale
	2

	Österreichisches Warmblut 
	30



[bookmark: _Toc5176225]ERGEBNISSE
[bookmark: _Toc5176226]Generierung einer vergösserten Y-Referenzseqzenz
Insgesamt konnten 764 Y-spezifische Contigs mit einer Gesamtlänge von 6.2 Millionen Basen (Mb) assembliert werden. Die Region, die nun für die Suche nach Y-chromosomalen Polymorphismen zur Verfügung steht, beläuft sich auf 5.8 Mb und ist somit im Vergleich zu Wallner et al., 2017 beinahe vervierfacht. Eine genaue Beschreibung der Methoden und detaillierten Ergebnisse zur Generierung der vergrößerten Referenz wird in Felkel et al. (in Begutachtung bei Scientific Reports) beschrieben. Die Referenz wurde in einer Datenbank (ncbi_ PRJNA353919) der Öffentlichkeit zugänglich gemacht.
[bookmark: _Toc5176227]Rekonstruktion der paternalen Genealogien basierend auf Pedigree und Literaturangaben 
Die Genealogien der Hengststämme sind in den Abb. 11 bis 31 graphisch dargestellt.
[bookmark: _Toc5176228][bookmark: _Toc372822902]Der Lipizzaner
Beim Lipizzaner lässt sich schon anhand des Pedigrees der Einfluss verschiedener Pferderassen feststellen. Die folgenden Hengststämme sind beim Lipizzaner in den Zuchtbüchern geführt: Conversano, Favory, Incitato, Maestoso, Neapolitano, Pluto, Siglavy und Tulipan. In Österreich sind nur die sechs klassischen Hengststämme vertreten, die Linien Incitato und Tulipan finden sich nur in Ungarn und Rumänien. Eine Verteilung der Hengstlinien bei den österreichischen Lipizzanerhengsten im Bundesgestüt Piber und an der Spanischen Hofreitschule Wien im Jahr 2017 (gesamt 132 Hengste) ist in Abb. 5 dargestellt.
[image: ]
[bookmark: _Ref409079328][bookmark: _Toc5051260]Abb. 5: Hengstlinien bei den österreichischen Lipizzanerhengsten in Piber und Wien 2017
Die Genealogien der Hengststämme der Lipizzaner wurden in Anlehnung an Grilz-Seger und Druml (2011) angenommen.
[bookmark: _Toc5176229]Der Hengststamm Conversano
Der Hengststamm Conversano wurde durch den Original Neapolitaner Rappen Conversano, geboren 1767 in Süditalien, begründet. Ab 1779 stand er als Beschäler in Lipizza und in den ersten Generationen wurde er gezielt an Barocke Stuten des "alten Schlags" angepaart. Den Durchbruch erlebte die Linie Conversano allerdings erst, als der Erhalt der begehrten Falbfarbe nicht mehr im Vordergrund stand. Conversano Slatina III ist Begründer der heutigen drei Hauptlinien des Conversanostammes. Die erste Hauptlinie wurde durch Conversano Traga IV, geb. 1897 in Lipizza, begründet. Mit seinen Söhnen 213 Conversano Monterea und Conversano Savona hat dieser Hengst eine führende Rolle im Ausbau des Conversanostammes eingenommen. Diese Hauptlinie ist in allen Gestüten außer Fagaras und Szilvasvarad vertreten. Die zweite Hauptlinie des Conversanostammes nach Conversano XII, geb. 1906 in Fagaras ist nur im Gestüt Szilvasvarad vertreten. Die dritte Hauptlinie nach Conversano X, geb. 1901 in Fagaras,  wurde durchgehend in Fagaras gezogen und ist neben Fagaras auch in Topolcianky vertreten (Grilz-Seger und Druml 2011). 
0. [bookmark: _Toc5176230]Der Hengststamm Favory
Der Hengststamm Favory geht auf den Hengst Favorito zurück, der auch in der Kladruber-Zucht als Linienvater bekannt ist. Erst 1830 wurde die Nomenklatur dieses Stammes zu Favory vereinheitlicht, davor gab es diverse Schreibweisen. Der Stammvater der Favory-Linie, Favory, geb. 1779 in Kladrub war der erste Hengst der einen durchgängigen Anschluss zum Karster-Gestüt gewährleistete. In weiterer Folge war meist nur ein Nachkomme dieser Linie im Deckeinsatz erfolgreich. Während der Hengst Favory Onerosa, geb. 1819 in Lipizza als "Stutenmacher" bekannt war und über seine Töchter großen Einfluss auf andere Hengststämme nahm, lief über seinen Bruder Favory Amantina,  1814 in Lipizza die männliche Linie weiter. Die Begründer der zwei Hauptlinien sind Favory VII, geb. 1876,  Fagaras (auch Favory Aurica) und Favory Montedora, geb. 1841, Lipizza. Nach dem 2. Weltkrieg erfuhr der Favory-Stamm eine massive Verbreitung in allen Gestüten.
0. [bookmark: _Toc5176231]Der Hengststamm Maestoso
Stammbegründer ist der 1773 in Lipizza geborene "Karster"-Hengst Maestoso. Die bereits in den Anfangsjahren breite Linienführung und der starke Austausch zwischen den Gestüten charakterisieren den Hengststamm Maestoso. Obwohl immer zahlreiche Hengste in der Zucht eingesetzt wurden, konnte erst der 1813 in Mezöhegyes geborene Maestoso II den Fortbestand des Stammes sichern. Alle heutigen Zweiglinien des Maestosostammes gehen auf diesen Hengst zurück. Die Hauptlinie nach Maestoso Dido, geb. 1876 in Terezovac führt über den genannten Ort in welchem das Privatgestüt der Familie Jankovic wesentlich zur Sicherung und Verbreitung der Lipizzaner in den schwierigen Zeiten des späten 19. Jahrhunderts beigetragen hat. Die zweite und wichtigere Hauptlinie des Maestoso-Stammes nach Maestoso Mascula, geb. 1874 in Lipizza, stellt den Hauptteil der Hengste im Maestosostamm. Drei der sieben Söhne von Maestoso Mascula begründeten Zweiglinien werden und diese Linien wurden bis in die Gegenwart erhalten.
0. [bookmark: _Toc5176232]Der Hengststamm Neapolitano
Der Hengststamm Neapolitano geht zurück auf den 1790 geborenen weichselbraunen Original Neapolitaner Hengst Neapolitano, einer der letzten Importhengste aus Italien. Obwohl dieser viele Jahre in Lipizza als Deckhengst aktiv war konnte er dort keinen geeignete Sohn für die Zucht stellen und sein 1802 in Koptschan geborener Sohn Neapolitano Bellamata musste für die Linienfortführung herangezogen werden. 1820 wurde der für den frühen Neapolitano-Stamm prägendste Hengst, Neapolitano Aquileja, geboren, welcher die wichtigsten Stempelhengste der barocken Karsterzucht in den Neapolitano-Stamm einbringt. Diese Hauptlinie nach Neapolitano Trompeta, geb. 1875 in Lipizza, stellt den größeren Teil der heutigen Hengste des Neapolitanostammes. Die zweite Hauptlinie des Neapolitanostammes nach dem braunen Hengst Neapolitano III, geb. 1880 in Fagaras, ist heute nur noch in den rumänischen Gestüten Beclean und Fagaras zu finden. Die dort deckenden Hengste Neapolitano XXIX und Neapolitano XXXI sorgen in diesen Gestüten nicht  nur für den Erhalt des barocken Pferdetyps sondern auch für den Erhalt der Rappfarbe im Neapolitanostamm.
0. [bookmark: _Toc5176233]Der Hengststamm Pluto
Der Plutostamm geht zurück auf den Original Dänen Pluto, geb. 1765, der als einziger von vielen Importtieren aus Frederiksborg einen eigenen Hengststamm etablieren konnte. Die Söhne des Pluto Deflorata, Pluto Alea, geb. 1853 in Lipizza, und Pluto Parcifal, geb. 1853 in Lipizza bilden die beiden Hauptlinien des Plutostammes. Erwähnenswert sind die Gestüte Monte Rotondo, und Fagaras, die besonders seltene Vertreter der Linien des Plutostammes aufweisen können.
0. [bookmark: _Toc5176234]Der Hengststamm Siglavy
Der Hengststamm Siglavy geht zurück auf den Original Araber Hengst Siglavy, geboren 1810. Dieser Hengst war in der europäischen Gestütszucht von überragender Bedeutung und der Siglavystamm wurde im frühen 19. Jahrhundert zu einem der bedeutendsten Hengststämme in der Pferdezucht der Monarchie. Der Siglavystamm kann heute noch im Shagya-Araber, Kladruber und Lipizzaner eine eigene Linie vorweisen. Nach etlichen Zuchtversuchen mit stark arabisch gezogenen Stuten konnte erst der Hengst Siglavy Traga IV, geb. 1889, wirklich überzeugen. Sein Sohn, Siglavy Slavina III begründete über seine beiden Söhne schließlich die Hauptlinien des Hengststammes Siglavy (Grilz-Seger und Druml 2011). Die Hauptlinie nach Siglavy Miramar, geb. 1901 in Lipizza, geht eigentlich zurück auf dessen Sohn Siglavy Monterosa, geb. 1907 in Lipizza. Alle heute lebenden Hengste des Siglavystammes, mit Ausnahme der Hengste in den Gestüten Fagaras, Topolcianky und Szilvasvarad, gehen auf diesen Ausnahmevererber zurück. Die zweite Hauptlinie nach Siglavy Capriola, geb. 1899 in Lipizza, stellt Hengste in den Gestüten Topolcianky, Fagaras und Szilvasvarad. 
0. [bookmark: _Toc5176235]Der Hengststamm Incitato
Der Ursprung des Hengststammes Incitato liegt in einem Privatgestüt nähe Fagaras, in dem um 1800 auf spanischer Grundlage gezüchtet wurde. Angeblich stammt der 1802 geborene Gründerhengst Incitato von dem Spanier Curioso ab. Mit dem Hengst Incitato I, geb. 1867, kam dieser Stamm nach Fagaras, nach dessen Auflösung nach Babolna und dann nach Szilvasvarad, wo er bis heute durchgängig gezogen wird. Der Stamm hat nur einen Hauptzweig dessen Begründer Incitato VI, geb. 1933 in Babolna, ist. Seit 1970 erfährt dieser Hengststamm eine Ausweitung, und ist nun zusätzlich in den Gestüten Beclean und Karadjordevo vertreten.
0. [bookmark: _Toc5176236]Der Hengststamm Tulipan
Der jüngste Hengststamm des Lipizzaners stammt aus dem Gestüt Terezovac und wurde auf Grundlage spanischer und neapolitanischer Pferde in Anpaarung mit den "alten" Linien des Gestüts gezogen. Der Begründer des Stammes, Tulipan, geb. 1860, stammt aus einer solchen Anpaarung. In den folgenden vier Generationen wurde dieser Hengststamm nur in eben jenem Gestüt gezogen, bis die Söhne des 1898 geborenen Tulipan Akarhogy das Gestüt verließen und die beiden bis heute erhaltenen Linien etablierten. Die erste Hauptlinie nach Tulipan Ira, geb. 1912 in Terezovac, kam über diverse Gestüte nach Szilvasvarad, wo sie heute noch vertreten ist. Die zweite Hauptlinie geht zurück auf den 1909 in Terezovac geborenen Hengst Tulipan Titania, der in das Gestüt Fagaras verkauft wurde, in welchem die Linie bis heute erhalten ist. Diese Hauptlinie spaltet sich mit den Söhnen des 1954 geborenen Tulipan IX in einen kroatischen und rumänischen Zweig.
[bookmark: _Toc5176237]Der Noriker
[bookmark: _CTVP0013e3ded468153417ebc5531b29ab63b0e]Der „Noriker“ ist ein österreichisches mittelschweres, breites Gebirgskaltblutpferd. Heute wird der Noriker in verschiedenen Farbschlägen gezüchtet (Nissen 1999). Die genaue Dokumentation der Norikerzucht beginnt 1876, als vom k.k. Ackerbauministerium eine Pferdezuchtenquente einberufen wurde, um die Zucht zu organisieren und zu strukturieren. Von planmäßiger Reinzucht kann man aber erst ab 1903 sprechen, als der I. Band des Salzburger Gestütsbuches von Schossleitner erschienen ist. Die väterliche Abstammung der Hengste wurde zu den Liniengründerzeiten um 1900 bereits genau dokumentiert, während die Stuten lediglich als „Pinzgauer Stuten“ oder „Salzburger Stuten“ bezeichnet wurden (Druml 2006). Ab 1925 wurden die Hengste, basierend auf dem Inzuchtprinzip der Gestütszucht, einzelnen Stämmen zugeordnet. Der Vorteil bestand darin, dass durch die diese Gruppierung ein besserer und auch schnellerer Zuchtfortschritt erreicht werden konnte. In den 1940er Jahren war die Linienbildung beim Noriker beendet und es kristallisierten sich Hengstlinien heraus. Im Laufe der folgenden Jahrzehnte verschwanden alte Noriker-Hengststämme, unter anderem auch der Samson-Stamm (Druml 2006). Alle heute lebenden Norikerhengste und Wallache gehören einer der Hengstlinien Diamant, Elmar, Nero, Schaunitz und Vulkan an. Der Anteil im Jahr 2017 im Einsatz stehender Norikerdeckhengste (gesamt 191 Hengste ) und deren Linienzugehörigkeit zeigt Abb. 6.
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[bookmark: _Ref409079269][bookmark: _Toc5051261]Abb. 6: Hengstlinien bei den österreichischen Norikerdeckhengsten 2017
[bookmark: _Toc372822903][bookmark: _Toc5176238]Die Hengstlinie Diamant
[bookmark: _Toc372822904]Die Hengstlinie Diamant kann bis zum Hengst Bravo, geboren im Jahr 1877, zurückverfolgt werden. Als Linienbegründer gilt jedoch sein Urenkel Diamant, geb. 1903. Heute lebende Diamant Hengste lassen sich väterlicherseits alle auf dessen Enkel Opus Diamant II (nach neuer Nomenklatur auch Max Diamant II genannt) zurückverfolgen. 
[bookmark: _Toc5176239]Die Hengstlinie Elmar
[bookmark: _Toc372822905]Als Linienbegründer gilt Elmar, geb. 1896, Sohn des Arnulf, geb. 1886. Die ohnehin schon schwach vertretene Linie wurde in der Zwischenkriegszeit noch zusätzlich geschwächt.
[bookmark: _Toc5176240]Die Hengstlinie Nero
Begründer dieser Hengstlinie ist Nero, geb. 1906. Die Linie kann jedoch bis seinem Urgroßvater, Optimus, geb. 1885, zurückverfolgt werden. Bis Beginn der 1930er Jahre handelte es sich um eine schwach vertretene Hengstlinie, was sich aber durch den Hengst Stoffen Nero IV, geb. 1929, änderte. Er stellte äußerst konstante männliche Nachkommen, unter anderem auch Stoissen Nero V, geb. 1933, welcher auch gegenwärtig noch als Ideal des Norikers zählt. Heute wird die Hengstlinie Nero in verschiedene Zweige unterteilt, wobei jeder charakteristische Farb- und Exterieurmerkmale aufweist (Druml 2006). 
[bookmark: _Toc5176241]Die Hengstlinie Schaunitz
Schaunitz, geb. 1896, Sohn von Amor, geb. 1888, ist der Gründerhengst der Schaunitz-Linie. Auch diese Hengstlinie stellt einen kleinen Anteil der Noriker dar und war bis 1940 im Durchschnitt nur mit maximal zwei Hengsten pro Generation, vor allem in Kärnten, vertreten. Die Linie teilt sich in einen Z-Zweig, begründet durch Zither Schaunitz XII, geb. 1972, und in einen etwas schwächeren H-Zweig, welcher auf Herz Schaunitz XIII, 1989 zurückgeht. Die Gängigkeit und das lebhafte Temperament der Hengste werden als Grund für die Krise um 1980 angenommen, als lediglich drei Hengste das Überleben der Linie sicherten. Heute erfährt die Hengstlinie Schaunitz einen neuen züchterischen Höhenflug (Druml 2006).
[bookmark: _Toc5176242]Die Hengstlinie Vulkan
Die Hengstlinie Vulkan ist seit eh und je die zahlenmäßig größte Linie. Beründer dieser Line ist Vulkan, geb. 1887, jedoch legte erst sein Ururenkel Gothe Vulkan IV, geb. 1912, die Basis für den heute noch dominierenden Hengststamm. Wie auch bei den anderen Hengstlinien, wird auch die Vulkanlinie in Zweige aufgeteilt. Begründer des M/E-Vulkan Zweiges (hauptsächlich fuchsfarbene Tiere) ist Schrempf Vulkan VII, geb.1933. Vogl Vulkan XI, geb. 1958, begründete über seine Nachkommen gleich mehrere Zweige, nämlich den S-, den T-, den H- und den F-Vulkan Zweig. Für die Tigerzucht bedeutende Gründerhengste sind Lohninger Vulkan XV, geb. 1989, und Tamsweg Vulkan XII, geb. 1980. Sunnhof Vulkan XI, geb. 1961, gilt als Gründer des P-Vulkan Zweiges. Die schwächste Linie, die allerdings die schlimmsten Krisen überstanden hat, geht auf Diamant Vulkan IX, geb. 1944, zurück und ist allseits unter Kärntner V-Vulkan Zweig bekannt (Druml 2006).
[bookmark: _Toc5176243]Der Haflinger
Der „Haflinger“ ist ein ausdrucksvoller, mit Reitpferdepoints ausgestatteter Fuchs mit weißem Langhaar. Die Widerristhöhe soll 138 bis 148 cm betragen. Hervorstechendes Merkmal des Haflingers ist vor allem seine ausgezeichnete Trittsicherheit (Nissen 1999). Über den Haflinger war bekannt, dass diese Rasse einen orientalischen Bluteinfluss hat. Als Beute von Feldzügen kamen orientalische Hengste nach Tirol und trugen zur Veredelung des Haflingers bei. Um dem Haflinger einen größeren und kräftigeren Körperbau zu verleihen, was mit dem Ausbau der Verkehrswege sehr gewünscht wurde, wird vermutet, dass norisches Blut eingekreuzt wurde (Schweisgut 1995). Belegt ist, dass mit der Geburt des Hengstes Folie im Jahre 1874 die Haflingerzucht im eigentlichen Sinn begonnen hat. Folie war Sohn eines Halbblutorientalen und einer veredelten Landstute. Wie auch bei den Norikern wurde ab diesem Zeitpunkt die väterliche Abstammung genau dokumentiert, während den Müttern nur wenig Beachtung geschenkt wurde (Schweisgut 1995). A, B, M, N, S, ST und W sind die Hengstlinien, auf die alle heute lebenden Haflingerhengste und -wallache zurückgehen. 
Auch für den Haflinger wurden Stammtafeln entwickelt, um einen besseren Überblick über Inzucht und einen schnelleren Zuchterfolg zu bekommen. Die erste Hengststammtafel wurde von Dr. Thurner im Jahr 1938 herausgegeben. Bei genauerer Prüfung stellte sich heraus, dass, bedingt durch den Ersten Weltkrieg, deutliche Lücken existierten. Um diese zu schließen, befasste sich Dr. Thurner intensiv mit der Blutlinienforschung und gab 1940 eine korrigierte Version heraus, die bis heute noch anerkannt wird. Es werden sieben Hengstlinien beim Haflinger unterschieden. Interessant ist, dass alle diese Linien auf den Hengst Folie, geb. 1874 in Südtirol, zurückgehen (Schweisgut 1995). Der Hengst Folie war ein Goldfuchs, Sohn einer veredelten Landstute und des Halbblutorientalen El’Bedavi XXII, geb. 1868 im heutigen Rumänien (Nissen 1999). Er vereinte Eleganz und Adel des orientalischen Hengstes mit den typischen Charaktereigenschaften der Gebirgspferdstute (Schweisgut 1995). Abb. 7 gibt die Linienzugehörigkeit der 53 im Jahr 2017 in Österreich im Deckeinsatz stehenden Haflingerhengste wieder. 
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[bookmark: _Ref409079137][bookmark: _Toc5051262]Abb. 7: Hengstlinien bei den österreichischen Haflingerdeckhengsten 2018
[bookmark: _Toc5176244]Die A-Linie
Linienbegründer ist Anselmo, geb. 1926 in Südtirol, welcher über Camp II, Heid Campi I, Campi und Folie auf den Gründervater Folie zurückgeht (Schweisgut 1995). Anselmo wurde in Südtirol aber keine Aufmerksamkeit geschenkt, sodass er ohne Nachkommen im Alter von 21 Jahren nach Nordtirol kam, wo mit ihm weitergezüchtet wurde. Sein bester Nachkomme Adler prägte die Entwicklung der A-Linie durch seinen Sohn Anker. Heute kann gesagt werden, dass die A-Linie trotz kurzer Aufbauphase weltweit eine Führungsrolle in Bezug auf Verbreitung und Qualität hat. Zahlenmäßig ist diese Linie heute ähnlich der N-Linie, wobei bedacht werden muss, dass die N-Linie schon von Beginn an viel mehr Nachkommen stellte  (Schweisgut 1995). 
[bookmark: _Toc5176245]Die B-Linie
Gründer dieser Linie ist Bolzano, geb. 1915, der wie auch die Linienbegründer von S, M, ST und N auf Mandl, geb. 1904, zurückgeht, welcher sich über Genter und Folie zum Gründervater Folie rückverfolgen lässt (Schweisgut 1995). Bolzano blieb nach der Abtrennung Südtirols dort, weshalb der Haflinger Pferdezuchtverband Tirol erst 1965 bemerkte, dass die B-Linie extrem schwach vertreten ist. Deshalb wurde ein Sohn aus Nabucco, nämlich Bozen, geb. 1964, für die Aufbauzucht der B-Linie verwendet. Sein Enkel Brutus, geb. 1976, galt als erster Qualitätshengst der B-Linie. 
[bookmark: _Toc5176246]Die M-Linie
Der Gründerhengst dieser Linie ist Massimo, geb. 1927. Sein Urgroßvater ist Mandl, geb. 1904, den man auch bei anderen Linien als prominenten Vertreter findet (Schweisgut 1995). 
[bookmark: _Toc5176247]Die N-Linie
Die N-Linie geht auf den Begründer Nibbio (Niggl 2), geb. 1920, zurück. Wie auch in der zuvor beschriebenen Linie ist sein Großvater Mandl, geb. 1904 (Schweisgut 1995). Durch zwei prägende Söhne des Gründerhengstes wird die N-Linie in zwei Hauptäste unterteilt: Auf der einen Seite vertreten Sohn Bacco, geb. 1928, und Enkel Naz, geb. 1941, die Tiroler Linie (Abb. 14), auf der anderen Seite stehen Sohn Ilio, geb. 1934, und Enkel Nautilus, geb. 1944, welche als Begründer der italienischen Linie gelten. Vor allem in Bayern ist die N-Linie sehr beliebt und seit einer Importwelle von 1959 bis 1962 sehr stark vertreten. Generell muss betont werden, dass diese Linie heute zahlenmäßig an zweiter Stelle liegt und in nahezu allen Ländern mit Haflingerzucht vertreten ist. Zu erwähnen ist auch noch, dass die gute Qualität dieser Linie in Österreich vor allem den Hengsten Nordwind, geb. 1974, Nabucco, geb. 1987, und Natan, geb. 1982, zu verdanken ist (Schweisgut 1995).
[bookmark: _Toc5176248]Die S-Linie
Stelvio, geb. 1923, ist der Begründer dieser Hengstlinie. Auch sein Großvater ist Mandl, geb. 1904 (Schweisgut 1995). Seit Beginn der Aufzeichnungen stellt diese Linie eine der schwächsten im Haflingerbereich dar. In den 1960er Jahren ging es sogar soweit, dass die gesamte Linie nur mehr durch Nunu, geb. 1937, und seine drei Söhne erhalten wurde. 
[bookmark: _Toc5176249]Die St-Linie
Die ST-Linie geht auf den Hengst Student, geb. 1927, zurück. Wie auch bei anderen Linien ist sein Großvater Mandl, geb. 1904 (Schweisgut 1995). Als erfolgreichster und einflussreichster Sohn von Student gilt Stromer, der sich über viele Generationen erfolgreich halten konnte. Als gefestigt und sicher galt die ST-Linie aber erst durch Stuart, geb. 1982 und Stürmer, geb. 1978. Heute zählt die ST-Linie zu den zahlenmäßig größten und bedeutendsten Linien der Haflingerzucht.
[bookmark: _Toc5176250]Die W-Linie
Als Begründer zählt Willi, geb. 1921, welcher über Sarn, geb. 1915, Jenner, geb. 1908, und Hafling, geb. 1897, direkt auf den Gründervater Folie zurückgeht (Abb. 10). Somit spaltet sich die W-Linie schon früh von den anderen sechs Linien ab (siehe auch Abb. 31) (Schweisgut 1995). Von den vier bedeutenden Willi-Söhnen konnte sich lediglich ein Sohn, nämlich Willi I, geb. 1928, in der Steiermark durchsetzen. Im restlichen Österreich schenkte man der W-Linie nur sehr wenig Interesse. Dem Sohn von Willi I, Wilfried, geb. 1934, gelang trotzdem der Durchbruch in Bayern. Da es folglich in Österreich um die W-Linie nicht so gut aussah, wurde der 20-jährige Wardein, geb. 1938, ein Sohn des Gründerhengstes Willi, im Zuchtgebiet Zams eingesetzt, um der Linie einen Aufschwung zu geben. Später konnten vor allem die Nachkommen seines Sohnes Wirbel, geb. 1964, überzeugen und haben die W-Linie zu einer ausgezeichneten Blutlinie geführt. Besonders Wirbels Enkel Wildmoos, geb. 1978, und dessen Sohn Winterstein, geb. 1982, prägten die W-Linie sehr. Heute hat diese Linie in den meisten Haflinger züchtenden Ländern Einzug genommen und stellt qualitativ sehr hochwertige Hengste (Schweisgut 1995). 
[bookmark: _Toc5176251]Andere Rassen
Die Rekonstruktion der Genealogien der Hengste der Rassen Shagya Araber und Österreichisches Warmblut ergab ebenfalls für den jeweiligen Pferdetyp charakteristische Linienbegründer. Während die 62 Warmblutdeckhengste des Jahres 2018 fast ausschließlich von Englischen Vollblutlinien abstammen (Abb. 8) sind in den 31 aktiven Shagya Araberhengsten des Jahres 2018 unterschiedlichste importierte Araberlinien vertreten (Abb. 9). 
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[bookmark: _Ref409078834][bookmark: _Toc5051263]Abb. 8: Gründertiere der österreichischen Warmblut Deckhengste des Jahres 2018
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[bookmark: _Ref409078863][bookmark: _Toc5051264]Abb. 9: Gründertiere der österreichischen Shagya Araber Deckhengste des Jahres 2018
[bookmark: _Toc5176252]Die detaillierte Haplotypenstruktur in der Krongruppe
Ausgehend von den Pedigree-Rekonstruktionen wurde ein Probenset von 151 Tieren zusammengestellt, für das NGS Sequenzierungsdaten generiert oder solche Daten von Kollaborationspartnern organisiert wurden. Alle untersuchten Tiere hatten einen HTen der Krongruppe. Es wurden insgesamt 283 Y-chromosomale Polymorphismen detektiert, die in 87 HTen resultierten. Die untersuchten Proben und die Ergebnisse sind in Tab. 3 und Tab. 4 angegeben. In Tab. 3 sind alle 35 sequenzierten Proben der Rassen Lipizzaner, Noriker und Haflinger aufgelistet, sowie deren Linienzugehörigkeit, die Datengrundlage und der ermittelte Haplotyp.
[bookmark: _Ref409039821][bookmark: _Toc5133413]Tab. 3: Y-chromosomale HT bei Lipizzaner, Noriker und Haflinger
	Rasse 
	Hengststamm
	Daten
	Haplotyp

	Lipizzaner
	Siglavy
	nur Y 
	Ao-aA1b1*

	Lipizzaner
	Siglavy
	nur Y
	Ao-aA1b1a

	Lipizzaner
	Conversano
	Gesamtgenom
	Hs-aA*

	Lipizzaner
	Conversano
	Gesamtgenom
	Hs-aA*

	Lipizzaner
	Conversano
	nur Y
	Hs-aA1

	Lipizzaner
	Maestoso
	nur Y
	Tb-oB4*

	Lipizzaner
	Maestoso
	nur Y
	Tb-oB4a

	Lipizzaner
	Pluto
	nur Y
	Tb-oB4b

	Lipizzaner
	Pluto
	nur Y
	Tb-oB4b

	Lipizzaner
	Neapolitano
	nur Y
	Tb-oL*

	Lipizzaner
	Neapolitano
	nur Y
	Tb-oL1

	Lipizzaner
	Favory
	Gesamtgenom
	Tb-oL2a

	Lipizzaner
	Favory
	nur Y
	Tb-oL2b

	Lipizzaner
	Tulipan
	nur Y
	Tb-dW3

	Lipizzaner
	Incitato
	nur Y
	Tb-oB*

	Noriker
	Z-Schaunitz
	Gesamtgenom
	Ad-hA1*

	Noriker
	Nero
	nur Y
	Ad-hB

	Noriker
	Nero
	Gesamtgenom
	Ad-hB

	Noriker
	Elmar
	Gesamtgenom
	Ao-nM1*

	Noriker
	H-Schaunitz
	nur Y
	Ao-nM1a*

	Noriker
	Vulkan
	nur Y
	Ao-nM1a*

	Noriker
	Vulkan
	Gesamtgenom
	Ao-nM1a*

	Noriker
	Vulkan
	Gesamtgenom
	Ao-nM1a1

	Noriker
	Diamant 
	Gesamtgenom
	Ao-nM1c

	Noriker
	Diamant 
	Gesamtgenom
	Ao-nM1c

	Haflinger
	Linie B
	Gesamtgenom
	Ad-hC*

	Haflinger
	Linie B
	Gesamtgenom
	Ad-hC*

	Haflinger
	Linie M
	nur Y
	Ad-hC*

	Haflinger
	Linie N
	nur Y
	Ad-hC*

	Haflinger
	Linie N
	Gesamtgenom
	Ad-hC*

	Haflinger
	Linie W
	Gesamtgenom
	Ad-hC*

	Haflinger
	Linie S 
	nur Y
	Ad-hC1

	Haflinger
	Linie St
	nur Y
	Ao-aA2

	Haflinger
	Linie A
	nur Y
	Ao-nM1b

	Haflinger
	Linie N
	nur Y
	Ao-nM1b


In Tab. 4 sind alle 87 HTen, die im gesamten Probensatz von 151 Tieren (35 Lipizzaner/Haflinger/ Noriker und 116 Tiere anderer Rassen) detektiert wurden, aufgelistet. Die Tabelle listet die Rassen in denen der jeweilige HT detektiert wurde, mit Anzahl der Tiere in Klammern. Wenn keine Zahl angegeben ist, handelt es sich nur um einelnes Tier). Wenn vorhanden werden die Hengststämme, die diesen HTen tragen angegeben (N/A bedeutet keine Pedigreeinformation vorhanden). Haplogruppen die bei Lipizzaner, Noriker und Haflinger detektiert wurden sind mit Rahmen markiert.
[bookmark: _Ref409039872][bookmark: _Toc5133414]Tab. 4: Y-chromosomale HT im gesamten Datensatz
	Haplotyp
	Rasse 
	Hengststamm

	Ad-bA*
	Connemara Pony
	N/A

	Ad-bA1
	Connemara Pony
	N/A

	Ad-bN
	Kladruber
	Nemo,1885 

	Ad-h*
	Berber
	N/A

	Ad-hA*
	Yakut Pferd
	N/A

	Ad-hA1*
	Noriker, Süddeutsches Kaltblut
	Schaunitz, Z-Schaunitz

	Ad-hA1a
	Rheinisch Deutsches Kaltblut
	Orange,1863

	Ad-hB
	Noriker (2)
	Nero 

	Ad-hC*
	Haflinger (6)
	Linie B, Linie M, Linie N, Linie W

	Ad-hC1
	Haflinger
	Linie S 

	Am-a
	Berber
	N/A

	Am-s
	Mangalarga Marchador Horse
	N/A

	Ao-aA1a
	Trakehner
	Siglavy,1819

	Ao-aA1b1*
	Lipizzaner
	Siglavy, 1810

	Ao-aA1b1a
	Lipizzaner
	Siglavy, 1810

	Ao-aA1b2
	Trakehner
	Ilderim,1896

	Ao-aA1b3
	Araber
	Ibrahim,1899

	Ao-aA1b4a
	Araber
	Saklawi I,1886

	Ao-aA1b4b
	Araber
	N/A

	Ao-aA1b5
	Araber
	A Saglawi,1885

	Ao-aA2
	Haflinger
	Linie St

	Ao-aA3
	Berber
	N/A

	Ao-aD1
	Dülmener Pferd
	N/A

	Ao-aD2
	Araber
	Kryzyk,1869

	Ao-aM
	Marwari Pferd
	N/A

	Ao-nK
	Kladruber
	Sacramoso

	Ao-nM1*
	Noriker
	Elmar

	Ao-nM1a*
	Noriker (3)
	Vulkan, H-Schaunitz

	Ao-nM1a1
	Noriker
	Vulkan

	Ao-nM1b
	Haflinger
	Linie A, Linie N

	Ao-nM1c
	Noriker (2)
	Diamant

	Ao-nM2
	Berber
	N/A

	Hc
	Mongolisches Chakouyi Pferd
	N/A

	Hs-aA*
	Lipizzaner (2)
	Conversano 

	Hs-aA1
	Lipizzaner
	Conversano

	Hs-aB
	Sorraia Pferd
	No_Data

	Hs-b*
	Berber
	N/A

	Hs-bL
	Lusitano
	Gaivoto,Alter-Real

	Ta-b
	Araber
	Bairactar,1813

	Ta*
	Araber
	N/A

	Tb-dM*
	Traber, Morgan Horse
	N/A

	Tb-dM1*
	Traber (6), Morgan Horse
	N/A

	Tb-dM1a
	Tenessee Walking Horse
	N/A

	Tb-dW1*
	Hannoveraner (6), Oldenburger, Quarter Horse (3), Englisches Vollblut (3)
	Darley Arabian

	Tb-dW1a
	Englisches Vollblut (6)
	N/A

	Tb-dW1b
	Hannoveraner
	Darley Arabian

	Tb-dW1c*
	Hannoveraner, Quarter Horse (2), Englisches Vollblut
	Darley Arabian

	Tb-dW1c1
	Holsteiner
	Darley Arabian

	Tb-dW1c2
	Holsteiner, Westfale
	Darley Arabian

	Tb-dW1c3
	Baden Würtemberger
	Darley Arabian

	Tb-dW1d
	Quarter Horse
	N/A

	Tb-dW1e
	Schweizer Warmblut
	Darley Arabian,1700

	Tb-dW1f
	Hannoveraner (2)
	Darley Arabian,1700

	Tb-dW2a*
	Freiberger (2)
	Darley Arabian,1700

	Tb-dW2a1
	Freiberger
	Darley Arabian,1700

	Tb-dW3
	Lipizzaner
	Tulipan

	Tb-oB*
	Lipizzaner
	Incitato

	Tb-oB1*
	Englisches Vollblut
	Byerley Turk

	Tb-oB1*
	Schweizer Warmblut
	King Fergus, 1775

	Tb-oB1a
	Bayrisches Warmblut
	Byerley Turk

	Tb-oB1b
	Freiberger (3), Hannoveraner (2), Holsteiner
	King Fergus, 1775

	Tb-oB1c
	Oldenburger
	King Fergus, 1775

	Tb-oB2a
	Morgan Horse (2)
	N/A

	Tb-oB2b1
	Morgan Horse
	N/A

	Tb-oB2b2
	Morgan Horse
	N/A

	Tb-oB3a
	Akhal Tekkiner (3)
	N/A

	Tb-oB3b*
	Quarter Horse
	N/A

	Tb-oB3b1*
	Freiberger
	Godolphin Arabian

	Tb-oB3b1a
	Freiberger
	Godolphin Arabian

	Tb-oB3b2a*
	Berber
	N/A

	Tb-oB3b2a1
	Hannoveraner (3),Westfale
	Godolphin Arabian

	Tb-oB3b2b*
	Schwedisches Warmblut
	N/A

	Tb-oB3b2b1
	Schwedisches Warmblut
	N/A

	Tb-oB3b3
	Hannoveraner (2)
	Godolphin Arabian

	Tb-oB4*
	Lipizzaner
	Maestoso

	Tb-oB4a
	Lipizzaner
	Maestoso

	Tb-oB4b
	Lipizzaner (2)
	Pluto

	Tb-oL*
	Lipizzaner
	Neapolitano

	Tb-oL1
	Lipizzaner
	Neapolitano

	Tb-oL2a
	Lipizzaner
	Favory

	Tb-oL2b
	Lipizzaner
	Favory

	Tk
	Kladruber
	Generale, Kladruber

	Tu-a
	Freiberger
	Vaillant

	Tu-b*
	Freiberger
	Vaillant

	Tu-bA
	Freiberger (3)
	Vaillant

	Tu-c
	Freiberger
	Vaillant

	Tu-d
	Freiberger
	Vaillant

	Tu*
	Freiberger (5)
	Vaillant


Der phylogenetische Baum ist in Abb. 10 dargestellt. Eindeutig lassen sich in der Krongruppe drei Untergruppen (H, A und T) unterscheiden. Die Hengststämme des Lipizzaners finden sich über alle drei Haplogruppen verteilt. Die zwei Hengste der Linie Conversano gruppieren gemeinsam mit Spanischen Pferden in Haplogruppe H, die zwei sequenzierten Tiere des Stammes Siglavy gruppieren erwartungsgemäß in der Araber-Haplogruppe Ao-a. Die restlichen sechs Stämme des Lipizzaners gruppieren eng benachbart zu den Englischen Vollblutlinien in der Haplogruppe Tb. Der Hengstamm Tulipan dürfte sogar direkt von einem Englischen Vollbluthengst der Linie ‚Darley Arabian’ abstammen.
Etwas unterwartet gestaltete sich die Gruppierung der Noriker und Haflinger. Die Hengstlinien dieser Rassen gruppierten jeweils gemeinsam in zwei Subgruppen des Haplogruppe A. So gruppierten die Norikerlinien Nero und die Zweiglinie Z-Schaunitz eng benachbart mit den Haflingerlinien W, N, B, S in Haplogruppe Ad-h. Die Norikerlinien Vulkan, Diamant, Elmar und H-Schaunitz sowie die zwei Tiere der Haflingerlinien A und N gruppierten in einen ganz anderen Ast des phylogenetischen Baumes, nämlich in der HG Ao-n. Das sequenzierte Tier der Haflingerlinie Linie St fiel als Einziges in die Arabergruppe Ao-a. Aus dem Haplotypen-Netzwerk ist auch ersichtlich, dass fast alle Linien (außer die erst kürzlich getrennten Haflingerlinien) private Y-Marker haben und sich deshalb in klar unterscheidbaren HTen darstellen. Die Verteilung der HTen sowie die Gründertiere der anderen untersuchten Proben lassen schon erste Schlüsse zu den Herkünften und Verwandtschaftsbeziehungen der Linien zu. Die sequenzierten Proben sind jedoch nicht repräsentativ für die gesamte Hengstlinie.
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[bookmark: _Ref409086603][bookmark: _Ref415400625][bookmark: _Ref409105492][bookmark: _Toc5051265]Abb. 10: Haplotypenstruktur in der Krongruppe
Basierend auf NGS Daten von 151 Tieren und einer Y-Referenz von 5.8 Megabasen. Die Kreise repräsentieren die detektierten Haplotypen, die Größe der Kreise korreliert mit der Frequenz des Auftretens des Haplotypen. Die einzelnen Haplotypen sind determiniert sich durch einzelne Polymorphismen (rote Kürzel auf den Verbindungslinien zwischen den Haplotypen). Angaben zu den Tieren/Rassen und Hengststämmen in Tab. 4.
[bookmark: _Toc5176253]

Gegenüberstellung Pedigree und Y-chromosomaler Haplotyp 
Da die erste Sicht auf die genealogischen Beziehungen der Hengststämme (Abb. 10) nur auf den wenigen sequenzierten Tieren beruht, wurden die Haplotypen im nächsten Arbeitspaket (WP4) in Datensätzen, die möglichst die gesamte Hengstlinie sowie die Zweiglinien abdecken, mittels KASP Genotypisierung überprüft. Die 37 Marker, die gentoypisiert wurden sind in Tab. 5 aufgelistet.
[bookmark: _Ref409093403][bookmark: _Toc5133415]Tab. 5: Marker zur Untersuchung der Hengststämme von Lipizzaner, Noriker und Haflinger
	ID
	LipY764_contig:Position
	Sequenz-
variante 1
	Sequenz-
variante 2
	Variante 2 indikativ für

	rAE
	LipY764_contig198:10724
	C
	G
	Ad-hA*

	fAAB
	LipY764_contig468:1814
	G
	C
	Ad-hA1*

	fWP
	LipY764_contig192:14225
	C
	T
	Ad-hA1*

	fTA
	LipY764_contig59:25124
	A
	C
	Ad-hB

	fXA
	LipY764_contig207:4276
	C
	T
	Ad-hC*

	qEC
	LipY764_contig270:754
	T
	A
	Ad-hC1

	qBF
	LipY764_contig31:11946
	A
	G
	Ao-aA1b1*

	qED
	LipY764_contig280:2345
	T
	A
	Ao-aA1b1*

	qEZ
	LipY764_contig388:5936
	G
	A
	Ao-aA1b1*

	qDK
	LipY764_contig208:2422
	C
	T
	Ao-aA1b1a

	qFC
	LipY764_contig439:1032
	C
	T
	Ao-aA1b1a

	qCV
	LipY764_contig162:9815
	G
	A
	Ao-aA2

	qDH
	LipY764_contig199:9398
	G
	A
	Ao-aA2

	qDX
	LipY764_contig254:3775
	C
	G
	Ao-aA2

	qU
	LipY764_contig19:821
	A
	G
	Ao-aA2

	qBN
	LipY764_contig46:12572
	C
	T
	Ao-nM1b

	fZX
	LipY764_contig435:2759
	G
	A
	Ao-nM1a*

	fZY
	LipY764_contig436:4640
	T
	C
	Ao-nM1a*

	fXJ
	LipY764_contig223:13815
	G
	A
	Ao-nM1a1

	fYG
	LipY764_contig284:4158
	G
	A
	Ao-nM1c

	qEO
	LipY764_contig318:6487
	A
	G
	Hs

	fAAS
	LipY764_contig8:25629
	T
	C
	Hs-a

	rAL
	LipY764_contig16:12521
	G
	A
	Hs-a

	qBX
	LipY764_contig68:9050
	A
	T
	Tb-dW3

	qCK
	LipY764_contig112:2516
	T
	A
	Tb-dW3

	fUJ
	LipY764_contig99:20419
	T
	C
	Tb-oB*

	qBL
	LipY764_contig42:24874
	G
	C
	Tb-oB4*

	qFM
	LipY764_contig539:1417
	TTAATGGAGC
	T
	Tb-oB4*

	qJ
	LipY764_contig6:47998
	G
	C
	Tb-oB4*

	qCX
	LipY764_contig165:2791
	G
	C
	Tb-oB4a

	qCG
	LipY764_contig99:12091
	A
	G
	Tb-oB4b

	fWZ
	LipY764_contig206:9514
	T
	C
	Tb-oL*

	rN
	LipY764_contig76:5598
	C
	T
	Tb-oL*

	qCN
	LipY764_contig121:1756
	G
	GA
	Tb-oL1

	fUN
	LipY764_contig105:4267
	C
	A
	Tb-oL2*

	fVO
	LipY764_contig155:10116
	G
	T
	Tb-oL2a

	qCL
	LipY764_contig113:14762
	C
	A
	Tb-oL2b


[bookmark: _Toc5176254]


Lipizzaner
[bookmark: _Toc5176255]Beschreibung der Ergebnisse
Für Lipizzaner konnte auf die Blutproben, die im Rahmen des EU INCO-COPERNICUS-Projektes (IC15CT96-0904) „Biotechnical methods in the maintenance of genetic diversity in the Lipizzan horse breed“ (1997/98)“ entnommen wurden, zugegriffen werden. In diesem Projekt wurden alle Hengste in allen Staatsgestüten Europas beprobt, was einen umfassenden Einblick in die heute existierenden Hengstlinien ermöglicht. Insgesamt wurden 142 Lipizzanerproben aus sieben Ländern untersucht. Bei sieben Proben stimmte der ermittelte HT eines einzelnen Tieres nicht mit dem sehr nah verwandter Tiere überein. Da es sich um Archivproben handelte kann eine Verwechslung der Proben nicht ganz ausgeschlossen werden. Deshalb wurden diese Tiere nicht in die Analyse miteinbezogen. 
Im Großen und Ganzen konnten bei der Genotypisierung über die gesamte Linie die HTen, die bei den wenigen sequenzierten Tieren ermittelt wurden, bestätigt werden. Die nahe Verwandtschaft der Hengststämme Favory und Neapolitano wird durch die Typisierungsergebnisse noch verdeutlicht. Alle Neapolitanohengste tragen den Gründerhaplotypen des Favorystammes (Tb-oL2*). Zusätzlich wurde in Zweiglinien der Hengststämme Favory und Siglavy ein neuer HT (Ao-aA1b_qED) detektiert, der durch keinen der Gründerhengste erklärbar ist. Somit dürfte ein bislang unbekannter Hengst (dieser HT wurde auch in anderen Rassen nicht detektiert) in der paternalen Linien des heutigen Lipizzaners vertreten sein. Weiters wurden in einigen Zweiglinien von Favory, Maestoso und Siglavy HTenmuster entdeckt, die sich nur durch inkorrekte Pedigreeaufzeichnungen erklären lassen. Details sind in Tab. 6 und den Abb. 11 bis 18 dargestellt.
[bookmark: _Ref415401195][bookmark: _Toc5133416]Tab. 6: Typisierte Lipizzaner
	Hengststamm
	Anzahl der Proben
	Ermittelte HTen

	Conversano
	26
	Hs-aA* (24), Hs-aA1(2) 

	Favory
	20
	Tb-oL2*(2), Tb-oL2b(4), Tb-oL2a(9)
Ao-aA1b_qED(5)

	Neapolitano
	21
	Tb-oL2*(21)

	Pluto
	14
	Tb-oB4b(14)

	Maestoso
	15
	Tb-oB4*(8), Tb-oB4a(1)
Ao-aA1b1a(6)

	Siglavy
	32
	Ao-aA1b1*(24), Ao-aA1b1a(1)
Ao-aA1b_qED(3)
Tb-oB4b(4)

	Tulipan
	5
	Tb-dW3(5)

	Incitato
	2
	Tb-oB*(2)



In den folgenden Abb.en werden die Ergebnisse der einzelnen Hengstämme dargestellt. Die Darstellung erfolgt für alle Hengststämme nach demselben Schema.
[bookmark: _Toc5176256]Gegenüberstellung Genealogien und Haplotyp – klassische Hengststämme
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[bookmark: _Ref409159542][bookmark: _Ref409159518][bookmark: _Toc5051266]Abb. 11: Der Hengststamm Conversano
Rekonstruktion der paternalen Genealogien der untersuchten Tiere bis zum Gründerhengst. Für jedes Tier ist Name, Geburtsjahr (*) und Gestüt angegeben (Abkürzungen siehe Tab. 7). Hauptlinienbegründer sind fett umrandet. Zweiglinien, die derzeit in Piber und Wien vertreten sind, sind grau unterlegt, mit der Anzahl der Tiere in Piber und Wien in Klammer. Am unteren Ende der Abb. finden sich die detektierten Haplotypen und die Anzahl der untersuchten Tiere, welche den jeweiligen Haplotypen tragen. Eng verwandte HTen, die sich nur durch eine spontane Mutation unterscheiden tragen denselben Farbcode. Linien aus denen NGS sequenzierten Tiere stammten sind mit einem grauen Pfeil gekennzeichnet.



 [image: ]
[bookmark: _Toc5051267]Abb. 12: Der Hengststamm Favory
Rekonstruktion der paternalen Genealogien der untersuchten Tiere bis zum Gründerhengst. Für jedes Tier ist Name, Geburtsjahr (*) und Gestüt angegeben (Abkürzungen siehe Tab. 7). Hauptlinienbegründer sind fett umrandet. Zweiglinien, die derzeit in Piber und Wien vertreten sind, sind grau unterlegt, mit der Anzahl der Tiere in Piber und Wien in Klammer. Am unteren Ende der Abb. finden sich die detektierten Haplotypen und die Anzahl der untersuchten Tiere, welche den jeweiligen Haplotypen tragen. Eng verwandte HTen, die sich nur durch eine spontane Mutation unterscheiden tragen denselben Farbcode. Linien aus denen NGS sequenzierten Tiere stammten sind mit einem grauen Pfeil gekennzeichnet.



[image: ]
[bookmark: _Toc5051268]Abb. 13: Der Hengststamm Neapolitano
Rekonstruktion der paternalen Genealogien der untersuchten Tiere bis zum Gründerhengst. Für jedes Tier ist Name, Geburtsjahr (*) und Gestüt angegeben (Abkürzungen siehe Tab. 7). Hauptlinienbegründer sind fett umrandet. Zweiglinien, die derzeit in Piber und Wien vertreten sind, sind grau unterlegt, mit der Anzahl der Tiere in Piber und Wien in Klammer. Am unteren Ende der Abb. finden sich die detektierten Haplotypen und die Anzahl der untersuchten Tiere, welche den jeweiligen Haplotypen tragen. Eng verwandte HTen, die sich nur durch eine spontane Mutation unterscheiden tragen denselben Farbcode. Linien aus denen NGS sequenzierten Tiere stammten sind mit einem grauen Pfeil gekennzeichnet.



[image: ]
[bookmark: _Toc5051269]Abb. 14: Der Hengststamm Maestoso
Rekonstruktion der paternalen Genealogien der untersuchten Tiere bis zum Gründerhengst. Für jedes Tier ist Name, Geburtsjahr (*) und Gestüt angegeben (Abkürzungen siehe Tab. 7). Hauptlinienbegründer sind fett umrandet. Zweiglinien, die derzeit in Piber und Wien vertreten sind, sind grau unterlegt, mit der Anzahl der Tiere in Piber und Wien in Klammer. Am unteren Ende der Abb. finden sich die detektierten Haplotypen und die Anzahl der untersuchten Tiere, welche den jeweiligen Haplotypen tragen. Eng verwandte HTen, die sich nur durch eine spontane Mutation unterscheiden tragen denselben Farbcode. Linien aus denen NGS sequenzierten Tiere stammten sind mit einem grauen Pfeil gekennzeichnet.
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[bookmark: _Toc5051270]Abb. 15: Der Hengststamm Pluto
Rekonstruktion der paternalen Genealogien der untersuchten Tiere bis zum Gründerhengst. Für jedes Tier ist Name, Geburtsjahr (*) und Gestüt angegeben (Abkürzungen siehe Tab. 7). Hauptlinienbegründer sind fett umrandet. Zweiglinien, die derzeit in Piber und Wien vertreten sind, sind grau unterlegt, mit der Anzahl der Tiere in Piber und Wien in Klammer. Am unteren Ende der Abb. finden sich die detektierten Haplotypen und die Anzahl der untersuchten Tiere, welche den jeweiligen Haplotypen tragen. Eng verwandte HTen, die sich nur durch eine spontane Mutation unterscheiden tragen denselben Farbcode. Linien aus denen NGS sequenzierten Tiere stammten sind mit einem grauen Pfeil gekennzeichnet.
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[bookmark: _Toc5051271]Abb. 16: Der Hengststamm Siglavy
Rekonstruktion der paternalen Genealogien der untersuchten Tiere bis zum Gründerhengst. Für jedes Tier ist Name, Geburtsjahr (*) und Gestüt angegeben (Abkürzungen siehe Tab. 7). Hauptlinienbegründer sind fett umrandet. Zweiglinien, die derzeit in Piber und Wien vertreten sind, sind grau unterlegt, mit der Anzahl der Tiere in Piber und Wien in Klammer. Am unteren Ende der Abb. finden sich die detektierten Haplotypen und die Anzahl der untersuchten Tiere, welche den jeweiligen Haplotypen tragen. Eng verwandte HTen, die sich nur durch eine spontane Mutation unterscheiden tragen denselben Farbcode. Linien aus denen NGS sequenzierten Tiere stammten sind mit einem grauen Pfeil gekennzeichnet.



[bookmark: _Toc5176257]Gegenüberstellung Genealogien und Haplotyp bei Incitato und Tulipan
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[bookmark: _Toc5051272]Abb. 17: Der Hengststamm Tulipan
Rekonstruktion der paternalen Genealogien der untersuchten Tiere bis zum Gründerhengst. Für jedes Tier ist Name, Geburtsjahr (*) und Gestüt angegeben (Abkürzungen siehe Tab. 7). Hauptlinienbegründer sind fett umrandet. Am unteren Ende der Abb. finden sich die detektierten Haplotypen und die Anzahl der untersuchten Tiere, welche den jeweiligen Haplotypen tragen. Eng verwandte HTen, die sich nur durch eine spontane Mutation unterscheiden tragen denselben Farbcode. Linien aus denen NGS sequenzierten Tiere stammten sind mit einem grauen Pfeil gekennzeichnet.
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[bookmark: _Toc5051273]Abb. 18: Der Hengststamm Incitato
Rekonstruktion der paternalen Genealogien der untersuchten Tiere bis zum Gründerhengst. Für jedes Tier ist Name, Geburtsjahr (*) und Gestüt angegeben (Abkürzungen siehe Tab. 7). Hauptlinienbegründer sind fett umrandet. Zweiglinien, die derzeit in Piber und Wien vertreten sind, sind grau unterlegt, mit der Anzahl der Tiere in Piber und Wien in Klammer. Am unteren Ende der Abb. finden sich die detektierten Haplotypen und die Anzahl der untersuchten Tiere, welche den jeweiligen Haplotypen tragen. Eng verwandte HTen, die sich nur durch eine spontane Mutation unterscheiden tragen denselben Farbcode. Linien aus denen NGS sequenzierten Tiere stammten sind mit einem grauen Pfeil gekennzeichnet.



[bookmark: _Ref409120141][bookmark: _Toc5133417]Tab. 7: Lipizzanergestüte
	Abkürzung
	Gestüt

	B
	Beclean

	Ba
	Babolna

	D
	Djakovo

	Da
	Dalnic

	F
	Fagaras

	Fg
	Fruska Gora

	Ho
	Hostau

	Klad
	Kladrub

	L
	Lipica

	Lax
	Laxenburg

	Lip
	Lipik

	M
	Monte Rotondo

	Mez
	Mezöhegyes

	P
	Piber

	Rad
	Radautz

	S
	Szilvasvarad

	St
	Stancic

	T
	Topolcianky

	Ter
	Terezovaz

	Vu
	Vukovar

	Wi
	Wimsbach
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Noriker
[bookmark: _Toc5176259]Beschreibung der Ergebnisse
Insgesamt 85 Noriker wurden auf die Haplotypenverteilung in den jeweiligen Linien untersucht. Auch beim Noriker stimmte bei drei Proben der ermittelte HT eines einzelnen Tieres nicht mit dem sehr nah verwandter Tiere (Halbbrüder väterlicherseits) überein. Da es sich um Rückstellproben aus der Abstammungskontrolle handelte, und Nachbeprobungen die Unvereinbarkeiten nicht verifizieren konnten, wurden die Ergebnisse dieser Tiere nicht weiter berücksichtigt. 
Bei allen untersuchten Linien, ausser der Linie Schaunitz, stimmte das HTenmuster mit der vom Pedigree vorgegebenen Hypothese eines einzigen Gründertieres überein. Bei der Schaunitzlinie kann davon ausgegangen werden, dass der eigentliche Haplotyp dieser Linie der in vielen Kaltblutrassen gefundene HT Ad-hA1* (Z-Zweig) ist. Die Y Ergebnisse weisen darauf hin, dass der HT Ao-nM1a* im H-Zweig von einem Hengst der Linie Vulkan kommen könnte.
[bookmark: _Toc5133418]Tab. 8: Typisierte Noriker
	Hengstlinie
	Anzahl der Proben
	Ermittelte HTen

	Vulkan
	35
	Ao-nM1a* (21), Ao-nM1a1 (1) 

	Schaunitz
	7
	Ad-hA1* (7)
Ao-nM1a* (2)

	Nero
	18
	Ad-hB (18)

	Diamant
	8
	Ao-nM1* (7)
Ao-nM1c (3)

	Elmar
	14
	Ao-nM1* (8)  


[bookmark: _Toc5176260]Gegenüberstellung Genealogien und Haplotyp
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[bookmark: _Toc5051274]Abb. 19: Die Hengstlinie Vulkan
Rekonstruktion der paternalen Genealogien der untersuchten Tiere bis zum Gründerhengst. Für jedes Tier ist Name und Geburtsjahr (*) angegeben. Zweiglinienbegründer und einflussreiche Vererber sind grau unterlegt. In Klammer die Anzahl der 2017 aktiven Deckhengste, die in der väterlichen Linie vom jeweiligen Tier abstammen. Am unteren Ende der Abb. finden sich die detektierten Haplotypen und die Anzahl der untersuchten Tiere, welche den Haplotypen tragen. Eng verwandte HTen, die sich nur durch eine spontane Mutation unterscheiden tragen denselben Farbcode. Linien aus denen NGS sequenzierten Tiere stammten sind mit einem grauen Pfeil gekennzeichnet.
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[bookmark: _Toc5051275]Abb. 20: Die Hengstlinie Diamant
Rekonstruktion der paternalen Genealogien der untersuchten Tiere bis zum Gründerhengst. Für jedes Tier ist Name und Geburtsjahr (*) angegeben. Zweiglinienbegründer und einflussreiche Vererber sind grau unterlegt. In Klammer die Anzahl der 2017 aktiven Deckhengste, die in der väterlichen Linie vom jeweiligen Tier abstammen. Am unteren Ende der Abb. finden sich die detektierten Haplotypen und die Anzahl der untersuchten Tiere, welche den Haplotypen tragen. Eng verwandte HTen, die sich nur durch eine spontane Mutation unterscheiden tragen denselben Farbcode. Linien aus denen NGS sequenzierten Tiere stammten sind mit einem grauen Pfeil gekennzeichnet.
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[bookmark: _Toc5051276]Abb. 21: Die Hengstlinie Elmar
Rekonstruktion der paternalen Genealogien der untersuchten Tiere bis zum Gründerhengst. Für jedes Tier ist Name und Geburtsjahr (*) angegeben. Zweiglinienbegründer und einflussreiche Vererber sind grau unterlegt. In Klammer die Anzahl der 2017 aktiven Deckhengste, die in der väterlichen Linie vom jeweiligen Tier abstammen. Am unteren Ende der Abb. finden sich die detektierten Haplotypen und die Anzahl der untersuchten Tiere, welche den Haplotypen tragen. Eng verwandte HTen, die sich nur durch eine spontane Mutation unterscheiden tragen denselben Farbcode. Linien aus denen NGS sequenzierten Tiere stammten sind mit einem grauen Pfeil gekennzeichnet.
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[bookmark: _Toc5051277]Abb. 22: Die Hengstlinie Nero
Rekonstruktion der paternalen Genealogien der untersuchten Tiere bis zum Gründerhengst. Für jedes Tier ist Name und Geburtsjahr (*) angegeben. Zweiglinienbegründer und einflussreiche Vererber sind grau unterlegt. In Klammer die Anzahl der 2017 aktiven Deckhengste, die in der väterlichen Linie vom jeweiligen Tier abstammen. Am unteren Ende der Abb. finden sich die detektierten Haplotypen und die Anzahl der untersuchten Tiere, welche den Haplotypen tragen. Eng verwandte HTen, die sich nur durch eine spontane Mutation unterscheiden tragen denselben Farbcode. Linien aus denen NGS sequenzierten Tiere stammten sind mit einem grauen Pfeil gekennzeichnet.
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[bookmark: _Toc5051278]Abb. 23: Die Hengstlinie Schaunitz 
Rekonstruktion der paternalen Genealogien der untersuchten Tiere bis zum Gründerhengst. Für jedes Tier ist Name und Geburtsjahr (*) angegeben. Zweiglinienbegründer und einflussreiche Vererber sind grau unterlegt. In Klammer die Anzahl der 2017 aktiven Deckhengste, die in der väterlichen Linie vom jeweiligen Tier abstammen. Am unteren Ende der Abb. finden sich die detektierten Haplotypen und die Anzahl der untersuchten Tiere, welche den Haplotypen tragen. Eng verwandte HTen, die sich nur durch eine spontane Mutation unterscheiden tragen denselben Farbcode. Linien aus denen NGS sequenzierten Tiere stammten sind mit einem grauen Pfeil gekennzeichnet.
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Haflinger
[bookmark: _Toc5176262]Beschreibung der Ergebnisse
Beim Haflinger wurden 88 Tiere untersucht und die Verteilung der Proben auf die einzelnen Linien sowie die ermittelten Haplotypen ist in Tab. 9 aufgelistet. 
Ähnlich dem Noriker gruppieren die Haflinger in die zwei Untergruppen Ao-n und Ad-h, wobei der HT Ad-hC* vorherrschend ist. Lediglich die Tiere der Linie-A und eine Sublinie von N haben den sehr entfernt verwandten HTen Ao-nM1b. Dies deutet auf zwei unterschiedliche väterliche Gründertiere beim Haflinger hin. Zusätzlich dürfte in der ST-Linie eine kurz zurückliegende Einkreuzung den HTen Ao-aA2* bedingt haben. Außer in dieser einzigen Sublinie, ist in der HTenlandschaft vom Haflinger kein Hinweis auf arabische Linien detektierbar (Ao-a). 
Bringt man die ermittelten HTenergebnisse mit den Genealogien von Schweisgut (1995) in Verbindung (Abb. 31) und erlaubt man einen alternativen paternalen Ursprung der A-Linie, welcher dann sekundär in die N-Linie kam, dann bestätigen die Y-Chromosomenanalysen die Genealogien zurück zum einzigen Linienbegründer Folie, 1874. Obwohl die Y-Analysen die Existenz eines wichtigen Linienbegründers bestätigen, spricht der ermittelte Haplotyp dieses Hengstes (Ad-hC*) aber gegen die Hypothese der arabischen Wurzeln von Folie. Näher liegt die Tatsache, dass sich der Haflinger (wie auch der Noriker) väterlicherseits aus autochthonen Pferden des Alpenraumes entwickelt hat. Eine durchgehende Arabisierung des Haflingers von Seiten der Hengste konnte somit nicht nachgewiesen werden. Ebenso konnte keine kurz zurückliegende Vermischung von Noriker und Haflinger detektiert werden. Die Hengstlinien der zwei Rassen haben eindeutig unterschiedliche – jedoch nahe verwandte Y-HTen.
[bookmark: _Ref409122041][bookmark: _Toc5133419]Tab. 9: Typisierte Haflinger
	Hengstlinie
	Anzahl der Proben
	Ermittelte HTen

	A
	27
	Ao-nM1b (27)

	B
	12
	Ad-hC* (12)

	S
	4
	Ad-hC1 (4)

	M
	4
	Ad-hC* (4)

	St
	17
	Ad-hC* (4)
Ao-aA2* (13)

	N
	10
	Ao-nM1b (9)
Ad-hC* (2)

	W
	14
	Ad-hC* (14)


[bookmark: _Toc5176263]


Gegenüberstellung Genealogien und Haplotyp
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[bookmark: _Toc5051279]Abb. 24: Hengste der A-Linie
Rekonstruktion der paternalen Genealogien der untersuchten Tiere bis zum Gründerhengst. Für jedes Tier ist Name und Geburtsjahr (*) angegeben. Einflussreiche Vererber sind grau unterlegt. In Klammer die Anzahl der 2018 aktiven Deckhengste, die in der väterlichen Linie vom jeweiligen Tier abstammen. Am unteren Ende der Abb. finden sich die detektierten Haplotypen und die Anzahl der untersuchten Tiere, welche den Haplotypen tragen. Eng verwandte HTen, die sich nur durch eine spontane Mutation unterscheiden tragen denselben Farbcode. Linien aus denen NGS sequenzierten Tiere stammten sind mit einem grauen Pfeil gekennzeichnet.
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[bookmark: _Toc5051280]Abb. 25: Hengste der B-Linie
Rekonstruktion der paternalen Genealogien der untersuchten Tiere bis zum Gründerhengst. Für jedes Tier ist Name und Geburtsjahr (*) angegeben. Einflussreiche Vererber sind grau unterlegt. In Klammer die Anzahl der 2018 aktiven Deckhengste, die in der väterlichen Linie vom jeweiligen Tier abstammen. Am unteren Ende der Abb. finden sich die detektierten Haplotypen und die Anzahl der untersuchten Tiere, welche den Haplotypen tragen. Eng verwandte HTen, die sich nur durch eine spontane Mutation unterscheiden tragen denselben Farbcode. Linien aus denen NGS sequenzierten Tiere stammten sind mit einem grauen Pfeil gekennzeichnet.
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[bookmark: _Toc5051281]Abb. 26: Hengste der S-Linie
Rekonstruktion der paternalen Genealogien der untersuchten Tiere bis zum Gründerhengst. Für jedes Tier ist Name und Geburtsjahr (*) angegeben. Einflussreiche Vererber sind grau unterlegt. In Klammer die Anzahl der 2018 aktiven Deckhengste, die in der väterlichen Linie vom jeweiligen Tier abstammen. Am unteren Ende der Abb. finden sich die detektierten Haplotypen und die Anzahl der untersuchten Tiere, welche den Haplotypen tragen. Eng verwandte HTen, die sich nur durch eine spontane Mutation unterscheiden tragen denselben Farbcode. Linien aus denen NGS sequenzierten Tiere stammten sind mit einem grauen Pfeil gekennzeichnet.
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[bookmark: _Toc5051282]Abb. 27: Hengste der M-Linie
Rekonstruktion der paternalen Genealogien der untersuchten Tiere bis zum Gründerhengst. Für jedes Tier ist Name und Geburtsjahr (*) angegeben. Einflussreiche Vererber sind grau unterlegt. In Klammer die Anzahl der 2018 aktiven Deckhengste, die in der väterlichen Linie vom jeweiligen Tier abstammen. Am unteren Ende der Abb. finden sich die detektierten Haplotypen und die Anzahl der untersuchten Tiere, welche den Haplotypen tragen. Eng verwandte HTen, die sich nur durch eine spontane Mutation unterscheiden tragen denselben Farbcode. Linien aus denen NGS sequenzierten Tiere stammten sind mit einem grauen Pfeil gekennzeichnet.
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[bookmark: _Toc5051283]Abb. 28: Hengste der St-Linie
Rekonstruktion der paternalen Genealogien der untersuchten Tiere bis zum Gründerhengst. Für jedes Tier ist Name und Geburtsjahr (*) angegeben. Einflussreiche Vererber sind grau unterlegt. In Klammer die Anzahl der 2018 aktiven Deckhengste, die in der väterlichen Linie vom jeweiligen Tier abstammen. Am unteren Ende der Abb. finden sich die detektierten Haplotypen und die Anzahl der untersuchten Tiere, welche den Haplotypen tragen. Eng verwandte HTen, die sich nur durch eine spontane Mutation unterscheiden tragen denselben Farbcode. Linien aus denen NGS sequenzierten Tiere stammten sind mit einem grauen Pfeil gekennzeichnet.
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[bookmark: _Toc5051284]Abb. 29: Hengste der N-Linie
Rekonstruktion der paternalen Genealogien der untersuchten Tiere bis zum Gründerhengst. Für jedes Tier ist Name und Geburtsjahr (*) angegeben. Einflussreiche Vererber sind grau unterlegt. In Klammer die Anzahl der 2018 aktiven Deckhengste, die in der väterlichen Linie vom jeweiligen Tier abstammen. Am unteren Ende der Abb. finden sich die detektierten Haplotypen und die Anzahl der untersuchten Tiere, welche den Haplotypen tragen. Eng verwandte HTen, die sich nur durch eine spontane Mutation unterscheiden tragen denselben Farbcode. Linien aus denen NGS sequenzierten Tiere stammten sind mit einem grauen Pfeil gekennzeichnet.
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[bookmark: _Toc5051285]Abb. 30: Hengste der W-Linie
Rekonstruktion der paternalen Genealogien der untersuchten Tiere bis zum Gründerhengst. Für jedes Tier ist Name und Geburtsjahr (*) angegeben. Einflussreiche Vererber sind grau unterlegt. In Klammer die Anzahl der 2018 aktiven Deckhengste, die in der väterlichen Linie vom jeweiligen Tier abstammen. Am unteren Ende der Abb. finden sich die detektierten Haplotypen und die Anzahl der untersuchten Tiere, welche den Haplotypen tragen. Eng verwandte HTen, die sich nur durch eine spontane Mutation unterscheiden tragen denselben Farbcode. Linien aus denen NGS sequenzierten Tiere stammten sind mit einem grauen Pfeil gekennzeichnet.

[image: ]
[bookmark: _Ref409163001][bookmark: _Ref415322831][bookmark: _Ref415322804][bookmark: _Toc5051286]Abb. 31: Alle Haflingerlinien
Rekonstruktion der paternalen Genealogien der Zweiglinienbegründer laut Schweisgut (1995) bis zum Gründerhengst 249 Folie, 1874 (laut Angaben ein ‚Halbblutorientale). Für jedes Tier ist Name und Geburtsjahr (*) angegeben. Am unteren Ende der Abb. finden sich die detektierten Haplotypen in der jeweiligen Linie. Eng verwandte HTen tragen denselben Farbcode. Sowohl über Genter, 1897 also auch über Jenner, 1908 wurde der HT Ad-hC* an die Nachkommen weitergegeben. Lediglich die Nachkommen von Campi, 1896 haben einen HTen anderen Ursprungs.



[bookmark: _Toc5176264]Y-Haplotypen in modernen Pferderassen 
In WP5 wurde die Haplotypenverteilung in einem erweiterten Datensatz, der als repräsentativ für zentraleuropäische und nordamerikanische Linien angesehen werden kann, untersucht. Hierfür wurde der Haplotypenbaum aus Abb. 4 auf 18 Haplogruppen reduziert, die sich durch Typisierung von 37 Y-Markern ermitteln lassen. Die untersuchten Y-Marker sind in Tab. 10 aufgelistet, die vereinfachte Haplogruppenstruktur zeigt Abb. 32. 
[bookmark: _Ref409109130][bookmark: _Toc5133420]Tab. 10: Untersuchte Y-Marker
	Y-Marker
	LipY764_contig:Position
	Sequenz-
variante 1
	Sequenz-
variante 2
	Indikativ für
Haplogruppe

	rW
	LipY764_contig79:13451
	G
	A
	A

	rAF
	LipY764_contig112:2021
	G
	A
	Ad

	rDS
	LipY764_contig327:4566
	A
	T
	Ad-b

	rDT
	LipY764_contig367:4708
	T
	C
	Ad-b

	rAG
	LipY764_contig150:8337
	A
	G
	Ad-h

	rAH
	LipY764_contig306:5
	T
	C
	Ad-h

	rAI
	LipY764_contig251:12181
	A
	C
	Ad-h

	rAJ
	LipY764_contig157:1039
	A
	T
	Ad-h

	rOR
	LipY764_contig62:740
	G
	A
	Ad-h

	rAE
	LipY764_contig198:10724
	C
	G
	Ad-hA

	sQF
	LipY764_contig4:24776
	G
	T
	Am

	sQD
	LipY764_contig176:4993
	T
	G
	Am

	rX
	LipY764_contig296:1984
	G
	T
	Ao

	fRJ
	LipY764_contig24:7498
	A
	G
	Ao-aA

	fZC
	LipY764_contig345:3648
	T
	C
	Ao-aA

	rY
	LipY764_contig2:26649
	TG
	T
	Ao-aA1b

	sC
	LipY764_contig245:193
	T
	C
	Ao-n

	sE
	LipY764_contig398:2471
	G
	A
	Ao-n

	fRO
	LipY764_contig30:1093
	T
	A
	H

	fTO
	LipY764_contig80:29674
	C
	T
	H

	fYR
	LipY764_contig312:3646
	A
	T
	H

	fTI
	LipY764_contig78:6725
	T
	C
	Hs-a

	fABO
	LipY764_contig159:11818
	G
	A
	Hs-b

	fABP
	LipY764_contig174:10287
	T
	A
	Hs-b

	rA
	LipY764_contig54:27348
	A
	T
	T

	sPZ
	LipY764_contig4:39228
	T
	A
	Ta

	rB
	LipY764_contig233:6238
	C
	G
	Tb

	rC
	LipY764_contig213:4369
	T
	C
	Tb-d

	fXF
	LipY764_contig212:14480
	G
	A
	Tb-o

	fUJ
	LipY764_contig99:20419
	T
	C
	Tb-oB

	fBVB
	LipY764_contig155:11568
	(GATA)14
	(GATA)15
	Tb-oB1

	fQI
	LipY764_contig94:19794
	G
	C
	Tb-oB3

	qFM
	LipY764_contig539:1417
	TTAATGGAGC
	T
	Tb-oB4

	qBL
	LipY764_contig42:24874
	G
	C
	Tb-oB4

	fWZ
	LipY764_contig206:9514
	T
	C
	Tb-oL

	rN
	LipY764_contig76:5598
	C
	T
	Tb-oL

	rT
	LipY764_contig111:2628
	G
	A
	Tu
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[bookmark: _Ref409109154][bookmark: _Ref409127101][bookmark: _Ref409127078][bookmark: _Toc5051287]Abb. 32: Vereinfachte Haplogruppenstruktur
Die Kreise stellen die Haplogruppen dar. Fett gedruckt die übergeordnete Haplogruppe und darunter die jeweiligen Subgruppen, die bei der Typisierung in diese übergeordnete Gruppe fallen. An den Verbindungen sind jeweiligen Marker ausgewiesen.
Insgesamt standen für diese Untersuchung 1028 Proben aus 70 verschiedenen Rassen zur Verfügung. Für 823 der beprobten Tiere (80 %) waren Pedigreeaufzeichnungen vorhanden. Mit dieser Untersuchung wurde die Vorherrschaft der Krongruppe in modernen Pferderassen bestätigt. Weiters konnten die Haplogruppen Ao-aA und Ta als diagnostisch für importierte Arabische Linien (Diplomarbeit Eva Michaelis) die Haplogruppen Tb-oB3, Tb-oB1 und Tb-d für Englische Vollblüter (Diplomarbeit Jennifer Zahn) und die Haplogruppe für Ad für Kaltblutpferde und britische Ponies (Diplomarbeit Marie-Louise Mühlberger) ausgearbeitet werden. Einen Überblick über die Verbreitung der Haplogruppen in verschiedenen Rassegruppen ist Abb. 33 dargestellt. Genaue Beschreibungen zu den Typisierungen sowie die wissenschaftliche Aufarbeitung konkreter Fragestellungen finden sich in den Diplomarbeiten zu den jeweiligen Rassegruppen. Eine wissenschaftliche Publikation die eine rasseübergreifende Darstellung der Krongruppenhaplotypen sowie deren historische Entwicklung zum Thema hat ist derzeit in Vorbereitung (Dobretsberger et al., in preperation).  
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[bookmark: _Ref415408900][bookmark: _Toc5051288]Abb. 33: Verbreitung der Kron-Haplogruppen

[bookmark: _Toc5176265]Abschliessende Betrachtungen 
DAS Y-CHROMOSOM IST JENER TEIL DES GENOMS, dem bei genetischen Studien die geringste Beachtung geschenkt wird. Da es klein ist, wenige Gene enthält, nur bei männlichen Tieren vorkommt und aufgrund seiner komplexen genomischen Struktur der Untersuchung schwer zugänglich ist – hinkt die Tiefe der genetische Charakterisierung dieses Chromosoms bei Haustieren denjenigen anderer Genomabschnitte stark hinterher. 
Im Rahmen dieses Projektes wurde eine Arbeitsstrategie entwickelt, die dieses komplizierte, kleine Chromosom beim Pferd aussagekräftig machen kann. In akkurater Kleinarbeit wurde von Sabine Felkel eine Y-Referenz erstellt (LipY764), welche sich nach Fertigstellung als beinah komplett ident mit dem zeitgleich erstellten BAC-clone assembly (Janecka et al. 2018) präsentierte. Darüber hinaus wurde mit dem Linearen Modell, das im Rahmen dieses Projektes entwickelt wurde (Felkel et al, in Begutachtung), eine sehr effiziente Strategie entwickelt um valide polymorphe Marker in der komplexen Sequenzstruktur des Y-Chromosoms zu finden.
Eine große Anzahl Y-chromosomaler Marker stehen nun für zukünftige Arbeiten zur Zuchtgeschichte des Pferdes zur Verfügung. Mit der Arbeit wurde ein Grundstein gelegt und die zahlreichen Diplomarbeiten zeigen das Potential für weiterführende Untersuchungen. So sollte zum Beispiel in einem Folgeprojekt die spezielle historische Zuchtgeschichte des Haflingers unter Miteinbeziehung der Südtiroler Haflinger im Detail beleuchtet werden. Ebenso im Dunkeln sind noch immer die Linien des Nordafrikanischen Pferdes. Ein unbefriedigender Zustand, waren diese Populationen für die Ursprünge der heutigen Pferderassen wohl von besonderer Bedeutung. 
Ein weiteres Zeugnis für das Potential der entwickelten Methoden sind die erfolgreichen Kollaborationen. So wird die Y-Chromosomenanalyse, wie sie hier entwickelt wurde, gemeinsam mit der Arbeitsgruppe von Ludovic Orlando der Universität Toulouse an Daten aus historischen Museumsproben angewendet. Diese Arbeiten liefern einen noch besseren Einblick in die Ursprünge und die Entwicklungsgeschichte des Pferdes – bis zurück zur Domestikation. Die etablierten Marker werden von einigen Kollaborationspartnern in Rassen mit weniger gut dokumentierter Zuchtgeschichte verwendet, so untersucht die Arbeitsgruppe von Emmeline Hill (UC Dublin) Chinesische Pferde und Tetsuo Kunieda (University Tokyo) die Pferdpopulationen Südostasiens. 
Weiterhin steht einer forensischen Applikation der Marker, zur Überprüfung weit zurückreichender Pedigrees, nichts mehr im Wege. Die Sequenzinformationen der Marker sind von öffentlichen Datenbanken abrufbar und die HT-Typisierungen können von DNA Diagnostiklabors unbürokratisch angeboten werden.
Die im Rahmen dieses Projektes entwickelten Methoden sind auch für andere Haustiere und Wildtiere wertvoll. In einer Kollaboration mit Pamela Burger (Institut für Wildtierkunde, Veterinärmedizinische Universität Wien) wurde die Y- HT Analyse in ähnlicher Form bei Altweltkameliden erfolgreich durchgeführt.
Aus züchterischer Sicht ist zu überlegen, ob die starke Selektion auf Seite der Vatertiere, wie sie in klassischen Zuchtschematas gemacht wird und somit zu einem fast totalen Verlust der genetischen Variabilität dieses Chromosoms bei Haustieren führt, in Zukunft zu überdenken ist. In bisherigen Studien bei Haustieren waren meist Fertilitätsfaktoren am Y-chromosom im Fokus des Interesses. Kürzlich erschienene Arbeiten bei Mensch und Modellorganismen zeigten jedoch deutlich, wie sehr das Y-Chromosom in die Regulation der transkriptionalen Aktivität der Zellen eingreifen kann. Mit den hier etablierten Methoden kann die vorhandene genetische Variabilität am Y-Chromosom von Haustieren jetzt besser abgeschätzt werden und es wurde somit ein Grundstein für eine verbesserte Datengrundlage zum Ausarbeiten dieser Einflüsse in zukünftigen Arbeiten gelegt.
Zu allerletzt sei noch zu erwähnen, dass  - bei aller Wichtigkeit, die der väterlichen Linie und dem Y-Chromosom in diesem Projekt eingeräumt wurde - die Herkunft von Pferden und Rassen nicht auf diesen Aspekt reduziert werden darf. Zahlreiche Arbeiten zeigen die Wichtigkeit und das Anderssein der Stutenlinien. In einem Seitenprojekt wurde dies auch im Rahmen des Projektes beleuchtet. Die Ergebnisse zeigen (wie so oft): von der mütterlichen Seite gesehen, zeigt die historische Entwicklung von Pferderassen, eine komplett anderes Bild (Felkel et al 2018; ‚ Paternal and maternal heritage - contrasting Y and mtDNA phylogenies in horses’).
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