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1. Einleitung

Auswilderungen sind in Luxemburg nicht nur 
gesetzlich verboten (ANONYM 1956), sie bergen 
auch das Risiko der Einschleppung von Krank-
heiten (KAHN et al. 2004, FEVRE et al. 2006). 
In einer früheren Studie wurden, per Genetik, 
Beweise erbracht, dass Rotwild im Nordwesten 
Luxemburgs nicht der autochthonen Population 
angehörte (FRANTZ et al. 2006). Die genetischen 
Profi le der verdächtigen Tiere, erstellt anhand 
von Mikrosatelliten, unterschieden sich wesent-
lich von Referenzprofi len einheimischer Tiere. 
Es konnte somit, mit hoher Sicherheit, ausge-
schlossen werden, dass diese Tiere aus lokalen 
Populationen stammten. Ziel der Luxemburger 
Forstverwaltung war es, einwandfrei illegale 
Auswilderung nachzuweisen, um dadurch von 
weiteren Auswilderungen abzuschrecken.
Ein Problem der vorangegangenen Untersu-
chung war es, dass keine hochwertigen Ge-
webeproben von den verdächtigen Tieren zur 
Verfügung standen, sondern dass DNS aus 
Wurzeln von ausgefallenen Haaren gewonnen 
werden musste (FRANTZ et al. 2006). Es ist be-
kannt, dass sich dieses Material eher schlecht 
zur Genotypisierung mit Mikrosatelliten eig-
net, da die DNS teilweise degeneriert ist (z.B. 
MORIN et al. 2001). Es war daher nötig, spe-
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zielle Vorsichtsmaßnahmen zu ergreifen, um 
verlässliche Genotypen zu erstellen (FRANTZ et 
al. 2006). Insgesamt wurden vier verschiedene 
genetische Profi le identifi ziert, d.h. Haare von 
vier verschiedenen Tieren wurden gesammelt. 
Alle Profi le wurden wenigstens zweimal geno-
typisiert, um sicherzustellen, dass die Resultate 
verlässlich waren. Jedes der vier Profi le wies je-
doch wenigstens eine Ausprägung (Allel) eines 
Mikrosatelliten auf, die nicht in der Referenz-
population vorkam. Die Echtheit dieser soge-
nannten privaten Allele konnte nur bei einem 
verdächtigen Tiere einwandfrei belegt werden, 
da mehrere Haare von diesem Tier gesammelt 
wurden und die entsprechenden genetischen 
Profi le dieses private Allel aufwiesen. In den 
drei anderen Fällen bestand die theoretische 
Möglichkeit, dass die privaten Allele ein Probe-
spezifi sches Artefakt waren, das durch schlech-
te Qualität des DNS Extraktes entstand.
In Luxemburg herrscht Meldepfl icht für erlegte 
Hirsche. In den Jahren 2005 und 2006 waren 
Beamte der Luxemburger Forstverwaltung 
bei einem erlegten und einem totgefahrenen 
Hirschen auf Ohrmarkenspuren aufmerksam 
geworden. Diese zwei verdächtigen Tiere er-
möglichten es daher, genetische Profi le aus 
hochwertigen Gewebeproben zu erstellen und, 
ähnlich wie in FRANTZ et al. (2006), die Wahr-
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scheinlichkeit ihrer Zugehörigkeit zu der loka-
len Population zu errechnen.
Ziel der hier vorgestellten Untersuchung war 
es, anhand von hochwertigen Gewebeproben 
erstellten genetischen Profi len, weitere Be-
weise für illegale Aussetzungen von Rotwild in 
Luxemburg zu fi nden. Sollten die beiden ver-
dächtigen Tiere mit hoher Wahrscheinlichkeit 
als nicht autochthon eingestuft werden, dürfte 
ein letzter, schwer angreifbarer, Beweis er-
bracht worden sein, dass Hirsche in Luxemburg 
ausgewildert wurden. 

2. Methodik

Um eine Vergleichsbasis zwischen autochthonen 
und ausgewilderten Tieren zu schaffen, wurden 
für 412 Gewebeproben aus Frankreich, Luxem-
burg, Belgien, dem Hunsrück und der Eifel ein 
aus 13 Mikrosatelliten bestehendes genetisches 
Profi l erstellt. Die Proben mussten über eine re-

lativ große Region gesammelt werden, um die 
Möglichkeit auszuschliessen, dass die verdäch-
tigen Tiere aus Nachbarregionen zugewandert 
waren (Abb. 1). Wie in FRANTZ et al. (2006) er-
klärt, war es notwendig, die genetische Struktur 
der Referenzpopulation zu untersuchen, da das 
Verbinden von genetischen Profi len aus ver-
schiedenen genetischen Subpopulationen die 
Wahrscheinlichkeitsrechnung verfälscht (FAVRE 
et al. 1997, GOUDET et al. 2002).
Mit Hilfe des Programmes BAPS v.4.1 
(CORANDER et al. 2006), identifi zierten FRANTZ 
et al. (2006) drei verschiedene genetische Po-
pulationen (Abb. 1): Alle Tiere, die in Luxem-
burg, Belgien und in Rheinland-Pfalz nördlich 
der Mosel erlegt wurden, konnten einer Sub-
population zugeordnet werden (Population 
„Nord“), während die meisten Tiere aus dem 
Hunsrück südlich der Mosel einer weiteren 
Subpopulation angehörten (Population „Süd“). 
Die französischen Hirsche bildeten die dritte 
Subpopulation (Population „Frankreich“). Es 

(a)                                                                                  (b)

Abb. 1
(a) Verteilung der gesammelten Proben. Scharzes Qua-
drat: Herkunft der vier verdächtigen Tiere von denen 
Haarproben gesammelt wurden (siehe Frantz et al. 
2006). Weisses Oval: Herkunftsoft der zwei verdäch-
tigen Tiere von denen Gewebeproben zur Verfügung 
standen. 

(b) Karte der mit Programm BAPS bestimmten Grup-
penzugehörigkeit der Tiere in der Referenzpopulation
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konnte nun errechnet werden, dass drei der vier 
Haarproben, mit einer Sicherheit von mehr als 
99,9 % aus keiner der drei genetischen Popula-
tionen stammten. Der vierte Hirsch konnte mit 
ähnlich hoher Sicherheit aus zwei Populationen 
ausgeschlossen werden, aber mit nicht mehr als 
99,6 % aus der Dritten.
DNS wurde mit Hilfe einer Ammonium Aze-
tat Methode isoliert (RICHARDSON et al. 2001). 
Die Proben wurden mit Hilfe von dreizehn 
Mikrosatelliten untersucht: BM1818, Cer14, 
CSPS115, CSSM14, CSSM16, CSSM19, 
CSSM22, CSSM66, ETH225, Haut14, ILSTS06, 
INRA35, MM12 (KUEHN et al. 2003). Genauere 
Details zur Methodik befi nden sich in FRANTZ 
et al. (2006). Mit einer Aussnahme wurde je-
der der 13 Mikrosatelliten, in jeder der beiden 
Gewebeproben, wenigstens dreimal amplifi -
ziert. Falls in den verdächtigen Profi len ein 
Allel auftrat, das nicht in der Referenzpopula-
tion vorkam, wurde dessen Echtheit bestätigt, 
indem der in Frage kommende Mikrosatellit, in 
einer zweiten, unabhängig extrahierten, DNS 
Probe ein weiteres Mal amplifi ziert wurde.
Ein sogenannter „Exklusions Test“ im Pro-
gramm GENECLASS2 (PIRY et al. 2004) wurde 
benutzt, um die Wahrscheinlichkeitswerte zu 
errechnen für die Hypothese, dass die suspekten 
Individuen in einer der drei Subpopulationen 
geboren wurden. Anhand von Allelfrequenzen 
in den lokalen Populationen werden eine große 
Anzahl (z.B. 1000 oder 10 000) genetische Pro-
fi le simuliert und mit den zu bewertenden Pro-
fi len verglichen. Um ein zu bewertendes Profi l 
mit, zum Beispiel, mehr als 99,9 % Sicherheit 
aus der lokalen Population ausschließen zu kön-
nen, muss das Profi l in weniger als einem aus 
tausend simulierten genetischen Profi len vor-
kommen (RANNALA und MOUNTAIN 1997, COR-
NUET et al. 1999). Wie bereits erwähnt, muss die 
Wahrscheinlichkeit für jede einzelne Subpopu-
lation errechnet werden. Die bayesischen Kri-
terien von RANNALA und MOUNTAIN (1997) wur-
den für die Zugehörigkeitsbestimmung benutzt 
und die Methode von PAETKAU et al. (2004) für 
die Wahrscheinlichkeitsrechnung. In den Ex-
klusions Tests wird angenommen, dass alle Mi-
krosatelliten sich im Hardy-Weinberg Gleich-
gewicht befi nden. Wie zuvor berichtet, war dies 
nicht der Fall für Mikrosatellit CSSM66 in der 
nördlichen Population, die Luxemburg, Belgien 

und die Eifel umfasste (FRANTZ et al. 2006). Die 
Auswertung wurde deshalb mit und ohne die-
sen Lokus ausgeführt.

3. Resultate

Die Profi le der zwei verdächtigen Tiere sind in 
Tabelle 1 zusammengefasst. Mit Ausnahme von 
Lokus CSSM19 in Probe CM 464, wurden alle 
Mikrosatelliten wenigsten dreimal amplifi ziert. 
Dabei wurde stets der gleiche Genotyp erhalten. 
Lokus Haut14 in CM 464 hatte ein Allel (127), 
das nicht in den Referenzpopulationen vorkam. 
Dieses Allel wurde auch in der zweiten, unab-
hängig extrahierten Probe erhalten, so dass es 
sich hierbei nicht um ein Artefakt handelt.
Die Wahrscheinlichkeit, dass die zwei verdäch-
tigen Tiere den drei einheimischen Populationen 
angehören, ist in Tabelle 2 zusammengefasst. 
Tier CM 464 konnte mit großer Wahrschein-
lichkeit von allen drei Subpopulationen aus-
geschlossen werden (P ≤ 0.0003). Die Wahr-
scheinlichkeit, dass Tier GA 13/06 aus den bei-
den Populationen im Haupstudiengebiet (nicht 
Frankreich) stammte, war höher, lag jedoch 
noch unter 0,005. Wie zuvor berichtet, war Mi-
krosatellit CSSM66 nicht im Hardy-Weinberg 
Equilibrium in der Population, die Luxemburg, 
Belgien und die Eifel umfasste. Prinzipiell wur-
den die gleichen Resultate erzielt, wenn Lokus 
CSSM66 nicht in die Auswertung mit einbezo-
gen wurde (Tabelle 2).

4. Diskussion

In einer vergangenen Studie wurden Beweise 
erbracht, dass vier Stück Rotwild illegal in 
Luxemburg ausgewildert wurden (FRANTZ et 
al. 2006). Drei der vier Tiere konnten mit mehr 
als 99,9 % Sicherheit aus allen drei Populati-
onen im Studiengebiet ausgeschlossen werden. 
Ein Problem dieser vorangegangenen Unter-
suchung war es, dass die genetischen Profi le 
von DNS erstellt wurden, die aus Wurzeln von 
ausgefallenen Haaren gewonnen wurde. Ob-
wohl eher unwahrscheinlich, blieb deshalb die 
Möglichkeit bestehen, dass die Privaten Allele, 
die in den Profi len der verdächtigen Tiere vor-
kamen, ein Probe-spezifi sches Artefakt waren, 
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Tabelle 1   Genotypen der zwei verdächtigen Proben, 
die durch wiederholtes Amplifi zieren erhalten wurden. 
Der Konsens Genotyp wurde für weitere Analysen be-
nutzt. 

Probe Allele der Mikrosatelliten

BM1818 Cer14 CSPS115 CSSM14 CSSM16 CSSM19

CM 464 243 252 222 226 246 252 140 140 152 160 149 167

243 252 222 226 246 252 140 140 152 160 149 167

243 252 222 226 246 252 140 140 152 160

243 252 152 160

2. Extrak

Konsens 243 252 222 226 246 252 140 140 152 160 149 167

GA 13/06 252 260 226 226 246 246 140 142 152 160 154 154

252 260 226 226 246 246 140 142 152 160 154 154

252 260 226 226 246 246 140 142 152 160 154 154

252 260 226 226 246 246 140 142 152 160

Konsens 252 260 226 226 246 246 140 142 152 160 154 154

Probe Allele der Mikrosatelliten

CSSM22 CSSM66 ETH225 Haut14 ILSTS06 INRA35 MM12

CM 464 214 220 184 186 157 159 125 127 282 296 117 118 85 85

214 220 184 186 157 159 125 127 282 296 117 118 85 85

214 220 184 186 157 159 125 127 282 296 117 118 85 85

214 220 184 186 157 159 85 85

2. Extrak 125 127

Konsens 214 220 184 186 157 159 125 127 282 296 117 118 85 85

GA 13/06 218 218 186 186 157 157 116 125 288 290 117 118 83 83

218 218 186 186 157 157 116 125 288 290 117 118 83 83

218 218 186 186 157 157 116 125 288 290 117 118 83 83

218 218 186 186 116 125 288 290 117 118 83 83

Konsens 218 218 186 186 157 157 116 125 288 290 117 118 83 83

Das fettgedruckte Allel kam nicht in der Referenzpo-
pulation vor. Im Falle von Probe CM 464 wurde Lo-
kus Haut14 in einer zweiten, unabhängig extrahierten, 
DNS Probe ein weiteres Mal amplifi ziert.
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das durch schlechte Qualität des DNS Extraktes 
entstand.
Für diese Studie standen uns hochwertige Ge-
webeproben von Hirschen, die mit Ohrmarken-
löchern aufgefunden wurden, zur Verfügung. 
Mehrmaliges Wiederholen der Genotypisierung 
ergab jedesmal die selben Resultate. Lokus 
Haut14 im Profi l CM 464 hatte ein Allel, das 
nicht in den Referenzpopulationen vorkam. Es 
wurde auch in der zweiten, unabhängig extra-
hierten, Probe erhalten. Diese Ergebnisse lassen 
keinen Zweifel an der Verlässlichkeit der gene-
tischen Profi le der verdächtigen Tiere zu. Des-
weiteren kam das private Allel auch in einer der 
vier Haarprofi le (HP1) aus FRANTZ et al. (2006) 
vor, was, im Nachhinein, einen Beweis für die 
Verlässlichkeit dieses Genotyps erbringt.
CORNUET et al. (1999) und MANEL et al. (2002) 
haben vorgeschlagen, dass in „Kriminalfällen“ 
Tiere mit mehr als 99,9 % Sicherheit aus einer 
Population ausgeschlossen werden sollten. In 
ökologischen Studien begnügt man sich hinge-
gen meistens mit 99 % (z.B., SCHULTE-HOSTEDDE 
et al. 2001, BURNS et al. 2004, PRUETT und WIN-
KER 2005). Die Wahrscheinlichkeitsrechnung 
zeigte, dass Probe CM 464 mit mehr als 99,9 % 
Sicherheit nicht aus den drei Populationen im 
Studiengebiet stammte. Das zweite Tier konnte 
mit 99.5 % Sicherheit aus allen drei Gruppen 
ausgeschlossen werden. Nur drei Tiere, in einer 
Referenzpopulation von 412 Individuen, konn-
ten mit einer ähnlich großen Wahrscheinlich-
keit aus allen Population ausgeschlossen wer-
den (FRANTZ et al. 2006). Da beide Tiere Spuren 
von Ohrmarken in den Ohren aufwiesen, kann 
also geschlussfolgert werden, dass beide Tiere 
aus Gattern ausgewildert wurden.

Zusammenfassung

Auswilderungen sind in Luxemburg gesetzlich 
verboten. In einer vorangegangenen Studie 
wurden, per Genetik, Beweise erbracht, dass 
Rotwild illegal ausgewildert wurde. Ein Pro-
blem dieser vorangegangenen Untersuchung 
war es, dass die genetische Profi le von DNS 
erstellt wurden, die aus Wurzeln von ausge-
fallenen Haaren gewonnen wurde. Die Mög-
lichkeit, dass die genetischen Profi le der ver-
dächtigen Tiere ein Probe-spezifi sche Artefakt 
enthielten, konnte nicht absolut ausgeschlossen 
werden. In diesem Beitrag wurden genetische 
Profi le von zwei toten Hirsche erstellt, die Ohr-
markenspuren aufwiesen. Es standen hochwer-
tige Gewebeproben zur DNS Extrahierung zur 
Verfügung. Wiederholte Genotypisierung erg-
ab verlässliche genetische Profi le. Beide Tiere 
konnten mit Sicherheit aus den lokalen Popu-
lationen ausgeschlossen werden, was einen 
weiteren Beweis für das illegale Aussetzen von 
Hirschen in Luxemburg erbrachte.

Summary

Further evidence for illegal translocation of 
red deer (Cervus elaphus) in Luxembourg
In the Grand Duchy of Luxembourg, it is illegal 
for private individuals to translocate game spe-
cies. Genetic evidence for the illegal introduc-
tion of a group of red deer was presented in a 
previous study. However, the genetic profi les 
of the suspect individuals had been generated 
from DNA extracted from shed hairs. It was not 
possible to absolutely exclude the possibility 

Probe Wahrscheinlichkeit der Populationszugehörigkeit

Alle Mikrosatelliten Ohne CSSM66

A Nord Süd Frankreich A Nord

CM 464 13 0.0003 < 0.0001 < 0.0001 12 0.0003

GA 13/06 13 0.0034 0.0044 < 0.0001 12 0.0046

Tabelle 2   Mit GENECLASS 2 errechnete Wahrscheinlich-
keit (P), dass die im Verdacht von illegaler Einführung 
stehenden Tiere aus den heimischen Population stam-
men. 

A= Anzahl der ausgewerteten Mikrosatelliten. 
Nord = Population in Luxemburg, Belgien und Eifel; 
Süd = Population im Hunsrück und Saarland.
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that these profi les contained spurious alleles. 
Here, we generated genetic profi les from tissue 
samples of two dead deer that were suspected 
of clandestine introduction, owing to traces 
of earmarks. Reliable profi les were generated 
through replicate genotyping. Both deer could 
be excluded with high confi dence from the three 
genetic populations in the study area, providing 
yet further evidence for illegal introduction of 
red deer into Luxembourg.
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