Entwicklung eines in silico SNP-Arrays zur
Genotypisierung von Hunden

Anton Ulbricht, Nils Schon, Robbe Winschiers

Hochschule Mittweida
1. Hintergrund

Schon seit Jahrtausenden wird der Hund (Canis lupus familiaris) vomm Menschen ge-
zlchtet, um uns als Jagdgefahrte, Hute- und Wachhund oder Familienmitglied zur Seite
zu stehen (Perri et al., 2021). Durch diese gezielte Selektion bezlglich eines bestimmten
Verhaltens oder besonderen morphologischen Eigenschaften entstanden Uber die Zeit
viele verschiedene Hunderassen. Dabei ist ihre genaue Herkunft nicht immer gekléart.
Ein Beispiel dafir ist der Altdeutsche Schafpudel, welcher vermutlich aus der ostdeut-
schen Tiefebene stammt und dort vor allem als Hitehund eingesetzt wurde. Die Popu-
lation der Altdeutschen Schafpudel in Deutschland verkleinerte sich jedoch ab Ende der
1980er Jahre durch Umstrukturierungen im Schéfereiwesen erheblich. Heute wird er
vermehrt als Familien- und Therapie- sowie Rettungshund geziichtet. Um den Altdeut-
schen Schafpudel phylogenetisch einordnen und eventuelle Riickschliisse auf seine
Herkunft ziehen zu kdnnen, erfolgte die /in silico Genotypisierung anhand von Sequen-
zierungsdaten eines Schafpudel-Riden. Fiur die phylogenetische Analyse wurden 729
weitere Hunde herangezogen, so dass die Analyse insgesamt 130 verschiedenen Hun-
derassen umfasste (Dutrow et al., 2022; Parker et al., 2017).

2. Methoden

Basierend auf den Sondensequenzen des CanineHD BeadChip von lllumina (lllumina,
2023) wurde im Rahmen dieses Projektes ein in silico SNP-Array zur Genotypisierung
von Hunden ausgehend von lllumina short reads entwickelt. Diese Reads wurden mit-
tels der Solex Sequenziertechnologie von lllumina erzeugt. Mithilfe des CanineHD Be-
adChip wurden bereits zahlreiche Hunde unterschiedlichster Rassen genotypisiert, da-
her ist der resultierende Genotyp direkt mit einer groBen Anzahl an verfliigbaren Daten
vergleichbar.

Zu Beginn wurde aus den 50 bzw. 51 bp langen Sondensequenzen eine Datenbank als
Grundlage fur ein Alignment erzeugt. Dabei wurde jeweils die Position, an der sich der
SNP befinden sollte, mit einem N markiert. AnschlieBend wurde ein Alignment der ca.
150 bp langen Short-Reads mit allen Sondensequenzen des SNP-Arrays durchgefihrt.
Alignments mit einer Mindestlange von 50 bp und einer Identitdt von 100% wurden fir
die weitere Analyse verwendet. Des Weiteren wurden alle SNPs aus den Alignments
isoliert und als Genotyp zusammengefasst. AnschlieBend wurden fir jede Variante die
vorliegenden Allele gezahlt und der Genotyp dieser Variante bestimmt. Varianten, bei
denen nur ein einziges Allel gefunden werden konnte, wurde als homozygot in diesem
Allel angegeben. Wurden zwei unterschiedliche Allele gefunden, wurde die Variante als
heterozygot bestimmt und wurden keine, drei oder vier verschiedene Allele fur eine Va-
riante gefunden, wurde der Genotyp auf ,missing” bzw. “0 0“ gesetzt, da das Ergebnis
nicht eindeutig war. Zwei Optimierungsschritte wurden durchgefuhrt, um die Anzahl
spezifischer Alignments zu erhéhen und somit die groBtmoégliche Menge an Informatio-
nen aus den Reads zu erhalten. Einerseits wurden dabei die reverse complements der
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Sondensequenzen mit in die Datenbank einbezogen, wodurch die Anzahl der Align-
ments verdoppelt werden konnte. Des Weiteren wurde die Lange der Sondensequenz
auf 20 bp reduziert, um weitere Alignments zu erméglichen und trotzdem eine ausrei-
chend hohe Spezifitdt zu gewahrleisten. Der resultierende Genotyp des Altdeutschen
Schafpudels wurde mit den 729 anderen Genotypen, die mit Hilfe des CanineHD Bead-
Chips bestimmt wurden, zu einer gemeinsamen .ped Datei zusammengefligt (Dutrow et
al., 2022; Parker et al., 2017). Danach wurde eine Identity-By-State (IBS) Distanzmatrix
mit PLINK 1.9 berechnet (Chang et al., 2015). Diese Distanzmatrix wurde wiederum da-
fur verwendet, um mit Hilfe von PHYLIP 3.697 (Felsenstein, 1989) ein Kladogramm zu
konstruieren, dessen Signifikanz abschlieBend mittels Bootstrap-Analyse im Umfang
von 100 Samples validiert wurde.

3. Ergebnisse

Mit der urspringlichen Methode des in silico SNP-Arrays konnten Informationen tber
157.422 Varianten von insgesamt 173.662 mdglichen Varianten, die sich auf dem origi-
nalen BeadChip befinden, gesammelt werden. Die beiden Optimierungsschritte ermég-
lichten es, die Anzahl von Varianten, flr die nach dem Alignment Informationen vorla-
gen, auf 173.271 zu steigern.In das resultierende Kladogramm konnten alle 730 Indivi-
duen eingeordnet werden, wobei Hunde derselben Rasse bis auf wenige Ausnahmen
immer innerhalb einer Klade eingeordnet wurden. Der Bootstrap-Wert eines Knoten-
punkts gibt an, in wie vielen Fallen die Anordnung rechts des Knotenpunktes aufgetre-
ten ist. Ein Wert von 100 bedeutet, dass die jeweilige Konstellation in allen Bootstrap
Samples exakt so vorgefunden werden konnte. Ab einem Wert von 70 kann von einem
signifikanten Ergebnis ausgegangen werden (Hillis & Bull, 1993).
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Abbildung 1: Ausschnitt des Kladogramms. Der Altdeutsche Schafpudel (engl.: Old German Sheepdog)
ist mit einem Pfeil markiert. Weil3 gefiillte Kreise markieren Knotenpunkte mit Bootstrap-Werten zwi-
schen 70 und 94, schwarz gefiillte Kreise Knotenpunkte mit Werten gré3er gleich 95. Knotenpunkte

ohne farbigen Kreis besitzen einen Bootstrap-Wert unter 70.
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Im gesamten Kladogramm sind viele kleinere Gruppen mit einem hohen Bootstrap-Wert
zu finden. In Abbildung 1 ist ein Ausschnitt des aus der Bootstrap-Analyse resultieren-
den Kladogrammes dargestellt. Zu erkennen ist, dass alle Hunde derselben Rasse jeweils
mit einem Bootstrap-Wert von lber 95 sehr zuverlédssig in eine gemeinsame, mono-
phyletische Klade eingeordnet werden konnten. Der Altdeutsche Schafpudel ist in einer
Klade fir sich eingeordnet, mit dem nachsten Verwandten Cane Lupino Del Gigante, ei-
nem italienischen Hitehund. Die hier gezeigten nah verwandten Hunderassen des Alt-
deutschen Schafpudels stammen aus Italien (Lupo Italiano, Lupino del Gigante), der
Schweiz (White Swiss Shepherd Dog), Frankreich (Berger Picard), den Niederlanden
(Saarloos Wolfdog), Deutschland (German Shepherd Dog, Hovawart) und dem tsche-
choslowakischen Raum (Czechoslovakian Wolfdog).

4. Diskussion

Die hier gezeigten Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Genotypisierung mittels /in
silico SNP-Array fir den Schafpudel funktionierte und der Schafpudel scheinbar sinnvoll
eingeordnet wurde. Da der Bootstrap-Wert Uber 70 liegt und somit signifikant ist (Hillis
& Bull, 1993), lasst sich schlussfolgern, dass der Altdeutsche Schafpudel in dem hier
betrachteten Datensatz am nachsten zu Lupino del Gigante verwandt ist. Der Lupino
del Gigante stammt aus ltalien, jedoch ist seine Herkunft nicht eindeutig geklart. Der
Altdeutsche Schafpudel weist ebenso eine hohe genetische Ahnlichkeit mit den ande-
ren Rassen auf, die sich rechts des Knotenpunktes befinden. Sowohl Saarloos Wolfdog,
Czechoslovakian Wolfdog als auch vermutlich Lupo Italiano sind Rassen, die durch die
Zucht eines German Shepherd Dog mit einem Wolf entstanden sind (Fédération Cyno-
logique Internationale, 2023; Petzold, 2023). Diese drei Rassen sind mit einem
Bootstrap-Wert von tber 70 in einer gemeinsamen Klade eingeordnet, was die allge-
meine Qualitat der verwendeten Daten und die korrekte Konstruktion des Kladogramms
bestétigt. Dies kann auch anhand weiterer Beispiele im Kladogramm Uberpriuft werden.
Der German Shepherd Dog zeigt eine hohe Prasenz in der Klade, ebenfalls ist er auch
ein Vorfahre des Hovawart. Somit ist davon auszugehen, dass er auch als méglicher
Vorfahre des Altdeutschen Schafpudels in Frage kommen kénnte. Dass die nachsten
Verwandten im phylogenetischen Baum aus Italien und Deutschland stammen, deutet
daraufhin, dass sich die Herkunft des Altdeutschen Schafpudels in eine dieser Regionen
einordnen lasst. AbschlieBend beruht die hier dargestellte Analyse jedoch auf einem
einzigen Individuum und einem begrenzten Datensatz, weshalb noch keine allgemein-
glltige Aussage Uber die Herkunft der Rasse getroffen werden kann.

5. Ausblick

Die hier gezeigten Ergebnisse kénnten durch Einbeziehen weiterer bereits verfligbarer
Genotypen anderer Hunderassen erganzt werden, um ein detailreicheres Kladogramm
zu erhalten. Des Weiteren wére es aufschlussreich, weitere Schafpudel zu genotypisie-
ren und deren Genotyp in die phylogenetische Analyse einzubeziehen. Um die Funktion
des SNP-Arrays vollstdndig zu validieren, ware es auBerdem notwendig, einen Hund auf
mit dem /n silico SNP-Array zu genotypisieren, fir den bereits andere Individuen der-
selben Rasse oder er selbst mit Hilfe des Canine HD BeadChip genotypisiert wurden.
Wirde dieser Hund dann gemeinsam mit den anderen in eine monophyletische Klade
eingeordnet werden, oder wirden sich die beiden erzeugten Genotypen desselben
Hundes gleichen, wirde das die Funktionsféhigkeit des in silico SNP-Arrays bestatigen.
Weiterfuhrend kdnnte der durch die hier angewandte Methode erzeugte Genotyp fiir
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weitere Analysen neben der phylogenetischen Analyse verwendet werden. Zeitgleich
wurden die zugrundeliegenden Sequerncing Reads auf das CanFam 3.0 Referenzgenom
gemappt und die SNPs gecallt. Die Ergebnisse dieses Verfahrens kénnten ebenfalls mit
denen des /n silico SNP-Arrays verglichen werden, um die Qualitét dieser Methode an
aktuellen bioinformatischen Tools zu messen.
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