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Inleiding

Dit proefschriftwordt ingediendalsgedeeltelijke vervulling van de eisen voor de graad van Master
Dierwetenghappen van Wagemngen Universiteit, Nederland. De thebisstaat uit een niet
gepubliceerde studiever de genetische status vamee Nederlandse hondenrassdmt Markiesje

en de Stabijoun. Die werd gedaan inpdracht van de rasverenigingen van de rasste
'Nederlandse Markiesjes Vereniging' en de 'Nederlandse Vereniging voor &taliptterhounen'.

Dit stukis geschreven voor lezers met een beperkte voorkennis. Hoewel het proefzathificht op
twee rassenbetreft het hierproblemen die worden @vonden in vele hondenrassen.

De studie werd uitgevoerd in 2015 bij de leerstoel Animal Breeding & Genetics van de Wageningen
Universiteit, onder supervisie van Kor Oldenbroek en Jack Windig. Ik wil mijn supervisors danken
voor hun waardevolle feedbackuh technische ondersteuning en de communicatie met de
rasverenigingen en andere belangrijke contacten. lksbierder mijn dank udan de diverse

mensen van de rasverenigingen die van alle benodigde informatie voorzagen en mijn vragen
adequaat beantwordden.

Tijdens de uitvoering van dit onderzoeksproject heb ik mijn onderzoekstechnieken kunnen
2yG6A11StESyd 9SSy @22NDbSStR Oly 12Qy (SOKyAS1 Aa
de richting van dit project stuurden, was ik grotendegigom zelf te besluiten waar de focus moest

komen (wat zowel een uitdaging als een leerzame ervaring was). Buiten het ontwikkelen van mijn
onderzoekstechnieken heb ik mijn kennis van populatiegenetica kunnen vergroten en heb ik inzicht
gekregen in de wexld van stamboomhonden.

Ik hoop oprecht dat de resultaten van deze studie de rasverenigingen kan helpen hun
F21LINBINI YYIFQa (S OSNBSGSNBY Sy 2LJ RAS ¢gAaeil S 3ASy
en het welzijn van de dieren van beide rassemdgbeteren.

Wageningen, januari 2016
Harmen Doekes
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Samenvatting

De sterke artificiéle selectiedruk en het fokken in (kleine) gesloten populaties heeft in veel
hondenrassen geleid tot een hoog inteeltniveau, een lage genetische ititeen verschillende
erfelijke aandoeningen. In deze studie zijn twee Nederlandse hondenrassen, het Markiesje (stamboek
sinds de jaren zeventig) en de Stabij (stamboek sinds de jaren veertig), geanalyseerd met als doel tot
aanbevelingen te komen die dasverenigingen kunnen bijstaan in het behouden van de genetische
diversiteit en het verbeteren van het dierenwelzijn in de rassen. Eerst is een stamboekanalyse
uitgevoerd, waarbij algemene kegetallen en parameters met betrekking tot genetische diversiteit

zijn berekend. Daarna is de prevalentie van erfelijke aandoeningen in de rassen geschat. Als laatste is
het effect van diverse fokstrategieén op de intggiiadin kaart gebracht met computersimulaties.

Het Markiesje is een klein ras met jaarlijks ongavE20 geboren pups. Meer dan een kwart (26,2%)

van dereuenen meer dan een derde (36,7%) vanteeenwerd tot nu toe geselecteerd voor de fok.

De gemiddelde worpgrootte was 4,2 pups en het genertierval 3,4 jaar. De Stabij is een groter ras

met ongeveer 700 pups per jaar. Rond een dertiende (7,8%) vasude en een zesde (17,8%) van

de tevenwerd tot nu toe geselecteerd voor de fok. De gemiddelde worpgrootte was 6,3 pups en het
generatieinterval 4,4 jaar. Van de genetische diviisidie aanwezig was in de 54 basisdieren in het
Markiesje en de 30 basisdieren in de Stabij is respectievelijk 13% en 33% verloren gegaan. Gedurende
het overgrote deel van de tijd dat de rassen bestaan is de impestiper generatie in beide rassen

ver boven de 1% geweest (effectieve populatiegrootte < 50), een waarde die als ondergrens wordt
gebruikt om aan te geven dat een ras een onaanvaardbaar hoog risico loopt op de accumulatie van
erfelijke aandoeningen. Dateeltgraaden verwantschapstoename nam echter wel af in de rassen.

Het effectieve aantal basisdieren en het genoom equivalent waren respectievelijk 14,6 en 4,1 voor het
Markiesje en 6,3 en 1,5 voor de Stabij, wat aangeeft dat een groot deel van de genetische diversiteit
verloren is gegaan dw een onevenredige bijdrage van de basisdieren en door genetische
flessenhalzen. In het Markiesje zijn twee basisdieren gevonden die samen verantwoordelijk zijn voor
31% van de genenpoel, 46% van de gemiddelde inteeltcoéfficiént en 44% van de gemiddelde
verwantschap van de Markiesjes geboren in 2QD05. In de Stabij zijn vijf basisdieren gevonden die
samen verantwoordelijk zijn voor 86% van de genenpoel, 95% van de gemiddelde inteeltcoéfficiént en
95% van de gemiddelde verwantschap van de Stabijs u@-2015. Drie erfelijke aandoeningen zijn
geanalyseerd in het Markiesje: patella luxatie (PL; geschatte prevalentie van 21,7%), progressieve
staafjeskegeltjes degeneratie (PRCD; 1,4%) en een neuropathologie (0,8%). PL is polygeen en PRCD is
monogeen autosmaal recessief. De oorzaak van de neuropathologie is onbekend maar het wordt
verondersteld dat deze aandoening ook monogeen autosomaal recessief is. In de Stabij zijn zes
erfelijke aandoeningen geanalyseerd: heupdysplasie (HD; 20.8%), elleboogdysplasis.geh),
epilepsie (0.9%), persisterende ductus arteriosus (PDA; 0.8%), cerebrale dysfunctie (CD; 0.6%) en de
von Willebrand ziekte typé (VWDI; 69.8%). HD, ED, epilepsie en PDA zijn polygeen en CD e vWD
zijn monogeen autosomaal recessief. Met behudym computersimulaties is laten zien dat de huidige
fokrestricties van de rasverenigingen effectief zijn in het beperken vanteeltgraad met name in

de Stabij (waarbinnen geregeld populaire reuen overmatig zijn gebruikt). Het vergroten van de
fokpopuatie was in absolute aantallen vooral effectief in de kleinere populatie van Markiesjes. Sturen
op verwantschap was zeer effectief in het beperken vainteeltgraadin beide rassen.

Concluderend is de huidige populatiestatus van en de genetische itiiteirs beide rassen verre van
optimaal. Aan de rasvereniging van de Stabij wordt aangeraden om ofwel consequent op
verwantschap te sturen ofwel systematisch uit te kruisen met andere rassen. Dit om de (toename) in
de verwantschap te verminderen. Aan desvereniging van het Markiesje wordt aangeraden om door

te gaan met het inkruisen van lo@likes en de populatie zo te laten groeien, zonder dat hierbij de
verwantschap sterk toeneemt. Overige aanbevelingen zijn te vinden in de conclusie van dit rapport.



1. Introductie

Het Markiesje en de Stabijhoun zijn twee van de negen bestaande originele Nederlandse rassen.
Hoewel beide rassen af zouden stammen van de spioggn klein spanielachtig type jachthond dat

al in de Middeleeuwen in Europa voorkwamverden ze niet zuiver gefokt tot in de 28euw. Sinds

de oprichting van de rasvereniging voor de stafjederlandse Vereniging voor abij- en
Wetterhounen) in 1947 en deasvereniging voor de Markiesjes (Nederlandse Markiesjes Vereniging)
in 1979 hebben béie zeldzame rassen een (sengesloten populatie ontwikkeld en geschat werden
2.500 Markiesjes en 16.700 Stabijhounen geregistreerd in het Nederlandse Hondenstamboek.
Tijdens de laatste decennia is de belangstelling voor rashonden en de kennis en bendusjwan

hu genetische problemen enorm toegenomen. Dit heeft geleid tot diversénfolttieven op zowel
internationaal niveau als bij rasverenigingen. Als gevolg van de interesse voor de genetische
gezondheid van hun rassen werd bij zowel StabijhdsiMarkiesje besloten tot een allesomvattende
stamboomanalyse en evaluatie van de fokstrategie. De resultaten van deze analyses zijn in dit rapport
te vinden.

In de introductie wordt een uitgebreide theoretische achtergrond weergegeven. In de eerste
paragrafen wordt achtergrondinformatie gegeven over het historische proces van de domesticatie van
honden, de ontwikkeling van rassen en het ontstaan en voorkomen van genetische afwijkingen. Hierna
worden het Markiesje en de Stabijhoun geintroduceerd. Het tisinik besluit met het doel en de
onderzoeksvragen van de studie.

2.2 Domesticatie van honden en het ontstaan van rassen

De grijze wolf (Canis lupus) is het nauwst verwant aan de gedomesticeerde hond (Canis familiaris), met
minder dan 0,2% verschil irhDNA en de mogelijkheid om onderling voort te planten (Wayne, 1993).
Hoewel algemeen wordt aangenomen dat honden van de wolf afstammen is de wijze waarop dit
gebeurd zou zijn nog een onderwerp van grote discussie. Genomische en archeologische studies
schatten de tijd van afscheiding van de wolvenpopulatie tussen 9.000 en zelfs 33.000 jaar en hoemen
China, Israél en Kroatié als waarschijnlijke domesticatiegebieden (Polinger et al., 2010; Thalmann et
al., 2013). Recente onderzoeken die wolvengenoom in kbe¥hgen bevestigen de genoemde
afstammingen als zijndeed hoofdafstamming echter niet (edman et al., 2014)Sterker, dit
onderzoek suggereert dat de afwijkende genetische patronen in de huidige grijze wolf zijn ontstaan na
domesticatie van de tegenwodige hond, of dat de voorouders van de hond inmiddels zijn
uitgestorven. Deze laatste theorie wordt gesteund door Skoglund et al., die onderzoek deed naar het
genoom van een 35.000 jaar oude Taimyrwolf en ontdel
dat dit individu afweek van de moderne wan dat deze
afwijkingen ontstaan zijn in de tijd dat de wolf en de diver
wolventypes opsplitsten (Skoglund et al., 2015). Skoglung
al stelt ook dat de moderne hond afstamt van meerde
wolvenpopulaties en op diverse tijdstippen. Deze gedac!
is gdbaseerd op bewijs van introgressie van Taimyr wolv
met moderne Noordse rassen, zoals aangegeven in figut
Het waarschijnlijke uitsterven van de wilde voorouders v

de hond, de inmenging van de wolf in diverse hondenlijn Gray

en het voorkomen van diverdaottlenecks in beide lijnen wolves reeds

maken het uiterst moeilijk om wat het exacte tijdstip va m h

domesticatie is geweest (Freedman et al., 2014).

Wat de exacte tijd en plaats van de domesticatizk was, er igeen andere diersoortdiey 1 2 Qy Yy I dzg

samenwerking ermver zoveel millennianet mensen heeft samengeleefd als de hqiarker etal.,
2004). Gedurende deze tifgebben honden tal van rollen in de samenlevingrgenomen en vervuld
variérend van de jacht en het hoeden van schamgret verstrekken van gezathap.Tegelijkertijd
heeft de hond het meet diverse zoogdier geworden met enoviangatiein bijvoorbeeld grootte, kleur
van devacht envachtlengte (Boyko et al., 2010). Vooral sinds de 19e esijiwer vele rassen
ontwikkeld dwz uniforme en strikt gedimieerde groepen met gemeenschappelijke voorouders en



specifiekefysieke en gedragskenmerken, door middel van kunstmatige selectie. Tegelijkertijd werden
er rasverenigingempgericht en rasstandaarden geschreven waarin de ideale vertegenwoordiger van
een ras wordt beschreven(Parker, 2012). Hoewel de meeste rashonden tegenwoordig gehouden
worden als gezelschapsdierebevatten veel rasstandaardemog steedselementen van het
oorspronkelijkegebruiksdoadoel. Een voorbeeld is deoikethond, die oorspronkelk werd gebruikt

voor het lokken endrijven vaneenden in speciale kooien en waarvode woorden energiek,
uithoudingsvermogenlevendig en zelfbewustog steeddrefwoordenzijn in de gedradseschrijving

van de rasstandaard (VHNK, 2015).

Aan het begin vade 20e eeuw, werden de nationale hond organisaties zoals de Britse Kennel Club,
de American Kennel Club en de Nederlandse Kennel Club ("Raad van Beheer op Kynologisch Gebied
Nederland) gevormd. Deze organisaties zjarantwoordelijkvoor het nationale bleid fokkerij en
registratie van rashonden. In 19%%rd een internationale federatie van kennel clubs, de 'Fédération
Cynologique Internationale (FCI), opgericht. De FCI erkent 343 verschillende rassen en omvat
momenteel 91secties die zijn ingedeeld il0 groepen op basis van gelijkenissen in uiterlijk,
oorspronkelijk gebruiksdo@n hun rol in de samenleving (Oldenbroek & Win@igl2; FCI, 2015Als

ook nieterkende rassen worden meegeteld kunnen er meer dan 1.000 rassen worden onderscheiden
(Morris, 2002).

1.2 . De opkomst van erfelijke aandoeningen

Tijdens het poces van kunstmatige selectiat de mogelijkheidreéertvoor een eigenaar omijn of

haar ideale honde kiezerzijn ertwee belangrijke (genetische) gezondheidsproblemen ontstaan. Deze
problemen manifesteren zich in de vorm van erfelijke aandoeningerigyen steedsneer aandacht

in de (Nederlandse) media en de maatschappgt name doodocumentaires van de BBC, Zembla en
Radar (BBC One, 20@8mbla, 2010; Radar, 201Het maatschapelijk belangvan het onderwerp

blijkt verder uithet grote aantal honden en hondenbezitters. In Nederland zijn er 1,5eniljonden,
waarvan een derdeaszuiver is en één van de vijf huishoudens bezit één of meer honden (Raad van
Beheer, 2014). Ongeved0% van de Nederlandse rashonden wordt verondersteld te lijden aan een
genetische aandoeningje zich uitin de eerste helft van hun leven (Gubbels, 2012). De Nederlandse
opinie ten aanzien van rashonden is anadént; de meningen verschillen en wissetsk van tijd tot

tijd. Ongeveer 95% van de Nederlandse eigenaren van de dieren met een risico op welzijnsproblemen
zou hetzelfde raswveer opnieuw aanschaffeen 75% zounet rasaanbevelen aan anderen (Pompe et

al., 2013).Hoewel de publieke wenket welzjn van dierenop nummer een zetvraagt datzelfde
publiek naahonden met een herkenbaar en voorspelbaar uiterlijk en gedrag (Raad van Beheer, 2014).

De twee types van erfelijke aandoeningen die worden onderscheiden kunnexanijiloeningemmet
betrekking tot de rasstandaard (bouw{conformatie) gerelateerd) enaandoeningenniet direct
gerelateerd aan de rasstandaard (neinformate gerelateerde). In 2002010 werden in de top 50
UK Kennel Club geregistreerde rassen tataal 84 nietconformatie gerelatesde erfelijke
aandoeningen gegistreerd en312 niet-conformatie gerelateerdAsher et al, 2009 Summers et al,
2010). Op dit moment, in 20165 een totaal van 661 erfelijke aandoeningezowel conformae
gerelateerd als ongerelateerd beschreven inde sectie hondenvan de Online Mendeliaanse
Erfelijkheidin Dieren database. Van deze aandoeningen wordt gerapportgardngeveer 40% het
Mendeliaans overervingspatroamlgt (OMIA, 2016)

Type 1: conformatie verwante erfelijke aandoeningen

Conformatie gerelateerdeerfelijke aandoeningen zijn het resultaat van een extressdectie op
uiterlijke kenmerken De gerelateerde kenmerkennoemen we schadelijke raskenmerken.
Ra&enmerken worden beschouwd als schadelijk wanneer individuen van het ras naar esradie
gedragtherapeut of andere specialist worden gebraclom het kenmerk en/of daarmee
samenhangende problemete laten behandeler(Raad van Beheer, 2014). Een voorbeeld van een
schadelijke raskenmetik een zeer verkorte schedel, whij een groot aatal kortschedelige rassen



leidt tot kortschedelig luchtweg obstructie syndroom (Fasanellae et al., 2010). Een-amideler voor

de hand liggend voorbeeld is heupdysplasie (HD), dwz de misvorminghetrheupgewricht Deze
aandoening komt @oral voor h de grote en reuzamassen honden en de prevalentie van HEeft
direct verbandmet het gemiddelde gewicht en de bodyass index (BMI) van de rassen (Comhair &
Snaps, 2008; Witsberger et al., 2008). Een hoog gewidmgégBMI kan dus worden beschouwd als
een schadelijk kenmerk voor HD.

Type II: nieterfelijke aandoeningen verbonden conformatie

De uiting van nietconformatie gerelateerdeaandoeningen is het resultaat van germijdbareen
onvermijdelijke inteelt eret hiermee verbondererlies van genetiche diversiteit (zie paragraaf 1.3).

Elk dier draagt verschillende schadelijke recessieve allelen die geheel of gedeeltelijk worden
gemaskeerd door daanwezige dominante allelerhangezien inteeltle kans op hehomozygoot
worden van een allel vergrodtabel 1), waaronder heschadelijke allel, leidtlit tot een hoger
percentage van getroffen individuen in de populatie (Charlesworth & Charlesworth, 2010).
Voorbeelden van nietonformatie verwante erfelijke ziekten zijn progressieve retinale atrofie (PRA)
en de ziekte van von Willebrand (vwd) (Summers et al., 2010).

Table 1. Change in Hardy-Weinberg genotype frequencies due to inbreeding
(Charlesworth & Charlesworth, 2010)

Frequency®
Genotype Outbred population Inbred population
Homozygous normal (AA) p’ p’+ Fpq
Heterozygous (Aa) 2pq 2pq (1-F)
Homozygous mutant allele (aa) q q +Fpq

* p is the normal (dominant) allele frequency, g the mutant (recessive) allele frequency and
F the average inbreeding coefficient (see paragraph 1.3)

1.3 Het genoom van de hond, genetische diversiteit, inteelt en verwantschap.

Met ongeveer 2,4 miljard b#&paren en 20.000 geneis de grootte van het hondengenoom
vergelijkbaar me dat van mensen en andere zoogdieren. Het aantal chromosomen, 38 paren
autosomale chromosomen en één paar geslachtschromosoméger dan bij de mens (Ensembl,
2015).

Genetische diversiteivil zeggende variatie inhet gencom van elk individuin eenpopulatie. Een
algemeen gebruikte maatstabor het vaststellen van genetische variatie isgimetische diversiteit

(GD), waarbij het aantal allelen die aanwezig zijn op een plaats en de gelijkmatigheid waarmee deze
allelen voorkomen in de populatiordt weerspiegelt. Het kan worden berekend voor een enkele
locus als (Lacy, 1995):

Qi ™ bpi2) O

waarinpi de frequentie van allalisen de sommatie wordt over alle allelen in de popula@an een
genoombredemetingvan GLie krijgen kaneen gemiddelde eer alle loci worden genomein grote
populaties met een lageerwantschap nadert de GD 1.

Een andere benadering is te kijken naar de verandering van desBgifentie niveau met de
nucleotidediversiteit De diversiteit van een bevolking is de gemiddetdes dat twee willekeurig
gekozen nucleotiden op een locatie verschillen inustgCharlesworth & Charlesworth, 2010). Parker
et al. toonde aan dat de totale megigke en hondenpopulatieeen gelijke nucleotidediversitedelen
van 8 x 1&1. Zij schatterbovendien daimeer dan 27% van de totale genetische variatie kan worden
verklaard door verschillen tussen rassen bij hondegen 510% bij menselijke populaties (Parker et
al., 2004). Dit geeft een indicatie vdret aanzienlijke verlies van genetischevatfisiteit binnen
hondenrassen.



Er zijn vier evolutionaire krachten die welbekend zijn genetische diversiteit beinvioeden:

1. Mutatie. Mutaties in geslachtscellen verhogen genetische diversiteit. Hoewel de mutatie
snelheid bij honden sneller is dan bij de )emet gerapporteerde mutatie frequenties voor
microsatellieten variérend van 1,1 x-20tot 3,9 x 163 per locus per generatie (Parra et al.,
2010), is deze evolutionaire kracht relatief zwak. Schadelijke mutaties verdwijnen over het
algemeen via de wegn de negatieve selectie en de manier van nieuwe positieve of neutrale
mutaties gaan vaak verloren voordat ze de kans krijgen toe te nemen in aantal (Charlesworth
& Charlesworth, 2010).

2. Migratie. Transgenese, d.w.z. de overdracht van de allelen door nmegren ofwel de
genetische diversiteit verhogen vilamigratieof deze juist dooemigratie verlagen. Migratie
tussen verschillende hondenrassen wordt aangeduid als uitkruidiogtcross Voor migratie
binnen een bestaande populatie dienen er subpopektte zijn, bijvoorbeeldniddels
geografisch gescheiden subpopulatieswitidels opzettelijk gefokteublijnen. Subpopulaties
hebben meestal hun eigen allel frequenties en het niveau en de richting van deimigssen
de subpopulaties kare genetiscle diversiteit in de metapopulatiesterk beinvioeden
(Charlesworth & Charlesworth, 2010; OldenbroeWéadig 2012).

3. SelectieDevoorkeurdijdrage van de genotypesn de oudersan de nakomelingen, als een
direct gevolg van de selectie, veroorzaakt eerligs van genetische diversiteit. Selectiénis
hondenrasservooral kunstmatig en niebatuurlijk. De eerste grote stap vinglaats bij de
oprichting van een ras, wanneer de founders wordersejecteerd. Het aantagiebruikte
foundersis vaak klein, waten lage initiéle genetische diversiteit veroorzaakt. Dit verschijnsel
wordt aangeduid alsoundersffect. Diversiteit wordt verder verloren door selectief fokken
tijdens de ontwikkeling van het ras; alleen die mensen die goed voldoen aan de rasstandaard
worden gebruikt voor de fokkerij. Selectief fokken betekent niet alleen het verbeteren van de
frequentie van wenselijke allelen, maar ook de frequentie van ongewenste eigenschappen,
zoals erfelijke aandoeningen verminderen. Een vaak gezien fenomeen imesdtddken ishet
opopular sire effed, waarbij een paar populaire reuaverdreven worden gebruikt voor de
fokkerij (Leroy, 2011; Oldenbroek Windig 2012). Een ander aspect dat de genetische
diversiteit door selectie beinvioedt, maar wordt mindexak genoemd, is de (dmreidheid
van eigenaren om te fokken met hun hond.

4. Willekeurige drift.Willekeurige drift refereert aan de afname van genetische diversiteit als
gevolg van wat Mendeliaanse sampling wordt genoemd (Charlesworth & Charlesworth, 2010
Aangezien veel hondenrassen een kleine populatiegrootte hebben en soms de gevolgen
ervaren van genetische bottlenecks zijn ze sterk onderhevig aan drift (Oldenbroek & Windig,
2012).

Inteelt, waarmee bedoeld wordt de paring tussen familieleden, iksjerelateerd aan de genetische
diversiteit. Zoals weergegeven in tabel 1, veroorzaatkielt een verandering in genotype frequenties
in een populatie, maar heettet geen invloecop deallelfrequenties van dpopulatie In @mbinatie
met selectie en drifkunnen allelfrequentiesechter veranderen erzo leiden tot verlies van allelen
(Charlesworth & Charlesworth, 2010).

Een zekere mate van inteétonvermijdelijk is in kleine gesloten populaircalsdie van rashonden
Deze onvermijdelijke inteelt, alsde opzettelijkinteelt die wordt gebruikt om dierete fokkendie
voldoen aan de rasstandaard, veroorzaakt de maniféstaan erfelijke aandoeningen. Terwigle
reproductie- en gezondheidgerelateerde eigenschappeamptimaalzijnin dierendie heterozgoot zijn
voor de genen dieverantwoordelijk zijn voordeze eigenschappengidt inteelt ook tot een
verminderde overlevingsgeschiktheid een fenomeen dat bekend staat als inteeltdepressie
(Charlesworth & Charlesworth, 2010; Oldenbroek & Win2@f?2) .

Inteelt wordt gekwantificeerd met het inteeltcoéfficient@? dat de kans weergeeft dat beide allelen
aanwezig zijn op een willekeurige plaats in het indiviafigeleid van dezelfde voorouderlijke allel, wat
wil zeggen dat ze identiek zijn door afkomst (IBD). Inteelt is het directe gevolg van de verwantschap
tussen de ouders, die wordt gekwantificeerd met de coéfficiént van gemeenschappenlijke voorouders



('@, ook bekend als de coéfficiént van verwantschap. Deze coéfficiént wordt gedefinieerd als de
waarschijnlijkheid dat een willekeurig gekozaitel uit een autosomale locusan individui en een
willekeurig gekozeallel uit dezelfde autosomale locus van individBDzijn. De"C&is gelijk aan d€O

van hypothetische nakomelingen van individueen j. In een populatie onder constante sele en

met willekeurige paring isle gemiddelde inteelt va®én generatie dus gelijk aan hgemiddelde
voorouderverwantschapan de vorige generatié®="Q0-1). De verandering in beide parameters is
221 3St A2 AY "GEdnSnelergiedaan ih O @gu mogelijk gelaagdheid in de
subpopulatie gevenbinnen de subpopulaties zoudé@en "Ocollectiefstijgenmaar over het geheel
van depopulatie zou'Qconstant blijven. Een snellere toenarh@gnen”Qdan binnen"Okan optrecen
wanneer de minst verwante individuezouden worden gepaard of wanneer bijvoorbe@én reu
wordt gebruikt voor degyehelenieuwe generatie (Caballero & Toro, 2000; Oldenbro&kidig 2012).

Het behoud van de genetische diversiteit, gecombineerd metbéperking van inteelt, is een
belangrijk aspect in het beheer van populatidie gedomesticeerd of in gevangenschap gehouden
worden, omdat het gerelateerd is aate aanpassingsmogelijkheden van een populatie en doordat het
inteeltdepressie en de uitingan erfelijke problemen zoveel mogelijk wil beperk@éimy & Lacy, 2012;
Oldenbroek & van der Waaij, 2015).

1.4. Preventie en beperking van erfelijke aandoeningen gerelateerde stoornissen

Ten aanzien van de preventie en beperking &an bouw gerelateerdafwijkingenmoet de nadruk

op een verantwoord fokdoel liggen. Zo'n fokdoel moet de gezondheid en de levensverwachting
hebben als leidende criteria, gevolgd door gedraggsuiterlijke criteria van het ras. Het moet niet
gericht zijn op een enkele of eeragr eigenschappenmaar moet naar het totale individu kijken
(Oldenbroek & Windig, 2012). Naast een verantwoord fokdoel, bewaking en sturing van de genetische
diversiteitis hetessentieetle uitingvan nietconformatie gerelateerde stoornissée beperkenLews

et al, 2010;. Leroy & Raogn, 2012; Oldenbroek en Windig012).

Monitoring van genetische diversiteit

Genetische diversiteit kan worden bewaakt op basis van genealogische gegevens. Dalieijfers
algemeen gebruikt worden zijn die vlet aantal pupger generatie, het aantakuen en tevenper
generatie, de verdeling van de pupen aanzien van8 2 dZRSNAE Kk @2 2 NOSgZROSERE Sy
algemeen gebruikte maat is de effectieve populatiegrooit€)( gedefinieerd als het aantal individuen

dat reproduceertin een geidealiseerde populatie die tot dezelfde genetische diversdidit alsde
populatiedie onderzocht wordtDe geidealiseerde bevolking heeft diveas@anamesTen eerste is er

een gelijk aantareuen en teven. Ten tweede hebbaile dieren een gelijke waarschijnlijkheid
nakomelingerte producereren het aantal nakomelingen per individu varieert slechts door toeval. Ten
derde,de partnerkeuzes willekeurig, dus er is geen selecfiet slot ide grootte van déokpopulatie
constant (Chdesworth & Charlesworth, 2010). De effectieve populatiegrootte is gebaseerd op de
toename van homozygotigoor de tijd heen volgens de formule (Falconer et al., 1996):

i\YQIBD — 1
2AIBD
g I | NJ'OSradifioneel de gemiddelde inteeltgraad'Ois, maarook de gemidelde graadvan
voorouderverwantschap™(zijn of het individuele inteeltof voorouderverwantschapsgetahndere
schatingen van 0'Q zijn bijvoorbeeld gebaseerd op dgeslachtsverhoudingf de variatie in de
worpgrootte (Gutiérrez et al, 2008Leroy ¢ al, 2013). De klassieke formule voor de schattiagi ‘Q
waarbij de geslachtsverhouding worgitbruikt is (Falconer et al., 1996):

4N, N;

.’V@S - e
N, + N,

waar0 & en U arespectievelijk de aantallen van reproducerende reuen en teven zijn.



Een andere benadering vobet meten yan hetverlies)vande genetische diversiteit in een populatie
is door te kijkennaa de waarschijnlijkheid van genearsprong. Het gaat om de berekening van de
founder equivalenteren de berekening van de genetische bijdrage van de vooralfidenders aan
de huidige genenpoohet gemiddelde inteeltcoé&fficiént en de gemiddelgeorouderverwantschap
(Lacy, 1989; Caballero & Toro, 2000).

| SG addNBy @ty 3ISYySGAa0KS RAGSNBRAGSAGT RS
Het sturen van genetische diversitditj populaties in gevangenschap/gedomesticeerde populaties
g2NRG OF 1 dza (3 S Je OpRle djthehotehda dfféctieds pypuldi&yrogite (lvy &
Lacy, 202). Effectieve populatiegrootttempels van 50 en 500 zijn voorgesteld met betrekking tot
het risico op uitsterven van een populatie op respectievelijk de korte en lange termijn (Leroy et al.,
2013). Volgens het risico classificatiesysteem van de Voeafsélandbouworganisatie (FA@geen
diersoort/raskritisch bedreigd als het totale aantarouwelijke fokdieren mindeis dan 100 of het
totale aantal mannelijke fokdieren gelijk is aan of lager is dan 5, wat overeenkomt mét@¥an
ongeveer 20. Een dergelijk ras wordt gecategoriseerd als bedreigd als het totale aantal vrouwelijke
fokdieren lager is dan 1000f wanneer hetotale aantal mannelijke fokdiereander of gelijkis aan

20, wat overeenkomt met eett QYwan ongeeer 80 (FAO, 2007).

In tabel 2wordenrisicocategorieén onderscheiden voor het optreden van erfelijke aandoeningen bij
hondenrassen, die gebaseerd zijn dp populatieinteelt en de bijbehorendepopulatiegrootte
(Oldenbroek & Windig2012). Zo wordt ee QOZ I y  nvlQvan <@5%) hier beschouwd als het
minimumom een hoge frequentie van erfelijke aandoeninggnde lange termijn te voorkomen.

Table 2. Risks of different inbreeding rates (directly translated from (Oldenbroek & Windig, 2012))

Inbreeding Risk on problems Mimimum no. of Long-term expectancy

rate (AF) stud dogs*

> 1% Unacceptably high <25 Extinction of breed because of accumulation
mnherited disorders

0.5-1% High 25-50 High frequency of inhernited disorders

0.25-0.5% Moderate 50-100 Inherited disorders do occur

<0.25% Small =100 Inherited disorders occur only occasionally

* Assuming that the number of breeding females is at least equal to the number of stud dogs and that the number
of progeny that is selected for breeding is approximately equal for every stud dog.

Er zijn erschillende foktrategieénbeschreven om de groei van inteelt en het verlies van genetische
diversiteit binnen een rage beperken. Deze strategieén, die variéreneiifiect, kunnen grofweg
worden onderverdeeld in de volgende categorieén:

1. Uitbreiding van de effectieve populatiegroattBit kan worden gerealiseerd door het
gebruik van een groter deghnde populatievoor de fokkerij, het gebruik van een meer
gelijke geslachtsverhoudinghet importeren uit het buitenlandian dieren van heelfde
ras door uitkruising (Oldenbroek & Wind@012). Men moet proberen om bottlenectes
voorkomenomdat ze en ernstig verlies van genetische diversiteit kunnen veroorzaken
(Charlesworth & Charlesworth, 2010; Leroy & Baumung, 2011). De variatie in het aantal
nakomelingenvan ouders,dat ookde 0 ‘Qvermindert, kan voor een groot deeWorden
beheerd meff 2 { LINR 3NJ YYI Q

2. Instellen varbeperkingen op déokdieren Dit betrefthet beperken van het aantalesten
van fokdieren en het beperken van het aantal fokdieren van een ouder dat mag worden
ingezet voor de fokkerilLeroy & Baumung, 2011; Winddg al, 2A4.). Beile methoden
voorkomenovermatig gebruik van populairdieren voor de fokkerij, maar déaatste
methode is strengeraangezien dezeekening houdt met de variatie in het aantal
nakomelingen per worp



3. Toepassingokprogrammd. e optimale bijdrage meth@g het eerst beschreven door
Meuwissen (Meuwissen, 1997), maximaliseert de genetische diversiteit in gesloten
populaties. Het is gebaseerd op geschatte fokwaarden (E#BMjierengecorrigeerddoor
de gemiddeldeverwantschapEen tweede emeer gebruike]ke methode is deminimale
verwantschapsparingwaarin elketeef is gekoppeld aan de minst gerelateerdeu.
Lijnteelt, dat ookkan worden beschouwd als eéokprogramma, is een soort opzettelijke
inteelt waarin familieleden (vaakichten/neven) wordengecombineed om bepaalde
eigenschappen vast te leggeiWanneer voldoende lijnen worden gebruikan de
genetische diversiteit van de populatldgermee worden gehandhaafd (Oldenbroek &
Windig 2012).Als laatste noemen we hier een fokprogramma dat de verwantschep in
populatie minimaliseertioor het uitsluiten vamlierenuit het fokprogramma i een hoger
dan gemiddelde verwantschap met dest van het ras hebben (Windig al., 2014).

Het selecteren en toepassen van het beste fokprogramma wordt beperkt door eédscle factoren.

Ten eerste zijn er vele onafhankelijke beslissers, dat wil zeggen, individuele fokkers die betrokken zijn
bij het fokken van honden. Dit maakt een volledig gecontroleerd fokprogramma zoals de optimale
bijdrage methode onuitvoerbaar. Uithiding van de effectieve populatiegrootte kan ook worden
beperkt door de aanwezigheid van vele onafhankelijke eigenaars (die misschien niet willen fokken met
hun hond) en kan in theorie ook worden beperkt door weinig vraag naar honden van het ras. Tenslotte
kunnen de populatieparameters die worden gebruikt om de juiste methode te bepalen fluctueren
tussen zowel verschillende rassen als binnen een ras zelf (Lewis et al., 2014). Daarom moet de meest
geschikte strategie worden gekozen op basis van de situagen bepaald ras (Windig et al., 2014).

Naast de genoemde strategieén kunnen gezondh&#programma's worden toegepast om
rechtstreeks tegen erfelijke aandoeningen te selecteren. Collins et al. introduceerde del@seeder
Welfare Impact Scores (BDSY, die is gebaseerd op de prevalentie en ernst van een aandoening en
het gemiddelde percentage van zijn leven dat een getroffen dier aan de aandoening lijdt (Collins et al.,
2011). De BDWIS kan binnen een ras worden gebruikt om de prioriteiten vaggenlgoor een vast

te stellen fokdoel.

Registratie

Uitgebreide registratie van de afstamming van dieren is van essentieel belang voor de bewaking en
besturing van de genetische diversiteit. De totale populatie van Nederlandse rashonden is
geregistreerd inKSG yIF GA2y €S &aGFYo2S1T NIrakz2yR 3ASyl I YR
(NHSB), dat wordt beheerd door de Nederlandse Kennel Club en internationaal wordt erkend. Binnen
het NHSB worden drie typen stamboekcertificaten onderscheiden: die in de belang8jkstboek,

die in de voorlopige en die in de bijlagen van het Stamboek. Het voorlopige Stamboek is bestemd voor
de fokkerij van (Nederlandse) rassen die nog niet erkend zijn door de FCI (Raad van Beheer, 2015). Van
elke geregistreerde dier bevat het NHSBet hNHSBiummer, naam, geboortedatum,
registratienummers van de ouders, kleur, chip/tatoeagenummeriadien aanweziginformatie over

de fokker en eigenaar. Naast het NHSB hebben rasverenigingen hebben vaak eigen databases, waarin
ze additionele data vabijvoorbeeld gezondheidsonderzoeken of clubwedstrijden bijhouden.

1.5. Nationale initiatieventer verbetering van degezondheiden het welzijn van rashonden

De afgelopen jaren zijn verschillende nationale projecten gestart/uitgevoerd met als doel het
verbeteren van de gezondheid en het welzijn van Nederlandse rashonden.

In 20132013 werd het pra@gct Inteelt en Verwantschap inashonden, gefinancierd door de
Nederlandse Kennel Club en het ministerie van Economische Zaken, uitgevoerd. Als onderdeel van dit
project ontwikkeldede Wageningen Universitegioftware die kan worden gebruikt om daicht te

houden en inteelt en verwantschap weorspellen in de rassen. Deze software wordt nu gebruikt door

de Nederlandse Kennel Club en zal beschikbaar worden geatgldasverenigingenom hun



fokprogramma's te monitoreen rassen te verbetererDe software wordt ook gebruikt ohit huidige
onderzoek. In aanvuig op de ontwikkelde software werd een boek over het fokken van rashonden
met betrekkirg tot inteelt enverwantschamepubliceed in 2012 (Oldenbroek & Windig012).

In 2013werd ereen projectgestartin opdracht van het ministerie van Economische Zakeet als

doel omdeincidentie varerfelijke aandoeningerzowelconformatie gerelateerd als nigonformatie
gerelateerd, ide honcen- en katenpopulatiesin Nederland te bepalen. Een voorstudie met enkele
populaire rassen vormde de basis voor de ontwikkeling van een database die gezondheidsgegevens
van de behandelde honden in Nederland omvat. Op basislearesultaten van analyses met deze
database kunnen prioriteiten worden gesteld en diagnostische tests worden ontwikkeld. De faculteit
Diergeneeskunde, Universiteit Utrecht, is momentbekig metde ontwikkeling van deze database
(Expertisecentrum Geneth Gezelschapsdieren, 2014).

In 2014 introduceerdade Nederlandse Kennel Club het projectplan 'Fairfok' met het doel om de
gezondheid, het welzijen het gedrag van de Nederlandse rashond te verbeteredaarmee het
Nederlandse publieke opinie over raslu@mm en raszuivere honden te verbeteren. Eén van de ambities
van dit project is dat de huidige afstammingsbewijs een kwaliteitscertificaathearfokproceszal
worden. Op deze manier wordihzichtgegevenin het moeite die fokkers steken in het fokken van
gezonde rashondenEen ande ambitie is om het aandeelNederlandse rashonden met een
genetische aandoening verminderen van de huidige 40% tot een maximum van 25% in 2019 en een
maximum van 10% in 2024. In het projectplan worden concrete maatredmeohreven onde
ambitieste realiseren E€n van deze maatregelen is de oprichting van een-dtsbase. Sinds de
zomer van 2014 wordvan alle geboren raspupsen DNAmonster genomen om hun afkomst te
bevestigen Datzelfde DNA kan worden gebruikt voor gtechalige studies van genetische
aandoeningengie hopelijk leiden tot nieuwe diagnostische testen die kunnen worden gebruikt voor
het selecteren tegen deze aandoeningen (Raad van Beheer,.2014)

1.6. Het Markiesje

Het Markiesje, ook wel bekend als de déglandse Tulp Had, is hetjongst erkende Nederlandse
hondenras. Hoewel hun oorsprong ligt in de 17e en
eeuw in Frankrijk, Duitsland en Nederland (gebaseerd
schilderijen, figuur 2), werden Markiesjes noerkendtot
de jaren 1970. In dit decenniunging een groep
Nederlandersop zoeknaar de honden met een grote
gelijkenis met de Markiesggn de schilderijen. Na enkelé
(onsuccesvit) experimentele kruisiren met de Phaine,
de Papillon erde Cavalier King Charles Spamieirden de
eerste rasechd Markiesjesgeboren. Pom, een vrouwelijke
look-alike geimporteerd uit Frankrijkyierp drie nesten en
werd de stammoeder van het ras. In 1979 werd
rasvereniging - Nederlandse Markiesjesvereniging;
opgericht Romijn & Dirkse, 2014). Sindsdieiin er met
gebruik van uitkruising met een sewmpen stamboek,
ongeveer 2.500arkiesjes zijn geregistreerd.

Fignre 2. ‘Marquise” de Pompadour
with a Markiesje (Drouais, 1763)
In 1999 werchet voorlopige Stamboek van het NH&®r de Markiesjes geopenderasverenigingen

streven naainternationale erkenning door de F{D de toekomst (Romijn & Dirkse, 2014).

Korte rasbeschrijving

Het Markiesje is een slank gebouwde spioen met een hoogte ve3833n en een hoogtengte
verhouding van ongeveer 9:10. Gemiddeld lichaamsgewicht is9ckgs Volgens de rasstandaard is
het Markiesje elegant en alert en mag noeigrdwergng tonen Zijn vacht idalflang, glanzend en
zwart en het heeft goed bevederde oren, poten en staart. Tot 40% vamad®mag wit zijn, maar
alleen opdeborst, kop (behalve de wangen), nek, benen ofsgfaunt. Een Markiesje moet vriendelijk,



rustig en intelligent zijn en niet overmatig blaffen noch tekenen van angst of agvesteen Hoewel

nog niet erkend, zou het ras waed ingeckeld in groep 9, Gezelschapshonden van de(HGiris,

2002; Romijn &Dirkse, 2014)

Algemene regels fokken en het Breed Adviescommissie

Om defokkerijte beheren en een gezonde populatie te behouden zijerenigings Fok Reglementen

van de rasverenigingdie grotendeels in lijn meten soms iets strenger dande nationde regels
fokkerijzijn. De belangrijkste regels voor dit onderzoek zijn (Nederlandse Markiesjesvereniging, 2015):

- Een teef mag niet worden gepaard aan haar grootvader, vader, zoon, kleinzoon, broer of
halfbroer.

- Een combinatigussen eenreu en een teef mag niet worden herhaald, tenzij het aantal
nakomelingendat in aanmerkingkomt voor de fokkerijminder is dandrie of wanneer de
combinatie van belang is vogezondheidsonderzoek

- De minimale leeftijdvoor de fokkerij van zowel reuen als teverilB naanden. Een teahag
maximanl deleeftijd van 72 maandehebben indierze nieteerder een nest geworpen heeft
en maximaal de leeftijd van 96 indien zij wel eerder een nest geworpen Eeeftdekrelneeft
geen maximum leeftijd.

- Een reu mag onbeperkt voale fokkerij worden ingezet gedurende een jaaraar met de
beperking vaimaximaal 5 effectievaesten in zijn hele leverffectief wil zeggeminimaal 1
nakomeling in het NHSB ingeschreven). Een teef mag tot maximaal 5 mesfeen tijdens
haar leven. D&eperking varvijf nesten per ouderdiewerd ingesteld rond 2008 (vefderen
2015).

Als toevoeging op deze fokregels geeft de Fok Advies Commissie van de rasvereniging fokadviezen en
controleert zij alle nieuwgeboren nesten. Als de pups ca 1,5 jaaripud/arden zij opgeroepen een
jongehondendag te bezoeken waar zij worden bekeken en waar besloten wordt of ze geschikt zijn
voor de fokkerij (Romijn & Dirkse, 2014).

Erfelijke aandoeningen in hdtlarkiesje

Enkele erfelijke gkten zijn geidentificeerd inet Markiesje: patella luxatie (PL), progressieve-code
degeneratieof progressieve retina atrofie (PRPRCD) en een neuropathologische aandoening.
Patella luxatie (PL)

PL werd eerst waargenomen in het ras in 2007. PL is een aandoening waarbij dbifrdasvricht
uit zijn normale stand, wat leidt tot kreupelheid. De aandoeningnidtifactorieel en heeft een
gemiddeldeerfelijkheid: ongeveer 0,27 in het Kooikendje en 0,17n de Nederlande Flaoated
Retrievers (Lavrijsen al, 2013; Wangdee ell, 2014. Enkeldoci wordengeassocieerd met de ziekte
(Lavrijsen et al, 2013;. Prado & Nganvongpanit, 2014).

PL wordt gediagnosticeerd via lichamelijk onderzoek door een dierenarts. Vier klassenmealéti
onderscheiden, zoals in de onderstaande tglém et al., 2007).

Table 3. Grades and assessment criteria for patellar huxation (dlam et al, 2007)

Grade Assessment criteria

I The patella can be manually dislocated but returns to its normal position when released.

I The patella spontaneously luxates during standing/walking and remains luxated until
manually replaced to the normal position.

II1 The patella 15 permanently luxated but can be repositioned manually.

IV The patella 15 permanently luxated and cannot be repositioned manually.

PL kan zowel lateraal als mediaal zijn en kan voorkomen in een of beide kniegewrichten (Alam et al,
2007).



Progressieve rogtone degeneratie (PRCD)

Deze vorm van progressieve retinale atrofie (PRA) werd eerst waargenomen in het2@k0. Bij
PRCD degenereren de lichtreceptoren in de retina, wat leidt tot verminderd zicht en uiteindelijk tot
volledige blindheid. De aandoening is monogenetisch autosomaal recessief en wordt veroorzaakt door
een homozygote mutatie in het tweede codean een proteineeoderend gerop chromosoom 9. Het
PRCHByen voor honden is ortholoog admet menselijkPRCEyen op chromosoom 17, aarvoor
verschillende sequenti@riaties geassocieemdordenmet retinale degeneratie bij mensen (Zangerl et

al., 2006). PRAverd gevonden in 38 van de 50 meest populaire hondenrassen in het Verenigd
Koninkrijk en was daarmee de derde meest voorkomende aandoening biween dezerassen
(Summers et al., 2010). Er is geen bekende behandeling voor PRCD (Romijn & Dirkse, 2014).
Neuropathologische stoornis

In 2003 werd een mbekend reuropathologsch probleem waargenomen in het ras. Aangedpnps
ontwikkelen een spastische parese, hebben moeite met lopen en moeten worden gedood. Universiteit
Utrecht onderzoekt momenteel de genetiscloorzaak van de ziekte. De aandoeniaydt tot nog

toe gezien alsnonogenetisctautosomaal recessi€éMandigers, 2015).

Beheer gericht tegen erfelijke aandoeningen
Om de verspreiding van bovengenoemde erfelijke aandoeningen te beperken, heeft de jdarkias
Vereniging gezondheidsscreenings en fokkerijregels specifiek gericht op deze aandoeningen(tabel 4).

Table 4. Overview af inherited disorders and related health screenings/breeding rules in the Markiesje

Disorder Putative mode of Health screenings Breeding rules
mheritance
Patellar luxation (PL) Multifactorial PL-examination Only “free x free” and “free x

gradel” are allowed

Progressive rod-cone Monogenic, PRCD-DNA test or Only “free x free”. “free x carrier”

degeneration (PRCD) autosomal recessive  ECVO examunation  and as exception “free x affected”
are allowed

Neuropathological MMonogenic, - Affected individuals, their parents

disorder autosomal recessive and their litter mates are excluded

Sinds 2007 moeten potentiéle fokdieren een-dtiderzoek ondergaan. Het #hderzoek wordt
eenmalig uitgevoerd als de hond ten minste 12 maandgetider een dierenarts volgens de Meutstege
protocol. Sinds 201inoeten fokdieren oolkeen ECVO (European College of Veterinary Oogartsen)
ondergaan of een speciaRRCEDNAtest. HetECVO oogonderzoek kan worden uitgevoerd wanneer
de hond minstens 18 maandeoud en is één jaageldig dus moet worden herhaald. De PRORA

test wordt sterk aanbevolen door de rasvereniging, want het identificeert ook dragers van de ziekte
(vanEderen 2015).

Ten aanzien van PL, alleen fokken met de combinaties "fedL viij" en "PL x RgraadZvrij"
toegestaan. Ten aanzien VRIRCD, de combinaties "PRZDPx-PRCBrrij", "PRCHBrrij xPRCRlIrager

en in uitzonderlijke gevallen PRCBrrij x PRCHjder" zijn toegestaan. Ten aanzien vate
neuropathologische stoornis wordetle getrofendieren, hun ouders en hun nestgenoten uitgesloten
van het fokprogramma (Nederlandse Markiesjesvereniging, 2015).

1.7. DeStabijhoun

De Stabijhoun, in de volksmond bekend als de Stabij, Bijke of Friese &tatlijverondersteld af te
stammen van Spaniehchtige honden die in de Middeleeuwen naar Nederland kwamen (figuur 3)
Stabijhounereijn gedocumenteerd in historische documenten en schilderijen die terugigad 800.



Het ras heeft zijn oorsprong op het platteland van Frieslarsdr
de stabis onder andere werden gebruikt voor de jacht, h
bewaken van de boerderij en ongedlertebestrudlng In de VIoes

werden Stabusgel«wst met Wetterhouren, een ander Fries\®
jachthondenras Sinds 193&roeide echterde bezorgdheid over’
het behaid van deze twee rasseen tijdens de Tweedef&
Wereldoorlogis men methet georganiseerde fokken van d
afzonderlijke rassen begonnen. In 1942 werdeeide rassen ,if‘
erkend door de Nederlandse Kennel Club en de FCI.}§
rasvereniging 'Nederlandse Vereniging voor Stabgn
Wetterhounen' werd opgericht in 1947 (Doep 2004). Sinds
1952 zijn er ongeveer 16.700Rabijhounen in het NHSB

geregistreerd Figure 3. Spmr:ef npe dag (Jan

Steen, 1625-1679)

Internationaalis het ras toegenomen in populariteit sinds 2000 en de rasvereniging heeft momenteel
zusterverenigingen in Zweden, Finland, Denemarken, Noorwegen, het Verenigd Koninkrijk en de
Verenigde Staten. Tegenwoordigprden de meeste t8bijhounen gehoudea als gezelschapsdieren,
maar sommigen worden nog steedsede gebruikt voor bijvoorbeeld ongediertebestrijding (NVSW,
2015Db).

Korte rasbeschrijving

De Stabij is een krachtig gebouwde staande hond die hoger is dan lang en niet te grof of te fijn mag
zijn.Hij is toegewijd, gehoorzaam, waakzaam en rustig en is geschikt als huishond. Zijn vacht is halflang
en recht en wit met zwarte of bruine vlekken en / of spikkels. De ideale hoogte voor reuen is 53 cm en
voor teven 49 cm. Het lichaamsgewidigt rond de20-25 kg. De Stabij is ingedeeld in groep 7 van de
FCI, die d&oorstaande Jachthondesmvat(NVSW, 2015)

Fokreglementen en de Fok Advies Commissie

De belangrijkste foldcijregels van de rasvereniging met betrekking tot de huidige studie zijn (NVSW,
2015):

- Een teef mag niet worden gaardaan haar grotvader, vader, zoon, kleinzoani broer.

- Combinaties dieen nest zouden gevanet een COIl van> 10%, berekend over drie generaties,
worden sterk afgeraden.

- Eencombinatietussen een reu en teef mag niet wordénerhaald, behalve in bijzondere
omstandigheden.

- De minimale leeftijd voor de fokkerij van zowel reuen als teven is 18 maanden. Een teef mag
maximaal de leeftijd van 72 maanden hebben indien ze niet eerder een nest geworpen heeft
en maximaal de leeftijdan 96 indien zij wel eerder een nest geworpen heeft. Een dekreu heeft
geen maximum leeftijd.

- Een dekreu kan tweemaal worden gebruikt in de loop vean jaar en is beperkt tot 10
effectievenesten maximal in zijn hele leveneffectief wil zeggemrminimaall nakomeling in
het NHSB ingeschreven), waarvan maximaal 8 in Nederland. Een teef heeft een maximum van
5 effectievedekkingen emrmagniet worden gedekt binnei2 maanden na de vorigegekking

De Fok Advies Commissie vea rasvereniging beoordeeliekaanvagen opnaleving van het
fokbeleid, geeft advies econtroleert alle nieuw geboren nestelVanneerde pups 1,5 jaar oud zijn
worden ze opgeroepen om de jonge hamdiagte bezoeker(NVSW, 2015).

Erfelijke aandoeningen in de Stabij

De volgende erfelijke ziekten zigeidentificeerd in de Stabijhounpopulatie: heupdysplasie (HD),
elleboogdysplasie (ED), epilepsie, Persisterende Ductus Arteriosus (PDA), cerebrale disfunctie (CD) en
ziekte van von Willebrands type 1 (VWD type 1).



Heupdysplasie (HD)

In 1972 werd de eerstescreening van een Stabijhoun voor HD werd uitgevoerd. HD is een
orthopedische ontwikkelingsstoornis die tot misvorming van het heupgewricht leidt. De aandoening
kan leiden tot pijn en ongemak tijdens het sporten en kan leiden tot kreupelheid. Hoewel HID wor
waargenomen bij honden van alle groottes, komt het vaker voor in grote en zeer grote honden, met
een prevalentie tot 70% in onder andere Golden Retrievers, Rottweilers en Duitse herders (Paster et
al, 2005; Lavrijseret al., 2014; Sanchellolano, 2014. De aandoening is multifactorieel en heeft een
matige erfelijkheid, naar schatting 0,043 gemeten in verschillende Engelse hondenrassen (Lewis et
al., 2013) en 00,37 voor aparte Higerelateerde kenmerken in Nederlandse rassen (Lavrijsen et al.,
2014) . Genoomwijde analyses hebben enkele mogelifkeen voor HIYeidentificeerdvaarmee ras
specifieke genetische prognostische modellen werden ontwikKeioorbeeld (Bartolomé et al.,
2015)). Deze modellen kunnen worden gebruikt om de huidige fenatfypiselectie tegen HD
vervange door een nauwkeurigere genomische selecti@enomsche selecte lijkt echter niet
haalbaar voor de meeste hondenrassen omdat het een grote hoeveelheid SNP data en een uitgebreide
registratievereist(Oldenbroek & Windig, 2@).

De beoordeling van heupdysplasie varieert van land tot land, maar is over het algemeen gebaseerd op
NI yi3aSy T2 i2 Qde®Cl keyf classiidatiesyst&ngektélddat radiologisch controleerbare
functies gebruikt. In dit systeem is hetDresutaat afhankelijk van de vorm en de diepte van het
acetabulum, het optreden van subluxatie, de Norberg hoek (NA) en de aanwezigheid van osteoartrose
(OA). De NA is een maatstaf voor de verbinding tussen het dijbeen en heupkom en ongeveer 105 ° in
de normaleheupgewrichten (Fliickiger, 2007). In tabet hetFCI classificatiesysteem samengevat.

Table 5. Grades and assessment criteria of canine hip-dvsplasia {Fliickiger, 2007)

Grade Degree of HD Assessment criteria

HD-A  Nosigns of HD'  Congruent femoral head and acetabulum and NA = 105°
HD-B  Nearly normal Slightly incongruent femoral head and acetabulum or NA < 105°

HD-C Mild HD Incongruent femoral head and acetabulum and NA = 100° and/or flattening
of craniolateral rim of acetabulum and no more than slight signs of OA

HD-D Moderate HD Obvious ncongruity with subluxation and NA = 90° and flattening of
cramolateral nm and/or signs of OA are present

HD-E Severe HD Luxation or subluxation and NA < 90° and obvious flattening of
cramolateral nm and signs of QA are present

In sommige landen zoals de USA wordt de OFA score (Orthopedic Foundation for Animals) gebruikt in
plaats van het H&ysteem. Het OFgysteem kent 7 gradaties {iekiger, 2007).

Elleboogdysplasie (ED)

Werd voor het eerst vastgesteld bij e&tabijhounin 1989. De term ED wordt gezamenlijk gebruikt
voor vier afwijkingen in het ellebooggewricht die alle osteoartrose (OA) en kreupelheid (IEWG, 2015)
kunnen veroorzake:

- ununited anconeal proces ofwel losse processus ancon&isH of LAREen klein stukje bot
dat essentieel is voor de gezamenlijke stabiljtsiniet verbondemmet de ellepijp.

- Elleboog incongruentie (welke aanleiding kangeven tot FCP ¢f @A sukje kraakbeen ligt
los van de ulnusDe losse stukje kraakbe®ij honden met UAP en FCP veroorzaakt irritatie,
infectie en schade aan het gewricht.

- Osteochondrose (OC) of osteochottidrdissecans (OCD): een los deel kraakbeeneidittot
een verdiktekraakbeenlaag (O@n watzich kan ontwikkelentot enkele of gefragmenteerd
kraakbeen flap (OCD).

- Incongruentie (INC): eenonjuiste gaatsing van de gewrichtsoppervlakken, meestal
veroorzaakt door een ongelijke groei van de radius en / of ellepijp ofregvormde trochlear



inkeping (die verbindt met de aansluiting in de kop van de humerus de uhicangruentie
leidt tot een abnormale verdeling van de druk op het gewricht.
ED komt evenals HD vooral voordripte en zeer grote rassen &ent in sommigeassen incidenties
van meerdan 60%. Een erfelijkheid variérend ©39 is gerapporteerd voor Eferelateerde
kenmerken in Nederlandse rassen (Lavrijsen et al., 2014). Een aanzienlijk hogere erfelijkheid voor
bepaalde type&D is gemeld in andere landdmjyoorbeeld in de Duitse herder Honden 0,57 voor FCP
in Duitsland (Lewis et al., 2013).
De eerste klinische tekenen van &bDrden algemeen gezien op een leeftijd var®4naanden. Voor
de beoordeling van het EBeen classificatiesysteeontwikkeld door @& International Elbow Working
Group (IEWG). Dit systeem maakt gebruik van gtiedatiesmet tekenen van OA, osteosclerose en
primaire laesieslsbeoordelingscriteria (tabel 6).

Table 6. Grades and assessment criteria of canine elbow dysplasia (IEWG, 2015)

Grade Degree of ED  Assessment criferia

0 No ED No evidence of OA. no osteosclerosis nor any primary cause
1 Mald ED Signs of muld OA (osteophytes of < 2 mm) or minor osteosclerosis
2 Moderate ED  Signs of moderate OA (osteophytes of 2-5 mm) or obvious osteosclerosis

or suspect of primary lesion®.

3 Severe ED Signs of severe OA (osteophytes of = 5 mm) or obvious primary lesion®.

*Primary lesions mclude an vnunited anconeal process (UAP), fragmented medial coronoid process
(FCP), osteochondritis dissecans (OCD) and incongruity (INC).

Er zijn overwegend positieve correlaties tussen HD en ED gemeld (LeWwj261.3).

Epilepsie

Epilepsie is de meest voorkomende neurologische aandoening bij honden, met een prevalentie van
idiopathische epilepsie van 0,5 tot 5%. Epilepsie houdt in dat er terugkerende en niet uitgelokte
epileptische aanvallen optreden, waarkilj een overmatige of synchrone neuronale activiteit in de
hersenen plaatsvindt. Symptomen van de aanvallen zijn onder andere neervallen, spiertrekkingen,
bewustzijnsverlies en schuim op de mond. De symptomen beginnen meestal wanneer eentond 3
maanden aid is. Nast idiopathische epilepsie, waarbij de aanvallen het directe geijalgan een of

meer genetische defe(dn), kan epilepsieook wordenveroorzaakt door omgevingsfactoren zoals
stofwisselingsziekten (Ekenstedt et al., 2012).

De veel hogere ngvalentie van idiopathische epilepsigot 9% in sommige rasseen tot 33% in
sommige familieg wijst opeenduidelijke genetische oorzadkkenstedt et al., 2012). De aandoening
wordt algemeen beschouwd als polygeeutosomaal, hoewel sommige epilepsi@n worden
veroorzaakt door één enketautatie. Tot op hedemijn erslechts een paar risicogenen geidentificeerd,
met ATEEE3 als de meest veelbelovende locatie. De genetische heterogeniteit van de ziekte, de niet
genetische oorzaken en de beperkte hoeleid gegevens vertragen de verdere identificatie van
risicogenen (Koskinen et al., 2015).

PersisterendeDuctusArteriosus (PDA)

PDA is een van de meest voorkomende aangeborerahadoeningn bij honden. Hierbij wordt de
ductus arteriosushet bloedvatdat de longslagader en de aorta in een foetus verbimdt de geboorte

niet in de eerste weekesloten Aangetaste dierehebben een overvloedige recirculatie van bloed
door het hart, hetgeen uiteindelijk kan leiden tdbdelijk hartfalenvan de linkrharthelft (Oyama et

al., 2010).

Een algemene prevalentie van aangeboren hartafwijkingen van-@Q8% is gemeld in
Ziekenhuisonderzoeken. Een kwart tot een derde van de gevallenfliebd, watbetekent dat de
geschatte prevalentie 0;Q,2%is. Honden zoalge Chihuahua, Collie en de Maltesen in sommige
regio's ook grotere honden zoals de Duitse herder en Newfouneiamebrden het meest getroffen
door PDATeven zouderen 1,73,0 maal hogex aanleg voor PDAebbendanreuen(Oyama et al,



2010;Oliveiraet al, 201). De hogere prevalentie in sommige rassen suggereert een genetisnleg

De aandoening wordt beschouwd als een polygene drempeleigepsam@t een hoge
erfelijkheidgraadPatterson et al., 1971).

Cerebrale dysfunctie (neuro)

Cerebrale disfuctie is eererfelijke neurologischeaandoening gevonden gnkeleStabijhoumestjes.
Aangedane pps beginnen dwangmatig gedrag te vertonetgnniet zelfstandig, vermagerehebben
vermoedelijkveel pijn, en moeten wordegeéuthanaseerd@ls ze een paanaanden oudijn. In 2015

werd een autosomaal recessieve mutatie geidentificeerd door de Faculteit Diergeneeskunde van de
Universiteit Utrecht als de genetische oorzaak van de ziekte (NVSW, 2015d).

De ziektevan von Willebrand, type 1 (VWD)

VWD-1 werd e&st waargenomen in het ras in 2007. Von Willebrand ziekte is de meest voorkomende
erfelijke bloedziekte bij honden en wordt gekenmerkt door tekortkomingen in de von Willebrand
Factor (VWF), een belangrijk eiwit voor bloedstolling. Tyede meest voorkmende en mildte van

de drie onderscheiden typen vWHBet wordt veroorzaakt door een mutatie (G> A) in WatFgenen

wordt gekenmerkt dooreen verlaagd geconcentreerdmaar normale werking van vWF. Er is
incomplete dominarie: heterozygote dragers van dgpe I-mutatie hebben in het algemeen minder

dan de helft van het normale VWF en homozygote dragers hebtbeinig tot geen VWF. Het
belangrijkste klinische teken is een langere stollingstijd (Barr & McMichael, 2012;. Shaffer et al, 2015).
Een DNAest beghikbaar is voor de aandoening (NVSW, 2015c).

Beheer gericht tegen erfelijke aandoeningen

Om de verspreiding van de hierboven genoemde aandoeningen te beperken, heeft de rasvereniging
van de Stabijhoun (verplichte) gezondheidscreenings en fokbeleidfisgeaxp de afwijkingen gericht,
ingesteld (tabel 7).

Table 7. Overview of inherited disorders and related health screenings/breeding rules in the Stabyhoun

Disorder Putative mode of Health Breeding rules
mheritance SCIeenings
Hip dysplasia (HD) Multifactorial X-rays' * HD-D or -E are excluded

¢ Combinations between HD-A or —-B
and HD-A_ -B or —C are allowed

Cerebral dysfunction Monogenic, autosomal DNA-testt o Affected individuals are excluded
(neuro; CD) Tecessive + Combination of two carriers is not
allowed
Elbow dysplasia (ED) Multifactorial X-rays » Individuals with grade 3 or that had
to undergo surgery are excluded
* Proven carriers excluded®
Epilepsy (1diopathic) Polygenic - » Affected mndividuals are excluded
* Proven carriers are excluded®
Patent ductus arteriosus ~ Polygemic - s Affected individuals are excluded
(PDA) * Proven carriers are excluded®
Von Willebrands Monogenic, autosomal. DNA-test -

disease, type [(vWD-I)  wmcomplete donunance

Screening is mandatory for potential breeding individuals.
- DNA-test was developed and made mandatory for breeding individuals in 2015,
*Parents of 2 affected litters are considered to be proven carriers.

De screening van potentiéle fokdieren op HD is verplicht sinds tenminste 1985. Dieren met matige of
ernstige HD (D of E) worden uitgesloten van de fokkerij en dieren met een milde HD (C) mogen alleen
worden geombineerddoor dieren met normale of bijna normale heupgewrichten (A of B).

Sinds 2015 is de DN#ést voor cerebrale disfunctie verplicht voor potentiéle fokdieren. Dieren
waarvan beide ouders homozygoot vrij zijn hoeverbDdAtest niet te ondergan (NVSW, 2015).



Screening op elleboogdysplasie is aanbevolen, maar niet verplicht voor fokdieren in Nederland (het is
verplicht in een aantal van de Scandinavische landen). Dieren die een operatie hebben ondergaan of
zijn gediagnosticeerd met ED graad Grden echter uitgesloten van de fokkerij.

Met betrekking tot epilepsie en PDA zijn er nog geen testen beschikbaar (NVSW, 2015). In 2013 werd
er van een groot aantal Stabijhounen bloedmonsters genomen door de Faculteit Diergeneeskunde van
de Universiteit @n Utrecht teneinde de genetische achtergrond van PDA te bestuderen. Dit zou in de
toekomst tot een test kunnen leiden.

Ten aanzien van VWDis er een passief fokbeleid. Er is een B&& beschikbaar, maar deze is niet
verplicht. Lijder x lijder elijder x drager wordechter niet aanbevolen door déok Advies Commissie

van derasvereniging (NVSW, 2015c).

1.8. Doel en onderzoeksvragen
Het doel van deze studie was om heldere aanbevelingen te formuleren die de rasverenigingen kunnen
ondersteunen in hehandhaven van de genetische diversiteit en het bevorderen van de gezondheid
en het welzijn van de rassen. Dit vereist inzicht in de huidige stand van de populatie ‘(populatiegrootte,
het percentage fokdieren, generatinterval, enz.) en van de genetischéversiteit in de rassen.
Informatie over de erfelike aandoeningen in de verschillende rassen en de effectiviteit van het
gebruikte fokbeleid was bovendien nodig, wat leidde tot de volgende onderzoeksvragen:
1. Watis de huidige stand van zaken en de genbtdgliversiteit in dgopulatie varde Stabij
en hetMarkiesje en hodebbendezezichontwikkeld sinds de oprichting van het ras?
2. Wat s de prevalentie vaale erfelijke aandoeningen in hdtarkiesje en de Stabi#n welke
risicofactoren voor deze aandoegienkunnen worden geidentificeefd
3. Wat s het effect van de verschillenfiskkbeleidenop de inteelt en op degeneratieinterval
bij het Markiesjeen deStahjhoun?
4. Wat is het effect van het uitsluiten vdijders en/of dragers vagenetische aandoeningen
op het inteeltgetalin het Markiesjeen deStabjhoun?
5. Hoe kan, gezien dauidige status van de populatie en de géische diversiteit, het fokken
van hetMarkiesje en de Stabij worden geoptimaliseerd?
Om de bovenstaande vragen te beantwoorden, werden \ellsande analyses uitgevoerd. Hoe deze
analyses werden uitgevoerd wordt beschreven in het volgende hoofdstuk.



2. Materialen en methoden

Gegevens van alle geregistreerde MarkiesjesSeabijhouren werden gewonnen uit de database
ZooEasy, gebruikt door beide rasverenigingen. De eerste dataset bevatte 2473 Markiesjes en 16.688
Stabijhounen De 66 Markiesjes en 9 Stabijhounen die noch geregisteeexdders, noch
geregistreerde nakomelingen hadden werden uitgesloten van de analyaasdé/resterende 2407
Markiesjes en 16.679 Stabijhounen was het unieke registratienummer, het geslacht en de naam
bekend. Met uitzondering van drie Markiesjes waren ook de geboortedata bekend. De drie Markiesjes
zonder bekende geboortedatum werden uitgdslo van jaarbasignalyses. Variérend per individu
waren de data van overlijden, registratienummers van de ouders en de resultaten van de gezondheid
screenings bekend.

Deelverzamelingen van de oorspronkelijke dataset werden gebruikt voor de drie anatigses:
stamboomanalyse (onderzoeksvraag 1), de analyse van erfelijke aandoeningen (onderzoeksvraag 2)
en de simulatie van de fokkerijstrategieén (onderzoeksvragen 3 & 4).

2.1. Stamboom onderzoek

Voor beide populaties werd een vereenvoudigd bestand opgebouetthet 1D, de vader van héD,

de moedervan hetID, het geslacht, de geboortedatum en de datum van overlijden vanDelk
(individu). Deze bestanden werden gescand op mogelijke duplicateseslachtige dieren (gebruikt

als zowel vader almoeder) en de akomelingen dieerdergeborenwaren danhun ouders. Verdere
analyse werd uitgevoerd met behulp van Microsoft Excel 2010, de monitor en de Coancestry Inteelt,
inteelt en bijdrage (CFCJoftware.

Algemenepopulatieparameters
De volgende algemengopulatieparameters werden berekend én beeld gebrachimet behulp van
Microsoft Excel:

- Levensduurhet gemiddelde verschil tussen de datum van overlijden en de geboortedatum.
Deze parameter werd berekend met behulp van alle bekedi®en met een bekende
gebooredatum en datum van overlijden egeboren vo6r een bepaalde datum (de datum
waarop de gegevens zijn verkregen na aftrek van de maximale levensduur). Alle dieren die
geboren zijn na deze datum werden uitgesloten van de berekening om vertekening te
voorkomen Markiesjes met een overlijdedatum van 01/01/2001 werden uitgesloten van de
berekening, endat deze bijzondere overlijdedatum werd later toegevoegd door de
rasvereniging voor didierendie werden verondersteld dood te zijn.

- Worpgrootte het aantal jogen peruniekeworp. Uniekeworpen werden gedefinieerd als
unieke combinaties van deef, reu en geboortedatum.

- De gemiddelde leeftijd van desuen/teven bij de geboorte van hun (geselecteerde)
nakomelingen het gemiddelde verschil tussen de geboortedatwan de ouder en de
geboortedatum van de (geselecteerde) nageslacht. Deze parameter werd berekendwist
nestn alsnakomelingen. De gemiddelde leeftijd van de ouders bij de geboorte van de
geselecteerde nakomelingede zogenaamdgeneratieinterval,werd gelijkberekend metls
extra criteriumdat de ID van de nakomelingen tenminste eenmaal als ouderdier diende voor
te komen.

- Het aantal (g@selecteerde) nakomelingen per reu/teéiet aantal keren dat een individu
voorkwam als ouderdieHet aantal gedecteerde nakomelingen werden eveneens berekend,
opnieuw methet extracriterium dat de nakomelingen ten minste eenmaabrkwamen als
ouder.

De gemiddelde waarden van de bovengenoemde parameters werden vergeleken tessenen
tevenmet onafhankelijke-test steekproeven. Als gelijke variamtniet kordenworden aangenomen,
werd de Satterthwaitebenadering gebruikt. Grote aantall@orgenvoor de geldigheid van detést,
ondanks de niehormale verdeling van vele parameters.



De huidige omvang van de palptie werd geschat via een paar stappen. Om te beginnen werden
dieren met een overlijdensdatum en dieren die ouder zouden zijn dan de maximale aanvaarde leeftijd
verondersteld dood te zijn. Vervolgens werd de kans nog te leven toegewezen aan elkidieeeye

op de leeftijdsverdeling vasierenmet bekende data van geboorte en overlijden. Al deze 'fracties’ van
dieren werden vervolgens opgeteld om déatting van het aantal levende dieréa krijgen.

Stamboekvolledigheid

De stamboekvolledigheid wenhstgesteld omdat deze sterk het resultaat van de coéfficiénten van
inteelt (COI) en coancestry (MacClure et al, 1988jinvloedt Drie maatregelen voor
stamboekrolledigheid werden gebruikt:

1. Volledig bekenelvoorouderlijke generaties (tot> 5 generatiedi} werd berekend
door vooroudergerug te tracerenper generatie tot ten minste éénnbekende
voorouder.

2. Gemiddeld equivalentaatste generaties EcG: de som van alle bekende
voorouders, waar elke voorouder wordastgesteld met /2n, waarbij n het aanta
is dat generaties scheidt vate voorouder van het individu.

3. Langste voorouderlijke pad (LARgt aantal generaties dat een individu uit de
verste voorouder scheidt. Dit getal komt overeen met het aanaktudo
generatieso ) en wordt berekend volgensshii FSA (i R (dierkt€elds - @1 y
gelijk is aarnet maximum: van de ouders plus één (Sargolzaei et al., 2006).

De eerste twee parameters werden berekend peboortgaar e 3
met de inteeltmonitor. De verdeling van de LAPs voor de h @ @ =
populatie werd lerekend met CFC. De interpretatie van de di ”‘H@"ﬂ ........ LE

parameters is weergegeven in figuur 4. In dit voorbeeld is |

aantal volledig bekend voorouderlijke generaties individuele - ] e

1 (twee grootouders ontbreken) en LAP is 3. Beis gelijk aan [z =
1,75, hetgeen d som is van de vastgestelde waarden van ¢ '
bekende voorouders, met andere woorden, twee ouders
(2 * 1/2), twee grootouders (2 *1/272) en één overgreo
ouder (1/273).

Coéfficiénten van inteelt everwantschap

De inteeltcoéfficiént van individueriden verwantschap tussen individueiiX® werden berekend

met de monitor en met CFC, die beide gebruik maken van een indirect algoritme dat is gebaseerd op
de vermenigvuldiging van deumerator relationshipmatrix. Dit algoritme is ontwikkeld doowo{eau
(Colleau, 2002)en aangepastdoor Sargolzaei et al. (Sargolzaei et al.,, 20@sgren werden
gegroepeerd pegeboortgaarom hetgemiddelde COI@ en de gemiddeldeerwantscha"Qper jaar

te berekenen.

CGenetische diversiteit, inteelt en effeiteve populatiegrootte

De verandering van de genetische diversiteit gedurende de ontwikkeling van de rassen werd
geévalueerd op twee anieren: het percentage inteelt/verwantschagn bjbehorende effectieve
populatieverhoudingeren parameters op basis vare dvaarschijnlijkheid van gen-oorsprong. De

mate van inteelt gedurende twee opeenvolgende janeerd eerst werd berekend met behulp van
(Oldenbroek &Vindig 2012):

Sty

Figure 4. Example of a pedigree
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_ F.—F,_.
ap}:“—_xl)
(l_Fx—l]

g | | NXyde€inteeltgraadper jaar is;@is het gemiddelde COI van dieren geboren in jaar X@n
COim A& KSG 3ISYARRSE RS "Qigeeil& multiplizadiadan ddditief SAar@dzienNJp 5 S
de heterozygote genotypefrequenties ien ingeteelde populatie gelijk is aan 2 pgH)l zoals



G SSNBSISPSYy Aeitdlijk de Bectie vak he¥er®Zygotieie na verloop van tijd verdwijnt.
Een natuurlijke log transformatie werd gebruikt om een lineaire relatie daarvan te bernadere

In(1—F)~ —AF, x + In(1 - F)

waarbijxKSG I Fydal f 2 NEWis deyemkideldd ISadikaddRes jask ia de pgriode

en"@ en"@zijn het gemiddelde COI in respectievelijk jaar 0 en jaar x. Onesdtgraadper generatie

S @S NJ] NIN@&Eengngvuldig NiBt dggeneratigterval.

9SYy SljdA @I fSYyidS o0SYIRSNAY3a 6SNR ISONHA] GQ 022N RS

Zowel inteelt als verwantschap binnen effectieve populatiegroottes werden daarna berekend voor

verschillende perioden volgerde klassieke formules (Falconer et al., 1996):

J.?'\'TEF = J—- J.i"\'TEr = l:

20F;en 20 fgen

waarp" O S y (X respectievelijk de inteeltgraad en verwantschapsgraad zijn per generatie.

Genetische diversiteitl: waarschijnlijkhalen van geretischeoorsprong

Parameters gerelateerd aan de waehijnlijkheid van gestische oorsprong- founder equivalent,
founder genoomequivalent en effectieve aantal nieunders- werden berekend met CF@n de
genetische diversiteit verdae beschrijvenFoundersverden gedefinieerd aldierenzonder bekende
oudersenwerden verondersteld geen genetische relatie met een autier in het stamboeklan hun
afstammelingen hebberDierenmet één ontbrekende ouder werden gedefinieerd als séyainders
Deware- en semifounderswaren verantwoordelijk voor de eerstgenetische diversiteit aanwezig in
de onderzochte populaties.

Het founderequivalent {(@) of effectieve aantalounderswordt gedefinieerd als het aantal evetlig
bijdragende founders die naar verwachting dezelfde genetische diversiteit producerendals
onderzochte bevolking. Een verschil tussen het totale aantal vadoudalersen de @wijst op een
ongelijke bijdrage van divunders dus selectie. Voor een referentiegroep bestaande uit dikeen
geboren in 2012015, werd de'@ berekend met CEKDe software implementeert de volgende
formule van Lacy (Lacy, 1989; Sargolzaei et al., 2006):

1
fe=
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waarbij Foun de set founders is, G is de verzameling dieren in de referentieg@®sple fractie genen
die oorspronkelijk afkomstigzijn van defounderj (als onderdeel van deelatie matriy en £€"°Qs het
aantal dieren irde groep.

Het foundergenoomequivalent(X¥), dat gelijk is aari®maar bovendien corrigeert voor het aandeel
founder genoom daterlorengaat doordrift, werd berekend met @ formule van Caballero en Toro
(Caballero & Toro, 2000; Sargolzaei et al. , 2006):

f 1

ge zjf

waarbijverwantschapChet gemiddeldds van de groep in kwestie. Het verschil tuss@en "(XDis
een indicatie van hedantal founders en nofounders tijdensde genetische drift. Dit verschil wordt
gekwantificeerd door het effectieve aantal niftunders (@Q, dat werd berekend met CFC als
(Caballero & Toro, 2000; Sargolzaei et al., 2006):
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Deverhouding van dgenetische diversiteit van deundersten opzchte van de referentiepopulatie
werd berekend met (Lacy, 1995):

GD.” 1 =

Efge ‘ zfé

waar de formule aan de linkerkant stasbor zowel de ongelijkéounder bijdrage als dgenetische

drift en de formule op de rechteijdealleenstaat voorde ongelijkefounder bijdrage. Hetverlies van

GD als gevolg van selectie en duiétrd vervolgens bepaald mdt "GDoen het verlies van Gals gevolg

van alleen selectieerd bepaald met 43Do*, waarbij wordt aangenomen dat de initiéle @Bgeveer

1 was Het verlies als gevolg van de oorspronkelijke drift opgebouwd overfoigder generaties

werd berekend B (Caballero & Toro, 2000)

1

2fne
Bijdragen van ddounder genenaan de genenpool (GP), gemiddelde inteeltcoéffici€i en de
gemiddeldeverwantschagQ van de referentiegroewerdenook berekend met CFK. Deze berekening
paste deeenvoudige vuistregdbe dat eenwillekeurig gekozeautosomaal allel van een individeen
kans heeft van 1/2 afkomstig te zijn van iedere ouder, 1/4 van een grootouded/@r tot een
voorouder in dexe voorouderlijke generatie. De bijdragen é@en"(componenten werdetberekend
volgens de methode van Sargolzaei en Colleau, waarbij de ontledin@®\@en de bijdragen van
Mendeliaansesamplingvariaties van voorouders omvat evelke vervolgens gekoppeld worden aan
de bijgedragen genen vajemeenschappelijke vooroudefSargolzaei & Colleau 2006;. Sargolzaei et
al, 2006).

GD, =1-—

GD," — GD,

2.2. Analyse van erfelijke aandoeningen
De bestanden metstamboomgegevens werden uitgebreid met de beschikbare informatie over de
genetische aandoeningen van belang. Voor de Markiesjes betreft ditatas van de PL als het
resultaat van het onderzoek door een dierenarigldels hetMeutstege protocol, de PRGatusals
het resultaat van het onderzoek door e&tCVQlierenarts en de resultaten van d&RCD DN+Aest.
Aangaande d&leuropathologievarenalleende getroffendieren bekend.Bijde Stabijhoun ging het
bijHDenER Y NB &adzf GF Sy @S NJemNds BVS-Y stadlidoin redtaténiaarsdy faddi 2 Q &
van DNAonderzoeken verkregenTen aanzien van epilepsie, PDA,GD waren alleen aangedane
dieren bekend
Prevalentie van een aandoening werd over het algemeen geschat als het aantal gerapporteerde
getroffendieren(€ ¢) in een periode gedeeld door het totaal aarda@rengeboren in dezelfde periode
(€9, die ook @ onaangetast dieren bevat(€d). Wanneer de resultaten van
gezondheidsonderzoeken en DNA testen beschikbaar waren, werden deze gebruikt ameeen
nauwkeurige schatting van de prevalentie krijgen. In deze situatiesl de prevalentie van de
gescreendalieren de "maximale prevalenti& vergeleken met het voorkomen in alle individuen, de
ominimak prevalenti€. Wanneer voldoende gegevens beschi&b waren, werd de prevalentie
geschat voor een recente periode (bijvoorbeeld 2@014) om inzicht te krijgen in de huidige
incidentie van de aandoening.
Sexegerelateerde aanlewerd onderzocht met het relatieve risico (RR)kamsenratio (OR). Beiden
werden berekend uit de mannelijke en vrouwelijke prevalentie:

pro P pp_Pi/(1—P)

P2 P2/ (1—ps)

waarbij n1de geschatte prevalentie voor groepelodl / € ¢€0l)is en p2de geschatte prevalentie voor
groep 2 €62 / £€ER). Voor lage prevalentigevende RR en OR zeer vergelgkb resultaten. Voor de
berekening van het 95%etrouwbaarheidsintervaldgs) werd het natuurlijke logatime van de RR en
OR genomen aangezien deeekproefverdeling van In (RR of OR) ongeveer norisaador grote



aantallen. Toerwerden de betrouwbaarheésintervagrenzen op de logaritmische schaal berekend
volgens de formules (Ott & Longnecker, 2010):
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waarbij 00.05 / 2gelijk is aan 1,96. De geschatte grenzen van de ClI van de OR werden verkregen via
machtsverheffen van de interval grenzen op ded¢haal.

Voor monogene aandoeningen werd de frequentie van het mutante allel (g) geschat met behulp van
het percentage van getroffen individuen in de populatie (q2). Er werd gecontroleerd of deze
eigenschappen in het Hardy/einberg Equilibrium (HWE) vielen of niet.

Andere stoornisspecifieke analyses, bijv. wat betreft de associatie tussen HD en ED, worden in de
desbeteffende hoofdstukken verklaard.

2.3. Simulatie varfokstrategieén

Het simulatieprogramma Rashondenbeheer werd gebruikt om het effect van verschillende
veredelingsstrategieén zoals de inteelttoename, de genetiatierval en de frequentie van erfelijke
aandoeningen te evalueren. Dit programma is ontwikkeld door Wageningen Universiteit als onderdeel
van het project Inteelt en Verwantschap in Rashonden (paragraaf 1.5).

Rashondenmanagement begint met de setup van de populatie. Het programma nheemt aan het begi
van de simulatie aan dat alle dierenverwant en niet ingeteeld zijn. De simulatie zelf bestaat uit vier
stappen die worden herhaald voor elke gesimuleerd jaar (figuur 5). Eerst wordt het nageslacht
gegenereerd gebaseerd oploor de parameters geinitialeerce paringen Daarna worden
inteeltcoéfficiénten van het nageslacht en de leeftijdnet aantal levende dieregeévalueerd. id¢rna
worden dieren geruimd gebaseerd op de leeftijdsverdeling van fikpopulatie en de toegepaste
paringsbeperkingen.Tenslote worden de foldieren geselecteerd uit de vernieuwd@&kpopulatie
(Windig et al., 2014).

De populaties varde Markiesjesen de Stabijhounerwerden opgezet met behulp vaalgemene
parameters zoals hetantal beschikbare teveroor de fokkerij, de leeftijdserdeling van de fakeren,

het aantal nesten per jaar en de verdeling van de worpgrootte. Deze parameters werden afgeleid uit
de resultaten van de stamleanalyse. Het aantal beschikbaiekdierenen nesten werden geschat

op basis van het gemiddelde aahtan de foklierenin de periode 201€2014. Aler eendpopula sire

S T ¥ Sddbviegzigwasin het ras, dwzls één of enkele hondeaen groot deel van deesten inde
periode20102014verwekten werd het aantal en de bijdrage van de topverervers ook irirdalatie
opgenomenDelbeperkingen werden gebruikt om de huidige fokbeleibeide rassen simuleren. Zo
werd het maximum aantal nesten per vader ingesteld gpeb levenvoor de Markiesjes en 1Qer

leven voor degabijhounen. De frequenties van monogemrefelijke aandoeningen, zoals verkregen uit

de analyse van erfelijke stoornissen, werden ook de kmsislaties ingevoerdDekbeperkingen ten
aanzien van deze aandoeningen werden gesimuleerd door te selecteren tegen de betdadam

en/of tegen dedragers Selectie tegefijderswerd uitgevoerd met behulp van eédodelijkef SST G A 2R ¢
dat wil zeggen de leeftijd tot welk@angedane dieremochtenfokken Deze leeftijdverd ingesteld

op 0 wanneer déjder niet mochtfokkenende ziektestatus werd vooradaand aan de minimumleeftijd
bekend. Selectie tegedragerswerd gesimuleerd met de volledige uitsluiting van mannelijke dragers
en/of vrouwelijke dragers. Selectie tegen polygene aandoeningen niet kon worden gesimuleerd met
de Rashondenbeheesoftware.
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Figure 5.Schematic overview of the simulation program Dog Breed Management (Windig et al., 2014)

Simulaties werden uitgevoerd met 25 herhalingeroger50 jaar petherhaling(tenzij anders vermeld
in de resultaten).



3. Resultaten Markiesje
In dit hoofdstuk worden de resultaten van de stamboomanalyse en simulatie van fokstrategieén voor
de analyse van erfelijke aandoeningen Markiesje gepresenteerd.

3.1. Stamboekonderzoek
In de dataset met 2407 Markiesjes waren er geenlsild vermeldingen, tweeslachtige dieren of
dieren die zijn geboren voor hun ouders.

Algemene parameters bevolking

In tabel 8 zijn de algemene populatie parameters, gemiddeld over alle Markiesjes in de dataset,
samengevat. Standaardafwijkingen en reeksgn@genomen om de (grote) spreiding in de grenzen
van de parameterwaarden te tonen. De mediaan is opgenomen om de scheefheid van de waarden van
de parameter aan te geven. Grafieken van de uitkeringen zijn opgenomen in bijlage I.

Table 8. General population parameters Markiesje

Parameter Mean + std. Median Range (mun. - max.) n
Life span (in vears) 125450 13.91 0.25-18.69 356*
Litter size 418x154 4 1-8 5537
Age (1n years) of:

- sires at birth progeny 310154 2.72 090-11.44 23187
- dams at birth progeny 392+1.66 353 0.51-925 23187
- stres at birth selected progeny 292144 2.57 0.90-10.00 549%
- dams at birth selected progeny 392+178 351 0.51-925 556%
Number of:

- progeny per sire 8.67+5.02 8 1-24 205"
- progeny per dam 7.04 =506 5 1-27 267"
- selected progeny per sire 248234 2 0-14 1337
- selected progeny per dam 1.88+226 1 0-12 1767

*Individuals born in 1977-1097 with a known date of birth and known date of decease.

= Unigue litters with known date of birth and known sire and dam.

T Progeny with known date of birth and known date of birth of sire/dam.

* Selected progeny with known date of birth and known date of birth of sire/dam.

* Sires/dams bom before 2008 (ensuring that on average a parent has had =95% of its progeny).

® Sires/dams bom before 2002 (ensuring that on average the parents” progeny has reached the age on which =05%
of the selected progeny has become parent).

Er was geen significamerschil in geslacht aangaande de gemiddelde levensduur (P = 0,275). Reuen
waren gemiddeld jonger bij de geboorte van hun nageslacht dan teven (P = 0,000 voor geselecteerde
nageslacht en voor iedereen). Reuen werden minder vaak gekozen voor de foakaeyven: 26,2%

van de mannen en 36,7% van de vrouwen geboren voér 2008 werden geselecteerd (zie ook figuur 6).
Reuen hadden gemiddeld iets meer nakomelingen dan teven (P = 0,001 voor alle nakomelingen, en P
= 0,047 voor geselecteerde nageslacht).

Het aantl nieuw geregistreerde dieren per jaar, bestaande uit pasgeboren pups en founders, steeg in
de eerste vier decennia van het ras en schommelt nu tussen de 90 en 140 (figuur 6). Ondanks het hoge
aantal Markiesjes dat werd gekozen, is het aantal pups dat \weselecteerd voor de fokkerij over

het algemen niet meer dan 30 per jaar. Hgeringe aantal, in combinatie met enkele tijdelijke
terugvallen (bijvoorbeeld 2007), zullen aanzienlijke willekeurige drift veroorzaakt hebben.



Gebaseerd op de bekende oveatéjpsdata en de geschatte levensduur is het aantal momenteel
levende individuen (in juni 2015) geschat op 1.219.
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140

—
d
=

100

80

60

40

No. of newly registered individuals

Year of birth

Figure 6 Number of newly registered Markiesjes per year of birth, comprisingooew pups and founders, that
were either selected for breewj or not (yet)

De gemiddelde leeftijd van de ouders bij de geboorte van hun nagesiaaintoe in de loop detijd,
van 3,02 in 198399 tot 3,75y in 2012014 y. Dgeneratieinterval steeg van 3,27 in 198392 tot
3,72 y y in 2002012. Een gemidde¢ generatieinterval van 3.42 werd gevonden voor alle ouders
geboren voo6r 2002.

Het aantal (geselecteerde) nakomelingaer ouder bleef min of meer constant over de jaren, zowel
teven als reuen(figuur 7). De schommelingen in de tijd werden grotendeel®meaakt door de
natuurlijke variatie in de worpgrootte en het aantadsten perouder dat varieerde tussen de 1 en 4
nesten.
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Figure 7 Average number of (selected) progeny per Markipsjent from 1974 to 2010
Worpgrootte en levensduur vertoonden ge&rends door de tijd heen, afgezien van kleine fluctuaties
rond het gemiddelde.



Compleetheid van het stamboek
Gedurende de ontwikkeling van het ras was en een gedurige toename in de compleetheid van het
stamboek, zoals te zien is in figuur 8.
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Figure 8. Pedigree completeness: proportion of Markiesjes with x ancestral generations comple
known (left) and average equivalent complete generations (right) from 1974 to 2015

Van meer dan 90% van de Markiesjes geboren na 2pifn minste 4 volledig geneaties bekend

en van meer dan 70% van de Markiegjeboren in 201%ijn tenminste 5 vollediggoorouderlijke
generaties 5 bekend. De gemiddelde equivalerdavolledigebekendegeneraties EcG steeg van 0

bij de vorming van het rast bijna 9 in 2015.

De maximale langsteoorouderlijkepad (LAP) in de dataset was 18 en meer dan 60% van de Markiesjes
had LAP> 10. De verdeling van de val is opgenomen in bijlage I.

Inteelt enverwantschap

Een totaal van 1952 inteelde dieren wegdidentificeerd. De stijgingan het gemiddelde COX)en

de gemiddeldeverwantschapQwaaronder slf-relaties door de tijd is weergegeven in figuur 9.
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Figure 9 Average inbreeding@[and average coancestrigncluding seftoancestry)
in the population of Markiesgefrom 1984 to 2014

Wanneer de fluctuaties genegeemdorden "Ovolg "Qmet een interval van ongeveer 8 jaarei2
intervalis groter is dan de generatiaterval (van 3,42), hetgeen een relatieve onderdrukking van de
inteelt aangeeft De inteelt ernverwantschapsgraadaren echter ongeveer gelijk sinds 1988. De piek
in"an 1989 kan worden verklaard door de geb@ovian twee relatief hoog inteeldeesten in dat jaar



(met een COI van 0,08 en 0,125). De [&ije 1998 was grotendeels toe te schrijveanadrie nesten,
dat een van de founderals ouderhaden dus een COI van 0. Deze drie nesteslaan ongeveegen
derde van de pups, dat wil zeggen, 20 van de 63 pups, geboren in dit jaar.

Genetische diversiteit 1, inteelt / verwantschapsgraad en effestiepopulatiegrootte

De huidige geetischediversiteit (GD) werd berekerals zijndeB7% van de aanvankge genetische
diversiteit Een inteelt percentage per generatig @) van 1,27% werd gevonden voor 198315,
wat overeenkomt met een effectieve populatiegrootte op basis eaninteeltgraad(0 QQ van 39,22.
Deze waarden zijn gebaseerd op de helling van de logaritmische regressie in figuur 10.
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Figure 10Logarithmic regression of-1@jagainst the year of birth for the period

19842015. The slope represents the increase in the average COI pési@ar
De stijging van d€OI per jaar en dgeassocieerd® ‘QOwas vrijconstantgedurendehet bestaan va
het ras. Om inzicht te krijgen in trends in de tijsrdende n"OXxE en § QCoerekend en gevisualiseerd
overeen periode van vijf jaar (figuur 11). De grote waargenotm&®overde periode 1996000 kan
worden verklaard door het relatief hog@n 1996 en 1997 en de uitschieter in 1998. Ondanks de daling
van den"OXxE sinds 2001yalt het rasnog steedsn de hoogste risicocategorie van tabel 2veordt
derhalve beschouwd alksen onaanvaardbaar hoog risit@bbendop de accumulatie van edfijke
aandoeningen en misschien felitsterven van het ras
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Figure 11 Rate of inbreeding3"Qf) and inbreeding effective population sid&Cx) in the Markiesje per five

year period from 1986 to 2015. Bars are filled according to the riglgosgies in table 2: black bars with white

dots indicate an (unacceptably) high risk, wafi@f > 1.0%, and empty white bars correspond to a (very) small

risk, witha"Qifg < 0.25% .



De verwantschap binnede effectieve populatiegrootte)(QQ over 19842015 was 47,61 en daarmee
iets hoger dan de)'QO Het verschil tussen dé'QQen (' QOwas vooral te wijten aan het hoge
basisniveau vaif)veroorzaakt door de opname vaarwante dierenen de nietoenemendeQussen
1984 en 1990. D& Q0Gschommelde meer in de tijd dan @eQQ maar bleef met uitzondering van de
eerste periode en de periode tussen 1996 en 2000der de 58.

Genetische diversiti 2: waarschijnlijkheid varherkomstvan genen

In totaal werden 54 founders in de datadmgevonderf'@ ). Van deze founders was 70,4fgboren
voor 1990 en 92,6% voor 1997. Naast déaenders waren er 31Markiesjes met alleen een
geregistreerdanoederen 13 Markiesjesnet alleen eergeregistreerdevader, deze 44 serdiounders
waren allen geboren voor 1997.

Voor de referentiegroep, bestaande uit atleerengeboren in 2012015,werd de waarschijnlijkheid
vande gerenoorsprong werd berekend. Deunderequivalent {(@) was 14,63het equivalent van het
foundergenoom (CXT) was 4,08 ehet effectieve aantal niefounders("@'Q was 5,65. De verhouding
"/ "@¢ovan 0,27 geeft een kleine tot matige afwijking van een gelijke bijdrage veoudders Deze
afwijking wordt verder toegelicht in tabel 9, waarin de tiunders met dehoogste bijdrage aade
gerenpool (GP) van de referentiegroep worden weergegeven.

Het aandeel van de aanvankelijke genetische diversiteit die is verloren als gevolg van een ongelijke
bijdragen vanfounders (:'CD *) was 3,4%. De totale hoeveelheid vedargenendoor zowel de
selectieals dedrift (1-"(D) was 122%. Dit leidde tot een verliesam genetische diversiteit als gevolg
van drift opgebouwd over nidioundergeneraties van 8,8%. Een verlies van 0,88% per generatie werd
geschat op basis van ~ @iBneraties die zijn verstreken sindsfdenders leefden

Table 9. The 10 founders with the highest contribution to the gene pool (GP)
of Markiesjes born in 2010-2015 (n = 641)

Contribution to

Registration number Name Sex Year of birth GP* Fl fT

100 GO GEEN VR Pom F 1977 0170427 0.030980 0.034289
242 GO GEEN VR Rasta M 1985 0.138879 0.016425 0.019375
106 GO GEEN VR Somja F 1974 0.062671 0.008773 0.010034
448 GO GEEN VR Lotje F 1988 0.055617 0.004189 0.005422
1145 GO VR 2458830 Tosca F 2000 0.048728 0.001208 0.002159
168 GO GEEN VR Trixie F unknown 0.046561 0.006977 0.007920
343 GO GEEN VR Wobbel F 1984 0.046257 0.003510 0.004506
608 GO GEEN VR Hummeltje F 1991 0.041034 0.002047 0.002958
371 GO GEEN VR Jody F 1988 0.033971 0.001538 0.002089
796 GO GEEN VR Jori F 1994 0.025418 0.000696 0.001245

* The probability of gene origin. ie. the fraction of genes in the group passed on by the founder.
T Contribution of genes of founders to the average COI and the average coancestry of the reference group, with F =0.102558

and f =0.122608 for the Markiesjes born in 2010-2015.

Uit tabel 9 kan worden afgeleid dat de kans dat een willekeurig gekozen gen uit een willekeurig
gekozen persoon die geboren zijn na 2@@@spronkelijk uit Pom of Rast@mt meeris dan 30%De

genen van deze twee foundstezamerzijnverantwoordelijkvoor0,047 (46%yYyande gemiddelde COI

en 0,054 (44%)yan de gemiddelde verwantschap De genen van de top funders droegen
respectievelijk47,6%, 60,0% en 58,1%j aan de GP, de gemiddelde COI @m gemiddelde
verwantschapEr waren 2Xfounders (39%) zonder bijdrage aan de huidige GP. Dseddfounders
droegen 14,2% bgan de huidige GP



3.2. Analyse van erfelijke aandoeningen

De resultaten van de patella luxatie, progressieve-code degerratie en de Neuropathologie
worden hieronder weergegeven. Andere erfelijke aandoeningen die gevonden werden in het ras zoals
epilepsie en cataract werden niet geanalyseerd, aangezien slechts enkele Markiesjes getroffen werden
door deze aandoeningen.

Patela luxatie (PL)

Een totaal van 644 Markiesjes werd onderzocht op de aanwezigheid van PL door dierenartsen, volgens
het Meutstegeprotocol. Al deze dieren werden geboren na 1984 en 67,4% werd geboren na 2006,
toen de gezondheidsscreening van potentiéle feken op PL verplicht werd gesteld. De totale
prevalentie van PL, van graad 1 tot 4 gecombineerd, was 21,74% in de gescreende dieren (tabel 10).
Geen duidelijke selectieffect was zichtbaar; de prevalentie in alle gescreende dieren geboren voor
2006 was 3,0%, de prevalentie in de periode 26RF09 was 16,4% en in Markiesjes geboren na 2009
was het 24,0%. De prevalentie van graad 2 tot 4, die alleen de Markiesjes bevat met spontane luxatie,
was 3,73%.

Teven werden iets vaker gescreend dan reuen, dat wijer, 29,9% versus 25,7% van het totaal. De
prevalentie was hoger voor vrouwen dan voor mannen voor PL; een vrouwetijkanelijk RR van

1,365 (C195: 1,009,845) voor graad-4 werd gevonden.

Table 10. PL status of 644 examined Markiesjes born betweaen 1984-2014

Males Females Total

PL status n %4 n %o n %

Grade I 48 15.89 68 19 88 116 18.01
Grade IT i} 1.99 15 439 21 3.26
Grade IIT 1 033 1 029 2 0.31
Grade TV 0 0 1 0.29 1 0.16
Unaffected 247 81.79 257 75.15 504 78.26
Total 302 100 342 100 o444 100

Voor 57 van deaangedane diererkon wordenvastgesteldof een of beide kniegewrichten as
aangedaanVan deze dieren (74%) hd@ stuksPL in beide knieén. Van 39 kniegewrichkem de
luxatierichting worden bepaaldll (28%) mediaal, 16 (41%) lataran 12 (31%) bidirectiorst

Progressieve rogone degeneratie Progressieve Retina Atrofie (PRARCD)

Er waren 303 Markiesjes een geregistreestatus van zowel de DN+#est als het ECVO PRED
oogonderzoek208 met alleen de DNAestresultaat en 64lierenmet alleen het ECVO resultaat. De
resultaten van beide proevemorden in tabel 11 en 1®eergegeven

Table 11. Observad genotype of Markiesjes with PRCD Table 12. PRCD status of Markiesjes with
DNA-test and expected genotypes under HWE ECVO eye-examination
PRCD genotype Ngpearved Y0 ghssrrad Doypected PRCD status n Yo
Homozygous normal 399 78.08 399 Affected 8 213
Heterozygous/carrier 105 20.55 105 Provisionally not clear 2 0.53
Homozygous mutant 7 1.37 7 Clear 366 97.34
Tatal 511 100.00 511 Total 376 100.00

In de groep die de DN#est had ondergaan was de prevalentie 1,37%, de frequentie van het normale
allel (p) was 0,88 en de frequentie van het mutante allel (q) was 0,12. Dit leidde tot een verwacht
aantal dieren pemllelfrequentie onder het Haly-Weinbergevenwicht (HWE) dag¢xact gelijkwerd



afgerond aarhet waargenomen aantal indduen (tabel 11). Aangezien @®odnesf-Fit statistisch

. H erid8 gwaarderespectievelijld en 1benadert wasie groep dieaande DNAtest onderworpen
was HWE, hetgeen wijgeenselectie Als weechterkijken naarde mutante allel frequentie in de tijd,
wasde door de rasvereniging toegepast selectieefief: g daalde van 0,17 in 20@809 (n = 103) tot
0,10 in 201€2014 (n = 364).

De prevalentie van de Markiesjegedet ECV@nderzoek ondergingewas2,13% en daarmee iets
hoger dan in de DN#estgroep.Er is geen geslachtsvoorkeggvonden voor PRCD.

Neuropathologie

Een totaal van 11 Markiesjes werd geregistrealsl lijder aan neuropathologiddezedieren waren
verdeeld over 6 nesten en werden allen geboren in 2D0B3. Een overzicht van de 6 getroffen nesten
wordt getoondin onderstaande tabel.

Table 13. Overview of litters with Markiesjes affected by neuropathology, showing the number of (affected)
pups, the litter’s F compared to the F of the year of birth and the number of (nodal common) ancestors

No. pups No. ancestors

Litter Dateofbirth SireID DamID  Affected Total Fpp  Fyemorom NCA*  Total

A 09-01-2003 1119G3 1085 G2 3 6 0.0805 0.0673 29 62
B 07-03-2006 1228G3  1120G3 3 5 0.0827 0.0781 42 78
C 04-10-2008 1628G4 1430G3 1 5 0.0786 0.0981 46 102
D 29-10-2010 1762G5 1490G4 1 4 0.1082 0.0970 61 121
E 07-02-2012 1923G3 1701 G4 1 5 0.1288 0.1045 89 130
F 12-11-2013 1902 G4 1738 G5 2 6 0.1158 0.1068 78 160

* Nodal common ancestors are ancestors that occur both in the paternal and maternal line of an individual’s pedigree. They
are the ancestors on which the mdividual/litter 15 inbred.

De COl van de getroffen nesten was hoger dan het gemiddelde van alle Markiesjes geboren in hetzelfde
jaar, met uitzondering van nest C. Dit geeft aan dat de manifestatie van de aandoening het gevolg van
inteelt zou kunnen zijn. Deze observatie kan echtdc aan toeval te wijten zijn. Ongeveer 3 (11/31)

van de 6pups in het nest werden getroffen, hetgeen hoger is dan de verwachte verhouding van 0,25
VOoor een monogene autosomaal recessieve aandoening. De waargenomen hoeveelheid verschilde
echter nig significant van 0,25 (P = 0,128zijdig binomiale test).

Onder de aanname dat de Neuropathologie een monogene autosomaal recessieve aandoening is,
werd de mutante allel frequentie voor alle dieren geboren na 2003 geschat op 9% (g = 0,090). Onder
HWE »u dit een heterozygote frequentie (2 PQ) van 0,17 geven, wat overeenkomt met een totaal van
218 dragers die zijn geboren na 2002. Als de getroffen dieren en hun broers en zussen en ouders
zouden worden uitgesloten van de fokkerij, zal het feitelijke alat@agers naar verwachting lager zijn

dan 218 .

Er werden gedeeltelijke inteeltcoéfficiénten van de NCAs berekend om inzicht te krijgen in de
potentiéle dragers en de mogelijke herkomst van het mutante allel (nog steeds uitgaande van een
monogenische autasmaal recessieve aandoening). De NCAs met een relatief hoge bijdrage aan het
COl van de getroffen dieren zijn weergegeven in tabel 14. De bijdrage van de NCAs in deze tabel wordt
gemiddeld over de 6 getroffen nesten. In bijlage 2 een soortgelijke tatl (23 is opgenomen, waarin

de invloedrijke NCAs worden aangegeven per getroffen nest. Ervan uitgaande dat de wijze van
overerving autosomaal recessief is, zijn de NCAs met een hoge verhouding tussen hun bijdrage aan het
COl van de getroffen nestmiaxt) en hun bijdrage aan de gemiddelde COI van de referentie van de
referentiepopulatie (@ o potentiéle dragers van het gemuteerde allel. Voorbeelden hiervan zijn de
NCAs 71%3 van nest B,198 G3ran nest E en 1088 G3 van nest F.



Table 14. Nodal common ancestors (NCAs) of affected litters with a difference between the litters’ average
partial inbreeding coefficient ( F}}-_m} and the average partial inbreeding coefficient of the reference
population f.f}j-,,gf) of more than 0.001 and/or a F; jticeers that is more than 2 times the f’,—d,-”f. Thejin Fy;
represents the NCA and the i the inbred individual/litter. The reference population consists of all unaffected
individuals born since 2003, excluding litter mates of affected individuals (n =1299).

NCADD Fejzee Fijrr Fijtic = Fijref Fijaic | Fijref
713 G3 0.004261 0.000246 0.004016 1735
1088 G3 0.002841 0 0.002841 X
348 G1 0.006471 0.004555 0.001916 142
242 GO 0.008329 0.006493 0.001836 1.28
415 G2 0.002806 0.001309 0.001498 2.14
1198 G3 0.001420 0.000232 0.001189 6.13
108 GO 3.93E-05 1.49E-06 3.78E-03 39.81
730 G3 0.000355 T.TAE-D5 0.000278 459
701 G2 0.000355 T.83E-05 0.000277 454
594 G2 0.000355 8 85E-05 0.000267 401
390 G2 0.001347 0.000577 0.000770 2.33

De bijdrage van foundergenen aan de genenpool, het gemiddelde COI en de gemiddelde verwantschap
van de getroffen nesten werd ook vergeleken met de bijdrage van deze founders aan de
referentiegroep. Het resultaat van deze vergelijking wordt gegeven i tain bijlage 2Als dewijze

van overerving inderdaad autosomaal recessigfas een van ddoundersin deze tabel (bv 796 GO,

GO GO 168 of 106etmutante allel in de populatie hebben ingevoerd.

3.3. Simulatie varhet fokbeleid

De in de stambooranalyse verkregen resultaten werden gebruikt als input voor het
simulatieprogramma. De inpulie werdgebruikt voor de basissimulatie is opgenomen in bijlage 4.
Hieronderworden de resultaten van desimulaties van verschillende strategieénbeperken van
dekreten, sturen op verwantschap en heitbreiden van de populatiegrootte gepresenteerd. De
invloed van de selectie tegen monogene aandoeningen aan de igtaallis ook geévalueerd.
Reubeperkingen fokkerij

Verschillende combinaties valeversgebaseerden jargebaseerdedekrewbeperkingen werden
gesimuleerd. Het effect van deze beperkingen op inteelttoename per generatie en de generatie
interval (als het gemiddelde van 25 simulatieruns) wordt getoondspectievelijkrlabel 15A en 15B.



