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Alpha (Kreuzungsstute) mit Betafohlen Trolle (Vater Begase).

Einleitung

Die Familie der Equiden umfasst die Chromosomenzahl
von 2n = 32 (E. zebra hartmannae) bis 2n = 66 (E. prze-
walskii), (Ryder, Epel und Benirschke 1978). Das Haus-
pferd (E. caballus) mit der Chromosomenzahl 2n = 64
stammt nicht vom Przewalskipferd ab, sondern die evo-
lutionére Trennung erfolgte vor ca. zwei Millionen Jah-

ren (Oakenfull et al. 2000, Graphodatsky und Yang 2008)
und die direkten Vorfahren unserer Hauspferde sind
ausgestorben. Bei den heute noch lebenden Equiden-
species ist die Fruchtbarkeit der Kreuzungsprodukte sehr
stark eingeschrankt, mit Ausnahme zwischen Hauspferd
und Przewalski. Maultiere und Maulesel (2n = 63) als
Kreuzungen zwischen Pferd und Esel sind fast zu 100 %
unfruchtbar und die Gonadenentwicklung zwischen den
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Geschlechtern ist sehr unterschiedlich ausgepragt. Weib-
liche Maultiere und Maulesel zeigen eine fast vollstan-
dige Ovarienentwicklung mit einer Oozytenreifung und
Ovulation. Die mannlichen Maultiere und Maulesel ent-
wickeln eine degenerative Spermatogenese bis zur
Geschlechtsreife und haben kaum Spermien im Ejakulat
(Allen and Short, 1997). Auch wurde die X-Chromosomen-
inaktivierung (Lyons Hypothese, Lyon 1961) bei weibli-
chen Maultieren untersucht und eine bevorzugte Inakti-
vierung des Esel-X-Chromosoms beobachtet, wobei mit
dem Alter eines Individuums eine Selektion gegen die
Zellen mit dem aktiven Esel-X auftreten kann, sodass die
Zellen mit dem aktiven Pferde-X dominieren. Pferde-X
und Esel-X-Chromosomen unterscheiden sich auch mor-
phologisch, indem das Pferde-X metazentrisch und das
Esel-X-Chromosom akrozentrisch ist. Zwischen den auto-
somen Esel und Pferdechromosomen bestehen mehrere
strukturelle Unterschiede, die mit Banderungsfarbun-
gen z.T. dargestellt werden kénnen (Yang et al. 2003,
Tifonov et al. 2008). Bei Hauspferd und Przewalski sind
die X Chromosomen morphologisch identisch und nur
eine Robertson'sche Fusion zwischen den Chromosomen
23 und 24 reduzieren die Chromosomenzahl beim Haus-
pferd auf 2n = 64, wobei daraus das typische Pferde
Chromosom Nr. 5 entstanden ist. Genzuweisungen konn-
ten diesen Tatbestand dokumentieren (Ahrens, 2004)
helfen. Die fast ausgestorbenen Przewalski Pferde konn-
ten in Zoos in den letzten 50 Jahren derart gut vermehrt
werden, dass heute Auswilderungsprogramme in die
Mongolei moglich wurden. Dabei treten nattrlich neue
Fragen auf, die mit genetischen Analysen, Verhaltens-
studien und weiteren wissenschaftlichen Untersuchun-
gen beantwortet werden kénnen (Feh und Munkhtuya
2008). Vergleichende Chromosomenkarten und Genana-
lysen haben wesentlich dazu beigetragen, dass die
Abgrenzung der Equiden moglich wurde, besonders
haben sich dabei auch die Banderungsfarbungen, in situ
Hybridisierungen und Genomscananalysen an den Chro-
mosomen als sehr hilfreich erwiesen (Ansari et al. 1988,
Bowling et al. 1997, Yang et al. 2003; Trifonov et. al.
2008). Kreuzungsversuche zwischen Equidenarten kon-
nen aus rechtlichen und biologischen Grinden nur sehr
eingeschrankt durchgefuhrt werden, obwohl daraus
sehr wertvolle Erkenntnisse gewonnen werden kdénnen,
wie dies aus den folgenden Ausfihrungen dargestellt
werden kann.
Material und Methoden

Der Przewalski Hengst (EPR) stammt aus dem Tierpark der
Stadt Zurich (Langenberg), wo eine Przewalskiherde und
Sammeltiere fur den Aussetzungsversuch in die Mongolei

Kreuzungen zwischen Pferd und Esel treten in
der Natur auf und sie werden als Maultiere
und Maulesel in der Landwirtschaft verwen-
det. Andere Kreuzungstypen sind selten und
wenig erforscht. Systematische Kreuzungsver-
suche werden nur mit Ausnahmeregelungen
erlaubt, sind sehr zeit-und kostenaufwendig
und werden daher selten durchgefiihrt. In
dieser Arbeit werden Kreuzungstiere aus der
Kombination Hauspferd, Przewalski und Esel
zytogenetisch und histologisch untersucht

Zusammenfassung H

und deren Verhalten in speziellen Fortpflan-
zungseigenschaften beschrieben. Alle Tiere
zeigten einen normalen Chromosomensatz bei
entsprechender Segregation der moglichen
Kombinationen. Die zytogenetischen Ergeb-
nisse konnten mit einem partiellen Genom-
scan an den Geschlechtschromosomen und
den EPR 23 und 24 bestatigt werden Die
Auswirkungen in der evolutiven Entwicklung
werden diskutiert.

gehalten werden. Ein Junghengst wurde aus einer Dreier-
gruppe isoliert (Betdubung mittels Narkosegewehr-
Teleinject-France, wiederverwendbare 3 ml Spritze S300V)
und in einer speziellen Umzaunung mit einer Haflinger-
stute (ECA) (Abb.1 a) zur Paarung zusammengebracht.
Der Paarungs-Trachtigkeits- und Geburtsverlauf wurde
per Videokamera festgehalten. Auch die Aufzucht des
Fohlens Alpha (Abb. 1 b), dessen Entwicklung, Besamung
mit Eselsperma (EAS) des Hengstes Babalu (Abb. 1 ¢) und
Begase (Abb. 1 d) und die Geburt der vier Fohlen (Beta
Jojo, Beta Lars, Beta Jasmin — Vater Babalu - und Beta
Trolle — Vater Begase -) (Abb. 1 e, f, g, h) wurden genau
erfasst und dokumentiert. Von allen Tieren wurden Blut-
und Haarproben entnommen und Kurzzeit-Leukozyten-
kulturen angefertigt. (Humanchromosomenprotokoll der
Genetica) fur die Chromosomenanalyse durchgefuhrt.
Ausserdem wurden bei den Foundertieren Muskelbiop-
sien entnommen und Fibroblastenkulturen angelegt
(Ahrens 2004). Die Q.gebanderten Chromosomenprapa-
rate wurden mit dem Zeiss Analysensystem ausgewertet
und von den Elterntieren und Alpha Karyogramme
erstellt. Zusatzlich wurden einige Tiere auf deren Testos-
terongehalt untersucht (Tab. 2). Vom Kreuzungstier Alpha
wurde bei der ersten Geburt des Fohlens Beta Jojo auch
eine histologische Untersuchung der Plazenta (Abb. 2 a),
wie auch vom mannlichen Fohlen Beta Lars eine hoden-
histologische Untersuchung (Abb. 2 b) durchgefihrt. Die

meiotischen Untersuchungen beim mannlichen Kreu- >
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a) Przewalski Hengst(66) und
Haflinger-Stute (64)

b) Haflinger-Stute (64)
mit Fohlen Alpha (65)

e) Alpha mit Beta Jojo (64) f) Beta Lars (63)

g) Beta Jasmin (64)

d) Eselhengst Begase (62)

h) Alpha und Beta Trolle (64)

Abb. 1 | Kreuzungsfamilie zwischen Pferd, Przewalski und Esel — a) Haflinger Stute und Przewalski Hengst; b) Haflinger Stute mit F1 Fohlen
Alpha; c) Eselhengst Babalu; d) Eselhengst Begase; e) Alpha mit Beta Jojo; f) Beta Lars; g) Beta Jasmin; h) Alpha mit Beta Trolle (in Klammer

= 2n Chromosomenzahl).

zungstier wurden sowohl mit der konventionellen
Praparationsmethode fur die Darstellung von Diakinesen
als auch durch eine synaptonemale Complex Untersu-
chung erfasst. Alle speziellen Verhaltenserscheinungen

wurden dokumentiert.
Resultate

Zytogenetische Untersuchungen

In der Tabelle 1 werden die chromosomalen Ergebnisse
aller untersuchten Tiere der Kreuzungsfamilie zusam-
mengestellt ( Tab. 1).

Die Darstellung der Karyogramme erfolgte nur bei den
Foundern und der Alpha Stute, wobei die Reihenfolge
der Chromosomen in den Karyogrammen nach Hsu und

Benirschke (1967), (Reading Konf. 1976 in Ford et al.
1980) durchgefihrt wurde. Es wurden keine Abweichun-
gen von Literaturangaben festgestellt und in der Disser-
tation von Ahrens 2004 veroffentlicht Die X-Geschlechts-
chromosomen zwischen Esel und Pferd kénnen eindeutig
durch die Zentromerposition unterschieden werden. Das
Pferde-X ist metazentrisch, das Esel-X submentazentrisch
bis akrozentrisch. Zwischen Pferde- und Przewalski-X-
Chromosomen besteht kein Unterschied, sodass deren
Segregation in der Beta. Generation nicht ermittelt wer-
den konnten, da keine Markeruntersuchungen durchge-
fahrt wurden. Bei den weiblichen Beta Nachkommen
kann das Esel-X-Chromosom identifiziert werden. Auch
im Genomscan ist diese Situation klar erkennbar, d. h. nur
die Esel-X-Chromosomen sind identifizierbar., der Rest

Tab. 1 | Ergebnisse der Chromosomenanalyse und Besonderheiten bei allen untersuchten Tieren

Tier Geschlecht Untell.'\snuzfl:‘l:ngen Chromosomenzahl Besonderheit
Haflinger weibl 2 64 keine
Przewalski mannl. 1 66 keine
Alpha weibl. mehrere 65 Besamung
Beta Jojo weibl. mehrere 64 starke Rosse
Beta Lars mannl. mehrere 63 Kryptorchid
Beta Jasmin weibl. mehrere 64 keine
Beta Trolle mannl. 1 64 keine
Esel, 2 Tiere mannl. mehrere 62 keine

Alpha und Beta - Bezeichnung symbolisiert auch die Generationenfolge.

Agrarforschung Schweiz 3 (4): 202-207, 2012



Chromosomenstudien und andere Erhebungen an Equidenkreuzungen | Nutztiere

a) Alpha 2n65

c) Trolle 2n 64

d) Lars 2n 63

e) Jasmin 2n 64

f) Jasmin 2n 64

Abb. 2 | Darstellung der Metaphasen : a) Alpha Kreuzungsstute (inverted G-Band); b) Eselhengst (Q-Band); c) Beta
Trolle mannlich(Q-Band); d) Beta Lars mannlich(Q-Band); e) Beta Jasmin(Q-Band); f) Beta Jasmin - Genom Scan (blau-
weiss X Chromosomen, griin EPR 23, rot EPR 24) ECA = Equus caballus; EPR = Equus przewalski; EAS = Equus asinus.

besteht aus den zufallig segregierten ECA und EPR Chro-
mosomen (Abb. 2).In der Abbildung 2 f kénnen in der
GenomScan Metaphase von Beta Jasmin auch die Prze-
walski Chromosomen EPR 23 und 24 klar von den homo-
logen Esel EAS 23 und 24 unterschieden werden, da die
EPR keine Translokationselemente (rote Teile) haben. Das
ECA 5 hat nur der Hengst Beta Lars (Abb. 1 f und Abb. 2
d) mit der «Anzahl (n) Chromosomenzahl von 63 erhal-
ten, wobei ECA 5q = EAS 16 (metazentrisch) und ECA 5 p
= EAS 25 (acrozentrisch) ist; alle anderen Nachkommen
von Alpha besitzen die EPR 23 und 24 (Beta Jojo, Beta
Jasmin und Beta Trolle). Dies wird auch mit der 2n Chro-
mosomenzahl von 64 dokumentiert.

Testosteronbestimmung
Wie in der Tabelle 2 dargestellt wird, liegen die Testoste-
ronwerte bei allen Tieren im Normalbereich, wobei der

togonien (Abb. 3 b), sodass von seiner vollkommenen
Sterilitat ausgegangen werden kann. Dies wurde auch
mit zytologischen Praparationen fur Meiosestadien und
mit synaptonemalen Complexpraparationen bestatigt.
Histologische Praparationen am Uterusgewebe bei Alina
(Haflingerstute, Mutter von Alpha) und bei Alpha zei-
gen keine Unterschiede (Abb. 3 a).

Verhaltensbeobachtungen

Das Deckverhalten bei Alpha war bei verschiedenen Ver-
suchen besonders auffallend, da mit Pferdehengsten
und Eselhengsten keine Deckung méglich war. Die
Hengste wurden normalerweise im Gestut far Paarun-

gen verwendet, sodass deren Deckverhalten bekannt >

Tab. 2 | Testosteronwerte der Versuchstiere

Eselhengst Begase sehr niedrige Werte (1,31myg/l) und Tierbezeichnung Testwert Referenzwert
Alpha als weibliches Tier einen relativ hohen Wert (0,19
myg/l) aufweist. Eselhengst Babalu 5,31 myg/l (0,5 - 4,0)
Eselhengst Begase 1,31 myg/I
Histologische und zytologische Gonaden- und Placenta- e, Lars (Kryptorchid) <0,02 myg/l 01-0,3)
untersuchungen
. . . . Alpha 0,19 myg/I (0,02)
Beta Lars zeigte in den Hodenpraparationen keine Sper-
Beta Jasmin <0,02 myg/l

matogenese, jedoch degenerative Formen der Sperma-
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a) Plazenta Alpha

Abb. 3 | Histologische Schnitte der a) Plazenta von Alpha und b) Hoden

Univ. Ziirich).

war. Alpha zeigte ein derart dominantes Verhalten, dass
alle Hengste einen Deckakt verweigerten, von Alpha
Abstand nahmen und kein weiteres Interesse mehr zeig-
ten. Alpha konnte nur Uber eine Besamung zur Trachtig-
keit gebracht werden. Besonders erwahnt werden muss,
dass Alpha immer nach der ersten Besamung trachtig
wurde und vier Fohlen zur Welt brachte. Der Geburtsver-
lauf war immer normal und ohne Probleme in der Nacht
abgelaufen und die Aufzucht der Fohlen verlief immer
ohne Krankheiten oder Verletzungen bei sehr guten
taglichen Zunahmen. Der Embryonalstatus von Alpha
wurde mit Ultraschall ermittelt, die Geburt mit Kameras
erfasst und die weitere Entwicklung fotographisch fest-
gehalten. Alpha und die Beta-Tiere wurden normal wie
andere Fohlen betreut und gefiihrt. Das Verhalten der
Beta-Tiere entsprach normalen Maultierfohlen.

Diskussion

Die zytogenetischen Untersuchungen haben bei allen
Tieren keine Anomalien, weder in der strukturellen,
noch in der numerischen Form gezeigt. Die Segregation
in den Beta-Tieren scheint den biologischen Gesetzen zu
folgen, da beide Formen fiur das ECA 5 und die Homolo-
gen EPR 23 und 24 gefunden wurden. In den Beta-Kreu-
zungstieren sind durch die Eselschromosomen in mehre-
ren Fallen keine Homologien zu erkennen (DiMeo et al.
2009). Da diese in den Banderungsstrukturen und der
Zentromerposition voneinander leicht abweichen und
somit nicht nach dem Pferde-oder Eselbanderungsstan-
dard gruppiert werden konnten, wurde auf eine Karyo-
typenerstellung verzichtet. Die abweichende struktu-
relle Form der EAS Chromosomen zu den ECA und EPR
Chromosomen ist bekannt und trifft auch fur die Beta
Tiere zu, sodass deren Fruchtbarkeitsstatus den Maultier-
oder Mauleselformen entsprechen koénnte. Die Diskus-
sion Uber «reine» Przewalskis und »andere» Przewalskis

b) Hoden Beta Lars

von Beta Lars (prapariert von Prof. Dr. A. Pospischil, Vetsuisse Fak.

ist daher mehr eine emotionale Diskussion ohne Kennt-
nisse der biologischen Realitaten. In den vorgelegten
Studien konnte gezeigt werden, dass die Verhaltensei-
genschaften der F1-Tiere zwischen Pferd und Przewaslki
eine grossere Rolle bei der Fortpflanzung spielen als die
biologischen Fakten der Chromosomenunterschiede.
Interessant waren Crossing over-Studien bei den Beta-
Tieren, wobei zwischen ECA und EPR Chromosomen eher
mit Crossing over zu rechnen ist als zwischen EPR und
EAS Chromosomen. Da der Beta Lars Hengst keine Sper-
matogenese zeigte, sind die meiotischen Phanomene
nicht relevant. Bei den weiblichen Beta-Tieren durfte
nach den Erfahrungen bei weiblichen Maultieren von
Zong und Fun (1989) eine Oogenese stattfinden, sodass
die meiotischen Ablaufe von Interesse waren. Das ECA 5
stellt beim Pferd eine reines Fusionschromosom dar, wel-
ches zwar grésstenteils aus den EPR 23 und 24 besteht,
jedoch kénnen in allen autosomen Chromosomen Gen-
austauschphanome (Crossing over) mit typischen Allelen
stattfinden, die dann in speziellen Paarungen zum Aus-
druck kommen kénnen. Aus dieser Sicht ist die exklusive
Paarung innerhalb der Przewalski Tiere fur die «Reiner-
haltung» der Wildpferde vorteilhaft, jedoch kann nicht
ausgeschlossen werden, dass trotzdem ECA Allele in der
Population vorkommen.

Bei der Aussetzung von Przewalskies in der Mongolei
kénnen Kreuzungen mit Pferdestuten vorkommen; der
umgekehrte Fall ist jedoch auf Grund unserer Beobach-
tungen seltener, Kreuzungsstuten durften mit dominan-
ten Przewalski Hengsten Nachkommen erzeugen. Pfer-
dehengste und Kreuzungshengste haben mit Sicherheit
gegeniber Przewalski Hengsten einen Verhaltensnach-
teil. Das alteste weibliche Tier (Beta Jojo) zeigte 2009
sehr starke Rosse, sodass sie mit Hormonpréparaten
ruhig gestellt werden musste. Die Betrachtung von
Zwangspaarungen und Besamung kann bei Freilandhal-
tung in grossen Revieren ausgeschlossen werden. =
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Studi cromosomici e altre indagini su
incroci equini

Incroci tra cavallo e asino si verificano
in natura e il risultato di tale incrocio é
utilizzato in agricoltura come muli o
bardotti. Altri generi di incrocio sono
rari e poco studiati. Esperimenti

Riassunto W

sistematici di incrocio sono autorizzati
solo con permessi speciali, sono molto
impegnativi in termini di costi e tempo
e, pertanto, effettuati raramente. In
questo lavoro incroci derivati dalla
combinazione tra cavallo domestico,
Przewalski e asino sono stati esaminati
citogeneticamente e istologicamente,
descrivendo pure il loro comporta-
mento in specifiche caratteristiche
riproduttive. Tutti gli animali hanno
mostrato un normale numero di
cromosomi dopo la segregazione delle
possibili combinazioni. I risultati
citogenetici sono stati confermati con
un parziale scan del genoma, in
particolare dei cromosomi sessuali e
degli EPR 23 e 24. Le conseguenze nello
sviluppo evolutivo sono discusse.
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Chromosome studies and other
investigations on equid crossings
Crossings between horses and donkeys
are in nature possible and are used as
mules or hinnies in agriculture. Other
types of crossings are rare and scarcely
investigated. Systematic experiments

Summary B

are only allowed with special agree-
ments and are very time consuming
and costly and therefore rare. In this
report crossings between horse,
Przewalski and donkey are cytogeneti-
cally and histologically investigated
and their behaviour in special repro-
ductive traits described. All animals
have shown a normal chromosome set
following the segregation of possible
combinations. The cytogenetic results
have been confirmed by a genomescan
for the sex chromosomes and the

EPR 23 and 24. The consequences in
the evolutionary development are
discussed.

Key words: Equid, chromosome,
histology, behaviour.
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