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Ziele und Aufgabenstellung des Vorhabens

1. Ziele und Aufgabenstellung des Vorhabens

In der Richtlinie des Bundesministeriums fur Ernghrung und Landwirtschaft (BMEL) vom 28.
Januar 2015 zum Modell- und Demonstrationsvorhaben definiert Abschnitt 2 Gbergeordnet die
Erhaltung und nachhaltige Nutzung der Agrobiodiversitat, also die Erhaltung der Vielfalt der
landwirtschaftlichen Nutztiere, als Gegenstand der Forderung. Erhaltung kann nur dann
nachhaltig realisiert werden, wenn bedrohte Rassen hinsichtlich ihrer Leistung und/oder
Alleinstellungsmerkmale im Vergleich zu ,gréReren Rassen konkurrenzfahig bleiben. Wahrend
insbesondere in den groRen Milchviehpopulationen wie Deutsch Holstein (HOL) oder Fleckvieh
(FV) die Einfuhrung der genomischen Selektion zu einer weitergehenden Optimierung der
Zuchtprogramme mit rasantem Zuchtfortschritt fur Merkmale der konventionellen
Leistungsprufung beigetragen hat, profitieren kleine, vom Aussterben bedrohte Rassen wie das
Deutsche Schwarzbunte Niederungsrind (DSN) von diesen hocheffizienten Zuchtverfahren und
vom aktuellen Entwicklungsfortschritt auf dem Gebiet der genomischen Zuchtwertschatzung
(gZWS) trotz des offensichtlichen Potenzials bisher nicht. Basis fur die gZWS sind kommerzielle
Genotypisierungs-Chips auf Basis von Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs; engl.: ,single
nucleotide polymorphisms®), die speziell auf die popularen Rassen ,zugeschnitten“ sind. Bei
dieser kommerziellen SNP-Chip Entwicklung spielen die genomische Architektur der
Hochleistungsrassen und die  konventionellen  Zuchtzielmerkmale  (insbesondere
Produktionsmerkmale) eine entscheidende Rolle. Wahrend in grof3en Populationen wie HOL
und FV durch genomische Selektionsschemata ein beschleunigter Zuchtfortschritt beobachtet
werden kann, bleiben kleinere, bedrohte Populationen im Hinblick auf ihre Wettbewerbsfahigkeit
im Vergleich zu den grofl3eren Rassen zuchterisch zunehmend weiter zurtick.

Dariuiber hinaus sind ein gutes Inzuchtmanagement und die Erhaltung der genetischen Diversitat
fir Rassen mit kleiner Populationsgréf3e von besonderer Bedeutung. Ziichterische Strategien
miissen somit zwei zentrale Bedingungen gleichzeitig berilicksichtigen: Die Maximierung von
Zuchtfortschritt bei gleichzeitiger Restriktion flr zukinftige verwandtschaftliche Beziehungen
bzw. Maximierung von Kennzahlen der genetischen Diversitat. Die genaueste Beurteilung der
Diversitat ist moglich (insbesondere bei unzureichender Tiefe der Abstammungsdateien), wenn
hierzu genomische SNP-Markerdaten verwendet werden. Dabei erscheint der
Heterozygotiegrad basierend auf SNP-Markerdaten die aktuell beste Maf3zahl, um genetische
Variabilitat innerhalb von Populationen zu beschreiben. Allerdings kann auch dieser
Heterozygotiegrad nur dann genau abgeleitet werden, wenn die Vollgenomsequenzen (VGS)
der Tiere bekannt sind (Malomane et al., 2018). VGS-Daten haben den Vorteil, dass die fur die
Auspragung eines Merkmals verantwortlichen Genvarianten mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit
enthalten sind. Im Rahmen der Sequenzierung werden Informationen von tber 3 Milliarden
Basen des gesamten Genoms generiert und daher alle genomischen Unterschiede zwischen

den sequenzierten Tieren erfasst und abgebildet. Sequenzierungen von VGS in grof3en
1



Ziele und Aufgabenstellung des Vorhabens

Stichproben ist aber aufgrund der derzeit noch hohen Kosten der Sequenzierungsverfahren
nicht finanzierbar. Es muss das Ziel sein, im Modellvorhaben auf der Basis von VGS-Daten
weniger Tiere einer Population diejenigen SNP-Marker zu identifizieren, die notwendig sind, um
zuklnftig einen kostengunstigen ,low density“ SNP-Chip im Sinne effizienter Diversitatsstudien
unter Berlcksichtigung von vielen genotypisierten Tieren anwenden zu koénnen.
Genotypisierung meint hierbei (und auch in allen weiteren diesbezlglichen Textstellen) die
Nutzung kommerzieller SNP-Chips. Hier gibt es z.B. den sogenannten lllumina Bovine
Eurogenomics 10K low-density chip (ca. 10.000 SNPs = ,low-density chip®) oder den lllumina
BovineSNP50 BeadChip (ca. 50.000 SNPs = ,medium-density chip“), mit denen die Tiere fur
routinemafige gZWS genotypisiert werden. Insgesamt umfasst das Rindergenom aber 25-30
Millionen SNPs. Es besteht somit die Herausforderung, die wesentlichen SNPs aus dem VGS-
Datensatz zu identifizieren, die sowohl fiir genetische Diversitatsstudien als auch fir eine
kommerziell zu entwickelnde gZWS beim DSN am besten geeignet sind.
Das zentrale Ziel des Vorhabens bestand in der Entwicklung und Erprobung eines spezifischen,
auf die Rasse DSN angepassten custom-SNP-Chip-Arrays fir den Einsatz in der gZWS sowie
fur weitergehende Anwendungen zum Management der genetischen Diversitat. Das Vorhaben
diente als Modell fur die zichterische Weiterentwicklung und Sicherung der genetischen
Diversitat in bedrohten Rassen bei Nutzung modernster Verfahren der Molekulargenetik,
Bioinformatik und Zuchtwertschatzung am Beispiel DSN. Innovativ war insbesondere die
Vorgehensweise, auf Basis engmaschiger genomischer Informationen kombiniert mit
modernsten genetisch-statistischen Verfahren der Bioinformatik, Zielvorstellungen zur
ziichterischen Rasseverbesserung zu realisieren, ohne auf Fremdgensequenzen bzw.
genmanipulative MaRnahmen zurlickgreifen oder ausweichen zu missen.
Der Modellcharakter des Vorhabens manifestierte sich in folgenden Arbeitszielen:
1. Auf- und Ausbau einer informativen Lernstichprobe in der Rasse DSN (Arbeitspaket (AP) 1)
2. Entwicklung und Weiterentwicklung einer Pipeline zur Imputation der DSN-Sequenzdaten in
SNP-Chip Daten (API)
3. Konstruktion eines custom-made SNP-Chips fur die Rasse DSN unter Beriicksichtigung von
i) ,neuen Merkmalen® der Adaptation und des Tierverhaltens und
i) von Diversitatskennzahlen (u.a. Heterozygotiegrad tiber SNP-Marker) (APII)
4. Erprobung des neu entwickelten DSN-spezifischen SNP-Chips mittels genetisch-
statistischer Anwendungen (APIII)
5. Entwicklung und Umsetzung von Monitoringverfahren zur Sicherung der genetischen
Diversitat in der DSN-Population (APIV)
6. Evaluierung der Ubertragbarkeit des DSN SNP-Chips auf andere Rassen (APV)

7. Transfer der Ergebnisse in die Praxis (APVI)
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1.1 Planung und Ablauf des Vorhabens

Der geplante Projektstart am 01.04.2019 verzogerte sich um drei Monate, da die/der
wissenschaftliche Mitarbeiter/in der Arbeitsgruppe Tierzucht-Giel3en (TZ-GI) erst zum
01.07.2019 und der Arbeitsgruppe Tierzucht-Berlin (TZ-BER) mit vier Monaten Verzégerung
nach Projektstart, also zum 01.08.2019 eingestellt werden konnten. Somit ergab sich ein
verspateter Projektstart ab dem 01.07.2019 und damit eine Laufzeit des Projektes bis
31.07.2022. Neben den Verzdgerungen des Projektstartes in 2019 hat die Corona-Pandemie in
2020 und 2021, sowie ein Cyber-Angriff Ende 2019 auf die Justus-Liebig-Universitat GieRen mit
der Folge eines mehrmonatigen Ausfalls des Internets und einem beschrankten Zugriff auf
Datenbanken und Rechenserver zu Verzégerungen im Projekt gefuihrt. Der Projektzeitraum
verlangerte sich somit um nochmals sechs Monate bis zum 31.01.2023. Der angepasste
chronologische Ablauf der Arbeiten in dem Projektvorhaben ist in Tabelle 1 aufgeflihrt. Die

Planung und Umsetzung bzw. Ablaufe der Arbeitspakete werden nachfolgend beschrieben.

Tabelle 1: Chronologischer Ablauf der Arbeitspakete (AP) nach Quartalen (Balkenplan). APla -
Auswahl der Tiere fir die Sequenzierung und Logistik der Sequenzierung; APIb - Datenbank
mit aufbereiteten Sequenzdaten inklusive der imputierten Genotypen erstellen; APIl -
Identifikation der relevanten SNPs fir den DSN spezifischen SNP-Chip; APl -
Entscheidungskriterien zum Erfolg der genomischen Zuchtwertschatzung (u.a. Genauigkeiten
der genomischen Zuchtwerte) herausarbeiten; APIV - Mal3zahlen der genetischen Diversitat auf
Basis der identifizierten SNPs bestimmen; APV - Evaluierung des entwickelten SNP-Chips in
anderen Rassen; APVI - Abschlussworkshop.

o fwe v [ e Jue faveofe e e faivofro o e v oJan.
2019 2020 2021 2022 2023
APla
APIb
API|
APII|
| APIV
APV
] APV

Laut API sollten in gemeinsamer Zusammenarbeit der beiden Projektpartner eine informative
Lernstichprobe auf- bzw. ausgebaut werden. Das Arbeitspaket unterteilte sich in zwei Teile: a)
Sequenzierung von 100 DSN Tieren, sowie die ldentifizierung von Sequenzvarianten (TZ-GlI
und TZ-BER) und b) Entwicklung bzw. Weiterentwicklung einer Pipeline zur Imputation von 50K
SNP-Chip Genotypen von DSN Tieren auf VGS-Niveau (TZ-BER).

Die Anzahl der zu sequenzierenden Tiere liel3 sich von den urspriinglich geplanten 100 Tieren
auf 214 Tiere (107 pro Arbeitsgruppe) erweitern, da fur die Sequenzierung ein ginstigeres
Angebot als urspringlich geplant von der Firma Novogene eingeholt werden konnte. Durch die
deutlich héhere Anzahl an Tieren fur die Sequenzierung konnten DSN-Kihe aus einer sehr

weiten Bandbreite innovativer Phanotypen selektiert werden, was einen positiven Einfluss auf

3
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die Weiterentwicklung der Imputations-Pipeline (APIb) sowie auf die zu entwickelnde
Zuchtwertschatzung hatte (APIII). Die Vorgehensweise und die notwendigen Voranalysen zur
Selektion der Tiere wurden zu Projektstart zwischen beiden Projektpartnern festgelegt. Auch fir
die Auswahl der Tiere, die sequenziert werden sollten, wurde in Absprache der beiden
Arbeitsgruppen eine Strategie festgelegt. Es wurden 30 DSN-Bullen fir die Sequenzierung
verwendet; das entspricht der Anzahl aller Bullen, von denen Blut- und Spermaproben in den
Gewebebanken von TZ-BER und TZ-GlI vorlagen. Die Auswahl der restlichen 184 DSN-Kihe
erfolgte in jeder Arbeitsgruppe individuell. Die Sequenzierung der Proben wurde bei der Firma
Novogene auf der Illlumina NovaSeq Plattform mit 150 gepaarten Enden und einer 15-fachen
Abdeckung des Genoms durchgefihrt. Die von der Firma zuriickgesandten Rohdaten werden
sowohl bei TZ-BER als auch bei TZ-GI gespeichert und aufbewahrt. Die Aufbereitung der
Sequenzdaten erfolgte durch TZ-BER unter Verwendung einer eigens erarbeiteten Pipeline.
Des Weiteren wurden weitere 90, bereits sequenzierte DSN Tiere von TZ-BER in die Pipeline
integriert. Somit lagen insgesamt Sequenzdaten fir 304 DSN fur die Identifizierung von
Sequenzvarianten vor. Die einzelnen Arbeitsschritte inkludierten das Sequenz-Alignment
(,mapping®), das Detektieren der Varianten (,variant calling“) und die Rekalibrierung in
Anlehnung an die Richtlinien des 1000-Bullen-Genom-Projekts
(http://www.1000bullgenomes.com).

Die unter APla detektierten Sequenzvarianten aller DSN Tiere dienten als Referenzpanel fir
die Imputation auf Sequenzniveau von ca. 1.800 DSN Genotypen, die mit dem lllumina
BovineSNP50 BeadChip (50K SNP-Chip) genotypisiert wurden. Die hier verwendeten 50K DSN
Genotypen lagen bereits aus vorangegangenen Projekten vor. Die Imputation erfolgte mit der
Software Beagle v.5.1 (Browning et al., 2018) nach dem beschriebenen Vorgehen von Korkué
et al. (2019). Im Anschluss wurden die 1.800 auf Sequenzlevel imputierten DSN Genotypen mit
den 304 sequenzierten DSN Genotypen zusammengefiihrt, sodass ein imputierter Datensatz
mit etwa 2.100 Genotypen auf Sequenzniveau erstellt wurde. Um die Genauigkeit der
Imputation zu untersuchen, wurden die Varianten von 30 DSN fur die sowohl Sequenzdaten als
auch 50K Genotypen vorlagen mit dem Referenzpanel der 304 sequenzierten DSN Tiere
imputiert. Im Anschluss wurden die imputierten Genotypen und die originalen Sequenz-

Genotypen der 30 DSN Tiere miteinander verglichen.

In Arbeitspaket Il (APII) sollte ein 50K custom-made SNP-Chip fur die Rasse DSN entwickelt
werden. Dabei sollten insbesondere Varianten berlicksichtigt werden, die den folgenden
Kriterien entsprechen:
- SNPs, die sich in Regionen befinden, die grofRe Unterschiede in den Allelfrequenzen
zwischen den Rassen DSN und HOL aufweisen.
- SNPs, die in genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) mit den imputierten Genotypen

(aus APIb) innerhalb der DSN-Population Assoziationen zu Merkmalen wie
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Milchleistung, Exterieur und Fruchtbarkeit zeigen. Darlber hinaus sollten neue
funktionale Merkmale flir Adaptationsfahigkeit (Hitzestress) und Gesundheit
(Parasitenresistenz) fur die DSN-Population entwickelt und in Assoziationstests genutzt
werden.

- SNPs, die im Kopplungsungleichgewicht zu Sequenzvarianten stehen, die signifikante

Assoziationen zu Merkmalen in HOL haben.

Nach umfanglichen Videokonferenzen zwischen TZ-BER und TZ-Gl und dem Einholen von
Vergleichsangeboten (Berlicksichtigung von Kosten, Effizienz, Aussagekraft) verschiedener
Firmen zur Entwicklung des DSN-SNP-Chips fiel die Wahl auf das Axiom™ myDesign™ TG
Array der Firma Thermo Fisher Scientific. Das Array umfasst ca. 200.000 Varianten, wobei
neben SNPs auch Mutationen die durch Insertion oder Deletion versursacht wurden (INDELS),
bertcksichtigt werden kénnen. Der neuentwickelte Chip erhielt das Kirzel ,DSN200K-SNP-
Chip“. Mit den im Projekt beantragten Kosten fiir Genotypisierungen war es maglich, 1.488 Tiere
mit dem neu entwickelten Chip zu genotypisieren.

Als Vorbereitungsschritt fir die GWAS mit den imputierten Genotypdaten flir konventionelle und
funktionelle Merkmale innerhalb der DSN-Population wurden zunachst die aktuellen
Phanotypdaten aller Tiere aus elf DSN-Betrieben, die in das Projekt einbezogenen waren,
aufbereitet. Die Daten wurden bei den Vereinigten Informationssystemen Tierhaltung w.V. (vit)
abgefragt und als Vorbereitung fur die GWAS in APII und fir die gZWS in APIIl zunachst einer
Plausibilitatsprifung unterzogen. Die aufzubereitenden Daten beinhalteten Stamm- und
Pedigreedaten, Testtagsdaten, Daten zur Nutzungsdauer, Abkalbedaten, Besamungsdaten,
Leistungsdaten zur Fruchtbarkeit, Exterieurdaten, sowie Kuhzuchtwerte. Um den Datenpool an
innovativen Phanotypen zu erweitern, wurden Kotproben von weiteren ca. 70 Tieren in einem
hessischen DSN-Betrieb mit Weidehaltung gesammelt und im Labor des Instituts fir Tierzucht
der JLU GielRen auf Endoparasiten-Infektionen untersucht. Fir die Entwicklung des DSN200K-
SNP-Chips wurden GWAS und Analysen mit VGS-Daten und SNP-Chip Daten (aus APIb) fur
verschiedenste Merkmale durchgefiihrt. Betrachtet wurden hierbei Infektionen mit
gastrointestinalen Nematoden, dem grofRen Leberegel (Fasciola hepatica) sowie dem bovinen
Lungenwurm  (Dictyocaulus  viviparus). Zudem  wurden  Milchleistungsmerkmale,
Fruchtbarkeitsmerkmale und Exterieurmerkmale in Vorbereitung auf die Konstruktion des
DSN200K-SNP-Chips durch TZ-Gl und TZ-BER mittels GWAS analysiert. Eine Auswahl von
SNPs, die mit Indikatormerkmalen fir Hitzestress (z.B. Milchfettsduren, physiologische
Merkmale) beim DSN assoziiert werden konnten, wurden fir das Chip-Design ebenfalls
bericksichtigt.

Neben den merkmalsassoziierten Varianten wurden auf Basis der in APIl identifizierten
20,5 Millionen Sequenzvarianten in der untersuchten DSN-Population gezielt Varianten nach

bestimmten Kriterien ausgewahlt, welche auf dem DSN200K-SNP-Chip bertcksichtigt werden
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sollten. Nach einigen Filterungsschritten, sowie der Uberpriifung der technischen Eignung der
Varianten verblieb ein Pool von 3,1 Millionen Varianten, die sich fir den Chip empfahlen. Auf
Basis der 3,1 Millionen empfohlenen Sequenzvarianten (SNPs und INDELSs) wurden die besten
Varianten fir den neuen DSN200K-SNP-Chip ausgewahlt. Auf den 200.000 vorhandenen
Positionen auf dem Chip konnten ausgewahlte 182.154 Sequenzvarianten (173.569 SNPs und

8.585 INDELSs) untergebracht werden. Die restlichen Positionen dienten technischen Zwecken.

Mit dem DSN200K-SNP-Chip wurden in diesem Projekt 1.488 Tiere genotypisiert (1.201 DSN,
123 Rotes Hohenvieh, 42 Rotbunt Doppelnutzung (RDN), 39 Angler (ANG), 24 Pinzgauer, 20
Holstein, 14 Original Braunvieh, 10 Gelbvieh, 8 White Park, 2 Hinterwélder und 5 Butana).
Weitere 432 Genotypen, die mit dem DSN200K-SNP-Chip erzeugt wurden, stammten von DSN-
Rindern aus einem anderen Projekt. Die Genotypen wurden mit der Axiom™ Analysis Suite

Software v5 gemal dem ,Best-Practice“-Workflow aufbereitet und analysiert.

In Arbeitspaket 3 (APIII) sollten von TZ-GI eine Erprobung des DSN-spezifischen SNP-Chips
mittels statistischer Verfahren im Kontext einer rasseubergreifenden gZWS durchgefihrt
werden. Daflr sollten zunachst alle Tiere, fir die bis dato keine Genotypen vorlagen, mit dem
neuen DSN200K-SNP-Chip genotypisiert und dann auf Sequenzniveau imputiert werden.
AnschlieBend sollten vergleichende GWAS durchgefihrt werden a) mit den SNPs vom
herkdmmlichen 50K SNP-Chip und b) mit dem neuen DSN200K-SNP-Chip. Zudem sollte ein
Vergleich der beiden Arrays im Rahmen der gZWS umgesetzt werden.

Die Auswahl der Tiere fur die Genotypisierung mit dem DSN200K-SNP-Chip erfolgte durch
beide Projektpartner im Rahmen von APIII. Zusatzlich zu den bereits vorliegenden DNA-Proben
nicht genotypisierter DSN wurden durch TZ-Gl in einem hessischen DSN-Betrieb im November
2020 von 61 weiteren (nicht genotypisierten) DSN-Kiihen Haarproben gezogen, welche
ebenfalls in APIII mit dem DSN200K-SNP-Chip genotypisiert wurden.

Die Sequenzvarianten von 289 DSN Tieren dienten als Referenzpanel fir die Imputation auf
VGS-Level von DSN-Rindern, die zuvor mit dem DSN200K-SNP-Chip oder dem Illumina
BovineSNP50 BeadChip genotypisiert wurden. Um die Genauigkeit der Imputation zu
Uberprifen, wurden die Varianten von 15 sequenzierten DSN Tieren, die ebenfalls mit dem 50K
lllumina BeadChip und dem DSN200K-SNP-Chip genotypisiert wurden, zur Uberpriifung der
Konkordanz herangezogen. Aus diesem Grund wurden diese 15 DSN nicht in das
Referenzpanel aufgenommen (VGS-Daten lagen zu 304 Tieren vor). Die Illlumina BovineSNP50
BeadChip Daten, die aus anderen Projekten zur Verfigung standen, wurden ebenfalls auf das
Niveau des DSN200K-SNP-Chips imputiert. Dabei wurden alle DSN Tiere, die mit dem
DSNZ200K-SNP-Chip genotypisiert wurden, als Referenzpanel herangezogen. Ausgeschlossen
wurden lediglich die zuvor erwdhnten 15 DSN, die bereits fir die Genauigkeitsprifung
verwendet wurden. Die Imputation wurde mit Beagle v.5.1 (Browning et al., 2018) mittels ,One-
phase“ Methodik durchgefihrt (Korku¢ et al., 2019).
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Ein wesentliches Ziel von APIII war es, vergleichende GWAS basierend auf drei verschiedenen
Genotypdatenséatzen mit unterschiedlichen Markerdichten durchzufiihren. Um die Unterschiede
in der Detektion von SNP-Effekten auf verschiedene Merkmale aufzuzeigen, wurden folgende
Markerinformationen verwendet: lllumina BovineSNP50 BeadChip, DSN200K-SNPChip, sowie
imputierte VGS-Daten. Bei den Phanotypen handelte es sich um Beobachtungen
erstlaktierender Kihe von sechs Betrieben. Dabei standen 2.020 Beobachtungen fir den
305-Tage (305-d) Milch-, Fett- und Eiweil3ertrag in kg (M305, F305, E305) mit moderaten bis
hohen Heritabilitaiten zur Verfigung. Als Gesundheitsindikator-Merkmale mit niedrigen bis
mittleren Erblichkeiten dienten jeweils 2.402 Aufzeichnungen des ersten Testtags fur den Fett-
Eiweil3-Quotienten (FEQ), sowie die logarithmierte (bzw. transformierte) somatische Zellzahl
(SCS; engl.: ,somatic cell score®). Fir die Abkalbemerkmale Kalbeverlauf (KV) und
Totgeburtenrate (TGR) mit niedrigen Erblichkeiten lagen 2.606 Beobachtungen vor.
Anschlieend wurden fiur die oben genannten Merkmale GWAS mit dem Programm GCTA
(Yang etal., 2011; Yang et al., 2014) mit der ,leaving one chromosome out® (--mIima-loco) Option
durchgefuhrt.

Ein weiteres Ziel von APIIl war es, im Rahmen einer zu entwickelnden gZWS eine Validierung
des neu entwickelten DSN200K-SNP-Chips durchzufiihren. Dazu wurden genetische
Parameter und die Genauigkeiten der genomisch geschéatzten Zuchtwerte (gZW) fiir die 305-d-
Produktionsmerkmale, den FEQ und den SCS des ersten Testtags nach dem ersten Abkalben,
sowie fir die Exterieurmerkmale der Rasse DSN unter Verwendung von vier verschiedenen
Markerpanels miteinander verglichen: (1) der kommerzielle 50K lllumina BovineSNP50
BeadChip, (2) DSN200K-SNP-Chip, (3) zufallig generierte 200K Chips auf der Grundlage von
VGS-Daten und (4) ein VGS-Panel. Die gleiche Anzahl von Tieren wurde fir alle Markerpanel-
Analysen berlicksichtigt, d.h. 1.811 genotypisierte bzw. sequenzierte Kihe fir
Exterieurmerkmale, 2.383 Kiihe fiir 305-d-Produktionsmerkmale und 2.420 Kihe fir FEQ und
SCS. Die gZWs wurden anhand des BLUP-Schéatzverfahrens ermittelt. Fir die Berechnungen
der gZW-Genauigkeiten wurde eine wiederholte zufallige Unterstichprobenvalidierung
durchgefuhrt mit einem Validierungsset mit 20 % der Kiihe mit maskierten Phanotypen und ein
Trainingsset mit 80 % der Kiihe. Die Genauigkeit wurde definiert als die Korrelation zwischen
den direkten gZWs und den Phéanotypen, wobei die entsprechenden festen Effekte fir die Kiihe

im Validierungssatz subtrahiert wurden.

In APIV sollte ein Monitoringverfahren zur Sicherung der genetischen Diversitét in der DSN-
Population entwickelt und umgesetzt werden. Durch TZ-BER sollten auf Basis der
Sequenzdaten die SNP-Marker bestimmt werden, die notwendig sind, um den
Heterozygotiegrad als KenngrtR3e der genetischen Diversitdt moglichst genau zu bestimmen.
Ziel war es, mit dem neuen SNP-Chip ein Verfahren umzusetzen, das zwei Bedingungen erfullt:

Eine mdglichst genaue Zuchtwertschatzung bei gleichzeitigem Monitoring der genetischen
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Diversitat. Dafir kam die ,optimum genetic contribution (OGC)“-Methode durch TZ-GI zur
Anwendung (siehe hierzu u.a. Kénig und Simianer, 2006). Hierbei kann eine Gewichtung
vorgenommen werden, wieviel Verlust an genetischer Diversitat in Kauf genommen wird, um
eine Steigerung der Zuchtwerte in der nachfolgenden Generation zu erzielen. Voraussetzung
fur die Anwendung ist eine Berechnung der Zuchtwerte fur Zielmerkmale. Um kleine Rassen
wie das DSN konkurrenzfahiger zu machen, ist es sinnvoll, eine Steigerung in den Zuchtwerten
von Leistungsmerkmalen zu erzielen. Um dabei, wie bei dem DSN den
Doppelnutzungscharakter Milch/Fleisch zu erhalten, sollte nur ein begrenzter Verlust an
genetischer Diversitat in Kauf genommen werden. Daher wurden Zuchtwerte fur das 305-d-
Produktionsmerkmal Milch-kg nach der in APIII etablierten gZWS, sowie genetische Parameter
basierend auf dem konventionellen 50K Chip und dem neu entwickelten DSN200K-SNP-Chip
geschétzt. In dem Zuchtwertschatzverfahren wurden sowohl Pedigree-Informationen als auch
genetische Beziehungen auf Basis von SNP-Markerdaten in einer sogenannten H-
Verwandtschaftsmatrix berticksichtigt, weshalb auch gZW fiir DSN Kiihe und Bullen geschatzt

werden konnten, von denen keine genomischen Informationen vorlagen.

In APV sollte die Ubertragbarkeit des entwickelten DSN200K-SNP-Chips auf andere Rassen
evaluiert werden. Dabei galt es zu testen, ob der fiir das DSN entwickelte SNP-Chip auch die
wesentlichen kausalen Varianten in anderen Milchrinder- oder Zweinutzungspopulationen
abbildet und flr zichterische Entscheidungen und Diversitatsstudien genutzt werden kann.
Durch die TZ-BER wurden mit DSN nahverwandte Rinderrassen, andere einheimische Rassen
und weitere taurine Rassen mit dem neu fir DSN entwickelten SNP-Chip genotypisiert und die
Genotypen ausgewertet. Hierbei wurden konkret alle Rassen, deren Sequenzen in der
Datenbank des ,1000-Bullen-Genom-Projekts“ hinterlegt sind, einbezogen. Basierend auf den
ersten Daten mit dem 1000-Bullen-Genom-Projekt waren die zu DSN am nachsten verwandten
Rassen Holstein, Dutch Friesian Red aber auch die Rasse Normande aus Frankreich sowie
skandinavischen Rotviehrassen Swedish Red, Norwegian Red und Danish Red. Die
Arbeitsgruppe von TZ-Gl sollte dazu zwei weitere bedrohte einheimische Rassen in das
Modellvorhaben einbinden. Voruberlegungen deuteten auf die Rassen Rotbunt Doppelnutzung
(RDN) und Angler (ANG) als zu berucksichtigende Populationen hin. Die Untersuchungen zur
Anwendbarkeit des Chips auf diese beiden bedrohten einheimischen Rassen wurden durch TZ-
BER vorgenommen. Ferner war vorgesehen am Ende des Projekts je 15 Tiere der Rassen RDN
und ANG zu sequenzieren. Dafir wurde durch TZ-GI aus Besamungsportionen von 45 Bullen
der Rassen RDN und ANG von der Station des Rinderzuchtverbands Schleswig-Holstein (RSH
eG) DNA extrahiert und durch die Firma Novogene sequenziert. Die Auswertung dieser
Sequenzdaten wurde begonnen, konnte aber nicht abgeschlossen werden, da dafir am

Projektende keine Zeit mehr zur Verfigung stand.
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Ein Abschlussworkshop gemanr APVI war vorgesehen, um die Projektergebnisse in die Praxis
zu transferieren. Dazu sollten zwei Aktivitditen umgesetzt werden: Zum einen sollte ein
Abschlussworkshop an der Humboldt-Universitat Berlin mit den partizipierenden
Zuchtverbanden, Arbeitsgruppen anderer Universitaten und Vertretern des Ministeriums
durchgefuhrt werden. Dieser Workshop sollte von der TZ-BER organisiert werden. Zum anderen
war die Einbindung der Ergebnisse in die Frankenhduser DSN-Zlchtertagung vorgesehen, die
federfihrend von TZ-GIl organisiert werden sollte. Da in den Jahren 2021 und 2022 die
Projektergebnisse bereits sehr umfangreich der Offentlichkeit im wissenschaftlichen und
praktischen Rahmen préasentiert wurden (siehe ,Ubersicht Uber erfolgte oder geplante
Veroffentlichungen®), wurde in Riucksprache mit dem Projektgeber vereinbart, dass ein
zusatzlicher Workshop an der Humboldt-Universitat Berlin zum Ende des Projektes keinen
Mehrwert bringt, so dass auf diesen im allgegenwartigen Einvernehmen verzichtet wurde. Eine
Vorstellung der Ergebnisse auf der Frankenhduser DSN-Zichtertagung konnte nicht erfolgen,
da diese aufgrund der Corona-Pandemie zwischen den Jahren 2020 bis 2022 nicht stattfinden
konnte. Es ist vorgesehen, die Projektergebnisse nach Projektabschluss auf der néchsten

Frankenhauser DSN-Zlchtertagung (flir November 2023 geplant) vorzustellen.
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1.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknupft wurde

Das Deutsche Schwarzbunte Niederungsrind

Bei der Rasse DSN handelt es sich um eine robuste Zweinutzungsrasse, welche zur Milch- und
Fleischproduktion genutzt wird. Im Jahr 2021 umfasste die lebende DSN-Population 2.514
weibliche und 27 méannliche Zuchttiere. Das entspricht einer effektiven Populationsgrof3e (Ne)
von 106,85. Somit handelt es sich bei der DSN-Population nach der Definition der Bundesanstalt
fur Landwirtschaft und Ernéhrung (BLE) um eine Erhaltungspopulation (Ne < 200).
Charakteristisch flir DSN Tiere sind die erhdhten Milchfettanteile, hohe Dauerleistungen, gute
Anpassungsfahigkeit und Fruchtbarkeit. Auch bei reiner Grundfutterzufuhr weisen DSN gute
Mastleistungen auf und sind daher besonders gut fur Griinlandstandorte geeignet (Jaeger,
2018).

Die Tiere weisen einen mittleren Rahmen und eine mittlere Bemuskelung auf (Abbildung 1).
Weibliche Tiere werden im Schnitt 1,30 bis 1,42 m grof3 bei einem durchschnittlichen Gewicht
von 550 bis 650 kg. Mit einer durchschnittlichen Grofl3e von 1,50 bis 1,62 m und 1.000 bis
1.150 kg sind die mannlichen Tiere etwas grof3er und deutlich schwerer (Rahmann, 2011). Laut
Rassedefinition sind DSN regelméfig schwarz-weil3 gescheckt und genetisch horntragend.
Schwarze Zeichnungen finden sich an Kopf, Hals, Brust und Becken. Weif3e Scheckung haben
die Tiere an Bauch, Euter und an den Beinen bis zum Karpal- bzw. Sprunggelenk. Als Zuchtziel
soll die Doppelnutzung aufrechterhalten werden, jedoch soll das genetische
Milchleistungspotential auf Gber 7.000 kg mit einem Fettgehalt von 4,30 % und Eiwei3gehalt
3,70 % gesteigert werden (ZBH, 2019). Aul3erdem sollen Zuchttiere aufgrund der gemeinsamen
Zuchtgeschichte mit HOL maximal einen HOL-Anteil von 10 % aufweisen.

Ihren Ursprung hat die Rasse in den Marsch- und Niederungsgebieten der Nordseeregion. Im
18. Jahrhundert gab es in den danischen, hollandischen und deutschen Kiistengebieten viele
schwarzbunte Landschlage mit guten Milchleistungen, welche den Ursprung der heutigen
Rasse DSN bildeten (Mligge, 1999). Ab Mitte des 19. Jahrhunderts wurden viele Rinder mit
englischen Shorthornrindern gekreuzt, wodurch die Milchleistung der schwarzbunten Kiihe
zurlickging. Das hatte zur Folge, dass wieder zur Reinzucht der schwarzbunten Rinder
zurickgefunden wurde. So entstand das erste Zuchtbuch der Rasse im Jahr 1876 (Haller,
2015). Im 19. Jahrhundert wurden schwarzbunte Tiere der Nordseeregion in die USA exportiert,
wo sie auf eine hohe Milchleistung selektiert wurden und schon bald die Rasse Holstein-Friesian
(HF) bildeten. Die heutige kleine PopulationsgroBe der Rasse DSN ist auf eine
Verdrangungskreuzung durch HF in den 1960er Jahren zurtickzufihren. Damals wurden stark
HF-Bullen aus Amerika eingesetzt, um hohe Milchleistungen zu erreichen. Die urspriingliche
Zuchtrichtung der Rasse DSN wurde in der damaligen Deutschen Demokratischen Republik

(DDR) als Genreserve gehalten. Dort wurden DSN-Kiihe mit danischen Jersey Bullen gekreuzt.
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Mit deren F1-Generation wurde durch Kreuzung mit der Rasse HF das Schwarzbunte Milchrind

gezlichtet, das die dominierende Milchrasse in der DDR wurde (Jaeger, 2018).

Um den Bestand der Rasse DSN zu sichern, wurde 1989 der ,Verein zum Erhalt und Férderung
des alten Deutschen Schwarzbunten Niederungsrind“ gegriindet. Bei dem Friedrich-Loeffler-
Institut in Mariensee gibt es eine Kryoreserve von 300 Embryonen der Rasse DSN. Diese dient
dazu, ein Inzuchtmanagement zu ermoéglichen und die genetische Diversitat zu bewahren
(Jaeger, 2018).

Genomweite Assoziationsstudien beim DSN

In den Arbeitsgruppen der TZ-GI und TZ-BER wurden bereits vor dem Start des Projektes
GWAS fur verschiedene Merkmale innerhalb der DSN-Population durchgefiihrt. May et al.
(2019) identifizierten 44 signifikant assoziierte SNPs und 23 Kandidatengene fir eine Resistenz
gegen Endoparasiteninfektionen (gastrointestinale Nematoden, Lungenwirmer, grof3er
Leberegel) anhand von imputierten 700K Genotypdaten. Ziel der Studie war es, herauszufinden,
ob es SNP-Marker gibt, die mit einer Endoparasiteninfektion in Verbindung stehen, ob diese
SNP-Marker mit Kandidatengenen assoziiert werden kdnnen und ob die SNP-Marker die
Korrelation zwischen der Endoparasiteninfektion und der Milchleistung beeinflussen. Diese
identifizierten SNPs lagen auf den Chromosomen 4, 5, 18, 21, 22, 24, und 26, wobei funf der
potentiellen Kandidatengene bei der Aktivierung von Immunantworten beteiligt sind. AuRerdem
wurde eine antagonistische Assoziation zwischen Endoparasiten- und Euterinfektionen, welche
Einfluss auf die Leistung hatte, beschrieben. Yin et al. (2019) fokussierten im Rahmen einer
,multi-breed® GWAS auf neue Phanotypen zum Futteraufnahmeverhalten und zur
Wiederkauaktivitat aus Sensordaten, wobei tber 300 Tiere der Rasse DSN inkludiert waren. In

dieser Analyse wurden 22 potentielle Kandidatengene mit Merkmalen zum Weideverhalten
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assoziiert. Eine ,multi-breed* GWAS, wie von Yin et al. (2019) durchgefuhrt, kann in Rassen mit
kleiner PopulationsgréRe und wenigen Phéanotypen fur neue innovative Merkmale, wie es der
Fall in DSN ist, zur Identifizierung genetischer Marker sehr zielfUhrend sein. Ein Nachteil der
,multi-breed* GWAS in Rassen mit kleiner PopulationsgroRe wie DSN ist aber, dass
rassespezifische Varianten mit einer zu geringen Power detektiert werden. Das Gen DGAT1 auf
Chromosom 14, welches in HOL hochsignifikant mit dem Milchfettgehalt assoziiert ist, auch in
der ,multi-breed* GWAS unter Inkludierung von tber knapp 300 DSN von Yin et al. (2019) als
potentielles Kandidatengen fir den Milchfettgehalt identifiziert. Dies fihrte zu einer
Fehlinterpretation fir DSN. In rassespezifischen GWAS innerhalb der Rasse DSN zeigt sich
hingegen keine Assoziation zwischen DGAT1 und Milchleistungsmerkmalen, da diese Region
in DSN fast komplett fixiert ist (Korkué¢ et al., 2021). Dies ist ein signifikantes Beispiel fur die
Notwendigkeit zur Entwicklung eines rassespezifischen SNP-Chips und die sorgféltige Analyse
kleiner Rassen.

Meier et al. (2020) fuhrten eine GWAS mit 1.062 DSN-Kuhen fur klinische Mastitis durch, um
die Mastitis-Anfalligkeit beim DSN besser zu verstehen. 489 der untersuchten Kihe hatten
mindestens einen Fall der klinischen Mastitis und 573 Kuhe erkrankten in den ersten drei
Laktationen nie an klinischer Mastitis. Es wurden flinf assoziierte SNP-Marker beschrieben, drei
davon signifikant assoziiert mit einer klinischen Mastitis. Ein SNP lag im Gen NEURL1 auf
Chromosom 26 und die Autoren hoben ebenfalls das Kandidatengen BMPR1B auf Chromosom
6 hervor, welches schon in Studien zu anderen Rinderrassen mit der klinischen Mastitis in
Verbindung gebracht werden konnte. Die Autoren konnten 1-3 % der Varianz der Krankheit in
der untersuchten Population mit den gefundenen SNPs erklaren.

In GWAS mit Milchleistungsdaten in 1.490 DSN-Kiihen, die von TZ-BER durchgeftihrt wurde
(Korku¢ et al., 2021), sind 41 signifikante und 20 suggestive SNPs fir Merkmale der
Milchleistung und 15 SNPs fur den Eiweil3gehalt in der Milch identifiziert worden. Die
signifikantesten Auswirkungen auf die Milchleistung wurden auf den Chromosomen 1, 6 und 20
festgestellt. Die Region auf Chromosom 6 befand sich in der Nahe des Kasein-Genclusters; der
signifikante SNP in einem Haplotyp, der sich mit dem CSN3-Gen (Kappa-Kasein) tberschnitt.
Assoziationen fiur den Fett- und Eiweianteil und -gehalt wurden ebenfalls identifiziert. Wie
schon oben erwahnt, wurde trotz der engen Beziehung zwischen DSN und HOL kein
Zusammenhang zwischen DGAT1 und anderen bekannten Genen, die Einfluss auf
Milchproduktionsmerkmale bei HOL-Kihen aufweisen (z.B. GHR, ABCG2, GPAT4), festgestellt.

Genomische Zuchtwertschatzung in kleinen Populationen

Kleine, vom Aussterben bedrohte Rassen wie das DSN profitieren derzeit nur gering vom
Entwicklungsfortschritt in der gZWS, die in den zahlenmafig grofRen Populationen wie HOL und

FV bereits in der Routine angewandt wird. Basis dafur sind kommerzielle SNP-Chips, die
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speziell auf die groRen Populationen ,,zugeschnitten sind. Bei dieser kommerziellen SNP-Chip
Entwicklung spielen die genomische Architektur der Hochleistungsrassen und die
konventionellen Zuchtzielmerkmale (insbesondere Produktionsmerkmale) eine entscheidende
Rolle. Wahrend in den groRBen Populationen wie HOL und FV durch genomische
Selektionsschemata ein beschleunigter Zuchtfortschritt beobachtet werden kann, bleiben
kleinere, bedrohte Populationen im Hinblick auf ihnre Wettbewerbsfahigkeit im Vergleich zu den
groReren Rassen zichterisch zunehmend weiter zuriick. Dartber hinaus sind fur kleine
Populationen das Inzuchtmanagement bzw. die Erhaltung der genetischen Diversitat von grofer
Bedeutung. Zichterische Strategien missen somit zwei zentrale Bedingungen gleichzeitig
berlcksichtigen: Die Maximierung von Zuchtfortschritt bei gleichzeitiger Restriktion fur
zukunftige verwandtschaftliche Beziehungen bzw. Maximierung von Kennzahlen der
genetischen Diversitat. Die genaueste Beurteilung der Diversitat ist moglich (insbesondere bei
unzureichender Tiefe der Abstammungsdateien), wenn hierzu genomische Markerdaten
verwendet werden. Dabei erscheint der Heterozygotiegrad basierend auf SNP-Markerdaten die
aktuell beste Maf3zahl, um genetische Variabilitdt innerhalb von Populationen zu beschreiben.
Allerdings kann auch dieser Heterozygotiegrad nur dann genau abgeleitet werden, wenn VGS

Informationen der Tiere zur Verfligung stehen (siehe u.a. Malomane et al., 2018)

Lernstichprobe flr die genomische Zuchtwertschatzung

Fur eine funktionierende gZWS, d.h. geschatzte Zuchtwerte auf genomischer Basis mit einer
hohen Sicherheit, bedarf es einer ausreichend groRen (Lern-)Stichprobe an genotypisierten
Tieren innerhalb einer Rasse. Als kleinste Grol3e werden hier in der Literatur mindestens 2.000
mit dem 50K SNP-Chip genotypisierte Tiere genannt (u.a. Meszaros et al., 2015). Die aktuelle
DSN-Population an Tieren mit geringem Fremdblutanteil (< 10 %) in Deutschland betragt mehr
als 2.000 Tiere wund erfullt daher dieses Kriterium. Die derzeit publizierten
Forschungsergebnisse und Praxiserfahrungen zeigen, dass die genetischen SNP-
Markereffekte, die den gZW eines Tieres bestimmen, spezifisch in der jeweiligen Population
geschatzt werden sollten. Das heil3t, dass der fir HOL oder FV entwickelte kommerzielle SNP-
Chip nicht genutzt werden kann. Die genetische Architektur der wichtigsten zlichterisch
bearbeiteten Merkmale, d.h. die fur die Merkmalsauspragungen kausalen Genvarianten,
unterscheidet sich in der Regel deutlich zwischen Populationen und Rassen. Das gilt
insbesondere fir Rassen mit verschiedenen Zuchtzielen (hier: Hochleistungs-Milchviehrassen
versus Kkleine lokale Doppelnutzungsrasse DSN). Allerdings vertreten wir die Hypothese, dass
ein neuentwickelter SNP-Chip fir DSN auf andere lokale Rassen mit &hnlichem Zuchtziel und
ahnlicher Selektionssignatur teilweise Ubertragbar ist.

Bei lokalen Rassen, die vom Aussterben bedroht sind, stehen Merkmale der Adaptation, der

Tiergesundheit oder des Tierverhaltens im Fokus, die in den grof3en Populationen bisher kaum
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zlchterisch bearbeitet wurden. In diesem Zusammenhang ist es wichtig festzuhalten, dass die
derzeit in der Routine der gZWS eingesetzten SNP-Marker, die die kausalen Genvarianten
abbilden sollen, ausschlieZlich auf der Grundlage von Erkenntnissen in den grofRen Rassen
ausgewahlt wurden. Die spezifischen kausalen Genvarianten, wie zum Beispiel der Rasse DSN,
die auf genetischer und genomischer Ebene malRgeblich den Beitrag der Rasse DSN zur
genetischen (Bio-)Diversitat ausmachen, sind dementsprechend bisher nur unzureichend tber
die aktuell eingesetzten SNP-Marker erfassbar. Ein spezifisches Marker-Genotypisierungs-
Panel (sog. custom-SNP-Arrays oder custom-SNP-Chips) fir eine bedrohte Rasse wie DSN
kénnte helfen, die beschriebenen Grenzen zu Uberwinden. Auf solchen Chips kdnnten auch
bisherige in GWAS identifizierte Marker berucksichtigt werden, welche beim DSN mit
Milchleistungsmerkmalen oder insbesondere auch mit funktionalen Merkmalen assoziiert sind,
um wichtige Alleinstellungsmerkmale der Rasse zichterisch weiterzuentwickeln. Die mit
solchen rassespezifischen Chips erzeugten Genotypen repréasentieren den Genotyp der Tiere
dieser Rasse genauer. Damit sind sie besser fur den Aufbau einer gZWS innerhalb kleiner
Populationen geeignet. Wichtige Voraussetzung fur die gZWS ist aber eine sichere, valide
Schatzung der Allelfrequenzen fir moglichst alle rassetypischen Allelvarianten auf der Basis
von VGS. Fir die Erprobung eines custom SNP-Chips fur die gZWS in kleinen Populationen
gibt es derzeit international keine Erfahrungswerte aus Grundlagenforschung oder Praxis, was
die Modellhaftigkeit des Projektes deutlich unterstreicht und die Erprobung eines

rassespezifischen SNP-Chips rechtfertigt.
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2. Material und Methoden

2.1 Aufbau einer informativen Lernstichprobe (APIa)

Fur APla wurden zunachst 214 DSN fir die Sequenzierung ausgewahlt, darunter 30 DSN-
Bullen und 184 DSN-Kihe, die Schlusseltiere in der Population sind. Entsprechend der
Definition der Rassezugehdrigkeit lag der Anteil von Fremd-DNA bei allen Tieren unter 10 %.
Von TZ-GIl wurden DSN Tiere aus einem hessischen Lehr- und Forschungsbetrieb ausgewahlt,
zu welchen bereits Blut,- Haar, - oder Spermaproben aus friheren Projekten in den DNA-
Banken vorlagen. Fir einige dieser Tiere wurden DNA-Proben in der DNA-Bank von TZ-BER
beherbergt. Die Tiere wurden zunéchst anhand ihres DSN-Anteils ausgewahlt. Die Berechnung
des DSN-Anteils erfolgte nach einem von TZ-GI entwickelten Algorithmus (Jaeger, 2018). In
Zusammenarbeit mit dem Verein zur Erhaltung des Deutschen Schwarzbunten
Niederungsrindes und der Rinderproduktion Berlin-Brandenburg GmbH (RBB) erfolgte im
Anschluss daran eine handische Prifung des Pedigrees aller Tiere, sodass final ausschlief3lich
Tiere mit einem DSN-Anteil von > 90 % mit einer sehr hohen Genauigkeit ausgewahlt werden
konnten. Im ndchsten Schritt erfolgte ein Abgleich mit vorliegenden innovativen Phanotypen und
Leistungsmerkmalen. Ziel war es, die Tiere in einem Case-Control Design fur das funktionale
Merkmal ,Endoparasitenresistenz auszuwahlen, welches beim DSN aufgrund der intensiven
Nutzung in Weideproduktionsbedingungen eine besondere Rolle spielt. Dafiir wurden die Tiere
basierend auf wiederholten parasitologischen Untersuchungen zum Nachweis von Infektionen
mit gastrointestinalen Nematoden (GIN) und dem grol3en Leberegel (Fasciola hepatica) als
sresistent” (Controls) und ,anfallig® (Cases) klassifiziert. Ziel war es, mdoglichst die Halfte
»anfallige“ Tiere sowohl fur GIN- als auch Fasciola hepatica-Infektionen unter den selektierten
Tieren zu realisieren. Im Anschluss daran wurden Hauptkomponenten-Analysen durchgefiihrt,
um auf Stratifikation im Datensatz zu prufen und die Verwandtschaft zwischen Cases und
Controls abzubilden (Abbildung 2). Weiterhin erfolgten Auswertungen zu den vorhandenen
Testtagsdaten (u.a. Milchleistung, Exterieur, Fruchtbarkeit, Nutzungsdauer) und Zuchtwerten
der Tiere. Da einige der selektierten DSN-Kihe bereits abgegangen waren, war das vollstandige
Vorhandensein von Testtagsdaten tiber mehrere Jahre eine Voraussetzung, damit diese Tiere
fur eine Sequenzierung bericksichtigt wurden. Zudem erfolgte ein Abgleich mit weiteren
Gesundheitsmerkmalen wie Mastitis und Merkmalen der Adaptationsfahigkeit (Merkmale fir

Hitzestress).
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Abbildung 2: Hauptkomponenten-Analyse fiir die Merkmale durchschnittliche Eiausscheidung
gastrointestinaler Nematoden (mean FEC-GIN) und durchschnittliche Eiausscheidung des
groBen Leberegels (Fasciola hepatica) (mean FEC-FH) bei Deutschen Schwarzbunten
Niederungsrindern (DSN) aus drei Betrieben mit Weidehaltung.
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Abbildung 3: Hauptkomponenten-Analyse fir Kiihe der Rasse Deutsches Schwarzbuntes
Niederungsrind (DSN), basierend auf der Milchleistung der ersten Laktation fir selektierte DSN-
Kiuhe (=Selektion, schwarze Punkte) sowie die DSN-Gesamtpopulation (=Population, hellblaue

Punkte).
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TZ-BER konnte bei der Auswahl der Tiere fur die Sequenzierung auf die von ihnen aufgebaute
umfangreiche DNA-Datenbank fir ca. 2.500 Tiere der DSN-Population zuriickgreifen. Erstes
Auswahlkriterium war der DSN-Anteil der Tiere, welcher > 90 % betragen sollte. Unter
Verwendung der Pedigreedaten wurden Abstammung und Verwandtschaftsgrad aller Tiere
analysiert, um moglichst Individuen verschiedener Bullen und Kihe aus verschiedenen
Geburtsjahren einzubeziehen. Ziel war es, solche Tiere auszuwahlen, die die gesamte DSN-
Population mdglichst gleichmaRig repréasentieren. Von TZ-BER wurden alle in der DNA-Bank
vorliegenden Bullen in die Sequenzierung inkludiert. Die Auswahl der DSN-Klhe erfolgte aus
neun verschiedenen Betrieben. Fir die weiteren Tiere wurden die Testtagsdaten (u.a.
Milchleistung, Exterieur, Fruchtbarkeit, Nutzungsdauer) und die 305-d Produktionsmerkmale
(Milch-kg, Milchfett-%, Milcheiweif3-%) und Zuchtwerte (Relativzuchtwert Milch (RZM),
Relativzuchtwert Gesamt (RZG)) analysiert. Die Phéanotypen der ausgewahlten Tiere sollten der
Normalverteilung der DSN-Population entsprechen, d.h. dass sowohl Tiere mit hoher, also auch
mittlerer und niedriger Leistung inkludiert wurden (Abbildung 3). Als Merkmale der
Krankheitsresistenz lagen zudem Mastitis-Diagnosedaten zu einem Grof3teil der Kiihe vor,
welche als weiteres Kriterium fur die Auswahl der Tiere beriicksichtigt wurden.

Die Sequenzierung der 214 Proben erfolgte bei der Firma Novogene in der lllumina PE150, auf
der lllumina NovaSeq Plattform mit 150 gepaarten Enden und einer 15-fachen Abdeckung des
Genoms. Fir die Identifizierung der Sequenzvarianten aus den VGS-Daten hat TZ-BER eine
Pipeline basierend auf den Richtlinien des 1000-Bullen-Genom-Projekts
(http://www.1000bullgenomes.com) erarbeitet (Abbildung 4). Die VGS-Daten von 57 DSN
Tieren wurden zudem in die Datenbank des 1000-Bullen-Genom-Projekts eingespeist, wo
ebenfalls Sequenzvarianten identifiziert wurden. Die Ubereinstimmung der Genotypen fiir diese
57 DSN Tiere aus der erarbeiteten Pipeline und aus der Datenbank des 1000-Bullen-Genom-
Projekts war 99,996 %. Dies zeigt, dass die erarbeitete Pipeline sehr gut funktionierte und sehr
gut fur die Detektion der Sequenzvarianten geeignet ist.

Die unter APla detektierten Sequenzvarianten aller DSN Tiere wurden in APIb als
Referenzpanel fir die Imputation von Sequenzvarianten in Genotypen der ca. 1.800 DSN, die
mit dem Illumina BovineSNP50 BeadChip (50K SNP-Chip) genotypisiert wurden, auf
Sequenzniveau verwendet. Die hier verwendeten 50K Genotypen lagen bereits aus
vorangegangenen Projekten vor. Die Imputation erfolgte mit der Software Beagle v.5.1
(Browning et al., 2018) nach dem beschriebenen Vorgehen von Korku¢ et al. (2019). Im
Anschluss wurden die 1.800 auf Sequenzlevel imputierten DSN Genotypen mit den 304
sequenzierten DSN Genotypen zusammengefiihrt, so dass ein imputierter Datensatz mit etwa

2.100 Genotypen auf Sequenzniveau erstellt wurde.
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2.2 SNP-Chip Design (APII)

Fur die Entwicklung eines custom-made SNP-Chips fiir die Rasse DSN haben wir uns nach
Vergleich der Kosten, Leistungsfahigkeit und technischer Umsetzungsmoglichkeiten in
bestehender Infrastruktur fir das Axiom™ myDesign™ TG Array mit ca. 200.000 Varianten
(SNPs und INDELs) der Firma Thermo Fisher Scientific entschieden. Der fir die Rasse DSN
neuentwickelte Chip (DSN200K-SNP-Chip) umfasst 182.154 Sequenzvarianten, die nach zehn
Kategorien ausgewahlt wurden (Tabelle 2) (Neumann et al., 2021). Eine detaillierte Erlauterung

der Kategorien erfolgt weiter unten.

Tabelle 2: Anzahl an Sequenzvarianten in einzelnen Kategorien, welche bei der Konstruktion
des DSN200K-SNP-Chips beriicksichtigt wurden. Sequenzvarianten kénnen zu mehreren
Kategorien zugeordnet werden, daher muss die absolute Anzahl von Varianten ohne doppelte
Zuordnungen berechnet werden.

Kategorie Sequenzvar'i':l]rf'?e:hr1I
1) Varianten vom lllumina BovineSNP50 Chip 34.039
2) Varianten aus GWAS in DSN 2.071
3) Varianten mit funktionellem Einfluss auf Gene 50.611
4) DSN-spezifische Varianten 38.198
5) Varianten mit hohem Unterschied in AAF zwischen 55
DSN und HOL
6) Varianten auf dem Y-Chromosom 321
7) Varianten auf den mitochondrialen Chromosomen 278
8) Varianten zur Abstammungsbestimmung (ICAR! & ISAG?) 554
9) Varianten in Haplotypblocken 103.801
10) Varianten zum Fillen von Liicken 16
Absolute Anzahl (ohne doppelte Zuordnung zu Kategorien) 182.154

1International Committee for Animal Recording
2 International Society for Animal Genetics

Technische Konstruktion des SNP-Chips

Das Design des DSN200K-SNP-Chips erfolgte nach den Qualitatsparametern der Affymetrix
Pipeline (Kranis et al., 2013). Die in API identifizierten 20,5 Millionen Sequenzvarianten in der
gegebenen DSN Population wurden zunachst gefiltert, um fiir das Design des SNP-Chips einen
Datensatz mit technisch geeigneten Varianten zu erhalten. Es wurden nur hoch-qualitative
biallelische Varianten benutzt, die keine weiteren Varianten in einer Entfernung von
35 Nukleotiden zueinander besitzen. Diese Entfernung von Varianten zueinander musste
eingehalten werden, um sicherzustellen, dass die flr den SNP-Chip bendétigten Oligonukleotide
(71 Nukleotid-lange Sequenzstiicke, die zur SNP-Detektion auf dem SNP-Chip bendtigt
werden) einzigartig sind und es zur eindeutigen Detektion der gewiinschten SNPs kommt. Durch
diese ersten Filterungsschritte wurde die Zahl der 20,5 Millionen Varianten auf 8,9 Millionen
Varianten reduziert. Weitere Filterung umfasste die Abdeckung der SNPs mit Reads, die
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Allelfrequenzen in DSN und anderen Rassen aus dem 1000-Bullen-Genom-Projekt hatten.
Nach der Filterung blieben 5,5 Millionen Varianten tibrig, die einer Uberpriifung auf technische
Tauglichkeit durch Thermo Fisher Scientific unterzogen wurden. Dazu wurde fur jeden SNP ein
sogenannter ,in-silico score” berechnet, der angibt mit welcher Wahrscheinlichkeit ein SNP auf
dem Chip funktionieren wirde. Von 5,5 Millionen Uberpriften Varianten wurden 3,1 Millionen
Varianten als technisch geeignet deklariert und somit flir das weitere Chipdesign empfohlen. Im
Rahmen des Filterungsprozesses wurden neben den genomischen Informationen der DSN
Tiere an dieser Stelle bereits genomische Informationen weiterer Rassen wie HOL, Braunvieh
und Gelbvieh aus dem 1000-Bullen-Genom-Projekt mitberiicksichtigt. Grund dafiir ist, dass der
DSN200K-SNP-Chip auch fur weitere bedrohte Rassen evaluiert werden sollte bzw. sich spater
in der Praxis optimaler Weise auch fir andere Rassen eignet (siehe APV). Auf Basis der 3,1
Millionen empfohlenen Sequenzvarianten (SNPs und INDELs) wurden die Varianten fir den
neuen DSN200K-SNP-Chip nach den oben genannten zehn Kategorien ausgewahlt.

Detaillierte Erlauterung der zehn Kategorien zur Auswahl von Sequenzvarianten fir das
Design des DSN200K-SNP-Chips:

1) Varianten vom Illumina BovineSNP50 Chip

33,4K Varianten des Illumina BovineSNP50 v3 BeadChip (lllumina Inc., San Diego, CA) mit
einer SNP Call Rate > 90 % und einer Frequenz des selteneren Allels (MAF, engl.: ,minor allele
frequency®) <5 % in der Rasse DSN wurden ausgewdahlt. Die Auswahl von Varianten des
[llumina Chips erfolgte aus mehreren Griinden: Bei den auf dem Illumina Chip bertcksichtigten
SNPs handelt es sich bereits um eine optimierte Auswahl von SNPs, welche das Bos taurus
Genom sehr gut abdecken und eine hohe genetische Relevanz und Merkmalsassoziationen
beim Rind besitzen. Zudem werden die Genotypisierungs-Chips der Firma Illumina h&ufig in
Forschung und Praxis verwendet. Daher werden diese SNPs bendtigt, um zuklnftige
Ergebnisse auf Basis unseres DSN200K-SNP-Chips mit den Ergebnissen anderer genetischer
Studien beim Rind vergleichen zu kdnnen. Weiterhin wird es dadurch erméglicht, Genotypen
die von dem lllumina BovineSNP50 v3 BeadChip und dem DSN200K-SNP-Chip stammen zu
kombinieren.

2) Varianten aus GWAS und Gen-Sequenzierungen in DSN

Insgesamt wurden 2.071 Sequenzvarianten aus GWAS-Analysen, die in DSN durchgefiihrt
wurden, ausgewahlt (Tabelle 3). Zuerst wurden alle Varianten zusammengetragen, welche in
vorangegangenen GWAS mit verschiedensten Merkmalen beim DSN assoziiert wurden. Dabei
handelte es sich um Varianten fur funktionale Merkmale wie Mastitisresistenz (Meier et al.,
2020), Endoparasitenresistenz (May et al.,, 2019), aber auch Produktionsmerkmale wie
Milchleistung (Korku¢ et al., 2021). Des Weiteren wurden aber auch neue GWAS mit der in API

generierten imputieren Genotypen durchgefuhrt. Fur die GWAS wurde entweder die
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Programmiersprache R oder die Software GCTA (Yang et al., 2011) verwendet. Es wurden
Phanotypdaten und Zuchtwerte zu Milchleistung, Fruchtbarkeit, Exterieur, die beim vit abgefragt
wurden, analysiert. Zusatzlich wurden weitere phanotypische Daten zu Endoparasitenresistenz
gesammelt und analysiert. Des Weiteren wurden auch Phéanotypen zu Hitzestress (z.B.
Milchfettsauren, physiologische Merkmale) und Futtereffizienz in DSN analysiert (Bohlouli et al.,
2022; Yin et al., 2019). Eine Auswahl von assoziierten Varianten aus den verschiedenen GWAS
wurde fur das Design des DSN200K-SNP-Chips berticksichtigt.

Fur das funktionale Merkmal Endoparasitenresistenz war es zudem maoglich, Sequenzvarianten
fur das Activated leukocyte cell adhesion molecule (ALCAM) Gen im DSN-Genom zu
identifizieren, welches vorab in der GWAS mit Leberegel-Infektionen assoziiert war (May et al.,
2019). Als Datengrundlage dienten hier 94 DSN-Kuhe mit vorliegenden Sequenzdaten fir das
ALCAM Gen. Das Gen codiert fur Proteine, welche eine bedeutende Rolle in immunologischen
Prozessen spielen. Bei diesen Analysen wurden drei Polymorphismen in Exon 9 (c.1017T>C)
und in Intron 9 (c.1104+10T>A, c.1104+85T>C) des Gens identifiziert. Fir diese drei SNPs
wurden Genotyp- und Allelfrequenzen sowie Unterschiede in den Genotyp- und Allelfrequenzen
zwischen Fasciola hepatica bzw. GIN infizierten und nicht-infizierten Tieren berechnet. Ziel war
es, Allelsubstitutions- und Dominanzeffekte fiur die identifizierten SNPs fir Merkmale der
Endoparasitenresistenz sowie fir weitere Testtagsmerkmale (Milch-kg, Milcheiweil3-%,
Milchfett-%, FEQ, SCS, Harnstoff, Laktationspersistenz) zu schétzen. Die geschéatzten Effekte
sollten Aufschluss darliber geben, ob die identifizierten Sequenzvarianten ginstig fur eine
Endoparasitenresistenz als auch fir weitere Leistungs- sowie Krankheitsresistenzmerkmale
(z.B. SCS) sind, sodass diese SNPs auf dem neu konstruierten custom-made Chip
bertcksichtigt werden kdnnen. Die Schatzung der Markereffekte in den drei identifizierten SNPs
erfolgte mittels logistischer Regressionsanalysen in der Statistik-Software SAS. Die Analysen
ergaben signifikante Unterschiede in den Allel- und Genotypfrequenzen zwischen mit
Leberegeln (Fasciola hepatica) infizierten und nicht-infizierten Tieren fir alle drei SNPs. Zudem
wurden signifikante Allelsubstitutionen in den drei SNPs fur eine Endoparasitenresistenz
(sowohl Fasciola hepatica-Infektionen als auch Infektionen mit gastrointestinalen Nematoden)
als auch fur Milcheiwei3-%, Milchfett-% sowie FEQ geschéatzt. Genotyp TC der SNPs
€.1017T>C and c¢.1104+85T>C zeichnete sich als gunstiger Genotyp hinsichtlich einer
Verbesserung der Fasciola hepatica-Resistenz beim DSN aus, hatte aber gleichzeitig einen
negativen Effekt auf die Merkmale Milch-kg und SCS. Fir den SNP ¢.1104+10T>A zeigten sich
gunstige Allelsubstitutions-Effekte sowohl fir eine Fasciola hepatica-Resistenz als auch fur die
Merkmale Milchfett-%, Milcheiweil3-%, FEQ und Laktationspersistenz beim DSN. Die
Ergebnisse der Analysen wurden im Rahmen des Projektes in dem Journal ,Mammalian
Genome* publiziert (May et al., 2019) und die identifizierten SNPs auf den neuen DSN200K-
SNP-Chip inkludiert.
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Tabelle 3: Anzahl der Sequenzvarianten, die in genomweiten Assoziationsstudien und Gen-
Sequenzierungen mit den jeweiligen Merkmalen identifiziert und fur das Design des DSN200K-
SNP-Chips benutzt wurden.

Untersuchtes Merkmal Anzahl Sequenzvarianten
Milch 568
Mastitisresistenz 67
Endoparasitenresistenz 163
Fruchtbarkeit 895
Exterieur 326
Hitzestress 35
Futtereffizienz 7

3) Varianten mit funktionellem Einfluss auf Gene

Die Funktion der Sequenzvarianten wurde mit der Software VEP (,Variant Effect Predictor)
vorausgesagt (McLaren et al., 2016). Fir insgesamt 50.611 Varianten wurde ein hoher, mittlerer
oder niedriger Einfluss geschatzt, weswegen sie fir den DSN200K-SNP-Chip berticksichtigt
wurden. Ein hoher Einfluss aufs Genom hat z.B. eine ,Missense“-Mutation, die Anderungen
beim Ablesen des genetischen Codes und des translatierten Proteins mit sich bringt.

4) DSN-spezifische Varianten

Es wurden 38.198 Varianten als “einzigartig fur die Rasse DSN” eingestuft. Dies war der Fall fir
Varianten, die eine alternative Allelfrequenz (AAF) >1 % in DSN aufwiesen und in DSN
verwandten Rassen mit vorhandenen Sequenzdaten aus dem 1000-Bullen-Genom-Projekt
(HOL, Modern Danish Red, Original Braunvieh, Gelbvieh, Finnish Ayrshire, Normande,
Norwegian Red, Swedish Red, und Jersey) vollkommen fehlten. Dafir wurden die
Allelfrequenzen fur alle Rassen mit der Software vcftools v0.1.16 (Danecek et al., 2011)
kalkuliert. Zudem wurden Varianten mit einer MAF > 1 % in DSN in diesem Schritt inkludiert.
Die Einzigartigkeit dieser Varianten ist der Schlussel zur Sicherung der genetischen Diversitat
und rassespezifischer Merkmale.

5) Varianten mit hohem Unterschied in AAF zwischen DSN und HOL

Es wurden 55 Varianten mit einem hohen Unterschied in den alternativen Allelfrequenzen (AAF
> 0,7) zwischen Holstein und DSN ausgewahlt. Diese Varianten kénnen helfen, gemeinsame
und unterschiedliche Mutationen zu erkennen, die wahrscheinlich die gré3ten Unterschiede
zwischen Holstein und DSN in Bezug auf die Merkmalsleistungen verursachen.

6) Varianten auf dem Y-Chromosom

Es wurden alle verfugbaren 321 Varianten auf dem Y-Chromosom fiir das Design des
DSN200K-Chips ausgewahlt. Diese Varianten sind von besonderem Interesse zur Analyse

mannlicher Individuen.
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7) Varianten auf den mitochondrialen Chromosomen

Es wurden alle 278 verfigbaren Varianten auf den mitochondrialen Chromosomen (278
Varianten) ausgewahlt. Diese Varianten sind von besonderem Interesse zur Ableitung
maternaler Effekte, da mitochondriale Vererbung nur Uber die mitterliche Linie stattfindet.

8) Varianten zur Abstammungsbestimmung (ICAR & ISAG)

Es wurden 554 Varianten auf Basis des Abstammungspanels der Organisationen ICAR
(International Committee for Animal Recording) und ISAG (International Society for Animal
Genetics) ausgewahlt. Es handelte sich bei diesen um besonders diverse Varianten zwischen
Tieren innerhalb einer Rasse als auch zwischen Rassen.

9) Varianten in Haplotypblocken

Insgesamt wurden 103.801 Varianten ausgewabhlt, die sich in Haplotypblocken (HBs) befinden.
Ein HB ist eine Region, in der alle enthaltenden Varianten im Kopplungsungleichgewicht
zueinanderstehen, was bedeutet, dass es wenig Hinweise auf genetische
Rekombinationsereignisse gibt. Innerhalb eines solchen HBs treten unterschiedliche
Haplotypen auf. Die HBs wurden in Anlehnung an die Standarddefinition eines HBs aus dem
Human Genome Project (Gabriel et al., 2002) mit PLINK v1.9 berechnet. Die wurden als
Regionen, die sich innerhalb von Fenstern mit 200 Kilobasenpaaren (kb) und dem unteren Ende
des 90 % D-Prime-Konfidenzintervalls = 0,60 und dem oberen Ende des Konfidenzintervalls
2 0,85 definiert (Purcell et al., 2007). Es wurde je eine Variante innerhalb eines HBs mit einer
Lange von > 1 kb ausgewahlt. Zudem wurden Varianten, die sich bereits in der Thermo Fisher
Scientific Axiom™ Datenbank befinden und die héchste Frequenzdifferenz zwischen Holstein
und DSN aufwiesen, priorisiert. Mit dieser Vorgehensweise wurde eine breite Auswahl von
Varianten Uber das gesamte Genom garantiert, sodass noch vorhandene Liicken von Regionen
ohne Marker minimiert werden konnten.

10) Varianten zum Fullen von Lucken

AbschlieBend wurden noch weitere 16 Varianten selektiert um Licken zwischen bereits

ausgewabhlten Varianten abzudecken, die grof3er als 250 kb sind.
2.3 Evaluierung des neuen DSN200K-SNP-Chip (APIII)

Genotypisierung

Die Evaluierung der Funktionalitat des DSN200K-SNP-Chips erfolgte 1. durch die Uberpriifung
der technischen Zuverlassigkeit hinsichtlich Genauigkeit und Wiederholbarkeit der
Genotypisierung und 2. durch die Anwendbarkeit in der Rasse DSN. Insgesamt wurden 1.201
DSN Tiere mit dem DSN200K-SNP-Chip genotypisiert. Die Genotypisierung der Rinderproben
mit dem DSN200K-SNP-Chip wurde vom Institut fir Fortpflanzung landwirtschaftlicher Nutztiere
(IFN) Schonow e.V. durchgefuhrt. Aus den Rohdateien wurden die Genotypen von TZ-BER mit
der Axiom Analysis Suite Software v5 von Thermo Fisher Scientific unter Befolgung der ,Best
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Practice“-Richtlinien ausgelesen. Die Genotypen wurden basierend auf der Konfidenz und einer
Call Rate von mindestens 95 % gefiltert, sodass nur hoch-qualitative Genotypen in die Analysen
aufgenommen und als erfolgreich ausgelesenen definiert wurden (Neumann et al., 2021).
Zusatzlich standen noch DSN200K-Genotypen von weiteren 432 DSN Tieren aus einem
anderen Projekt zur Verfigung.

Fur die Bestimmung der technischen Zuverlassigkeit des DSN200K-SNP-Chips wurde der Grad
der Ubereinstimmung (=Konkordanz) zwischen den tatsachlichen Sequenzierungsdaten und
den aus Genotypisierung mit dem DSN200K-SNP-Chip erhaltenen Daten berechnet. Zur
Bestimmung der Wiederholbarkeit wurde der Grad der Ubereinstimmung zwischen den
Genotypen von Tieren, die mehrfach mit dem DSN200K-SNP-Chip genotypisiert wurden,
bestimmt. Die Anwendbarkeit in der Rasse DSN wurde dadurch bestimmt, indem ermittelt
wurde, wie viele Varianten vom DSN200K-SNP-Chip informativ waren und mit einer MAF von
mehr als 0 % oder 1 % segregieren.

Vereinigung von Genotypen, die mit verschiedenen SNP-Chips erzeugt wurden, durch

Imputation

Durch die Verwendung von originalen Genotypisierungsdaten und Imputation von SNPs wurden
drei Datensétze mit unterschiedlicher Dichte an Sequenzvarianten geschaffen: 50K, 200K und
VGS. Es lagen Genotypen von 1.797 DSN Tieren vom Illumina BovineSNP50 BeadChip, 1.183
DSN Tieren vom DSN200K-SNP-Chip und 304 DSN Tiere aus Sequenzierungen vor. Bei der
Imputation werden Varianten eines Referenzpanels mit hoherer Dichte an Varianten in
Genotypen niedrigerer Dichte statistisch eingefiigt.

Vollgenomsequenzinformationen sind die umfanglichsten Genomdaten eines Tieres. Als
Referenzpanel fur die Imputation zu VGS-Niveau dienten die zuvor in den sequenzierten DSN
Tieren gefundenen 16.175.216 Sequenzvarianten. Dieses Referenzpanel wurde zuvor gefiltert,
um die Genauigkeit der Imputation zu erhéhen. Es wurden nur Varianten mit einer MAF > 0,01
und einer Call Rate von > 95 % bericksichtigt. Varianten mit einer Mendelian Error Rate von
mehr als 5 % (basierend auf gegensatzlichen Homozygoten fiir die verfigbaren 156 Eltern- und
192 Nachkommenpaare) wurden entfernt. Dartiber hinaus wurden Varianten mit einer Quality
by depth <10 und < 3000 wie mit dem Ensembl VEP (McLaren et al., 2016) vorhergesagt
aufgrund eines niedrigen Ubergangs/Transversions-Verhaltnisses verworfen. Phasing und
Imputation von Varianten wurde mit Beagle v.5.1 durchgefiihrt (Browning et al., 2018).

Um die Genauigkeit der Imputation zu tiberprifen, wurde der Grad der Ubereinstimmung von
Sequenzvarianten in 15 DSN Tieren geprft, die sowohl vollgenomisch sequenziert als auch mit
dem DSN200K-SNP-Chip oder dem 50K lllumina BeadChip genotypisiert wurden. Die
Sequenzvarianten dieser 15 Tiere waren nicht im SNP-Referenzpanel fir die Imputation

enthalten (VGS-Daten lagen zu 304 Tieren vor).
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Die Daten vom lllumina BovineSNP50 BeadChip wurden ebenfalls auf das Niveau des
DSN200K-SNPChips imputiert. Dabei wurden die erfolgreich genotypisierten Varianten vom
DSN200K-SNPChip als Referenzpanel (167.271 Varianten mit MAF > 0,1) herangezogen. Fur
die Berechnung der Imputationsgenauigkeit wurden die Varianten von 15 sequenzierten DSN
Tieren herangezogen, von denen auch Genotypen sowohl mit dem 50K-Chip als auch vom
DSN200K-SNPChip vorlagen.

Vergleich verschiedener SNP-Datensétze in genomweiten Assoziationsstudien

GWAS flr verschiedene Merkmale wurden mit allen drei verfigbaren (imputierten) SNP-
Datensatzen durchgefihrt: 50K (lllumina BovineSNP50 BeadChip), 200K (DSN200K-SNP-
Chip) und VGS. GWAS, die mit denselben Tieren, Merkmalen und Modellen, jedoch
unterschiedlichen  Markerdichten  durchgefihrt werden, erlauben Aussagen zum
Informationsgehalt der verwendeten SNP-Datensétze.

Fur die Testung verschiedener SNP-Datensatze wurden Phanotypen erstlaktierender Kiihe von
sechs Betrieben verwendet. Dabei standen 2.020 Beobachtungen fir die 305-d-Leistungen fir
Milch-, Fett- und EiweilBmenge in kg (M305, F305, E305) zur Verfugung. Diese Merkmale
weisen eine moderate bis hohe Erblichkeit auf. Fur Gesundheitsindikator-Merkmale mit einer
niedrigen bis moderaten Erblichkeit wurden 2.402 Tiere mit Daten fur FEQ und SCS-Werten in
der ersten Laktation untersucht. Die Anzahl der somatischen Zellen wurde nach der Formel von
Ali und Shook (1980) in den SCS umgewandelt: log2(Anzahl der somatischen Zellen/100.000)
+ 3. FiUr die Abkalbemerkmale KV und TGR mit niedrigen Erblichkeiten lagen 2.606
Beobachtungen vor. Nach Filterung der Genotypen verblieben abhangig vom Merkmal ~37K
SNPs fur den 50K-Chip, ~125K Varianten fir den DSN200K-SNPChip und ~11.6 Millionen
Varianten fur die VGS-Daten. Die GWAS wurden mit dem Programm GCTA (Yang et al., 2011;
Yang et al., 2014) mit der ,leaving one chromosome out* (--mima-loco) Option durchgeftihrt.

Folgendes statistisches Modell in Matrixschreibweise wurde angewandt:

y=X+Zu+Ss+e, D

dabei ist y der Vektor mit der jeweiligen Beobachtung fur M305, F305, E305, FEQ, SCS, KV
und TGR; 3 = Vektor der fixen Effekte (Betrieb, Jahr und Saison der ersten Kalbung und lineare
Regressionen der Tage in Milch (DIM) und dem Erstkalbealter (EKA) in Monaten fir M305, F305
und E305; Betrieb, Jahr und Saison des ersten Testtags, linearer Regressionen der DIM und
dem Fettanteil fir SCS; Betrieb, Jahr und Saison des ersten Testtags, lineare Regression des
EKA fur FEQ); Betrieb, Jahr und Saison der Kalbung, sowie Geschlecht des Kalbes fur KV und
TGR), u = Vektor der polygenen Effekte mit u ~N (0, Go?,), wobei G die genomische

Verwandtschaftsmatrix (VanRaden, 2008) und ¢?, die polygene Varianz bezeichnet; s = Vektor
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fur Markereffekte; e = Vektor der zuféalligen Residuen; und X, Z, S sind die Inzidenzmatrizen ftr
R, u und s. Fur die Ermittlung geeigneter Schwellen wurde zuvor die effektive Anzahl
unabhangiger Varianten mit der ,--indep-pairwise“ Option in PLINK v1.9 (Chang et al., 2015)
ermittelt. Dazu wurde in einem Fenster von 5.000 Basenpaaren (bp), welches in jedem Schritt
um 500 bp verschoben wurde, von zwei Varianten, die eine Kopplung von r? > 0.5 aufwiesen, je
eine Variante eines Paares entfernt. Im nachsten Schritt wurde eine nach Bonferroni
angepasste Signifikanzschwelle (pBonf) folgendermal3en berechnet: pBonf = 0,05/nesr, mit
Nert = effektive Anzahl unabhéngiger Varianten. Des Weiteren wurde eine Suggestivschwelle
bestimmt: pSug = 1/nes. Die in der GWAS identifizierten SNPs und Varianten wurden
anschliel3end mit potentiellen Kandidatengenen unter Verwendung der Ensembl (release 104)
Datenbank assoziiert. Ein Gen wurde als Kandidatengen angesehen, wenn mindestens ein
SNP/eine Variante Gber pSug in dem Gen oder innerhalb 150 kb auf- oder abwarts des Gens
lokalisiert war. Weiterhin wurden genomweite und chromosomenweite SNP-Effekt Korrelationen
innerhalb jedes Merkmals fir alle zwischen den drei Markerdichten Utberlappenden SNPs bzw
strukturellen Varianten kalkuliert.

Das Modell (1) wurde zudem genutzt, um fir alle Merkmale Erblichkeiten mit den drei
unterschiedlichen Markerdichten zu schéatzen. Dazu wurde der restricted maximum likelihood
Algorithmus (--reml) in GCTA (Yang et al., 2011) verwendet.

Kreuzvalidierung im Rahmen der genomischer Zuchtwertschatzung

Basierend auf den drei verfigbaren Datensatzen (50K, 200K, VGS) fur die DSN-Population
wurden jeweils Kreuzvalidierungen im Rahmen der gZWS durchgefihrt. Insgesamt waren
Informationen von 2.420 erstkalbenden DSN-Kihen von zehn verschiedenen Betrieben
verfugbar. Die Kiihe wurden zwischen 2006 und 2018 geboren. Das EKA lag zwischen 22 bis
46 Monaten (Mittelwert: 27,93 Monate). Fur die 305-d-Merkmale wurden nur Kithe mit einer
Laktationsdauer von mehr als 250 Tagen berticksichtigt. Fur 2.383 Kiihe lagen Aufzeichnungen
fir M305, F305, E305, Milchfett-% (F%), Eiweil3-% (E%) und energiekorrigierte Milchleistung
(EKM) vor. Die EKM wurde nach der folgenden Formel von Zumwald et al. (2018) berechnet:
M305/3.14*(0.38*F% + 146 0,24*E% + 0,816). Testtags-Aufzeichnungen vom ersten Testtag
nach dem Kalben umfassten FEQ und SCS von 2.420 Kuhen. Fur FEQ und SCS wurde sich
auf die schwierige frihe Laktationsperiode konzentriert, da die Messungen in der frihen
Laktation zuverlassige Indikatoren auf Herdenebene sind, insbesondere in den grof3en Herden
in Ostdeutschland (Bergk und Swalve, 2011). Daher wurde nur der erste offizielle Testtag nach
dem Kalben zwischen 5 und 40 Laktationstagen berticksichtigt. Deskriptive Statistiken fur 305-
d-Milchleistungsmerkmale, FEQ und SCS sind in Tabelle 4 aufgefiihrt. Die Merkmale des
Exterieurs wurden in den funf grof3ten Herden, welche sich in Ostdeutschland befinden, erfasst.

Von 1.811 Kuhen lagen Exterieurbeurteilungen fur 18 lineare Merkmale und vier
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Merkmalskomplexe vor. Zu den linearen Merkmalen gehdrten: Milchcharakter, GroRe,
Korpertiefe, Starke, Beckenneigung, Beckenbreite, Body-Condition-Score (BCS),
Hinterbeinwinkelung, Klauenwinkel, Sprunggelenk, Hinterbeinstellung, Hintereuterhéhe,
Zentralband, Strichplatzierung vorne, Strichplatzierung hinten, Vordereuteraufhdngung,
Eutertiefe und die Strichlange. Bis auf die in Zentimetern gemessene Grof3e wurden alle
linearen Merkmale auf einer Skala von 1 bis 9 bewertet. Die Merkmalskomplexe Milchtyp,
Korper, Fundament und Euter wurden auf einer Skala von 65 bis 88 Punkten erfasst. Die
Beurteilung der Exterieurmerkmale wurde von geschulten Mitarbeitern der deutschen
Zuchtverbande vorgenommen. Die deskriptiven Statistiken fur die Exterieurmerkmale sind in
Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 4: Deskriptive Statistik fir 305-d-Produktionsmerkmale und Testtagsmerkmale.

Merkmal!  Beobachtungen Mittelwert SD? Min. Max.

305-d Produktionsmerkmale

M305 2.383 6.162,11 1.246,86 2.248,00 10.574,00
EKM 2.383 6.398,44 1.222,40 2.093,07 9.728,75
F305 2.383 256,71 48,61 76,00 412,00
F% 2.383 4,19 0,37 2,16 5,60
E305 2.383 221,16 44,72 77,00 346,00
E% 2.383 3,59 0,22 2,85 4,31
Testtagsmerkmale

FEQ 2.420 1,18 0,19 0,45 2,52

SCS 2.420 2,61 1,51 -1,06 8,88

1 M305 = 305-d Milchleistung in kg; E305 = 305-d EiweiRertrag in kg; F305 = 305-d Fettertrag
in kg; F% = 305-d Fettprozent; E% = 305-d EiweiRprozent; EKM = 305-d energie-korrigierte
Milchleistung; FEQ = FetteiweilRquotient am ersten Testtag; SCS = Somatischer Zellscore am
ersten Testtag. 2 SD = Standardabweichung (engl.: ,standard deviation“)
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Tabelle 5: Deskriptive Statistik fUr lineare Exterieurmerkmale und deren Merkmalskomplexe.
Merkmal Beobachtungen Mittelwert SD? Min. Max.

Merkmalskomplexe

Milchtyp 1.811 79,01 3,02 68,0 86,0
Korper 1.811 79,21 3,42 65,0 87,0
Fundament 1.811 81,82 3,08 65,0 87,0
Euter 1.811 78,24 3,66 65,0 86,0
Lineare Merkmale

Milchcharakter 1.811 3,38 1,35 1,0 9,0
GroRe (in cm) 1.811 136,83 2,99 126,0 152,0
Korpertiefe 1.811 5,34 1,29 1,0 9,0
Starke 1.811 6,28 1,13 2,0 9,0
Beckenneigung 1.811 4,79 0,97 1,0 9,0
Beckenbreite 1.811 5,74 1,23 2,0 9,0
BCS! 1.811 6,06 1,16 2,0 9,0
Hinterbeinwinkelung 1.811 5,23 0,98 1,0 9,0
Klauenwinkel 1.811 5,04 1,00 1,0 9,0
Sprunggelenk 1.811 5,95 1,38 1,0 9,0
Hinterbeinstellung 1.811 5,86 1,52 1,0 9,0
Hintereuter 1.811 4,25 1,36 1,0 9,0
Zentralband 1.811 4,34 1,37 1,0 8,0
Strichplatzierung vorne 1.811 4,00 1,16 1,0 8,0
Strichplatzierung hinten  1.811 4,96 1,06 1,0 8,0
Vordereuteraufhdngung 1.811 5,32 1,32 1,0 9,0
Eutertiefe 1.811 4,39 1,23 1,0 9,0
Strichlange 1.811 4,95 1,00 2,0 9,0

1 BCS = Body-Condition-Score; 2 SD =Standardabweichung (engl.: ,standard deviation®)

Um dieselben Tiere in allen drei Genotypen-Panels (50K, DSN200K und VGS) vorliegen zu
haben, wurden Datensdtze durch Imputation und Downscaling angepasst. Die
Qualitatskontrolle der drei Genotyp-Panels (50K, 200K und VGS) wurde in PLINK (Purcell et al.,
2007) in zwei Schritten durchgefiihrt. In einem ersten Schritt wurden die Genotypen und
imputierten VGS-Daten gefiltert, indem nur Varianten und Individuen mit einer
Genotypisierungsrate von > 90 %, Varianten mit MAF > 0,05 und Varianten ohne signifikante
Abweichung (p < 10°) vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG) beibehalten wurden. Es
wurden nur SNPs auf den Autosomen bertcksichtigt. Dieser Schritt fuhrte zu einer Anzahl von
31.539 Varianten fur 50K, 125.678 Varianten fir 200K und 11.827.995 Varianten fir VGS.
AnschlieRend wurden diese Datensatze auf die Tiere mit verfigbaren Phanotypen fur die
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untersuchten Merkmale (305-d-Produktion, FEQ, SCS, Exterieur) reduziert, und es wurden die
gleichen Filterschritte fir MAF, Call-Raten und HWG angewendet. Die endgtiltige Anzahl der
Varianten nach der Filterung in Abhéangigkeit von den jeweiligen Merkmalen betrug im
Durchschnitt ~31.400 fir 50K, ~124.300 fir DSN200K und ~11,6 Millionen fir VGS-Daten. Die
304 sequenzierten Kithe wurden in genomischen Studien fur die Entwicklung des DSN200K-
SNP-Chip und in der vorliegenden Studie flir genomische Vorhersagen berlcksichtigt, was
mogliche verzerrte Schatzungen oder ein gewisses MaRR an Uberanpassung implizieren konnte.
Zu den drei Genotypen-Panels wurden zufallige 20 x 200K-SNP-Chip Datensatze aus den
vorliegenden VGS Daten generiert, um die Auswirkungen des Designs des neuen DSN200K-
SNP-Chip auf die Ergebnisse der gZWS zu prifen. Von den 3.069.815 von Thermo Fisher
Scientific als ,technisch geeignet® eingestuften Varianten waren 2.833.148 Varianten aus VGS-
Daten nach vorherigen Filterschritten verfligbar. Die sample()-Funktion in R (R Core Team,
2022) wurde verwendet, um die zuvor genannten 20 zufélligen Chips aus VGS-Daten zu
erzeugen, die dieselbe Anzahl von 125.678 Varianten enthielten, die nach dem ersten
Filterungsschritt fir den DSN200K ubrig geblieben waren. Die gleiche Anzahl von Markern
garantierte den Vergleich der genetischen Parameter und der gZW-Genauigkeit zwischen den
rassespezifischen DSN200K mit der gleichen Markerdichte, aber ohne Beriicksichtigung der
rassespezifischen Varianten (im Folgenden als "zufallige 200K-Chips" bezeichnet).

Zur Berechnung genetischer Parameter und fir die Durchfihrung der gZWS wurden vorab
genomische Verwandtschaftsmatrizen (G) in GCTA (Yang et al., 2011) unter Berticksichtigung
aller Kilhe mit Genotypen fir jedes Merkmal erstellt. Zur Integration der G-Matrizen in die
BLUPF90-Anwendungen (Aguilar, 2018) wurde die Inverse von G + 0,02 | berechnet, wobei |
eine ldentitatsmatrix ist. Zur Schatzung der Varianzkomponenten und Erblichkeiten wurden
Einmerkmals-Tiermodelle aufgestellt und der Al-REML-Algorithmus durch Ausflihrung des
AIREMLF90-Programmes aus dem BLUPF90-Softwarepaket (Misztal et al., 2014) angewendet.
Das statistische Modell, das den gesamten Datensatz fir jedes Merkmal berlcksichtigte,
lautete:

y=Xb+Zg+e, (2)

wobei y = Vektor der Phanotypen fur die 305-d-Produktionsmerkmale, FEQ, SCS und
Exterieurmerkmale; b = Vektor der festen Effekte, einschlie3lich der folgenden festen Effekte
fur die 305-d-Produktionsmerkmale, FEQ und SCS: Herde, Abkalbejahr, Abkalbesaison, EKA
und DIM als lineare Regression auf die Laktationslange fir die unvollstandigen 305-d-
Beobachtungen und auf die Tage in der Laktation nach dem Abkalben fur die
Testtagsdatensatze; und fir die Exterieurmerkmale: Betrieb, Klassifizierer, Jahr der Bewertung
des Exterieurmerkmals, Laktationsstadium und Erstkalbealter; g = Vektor der additiven

genetischen Effekte mit ~ N (0,Go%;), wobei G die genomische Beziehungsmatrix und 0% die
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genetische Varianz bezeichnet; e = Residualeffekte mit ~ N (0, l0%), und 0% die Restvarianz; X

und Z = Design-Matrizen fur b und g, und | = Identitatsmatrix.

Kreuzvalidierung und Berechnung der gZW-Genauigkeiten

Fur die Berechnung der gZW-Genauigkeiten wurde eine wiederholte Random-Sub-Sampling-
Validierung (RSV), d. h. eine Monte-Carlo-Kreuzvalidierung fur jedes Merkmal separat mit
jedem Genotypdatensatz, durchgefiihrt (Picard und Cook, 1984). Zu diesem Zweck wurden die
Datensatze geteilt in jeweils einen Validierungssatz (20 % der Kiihe) mit maskierten Phanotypen
und einen Trainingssatz (80 % der Kuhe). Die Anzahl der Tiere im Validierungssatz betrug 477
fur 305-d-Produktionsmerkmale, 484 fir FEQ und SCS und 363 flir Exterieurmerkmale. Die
Kihe wurden nach dem Zufallsprinzip mit zehn Wiederholungen ausgewahlt. In jedem
Validierungsschritt wurden die Zuchtwerte der Kiihe in dem Validierungssatz, auf der Grundlage
der genomischen Beziehungsinformationen und der Phanotypen fir die Kihe im Trainingssatz
geschatzt. Die Genauigkeit wurde definiert als die Korrelation zwischen den gZWs und den
bekannten Phanotypen, abzlglich der entsprechenden festen Effekten (d.h. y - Xb), fur die
Kihe im Validierungsset. AnschlieRend wurde die mittlere Genauigkeit unter Berlcksichtigung
der 10 Wiederholungen fir jedes Merkmal fir 50K-, DSN200K-, zuféllige 200K- (20 zufallige
Datensatze) und VGS-Datensatze berechnet.

3.702 DSN mit 50K, 200K

und Sequenzinformationen Ausschluss von
1. Tieren mit DSN Anteil < 90 %
2. Sequenzierten Tieren, die fiir das Chip-Design
verwendet wurden
3. Tieren ohne Phanotypen fir die drei Zielmerkmale

1.900 DSN mit Genotypen und Qualitatskontrolle der Genotypen
Phéanotypen (1. Laktation)

Zufallstichprobe mit Austausch

10 Wiederholungen (Kreuzvalidierung)

Trainingsset (80 %):
~ 1.520 Kiihe mit Genotypen

~ 380 Kuhe mit Genotypen . 3
und Phanotypen Korrelation (dZW, y’)

Validierungsset (20 %): Genauigkeit:
und maskierten Phénotypen

Abbildung 5: Exemplarische Darstellung der Vorgehensweise bei dem Vergleich von 50K
Genotypen, 200K Genotypen und Vollgenomsequenzdaten im Rahmen einer genomischen
Zuchtwertschatzung innerhalb der Rasse Deutsches Schwarzbuntes Niederungsrind (DSN).
dZWw = direkte Zuchtwerte; y*= Phanotypen, abziiglich der festen Effekte (y* =y — Xb).
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2.4 Ermittlung von Maf3zahlen genetischer Diversitat (APIV)

Durch die TZ-BER sollten auf Basis der Sequenzdaten die SNP-Marker bestimmt werden, die
notwendig sind um den Heterozygotiegrad als Kenngréf3e der genetischen Diversitat moglichst
genau zu bestimmen. Durch die TZ-GlI sollte ein Monitoringverfahren getestet werden, dass eine
Steigerung der Zuchtwerte vorsieht, doch dabei den Erhalt der Diversitat innerhalb der Rasse
DSN berucksichtigt.

Phylogenetische Untersuchungen und Nukleotid-Diversitatsanalysen

Durch die vorhergegangenen Arbeitsschritte standen fir die folgenden Arbeiten Varianten auf
VGS-Level von 304 DSN, 15 ANG und 15 RDN (generiert in APV) zur Verfugung. Weitere
Sequenzvarianten von 1.394 Rindern aus 66 weiteren Bos taurus Rassen, sowie eines
Auerochsen (Bos primigenius) konnten durch Zugriff auf die Daten des 1000-Bullen-Genom-
Projekts (Run 9) (Hayes and Daetwyler, 2018) herangezogen werden. Zur Sicherung der
Datenqualitét sollte mindestens eine 8-fache Sequenzabdeckung und mindestens funf Tiere je
Rasse vorliegen. Fur Rassen mit mehr als 30 Tieren wurden 30 Tiere nach dem Zufallsprinzip
ausgewahlt. Von Tieren mit der Rassekennzeichnung ,Holstein Friesian“ wurden 30 Tiere je
Land (Deutschland, Danemark, Niederlande und U.S.A) randomisiert ausgewahlt. Die
Sequenzvarianten der DSN Tiere aus diesem Projekt und der DSN Tiere aus dem 1000-Bullen-
Genom-Projekt wurden mit dem Programm BCFtools v1.9 (Danecek et al., 2021)
zusammengetragen. Insgesamt wurden 74.834.092 biallelische Varianten (68.486.380 SNPs
und 6.347.712 INDELS), die in der Tranche 99 % (aus der vom 1000-Bullen-Genom-Projekt
durchgefuhrten Varianten-Rekalibrierung) mit einer Genotypisierungsrate = 90 % vorkommen,
fur die Analyse berticksichtigt.

Im néchsten Schritt wurde ein genomweiter phylogenetischer Baum fir alle Bos taurus
Autosomen (BTA) erstellt. Die 74.834.092 Sequenzvarianten wurden zunachst mit PLINK v1.9
(Chang et al., 2015) unter Verwendung einer Fenstergrof3e von 50 bp und einer Schrittweite von
5SNPs von allen Varianten mit hoher Kopplung (r>>0,6) bereinigt. Mit den daraus
resultierenden 21.426.106 Varianten wurde der Manhattan-Abstand zwischen den Tieren
berechnet und der in der Biotit-Bibliothek in Python implementierte UPGMA-Algorithmus zum
Clustering verwendet. Der Baum wurde mit den verfigbaren Daten eines Auerochsen, der die
Outgroup bildete, verwurzelt. Der phylogenetische Baum wurde mit iTOL v6 (Letunic and Bork,
2019) visualisiert. Die Zweige des Baums stellen die Position der Mehrheit der Tiere jeder Rasse
dar. Die Nukleotid-Diversitat () wurde pro 10 kb Fenster (TTwindow) flr alle BTAs unter
Verwendung von 74.834.092 Sequenzvarianten und dem scikit-allel Paket in Python wie folgt

berechnet:

Lz.. DiDi T
_ n-12U PLEj Yy
Twindow = 10 kb ’ (3)
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mit der Haufigkeit des i-ten und j-ten Haplotypen p; m;; ist die Anzahl der Nukleotidunterschiede
pro Stelle zwischen dem i-ten und j-ten Haplotypen und n die Anzahl der Haplotypen. Die
durchschnittliche Nukleotid-Diversitat pro Chromosom (Tenom) Wurde als Mittelwert Uber alle
Fenster der jeweiligen Chromosomen und die gesamte Nukleotid-Diversitat (TTita) als Mittelwert
tber alle BTAs berechnet.

Zusatzlich wurden Verwandtschaftsanalysen unter Verwendung des Fixationsindex (Fsr)
zwischen DSN und 68 anderen Rassen aus dem 1000-Bullen-Genom-Projekt durchgefiihrt.
Auch wurde die Heterozygositat als Metrik fir die genomische Diversitat berechnet. Inzucht
wurde als Uberschuss an Homozygotie (From) Und genomische Inzucht (Fron) durch Runs of
Homozygosity (RoHs) gemessen.

Anwendung der ,,Optimum genetic contribution“-Methode

In APIV lag der Fokus von TZ-GlI auf der Anwendung der zuvor entwickelten
Zuchtwertschatzung auf Basis aller DSN Bullen und Kihe, fir die Pedigree-, als auch
Genotypeninformationen und Phanotypdaten fir das Merkmal 305-d Produktionsleistung
vorlagen. Die daraus resultierenden Zuchtwerte wurden fir verschiedene Szenarien in eine
»optimum genetic contribution® (OGC) Anwendung implementiert. Die OGC maximiert den
genetischen Fortschritt bei gleichzeitiger Beschrdnkung der Inzuchtwerte bzw. den
Beziehungen zwischen den Selektionskandidaten.

Insgesamt lagen Phanotypen zur 305-d-Milchleistung (in kg) der ersten Laktation von 8.373
DSN-Kihen vor. Zudem konnte auf Genotypeninformationen von dem Illlumina 50K und dem
DSN200K-SNP-Chip fur 2.797 DSN, sowie Pedigreeinformationen von etwa 70.000 Tieren
zurlickgegriffen werden. Anhand dieser Informationen wurde mit AIREMLF90 aus der BLUPF90
Programmfamilie (Misztal et al., 2014) eine modifizierte Verwandtschaftsmatrix H erstellt, in der
genomische errechnete Verwandtschaftsverhaltnisse (G-Matrix) und Pedigree-basierte
Beziehungsinformationen (A-Matrix) vereint werden kodnnen. Die Schatzungen der
Varianzkomponenten und Erblichkeiten wurden abermals mit einem Einmerkmals-Tiermodell in
AIREMLF90 durchgefiihrt. Das statistische Modell fiir das Merkmal 305-d-Produktionsleistung
entspricht dem oben beschriebenen Modell (2).

Fur die folgende Analyse wurden nur Kihe bericksichtigt, die auf Basis vorliegender
Stammdaten als lebend deklariert sind (n = 1.189). Bullen, die zur kunstlichen Besamung zur
Verfigung stehen (n =89) verblieben in dem Datensatz. Das OGC-Konzept, das in dem
Programm GENCONT (Meuwissen, 2002) implementiert ist, wurde angewandt um
Anpaarungsempfehlungen zu erhalten, bei denen unter vorgegebenen Bedingungen ein
maximaler Zuchtfortschritt in dem Leistungsmerkmal 305-d Milchleistung in kg, bei

gleichzeitigem Erhalt der Diversitat in der Rasse DSN realisiert wird.
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Die Methode impliziert eine Maximierung des durchschnittlichen genetischen Verdienstes der
Selektionskandidaten, c'u, durch Einschrankung der durchschnittichen Beziehung c'Ac
innerhalb der Population, wobei ¢ ein Vektor der Anteile in der nachsten Generation jedes
ausgewahlten Tieres ist, u ein Vektor der geschétzten Zuchtwerte der Selektionskandidaten und
A die numerische Beziehungsmatrix zwischen den Selektionskandidaten (Meuwissen, 2002) ist.
Die Pedigreedatei, welche fir das fir das GENCONT-Programm obligatorisch ist, umfasste
67.258 Tiere. In einer Parameterdatei fir GENCONT konnen Bedingungen fur ein
Zuchtprogramm vorgegeben werden. Hierbei wurde die Anzahl an Kiihe auf 30 beschrankt, um
maglichst geeignete Bullenmuitter fir die kommende Generation zu identifizieren. Der maximale
genetische Beitrag der einzelnen Bullen wurde auf 20 % begrenzt. In verschiedenen Szenarien
wurden die Beschrénkungen fur die durchschnittliche Verwandtschaft zwischen den kiinftigen
Nachkommen zwischen 0,02 und 0,10 variiert. In der Auswertung wurde die durchschnittliche
Verwandtschaft zwischen den Nachkommen und der genetische Fortschritt in Beziehung
gesetzt.

2.5 Ubertragbarkeit des DSN200K-SNP-Chips auf andere Rassen (APV)

In APV sollte evaluiert werden, ob der fir DSN entwickelte SNP-Chip auch die wesentlichen
kausalen Varianten in anderen Milchrinder- oder Zweinutzungspopulationen abbildet und fur
zlichterische Entscheidungen und Diversitatsstudien genutzt werden kann. Hierzu wurden 287
Rinder aus acht verschiedenen einheimischen Rinderrassen (123 Rotes HOhenvieh, 42 RDN,
39 ANG, 24 Pinzgauer, 20 HOL, 14 Original Braunvieh, 10 Gelbvieh, 2 Hinterwalder), einer
bedrohten englischen Rinderrasse (8 White Park) und einer Bos indicus Rasse (5 Butana) mit
dem DSN200K-SNP-Chip genotypisiert. Die Genotypisierung sowie das Auslesen und Filtern
der Rohdaten fir diese Tiere erfolgte ebenfalls im IFN Schonow e.V.

Sequenzierungsanalyse von Tieren der Rassen Angler und Rotbunt-Doppelnutzung

Fur die Sequenzierung von 15 ANG und 15 RDN Tieren wurden pro Bulle zwei
Besamungsportionen von der RSH eG geordert, die fiir die DNA-Gewinnung verwendet wurden.
Zur Sequenzierung wurden Bullen ausgewahlt, welche eine moglichst geringe Verwandtschaft
zueinander aufwiesen. Dazu wurde auf Basis von Internetrecherchen (Bullenkataloge, bulli-
web) ein Pedigree erstellt und Tiere mit hohem Verwandtschaftsgrad aussortiert. Damit ist es
maglich, sogenannte Schlisselvererber zu identifizieren, auf welche ursachliche Mutationen in
der Population zurtickzufiihren sind. Die Sequenzierung wurde wie bei den DSN Tieren durch
die Firma Novogene durchgefuhrt und auch die gesamte Pipeline bis zur Identifizierung der
Sequenzvarianten war aquivalent zu der Pipeline, die fir die DSN Tiere benutzt und in API

erlautert wurde.
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2.6 Transfer der Ergebnisse in die Praxis (APVI)

Ein Transfer der Ergebnisse in die Praxis erfolgte in 2020/2021 aufgrund der Corona-Pandemie
vor allem Uber Online-Veranstaltungen und ab 2022 auf verschiedensten nationalen und
internationalen Veranstaltungen in Prasenz. Eine detaillierte Auflistung von Beitrdgen auf
wissenschaftlichen Tagungen findet sich im Kapitel 3.6. Im Rahmen des Fachgesprachs
.-Erhaltung/Biodiversitat in kleinen Nutztierrassen® am 26.10.2021, welches von TZ-BER
organisiert und ausgetragen wurde, waren Teilnehmer aus der Wissenschaft und Praxis (u.a.
Landwirte, Zlchter) beteiligt, mit welchen die ersten Ergebnisse des Projektes in grof3er Runde
diskutiert werden konnten. Am 27.10.2021 hat TZ-BER die Ergebnisse DSN-Ziichtern und
beteiligten Mitarbeitern der RBB in den Raumlichkeiten der RBB vorgestellt. Ein besonderer
Erfolg fur das Projekt war auch die Vorstellung durch TZ-GI auf der Plenartagung im Rahmen
der Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fur Zichtungskunde (DGfz) 2022, sowie die
Prasentation der Ergebnisse im Rahmen von zwei Vortrdgen von TZ-BER und einem Vortrag
von TZ-Gl auf der anschlieBenden Fachtagung. Wie zuvor aufgefihrt, wurde der Transfer der
Ergebnisse in die Praxis im Rahmen zahlreicher Veranstaltungen zwischen 2020 und 2022 sehr
umfangreich betrieben, so dass von einem zusatzlichen Workshop zum Ende des Projektes
abgesehen wurde.
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3. Ergebnisse

In den folgenden Absétzen werden die wesentlichen Ergebnisse der Arbeitspakete API bis APVI
aufgefihrt.

3.1  Aufbau einer Lernstichprobe: Sequenzierung, Aufbereitung und Imputation (API)

Wie die Angaben in dem ,Material und Methoden“-Teil fir API bereits zeigen, konnte fur die
Rasse DSN erfolgreich eine informative Lernstichprobe aufgebaut werden.

Insgesamt 214 DSN Tiere, davon 30 Bullen, wurden genomweit sequenziert. Um die Diversitat
der Rasse mdglichst genau abbilden zu kénnen, wurden Schlisseltiere ausgewahlt, die das
gesamte Pedigree reprasentieren. Die durchschnittiche Genomabdeckung lag Giber dem Faktor
18. Die Qualitatskontrolle der Firma Novogene nach der Sequenzierung zeigte, dass die
Sequenzdaten eine Qualitdt von 99,9 % aufweisen. Es konnte gezeigt werden, dass alle
sequenzierten Tiere einen DSN-Anteil > 90 % aufwiesen. Unter Verwendung unserer eigenen
Analysepipeline, die sich an das 1000-Bullen-Genom-Projekt orientiert (Abbildung 6), wurden
25.938.563 Sequenzvarianten fur die Rasse DSN detektiert. Nach Filterung wies der Datensatz
insgesamt 20.567.619 Varianten auf (18,5 Millionen SNPs und 2,0 Millionen INDELS). Die
Ubereinstimmung zwischen den von uns ermittelten Sequenzvarianten und denen, die vom
1000-Bullen-Genom-Projekt fur die Rasse DSN bestimmt wurden, war mit durchschnittlich
99,996 %. aul3erordentlich hoch. Dies zeigte, dass die erarbeitete Pipeline zur Aufarbeitung der
Rohsequenzdaten und der anschlieenden Identifikation von Sequenzvarianten sehr gut
geeignet ist.

Die insgesamt 304 sequenzierten DSN dienten als Referenzpanel zur Imputation von ca. 1.800
DSN, zu denen Genotypen vom lllumina BovineSNP50 BeadChip vorlagen. Die Genauigkeit
der Imputation lag bei 96,69 % und ist damit héher als bis dato in anderen publizierten Studien
beim Rind (z.B. 94 % (Iso-Touru et al., 2016), 95 % (Pausch et al., 2017)).
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Design des DSN200k SNP chip mﬁ
y

A) Varianten-Filterung

AN AN
[A/C] [c/G]

Sequenz Varianten  c|ystern innerhalb In-silico Bewertung
| 20/I35 bp Deckunlg <3000 AAF < 0-|05/0-01 durch der|1 Hersteller

20.5M Varianten 8.9M Varianten 8.6M Varianten 5.6M Varianten 5.5M Varianten in 145K
Haplotyp-Bldcken

B) Auswahl der Varianten

{iiumina BovineSNP50, GWAS
i hohe/mittlere/niedrige

B Auswirkung, DSN einzigartig,

i hohe Differenz AAF zwischen

i DSN und Holstein, Y-Chr., MT,
Empfohlene i....Abstammungseanels.............. Ausfillen von Endgiiltige Liste der

Varianten Informative Varianten Haplotyp-Blocken Liicken >250 kb Varianten
| I |
3.1M Varianten 126.9K Varianten 182.1K Varianten 182.1K Varianten 182,154 Varianten in
103,801 Haplotyp-Blécken

Entfernung wegen vollstandiger LD: -3.7K

Abbildung 6: Pipeline fur das DSN200K-SNP-Chip Design. A) Filterung des initialen
Datensatzes mit 20,5 Millionen Varianten auf eine Scoring-Liste von 5,5 Millionen Varianten,
von denen 3,1 Millionen Varianten von Thermo Fisher Scientific empfohlen wurden. B) Nach
Selektion der Varianten auf Basis mehrerer Kategorien verblieben 182.154 Varianten.

3.2 Genotypisierung mit dem neuen DSN200K-SNP-Chip und Performance-Analysen

der Genotypdaten (APII)

Unter Berilcksichtigung der beschriebenen Kriterien fir die Auswahl von Sequenzvarianten
wurde der DSN-spezifische SNP-Chip ,DSN200K-SNP-Chip“ bei der Firma Thermo Fisher
Scientific entwickelt und produziert. Insgesamt wurden 182.154 (173.569 SNPs und 8.585
INDELSs) fur den DSN200K-SNP-Chip ausgewahlt. Aufgrund technischer Grenzen der SNP-
Chip-Technologie von Thermo Fisher Scientific beanspruchten G/C- oder A/T-Varianten
doppelten Platz auf dem Chip, was die Kapazitat des Chips fur abzubildende Sequenzvarianten
reduzierte. Die verbleibenden Positionen auf dem Chip wurden fiur technische Replikate von
wichtigen  Varianten  oder  Standard-  Kontrollvarianten  verwendet, die  fur
Qualitatsberechnungen, Geschlechtsbestimmung und Hintergrundsignaldetektion verwendet
werden.

In diesem Projekt wurden 1.201 DSN Tiere mit dem DSN200K-SNP-Chip genotypisiert. Nach
Qualitatskontrolle der Genotypen, standen 1.162 DSN Tiere fur die Analysen zur Verfligung (39
DSN Tiere sind durch die Qualitatskontrolle gefallen). Aus einem anderen Projekt standen
weitere 432 DSN Tiere zur Verfigung, die ebenfalls mit dem DSN200K-SNP-Chip genotypisiert
wurden, so dass die Gesamtzahl der mit dem DSN200K-SNP-Chip genotypisierten DSN Tiere

1.594 betrug. Die Genotypisierungen zeigten, dass von den 182.154 (173.569 SNPs und 8.585
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INDELs) auf dem DSN200K-SNP-Chip vorhandenen Sequenzvarianten 167.271 Varianten
erfolgreich in der Rasse DSN abgebildet wurden. Das sind 91,8 % aller Sequenzvarianten auf
dem Chip. Die 167.271 funktionierenden Sequenzvarianten setzen sich aus 160.290 SNPs
(92,4 % aller SNPs) und 6.981 INDELs (81,3 % aller INDELsS) zusammen. 158.382
funktionierende Sequenzvarianten besaflen eine MAF> 0,01. Mit dieser Anzahl abgebildeter
Varianten kann der DSN200K-SNP-Chip erfolgreich in der Rasse DSN eingesetzt werden.

Die Ubereinstimmung der Genotypen zwischen den technischen Replikaten auf dem DSN200K-
SNP-Chip war 99,83 % +0,19 % Standardabweichung (SD) und die Ubereinstimmung von
erhaltenen Genotypen und vorliegenden Sequenzinformationen von 57 Tieren betrug
99,60 % + 0,41 % SD. Dies sind beides sehr hohe Ubereinstimmungen, die das technische
Funktionieren und die sehr hohe Genauigkeit des Auslesens der Varianten vom DSN200K-SNP-
Chip bestatigen.

Die insgesamt 15.591 Varianten, die bei den DSN Tieren nicht funktionierten, verursachen keine
grofRen Licken im Genom, auch keine Licken im Sinne von genetischer Distanz, die durch das
Kopplungsungleichgewicht definiert ist. Ein durchschnittlicher D-Prime von 0,97 + 0,07 und ein
r2 von 0,73 + 0,26, wie von PLINK v1.9 (Chang et al., 2015) berechnet, wurden zwischen
ausgefallenen und funktionierenden Varianten fir DSN beobachtet. Fur die erfolgreich
ausgelesenen Sequenzvarianten in den einzelnen Selektionskategorien, die zur Entwicklung
des DSN200K-SNP-Chips beitrugen, wurden folgende Beobachtungen gemacht: Durch die
Varianten werden 97.187 HB (von 103.801 auf dem Chip) markiert. In den meisten HBs liegen
Varianten, die einen hohen, mittleren oder niedrigen prognostizierten funktionellen Einfluss auf
das Genprodukt haben. Von den in den DSN Tieren identifizierten 131.341 Varianten mit hohem
oder mittlerem funktionellem Einfluss auf das Genprodukt befinden sich 112.389 Varianten
innerhalb eines HBs. Von den in DSN Tieren identifizierten 455.486 Varianten mit geringem
funktionellem Einfluss wurden 400.561 Varianten durch gekoppelte SNPs, die einer anderen
Auswahlkategorie angehdren, auf dem Chip abgedeckt. Nur wenige Varianten mit hohem,
mittlerem oder niedrigem funktionellem Einfluss wurden nicht abgerufen. Zum Beispiel fielen
von 38.198 DSN-spezifischen Varianten nur 35 mit hohem oder mittlerem Einfluss und 78 mit
niedrigem Einfluss raus. Von 34.039 informativen Varianten fur die Rasse DSN, die von dem
[llumina BovineSNP50-Chip Ubernommen wurden, wurden elf mit einem hohen oder mittleren
Einfluss und 45 mit einem geringen Einfluss nicht detektiert. Von 2.071 Varianten, die aus
GWAS mit Gesundheits- und Resistenzmerkmalen (z.B. Endoparasitenresistenz) stammen, fiel
nur eine Variante mit niedrigem Einfluss aus. Von den 554 Varianten aus Abstammungspanelen
fielen zwei Varianten mit niedrigem Einfluss durch. Auf Basis dieser Analysen ist anzunehmen,
dass die 167.271 Varianten, die in der Rasse DSN mit dem DSN200K-SNP-Chip identifiziert
wurden, den Grof3teil der DSN Diversitat durch Kopplung zwischen den Varianten

reprasentieren kénnen.
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3.3 Evaluierung des DSN200K-SNP-Chip (APIII)

Imputation von SNPs in Genotypen-Datensatze geringerer Dichte

Bevor eine Erprobung des neuen DSN200K-SNP-Chip anhand von GWAS und
Zuchtwertschatzverfahren umgesetzt werden konnte, wurden alle vorliegenden
Genotypdatensatze (50K, DSN200K, VGS) durch Imputation und Downscaling angeglichen. Um
die Imputationsverfahren zu bewerten wurden 15 sequenzierte DSN sowohl mit dem DSN200K,
als auch mit dem konventionellen 50K Chip genotypisiert. Zur Bildung der entsprechenden
Referenzpanele wurden diese 15 Tiere ausgelassen, um Verzerrungen bei den Ermittlungen
der Imputationsgenauigkeiten vorzubeugen. Die Imputationsgenauigkeiten auf Sequenzebene
wurden im Durchschnitt auf 96,50 % (0,58 % SD) fur die lllumina BovineSNP50 BeadChip Daten
und 98,58 % (0,21 % SD) fur den DSN200K-SNP-Chip geschatzt. Ein Vergleich mit anderen
Imputationsgenauigkeiten aus der Literatur zeigt, dass die Qualitat der Imputation generell hoch
war (z. B. 94 % bei Iso-Touru et al., 2016, 95 % bei Pausch et al., 2017). Der im Rahmen des
Projekts entwickelte DSN200K-SNP-Chip erzielte hohere Imputationsgenauigkeiten im
Vergleich zu dem kommerziellen lllumina BovineSNP50 Chip, was aufgrund der héheren
Markerdichte zu erwarten war. Bei der Imputation von 50K lllumina auf DSN200K konnte eine
Genauigkeit von 99,99 % (0,07 % SD) erzielt werden. Die Daten von 3.703 imputierten DSN-
Genotypen wurden in GWAS fiur Milchproduktionsmerkmale (TZ-BER), Gesundheitsindikatoren
(TZ-Gl) sowie in der gZWS (TZ-Gl) verwendet.

Vergleichende genomweite Assoziationsstudien und Heritabilitdten fir ausgewahlte
Merkmale auf Basis von drei verschiedenen Markerdichten (50K, 200K, VGS)

In den GWAS fiir verschiedene Merkmale, in denen der Effekt der drei Markerdichten geprift
wurde, wurden unterschiedlich viele Sequenzvarianten gefunden, die mit dem untersuchten
Merkmal signifikant assoziiert waren. Die Anzahl assoziierter Varianten und annotierter Gene
fur die drei unterschiedlichen Markerdichten je Merkmal sind in Tabelle 6 dargestellt. Fir M305,
F305 und E305 wurden 23 SNPs fur 50K, 84 SNPs fir 200K und 950 Varianten fur VGS mit
einem p-Wert < pBonf/pSug identifiziert. Bei den GWAS Ergebnissen zum Merkmal M305
(Abbildung 7) stimmten 14,8 % (4/27) der Gene (KLF3, LIMCH1, NSUN7, RALGAPAZ2) in den
Analysen mit 50K und 200K Sequenzvarianten Uberein. Die Gene mit der grof3ten Anzahl von
signifikanten Varianten pro Gen fur M305 waren MGST1 (BTA 5), ADGRL3 (BTA 6) und GNAL
(BTA 24).
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Abbildung 7: Manhattan-Plots fur die 305-d Milchleistung in der ersten Laktation; A) 50K
lllumina BovineSNP50 BeadChip, B) neu entwickelter DSN200K-SNP-Chip und C)
Vollgenomsequenzvarianten; Marker oberhalb von pBonf (rote Linie) sind rot hervorgehoben;
Marker oberhalb von pSug (blaue Linie) sind blau hervorgehoben; Marker in einem Abstand von
125 Kilobasen vor und nach den assoziierten Markern sind ebenfalls mit den entsprechenden
Farben markiert.
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Fur SCS wurden 62 Varianten mit VGS identifiziert, aber kein SNP erreichte pSug fur die 50K
und 200K Chips. Fur die Kalbeeigenschaften KV und TGR wurden 11 Gene mit 50K und 23
Gene mit 200K detektiert. Darunter waren sieben gemeinsame Gene, die mit beiden
Genotypisierungs-Chips annotiert wurden. Die genomweiten und chromosomenweiten SNP-
Effekt-Korrelationen zwischen 50K und 200K betrugen = 0,99 (p < 0,001) fir alle Merkmale und
reichten von 0,62 bis 0,81 (p < 0,001) zwischen VGS mit 50K und 200K.

Die geschatzten Heritabilitdten waren fir die drei Markerdichten recht ahnlich (Tabelle 6). Bis
auf die geschatzte Erblichkeit fur das Merkmal FEQ wurden die Heritabilitaten mit den VGS-
Daten fur alle anderen Merkmale am hochsten geschatzt. Sowohl bei den Merkmalen mit
moderaten bis hohen, als auch bei den mittleren bis geringen Erblichkeiten sind mal die
Schéatzungen mit 50K Markerdichte am hdchsten, mal die mit dem DSN200K-SNPChip.

Tabelle 6: Anzahl assoziierter Marker (SNPs/Sequenzvarianten [SVs]) und Anzahl annotierter
Gene in den GWAS und Heritabilititen (h?) mit Standardfehlern (SE) fur die drei
unterschiedlichen Markerdichten.

50K 200K VGS
Merkmal Anzahl h? Anzahl h? Anzahl h?
SNPs/Gene SVs/Gene SVs/Gene
M305 11/11 0,40 (0,04) 64/20 0,39 (0,04) 724/48 0,41 (0,04)
F305 8/10 0,33(0,04) 11/8 0,33 (0,04) 115/20 0,34 (0,04)
E305 4/6 0,34 (0,04) 9/7 0,33 (0,04) 111/11 0,35 (0,04)
FEQ 4/4 0,13 (0,04) 10/6 0,14 (0,04) 52/12 0,13 (0,04)
scs 0/0 0,11 (0,04) 0/0 0,12 (0,03) 62/2 0,13 (0,04)
KV 0/0 0,03 (0,02) 1/1 0,03 (0,02) 5/2 0,04 (0,02)
TGR 1/1 0,04 (0,02) 2/1 0,05 (0,02) 10/8 0,05 (0,02)

M305/F305/E305 = 305-d Laktationsertrag fur Milch, Milchfett und Milcheiweil3; FEQ = Fett-
Eiweil3 Quotient; SCS = somatischer Zellscore; KV = Kalbeverlauf; TGR = Totgeburtenrate.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Wu et al. (2015) wurden mehr potentielle
Kandidatengene durch die Verwendung des DSN200K-SNP-Chips und der VGS-Daten im
Vergleich zu 50K erkannt. Dies weist darauf hin, dass funktionale Marker, die in der Rasse DSN
eine Rolle spielen, auf den kommerziellen Chips fehlen und auch nicht durch gekoppelte Marker
reprasentiert werden. Dieses ,Fehlen® wird auch als Ascertainment Bias bezeichnet, der
dadurch zustande kommt, dass die Rasse DSN bei der Auswahl der SNPs auf dem
kommerziellen Chip nicht bertcksichtigt wurde. AuRerdem besteht mit hoher Wahrscheinlichkeit
ein starkeres Kopplungsungleichgewicht zwischen Markern und den Regionen eines
quantitativen Merkmals (engl.: ,Quantitative Trait Loci“) bei hdherer Markerdichte. Die SNP-
Effekt-Korrelationen zwischen den GWAS mit 50K und 200K lagen nahe bei eins, waren aber
zwischen VGS und den beiden Genotypisierungs-Chips nur mafig bis hoch. Daher sind VGS

besser geeignet, rassespezifische Varianten zu erkennen, die sich auf Merkmale auswirken, die
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bei kleinen, gefahrdeten Rinderrassen von Interesse sind, und die in genomische
Vorhersagemodelle integriert werden kénnen, um die Vorhersagegenauigkeit zu verbessern.

In einer weiteren Studie wurde die Glute des DSN200K-SNP-Chips im Vergleich zu
randomisierten Chips derselben Dichte (200K) am Beispiel von GWAS mit Milchleistungsdaten
verglichen (Korku¢ et al., 2021). Damit sollte untersucht werden, ob eine zuféllige Auswahl der
Varianten flr einen 200K Chip genauso gut gewesen ware wie die Auswahl nach den
10 definierten Kriterien, die in APIl aufgelistet wurden. Hierfur wurde GWAS mit 2.099 DSN-
Kihen und den 305-d Produktionsmerkmalen mit dem Statistikprogramm R durchgefiihrt. Die
randomisierten Datenséatze, die randomisierte SNP-Chips darstellten, wurden aus denselben
3,3 Millionen Sequenzvarianten zusammengestellt, die schon fur den DSN200K zur Verfligung
standen. Fur die GWAS wurden aber nur 131,273 Varianten mit einer MAF >5 % verwendet.
Des Weiteren wurde bestimmt, welche der mit Milchleistungsdaten assoziierten Varianten
(p > 0,1) aus vorheriger GWAS stammen, einen funktionellen Einfluss haben oder DSN-
spezifisch sind. Insgesamt konnte beobachtet werden, dass mit dem DSN200K-SNP-Chip 2,7-
mal mehr assoziierte Varianten identifiziert wurden als mit einem randomisierten 200K Chips,
obwohl die gleiche Anzahl von Varianten fur die Analysen benutzt wurde (Tabelle 7). Wegen
der Zufallsauswahl ist auch die Zahl der Varianten mit MAF = 5%, die aus vorheriger GWAS
stammen, funktionell oder DSN-spezifisch sind, auf den randomisierten 200K Chips um ein
Vielfaches geringer als auf dem originalen DSN200K-SNP-Chip. Dies spiegelt sich
dementsprechend auch in der Zahl der identifizierten Varianten (p <0,1) wieder. Da die
funktionellen Varianten ein hohes Potenzial haben, fiir wirtschaftlich wichtige Phanotypen

kausal zu sein, sollten sie generell in rassespezifische SNP-Chips aufgenommen werden.

Tabelle 7: Vergleich der GWAS-Ergebnisse unter Verwendung verschiedener SNP-Chips.
DSN200K (10 Kriterien)  Random 200K (Zuféallig)

Kategorie von Sequenzvarianten MAF25% p<0.1 MAF2 5 % p<0.1

# Total 131,273 163 131,273+ 0 60 + 8

(Vergleich zu DSN200K) (1x) (-2.7 x)
# signifikant in vorheriger GWAS 1898 99 197 +8 12+ 2
(Vergleich zu DSN200K) ’ (-9.6 x) (-8.3x)
# Funkfuonelle Varianten 40,120 16 2,491 + 36 1+£1
(Vergleich zu DSN200K) (-16.1 x) (-16.0 x)
# DSN-spezifisch 7 295 8 294 £ 17 0x1
(Vergleich zu DSN200K) ’ (-24.8 x) )

Genomische Zuchtwertschatzung und Genauigkeiten mit verschiedenen Markerdichten

Die Heritabilitditen und Varianzkomponenten mit den entsprechenden Standardfehlern (SE,

engl.: ,standard error®) fur 305-d-Produktionsmerkmale, FEQ und SCS auf der Grundlage
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verschiedener Markerdichten sind in Tabelle 8 dargestellt. Bei den 305-d-
Produktionsmerkmalen lagen die Heritabilitaiten zwischen 0,355 (VGS) fur F305 und 0,646
(VGS) fur E%. Fir alle 305-d-Produktionsmerkmale wurden die hdchsten Heritabilitaten auf der
Grundlage der VGS-Daten geschatzt. Die Heritabilitdten stiegen jedoch nur um 0,011 bis 0,028,
wenn VGS-Daten verwendet wurden, verglichen mit 50K- oder 200K-Marker-Dichten. Fir SCS
und FEQ war die additiv-genetische Varianz basierend auf den VGS-Daten recht gering. In den
meisten Fallen war die Erh6hung der Markerdichten mit steigenden Heritabilitdten verbunden,
aber die Unterschiede in den Heritabilitaten zwischen den vier Chips lagen nah beieinander. Die
entsprechenden SE von 0 bis 0,036 weisen auf nicht-signifikante Effekte hin. Die auf den
verschiedenen Chips basierenden Heritabilitaten fur FEQ betrugen 0,145 (50K), 0,152
(DSN200K), 0,143 (random 200K) und 0,148 (VGS). Fur SCS waren die Heritabilitaten der
verschiedenen Genotyp-Datensétze sehr ahnlich, d. h. 0,097 basierend auf den VGS-Daten,
0,095 basierend auf den zufélligen 200K-Chipdaten, 0,088 basierend auf dem 50K-Chip und
0,085 basierend auf dem DSN200K. Auch die genetische Varianz fir SCS auf der Grundlage
von VGS-Daten war grof3er (0,202) im Vergleich zu den anderen drei Datenséatzen, d. h. 0,198
fur die zufalligen 200K-Chips, 0,183 fur den 50K-Chip und 0,179 fir den DSN200K-SNP-Chip.
Die Heritabilitaten und Varianzen mit den entsprechenden SE fur Exterieurmerkmale basierend
auf verschiedenen Markerdichten sind in Tabelle 9 dargestellt. Fir die vier Merkmalskomplexe
lagen die Heritabilitaten zwischen 0,276 (50K) und 0,292 (VGS) fur den Milchtyp, 0,317 (50K)
und 0,353 (VGS) fiir den Korper, 0,080 (50K) und 0,089 (DSN200K) fur das Fundament und
zwischen 0,215 (50K) und 0,230 (VGS) fir Euter. Die Heritabilitaten fur die 18 linearen
Merkmale reichten von 0,010 fir den Klauenwinkel mit den 200K-Chips bis zu 0,450 fur die
GroRRe mit den VGS-Daten. Fur die Strichplatzierung vorne und das Zentralband waren die
Heritabilitaten mit dem 50K-Chip am gréf3ten. Im Allgemeinen waren die Unterschiede in den
Heritabilitaten fir ein und dasselbe Merkmal auf der Grundlage der verschiedenen
Markerpanels recht gering. Jedoch wurden mit den VGS-Daten bei 15 der 22 Exterieurmerkmale
die héchsten Heritabilititen geschatzt. Dieses Ergebnis deutet erneut darauf hin, dass dichtere
Markerdaten, d. h. VGS im Vergleich zur 50K- oder 200K-Dichte, die additiv-genetische Varianz
fur Merkmale des Korperbaus bei DSN genauer erfassen. Fir das zusammengesetzte Merkmal
Fundament und fur die linearen Merkmale Milchcharakter, Hintereuterhéhe und Strichlange
wurden mit dem DSN200K-SNP-Chip die héchsten Heritabilitdéten geschéatzt. Die Heritabilitaten
stiegen mit dem DSN200K-SNP-Chip um bis zu 2,2 %-Punkte im Vergleich zum 50K-Chip fir
die meisten der 22 Exterieurmerkmale, mit Ausnahme der Starke, der Beckenneigung, des BCS,
des Klauenwinkels, des Zentralbands und der Strichplatzierung vorne. Nur fir die
Beckenneigung war die Erblichkeit der zufélligen 200K-Chips die gleiche wie die anhand der
VGS-Daten geschétzt.

42



Ergebnisse

Tabelle 8: Heritabilititen (h?), additiv-genetische Varianzen (042) und Restvarianzen (0.?) mit den dazugehorigen Standardfehlern (SE) der
Schatzungen fur die 305-d Produktions- und Testtagsmerkmale basierend auf verschiedenen Markerdichten. Die hdchste Heritabilitat innerhalb
eines jeden Merkmals ist fett hervorgehoben.

Merkmal Markerdichte
50K DSN200K Zufallige 200K (1-20)? VGS

Mittelwert SE Mittelwert SE Mittelwert SE Mittelwert SE
M305
h? 0,410 0,036 0,412 0,036 0,414 0,037 0,433 0,037
a; 354020,000 38857,000 354370,000 38593,000 357023,500 39674,600 374540,000 40714,000
a? 507870,000 25385,000 504540,000 25263,000 503745,000 26368,600 488960,000 26632,000
EKM
h? 0,348 0,036 0,349 0,036 0,350 0,037 0,367 0,038
a; 260210,000 32101,000 260680,000 31968,000 262169,000 32824,250 275160,000 33784,000
a? 486380,000 22974,000 484230,000 22909,000 483819,500 23785,100 472840,000 24075,000
F305
h? 0,338 0,036 0,342 0,036 0,341 0,037 0,355 0,038
o 423,420 52,902 428,030 53,093 426,869 54,161 445,460 55,673
a? 827,410 38,545 821,870 38,527 822,737 39,882 806,860 40,405
F%
h? 0,543 0,033 0,558 0,033 0,546 0,034 0,562 0,035
a; 0,060 0,005 0,062 0,005 0,060 0,005 0,062 0,005
ol 0,050 0,003 0,049 0,003 0,050 0,003 0,048 0,003
E305
h? 0,349 0,036 0,347 0,036 0,350 0,037 0,367 0,038
of 317,710 39,305 315,500 38,927 318,838 40,020 334,740 41,189
a? 591,060 28,037 590,000 27,930 588,329 28,975 575,030 29,330
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h? 0,618
o2 0,021
02 0,013
FEQ

h? 0,145
of 0,005
g 0,028
scs

h? 0,088
ag 0,183
02 1,893

0,030
0,002
0,001

0,031
0,001
0,001

0,025

0,052
0,068

0,640
0,022
0,012

0,152

0,005
0,028

0,086

0,179
1,895

0,030
0,002
0,001

0,032
0,001
0,001

0,025

0,052
0,067

0,635
0,021
0,012

0,143

0,005
0,028

0,095

0,198
1,877

0,032
0,002
0,001

0,032
0,001
0,001

0,026

0,056
0,069

0,646
0,022
0,012

0,148

0,005
0,028

0,097

0,202
1,874

0,032
0,002
0,001

0,033
0,001
0,001

0,027

0,057
0,069

1 M305/F305/E305 = 305-d Laktationsertrag fir Milch, Milchfett und Milcheiweil3; F% = 305-d Fettanteil in %; E% = 305-d EiweiRanteil in %; EKM =
305-d energiekorrigierte Milchleistung; FEQ = Fett-Eiwei3-Quotient am ersten Testtag; SCS = Somatischer Zellscore am ersten Testtag; *Mittlere

Heritabilitaten, basierend auf den 20 zufallig zusammengestellten 200K-Chips.
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Tabelle 9: Heritabilitaten (h?), additiv-genetische Varianzen (o4?)

und Restvarianzen (0.2 mit den dazugehérigen Standardfehlern (SE) der

Schatzungen fir die Exterieurmerkmale, basierend auf verschiedenen Markerdichten. Die hochste Heritabilitat innerhalb eines jeden Merkmals ist

fett hervorgehoben.

Merkmal

Markerdichte

50K DSN 200K Zufallige 200K (1-20)* VGS

Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE
Milchtyp
h? 0,276 0,039 0,291 0,040 0,286 0,041 0,292 0,041
ng 2,358 0,373 2,490 0,386 2,439 0,387 2,499 0,396
a? 6,141 0,312 6,040 0,314 6,070 0,322 6,018 0,326
Korper
h? 0,317 0,042 0,328 0,043 0,346 0,044 0,353 0,045
Uj 3,327 0,506 3,451 0,518 3,641 0,538 3,712 0,548
a? 7,124 0,389 7,035 0,392 6,840 0,402 6,772 0,408
Fundament
h? 0,080 0,030 0,089 0,031 0,086 0,031 0,088 0,032
Gj 0,694 0,259 0,779 0,273 0,750 0,272 0,763 0,276
a? 7,970 0,336 7,894 0,339 7,913 0,342 7,901 0,344
Euter
h? 0,215 0,039 0,221 0,040 0,228 0,040 0,230 0,040
Gj 2,817 0,551 2,905 0,559 2,980 0,564 3,016 0,569
a? 10,260 0,504 10,179 0,505 10,069 0,510 10,022 0,514
Grofe
h? 0,416 0,043 0,428 0,043 0,437 0,045 0,450 0,046
Gj 3,404 0,439 3,512 0,445 3,583 0,460 3,704 0,469
ol 4,757 0,292 4,664 0,292 4,597 0,305 4,492 0,309
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Milchcharakter

Vordereuteraufhangung
h2
2
9y
o
Hintereuterhthe
h2
2
7
g

0,227
0,360
1,221

0,332
0,521
1,041

0,180
0,212
0,963

0,315
0,294
0,635

0,303
0,419
0,957

0,177
0,296
1,371

0,221
0,364
1,277

0,039
0,068
0,061

0,043
0,079
0,059

0,037
0,046
0,045

0,043
0,046
0,035

0,043
0,067
0,052

0,037
0,065
0,065

0,042
0,074
0,065

0,242
0,387
1,202

0,351
0,553
1,017

0,183
0,216
0,961

0,305
0,284
0,642

0,309
0,427
0,950

0,191
0,320
1,350

0,243
0,402
1,245

0,041
0,071
0,061

0,044
0,081
0,059

0,038
0,047
0,046

0,043
0,045
0,035

0,043
0,068
0,053

0,038
0,068
0,065

0,043
0,077
0,065

0,229
0,363
1,218

0,354
0,555
1,009

0,195
0,231
0,945

0,331
0,309
0,620

0,316
0,436
0,940

0,189
0,317
1,349

0,237
0,391
1,250

0,041
0,069
0,062

0,045
0,082
0,061

0,039
0,049
0,047

0,045
0,048
0,036

0,044
0,070
0,054

0,038
0,067
0,065

0,043
0,077
0,067

0,234
0,372
1,211

0,360
0,565
0,999

0,199
0,235
0,941

0,331
0,308
0,620

0,325
0,449
0,928

0,196
0,327
1,339

0,246
0,406
1,238

0,042
0,071
0,063

0,046
0,083
0,061

0,040
0,050
0,047

0,045
0,048
0,037

0,045
0,071
0,055

0,039
0,069
0,066

0,044
0,079
0,068
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Eutertiefe

Hinterbeinwinkelung
h2

2
Oy
07
Hinterbeinstellung
h2

2
9y

o;

0,268
0,387
1,049

0,335
0,336
0,664

0,312
0,380
0,834

0,199
0,213
0,854

0,122
0,112
0,800

0,097
0,195
1,807

0,042
0,067
0,055

0,043
0,051
0,038

0,041
0,057
0,045

0,038
0,043
0,041

0,033
0,031
0,035

0,032
0,066
0,079

0,270
0,389
1,046

0,343
0,346
0,658

0,306
0,371
0,839

0,206
0,220
0,846

0,140
0,128
0,786

0,111
0,223
1,782

0,042
0,067
0,055

0,044
0,051
0,038

0,041
0,056
0,045

0,038
0,044
0,041

0,036
0,034
0,036

0,034
0,070
0,080

0,285
0,411
1,025

0,337
0,338
0,660

0,307
0,372
0,837

0,199
0,213
0,852

0,148
0,136
0,778

0,112
0,226
1,777

0,044
0,070
0,057

0,045
0,051
0,039

0,041
0,057
0,046

0,039
0,044
0,042

0,037
0,035
0,037

0,035
0,072
0,081

0,287
0,414
1,022

0,344
0,345
0,654

0,307
0,372
0,836

0,207
0,221
0,844

0,153
0,140
0,774

0,116
0,233
1,770

0,044
0,071
0,057

0,045
0,053
0,039

0,042
0,057
0,046

0,040
0,045
0,042

0,038
0,036
0,037

0,036
0,073
0,082
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Zentralband

h2

0,166
0,298
1,490

0,150
0,279
1,569

0,011
0,009
0,869

0,260

0,307
0,871

0,039
0,073
0,072

0,036
0,069
0,072

0,017
0,015
0,032

0,042

0,054
0,045

0,157
0,282
1,502

0,158
0,293
1,558

0,010
0,009
0,870

0,260

0,308
0,871

0,038
0,072
0,072

0,037
0,071
0,073

0,017
0,015
0,032

0,042

0,055
0,046

0,162
0,290
1,493

0,159
0,295
1,554

0,011
0,010
0,869

0,265

0,313
0,864

0,039
0,073
0,073

0,038
0,073
0,074

0,018
0,016
0,033

0,043

0,056
0,047

0,159
0,284
1,497

0,161
0,299
1,550

0,012
0,010
0,868

0,266

0,315
0,862

0,039
0,073
0,073

0,038
0,074
0,075

0,019
0,016
0,033

0,044

0,057
0,047

IMittlere Heritabilitaten, basierend auf den 20 zuféllig zusammengestellten 200K-Chips.
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Die mittleren gZW-Genauigkeiten der Validierungslaufe fir 305-d-Produktionsmerkmale, FEQ
und SCS sind in Tabelle 10 dargestellt. Bei den méaRig bis stark vererbbaren 305-d-
Produktionsmerkmalen wurden die héchsten gZW-Genauigkeiten auf der Grundlage des neu
entwickelten DSN200K-SNP-Chips erzielt. Die Genauigkeiten lagen um 0,002 bis 0,008 hoher
im Vergleich zum 50K SNP-Chip und um 0,0002 bis 0,011 im Vergleich zu VGS-Daten
(Abbildung 8). Bei den 305-d-Produktionsmerkmalen waren die Genauigkeiten der 20 zufalligen
200K-Chips im Vergleich zum DSN200K durchweg niedriger. Der Anstieg der gZW-Genauigkeit
ist also nicht nur auf die erhdhte Markerdichte von 50K auf 200K zurtickzufiihren, sondern auch
auf die Aufnahme von DSN-spezifischen Varianten auf dem DSN200K-SNP-Chip. Fir SCS
erreichten wir die héchste gZW-Genauigkeit mit VGS-Daten. Wie oben erlautert, wurde bei der
Entwicklung des neuen DSN200K-SNP-Chips Marker aus vorangegangenen GWAS
berticksichtigt, die signifikant mit M305, P305, F305, E% und F% in DSN assoziiert sind.
Varianten, die mit SCS in einem assoziativen Zusammenhang standen wurden nicht
bertcksichtigt. Im Allgemeinen waren die gZW-Genauigkeiten fur die Testtagsmerkmale FEQ
und SCS mit geringer Heritabilitdt im Vergleich zu den 305-d-Produktionsmerkmalen viel
geringer und reichten von 0,172 bis 0,185 fiir FEQ und von 0,156 bis 0,161 fur SCS. Fur beide
Testtagsmerkmale wurde die erste Testtagsaufzeichnung nach dem ersten Kalben verwendet,
die eine recht gro3e phanotypische und residuale Varianz aufweist, was moglicherweise die
niedrigen gZW-Genauigkeiten erklart.

Tabelle 11 zeigt die mittleren gZW-Genauigkeiten von den Validierungslaufen fir die
Exterieurmerkmale. Die Anzahl der Datensatze fir Exterieurmerkmale in unseren genomischen
Vorhersagemodellen war auf 1.811 Kilhe begrenzt. Dennoch erreichten wir moderate gZW-
Genauigkeiten fir die Merkmale mit moderater Heritabilitat von bis zu 0,41 fir die GroRe,
basierend auf VGS und DSN200K. Fur 10 der 22 Exterieurmerkmale waren die gZW-
Genauigkeiten mit VGS-Daten am hochsten. Fur das Merkmalskomplexe Fundament waren die
gZW-Genauigkeiten mit dem DSN200K-SNP-Chip, dem zufélligen 200K-Chip und VGS
identisch. Auch bei der genetischen Bewertung der Korpertiefe war die durchschnittliche
Genauigkeit mit den Schatzungen mit den zufalligen 200K-Chips und den VGS-Daten identisch.
Die gZW-Genauigkeit wurde durch die Verwendung des neuentwickelten DSN200K-SNP-Chips
im Vergleich zu den VGS-Daten fur 11 der 22 Konformitatsmerkmale um bis zu 0,012 verbessert
(Abbildung 8). Verbesserungen der gZW-Genauigkeit vom 50K-Chip zum DSN200K-SNP-Chip
wurden fur die drei Merkmalskategorien 305-d Produktionsmerkmale, FEQ und SCS am Testtag
und Exterieurmerkmalskomplexe erzielt. Bei den linearen Typmerkmalen Beckenneigung,
Eutertiefe, Strichplatzierung vorne, Zentralband und BCS ergab der DSN200K-SNP-Chip eine
etwas geringere Genauigkeit von 0,001 bis 0,003 im Vergleich zum 50K-Chip (Abbildung 8). Bei

den Exterieurmerkmalen war sogar der maximale Unterschied in der Genauigkeit (0,012) kleiner
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als die minimale SD Uber alle Wiederholungen von 0,03, was wiederum auf nicht-signifikante

Auswirkungen des gewahlten Markerpanels hinweist.

Tabelle 10: Genauigkeit der genomischen Vorhersagen fir 305-d Produktionsmerkmale und
Testtagsmerkmale unter Verwendung verschiedener Markerdichten. Die Genauigkeit stellt den
Mittelwert aller zehn Laufe der Kreuzvalidierung pro Merkmal und Markerdichte dar. Die héchste
Genauigkeit pro Merkmal ist durch fett markierte Zahlen hervorgehoben. Die
Standardabweichungen der mittleren Genauigkeiten lagen zwischen 0,02 und 0,05.

Merkmal* Markerdichte

50K DSN200K  Zufallige 200K (1-20)2 VGS
305-d Produktionsmerkmale
M305 0,453 0,455 0,449 0,452
EKM 0,391 0,392 0,385 0,387
F305 0,375 0,378 0,370 0,371
F% 0,558 0,567 0,557 0,558
E305 0,394 0,393 0,387 0,390
E% 0,605 0,614 0,605 0,605
Testtagsmerkmale
FEQ 0,178 0,185 0,172 0,173
SCS 0,156 0,157 0,160 0,161

1 M305/F305/E305 = 305-d Laktationsertrag fur Milch, Milchfett und Milcheiwei3; F% = 305-d
Fettanteil in %; E% = 305-d EiweiRanteil in %; EKM = 305-d energiekorrigierte Milchleistung;
FEQ = Fett-Eiweil3-Quotient am ersten Testtag; SCS = Somatischer Zellscore am ersten
Testtag; *Mittlere Genauigkeiten, basierend auf den 200 ermittelten Genauigkeiten der zuféllig
zusammengestellten 200K-Chips (20 zufallige Chip x 10 Validierungslaufe)
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Tabelle 11: Genauigkeit der genomischen Vorhersagen fur Exterieurmerkmale und
Testtagsmerkmale unter Verwendung verschiedener Markerdichten. Die Genauigkeit stellt den
Mittelwert aller zehn Laufe der Kreuzvalidierung pro Merkmal und Markerdichte dar. Die héchste
Genauigkeit pro Merkmal ist durch fett markierte Zahlen hervorgehoben. Die
Standardabweichungen der mittleren Genauigkeiten lagen zwischen 0,02 und 0,05.

Merkmale Markerdichte

50K DSN 200K Zufallig 200K (1-20)! VGS
Exterieurkomplexe
Milchtyp 0,339 0,348 0,338 0,339
Koérper 0,323 0,328 0,331 0,332
Fundament 0,129 0,134 0,134 0,134
Euter 0,262 0,265 0,270 0,272
Lineare Merkmale
GrolRe 0,398 0,408 0,398 0,401
Milchcharakter 0,264 0,271 0,260 0,259
Korpertiefe 0,319 0,324 0,325 0,326
Starke 0,232 0,234 0,239 0,238
Beckeneneigung 0,316 0,315 0,317 0,314
Beckenbreite 0,274 0,274 0,274 0,275
Vordereuteraufhdngung 0,225 0,237 0,236 0,238
Hintereuter 0,225 0,235 0,234 0,236
Eutertiefe 0,277 0,275 0,276 0,278
Strichlange 0,340 0,347 0,335 0,336
Strichplatzierung vorne 0,385 0,382 0,377 0,376
Strichplatzierung hinten 0,292 0,295 0,285 0,288
Hinterbeinwinkelung 0,197 0,206 0,205 0,206
Hinterbeinstellung 0,148 0,157 0,156 0,157
Zentralband 0,193 0,190 0,190 0,188
Sprunggelenk 0,213 0,216 0,214 0,213
Klauenwinkel 0,039 0,039 0,042 0,044
BCS? 0,299 0,299 0,299 0,299

IMittlere Genauigkeiten, basierend auf den 200 ermittelten Genauigkeiten der zufallig
zusammengestellten 200K-Chips (20 zuféllige Chip x 10 Validierungslaufe). ?Body-Condition-
Score

51



Ergebnisse

0,0151
c
2 )
Q
S | )
£ 0010 )
=
[3°]
@ 0.005
wr
| -
['}]
E
c B LI
q,o,ooo[l. EFIf I [l [FI
N
| -
5
= -0,0051
(]
-0,0101
STELFLTE TG FTEIL LTSy ed
o5 X o3 03 ¢ g LR PSP F o 8 ST F £ FTEF Y oL § 9
S Y o« @ S E FY96 57 L Ly eIV @ o588 &
S T8 §$8 £ LT LLLSLELFES
S RS o £ 5L S &5 INL I
R N & @ O g F & N g ¥
S o @ & & yiy & 3 %
N § SRS ¥ & 5 &
& N L 9 £
{ L .& I
@ - S BN
g §& 7
0 © o

Abbildung 8: Unterschiede in der Vorhersagegenauigkeit (Mittelwert aller 10 Laufe der Kreuzvalidierung) fur 305-d-Milchproduktionsmerkmale,
Testtagsmerkmale und Exterieurmerkmale, Hellgraue Balken = erzielte Genauigkeiten mit dem DSN200K-SNP-Chip im Vergleich zum 50K-lllumina-
Chip; dunkelgraue Balken = erzielte Genauigkeiten mit dem DSN200K-SNP-Chip im Vergleich zu den imputierten Vollgenomsequenzdaten (VGS);
schwarze Balken = erzielte Genauigkeit mit den VGS-Daten im Vergleich zum 50K-lllumina-Chip, M305 = 305-d Milchleistung in kg; E305 = 305-d
Eiweil3ertrag in kg; F305 = 305-d Fettertrag in kg; F% = 305-d Fettanteil in %; E% = 305-d Eiweianteil in %; EKM = 305-d energiekorrigierte
Milchleistung; FEQ = Fett-EiweiR-Quotient am ersten Testtag; SCS = Somatischer Zellscore am ersten Testtag; BCS = Body-Condition-Score
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3.4 Untersuchungen zur Sicherung der genetischen Diversitat in der DSN-Population
(APIV)

Phylogenetische Untersuchungen und Nukleotid-Diversitatsanalysen beim DSN und

68 weiteren taurinen Rinderrassen

Bei der phylogenetischen Analyse von 69 Rinderrassen wurden vier Hauptcluster identifiziert,
die geografischen Urspriingen zugeordnet werden konnen (Abbildung 9): Nordeuropa (grin),
Mitteleuropa (violett), die Inseln Jersey und Guernsey (rot) sowie Osteuropa, Mittelitalien und
Asien (blau). Die Gruppe Mitteleuropa umfasste Rassen aus Osterreich, der Schweiz,
Siuddeutschland und Frankreich. Dabei handelt es sich hauptsachlich um Zweinutzungsrassen,
die in Gebirgsregionen gehalten werden. Die meisten Rassen, einschlielich DSN und Holstein,
bildeten jedoch eine Gruppe, die auf ihren Ursprung in den mittleren bis nérdlichen Teilen
Europas grindet, Jersey- und Guernsey-Rinder bildeten eine eigene Gruppe. Das vierte Cluster
umfasste Rassen aus asiatischen, mittelitalienischen und osteuropdaischen Landern. Innerhalb
der Rassen wurden die meisten Tiere ohne, oder mit nur wenigen Ausnahmen, demselben
Cluster zugeordnet. Bei den Rassen Modern Danish Red, Swedish Red, Norwegian Red,
Ayrshire Finish und Modern Angler wurden die Tiere der jeweiligen Rasse vermehrt zu
verschiedenen Clustern zugeordnet. Bei der Rasse DSN konnte festgestellt werden, dass sie
am engsten mit den Rassen Dutch Friesian Red, Dutch Belted, HOL, Eastern Flanders White
Red und Kholmogory in Beziehung steht. Dies sind alles Rassen, die ihren Ursprung in
Deutschland, den Niederlanden und Belgien haben. Kholmogory ist eine russische Rasse und
stammt von Tieren ab, die aus den Niederlanden eingefuhrt wurden. Weitere Rassen aus der
Nordseeregion, aus den Gebieten Deutschlands, der Niederlande, Danemarks, Belgiens und
Skandinaviens zeigten ebenfalls eine enge Verwandtschaft zur Rasse DSN.

Dieselben Rassen wie in der phylogenetischen Baumanalyse zeigten die engste
Verwandtschaft mit DSN in Bezug auf die niedrigsten Fsr-Werte. Die Rassen sortiert nach einem
aufsteigenden Fst-Wert von 0,032 bis 0,075 sind Dutch Friesian Red, Dutch Improved Belted,
Eastern Belgian Red White, Belgian Red White Campine, Deep Red Cattle, Eastern Flanders
White Red, Holstein Red, Kholmogory, Red and White Dual Purpose, Holstein, und Dutch
Belted. Rassen, die ebenfalls niedrige Fsr-Werte zwischen 0,053 und 0,078 aufweisen, aber in
der phylogenetischen Analyse etwas weiter entfernt sind, sind Modern Angler, Modern Danish
Red, German Red Angler, Polish Red, Norwegian Red, Eastern Finncattle, West Vlaams Rood
und Swedish Red Polled (in aufsteigender Reihenfolge). Charolais ist die einzige Rasse, die im
phylogenetischen Baum aul3erhalb des nordeuropéischen Clusters liegt, aber einen niedrigen
Fsr-Wert von 0,070 zu DSN aufweist.
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Abbildung 9: Phylogenetischer Baum von 69 Rinderrassen. Die Cluster sind nach ihrer
geographischen Lage gefarbt: Mittelitalien, osteuropéische und asiatische Lander (blau), Jersey
und Guernsey (rot), Mitteleuropa (violett), nordeuropéische Lander (grin). Die Individuen jeder
Rasse wurden zu einzelnen Clustern zusammengefasst (graue Kugeln).
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Die Nukleotid-Diversitat (o) fir die 69 untersuchten Rassen lag zwischen 0,001316 bei
Vaneko und 0,002048 bei Buryat. Bei der Rasse DSN war T mit einem Wert von 0,001541
hoher als bei der Rasse HOL (0,001505) und bei 28 weiteren Rassen (20 aus Nordeuropa),
jedoch geringer als bei anderen mitteleuropaischen und asiatischen Rassen. Die héchsten Tiotar-
Werte wurden bei asiatischen und osteuropdischen Rassen festgestellt. Die anderen
europaischen Rassen wiesen ahnliche Trow-Werte auf, mit einigen wenigen Aushahmen
(< 0,0014): Ringamalako (0,001396), Jersey (0,001396), Guernsey (0,001385), Groningen
White Headed (0,001345), Traditional Danish Red (0,001339), Scottish Highland (0,001328)
und Vaneko (0,001316), Regionen mit besonders hoher Nukleotiddiversitat (TTwindow) Wurden
beim DSN, wie auch bei allen anderen Rassen auf BTA 4, 10, 12, 15, 29 (Abbildung 10a) und
insbesondere auf BTA 23 zwischen 19 und 37 Megabasenpaaren (Mb) (Abbildung 10b)
beobachtet, wo sich der Haupthistokompatibilitits-Komplex (MHC, engl.: ,Major
Histocompatibility Complex®) und das Bovine Leukozyten-Antigen befinden.

Trotz der geringen PopulationsgrofRe zeigte DSN eine ahnliche Nukleotid-Diversitat wie die
Rassen desselben Clusters, was auf ein gutes Management der geféahrdeten Population
hinweist. Wie erwartet, enthalt BTA 23 beim DSN und allen anderen Rassen eine hoch
polymorphe Region, in der sich der MHC befindet. Diese hohe Diversitat um den MHC ist auch
bei anderen Arten zu beobachten (Shiina et al., 2017). Asiatische und osteuropaische Rassen
weisen eine hthere Nukleotid-Diversitat (o) auf, was wahrscheinlich auf weniger intensive
Zuchtprogramme, genetische Engpasse oder Griindereffekte im Vergleich zu mittel- und
nordeuropdischen Rassen zurtickzufiihren ist (Felius et al., 2014). Die weitere Migration dieser
Rinder nach Sud-, Mittel- und schlieBlich Nordeuropa steht im Einklang mit den Clustern in
unserem phylogenetischen Baum (Felius et al., 2014). Die geringste Nukleotid-Diversitat der
nordeuropdischen Rotviehpopulationen wurde bei den Rassen Traditional Danish Red und
Groningen White Headed festgestellt, was auf jlingste Inzuchtereignisse in den Kkleinen
Populationen zurtickzufiihren ist (Schmidtmann et al., 2021). Kirzlich haben Schmidtmann et
al. (2021) ein hohes Mal3 an Vermischung zwischen Modern Angler, Ayrshire Finnish und
Norwegian Red festgestellt, was erklart, warum unsere Clusterbildung zwischen diesen Rassen

viele Fehlzuordnungen aufwies.
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(a) Durchschnittliche Nukleotid-Diversitét in der DSN Rasse
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Abbildung 10: (a) Die durchschnittliche Nukleotid-Diversitat in der Rasse DSN pro Autosom
(BTA), (b) Nukleotid-Diversitat in der Rasse DSN pro Fenster auf Autosom 23.

Zusatzlich wurde die Diversitat als Durchschnittswert der erwarteten und beobachteten
Heterozygositat pro Individuum berechnet. Je geringer diese Werte sind, desto geringer ist die
genetische Variabilitat. Die erwartete Heterozygositat (He) lag zwischen 9,4 % in DSN und
11,9 % in Yakut und die durchschnittliche beobachtete Heterozygositat (Ho) zwischen 9,2 % in
Jersey und 11,3 % in Yakut (Abbildung 11a). Die genomische Inzucht (F) wurde basierend auf
dem Uberschuss an Homozygotie (Fuom) und auch als Inzuchtrate Fron, die auf RoHs
unterschiedlicher Lange (50kb, 100kb, 1Mb, 2Mb, 4Mb) basiert. Je gré3er die Werte fir die
genomische Inzucht sind, desto hoher ist die Inzucht. Je langer ein homozygotes Segment,
desto kiirzer liegt das Inzucht-Ereignis zuriick. Die Inzuchtrate, die als Uberschuss an
Homozygotie (From) geschétzt wurde, reichte von 2,7 % bei DSN bis 9,8 % bei Hereford
(Abbildung 11b). Damit war From bei DSN niedriger als bei HOL (6,4 %) und allen anderen
Rassen. Wie erwartet, wiesen die kommerziellen Rassen im Allgemeinen hdhere Inzuchtraten
auf, wie z. B. Charolais (7,0 %), Shorthorn (8,5 %), Brown Swiss (9,4 %) und Hereford (9,8 %).
Die durch Fron geschétzte Inzuchtrate unter Berticksichtigung aller RoHs, die langer als 50 kb
sind, betrug im Durchschnitt 16,0 % bei DSN und 19,7 % bei HOL. Von Fgon > 50 kb BiS Froh > 2 mb
wurde die niedrigste bzw. héchste Inzuchtrate immer bei Modern Danish Red und Jersey
beobachtet, wahrend Fron > 4 mp VON 0,7 % bei Limousin bis 4,0 % bei Brown Swiss reichte. Fron

>1mb UNd Fron > 2 wb Zeigten &hnliche Ergebnisse wie bei From.
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Abbildung 11: (a) Uberblick tber Diversitatsmessungen und Inzucht bei verschiedenen
Rassen. Links: Durchschnittliche Nukleotiddiversitat (TTromvean), beobachtete Heterozygotie (Ho)
und erwartete Heterozygotie (He), (b) Inzucht, basierend auf Runs of Homozygosity (RoHs)
verschiedener Lange (Fron) und Uberschuss an Homozygotie (From).

Trotz der geringen PopulationsgréRe von 2.500 Tieren zeigt die Rasse DSN im Vergleich zu
anderen Rinderrassen keine Anzeichen von Diversitatsverlust oder erhoéhter Inzucht. Im
Gegenteil, der Inzuchtgrad bei DSN ist sogar niedriger und die Diversitat héher als bei HOL
(Tabelle 12). Dies ist ein bemerkenswertes Ergebnis der Zuchtstrategie, die zur Erhaltung von
DSN als genetische Ressource angewandt wird, und zeigt das Potenzial der Erhaltung kleiner
lokaler Populationen bei gleichzeitiger Wahrung der Vielfalt und Kontrolle der Inzucht. Dartber
hinaus kdnnten Rinderrassen, die nachweislich eng mit DSN verwandt sind, als externer
Genpool dienen, um die Vielfalt in DSN zu erhalten oder sogar zu erh6hen. Eine hohe
genomische Vielfalt wurde auch bei Rassen wie Yakut, Charolais, Kholmogory und Modern
Danish Red festgestellt, wéhrend die Inzucht bei Jersey, Wagyu, Hereford und Shorthorn héher

war, was darauf hindeutet, dass fiir diese Rassen besondere Sorgfalt erforderlich ist.

Tabelle 12: Vergleich der Werte fiir genomische Inzucht und genetischen Diversitat zwischen
DSN und Holstein.

DSN Holstein
Genomische  Uberschuss der Homozygotie (From) 2,7 (2,7) 6,4 (7,0)
Inzucht (%) |nzuchtkoeffizient (Fro) > 1 Mb 4,8 (2,5) 8,2 (3,5)
> 2 Mb 2,9 (1,9) 5,4 (2,8)
>4 Mb 1,1(1,0) 2,5(L.7)

Genetische Nukleotiddiversitat (TTiotal) 0,152 (0,012) 0,148 (0,013)
Diversitat (%) Beobachtete Heterozygotie (Ho) 22,4 (0,9) 21,2 (1,9)
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,»Optimum genetic contribution“-Anwendung innerhalb der DSN-Population

Die Ergebnisse aus der Anwendung der ,optimum genetic contribution® Methode mit dem
Programm GENCONT (Meuwissen, 2002) sind der Tabelle 13 zu entnehmen. Eine graphische
Ubersicht der Ergebnisse zeigt Abbildung 12. Die angestrebten durchschnittlichen
Verwandtschaften von 0,02 bis 0,10 konnten nicht immer erzielt werden. Verwandtschaften
zwischen 0,03 und 0,07 wurden sowohl auf Basis der gZWs basierend auf 50K als auch mit den
200K Genotypen rechnerisch realisiert. Umso geringer die Verwandtschaft zwischen den
Nachkommen ist, desto mehr Bullen kommen zum Einsatz. So waren es bei 30 Kihen 19
eingesetzte Bullen um eine Verwandtschaft von 0,03 und 7 Bullen um eine angestrebte
Verwandtschaft von 0,07 zu erzielen. Umso mehr Verwandtschaft toleriert wurde, desto hoher
war die Steigerung der durchschnittlichen gZWs der selektierten Elterntiere von 354 kg bei einer
Verwandtschaft von 0,21 (50K) bis 1.206 kg bei einer Verwandtschaft von 0,07 (50K). Die
Unterschiede zwischen den gZWs, geschatzt anhand der 50K und 200K Genotypen waren
marginal. Die Anzahl an ausgewahlten Bullen, bzw. Kiihen unterschieden sich maximal um ein
Tier.

Die Untersuchungen zeigen, dass es mdglich ist eine Nachkommengeneration und somit auch
Bullen zu erzeugen, die Potenzial fiir genetischen Fortschritt fir das Leistungsmerkmal Milch in
kg (305-d) vorweist, ohne eine Steigerung der Verwandtschaft in Kauf zu nehmen. Wirde die
Anpaarungsstrategie gewahlt werden, bei der eine durchschnittliche Verwandtschaft von 0,04
als Grenze genommen wurde, wirden 15 Bullen (200K), bzw. 16 Bullen (50K) mit 30 Kihen
angepaart werden und man kénnte eine Steigerung des Zuchtfortschritts von 1.003 kg (200K)
bis 1.013 kg (50K) erzielen. Die dabei gewahlte durchschnittliche Verwandtschaft von 0,04 liegt
3 %-Punkte unter dem Durchschnitt der gesamten DSN-Population (DSN-Anteil > 90 %)
(Jaeger, 2018).

Generell lasst sich feststellen, dass trotz der gefahrdeten Populationsgrofe der Rasse DSN
eine Steigerung in den Zuchtwerten mit Verzicht auf Einkreuzung von anderer Genetik, ohne
dabei die Inzucht innerhalb der Population zu erh6hen, durchaus méglich wére. Es ist denkbar,
dass der langfristige Einsatz solcher Monitoringverfahren, basierend auf dem OGC Ansatz in
der Praxis die Attraktivitat der Zweinutzungsrasse DSN in Form von steigenden Zuchtwerten in
den Leistungsmerkmalen, bei gleichzeitiger Limitierung der innerpopulédren Verwandtschaft,
steigert und somit zum Erhalt der Rasse beitragt.

Es ist eine Publikation Anfang des Jahres 2023 mit weitergehenden Analysen zur Anwendung
der OGC-Theorie in der Rasse DSN durch TZ-GI geplant.
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Abbildung 12: Darstellung der Ergebnisse aus der Anwendung der ,optimum genetic
contribution Methode mit dem Programm GENCONT (Meuwissen 2002) fur das Merkmal 305-
d Milchleistung in kg. Die Linien zeigen die @-Zuchtwerte der Elterntiere an. Die Balken zeigen
an, wie viele Bullen in die Berechnungen einbezogen wurden, um bei der Anpaarung mit
insgesamt 30 Kihen, die angestrebten Verwandtschaften in den Nachkommengenerationen zu
erzielen. Dabei beziehen sich die blaue Linie und Balken auf die Ergebnisse basierend auf dem
DSN200K-SNP-Chip, die rote gestrichelte Linie und Balken auf den Illlumina 50K Chip.
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Tabelle 13: Ergebnisse aus der Anwendung der ,optimum genetic contribution“-Methode mit
dem Programm GENCONT (Meuwissen, 2002) fur das Merkmal 305-d-Milchleistung in kg. Es
wurden neun Szenarien mit jeweils unterschiedlicher, angestrebter durchschnittlicher
Verwandtschaft der Tiere in der Nachkommengeneration berechnet. Die erzielte Steigerung der
durchschnittichen  Zuchtwerte in der Nachkommengeneration im Vergleich zur
Gesamtpopulation sind in der Spalte ,@ Zuchtwert der selektierten Eltern (in kg)“ aufgelistet.

@ Zuchtwert der

Angestrebte @- Erzielte @- selektierten Selektierte Sele.ktierte
Verwandtschaft Verwandtschaft Eltern (in kg) Bullen Kuhe
50K | 200K 50K | 200K 50K | 200K 50K | 200K
0,02 0,021 | 0,022 354 | 377 24 | 23 30 | 30
0,03 0,030 | 0,030 843 | 839 19 | 19 30 | 30
0,04 0,040 | 0,040 1013 | 1003 16 | 15 30 | 30
0,05 0,050 | 0,050 1099 | 1090 12 |11 30|30
0,06 0,060 | 0,060 1163 | 1148 10 | 10 30|30
0,07 0,070 | 0,070 1200 | 1182 7|7 30|30
0,08 0,077 | 0,082 1205 | 1199 5| 5 31|30
0,09 0,077 | 0,082 1206 | 1199 5| 5 31|31
0,10 0,076 | 0,082 1203 | 1200 5| 5 31|31

35 Ubertragbarkeit des DSN200K-SNP-Chips auf andere Rassen (APV)

Verwendung des DSN200K-SNP-Chips in anderen Rassen

Der DSN200K-SNP-Chip wurde in 9 verschiedenen Bos taurus und einer Bos indicus
Rinderrasse getestet. Von den 287 Rindern dieser Rassen haben 269 die Qualitatskontrolle
bestanden und konnten zusammen mit den 1.594 DSN Tieren (1.162 aus diesem Projekt und
432 aus einem anderen Projekt), die ebenfalls die Qualitatskontrolle bestanden haben,
analysiert werden. Insgesamt konnten von den 182.154 Varianten auf dem DSN200K-SNP-Chip
171.979 Varianten (94,4 %) in mindestens einer Rasse ausgelesen werden, d.h. sie haben
technisch funktioniert. Diese setzten sich aus 164.535 SNPs und 7.444 INDELs zusammen. Im
Ruckschluss heil3t das, dass 10.174 (5,6 %) Varianten trotz der durch Thermo Fisher Scientific
ermittelten Eignung nicht funktioniert haben und folglich nicht ausgelesenen werden konnten.
Von den 171.979 funktionierenden Sequenzvarianten segregieren 167.271 Varianten mit einer
MAF >0 % in DSN (Abbildung 13). Uberraschenderweise ist die Anzahl segregierender
Varianten mit MAF > 0% in der Rasse Pinzgauer am hochsten (169.182; 92,9 %). Danach
folgten HOL (167.118; 91,8 %), RDN (165.678; 90,9 %), Hinterwdalder (165.274; 90,7 %), Rotes
Hohenvieh (161.804; 88,9 %), White Park (159.957; 87,8 %), ANG (158.963; 87,3 %), Original
Braunvieh (158.224; 86,9 %), Butana (158.273; 86,9 %), und Gelbvieh (154.921; 85,1 %).
Allerdings Uberrascht es nicht, dass die Zahl der segregierenden Varianten mit MAF >1 % und

damit informativen Varianten bei den DSN Tieren am héchsten war (158.382; 87,0 %), denn
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schlieBBlich beinhaltet der DSN200K-SNP-Chip Uber 38K DSN-spezifische Varianten. Diese
DSN-spezifische Varianten sind in den anderen Rassen monomorph. Die Haufigkeiten
informativer Varianten mit MAF>1 % bei den anderen Rassen lagen zwischen 48,3 % (Butana)
und 68,5 % (RDN). Nur die Rasse Hinterwalder hatte eine sehr niedrige Anzahl segregierender
Varianten von 21,9 % (39.910). Dies lag hochstwahrscheinlich daran, dass nur zwei Tiere dieser
Rasse genotypisiert wurden und auch der Verwandtschaftsgrad zwischen diesen beiden Tieren
nicht bekannt ist.

1.594 DSN 42 Rotbunt-DN 24 Pinzgauer 20 Holstein 37 Angler
e o

MAF> 0% 167.271 (91,8%) 165.678 (90,9%) 169.182 (92,9%) 167.118 (91,8%) 158.963 (87,3%)
MAF> 1% 158.382 (87,0%) 124.762 (68,5%) 121.710 (66,8%) 119.353 (65,5%) 118.044 (64,5%)

10 Gelbvieh 7 White Park

2 Hinterwalder 5 Butana (Bos indicus

)

vivww.rbst.org.uk/white-park

161.804 (88,9%) 158.224 (86,9%) 154.921 (85,1%) 159.957 (87,8%)  165.274(90,7%)  158.273 (86,9%)
115.716 (63,5%) 103.284 (56,7%) 99.385 (54,6%) 76.479 (42,0%) 39.910 (21,9%) 88.014 (48,3%)

Abbildung 13: Ubertragbarkeit des DSN200K-SNP-Chips auf andere Rassen. Hierfur wurden
Rinder aus neun Bos taurus und einer Bos indicus Rassen mit dem DSN200K-SNP-Chip
genotypisiert. Rotbunt-DN = RDN; Angler = ANG; Holstein = HOL.

Obwohl der DSN200K-SNP-Chip fuir DSN entwickelt wurde, hat sich seine Verwendung fir
andere Rassen als erfolgreich erwiesen und liefert mehr als 154K Varianten, die je Rasse mit
einer MAF>0% ausgelesen werden konnten.

Die Anzahl segregierender Varianten (MAF > 1 %) unterscheidet sich stark je nach Rasse und
Anzahl genotypisierter Tiere. Der Einsatz dieses neuen SNP-Chips kénnte vor allem fiir Rassen,
die nah mit DSN verwandt sind von Interesse sein, da die Anzahl der segregierenden Varianten
hoher ist als bei entfernt verwandten Rassen. Zu den eng verwandten Rassen zahlen z.B. Dutch
Friesian Red, Dutch Belted, Dutch Improved Red, Rotbunt-DN, Angler, Rotes Hohenvieh und
natirlich HOL. Folglich ist die Verwendung des gesamten DSN200K-SNP-Chips oder einzelner
polymorpher Varianten des Chips fur andere Rassen mdglich. Die in anderen Rassen
segregierenden Varianten kdnnen zum Beispiel als Grundlage zur Erstellung weiterer
rassespezifischer Chips fur andere lokale Rassen dienen. Das ist sogar fur die Rinderrasse
Butana denkbar, die eine Kurzhorn-Zeburasse aus Ostafrika reprasentiert. Das Chipdesign,
sowie die Leistungsfahigkeit des Chips wurde im Jahr 2021 in der Zeitschrift BMC Genomics

vertffentlicht (Neumann et al., 2021).
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Sequenzierungsanalyse von Tieren der Rassen Angler und Rotbunt-Doppelnutzung

Mit Hilfe der Sequenzdaten wurden insgesamt 16.148.426 Varianten in der Rasse Angler (ANG)
und 14.615.330 Varianten in der Rasse Rotbunt-Doppelnutzung (RDN) identifiziert. Diese SNPs
wurden indirekt in den Diversitatsuntersuchungen, in denen Daten aus dem 21000-Bullen-
Genom-Projekt verwendet wurden, bertcksichtigt. Eine weitere Auswertung der Daten war in
diesem Projekt nicht vorgesehen. Auf Basis der vorliegenden Vollgenomsequenzdaten der
Rassen Angler und RDN kénnen weiterhin rassespezifische und funktionelle Sequenzvarianten
in diesen beiden Rassen identifiziert und in den bestehenden 200K DSN-SNP Chip inkludiert

werden.

3.6 Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

In dem Verbundprojekt mit Modellcharakter ist es gelungen, einen rassespezifischen SNP-Chip
fur das DSN zu konstruieren, welcher als erster Chip rassespezifische Varianten von DSN
abdeckt. Ein Vergleich des neuen DSN200K-SNP-Chips mit dem lllumina 50K Chip in
genetischen Parameterschatzungen und in der gZWS hat gezeigt, dass die Erblichkeiten und
Genauigkeiten der gZW mit dem neuen 200K Chip nur zu einer geringfligigen Verbesserung
fuhren. Far die Detektion rassespezifischer Varianten in GWAS fir die Rasse DSN ist der neue
DSN200K-SNP-Chip hingegen besser geeignet als der Illumina 50K Chip oder ein
randomisierter 200K Chip. Es hat sich zudem gezeigt, dass der neu konstruierte DSN200K-
SNP-Chip auch fur andere, vom Aussterben bedrohte Rinderrassen geeignet ist. Somit kann
der DSN200K-SNP-Chip weiterentwickelt und bisherige Marker auf dem Chip durch ,besser
geeignete® Varianten ersetzt werden, auch kdnnten neu detektierte Varianten mitbericksichtigt
werden. Aufgrund der kleinen PopulationsgréfRe der Rasse DSN und der derzeit noch hohen
Kosten fir den neuen Chip (ca. 102,90 € pro Probe exkl. MwSt. und Servicekosten; Stand:
21.11.2022), kénnten besonders bedeutende rassespezifische Varianten der Rasse DSN auch
auf die derzeit kostengiinstigen SNP-Chips fir gréRere Rinderpopulationen (z.B. EuroG MD
Chip) inkludiert werden. Dies wirde zu dem Erhalt der Rasse sehr wesentlich beitragen. Der
Ausbau der Lernstichprobe der Rasse DSN, welcher sehr intensiv im Rahmen des Projektes
betrieben wurde, fuhrt zu einer Verbesserung der gZW in der Rasse DSN und damit zu einer
besseren Akzeptanz der genomischen Selektion bei den DSN-Zlchtern. Dies wiederum tragt
zum Inzucht- und Diversitatsmanagement der Rasse bei. Es konnte gezeigt werden, dass mit
der erzielten Lernstichprobe von tiber 3.000 DSN eine rassespezifische gZWS mdglich ist, wenn
auch die Genauigkeiten recht niedrig sind. Die Lernstichprobe kann zukinftig zudem von dem
vit fir eine rassespezifische gZWS oder fir die gZWS im gemeinsamen Datenpool mit HOL
genutzt werden. Die in APIIl entwickelten Modelle fir die gZWS konnen dabei als Basis
fungieren. Wichtig ist, dass die Genotypisierung von Nachkommen und Jungtieren der Rasse

DSN weiter vorangetrieben wird.
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Mit dem Aufbau einer Pipeline zur Imputation von 50K und 200K Daten auf VGS-Niveau (API)
wurde ein wichtiges Instrument geschaffen, welches fur zukinftige wissenschatftliche
Fragestellungen genutzt werden kann und soll, beispielsweise um Marker fir weitere neue und
innovative Merkmale der Adaptation, Futtereffizienz, Ressourceneffizienz und Gesundheit mit
Hilfe von VGS-Daten zu identifizieren. Mégliche Merkmale in diesem Zusammenhang kénnten
Merkmale der Stoffwechselgesundheit (z.B. Ketose), Methanausscheidung, Wiederkauaktivitat
oder auch Merkmale der Schlachtkérperqualitdt sein, welche fir das DSN als
Zweinutzungsrasse von besonderer Bedeutung sind. Die entwickelte Pipeline zur Imputation
der Genotypdaten koénnte zudem Anwendung in anderen vom Aussterben bedrohten
Rinderrassen mit kleiner Populationsgré3e finden. Die in APIl und APIIl durchgefihrten
Markervergleiche (50K vs. 200K vs. VGS) in GWAS und in der gZWS zeigen zudem, dass VGS-
Daten wichtige Informationen zu rassespezifischen Varianten in Rassen mit kleiner
Populationsgrofe liefern und daher zukiinftig verstarkt genutzt werden sollten. Mittels ,,Optimum
Genetic Contribution“-Methodik wurden Strategien fir ein Diversitatsmonitoring und ein
Inzuchtmanagement in der Rasse DSN erarbeitet. Die Ergebnisse dieser Analysen sind
insbesondere fur Zuchtverbande und DSN-Zlchter von Interesse und kénnten in gemeinsamer
Kooperation weiterentwickelt werden. Auch zeigte sich in den Diversitatsanalysen, dass das
DSN zwar eng verwandt ist mit HOL, dass es sich beim DSN aber um eine eigenstandige Rasse

handelt, sodass eine Einkreuzung von HOL nicht erforderlich und auch nicht anzuraten ist.

Datenmanagement:

Alle im Projekt generierten Daten werden lokal bei beiden Projektpartnern TZ-Gl und TZ-BER
gespeichert, sowie in Teilen zentral in Cloud-Speichersystemen der Rechenzentren beider
Universitaten Uber einen begrenzten Zeitraum gespeichert. Die Genotypendaten und
Sequenzdaten von DSN sind dariiber hinaus bei vit (Verden) gespeichert. Die Daten und
Ergebnisse des Projektes sind zudem im Rahmen der wissenschaftlichen Publikationen online
publiziert und einsehbar. Die zugehdrigen Links sind fir jede einzelne wissenschaftliche
Publikation im Folgenden separat gelistet. Das Design und die Auswahl der SNP-Marker fiir den
DSN-SNP Chip ist unter folgendem Link veroffentlicht: https://doi.org/10.1186/s12864-021-
08237-2.

Da es sich bei dem entwickelten DSN200K-SNP-Chip um ein Custom-Design handelt, werden
Informationen zu dem Chip (z.B. Marker-Inhalt, Preis) durch Thermo Fisher Scientific nicht an
Dritte weitergegeben. Bei Interesse werden detaillierte Informationen zum DSN200K-SNP-Chip

diskriminierungsfrei durch die Projektkoordination zur Verfigung gestellt.
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Weitere geplante Veroffentlichungen

Es ist bei beiden Projektpartnern je eine Promotion geplant. Die Dissertation von Guilherme B.
Neumann wird im 1. Quartal 2023 eingereicht. Die Dissertation von Manuel J. Wolf wird

voraussichtlich zum 2. Quartal 2023 eingereicht.

Im Rahmen der Identifizierung von DSN-spezifischen Sequenzvarianten sollen
Sequenzvarianten und deren potentielle Funktion publiziert werden, die beim Alignment mit dem
Referenzgenom herausfallen. Die Ergebnisse liegen vor. Die Publikation wird durch TZ-BER

vorbereitet.

Zu der im Rahmen von Arbeitspaket IV angewandten ,,optimum genetic contribution®- Methode

ist eine zeitnahe Publikation durch TZ-Gl in Bearbeitung.
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4. Zusammenfassung

Bedrohte Rinderrassen, wie das DSN, profitieren bisher nicht von hocheffizienten
Schéatzverfahren auf genomischer Ebene, die in den groRen Rassen wie etwa HOL und FV
mittlerweile zur Routine gehodren und fir einen rasanten Zuchtfortschritt verantwortlich sind.
Dadurch bleiben kleine Rassen hinsichtlich ihrer Wettbewerbsféahigkeit zunehmend zurtck.
Neben einer Steigerung des Zuchtfortschritts konnten genomische Informationen helfen die
genomische Diversitat innerhalb bedrohter Rassen im Blick zu halten und das Risiko von
Inzuchtdepressionen zu vermindern. Standardmafig werden Genotypisierungs-Chips auf Basis
von SNPs mit Markerdichten von 10K, 50K oder auch 700K genutzt. Dabei sind die Marker auf
den Chips so angelegt, dass vor allem Regionen mit Leistungsbezug (Milch, Fleisch) innerhalb
der groRen konventionellen Rinderrassen abgedeckt sind. Da jedoch die genetischen
Architekturen zwischen Rassen durch die unterschiedlichen Entwicklungsgeschichten stark
divergieren konnen, sind Genotypisierungs-Arrays, die auf den leistungsstarken Rassen
basieren, gegebenenfalls fur kleine, bedrohte Rassen ungeeignet.

Ein wesentliches Ziel des Vorhabens war daher der Aufbau einer aussagekraftigen
Lernstichprobe mit genomischen Daten fir die Rasse DSN. Anhand von VGS-Daten einer
reprasentativen Stichprobe der DSN-Population sollte ein Chip designt werden, der geeignete
Marker beinhaltet, die neben Produktionsmerkmalen auch neuartige Merkmale wie
Hitzetoleranz und Endoparasitenresistenz beriicksichtigen. Anhand des neuen Chips sollten
weitere Analysen durchgefiihrt werden, um einen Mehrgewinn des rassespezifischen SNP-
Chips fir das DSN zu evaluieren. Im Rahmen dieser Untersuchungen sollten auch erstmalig
genomische Zuchtwerte fur die Rasse DSN geschatzt werden. Um das gesamte Potenzial der
neugewonnenen Informationen auszuschopfen sollte abschlieRend ein Monitoringverfahren
getestet werden, um neben einer effektiven Steigerung der Zuchtwerte und somit einen
Zugewinn an Konkurrenzfahigkeit auch die Diversitat innerhalb der Rassen weitestgehend zu
erhalten.

Fur die Konstruktion des neuen SNP-Chips wurden VGS-Daten von 304 DSN erfolgreich mit
einer selbst entwickelten Pipeline, in Anlehnung an das 1000-Bullen-Genom-Projekt,
aufbereitet. Dariliber hinaus wurde ein Imputationsansatz entwickelt, um DSN, die zuvor mit dem
konventionellen lllumina 50K BeadChip genotypisiert wurden, auf VGS-Level zu imputieren.
Dieser Datensatz mit Genotypeninformationen von ca. 2.100 DSN diente dazu, GWAS fir
Produktionsmerkmale und neuartige Merkmale durchzufiihren. Die dabei detektierten
assoziierten Marker wurden anschlieRend bei der Konstruktion des DSN200K-SNP-Chips
berlcksichtigt. Final beinhaltete der DSN200K-SNP-Chip 182.154 Varianten (SNPs und
INDELSs). Dabei wurden Varianten aus zehn verschiedenen Kategorien bericksichtigt, wie z.B.
identifizierte Varianten aus GWAS mit DSN (2.071), DSN-spezifische Varianten (38.198),

Varianten um moglichst viele HBs abzubilden (58.886), SNPs entsprechend eines

68



Zusammenfassung

Abstammungspanel (554), funktionierende SNPs von dem lllumina BovineSNP50 BeadChip
(34.039) und weitere. Insgesamt wurden im Rahmen des Projekts 1.488 Rinder mit dem neuen
Chip genotypisiert. Darunter waren 1.201 von der Rasse DSN. Zusatzliche Rinderrassen
wurden genotypisiert um zu testen, wie viele Varianten des neuen Chips in anderen Rassen,
wie z.B. Rotes Hohenvieh, ANG, HOL oder RDN abgerufen werden kdnnen. Die
Weiterentwicklungen des gegebenen Imputationsverfahrens flir die DSN-Population
ermaoglichten es schlief3lich von 50K auf 200K (99,99 % (0,07 % SD)), 50K auf VGS (96,50 %
(0,58 % SD)) und 200K auf VGS (98,58 % (0,21 % SD)) imputieren zu kénnen. Final waren
Datenséatze in allen drei Markerdichten fiur 3.703 DSN verfugbar. Damit wurden erfolgreich
vergleichende GWAS mit dem DSN200K-SNP-Chip und dem 50K Chip durchgefihrt. Die
GWAS mit den VGS Daten deckten eine sehr grof3e Anzahl an merkmalsassoziierten Varianten
auf, beispielsweise fur das Merkmal SCS, fir welches auf Basis des 50K und 200K Chips keine
Assoziationen ermittelt werden konnten. Dariiber hinaus wurde eine Zuchtwertschatzung
entwickelt und fur alle drei Markerdichten (50K, 200K, VGS) angewendet. Dabei wurden nur
geringfugig hohere Erblichkeiten und Genauigkeiten mit dem 200K Chip im Vergleich zum 50K
Chip erzielt. Insgesamt muss die angewandte Zuchtwertschatzung jedoch als erfolgreich
bewertet werden, da sie einen Modellcharakter hat und eine sehr gute Grundlage flir weitere
Studien bildet. Durch eine Weiterentwicklung in Form von VergréRerung der Tierzahlen, auch
durch das Einbeziehen anderer Rassen und der Anwendung komplexerer Modelle sind hdhere
Sicherheiten zu erwarten. Untersuchungen zur Nukleotid-Diversitat innerhalb der Rasse
zeigten, dass T in DSN geringfligig hoher war als in HOL sowie 28 weiteren
Nordeuropaischen Rassen. Das deutet darauf hin, dass trotz des Gefahrdungsstatus der Rasse
bereits ein gutes Management vorliegt. Der OGC-Ansatz macht es méglich eine Steigerung von
bestimmten Zuchtwerten zu erreichen, aber dabei stets die Verwandtschaft innerhalb der
Nachkommengeneration zu limitieren. Fir das Leistungsmerkmal M305 konnte gezeigt werden,
dass auch bei starker Limitierung der durchschnittlichen Verwandtschaft auf 0,03 Eltern zur
Anpaarung ausgewahlt werden kdnnen, deren Zuchtwerte im Durchschnitt >800 kg héher sind
als in der restlichen Population. Im Rahmen des Projekts wurde durch die Sequenzierung von
15 ANG und 15 RDN zudem der Grundstein gelegt, um die Erkenntnisse des erfolgreich
abgeschlossenen Projektes auf weitere heimische bedrohte Rassen zu lUbertragen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die technischen Voraussetzungen fir die
Erprobung und Anwendung einer gZWS in der Rasse DSN erfillt sind. Die Férderung des hier
vorgestellten Vorhabens konnte daher einen wichtigen Baustein zur Uberwindung bestehender
Okonomischer Hurden darstellen, bei gleichzeitig hoher Wahrscheinlichkeit der direkten
Umsetzung der Vorhabenziele in die konkrete Zuchtpraxis. Die Entwicklung einer gZWS in der

bedrohten Rasse DSN kann somit einen wesentlichen Beitrag zur besseren Erhaltung und
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nachhaltigen Nutzung der Rasse und somit der biologischen Vielfalt im Bereich der

Rinderrassen leisten, was eindeutig die Modellhaftigkeit des Vorhabens widerspiegelt.

5. Gegenuberstellung der urspringlich geplanten zu den tatsachlich erreichten Zielen

Die Ziele wurden in allen Punkten erreicht.

Die im Verlauf des Projektes zu erreichenden Arbeitsziele waren:

a) Auf- und Ausbau einer informativen Lernstichprobe in der Rasse DSN

b) Entwicklung bzw. Weiterentwicklung einer Pipeline zur Imputation von SNP-Chip Daten
(50K) auf Sequenzniveau

c) Konstruktion eines custom-made SNP-Chips fir die Rasse DSN unter Berlicksichtigung von
i) ,neuen Merkmalen® der Adaptation und des Tierverhaltens und i) von
Diversitatskennzahlen (u.a. Heterozygotiegrad tber SNP-Marker)

d) Erprobung des neu entwickelten DSN-spezifischen SNP-Chips mittels genetisch-
statistischer Anwendungen

e) Entwicklung und Umsetzung von Monitoringverfahren zur Sicherung der genetischen
Diversitat in der DSN-Population

f) Evaluierung der Ubertragbarkeit des DSN SNP-Chips auf andere Rassen

g) Transfer der Ergebnisse in die Praxis

Die im Verlauf des Projektes erreichten Ziele sind:

Zua) Fur den Auf- und Ausbau der Lernstichprobe der Rasse DSN sollten 100 DSN
vollgenomsequenziert werden, um darauf aufbauend DSN-spezifische Allele, Allelfrequenzen
und Haplotypen ableiten zu kénnen, welche spater bei der Konstruktion des rassespezifischen
SNP-Chips berticksichtigt werden sollten. Weiterhin sollten die Sequenzdaten der Imputation
vorhandener DSN-Genotypen dienen, um die Lernstichprobe fir die gZWS auszubauen.
Entgegen der urspringlich geplanten 100 DSN war es mdglich, 214 DSN zu sequenzieren,
wobei die Bandbreite der DSN-Population sowohl genetisch als auch phanotypisch sehr genau
abgebildet wurde. Beriicksichtigt wurden bei der Auswahl Zuchtwerte fiir die Milchleistung sowie
Gesundheitsmerkmale, d.h. es wurden sowohl resistente als auch anfallige Tiere fir
Erkrankungen wie Mastitis und Endoparasiten-Infektionen inkludiert. Die Sequenzierung einer
hoéheren Anzahl von 214 DSN entgegen der urspriinglich geplanten 100 DSN begriindete sich
durch ein guinstiges Sequenzierungs-Angebot von der Firma Novogene.

Zu b) Eswurde erfolgreich eine Pipeline zur Imputation der vorhandenen DSN 50K Genotypen
auf VGS-Niveau erarbeitet werden. Dafiir wurden bereits vorliegende DSN-Sequenzdaten von
TZ-BER mit integriert, sodass das Referenzpanel fiir die Imputation bei 304 DSN Tieren lag.
Final konnte eine sehr hohe Imputationsgenauigkeit von tber 97 % erzielt werden.

Zu c) Ursprunglich war geplant, einen 50K SNP-Chip fir die Rasse DSN zu entwickeln.

Aufgrund sinkender Kosten fiir die Konstruktion eines custom-made SNP-Chips ist es gelungen,
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einen 200K SNP-Chip mit deutlich héherer Markerdichte zu konstruieren. Dadurch konnte eine
deutlich héhere Anzahl rassespezifischer Varianten sowie solche des bestehenden 50K lllumina
Chips, die in der Rasse DSN informativ sind, auf dem neuen Chip berlicksichtigt werden. Das
Ziel war es insbesondere, SNP-Marker fur Alleinstellungsmerkmale und ,neue Merkmale® zur
Adaptation und des Tierverhaltens, sowie zur Krankheitsresistenz (u.a. Mastitis,
Endoparasitenresistenz) auf dem Chip zu bericksichtigen. Hierbei konnten 2.071 Varianten aus
GWAS mit Genotyp- und Sequenzdaten, die mit neuen Merkmalen zur Adaptation und
Krankheitsresistenz assoziiert waren, erfolgreich auf dem neuen 200K SNP-Chip bertcksichtigt
und abgerufen werden.

Zu d) Es wurden erfolgreich vergleichende GWAS und eine gZWS mit Kreuzvalidierung mit
dem herkdmmlichen 50K Chip und dem neu konstruierten DSN200K-SNP-Chip durchgefiihrt.
Die Ergebnisse zeigten, dass insbesondere flr moderat bis hoch erbliche Merkmale (z.B.
Milchleistung, Exterieur) SNPs mit dem neuen 200K Chip in den GWAS detektiert werden,
welche unter Verwendung des 50K Chips nicht assoziiert sind. Die Ergebnisse der gZWS
zeigten niedrige bis moderate Genauigkeiten, welche mit dem neuen 200K Chip nur geringfugig
besser waren. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass neben der Markerdichte auch weitere
Strategien zur Verbesserung der gZWS in kleinen vom Aussterben bedrohten Populationen wie
dem DSN zu berlicksichtigen sind (z.B. weitere Vergrof3erung der Lernstichrobe mit DSN/DSN-
Verwandten Tieren aus anderen Landern). Wie geplant wurden im Rahmen der gZWS
verschiedene Verfahren (BLUP, Bayes) getestet. Da diese in ersten Rechenldufen zu sehr
ahnlichen Ergebnissen flhrten, erfolgten die Berechnungen fir alle hier vorgestellten Merkmale
mit dem BLUP-Verfahren. Neben dem eigentlichen Ziel, namlich dem Vergleich des 50K und
200K Chips in GWAS und der gZWS, wurden dartber hinaus alle Rechenlaufe mit den VGS-
Daten durchgefihrt, um deren zuklnftigen Nutzen in praktischen Anwendungen fir die Rasse
DSN zu evaluieren.

Zu e) Unter Anwendung des ,optimum genetic contribution Verfahrens wurden verschiedene
Szenarien in Richtung eines optimalen Monitoringverfahrens zur Sicherung der genetischen
Diversitat in der Rasse DSN erprobt. Die Ergebnisse zeigen, dass es mdglich ist eine
Nachkommengeneration und somit auch Bullen zu erzeugen, die Potenzial fir genetischen
Fortschritt fir das Leistungsmerkmal M305 vorweist, ohne eine Steigerung der Verwandtschaft
in Kauf zu nehmen. Zudem zeigt sich, dass Steigerung in den Zuchtwerten beim DSN mit
Verzicht auf Einkreuzung von anderer Genetik, ohne dabei die Inzucht innerhalb der DSN-
Population zu erhéhen, moglich ist.

Zu f) Die Ubertragbarkeit des DSN200K-SNP-Chips auf andere Rassen wurde anhand der
Genotypisierung von 287 Rindern aus neun verschiedenen Bos taurus und einer Bos indicus
Rasse durchgefihrt. Dabei zeigte sich, dass der neu konstruierte DSN200K-SNP-Chip sehr gut

auf viele weitere vom Aussterben bedrohte Rinderrassen Ubertragen werden kann.
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Zug) Ein Transfer der Ergebnisse in die Praxis war im Rahmen von zwei finalen
Veranstaltungen geplant. Entgegen dieses urspringlichen Zieles war ein erfolgreicher Transfer
der Ergebnisse in Wissenschaft und Praxis im Rahmen zahlreicher nationaler und
internationaler Veranstaltungen méglich (siehe Material und Methoden: Transfer der Ergebnisse

in die Praxis).
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