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Kurzfassung

Das Deutsche Schwarzbunte Niederungsrind (DSN) ist eine milchbetonte Zweinutzungsrasse, die auf
der Roten Liste der gefdhrdeten einheimischen Nutztierrassen steht. Sie wurde aufgrund ihrer
geringeren Milchleistung durch Holstein-Rinder ersetzt. Ziel dieses Projekts war es, ziichterisch
nutzbare Marker zu identifizieren, die zur Verbesserung der Rasse DSN geeignet sind, um so zur
besonders tiergerechten und nachhaltigen Produktion tierischer Erzeugnisse beizutragen.

Mit der Einrichtung einer umfassenden Gewebe-, DNA- und Daten-Bank konnte die genomische
Information nahezu der gesamten DSN-Population gesammelt werden. Damit ist die Grundlage fir
eine geeignete Lernstichprobe gelegt. Die genomischen Informationen haben gezeigt, dass die Inzucht
in DSN geringer und die Diversitat hoher als in Holsteins ist, was auf eine sehr gute Zuchtarbeit
schlieBen lasst. In gesamtgenomischen Analysen wurden genetische Marker zur Milchproduktion, zu
Gesundheits- und Fruchtbarkeitsparametern bei DSN-Kiihen und Wachstums- und Fleischleistung bei
DSN-Schlachtbullen identifiziert. Genetische Marker fir Milchproduktion und Fleischansatz sind
entscheidend, um die Selektion auf héhere Milchleistung bei Erhaltung des Zweinutzungstyps effizient
zu gestalten. Die identifizierten Marker kénnen unterstiitzend bei der Auswahl von Zuchtbullen aus
potentiellen Jungbullen, gezielten Anpaarungsentscheidungen zur Verbesserung der Leistung der
Nachkommen und zur Vorhersage der Leistung junger Tiere genutzt werden. Gleichzeitig liegt ein
Fokus darauf, Inzucht zu minimieren und die genetische Diversitat in dieser kleinen Rasse zu erhalten.

Zusammenfassend ist dieses Projekt ein bedeutender Schritt in Richtung einer verbesserten
Zuchtauswahl und einer effizienteren Zucht auf genetischer Grundlage, um das Leistungspotential
besser zu nutzen und die Robustheit und Diversitdt zu erhalten. Die identifizierten Marker sind
wertvolle Werkzeuge, um die Zuchtentscheidung in der kleinen DSN-Population zu unterstiitzen.

Abstract

The German Black Pied Lowland Cattle (DSN) is a dairy-orientated dual-purpose breed that is on the
Red List of endangered native livestock breeds. Due to their lower milk yield, they were replaced by
high-yielding Holstein cattle. The aim of this project was to identify markers that could be used for
breeding purposes to improve the DSN breed in order to contribute to the particularly animal-friendly
and sustainable production of animal products.

With the establishment of a comprehensive tissue, DNA and data bank, the genomic information of
almost the entire DSN population could be collected. This has laid the foundation for a suitable learning
sample. The genomic information has shown that inbreeding in the DSN breed is lower and diversity is
higher than in Holsteins, which indicates very good breeding work. Whole genomic analyses identified
genetic markers for milk production, health and fertility parameters in DSN cows and growth and beef
performance in DSN beef bulls. Genetic markers for milk production and those for meat production
are crucial for efficient selection for higher milk production while maintaining the dual-purpose type.
The identified markers can be used to support the selection of breeding bulls from potential young
bulls, targeted mating decisions to improve the performance of the offspring and to predict the
performance of young animals. At the same time, the focus is on minimizing inbreeding and
maintaining genetic diversity in this small breed.

In summary, this project is a significant step towards improved breeding selection and more efficient
breeding on a genetic basis to better utilize performance potential and maintain robustness and
diversity. The identified markers are valuable tools to support breeding decisions in the small DSN
population.
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1 Einleitung

1.1 Gegenstand des Vorhabens

Tierzlichterisch besteht im vorliegenden Projekt das Ziel, einen Beitrag zu leisten, die robuste, fir
Weidehaltung typische, aber weniger leistungsfahige und daher gefdhrdete Rasse des Deutschen
Schwarzbunten Niederungsrinds (DSN) nachhaltig zu verbessern, um sie im Vergleich zu der intensiv
auf Milchleistung gezlichteten Hochleistungsrasse Deutsche Holstein (DH) fiir den okologischen
Landbau sowie bestimmte Standorte und Haltungsbedingungen wirtschaftlich attraktiver zu machen.

DSN ist ein milchbetontes Zweinutzungsrind (Milch/Fleisch), das auf der Roten Liste der gefahrdeten
einheimischen Nutztierrassen unter der Einstufung ,Phdanotypische Erhaltungspopulation” steht.
Gegenliber den ausschliellich auf Milchleistung gezlichteten Holsteins zeichnet sich die Rasse DSN
durch ein anderes Leistungsprofil aus. Wahrend fir die Holstein-Population des Landes Brandenburg
eine Milchleistung von 10.000 kg anvisiert wird, stehen fiir die Rasse DSN 7.000 kg zu Buche. DSN sind
in der Milchproduktion weniger leistungsstark und damit 6konomisch weniger rentabel. Als solche
wurde sie fast vollstandig von DH verdrangt. lhr Erhaltungswert resultiert maRgeblich daraus, dass

1. DSN sehr robust, widerstandsfahig, fruchtbar und langlebig ist und gute Kalbeeigenschaften
hat, Merkmale, die in intensiven Hochleistungszuchten lange vernachlassigt wurden und heute
aus mehreren Griinden lohnenswert sind zu erhalten,

2. DSN dem Bild der Konsumenten von einer Milchkuh im 6kologischen Landbau durch die
ausgeweitete Weidehaltung und der nicht auf Hochstleistung selektierten Milchleistung am
nachsten kommt,

3. die Vorfahren der DSN den genetischen Ursprung der heutigen DH bilden.

Fir die Erhaltung der DSN wurden in Brandenburg, Hessen und Niedersachsen mehrere
Fordermittelprogramme realisiert, die den Betrieben eine 6konomisch vertretbare Produktion
erlauben.

Im Zuchtgebiet des Zuchtverbands RBB Rinderproduktion Berlin-Brandenburg GmbH (RBB) besteht die
groRte und zilchterisch am besten bearbeitete reine DSN-Population. Deshalb, wurden die
Untersuchungen maRgeblich in dieser Population durchgefiihrt. Beriicksichtigt wurden jedoch auch
Linien des reinen Zuchtbestands Frankenhausen in Hessen. In weitere bestehende DSN-Bestande
wurden in der Zuchtgeschichte andere Rassen eingekreuzt, wodurch der Genpool gemixt wurde.

Neben der Erhaltung der Rasse als tiergenetische Ressource spielen 6konomische Uberlegungen bei
der ziichterischen Bearbeitung der Rasse eine Rolle. Mit dem in Ansatzen skizziertem Leistungsprofil
eignen sich die Tiere dezidiert fir Produktionsbedingungen, die weniger intensiv gegeben oder
gestaltet sind. Insbesondere der Okologische Landbau verlangt nach Milchkiihen, die z.B. unter einem
verminderten Einsatz von hochkonzentrierten Futtermitteln und unter Nutzung natirlicher
Haltungsformen (Weidegang) in den jeweiligen Betrieben 6konomisch und 6kologisch erfolgreich
gehalten werden kénnen.

Der Gegenstand des Vorhabend ist es, genetische Untersuchungen von DSN-Tieren mit dem Ziel
durchzufiihren, bessere Selektionsparameter fiir die Zlichtung innerhalb der kleinen reinrassigen DSN
Population zu erhalten, um darauf aufbauend Zuchtstrategien zu entwickeln, die es ermdglichen,
zlichterisch die Rasse so zu verbessern, dass sie ein sehr passendes Produkt fiir 6kologisch arbeitende
Milchviehbetriebe, fir bestimmte Standorte und Haltungsverfahren darstellt.
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1.2 Ziele und Aufgabenstellung

1.2.1 Ziele

Das Vorhaben ist der angewandten Forschung und Entwicklung zuzuordnen. Die genetische
Ausstattung der DSN soll umfassend charakterisiert werden, um bedeutsame funktionelle
Sequenzvarianten in der aktuellen Zuchtpopulation zu finden, die potentiell mit typischen positiven
Eigenschaften von DSN, aber auch nachteiligen Merkmalen assoziiert sein kdnnen, und die als
genetische Marker fiir die Zucht in der kleinen reinrassigen DSN-Population genutzt werden kénnen.
Dabei soll untersucht werden, wie hoch die Variabilitdit von Sequenzvarianten innerhalb der
reinrassigen DSN-Population ist. Die Daten geben Auskunft iber Variabilitat und Inzucht innerhalb der
Population. Die Kenntnis des genomischen Repertoires ist notwendig, damit DSN mit anderen Rassen
verglichen werden kann. Des Weiteren soll untersucht werden, welche genomische Ausstattung fir
die Rasse DSN typisch ist, um DSN mit anderen Rassen wie den DH vergleichen zu kénnen und
genomische Unterschiede zu identifizieren. Die identifizierten Sequenzvarianten sollen funktionell
annotiert werden und es soll untersucht werden, ob diese Sequenzvarianten mit Merkmalen von DSN
assoziiert sind. So sollen Sequenzvarianten als genetische Marker getestet werden, die innerhalb der
Population zur selektiven Verbesserung der DSN-Leistung bei Sicherung der Robustheit geeignet sein
konnten.

Vorgesehen waren (1) gesamtgenomische Sequenzierungen von reinrassigen DSN-Tieren, um DSN-
spezifische Genvarianten zu finden, (2) der Aufbau einer Gewebe- und DNA-Datenbank aller
weiblichen DSN-Tiere in Brandenburg iber mehrere Generationen und (3) die Nutzung der Datenbank
als umfangreiche Referenzpopulation fiir die Schatzung von Alleleffekten und als Grundlage fir
genomisch basierte Zucht- und Anpaarungsentscheidungen. Obwohl die beabsichtigten
Untersuchungen und die aktuellen Populationsgroe nicht ausreichen, um eine sichere Schatzformel
fr eine genomische Selektion in der kleinen Population zu entwickeln, werden doch in diesem Projekt
entscheidende Vorarbeiten geleistet und Voraussetzungen geschaffen, eine ausreichend grolle
Lernstichprobe fir die sichere Schatzung von Alleleffekten fiir die nachfolgende genomische Selektion
zu etablieren.

Aufgrund von mehreren Projektverlangerungen wurden die Ziele erweitert. Neben Genotypisierungen
mit SNP-Chips (SNP, engl. ,Single Nucleotide Polymorphism®“, dt. Einzelnukleotidpolymorphismus)
wurden auch Sequenzdaten generiert, so dass mit imputierten Daten hoher Dichte genomweite
Assoziationsanalysen (GWAS) durchgefiihrt werden konnten. In den GWAS sollten genomische Marker
identifiziert werden, die mit Milchleistungsmerkmalen assoziiert sind. Die identifizierten Marker
kénnen benutzt werden, um die Milchleistung in DSN zu verbessern und DSN als Nischenprodukt
besser marktfahig zu machen.

Bei der Rasse DSN handelt es sich um eine Zweinutzungsrasse. Daher ist es wichtig, nicht nur die
Milchleistung, sondern auch die Wachstums- und Fleischleistungen im Blick zu haben. Um genetische
Loci fir die Wachstums- und Fleischleistungen zu finden, wurde das Projekt erneut verlangert. Dafir
war es notwendig, neben den weiblichen Tieren auch die mannlichen Tiere zu untersuchen.
Insbesondere waren die Genotyp-Daten und auch die Mast- und Schlachtleistung von Bullen zu
erfassen. Die Ergebnisse aus GWAS mit Wachstums- und Fleischleistungsdaten soll mit denen der
Milchleistung verglichen werden, um Einzeleffekte aber auch mit Milchleistung gekoppelte Effekte zu
identifizieren. Darauf aufbauend sollte ein Konzept zur Erhaltung der DSN als Doppelnutzungsrasse
erstellt werden.
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Genetische Marker fur Milchproduktion und solche fiir Fleischansatz kdnnen helfen, die Selektion auf
den Zweinutzungstyp durch genomische Informationen besser als bisher zu unterstiitzen, um
gleichzeitig die typischen Eigenschaften von DSN-Rindern als Milch- und Fleischrind zu sichern oder
sogar noch zu verbessern und dabei Inzucht zu minimieren und die genetische Diversitat in der kleinen
Rasse zu erhalten. Mit der gesamten Information soll eine mogliche negative Beeinflussung der
Fleischigkeit von DSN bei Selektion auf eine héhere Milchmenge oder umgekehrt, eine negative
Beeinflussung der Milchleistung bei starkerer Berlicksichtigung der Fleischigkeit vermieden werden.
Der Doppelnutzungstyp der DSN soll erhalten bleiben. Dies ist konform mit dem angestrebten Zuchtziel
der DSN-Betriebe.

1.2.2 Aufgabenstellung

Das Projekt startete mit einer Laufzeit von 3 Jahren am 1.05.2016 (Zuwendungsbescheid vom
13.04.2016). Aufgrund verspateter Personaleinstellung war der tatsichliche Projektbeginn am
1.08.2016. Die Aufgabenstellung im Projektzeitraum ist in Tabelle 1 zu finden.

Tabelle 1: Balkendiagramm mit Meilensteinplanung fiir den Projektzeitraum 2016-20189.
A: Sequenzierung der 25 DSN-Tiere ist abgeschlossen, B: Sequenzvarianten innerhalb DSN und zwischen
DSN und DH sind identifiziert, C: Funktionelle Annotation von Sequenzvarianten ist abgeschlossen/
putative funktionelle genetische Marker werden vorgeschlagen, D: Assoziationsanalyse mit ca. 1500
Tieren, E: Wissenstransfer und F: Publikation. HUB= Humboldt-Universitidt zu Berlin, RBB=
Rinderproduktion Berlin-Brandenburg GmbH, IfN = Institut fiir Fortpflanzung landwirtschaftlicher
Nutztiere e.V.

Arbeitsaufgaben Zeittafel (Quartale)
Jahr 2016 2017 2018 2019
Quartal 3lal1]2]3]4al1]2]3]4]1]2

1. Sequenzierung der 25 DSN-Tiere

1.1 Auswahl reprasentativer Tiere (RBB, HUB)

1.2 Bereitstellung der Blut-Proben (RBB)

1.3 Vorbereitung der DNA-Proben (HUB)

1.4 Sequenzierung (an der Technischen Universitdat Miinchen)

1.5 Ubernahme der Rohdaten (HUB) A
2. Auswertung der Sequenzdaten (HUB)

2.1 Qualitatscheck, Identifizierung von Sequenzvarianten

2.2 Allelfrequenzen innerhalb DSN

2.3 Sequenzvarianten zw. DSN und anderen Rassen B
3. Funktionelle Annotation von Sequenzvarianten (HUB)

3.1 Annotation von Genfunktionen

3.2 Vorschlag von genetischen Markern C
4. Anlegen einer Gewebedatenbank der DSN

4.1 Anschaffung der Tiefklhltechnik, Aufbau der Logistik (HUB)

4.2 Probensammlung von ca. 3000 Tieren (RBB)
DNA- Praparation (HUB), DNA- Langzeitlagerung (IfN)

4.3 Bereitstellung von Phanotypen

4.4 Genotypisierung: 10 Marker, ca. 1500 Tiere (HUB)

4.4. Assoziationsanalyse von SNPs mit Merkmalen (HUB) D
5. Wissenstransfer, Praxisseminare
5.1 Jahrliche Treffen von HUB, RBB und IfN, E E E E E E
DSN-Ziichtertagung 2017/18, Griine Woche (RBB, HUB)

5.2 Workshops (alle) E E
6. Publikationen in Praxis- und Fachzeitschriften
z.B. fur ,Blickpunkt Rind“, Flyer (HUB) F F
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Das Projekt wurde bis zum 31.12.2021 verldangert (Zuwendungsbescheide vom 11.11.2019 und
7.04.2020). Die Arbeitsaufgaben wurden fiir diesen Zeitraum erweitert und sind in Tabelle 2 zu finden.
Dabei wurden Arbeitsaufgaben aus dem ersten Férderzeitraum wie das Sammeln von Gewebe- und

DNA-Proben und der Wissenstransfer fortgefihrt, wahrend die Arbeitsaufgabe zur Analyse der
Genotyp- und Sequenzdaten angepasst und erweitert wurde. Hierbei sollte beriicksichtigt werden,
dass die Arbeit am Projekt durch die MaRRnahmen der Corona-Pandemie erschwert wurden. Im
Zeitraum vom 16.03. - 08.06.2020 war der Zugang zum Biro untersagt und das Arbeiten im Homeoffice

nur sehr schwer moglich.

Tabelle 2: Erweiterung der Aufgaben des DSN-Projekts flir den Projektzeitraum 2020 — 2021.

Arbeitsaufgaben
Jahr

Zeittafel (Quartale)

2020 2021

Quartal

1[2]3]a]1]2]3]4

7. Gewebe- und DNA-Bank mit dazugehdrigen Phanotypen

7.1 Sammeln von weiteren Gewebeproben und DNA-Isolierung

7.2 Aktualisierung von Phanotypen und Sammeln neuer Phdnotypen
(Totgeburten, Fleischleistung)

8. Bearbeitung der Sequenz- und SNP-Chip-Daten

8.1 Anpassung der bisherigen Datensitze und Uberarbeitung der

Programme an das neue Update des 1000-Bullengenom-Projekts X

8.2 Integration der in 2019 erhaltenen Genotyp-Daten in die vorhandenen «
Datensdtze

8.3 Qualitatscheck, Identifizierung von Sequenzvarianten der 75 neu | x
sequenzierten DSN

8.4 Auswahl von weiteren 150 DSN-Tieren fiir die Sequenzierung zur Abbildung
der Population basierend auf genetischer Diversitdt, Leistungs- und Ver- < | x|«

wandtschaftsanalysen und Integration in den bisherigen Datensatz +
Wiederholung von 8.3 fir die 150 neu sequenzierten DSN-Tiere

8.5 Imputation der 50k SNP-Chip-Daten auf Sequenzlevel fiir alle Tiere X X

9. Analysen der Genotyp-Daten

9.1 Untersuchung der Allelfrequenzen und Diversitat mit neuem unikalen
umfassenden Datensatz innerhalb der DSN-Population und Vergleich X X | X
mit anderen Rassen

9.2 Qualitatstestung der aktualisierten Phanotypen und Vorbereitung fiir < x| x

Assoziationsstudien

9.3 Wiederholte genomweite Assoziationsanalyse mit aktualisierten
Phanotypen (Milchleistung, Exterieur, Fruchtbarkeit, Krankheiten, etc.)

9.4 Genetische Marker werden funktionell annotiert und Regionen
quantitativer Merkmale (QTL, ,, Quantitative Trait Locus”) auf
Kandidatengene untersucht

9.5 Vorschlag von genetischen Markern (a) zur Verbesserung der

Milchleistung und (b) zur Erhaltung der Diversitat in DSN X X
9.6 Genotypisierung von 10 funktionellen Markern in ca. 1500 Tieren der < |«

DSN- Population mit KASP-Assays + anschlieBende Assoziationsstudie
10. Wissenstransfer, Praxisseminare
10.1 Jahrliche Treffen von HUB, RBB und IfN (DSN-Ziichtertagung) X X
10.2 Nationale und internationale Konferenzen (DGfZ, EAAP) X X X
10.3 Organisation und Durchfiihrung einer Veranstaltung mit Vertretern

von Doppelnutzungsrinderrassen aus Deutschland und ggfls. auch aus X XX

dem europaischen Ausland
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Das Projekt wurde nochmals bis zum 31.12.2023 verlangert (Zuwendungsbescheide vom 20.10.2021
und 11.03.2022). In diesem Zeitraum wurden weitere Proben von DSN-Kiihen und Bullen gesammelt
und genetische Loci fiir die Wachstums- und Fleischleistung in DSN Bullen gesucht. Das Projekt wurde
um drei neue Arbeitsaufgaben fir diesen Zeitraum erweitert (Tabelle 3). Eine detaillierte Beschreibung
der einzelnen Aufgaben erfolgt unter nachfolgender Tabelle 3.

Tabelle 3: Erweiterung der Aufgaben des DSN-Projekts flir den Projektzeitraum 2022 — 2023.

Arbeitsaufgaben Zeittafel (Quartale)

Jahr 2022 2023

Quartall 1 [2[3[4|1]2[3]4

11. Sammeln von Gewebeproben, Phidnotypen und Genotypen

11.1 Sammeln von weiteren Gewebeproben und DNA-Isolierung (m/w) X i X X X | XiXiXx:iX
11.2 Aktualisierung von Phanotypen, Sammeln und Aufarbeitung neuer
Phanotypen zur Fleischleistung

11.3 Genotypisierung von 384 Tieren mit dem DSN-spezifischen SNP-Chip X
11.4 Qualitatscheck und Integration der neuen Genotypen mit den
vorhandenen Genotypen + Imputation der Genotypen auf X X

Sequenzlevel

12. Assoziationsanalysen

12.1 Qualitatstestung der aktualisierten Phdanotypen und Vorbereitung fir
Assoziationsstudien

12.2 Genomweite Assoziationsanalyse mit aktualisierten
Phanotypen der Fleischleistung der DSN-Kiihe und DSN-Bullen

12.3 Genetische Marker werden funktionell annotiert und Regionen
quantitativer Merkmale (QTL, ,,Quantitative Trait Locus”) auf X X X X
Kandidatengene untersucht

12.4 Vergleich der Ergebnisse aus Fleischleistung mit denen aus
Milchleistung

12.5 Vorschlag von genetischen Markern zur Verbesserung der
Fleischleistung

13. Wissenstransfer/ Praxisseminare
13.1 Jahrliche Treffen von HUB, RBB und IfN (DSN- Zuchtverbandsjubildum) X X
13.2 Nationale und internationale Konferenzen (DGfZ, EAAP) X X

13.3 Konzept fiir optimale Erhaltung der Population + Verfassen des
Abschlussberichts

Arbeitsaufgabe 11 - Sammeln von Gewebeproben und Phdnotypen: Hierbei handelt es sich um eine

Fortfiihrung der Arbeitsaufgabe 7 aus Tabelle 2. In der geplanten Verlangerung sollten weiterhin Haar-
und Gewebeproben von Schlachtbullen und Kiithen der DSN-Population gesammelt werden. Die DNA
aus den Proben wird isoliert, um die bestehende DNA-Datenbank der DSN zu erweitern. Derzeit
werden neben den Schlachtdaten von Kiihen, Fleischleistungsphanotypen von DSN-Schlachtbullen von
dem gréRten DSN-Betrieb Grafendorf erhoben. Diese beinhalten die Schlachtgewichte und die
Fleischigkeits- und Fettklassen der Schlachtkérper. Die Erfassung der Schlachtdaten erfolgt im
Gegensatz von Milchleistungsphanotypen nicht routinemaRig. Hierflir werden die Abrechnungsdaten
aus den Schlachtbetrieben verwendet. Die Daten miissen manuell erarbeitet und in eine Datenbank
eingetragen werden. Insgesamt 384 DSN-Schlachtbullen sollen phanotypisiert und mit dem DSN-
spezifischen SNP-Chip genotypisiert werden, die Genotyp-Daten sollen dann auf Sequenzniveau
imputiert werden.
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Arbeitsaufgabe 12 - Genomweite Assoziationsanalysen: Mit den Fleischleistungsphanotypen der DSN-
Bullen und DSN-Kiihe sollen GWAS durchfiihrt werden. Wahrend alle Bullen genotypisiert werden
missen, liegen fiir die Kiilhe die Genotypen bereits vor. Wir erwarten, dass in der GWAS eine

EffektgroBe von 4% mit einer statistischen Sicherheit von 90% bei einer Stichprobengrofle von 350
Tieren nachweisbar ist. Die identifizierten Marker sollen auf moégliche negativ Korrelationen zwischen
Milchleistung und Fleischleistung untersucht werden, um eine optimale Marker-gestitzte Ziichtung
auf den Doppelnutzungscharakter der DSN zu gewahrleisten. Insbesondere soll nach Haplotypen
gesucht werden, in denen Marker fir Milchleistung und Fleischleistung genetisch gekoppelt vererbt
werden.

Arbeitsaufgabe 13 - Wissenstransfer/ Praxisseminare: Hierbei handelt es sich um die Fortfiihrung von

Arbeitsaufgabe 10 aus Tabelle 2. Mit den jahrlichen Projekttreffen kénnen die Ergebnisse anschaulich
an den Zuchtverband und die DSN-Ziichter vermittelt werden. Zudem kann ein wissenschaftlicher
Diskurs auf Konferenzen die Sichtbarkeit des Projekts erhéhen und das Projekt weiter voranbringen.
Letztendlich, soll ein Konzept fir die optimale Erhaltung der Zweinutzungsrasse DSN basierend auf den
Ergebnissen aus den GWAS mit Milch- und Fleischleistungsphanotypen erstellt werden.
Winschenswert ist die Erweiterung der Datenlage so, dass in Zukunft auch fir die kleine Rasse DSN
eine sichere genomische Zuchtwertschatzung moglich wird. Anhand der Genotypen junger DSN-Tiere
kénnten dann Vorhersagen (iber die Leistung und den Typ eines Tieres gemacht werden. Dies kann
den Betrieben in der Entscheidung zur Auswahl optimaler Besamungsbullen und zum Ausschluss von
besonders nachteiligen Kihen fiir Anpaarungen helfen. Dafiir speziell wurde ein Folgeantrag bei der
BLE im Bundesprogramm zur Forderung der Nutztierhaltung eingereicht und als forderwiirdig
eingestuft. Aufgrund von Budget-Kirzungen kann das Projekt zur Zeit nicht umgesetzt werden.

1.2.3 Erweiterung der Ziele um Long-Read Sequenzierungsdaten

Zusatzlich hatten wir im Aufstockungsantrag vom 8.11.2022 unser Vorhaben zur Long-Read-
Sequenzierung erldutert. Mit den vollstandigeren Genomdaten aus der Long-Read Sequenzierung
mochten wir die Qualitdit der Gesamtgenominformation der DSN substantiell verbessern.
Insbesondere sollen lber die neue Technologie der Sequenzierung Liicken in der genomischen
Sequenz geschlossen und DNA-Strukturvarianten als weitere funktionell bedeutsame genetische
Marker gefunden werden. Das Ziel besteht darin, weitere, bisher unbekannte funktionelle Marker zur
phanotypischen Verbesserung der kleinen Population und zur Kontrolle der Diversitat zu identifizieren.

Die vorliegenden Gesamtgenomdaten basierten bis zur Long-Read-Sequenzierung auf kurzen 150
Basenpaar langen sequenzierten DNA-Ketten. Hiermit konnten sehr gut SNPs (Einzelbasenmutationen)
gefunden werden, die auch fiir einen DSN-spezifischen SNP-Chip verwendet wurden, der zur
Genotypisierung eingesetzt wurde. Andere Arten von Mutationen wie strukturelle DNA-Varianten
(lange Deletionen und Insertionen, Inversionen, Duplikationen, Transversionen) konnten mit den
kurzen DNA-Stlicken nahezu nicht gefunden werden.

In der Long-Read Sequenzierung werden lange DNA-Ketten von Uber 10.000 Basenpaaren in einem
Stick lickenlos gelesen. Dadurch gelingt die Identifizierung von drastischen strukturellen
Varianten (SVs) wie langen Deletionen, Insertionen, Inversionen, Duplikationen und Transversionen,
die mit kurzen DNA-Fragmenten einfach nicht erkennbar sind.

Durch die zunehmende Anwendung der Long-Read Sequenzierung in flihrenden Gruppen weltweit
konnte inzwischen mehrfach gezeigt werden, dass solche drastischen strukturellen DNA-Varianten die
Ursache fiir Merkmalsunterschiede sind. Durch die Aufklarung von strukturellen Sequenzvarianten in
DSN wollen wir ebenfalls die Voraussetzungen schaffen, die ursachlichen Mutationen (SNPs und SVs)
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flir Merkmale zu finden, fir die wir bereits genetische Assoziationen zwischen Genotyp und Merkmal
gezeigt haben (z.B. Milchmenge und -zusammensetzung, Mastitis, Endoparasiten, Fruchtbarkeit).
Damit kann eine direkte Selektion auf ursachliche Mutationen erfolgen, was die genomische
Selektionsgenauigkeit erhoht, was besonders fir kleine Populationen signifikant ist. Das ist fiir DSN
selbst von Nutzen, aber auch fiir die Rasse Holstein, zu der DSN beigetragen hat.

1.3 Planung und Ablauf des Projekts

Das Projekt begann am 1.08.2016 mit einer viermonatigen Verzogerung aufgrund spaterer
Personaleinstellung. Zusatzliche Verzogerungen traten aufgrund von Einschriankungen wahrend der
Corona-Pandemie auf. Trotz dieser Herausforderungen wurden mit jeder Verlangerung des Zeitraums
zusatzliche Arbeitsaufgaben erfolgreich abgeschlossen. Bis zum Abschluss des Projekts am 31.12.2023
konnten alle Verzogerungen ausgeglichen und samtliche Projektziele und Arbeitsaufgaben erfolgreich
erfiullt werden.

2 Wissenschaftlicher und technischer Stand

Die Zuchtgeschichte der DSN geht auf das 16. Jahrhundert zuriick. Anfang des 20. Jahrhunderts wurde
ein milchbetontes Zweinutzungsrind angestrebt. Europdische Auswanderer nahmen Schwarzbunte
Rinder in die USA mit und entwickelten dort , Holstein-Friesian“ (HF) als eine eigenstdndige Rasse.
Aufgrund der hohen Milchleistung wurden HF-Rinder Mitte der 1960er Jahre wieder zurlick nach
Mitteleuropa importiert, wo sie massiv in die alten Schwarzbunten (das alte DSN-Rind) eingekreuzt
wurden, wodurch sie diese bis auf eine kleine Restpopulation weitgehend verdrangten (KrauBlich and
Claus, 1981; Sambraus, 2011). Heute stehen die meisten reinrassigen DSN-Rinder in Brandenburg. Der
Bestand ist gefahrdet, da sich die DSN bei geringerem Milchleistungspotenzial mit den DH messen
missen. Hochst problematisch erweist sich die Tatsache, dass sich die Produktion mit DSN-Tieren
derzeit nur rentiert, weil hierfir durch das Land Brandenburg staatliche Fordermittel bereitgestellt
werden. Bei Wegfall oder Kiirzung dieser Mittel ist zu beflirchten, dass die Tierzahl weiter sinkt.

Die vom RBB koordinierte Zucht erfolgt mit dem Ziel, eine Genreserve mit lebenden Tieren zu sichern,
die Inzucht stark zu begrenzen und die Population mit modernen Zuchtwertschatzverfahren weiter zu
entwickeln. Bei den DSN wird eine gute Milchleistung in allen Haltungsformen sowie eine gute
Schlachtkérperqualitdt mannlicher und weiblicher Tiere angestrebt. Die Kiihe haben ein genetisches
Leistungspotential von 7.000 bis (iber 8.000 kg Milch bei 4,30% Fett und 3,70% Eiweil8. Die
Milchleistung soll zu % aus Grundfutter realisiert werden. Die Kiihe erreichen ein Lebendgewicht von
ca. 650 kg Lebendmasse bei einer GréRe (Kreuzbeinhdhe) von 138 cm. Fiir Bullen ist ein Lebendgewicht
von 1.100 kg bei einer GroRe von 150 cm angestrebt. Die Mastbullen sollen tagliche Zunahmen von
1.000 — 1.300 g pro Tag erzielen (RBB, 2023).

Die Rasse gilt als einer der genealogischen Vorfahren aller heutigen Schwarzbunten Milchrinder. Die
Zuchtarbeit hat das Ziel, die vorhandenen Gene (Rinder, Sperma und Embryonen) dieser Rasse im
Sinne einer Genreservehaltung zu sichern und die Inzucht zu begrenzen. Eine Zufuhr von Genen aus
anderen Populationen derselben Rasse ist moglich. Fiir die Rassebezeichnung DSN mit dem Rassecode
10 werden maximal 10% Holstein-Gene toleriert.

Bisher waren keine genomweiten Informationen Uber DSN verfligbar, mit denen zielgerichtete
Analysen zur ldentifizierung von zlichterisch anwendbaren DSN-typischen Markern durchgefiihrt
werden konnten. Um dies zu erméglichen wurden im Rahmen dieses Projekts erstmals DSN-Rinder
genotypisiert und sequenziert sowie genomweite Assoziationsanalysen durchgefihrt.
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3 Materialien und Methoden

Zu Beginn wurden 25 DSN-Tiere gesamtgenomisch sequenziert, was das "initiale genomische
Grundrepertoire" der Rasse dokumentiert und als Basis fuir weitere Forschungsarbeiten diente. Diese
erste Sequenzierung ermoglichte, grundlegende Fragen zur Genealogie, zur genomischen
Charakterisierung und zur Identifikation von rassespezifischen Markern zu klaren. Im weiteren Verlauf
des Projekts wurden insgesamt 304 DSN-Tiere sequenziert und mehr als 4.000 DSN-Tiere mit
verschiedenen SNP-Chips genotypisiert. Die hinzugefligten Sequenz- und SNP-Chip-Daten aus diesem
und anderen Projekten wurden fiir genomweite Assoziationsanalysen und funktionelle Annotationen
genutzt. Diese Arbeiten legten nicht nur die Grundlagen fir direkt verwertbare Ergebnisse, sondern
schufen auch eine solide Basis fiir eine belastbarere Lernstichprobe in der Zukunft. Aufgrund des
Umfangs der Materialien und Methoden werden diese in den jeweiligen Abschnitten der Ergebnisse
im Detail erklart.

4 Ausfihrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

4.1 Aufbau der Gewebe-, Phidnotypen- und Genotypen-Datenbanken

4.1.1 Gewebeproben und DNA

Zu Beginn des Projekts im Jahr 2016 wurden 2.028 Ohrstanzproben von nahezu der gesamten damals
existierenden DSN-Population gesammelt. Danach haben wir im Laufe des Projekts jahrlich
durchschnittlich 578 Proben erhalten (Tabelle 4). Zum Projektabschluss am 31.12.2023 umfasste
unsere Sammlung 6.075 Proben, die aus neun Zuchtbetrieben in Brandenburg und Hessen stammen
(Abbildung 1). Die meisten Proben stammen aus dem groRten DSN-Betrieb in Brandenburg, der
Agrargenossenschaft Grafendorf eG.

Tabelle 4: Ubersicht der gesammelten Proben wéhrend des Projektzeitraums 2016-2023.

Jahr 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023
Proben pro Jahr 2.028 260 361 276 718 646 707 1.079
Proben gesamt 2.028 2.288 2.649 2.925 3.643 4.289 4.996 6.075
—=.
Demeterhof
Han})burg Rittgarten
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Abbildung 1: Ubersicht der Agrarbetriebe, von denen DSN-Proben gesammelt wurden.
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Die gesammelten Proben stammen hauptsachlich von DSN-Kiihen. Es wurden aber auch Proben von
mannlichen Kalbern, Schlachtbullen und Zuchtbullen und einige Proben von Totgeburten gesammelt.
Die Proben wurden als Ohrstanzproben genommen, die direkt beim Einziehen der Ohrmarken
entnommen wurden. Diese Methode erzeugt keinen zusatzlichen Stress, ist effizient und ermoglicht
eine einfache Zuordnung der Probe zum entsprechenden Tier. Neben Ohrstanzproben haben wir fiir
einige Tiere (Zucht-Bullen) auch Sperma-, Haar- und Blutproben verwendet.

Die DNA aus allen gesammelten Proben wurde in hoher Qualitat isoliert. Dies ist ein entscheidender
Faktor fir die Generierung praziser und aussagekraftiger Daten, die eine hohe Zuverlassigkeit unserer
genetischen Analysen ermdglichte. Riickstellproben der Gewebe- und DNA-Proben werden am Institut
fir Fortpflanzung landwirtschaftlicher Nutztiere e.V. (IfN) in Schénow und an der HU Berlin gelagert.

Fiir die Long-Read Sequenzierung haben wir aus dem Pedigree 10 Schliissel-Tiere im Pedigree
herausgesucht, die reprasentativ fir die Population sind und von denen 3 Tiere zu einem Trio gehdren
(Vater, Mutter Kind). Die extrem reine und hochmolekulare DNA wurde aus Sperma- und Blutproben
gewonnen, wobei sich Blut als geeignetstes Material erwies. Die Anforderungen an die DNA-
Qualitatsparameter (molekulare GroRRe, Reinheit, Menge) fir die Long-Read Sequenzierung sind
extrem hoch. Fiir die Gewinnung der entsprechenden DNA aus bovinem Material musste zunachst ein
Protokoll etabliert werden. Ein Standardprotokoll gab es auch international nicht. Die Prozedur war
molekularbiologisch héchst aufwendig und bedurfte wiederholter Tests. Wegen unzureichender
Qualitat der zur Sequenzierung eingesandten DNA, mussten diese wiederholt prapariert werden. Das
von uns letztendlich erfolgreich etablierte Protokoll haben wir anderen Gruppen zur Verfligung
gestellt.

4.1.2 Genotypen

Insgesamt wurden Genotypen von allen 6.075 DSN-Tieren wadhrend des Projektzeitraums generiert
(Tabelle 5). Die Genotypen stammen aus der Gesamtgenomsequenzierung, vom lllumina BovineHD
BeadChip, Thermo Fisher Scientific DSN200K-Chip, lllumina BovineSNP50 BeadChip, Eurogenomics
EuroG MD Chip und aus der Long-Read Sequenzierung. Die Genotypen von insgesamt 4.634 DSN-
Tieren wurden innerhalb dieses Projekts finanziert. Weitere Genotypen stammen aus der Kooperation
mit der Justus-Liebig-Universitdt GieRen oder aus einem anderen DSN-Projekt zur Erzeugung eines
DSN-spezifischen SNP-Chips. Ausfiihrliche Informationen zur Verwendung der Genotypen werden
nachfolgend erklart.

Tabelle 5: Anzahl der DSN-Genotypen je verwendeter Sequenzierungs- oder Genotypisierungstechnik.
Zum Teil stammen Genotypisierungen aus Kooperationen. Mit den Long-Read Sequenzdaten konnten
44.337 strukturelle Varianten (SVs) identifiziert werden.

. Anzahl Anzahl DSN Anzahl DSN aus
Technik . .
SNPs/SVs gesamt diesem Projekt
Sequenzierung des gesamten Genoms ~21 Mio. 304 100
[llumina BovineHD BeadChip ~777.000 47 0
Thermo Fisher Scientific DSN200K-
. ~182.000 1.500 432
Chip
[llumina BovineSNP50 BeadChip ~54.000 1.850 1.728
Eurogenomics EuroG MD Chip ~62.000 2.364 2.364
Long-Read Sequenzierung ~21 Mio. SNPs/ 44.337 SV 10 10
Gesamt 6.075 4.634
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Fir die Gesamtgenomsequenzierung wurden reprasentative Tiere aus der DSN-Population
ausgewahlt, darunter alle mit Spermaproben verfiigbaren DSN-Zuchtbullen und wichtige DSN-Kiihe,
die malgeblich zur Population beigetragen haben. Die ausgewdhlten Tiere kamen aus
unterschiedlichen Abstammungen und stammten aus unterschiedlichen Betrieben. Die Identifizierung
der Sequenzvarianten (SNPs und INDELs) erfolgte basierend auf der Pipeline des 1.000-Bullengenom-
Projekts (Abbildung 2). Die Gesamtgenomsequenzdaten wurden benutzt, um Sequenzvarianten in den
DSN funktionell zu annotieren. Des Weiteren dienten die Gesamtgenomsequenzdaten zur Imputation
von Gesamtgenom-Sequenzvarianten in die Genotypen geringer Dichte, die mit den SNP-Chips
erhalten wurden. Detaillierte Informationen zur funktionellen Annotation und zur Imputation werden
in den entsprechenden Abschnitten erlautert.

Trimming/Filtering

Trimmometic

O'
Input:
ng Yes 1000 Bulls
reads . Sorting + Marking Base Quality Variant Calling
Qua|rll)’ f\:gIVSIS Mg,lt!.?Lng Duplicates Recalibration GATK t
st No S GATK GATK HaplotypeCaller yes
Quality
Control no
(QC) SNPs and
INDELs
Removing
eventual bad Carr{_ec[mn and \.'anam. GenotypeGVCFs Optional : QC
samples Filtering Recalibration | GATK 1000 Bull Genomes| GATK
bcftoals Beagle GATK Project

DSN
sequences

Abbildung 2: Uberblick der erarbeiteten Pipeline zur Prozessierung der Rohsequenzdaten.

Die Gesamtgenomsequenzdaten von insgesamt 56 DSN-Tieren wurden an das 1.000-Bullengenom-
Projekt weitergegeben, um Zugriff auf die Sequenzvarianten von Uber 5.000 Rindern aus tber 50
verschiedenen Rinderrassen zu erhalten, darunter auch Holstein. Diese Daten aus dem
1.000-Bullengenom-Projekt wurden fiir die Studie zur besten Imputationsstrategie, zu vergleichenden
Analysen zwischen DSN und anderen Rassen und fiir das Design des DSN200K-Chips verwendet.

Bei dem Thermo Fisher Scientific DSN200K-Chip handelt es sich um einen DSN-spezifischen SNP-Chip,
der im Jahr 2020 basierend auf einem Kooperationsprojekt zwischen der Humboldt-Universitdt (HU)
zu Berlin und der Justus-Liebig-Universitat GieSen entwickelt wurde. Grundlage waren Genotypen aus
Gesamtgenomsequenzdaten von 304 DSN-Tieren, die reprasentativ fir die DSN-Population sind. Der
DSN200K-Chip beinhaltet insgesamt 182,154 hoch-informative Sequenzvarianten, darunter DSN-
spezifische SNPs aus genomweiten Assoziationsstudien in DSN (mit z.B. Milchleistungsmerkmalen),
SNPs, die nur in DSN und nicht in anderen Rinderrassen vorkommen und hoch-informative SNPs, die
in DSN signifikant Proteine verandern. Zusatzliche wurde sichergestellt, dass die ausgewahlten SNPs
das Rindergenom uniform abdecken und der DSN200K-Chip mit den vorhandenen Illumina
BovineSNP50 BeadChip Genotypisierungen vereinbar ist.

Die Ergebnisse zu dem Kooperationsprojekt wurden wie folgt veroffentlicht:

= Neumann, G. B., Korku¢, P., Arends, D., Wolf, M. J., May, K., ReiBmann, M., ... & Brockmann,
G. A. (2021). Design and performance of a bovine 200 k SNP chip developed for endangered
German Black Pied cattle (DSN). BMC genomics, 22(1), 905.
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=  Korku¢, P., Neumann, G. B., Arends, D., Wolf, M. J., May, K., Kbnig, S., & Brockmann, G. A.
(2022, December). Improved genome-wide associations using a breed-specific 200K SNP chip
for German Black Pied (DSN) cattle. In Proceedings of 12th World Congress on Genetics Applied
to Livestock Production (WCGALP) Technical and species orientated innovations in animal
breeding, and contribution of genetics to solving societal challenges (pp. 1567-1570).
Wageningen Academic Publishers.

In den ersten Jahren des DSN-Projekts wurde hauptsachlich mit dem lllumina BovineSNP50 BeadChip
genotypisiert, da dieser Chip eine gangige und kostenglinstige Option darstellte und mit Genotypen
aus anderen Ressourcen kompatibel war. Im Jahr 2022 haben wir angefangen, DSN-Tiere mit dem
Eurogenomics EuroG MD zu genotypisieren. Der Eurogenomics EuroG MD beinhaltet geringfiigig mehr
SNPs (~62K SNPs) als der Illumina BovineSNP50 BeadChip (~54K SNPs), ist kostenglinstiger und wird
vor allem routinemafig vom zentralen Informationsdienstleister fiir Tierhaltung und Tierzucht
,Vereinigte Informationssysteme Tierhaltung w.V.” (vit) benutzt. In Riicksprache mit allen Beteiligten
(Betriebe, RBB, vit) wurde dieser Chip gegenlber dem lllumina BovineSNP50 BeadChip bevorzugt, da
die bestehende Pipeline umfangreich und routinemaRig bei Holsteins genutzt wird. Die Zuchtbetriebe
kénnen dadurch schneller auf die Genotypen zugreifen und die Abstammung kann dementsprechend
schneller nachverfolgt und gegebenenfalls korrigiert werden.

Die Long-Read-Sequenzierungsdaten wurden benutzt, um strukturelle Varianten (SVs) in DSN zu
identifizieren.

Diese Diversitdt in den Analysemethoden zur Charakterisierung des Gesamtgenoms bereichert unsere
Forschung und ermoglicht es uns, ein breites Spektrum an genetischen Informationen von DSN zu
erfassen.

Wahrend des Projektzeitraums wurde das Rindergenom auf eine neue Version aktualisiert. Die
bisherige Version UMD3.1, die Giber 7 Jahre benutzt wurde, wurde im Jahr 2018 von der Version
ARS_UCD1.2 abgeldst. Dadurch mussten alle bis dato gesammelten Genotyp-Daten auf an das neue
Bos taurus Referenzgenom angepasst und die bisher generierten Pipelines liberarbeitet werden. Alle
Angaben zu genomischen Positionen in diesem Bericht beziehen sich auf das Referenzgenom
ARS_UCD1.2.

4.1.3 Phinotypen

Abstammungsdaten und Phanotypdaten zu Milchleistung und anderen Phanotypen wie Exterieur und
Gesundheit wurden wahrend des Projektzeitraums mehrfach vom vit und RBB zur Verfligung gestellt,
zuletzt in 2022. Die Phdnotypen der Milchleistung sind als 305-Tage Leistung fiir die 1. bis 3.
Laktation (LA) gegeben. Darunter die Merkmale Milchmenge in Kilogramm, Eiweifmenge in
Kilogramm, EiweifRgehalt in Prozent, Fettmenge in Kilogramm und Fettgehalt in Prozent und waren fir
alle laktierenden DSN-Kiihe verfiigbar.

Da es sich bei DSN um eine Zweinutzungsrasse handelt, hat sich das DSN-Projekt im Zeitraum 2022 -
2023 auf die Fleischleistung konzentriert. Zum einen standen dafiir bereits in den Jahren 2020 - 2021
flir andere Projekte gesammelte Schlachtdaten zur Verfiigung. Durch direkte Kontakte zu einem
Schlachthof und einem Handler Uber die Agrargenossenschaft Grafendorf konnten wir die
Schlachtdaten direkt von den Schlachthéfen beziehen, wodurch ein personeller Mehraufwand fiir den
Betrieb fiir die Bereitstellung der Daten umgangen werden konnte.

Die Daten aus dem Schlachthof beinhalten die ID des Tieres, das Schlachtkérpergewicht, die Fettklasse
und Fettunterklasse, die Fleischigkeitsklasse und die Fleischigkeitsunterklasse. Diese Informationen
mussten manuell aus PDF-Dokumenten extrahiert werden. Insgesamt wurden die Schlachtdaten von
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2.978 DSN-Tieren gesammelt. Viele davon sind Kiihe, deren Schlachtleistungen zwar vorhanden sind,
aber der Analyse wenig dienen, da Kiihe nicht wie Schlachtbullen bei Erreichung eines gewissen
Gewichts oder Schlachtalters vom Betrieb abgehen. Stattdessen kénnen die Abgangsgriinde fiir Kiihe
divers sein und das Schlachtkérpergewicht und auch die Fett- und Fleischigkeitsklasse auf
unkontrollierbare Art beeinflussen. Wegen der damit verbundenen Ungenauigkeit wurden
Assoziationsanalysen mit Schlachtdaten von Kiihen bislang nicht durchgefiihrt. Bei der Analyse der
Schlachtdaten von Schlachtbullen ist wiederum das Vorhandensein von Probenmaterial fir die
Genotypisierung nicht gegeben, sofern nicht extra beprobt wurde oder zufallig Proben von mannlichen
Kalbern vorhanden waren.

Des Weiteren konnten wir auf einzelne Wiegungen von DSN-Schlachtbullen zugreifen, die von der
Agrargenossenschaft Grafendorf routinemaRBig nach der Geburt, im Alter von ca. 3 Wochen,
7 Monaten und 1,5 Jahren (kurz vor der Schlachtung) gemacht wurden. Insgesamt sind Wiege-Daten
von 1.165 DSN-Tieren vorhanden.

4.2 Imputation der SNP-Chip Genotypen auf die Gesamtgenomsequenz

Durch die in silico Imputation der Genotypinformationen in einer Zielpopulation von einer geringen
Dichte (z.B. Genotypen vom lllumina BovineSNP50 BeadChip mit ca. 54K SNPs) auf eine héhere Dichte
(z.B. Gesamtsequenzdaten mit ca. 20 Mio. SNPs) kdnnen wir schnell und kostengiinstig die Anzahl der
Tiere mit hoher SNP-Dichte fiir nachfolgende GWAS erhéhen. Damit die imputierten Genotypen richtig
sind, wird eine hohe Imputationsgenauigkeit gebraucht. Da bisher publizierte Imputationsstrategien
(Brendum et al., 2014; Kreiner-Mgller et al., 2015; Pausch et al., 2017; Sargolzaei et al., 2014; van
Binsbergen et al., 2015; VanRaden et al., 2013; Wang and Chatterjee, 2017) nicht uneingeschrankt fur
unsere kleine DSN-Population nutzbar waren, haben wir umfangreiche Analysen durchgefiihrt, um die
optimale Imputationsstrategie fiir unsere DSN-Population zu finden.

Zu dem Zeitpunkt der Studie in den Jahren 2017- 2018 waren insgesamt 2.145 sequenzierte Rinder aus
dem 1.000-Bullengenom-Projekt verfligbar, darunter unsere 30 sequenzierten DSN-Tiere und
insgesamt 541 Tiere der Rasse HF. Fir die Bestimmung der Imputationsgenauigkeit wurden die
Genotypen der 30 DSN auf die Genompositionen des lllumina BovineSNP50 BeadChips SNP-Chips
herunter gerechnet, um sie dann wieder auf Gesamtgenomsequenzlevel zu imputieren. Folgende
Ergebnisse beziiglich der Imputationsgenauigkeit wurden beobachtet:

= Das Phasing der Genotypen in der Ziel- und Referenzpopulation: Es bestehen Unterschiede in der
Imputationsgenauigkeit in Abhangigkeit vom Phasing. Diese waren jedoch nur gering und abhéangig
von der verwendeten Software. Die hochste Imputationsgenauigkeit wurde erreicht, wenn die Ziel-
und Referenzpopulation mit der Software Beagle ,,gephased” wurden.

= Software zur Imputation: Die Softwaretools Beagle 4.1 und Minimac 3 wurden verglichen. Eine
hohere Imputationsgenauigkeit wurde mit Beagle erreicht. Beagle war zudem 24-mal schneller bei
der Imputation eines Tieres mit der Referenzpopulation bestehend aus allen Tieren des
1.000-Bullengenom-Projekts.

= 1-Schritt-Imputation im Vergleich zur 2-Schritt-Imputation: In der 1-Schritt-Imputation werden die
Genotypen von 50k direkt auf Sequenzlevel imputiert. Bei der 2-Schritt-Imputation wird zuerst von
50K nach 700K imputiert, danach von 700K auf Sequenzlevel (Abbildung 3). Wir haben gezeigt,
dass die 2-Schritt-Imputation nur sinnvoll ist, wenn eine hohe Anzahl von Tieren fiir den 1.
Imputationsschritt und eine geringere Anzahl von Tieren fiir den 2. Imputationsschritt vorhanden
ist. Wenn nur eine geringe Anzahl von Tieren fiir die Referenzpopulation im 1.Schritt vorhanden
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ist, dann ist der Imputatiosfehler hoch und die Fehler aus dem 1. Imputationsschritt werden in den
2. Imputationsschritt tibertragen, so dass sich der Fehler akkumuliert.

= GroBRe und Komposition der fiir die Imputation verwendeten Referenzpopulation: Zwei
verschiedene Referenzpopulationen (reference panel) wurden benutzt: Die eine Referenz-
Population beinhaltet nur die 30 sequenzierten DSN-Tiere (,,30 DSN*), die zweite beinhaltet alle
verfligbaren Rinder aus dem 1.000-Bullengenom-Projekt (,,1000 bulls“). Die Genauigkeit ist hoher,
wenn DSN-Tiere mit einer groBen Referenzpopulation imputiert werden, auch wenn diese aus
vielen verschiedenen Rinderrassen besteht, im Vergleich zu einer kleinen Referenzpopulation,
auch wenn diese nur aus der Zielrasse besteht. Folglich sind sowohl Grof3e als auch Komposition
der Referenzpopulation entscheidend fiir eine hohe Imputationsgenauigkeit.

1-step imputation

Reference panel

(sequence level) Genotypes

-30DSN (sequence
level

- “1000 bulls )

2-step imputation

Reference panel Reference panel
(700k level*) Elle1ale =5 (sequence level)
- 30 DSN (700K level) JREENIVEN

- 1000 bulls* - “1000 bulls*

Genotypes
(sequence
level)

Abbildung 3: 1- und 2-Schritt-Imputation. Zwei verschiedene Referenzpopulationen (reference panel)
wurden benutzt: Die eine Referenzpopulation beinhaltet nur die 30 sequenzierten DSN (,30 DSN“), die
zweite beinhaltet alle verfiigbaren Rinder aus dem 1.000-Bullengenom-Projekt (,,1000 bulls“). Auf 50K
oder 700K herunter skalierte Genotypen sind mit einem Sternchen (,*“) versehen. Gleiche Farben
deuten auf Genotypen mit 50K- (grau), 700K- (blau) oder Sequenzlevel (orange).

Mit Hilfe dieser Studie konnten wir entscheiden, wie wir die Imputierung optimal durchfiihren. Vor der
Imputation miissen die Genotypen ,,gephased” werden. Fiir die Imputation wurde die Software Beagle
benutzt, die auch die vorgeschlagene Software des 1.000-Bullengenom-Projekt-Consortiums ist. Da zu
Beginn der Studie nur 30 sequenzierte DSN vorlagen und kaum Genotypen mittlerer SNP-Dichte, haben
wir folglich keine Imputation in zwei Schritten, sondern nur in einem Schritt durchgefiihrt. Ab
Projektmitte standen die Sequenzdaten von 304 DSN-Tieren und ca. 1.500 Genotypen vom DSN200K-
Chip zur Verfiigung, so dass eine Imputation in zwei Schritten von 50K-Daten auf 200K und nachfolgend
auf Gesamtgenomsequenz durchgefiihrt werden konnte.

Die Ergebnisse aus dieser Studie wurden wie folgt veroffentlicht:

=  Korkug, P., Arends, D., Scheper, C., May, K., Kénig, S., & Brockmann, G. A. (2018). 1-step versus
2-step imputation: a case study in German Black Pied cattle. Proc. 11th World Congr. Genet.
Appl. Livest. Prod., Auckland, New Zealand, 11-16.

= Korkug, P., Arends, D., & Brockmann, G. A. (2019). Finding the optimal imputation strategy for
small cattle populations. Frontiers in genetics, 10, 52.
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4.3 Genomweite Assoziationsstudien

Genomweite Assoziationsstudien (GWAS) bei DSN kénnen bedeutende Einblicke in die genetischen
Grundlagen von wichtigen Merkmalen wie Milchproduktion, Fleischqualitat und Krankheitsresistenz
erbringen. Durch die Analyse der Assoziation von Merkmal und SNPs Giber das gesamte Genom kénnen
bei DSN-Rindern spezifische genetische Variationen identifiziert werden, die mit diesen Merkmalen
korrelieren. Solche Erkenntnisse liefern neue Perspektiven fiir die Zucht von DSN-Rindern und kénnen
zur Entwicklung von genetischen Tests beitragen, die eine gezieltere und effizientere Zuchtauswahl
ermoglichen. Dies kann wiederum die Produktivitdt und Nachhaltigkeit der Produktion von DSN-
Rindern maRgeblich fordern.

4.3.1 Milchleistung

Wahrend des Projektzeitraum wurden wiederholt GWAS mit Milchleistungsmerkmalen aus der 305-
Tage-Leistung durchgefiihrt (Tabelle 6). Fir die GWAS aus den Berichtsjahren 2017-2018 waren
Genotypen von zu wenigen DSN-Kihen verfligbar, so dass die Ergebnisse aus der GWAS suggestiv und
die geschatzten Alleleffekte sehr unsicher waren. Die Ergebnisse dazu werden daher hier nicht gezeigt.
Bevor Empfehlungen gegeben werden konnten, war es daher erforderlich, die statistische Sicherheit
der identifizierten genomischen Regionen zu verbessern und an einer gréReren Stichprobe zu
verifizieren. Durch die weitere Genotypisierung aller DSN-Kiihe in 2019, von denen auch
Milchleistungsdaten vorlagen, konnte die statistischen Power erhéht werden und bisher suggestive
SNPs wurden signifikant und die Alleleffekte genauer geschatzt. Fir Phanotypen, die bisher noch nicht
signifikant mit SNPs assoziiert waren, konnten signifikante Marker identifiziert werden. Zudem wurden
weitere DSN-Tiere sequenziert oder mit dem DSN200K-Chip genotypisiert und die Imputation auf das
Gesamtgenomsequenzierungsniveau durchgefiihrt. Dies ermoglichte es die Regionen, die die
Milchleistung beeinflussen, genauer zu charakterisieren und potenzielle Kandidatengene aufzuzeigen.

Die GWAS wurden nur mit DSN-Kihen durchgefiihrt, die Milchleistungsdaten fiir die ersten drei
Laktationen hatten, und nicht mit allen DSN-Tieren, die bisher genotypisiert wurden. Demzufolge
wurden mannliche Tiere und jingere Kiihe ohne Laktationsdaten nicht einbezogen. Eine weitere
Filterung der Kiihe erfolgte aus statistischen Griinden. Die Milchleistungsdaten werden in den
Assoziationsmodellen mit diversen Kofaktoren korrigiert, um Effekte rauszurechnen, die z.B. auf den
Betrieb, die Abstammung oder das Geburtsjahr zurickzufihren sind. Hierbei ist es wichtig, dass die
Tieranzahl pro Kofaktor eine minimale GréRe hat, damit es nicht zu Verzerrungen der Effekte in den
statistischen Modellen kommt. Daher haben wir nur Kilhe aus Betrieben mit mindestens 20 Kihen,
von Véatern mit mindestens 20 Nachkommen und aus Geburtsjahren mit mindestens 20 Kiihen fiir die
GWAS verwendet.

Tabelle 6: Ubersicht der durchgefiihrten GWAS zu Milchleistungsmerkmalen.

Jahr Anzahl DSN Genotypen Ergebnisse/Publikation
2017 449 Illumina BovineSNP50  Suggestive Ergebnisse, nicht publiziert
2018 657 Illumina BovineSNP50  Suggestive Ergebnisse, nicht publiziert
Signifikante Ergebnisse, publiziert als Korku¢ et al. (2021).
2020 1.490 Illumina BovineSNP50  Genomic loci affecting milk production in German Black Pied
cattle (DSN). Frontiers in Genetics, 12, 640039.
2021 2.099 DSN200K-Chip Signifikante Ergebnisse, nicht publiziert

Signifikante Ergebnisse, publiziert als Korku¢ et al. (2023).
Whole-Genome Sequencing Data Reveal New Loci Affecting
Milk Production in German Black Pied Cattle (DSN). Genes,
14(3), 581.

2022 2.160 Gesamtgenomsequenz
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4.3.1.1 GWAS mit 1.490 DSN-Kiihen

Unter Verwendung der Genotypen vom lllumina BovineSNP50 BeadChip wurde eine genomweite
Assoziationsstudie mit Milchleistungsdaten von 1.490 DSN-Kiihen durchgefiihrt. Die fir die Analysen
benutzten DSN-Kihe stammen aus funf Betrieben in Brandenburg. Als Milchphdanotypen wurden
untersucht: Milch kg, Fett kg, Protein kg, Fett % und Protein % in der 1.-3. Laktation, das
Laktationsmittel der 1.-3. Laktation, Leistung bei unterschiedlichen Tagen in Laktation 1 (100-Tage,
200-Tage und 305-Tage). Die GWAS wurden mit einem linearen Model durchgefiihrt, das in der
Programmiersprache R implementiert wurde.

Insgesamt wurden 41 signifikante (Tabelle 7) und 20 suggestive SNPs flir Milchphanotypen identifiziert.
Die signifikantesten Effekte fir Milchmenge wurden auf den Chromosomen 1, 6, und 20 gefunden
(Abbildung 4). Die Region auf Chromosom 6 liegt in der Nahe des Kasein-Clusters und der dazugehérige
Haplotyp Uberlappt mit dem CSN3 Gen (Kappa-Kasein). Das Kasein-Cluster ist daflir bekannt, die
Milchmenge und -zusammensetzung in anderen Rinderrassen wie z.B. Holstein zu beeinflussen.
Assoziationen fir Fett- und Proteinmenge wurden auch gefunden. Zusatzlich wurden 15 SNPs fir
Protein % identifiziert, die aber weniger zuverlassig sind, da die P-Werte eine hohe Inflation aufwiesen.

Tabelle 7: Assoziierte SNPs fiir Milchleistungsmerkmale. Jeder SNP ist mit der chromosomalen (Chr)
Position (bp), der SNP-ID, dem Allel auf dem Vorwdrtsstrang des Referenzgenoms (Ref), dem
alternativen Allel (Alt), dem Minderheitenallel (MA) und der Frequenz des MA (MAF) aufgelistet. Des
Weiteren sind das assoziierte Merkmal, die Anzahl der in der Analyse benutzten Kiihe (n), der
Substitutionseffekt des MA (6), der Standardfehler (SE) und der P-Wert nach Bonferroni-Korrektur (Pge)
gegeben. Pge<0.05 und Pg<0.01 wurden als signifikant oder hoch signifikant (dick gedruckt) betrachtet.

Chr Position (bp) SNP-ID MA MAF Merkmal n B SE(B) Pse

1 Milk kg (LA3) 846 515 100  0,00679
77.049.090 15110516247 C 011 R B sir 163 33 002358

Milk kg (LA3) 856 -390 76  0,00020

Protein kg (LA3) 854  -132 2,5  0,00007

79.757.250 1543246393 T 034 o e (LAm) 679  -10,3 2,2 0,02641

Fat kg (LA3) 857 13,4 3,1  0,01868

Milk kg (LAL) 1355 336 70  0,03846

115539332 rs42347234 T 011 oo in ke (LAT) 1357 11,9 2,4  0,01140

Fat % (LA2) 1115 0,082 0,016 0,00357

128503.005 15109686415 C 049 °ror el ce0 0082 0016 001595

Milk kg (LAL) 1367 204 41 0,01478

143812919 1541255272 A 050 Lt 65 ee 14 004eis

2 123.100.345 rs110278850 C 0,45 Protein kg (200d) 1436 3,5 0,8  0,04941
3 15.947.663  rs110565504 T 0,24 Fat % (200d) 1458 0,056 0,019 0,03398
4  47.674.986  rs110143001 G 0,42 Fat% (LA3) 844 0,086 0,019 0,04275
91.071.208  rs42753220 C 0,40 Milk kg (LA1) 1370 213 44 0,01390

5  83.959.138  rs41660560 G 0,35 Protein kg (LA2) 1160 94 2,1 0,01767
Milk kg (LA1) 1357 220 71 0,02814

Milk kg (200d) 1452 141 46 0,00923

114935739 1541652414 T 019 p oSt 35579 24 004450
Protein kg (200d) 1457 4,1 1,4  0,02288

6 Milk kg (LA1) 1370 225 49  0,01789
62988117 1542436495 G 030 Lo looos g 13632003921
63.010.380  rs42436482 G 0,29 Milk kg (LA1) 1368 220 52 0,04884
77.688.509  rs41652041 G 0,35 Milk kg (200d) 1470 138 31  0,03904

Milk kg (LA1) 1370 209 42 0,01362

80.530.130  rs110291935 T 0,41 Milk kg (100d) 147471 14 0,00519

Milk kg (200d) 1469 132 27 0,00655

80.626.467  rs109872424 T 0,33 Milk kg (200d) 1468 -124 30  0,02416

Milk kg (LA1) 1372 193 41 0,01990

86.112142 15109592101 A 042 Lo ioos 76 8 14 000009
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Milk ke (200d) 1471 119 26 0,04162
87.266.808 rs41591365 C 0,46 Protein kg (100d) 1473 2,1 0,4 0,03608
8 Milk kg (LA3) 847 -356 115 0,00508
53.663.120 rs41793393 T 0,19 Milk kg (LAM) 673 316 97 0,03554
53.867.972 rs109542652 A 0,14 Milk kg (LA3) 846 -489 101 0,02538
59.101.606 rs43550935 G 0,19 Protein kg (LAm) 685 -9,1 3,2 0,02661
9 10.638.013 rs133869947 A 0,38 Milk kg (LAm) 645 -270 60 0,04397
10 3.611.602 rs42697353 C 0,49 Fat % (200d) 1449  -0,061 0,013 0,03506
12 66.340.756 rs41629344 G 0,39 Fat % (200d) 1452 0,06 0,013 0,00380
16 30.668.830 rs43041491 G 0,11 Fat % (LA3) 835 0,153 0,031 0,02338
33.789.714 rs41796289 C 0,39 Fat % (LA2) 1134 -0,061 0,015 0,02776
40.391.486 rs41804404 G 0,46 Fat % (200d) 1446 0,058 0,012 0,04642
46.773.225 rs43719805 C 0,47 Protein kg (100d) 1472 1,9 0,4 0,04084
18 53.596.284 rs109907036 T 0,37 Fat % (LA2) 1136 0,086 0,017 0,00477
20 50.879.180 rs41948928 T 0,10 Fat % (200d) 1445  -0,118 0,023 0,00777
Milk kg (LA2) 1137 484 86 0,00040
71.448.297 rs110353352 C 0,13 Protein kg (LA2) 1143 15 2,9 0,00503
Fat kg (LA2) 1137 17,3 3,5 0,01434
24 16.789.760 rs110860585 T 0,41 Milk kg (LA3) 862 -348 72 0,01192
Protein kg (LA1) 1355 -7 1,5 0,01207
30.250.034 rs110476141 G 0,36 Protein kg (200d) 1453 -4,1 0,9 0,03475
Fat kg (LA1) 134885 1,7  0,02349
25 7.944.597 rs109583598 C 0,29 Fat % (200d) 1456 0,065 0,016 0,01082
Fat kg (LA1) 1368 10,8 3,5 0,00392
9.711.895 rs110469759 A 0,17 Fat kg (200d) 1467 57 5 0,02959
1.1019.450 rs109027867 G 0,48 Milk kg (200d) 1445 -128 26 0,03396
29 50.217.955 rs109241029 A 0,44 Fat % (LA2) 1137 0,076 0,016 0,04229
50.260.533 rs109840529 G 0,42 Fat % (LA2) 1118 -0,082 0,016 0,00338
50.326.170 rs110740589 A 0,41 Fat % (LA2) 1113 -0,09 0,016 0,00022
X 12.896.716 rs109188619 T 0,18 Milk kg (LA3) 860 546 122 0,02488
117.691.901 rs110011913 T 0,31 Protein kg (LA3) 851 -13,5 2,7 0,01321
Milk kg (LA1)
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Abbildung 4: Manhattan-Plots fiir Milchmenge in kg in der 1. und 2. Laktation. Signifikante SNPs
(psr<0.05, durchgezogene Linie) sind rot und suggestive SNPs (pge<0.1, gestrichelte Linie) sind blau
gekennzeichnet. Die signifikantesten Regionen befinden sich auf den Chromosomen 1, 6, und 20, wobei
sich die Region auf Chromosom 6 in ndchster Néhe zum Gen CSN3 (Kappa-Casein) befindet, das dafiir

bekannt ist in vielen Rinderrassen die Milchmenge und -zusammensetzung zu beeinflussen.
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Diese genomweite Assoziationsstudie zur Milchleistungsdaten mit 1.490 DSN-Kithen wurde mit
imputierten Gesamtgenomsequenzdaten wiederholt (Ergebnisse nicht gezeigt). Insgesamt konnten so
2.093 weitere SNPs identifiziert werden. Diese SNPs stehen in hoher Kopplung zu den initial
identifizierten SNPs und weisen daher nicht auf neue assoziierte Regionen. Allerdings kdnnen sie
tatsachlich kausale Mutationen wiederspiegeln, die nur auf Sequenzlevel zu finden sind und nicht auf
dem Illumina BovineSNP50 BeadChip abgebildet werden. Die 41 SNPs aus der initialen Studie und die
2.093 SNPs aus der Studie mit den imputierten Gesamtgenomsequenzdaten wurden beim Design des
DSN-spezifischen SNP-Chips (DSN200K-Chip) beriicksichtigt.

4.3.1.2 GWAS mit 2.160 DSN-Kiihen

Mit den aktualisierten Milchleistungsdaten wurde eine erneute GWAS durchgefiihrt. Bei dieser
wurden 2.160 DSN-Kiihe beriicksichtigt und imputierte Gesamtgenomsequenzdaten (11,7 Millionen
SNPs) verwendet. Die Imputation der SNP-Chip Daten wurde mittels der Gesamtgenomsequenzdaten
von 304 reprasentativen DSN-Rindern durchgefiihrt. Die 305-Tage-Leistung der Merkmale Milch kg,
Fett kg, Protein kg, Fett % und Protein % in der 1.-3. Laktation und dem Laktationsmittel der 1.-3.
Laktation wurden untersucht.

In dieser GWAS konnten wir 1.980 assoziierte Sequenzvarianten (-logio(p)=6,8) in 13 genomischen Loci
auf 9 Chromosomen (1, 3, 5, 6, 8, 10, 20, 21 and 27) identifizieren (Tabelle 8).

Tabelle 8: Die Top assoziierten SNPs aus der GWAS mit Milchproduktionsmerkmalen. rsID=SNP-ID,
Chr=Chromosom, MA=Minderheitenallel, MAF=Frequenz des Minderheitenallels,
Bua=Allelsubstitutionseffekt von MA und Standardfehler (SE). -logio(p) = 6,8, 27,1 und 27,8 sind
suggestiv, signifikant bzw. hoch signifikant.

Merkmal (LA) rsiD Chr Position MA  MAF Bva  SE(Bma) -logio(p)
Protein kg (LA3) rs379781684 1 75.187.853 C 0.15 -16,8 2,7 7,96
Fat kg (LA3) rs379781684 1 75.187.853 C 0.15 -19,4 3,4 7,03
Milk kg (LA3) rs209578598 1 83.272.783 A 0.36 -349 77 7,82
Protein % (LA2) rs876040025 3 11.592.760 C 0.05 -0,098 0,015 7,34
Protein % (LA3) rs41586418 3 13.915.936 G 0.18 -0,068 0,012 7,18
Fat % (LAm) rs134606936 5 90.406.099 T 0.44 -0,113 0,024 7,78
Fat % (LA1) rs211210569 5 93.516.066 T 0.23 -0,151 0,033 11,93
Fat % (LA3) rs209372883 5 93.518.685 C 0.21 -0,186 0,051 8,26
Fat % (LA2) rs207994397 5 93.525.076 T 0.23 -0,226 0,043 10,91
Protein % (LA3) rs41604619 5 95.098.733 T 0.29 0,061 0,011 8,26
Protein % (LA3) rs382685419 6 85.371.484 T 0.50 -0,054 0,013 8,03
Protein % (LA2) rs378558630 6 85.373.205 A 0.49 -0,055 0,011 8,47
Protein % (LA1) rs378558630 6 85.373.205 A 0.49 -0,035 0,01 7,41
Protein % (LAm) rs378558630 6 85.373.205 A 0.49 -0,047 0,013 7,13
Milk kg (LA3) rs385677618 8 56534074 T 0.33 -346 114 8,04
Protein kg (LA3) rs432948152 8 56568636 G 0.33 -8,5 3,9 6,84
Protein kg (LAm) rs210911072 8 59917537 G 0.23 -6,4 4,6 7,53
Milk kg (LAm) rs797297575 8 60079367 G 0.14 -280 226 8,03
Protein % (LA2) rs211239920 10 44.746.907 T 0.34 0,054 0,015 10,48
Protein % (LA3) rs208655317 10 44.746.980 G 0.29 0,065 0,02 8,13
Protein % (LAm) rs208655317 10 44.746.980 G 0.29 0,075 0,021 7,95
Protein % (LA1) rs137281406 20 33.314.537 C 0.07 -0,089 0,012 7,19
Milk kg (LA2) rs211525696 21 66.634.034 A 0.22 338 64 7,35
Milk kg (LAm) rs385070122 21 68.335.947 A 0.09 486 84 7,42
Fat kg (LA1) rs42120938 27 25.539.379 A 0.42 -9,4 2,4 8,95
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Der signifikanteste Locus wurde fir den Milchfettgehalt auf Chromosom 5 identifiziert (Tabelle 8,
Abbildung 5a-b). Dieser Effekt war Uber alle Laktationen hinweg signifikant, wobei der Effekt mit der
hochsten Signifikanz in der 1. Laktation gefunden wurde. Das Minderheitenallel T des Top-SNPs hatte
eine Haufigkeit von 0,23 und war unvorteilhaft, da es den Milchfettgehalt um 0,151%-Punkte
reduzierte. Derselbe Locus hatte auch einen hochsignifikanten Effekt auf den Proteingehalt in
Laktation 3 (Tabelle 8, Abbildung 5b). Im Gegenteil zum Effekt auf den Fettgehalt, war der Effekt des
Minderheitenallels T des Top-SNPs auf den Proteingehalt vorteilhaft und erhéhte diesen um 0,061%-
Punkte. Der Top-SNP, der mit dem Fettgehalt in der 1. Laktation assoziiert ist, befand sich in Intron 1
des Gens MGST1 (microsomal Glutathion-S-Transferase 1). Darliber hinaus deckten die Sequenzdaten
von DSN zwei Missense-Varianten in MGST1 auf, beide mit tolerierten Auswirkungen auf die
Proteinfunktion. MGST1 wurde bereits in zahlreichen GWAS mit verschiedenen Rinderrassen als
Kandidatengen flir den Milchfettgehalt identifiziert. Obwohl wir in DSN auch MGST1 als das wichtigste
Kandidatengen fur den Milchfettgehalt auf Chromosom 5 priorisieren, kdnnen wir Effekte der
benachbarten Gene nicht vollstandig ausschlieRen, da in den Nachbargenen ebenfalls signifikant
assoziierte SNPs liegen. Die Gene LMO3 und SLC15A5 stehen in Kopplung mit MGST1 und koénnten
auch ursachliche Mutationen enthalten. Argumente, die flir MGST1 als kausales Gen sprechen, sind,
dass ein starker eQTL-Effekt fiir die MGST1-Expression im Eutergewebe von Milchkiihen gefunden
wurde (Littlejohn et al., 2016), dass die Expression von MGST1 in Adipozyten in der menschlichen Brust
angereichert ist und MGST1 zu vielen Stoffwechselwegen, darunter auch zum Ostrogenstoffwechsel,
beitragt (www.proteinatlas.org). Die Ausschaltung von MGST1 bei Mausen fihrte zu niedrigeren
Cholesterinkonzentrationen im Plasma (www.mousephenotype.org), was wiederum ein Marker fur die
negative Energiebilanz bei friih laktierenden Kihen ist. Daher konnte MGST1 lber die Regulierung von
Energie und/oder Fettsduren fir die Produktion von Milchfett in der Milchdriise zum Milchfett
beitragen.
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Abbildung 5: Ubersicht des Locus auf Chromosom 5. (a) Manhattan-Plot fiir den Milchfettgehalt in
Laktation 1 (p < 0,1: gestrichelte Linie, p < 0,05: durchgezogene Linie). (b) Regionaler Assoziationsplot
fiir den Locus. (c) Gezoomter regionaler Assoziationsplot mit Genen und Effektplots fiir die Top-SNPs
fiir den Milchfettgehalt in Laktation 1 und den Proteingehalt in Laktation 3. Gene, die Varianten mit
geringen oder mdfSigen Auswirkungen auf Gentranskripte enthalten, sind griin bzw. gelb geférbt.
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Auch fiir die Loci auf den anderen Chromosomen wurden interessante Kandidatengene identifiziert
(Tabelle 9). Schlisselgene, die den EiweiBgehalt beeinflussen, waren CSN1S1 (a-S1 Casein) auf
Chromosom 6 und die Region um GNG2 (G protein subunit y 2) auf Chromosom 10. Dariiber hinaus
weisen wir auf die Bedeutung von FGF12 (fibroblast growth factor 12) auf Chromosom 1 fiir die
Protein- und Fettmenge, HTR3C (5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor) auf Chromosom 1 fiir die
Milchmenge, TLE4 (TLE family member 4, transcriptional corepressor) auf Chromosom 8 fiir die Milch-
und Proteinmenge und TNKS (tankyrase) auf Chromosom 27 fiir die Milch- und Fettmenge hin.

In dieser GWAS hat sich auch wiederholt bestatigt, dass anders als bei Holstein, die kausale DGAT1
Genvariante (Alanin-Protein-Variante) in DSN fixiert ist (Frequenz=0,97) und daher mit keinem
Merkmal assoziiert werden konnte. Diese Proteinvariante steht bei Holstein Kiihen fiir eine hohe
Milch- und EiweiBleistungen. Weil diese Variante in DSN fixiert ist, kann DGAT1 hier zu keiner weiteren
Erhéhung beitragen, sondern hat schon sein Potential entfaltet und zum bekannten guten Fett- und
EiweiR-Wert in DSN beigetragen.

Tabelle 9: Kandidatengene in Loci, die signifikant mit Milchproduktionsmerkmalen bei DSN assoziiert
sind. Die Lénge der Regionen ist in Megabasenpaaren (Mb) angegeben. Priorisierte Kandidatengene
sind fett markiert.
Top SNP Locus start Locus stop Linge Gennamen (Anzahl der Gene)
1:75.187.853 75.045.795 75.397.280 0,35 FGF12 (1)
1:83.272.783 83.066.360 83.334.688 0,27 HTR3C, ENSBTAG00000039011, ABCCS5,
ENSBTAG00000052825, PARL, MAP6D1, YEATS2 (7)
3:11.592.760 11.579.114 11.630.952 0,05 CDIE (1)
3:13.915.936 13.915.389 13.919.145 0,01 ARHGEF11 (1)
5:93.516.066 93.300.498 93.662.363 0,36 LMO3, MGST1, SLC15A5 (3)
6:85.373.205 84.782.659 85.442.084 0,66 ENSBTAGO00000053282, ENSBTAG00000053565,
ENSBTAG00000015047, ENSBTAG00000004040, SULT1B1,
ENSBTAG00000038214, SULT1E1, CSN1S51 (8)
8:56.534.074 55.472.873 56.898.488 1,43 TLE4 (1)
8:60.079.367 59.912.308 60.102.002 0,19 GBA2, RGP1, MSMP, NPR2, SPAGS8, HINT2, FAM221B,
TMEMS8B, OR13E1, OR13E10, OR13J1C, OR13J1F (12)
10:44.746.907 43.852.505 47.828.666 3,98 TRIMS9, ENSBTAG00000053552, TMX1, FRMD6, GNG2, RTRAF,
NID2, ENSBTAG00000001423, PTGDR, PLEKHO2, PIF1,
RBPMS2, OAZ2, ZNF609, TRIP4, PCLAF, CSNK1G1,
ENSBTAG00000049725ENSBTAG00000049412, PPIB, SNX22,
SNX1, CIAO2A, DAPK2, HERC1, FBXL22, USP3,
ENSBTAG00000052707, ENSBTAG00000051076,
ENSBTAGO00000054388, ENSBTAG00000050908,
ENSBTAG00000019474, CA12, APH1B, RAB8B, RPS27L, LACTB,
TPM1, ENSBTAG00000040590, TLN2 (40)
20:33.314.537 33.313.093 33.329.684 0,02 C6(1)
21:66.634.034 66.620.652 66.634.034 0,01 -(0)
21:68.335.947 68.328.315 69.356.368 1,03 ZFYVE21, PPP1R13B, ATP5MJ, TDRDS, RD3L, ASPG, KIF26A,
C21H140rf180, TMEM179, ENSBTAG0O0000054250,
ENSBTAGO0000007187, ADSS1, SIVA1, AKT1, ZBTB42,
CEP170B, PLD4 (17)
27:25.539.379 25.489.516 25.563.491 0,07 TNKS (1)
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4.3.2 Wachstums- und Fleischleistungsmerkmale

Da von den Schlachtbullen nicht routinemaRig Ohrstanzproben gesammelt wurden, gibt es nur
565 Schlachtbullen, von denen sowohl Genotypen als auch Phanotypen der Wachstums- und
Fleischleistungen vorliegen. Diese Bullen stammen alle von dem grofSten DSN-Betrieb in Grafendorf.
Die Auswertung von Daten aus Zillsdorf wurde nicht durchgefiihrt, da nur wenige Daten in Ziillsdorf
erhoben wurden und diese aufgrund von personellen Engpdssen im Betrieb unvollstandig blieben und
dadurch schlecht auszuwerten waren. Um die Analysen in der GWAS nicht durch ungewollte
(unbekannte) Variation negativ zu beeinflussen, wurden die Daten aus Zillsdorf nicht in die jetzige
Analyse aufgenommen.

Die Schlachtdaten aus Grafendorf beinhalten die Merkmale Schlachtkérpergewicht in Kilogramm, die
Fleischigkeitsklasse basierend auf dem EUROP-System (,,E“- vorzlglich, ,U“- sehr gut, ,,R“- gut, ,0“-
mittel, ,P“- gering) und die Fettklasse (,1“ - sehr gering bis ,5“ - sehr stark) der Schlachtkorper. Die
Merkmale Fleischigkeits- und Fettklasse wurden jeweils in weitere Unterkategorien (mit ,,-“ oder ,,+“
gekennzeichnet) unterteilt. Bei Betrachtung des Schlachtkérpergewichts sieht man, dass das Alter
kaum noch eine Rolle spielt (Abbildung 6, links). Bezliglich der Fleischigkeits- und Fettklassen, ist zu
erkennen, dass die Fettklasse kaum mit dem Schlachtkérpergewicht korreliert (Korrelation r=0.08 bzw.
r=0.14, wenn die Unterkategorien bericksichtigt werden) (Abbildung 6, oben mittig und rechts) Die
Fleischigkeitsklasse und das Schlachtkorpergewicht korrelieren mittelmaRig (r=0.41 bzw. r=0.47, wenn
die Unterkategorien berlicksichtigt werden). Je hoher das Schlachtkérpergewicht desto besser die
Fleischigkeitsklasse (,,E“ - vorzliglich) (Abbildung 6, unten mittig und rechts).

Aus den Wiegungen der DSN-Schlachtbullen standen Geburtsgewichte und Koérpergewichte im Alter
von ca. 3 Wochen, 7 Monaten und ca. 1,5 Jahren (kurz vor der Schlachtung) zur Verfiigung (Abbildung
7). Aus der Differenz des Geburtsgewichts und des Gewichts vor der Schlachtung wurde die
Gewichtszunahme in Kilogramm pro Tag berechnet werden. Die Schlachtbullen nahmen
durchschnittlich 1,27 kg pro Tag zu. Das Alter der Tiere in Tagen beeinflusst das Schlachtkérpergewicht
daher stark. Daher mussten bei der GWAS Einflussfaktoren wie das z.B. das Alter bertcksichtig werden.
Die signifikanten Einflussfaktoren wurden im Model beriicksichtigt.
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Abbildung 6: Ubersicht der Schlachtdaten. Schlachtkérpergewicht, Fettklasse und Fleischigkeitsklasse
und deren Unterklassen von DSN-Bullen aus dem Betrieb Grdfendorf. Verteilung der
Schlachtkérpergewichte (links), Fleischigkeitsklasse im Bezug zum Schlachtkérpergewicht (oben mittig
und rechts) und Fettklasse im Bezug zu Schlachtkérpergewicht (unten mittig und rechts).

Fleischigkeitsklasse
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Ta geszuna hme= Gewichta—Gewicht1
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Abbildung 7: Ubersicht der Wiegungen fiir DSN- Bullen der Agrargenossenschaft Gréfendorf in
Abhdngigkeit vom Alter in Tagen. DSN-Schlachtbullen wurden direkt nach der Geburt, im Alter von ca.
3 Wochen (g 23 Tage), 7 Monaten (¢ 204 Tage) und ca. 1,5 Jahren (¢ 552 Tage, kurz vor der
Schlachtung) gewogen.

Eine umfassende Uberpriifung aller Phanotypen der Wachstums- und Fleischleistungen wurde
durchgefiihrt, um deren Plausibilitdt sicherzustellen und eine grindliche Qualitdatskontrolle zu
gewahrleisten. Dieser Prozess umfasste mehrere Schritte, darunter die Integration von Daten aus
verschiedenen Ressourcen, den Abgleich von Abgangsdaten mit Schlachtdaten sowie die
Visualisierung der Phanotypen mithilfe von Histogrammen. Zudem wurden statistische Filter
angewendet, die eine Bereinigung der Daten erméglichten, indem Werte aulRerhalb des Bereichs von
Mittelwert + 3 Standardabweichungen entfernt wurden. Diese sorgfaltige Qualitdtskontrolle
gewdhrleistete die Zuverlassigkeit und Genauigkeit der Phdanotypdaten fiir nachfolgende statistische
Analysen.

Auf Anregung der RBB und der AG Grafendorf wurde von der HU Berlin eine Studie durchgefiihrt, die
das Ziel hatte, im DSN-Bestand der Agrargenossenschaft Grifendorf einen Uberblick zur
Gewichtsentwicklung und zu KérpermaRen bei DSN-Farsen zu erarbeiten. Vorinformationen dazu gab
es keine. Fir die Analysen standen die Daten von 275 einmalig vermessenen und gewogenen Farsen
zur Verfiigung. Die Anzahl der Tiere reichte jedoch nicht aus, um alle im Zusammenhang mit
Kérpermerkmalen moglichen Fragestellungen ausreichend beantworten zu kénnen. Die Ergebnisse
dazu sind im Anhang (Seite 69).

GWAS wurden fir Phdnotypen der Fleischleistung in DSN-Schlachtbullen durchgefiihrt. Phanotyp- und
Genotyp-Daten standen fiir 565 DSN Bullen aus dem Betrieb Grafendorf zur Verfligung. Die Genotypen
von 396 Bullen stammen vom DSN200K-Chip. Fiir die Genotypisierung mit diesem Chip wurden extra
Haarproben von Schlachtbullen gesammelt. Die anderen 160 Genotypisierungen stammen vom
Eurogenomics EuroG MD Chip, mit dem mannliche Kalber genotypisiert wurden, die mittlerweile
Schlachtdaten haben. Unter Benutzung von Gesamtgenomsequenzdaten wurden die Genotypen auf
Gesamtgenomsequenz imputiert und fiir die GWAS benutzt. Nach Filterung fiir biallelische Varianten
mit einer Minderheitenallelfrequenz (MAF) von 5% standen 11,8 Millionen SNPs zur Verfligung.

In dem Modell fir die GWAS wurden die folgenden fixen Effekte beriicksichtigt, sofern sie zur Erklarung
der phanotypischen Varianz im Modell beitrugen (mit einem Sternchen ,*“ gekennzeichnet):

Y= Populationsstruktur*+ Geburtsjahr*+ Geburtssaison*+ Schlachtjahr*+ Schlachtsaison*+
Vater*+ Abgangsgrund*+ Alter* + Genotyp + Restfehler
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Der Akaike Informationskriterion wurde benutzt um zu testen, ob die im Modell aufgefiihrten fixen
Effekte den Phéanotyp signifikant beeinflussen. Um die Signifikanz der Assoziationen zwischen
genetischem Marker und Merkmal zu ermitteln, wurden die p-Werte zuerst auf einen maximalen
Inflationsfaktor A=1,2 korrigiert. AnschlieBend wurden die p-Werte auf die Anzahl der unabhangigen
Tests (n=415.781) mit der Bonferroni-Methode korrigiert. Die Signifikanzschwellen wurden
als -logio(p)=6,9 fiir signifikante Assoziationen (p<0,05) und -logio(p)=6,6 fiir suggestive Assoziationen
(p<0,1) ermittelt.

Insgesamt wurden 101 signifikante und 68 suggestive SNPs fiir das Geburtsgewicht und das Gewicht
im Alter von 3 Wochen identifiziert. Diese liegen auf den Chromosomen 2, 5, 8, 11, 12, und 18, wovon
die Regionen auf Chromosom 5, 12 und 18 signifikant waren (Tabelle 10, Abbildung 8). Die Top-SNPs
befinden sich entweder zwischen zwei Genen (intergenisch) oder in Introns von den Genen NXPH2
(Neurexophilin-2) und ENSBTAG00000047383 (keine Annotation vorhanden). NXPH2 liegt auf
Chromosom 2, ist an der synaptischen Ubertragung beteiligt, spielt eine Rolle bei der Entwicklung und
Funktion des Nervensystems und wird in verschiedenen Gehirnregionen exprimiert.

Tabelle 10: Die Top-SNPs aus der GWAS mit Phdnotypen der Wachstums- und Fleischleistungen bei
DSN-Bullen. Chr=Chromosom, MA=Minderheitenallel, 8Bua=Allelsubstitutionseffekt des Minderheiten-
allels und Standardfehler (SE). SNPs mit -logio(p) = 6,6 sind suggestiv. Zusdtzliche Information (iber
Lokalisation im Genom und gegebenenfalls dazugehérigem Gen sind angegeben.

Phanotyp Chr  Position MA BMA SE(BMA) LOD Lage Gen
Geburtsgewicht 2 58,371,353 -2.51 0.78 6.78 Intron NXPH2
Geburtsgewicht 5 92,970,239 -1.33 0.58 8.85 Intergenisch
Geburtsgewicht 8 21,860,994 2.85 0.89 6.83 Intergenisch

Gewicht (3 W.) 11 8,543,280 395 0.72 6.85 Intergenisch

Geburtsgewicht 12 70,215,395 1.19 0.75 7.10 Intron ENSBTAG00000047383
Geburtsgewicht 18 42,909,805 279 049 7.16 Intergenisch
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Abbildung 8: Manhattan-Plot fiir Geburtsgewicht und Gewicht nach ca. 3 Wochen von DSN-Bullen.
Suggestive Assoziationen (-logio(p)=6,6; gestrichelte Linie) sind blau und signifikante Assoziationen
(-log10(p)=6,9; durchgezogene Linie) sind rot gekennzeichnet.
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Weitere interessante Kandidatengene sind in den assoziierten Regionen lokalisiert. Auf Chromosom 5
wurde ein signifikanter Locus fiir Geburtsgewicht gefunden, dessen Top-SNP nur 0,5 Mb vor dem Gen
MGST1 liegt (Abbildung 9). Ein weiterer SNP mit der zweithdchsten Signifikanz liegt 8,2 Mb hinter dem
Gen MGST1. Diese Region um MGST1 wurde von uns bereits in der GWAS mit Milchfettgehalt bei DSN-
Kiihen hochsignifikant assoziiert (Korku¢ et al., 2023). Die Assoziation von MGST1I mit dem

Milchfettgehalt wurde zuerst bei Holsteins gefunden (Littlejohn et al., 2016). Interessanterweise

wurde diese Region um MGST1 aber auch schon mit Kérpergewicht und Gewichtzunahme in Hereford
(Saatchi et al., 2014) und Angus (Zhang et al., 2020) assoziiert (Vergleich zu cattleQTLdb). Und eine
verstarkte Expression von MGST1 wurde auch im Fettgewebe gezeigt (www.proteinatlas.org).

In der suggestiven Region auf Chromosom 8 befindet sich das Gen DMRTA1 (Doublesex and mab-3-

related transcription factor Al). Dieses Gen ist an der Entwicklung und Differenzierung des

Nervensystems und der Fortpflanzungsorgane beteiligt. Es wird in verschiedenen Geweben wahrend

der Embryonalentwicklung und im Erwachsenenstadium exprimiert. Das Gen DMRTA1 hat eine

erhohte Spezifitat fur Adipozyten (Adipozyten subkutan, Adipozyten viszeral) (www.proteinatlas.org).

Die Region um DMRTA1 wurde bereits mit Schlachtkérpergewicht bei Holstein in Verbindung gebracht

(Doran et al., 2014).

In der suggestiv assoziierten Region auf Chromosom 11 liegt das Gen POU3F3 (POU class 3
homeobox 3), das mit dem Gewicht der DSN-Bullen im Alter von 3 Wochen assoziiert wurde. POU3F3
spielt eine entscheidende Rolle bei der neuronalen Entwicklung und wird in bestimmten Regionen des
Gehirns, aber auch in basalen Prostatazellen exprimiert. Beim Menschen wird POU3F3 als ein
prognostischer Marker flir Endometriumkarzinome (www.proteinatlas.org) verwendet.

Die signifikante Region auf Chromosom 12 weist mehrere Gene ohne Annotation auf.

In der signifikanten Region auf Chromosom 18, die mit Geburtsgewicht assoziierten ist, ist das Gen
ZNF507 (Zinc finger protein 507) lokalisiert. ZNF507 ist ein Transkriptionsfaktor, der in verschiedenen
Geweben einschlieflich des Gehirns exprimiert wird, was auf eine Rolle bei der neuronalen
Entwicklung oder Funktion schlieBen lasst (www.proteinatlas.org). Die Region um ZNF507 wurde
bereits mit dem ,Tenderness score” von Rindfleisch assoziiert (Leal-Gutiérrez et al., 2020).

Die Diskussion zu den Ergebnissen befindet sich im Abschnitt 5 , Diskussion der Ergebnisse und
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Abbildung 9: Gezoomter regionaler Assoziationsplot auf Chromosom 5 mit assoziierten Markern fiir das
Geburtsgewicht in DSN-Schlachtbullen. Das Gen MGST1 (violett markiert) wurde bereits mit
Milchfettgehalt bei DSN-Kiihen assoziiert. Direkt links neben MGST1 bei 93,0 Mb (r2 =0,02; D’= 0,33 zu
Top-SNP von MGST1) und auch 8,2 Mb rechts von MGST1 bei 101,7 Mb (r2 = 0,07, D’= 0,67 zu Top-SNP
von MGST1) liegen die beiden am signifikantesten mit Geburtsgewicht assoziierten SNPs.
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4.3.3 Vergleich der Ergebnisse aus Fleisch- und Milchleistung

Aus den Ergebnissen der Assoziationsanalyse geht hervor, dass wir einen Genlocus auf Chromosom 5
identifiziert haben, der eng mit dem Geburtsgewicht gekoppelt ist. Interessanterweise liegt dieser
Locus in unmittelbarer Nahe des bereits zuvor fiir Milchfettgehalt identifizierten Lokus am MGST1-
Gen. Bei den anderen identifizierten Genloci, die mit Phdnotypen der Wachstums- und
Fleischleistungen assoziiert sind, fanden wir keine Uberlappung mit den Loci, die fir
Milchleistungsphanotypen signifikant sind. Das weist darauf hin, dass die Gene mit groflem
signifikantem Einfluss auf die Wachstums- und Fleischleistungen oder auf die Milchleistung zum
grofRen Teil nicht gekoppelt sind und damit unabhangig voneinander vererbt werden. Das bedeutet
gleichzeitig, dass der Milchtyp und der Fleischigkeitstyp im Doppelnutzungscharakter der DSN
vorrangig durch verschiedene unabhangig voneinander vererbte Gene determiniert sind.

Bezliglich des Locus um MGST1 auf Chromosom 5 haben wir Untersuchung zur Kopplung der Loci fir
Geburtsgewicht und Milchfettgehalt durchgefiihrt. Unsere Analyse ergab, dass der Top-SNP links von
MGST1 bei 93,0 Mb eine Kopplung von r? = 0,02 und D’= 0,33 zu Top-SNP fiir Milchfett von MGST1
aufweist und der Top-SNP rechts von MGST1 bei 191,2 Mb eine Kopplung mit einem r2-Wert von 0,07
und einem D'-Wert von 0,67 aufweist. Besonders interessant ist die Untersuchung der Haplotyp-
Frequenzen, die Aufschluss dartiber gibt, wie hdufig bestimmte Allele beider Genloci (Loci von MGST1
und Loci bei 101,2 Mb fiir Geburtsgewicht) gemeinsam vererbt werden oder nicht (Abbildung 10). Das
positive Allel T des Locus fur Geburtsgewicht (hohes Geburtsgewicht) zeigt eine Frequenz von 0,72.
Das positive Allel C fiir hohen Milchfettgehalt hat eine Frequenz von 0,71. Das Allel T fiir hohes
Geburtsgewicht und das Allel C fiir hohen Milchfettgehalt treten mit einer Haufigkeit von 45,3%
zusammen auf einem Chromosom auf. Im Gegensatz dazu treten die negativen Allele C des Locus fir
Geburtsgewicht und T des Locus fiir Milchfettgehalt mit einer Frequenz von 2,7% nur dullerst selten
gemeinsam auf und werden dementsprechend selten gemeinsam vererbt.

Indem wir die Frequenz des Haplotyps, der die beiden vorteilhaften Allele tragt, in der Population
erhohen, kdnnen wir sowohl das Geburtsgewicht als auch den Milchfettgehalt steigern. Dieses Wissen
eroffnet neue Moglichkeiten fiir die gezielte Zucht von DSN, um sowohl die spatere Fleisch- als auch
die Milchleistung gleichzeitig zu verbessern. Jedoch muss geklart werden, ob schwerere Kalber
aufgrund ihrer Robustheit vorteilhafter sind oder ob die héheren Geburtsgewichte zu schweren
Geburtsverldaufen beitragen.

Chromosom 5
(2-fache Ausfiihrung)

Locus Geburtsgewicht

Locus Milchfettgehalt

Gemeinsame Vererbung

Allele in jedem Locus kdnnen positiv oder negativ sein

Abbildung 10: Kopplung der Loci fiir Geburtsgewicht und Milchfettgehalt auf Chromosom 5. Die Top-
SNPs der beiden Loci (5:92.970.239 und 5:93.516.066) haben eine Kopplung von r? = 0,07 und D’= 0,67.

Haufigkeit: 45,3 % Haufigkeit: 26,8 % Haufigkeit: 25,2 % Haufigkeit: 2,7 %
+ 2,74 kg Geburtsgewicht cl. 2,74 kg Geburtsgewicht

-0,15% Milchfett c| * 0,15 % Milchfett

I+ 2,74 kg Geburtsgewicht
c|+ 0,15 % Milchfett

- 2,74 kg Geburtsgewicht
- 0,15 % Milchfett
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4.3.4 Klinische Mastitis

Unter Verwendung der Genotypen vom lllumina BovineSNP50 BeadChip-Genotyp-Daten wurde im
Jahr 2019 eine genomweite Assoziationsstudie mit Gesundheitsdaten von ca. 1.000 Tieren der zwei
grofSten DSN-Betriebe durchgefiihrt. Der Fokus wurde auf Mastitis gelegt, weil Mastitis auch bei DSN
eine der haufigsten Erkrankungen ist. Neben den gesundheitlichen Beeintrachtigungen der Kiihe
werden auch o6konomische Verluste aufgrund von geringerer Milchleistung kranker Kiihe,
Behandlungskosten und vorzeitigen Abgédngen verzeichnet. Das Ziel dieser Studie war es, genomische
Marker zu identifizieren, die mit der Anfalligkeit von Kihen fir Mastitis in der Rinderrasse DSN
assoziiert sind.

Fir die genomweite Assoziationsstudie wurden die Mastitis-Erstdiagnosen der 1.-3. Laktation in friihe
(< 50 Tage nach Kalbung) und spate (> 50 nach der Kalbung) aufgeteilt. AuBerdem wurden die
Populationsstratifikation und die Einflussfaktoren Betrieb, Kalbesaison, Kalbejahr und Geburtsjahr
berlicksichtigt. Die genomweiten Assoziationsstudien wurden unter der Benutzung eines univariaten
linearen gemischten Modells mit der Software GEMMA durchgefihrt.

Insgesamt wurden funf Marker identifiziert, die signifikant mit klinischer Mastitis assoziiert waren
(Tabelle 11). Ein Marker befindet sich in der intragenischen Region vom Gen NEURL1 auf Chromosom
26, die anderen vier in intergenischen Regionen auf den Chromosomen 3, 6, und 9. In den
identifizierten genomischen Regionen liegen 24 positionelle Kandidatengene, darunter das Gen
BMPR1B auf Chromosom 6, das bereits mit klinischer Mastitis in anderen Milchrindrassen assoziiert
wurde. Die Ergebnisse aus dieser Studie wurden wie folgt veroéffentlicht:

= Meier, S., Arends, D., Korkué, P., Neumann, G. B., & Brockmann, G. A. (2020). A genome-wide
association study for clinical mastitis in the dual-purpose German Black Pied cattle breed.
Journal of dairy science, 103(11), 10289-10298.

Tabelle 11: Top-SNPs aus Assoziationsanalyse mit Klinischer Mastitis in DSN-Kiihen. Chr=Chromosom,
MAF=Minderheitenallelfrequenz,  Bua=Allelsubstitutionseffekt =~ des  Minderheitenallels  und
Standardfehler (SE). Werte -logio(p) = 5,2 und 25,5 sind suggestiv und signifikant. Die Positionen
entsprechen dem bovinen Referenzgenom ARS-UCD1.2.

Merkmal Chr Position MAF B SE(B) -logio(p-value)
Klinische Mastitis LA1 (total) 3 104.278.203 0,04 0,37 0,08 5,21
Klinische Mastitis LA1 (total) 3 106.373.841 0,04 0,40 0,08 5,78
Klinische Mastitis LA1 (spat) 6 29.642.427 0,33 -0,12 0,03 5,27
Klinische Mastitis LA1 (total) 9 3.037.955 0,01 0,25 0,05 6,04
Klinische Mastitis LA2 (frih) 26 24.093.102 0,03 0,36 0,07 6,38

Diese genomweite Assoziationsstudie zur klinischen Mastitis wurde mit imputierten
Gesamtgenomsequenzdaten wiederholt (Ergebnisse nicht gezeigt). Insgesamt konnten so zusatzlich
53 SNPs identifiziert werden, die eine héhere Signifikanz hatten als die SNPs, die in der oben gezeigten
Studie mit dem lllumina BovineSNp50 BeadChip gefunden wurden. Die fiinf SNPs aus der initialen
Studie und die 53 SNPs aus der Studie mit Gesamtgenomsequenzdaten wurden bei dem Design des
DSN-spezifischen SNP-Chips (DSN200K) berticksichtigt.
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4.3.5 Fruchtbarkeit, Gesundheitsmerkmale und Endoparasitenresistenz

Mit den Genotyp-Daten aus diesem DSN-Projekt hat die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Sven Konig an der
Justus-Liebig-Universitat GieBen GWAS mit Fruchtbarkeits- und Gesundheitsmerkmalen von ca. 1.900
DSN Kiihen durchgefiihrt. Die untersuchten Phanotypen waren Zwischenkalbezeit, Non-Return-Rate
nach 56 Tagen, somatische Zellzahl, Fett-Protein-Verhaltnis und Endoparasitenresistenz. Genotypen
auf Sequenzniveau wurden verwendet. In dieser Studie wurden 40 assoziierte Sequenzvarianten mit
Fruchtbarkeitsmerkmalen und 61 mit Gesundheitsmerkmalen identifiziert und dazugehorige
Kandidatengene und Stoffwechselwege aufgezeigt. Insgesamt wurden 200 Kandidatengene fir
Endoparasitenresistenz gefunden, die zu 16 Stoffwechselwegen der direkten Immunantwort gehoren.
Die Ergebnisse dazu wurden wie folgt publiziert:

=  Wolf, M. J,, Yin, T., Neumann, G. B., Korkué, P., Brockmann, G. A., Kénig, S., & May, K. (2021).
Genome-wide association study using whole-genome sequence data for fertility, health
indicator, and endoparasite infection traits in German black pied cattle. Genes, 12(8), 1163.

4.4 Okonomischer Zuchtwert

Basierend auf dem 6konomischen Zuchtwert in Euro fiir Holstein wurde ein 6konomischer Zuchtwert
fir DSN-Bullen entwickelt. Unser Ziel war es, diesen Lebenszeit-Nettozuchtwert fir die
Zweinutzungsrasse DSN anzupassen, wobei zusatzlich zur Milchleistung und Fitnesseigenschaften auch
die Fleischproduktion beriicksichtigt wird.

Fir die Generierung des DSN-Nettozuchtwerts (DSN Net Merit) verwendeten wir die geschatzten
Zuchtwerte von DSN-Bullen. Zusatzlich entwickelten wir einen Zuchtwert flir Schlachtgewicht und -
qualitat, der auf den Schlachtgewichten der Nachkommen basiert. AuBerdem passten wir die
Margengewinne pro Standardabweichung der deutschen Holsteins, die zur Berechnung der
geschatzten Zuchtwerte verwendet werden, auf DSN-spezifische Werte an.

Der entwickelte ,DSN Net Merit”“ setzt sich aus den drei Teilindizes ,,DSN Net Milk” fir die
Milchleistung, ,,DSN Net Fitness” fiir die Gesundheit und ,DSN Net Beef” fiir die Fleischleistung
zusammen, die mit 52,8%, 43,4% bzw. 3,8% zum DSN Net Merit beitragen. Der DSN Net Merit und
seine Subindizes wurden im Jahr 2019 fiir 33 DSN-Zuchtbullen berechnet und lagen zwischen -1.114 €
und +709 € (Meier et al., 2021). Im Jahr 2021 wurden die Werte fiir 37 DSN-Zuchtbullen berechnet und
lagen zwischen -1.007 € und +845 € (Tabelle 12). Der durchschnittliche DSN Net Merit lag bei -62 € und
korrelierte stark (r=0.97) mit dem Gesamtzuchtwertindex (RZG), der durchschnittlich fiir die 37 DSN-
Zuchtbullen bei 96 lag.

Die Implementierung des DSN Net Merit ist fiir Auswahl von Bullen und Paarungsentscheidungen
nutzlich. Insbesondere der Teilindex DSN Net Beef, der nicht mit bestehenden Zuchtwerten korreliert,
kann verwendet werden, um den Doppelnutzungscharakter der DSN zu erhalten und gleichzeitig die
Milchleistung moderat zu verbessern. Die berechneten Werte wurden an den RBB und die Betriebe
weitergeben. Der Ansatz kann leicht auf andere Zweinutzungsrassen angepasst werden. Die
O0konomischen Zuchtwerte brauchen jedoch eine regelméaRige Anpassung an sich verdandernde
okonomische Rahmenbedingungen, die liber das Projektende hinaus nicht fortgesetzt werden kann.

Die Ergebnisse dazu wurden wie folgt publiziert:

= Meier, S., Arends, D., Korku¢, P., Kipp, S., Segelke, D., Filler, G., & Brockmann, G. A. (2021).
Implementation of an economic lifetime net merit for the dual-purpose German Black Pied
cattle breed. Agriculture, 11(1), 41.
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Tabelle 12: Ubersicht des DSN Net Merit und Subindizes fiir Milch, Fitness und Fleisch fiir die 10 DSN-
Zuchtbullen mit den héchsten und niedrigsten Zuchtwerten. Berechnungen wurden auf den
Zuchtwerten und den 6konomischen Margengewinnen pro Standardabweichung aus dem Jahr 2021
durchgefiihrt. Rg= Rang, RZF= Relativer Zuchtwert Gesamt.

Rg Name Geburtsjahr RZG  DSN Net Merit DSN Net Milk DSN Net Fitness DSN Net Beef
1 Martini 2011 123 +845 +635 +184 +26
2 Semper 2005 116 +693 +459 +205 +29
3 Hak 1978 114 +582 +551 +36 -5
4 Jupiter 2004 116 +582 +669 -89 +2
5 Relachs 1999 115 +533 +466 +55 +12
6 Ali 1994 109 +507 +494 -34 +46
7 Landvogt 2013 109 +463 +362 +62 +39
8 Sony 2008 110 +458 +66 +392 +0
9 Hermes 2006 112 +430 +380 +39 +12
10 General 2013 111 +354 +317 +47 -9
28 Anschein 2015 85 -382 -151 -277 +45
29 Nero 1998 89 -404 -615 +218 -7
30 Weingold 2013 83 -468 -525 +26 +31
31 Lord 1995 80 -507 -237 -268 -2
32 Olymp 2013 76 -615 -499 -120 +4
33 Logger 2009 75 -618 -326 -257 -35
34 Taurus 2013 68 -671 -637 -110 +76
35 Prim 1994 76 -744 -794 +50 +0
36 Reinhard 1998 65 -1.012 -749 -241 -22
37 Merlin 2008 69 -1.017 -981 -21 -15

4.5 Funktionelle Annotation von Sequenzvarianten

4.5.1 Ubersicht der Sequenzvarianten in DSN

Mittels der Analyse der Gesamtgenomsequenzdaten von 304 DSN konnten 20,6 Millionen
Sequenzvarianten (SNPs und INDELs) identifiziert werden. Diese Sequenzvarianten wurden auf ihren
Einfluss auf Gene bzw. Gentranskripte mit dem Ensembl "Variant Effect Predictor" (VEP) untersucht
(McLaren et al.,, 2010). Dieses Software-Tool untersucht den Schweregrad des Einflusses (hoch,
moderat, gering, modifizierend) auf die Funktion eines Gens. Einen hohen Einfluss haben
Sequenzvarianten zum Beispiel, wenn sie die Lange des Gentranskripts verkilirzen und folglich auch die
Lange des zu kodierten Proteins und dadurch die Proteinfunktion gestért wird (Tabelle 13). Dies kann
zum Bespiel durch ,Alternatives Splicing” (Konsequenz: ,Splice donor variant”, ,Splice acceptor
variant”) oder einen vorzeitigen Einbau eines Stopcodons (,Stop gained”) entstehen. Ebenso ist es
moglich, dass Gene nicht richtig transkribiert werden, weil das Startcodon (,Start lost”) durch die
Sequenzvariante verloren wurde oder weil ein Stopcodon fehlt (,,Stop lost“). Moderaten Einfluss
haben Anderungen, die nur eine Position im Gen betreffen und das resultierende Protein somit nur
eine andere Aminosure hat (,missense variant“). Sequenzvarianten mit geringem oder
modifizierendem Einfluss verdndern nicht das resultierende Protein, sondern hoéchstens die
Expressionsmenge, indem sie in regulatorischen Regionen vorkommen. Die meisten Varianten
(97,17%) wurden als modifizierend bezeichnet, gefolgt von Sequenzvarianten mit geringem (2,19%),
moderatem (0,60%) und hohem Einfluss (0,04%) auf die Gentranskripte.

Vorrangig sind die Sequenzvarianten mit hohem und moderatem Einfluss auf die Gentranskripte
interessant. Diese kdnnen direkte Information dariiber geben, ob resultierende Proteine verandert

33



Abschlussbericht DSN-Projekt 2815NA010

sind und deren Funktion moglicherweise sogar gestort wird. Das spielt zum Beispiel bei Genen wie den
Kaseingenen eine Rolle, deren Einfluss auf die Milchleistung bereits bekannt ist. Des Weiteren kdnnen
aber auch bekannte Mutationen, die in anderen Rassen wie HF vorhanden sind, in der DSN-Population
Uberprift werden. Dazu zdhlen der Locus flr Hornlosigkeit und der ,Lethalen Haployp 5“. Die
Sequenzinformationen wurden sowohl fiir die Untersuchung der Sequenzvarianten in den
Kaseingenen, als auch die Uberpriifung der DSN-Population auf Hornlosigkeit und den ,Lethalen
Haplotyp 5“ benutzt (siehe nachfolgende Abschnitte).

Die Informationen zum Einfluss der Sequenzvarianten auf die Gentranskripte hat zu der Entwicklung
des DSN-spezifischen SNP-Chips (DSN200K-Chip) beigetragen. Sequenzvarianten mit geringem,
moderatem und hohem Einfluss wurden bei dem Design berlicksichtigt. Zudem wurden aber auch
DSN-spezifische Varianten beriicksichtigt, die in DSN vorkommen aber nicht in anderen Rassen. Den
DSN-spezifischen SNP-Chips haben wir in einem anderen Projekt entwickelt, aber in diesem Projekt
verwendet.

Tabelle 13: Ubersicht des Einflusses der 20,6 Millionen identifizierten Sequenzvarianten auf das
Rindergenom. Bei der Gesamtzahl werden Uberschneidungen zwischen den Konsequenzen nicht
beriicksichtigt.

Einfluss auf Gen  Konsequenz Absolute Anzahl Gesamt
Transcript ablation 4
Splice donor variant 1.625
Splice acceptor variant 1.237

Hoch Stop gained 2.285 8.198

Frameshift variant 7.613
Stop lost 245
Start lost 354
Inframe insertion 1.157
Inframe deletion 3.108

Moderat Missense variant 222.690 131.341
Protein altering variant 107
Splice region variant 33.512
Synonymous variant 581.196
Stop retained variant 264
Start retained variant 6

Gering Coding sequence variant 590 581.204
Mature miRNA variant 116
5’ UTR variant 50.408
3’ UTR variant 150.827
Non-coding transcript exon variant 24.603
Intron variant 15.171.912
Non-coding transcript variant 331.459

Modifizierend Upstream gene variant 1.553.307 20.566.610

Downstream gene variant 1.635.725
Intergenic variant 12.048.624

4.5.2 Reinrassigkeit, Inzucht und Diversitat in DSN

Unter Benutzung der Sequenzvarianten von 30 DSN-Tieren (25 sequenziert von diesem Projekt und 5
weitere von vit) wurde im 1. Jahr des Projekts 2016 die Verwandtschaft von DSN zu den Rassen
Holstein und Angler, von denen zu diesem Zeitpunkt ebenfalls Sequenzdaten vorhanden waren, in
einer phylogenetischen Analyse aufgezeigt. Der phylogenetische Baum (auch Dendrogramm genannt)
zeigte deutlich, dass DSN eine eigene Rasse darstellt und nicht mit Holstein- oder Angler-Rindern
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clustert (Abbildung 11). Das heil3t, dass sich die sequenzierten DSN-Tiere von den Holsteins und
Anglern genetisch deutlich unterscheiden und die DSN-Tiere zueinander ahnlicher sind als zu den
Tieren der beiden anderen Rassen. Des Weiteren sind auch Verwandtschaftsbeziehungen im
Dendrogramm sichtbar (violett hinterlegt). Die Tiere mit hoher Ahnlichkeit (geringste Undhnlichkeit)
sind auf direkte Verwandtschaft zwischen Bulle und Tochter zuriickzufiihren, was mit den Pedigree-
Informationen lbereinstimmt und der Nachweis fiir zuverldssige Sequenzdaten und eine verlassliche
Identifikation von Sequenzvarianten ist.

Angler

Holstein

] |

Vater-Tochter-
Beziehungen

® I 4 |

t DSN

0.20 0.15 0.10 0.05 0.00
Unahnlichkeit der Rinder basierend auf SNP-Informationen

Abbildung 11: Dendrogramm von insgesamt 40 sequenzierten Rinder. Bei diesen handelt es sich um
30 DSN-, 5 Holstein- (aus USA und Kanada) und 5 Angler-Rinder, wobei eines der Angler 12% Holstein-
Anteil hat und dadurch mit den Holstein-Rinden zusammen in ein Cluster féllt. Die Cluster sind farblich
eingekastelt. Aus dem Pedigree bekannte Vater-Tochter-Beziehungen sind violett hinterlegt.

Unter Verwendung der Gesamtgenomsequenzdaten von insgesamt 304 DSN-Tieren und 68 weiteren
Rinderrassen (1.090 Rinder) aus dem 1.000-Bullengenom-Projekt wurden die phylogenetischen
Analysen im Jahr 2022 wiederholt. Diese Analyse bestatigte, dass DSN sich als Rasse von den anderen
Rassen abgrenzt, wobei die Rassen Dutch Friesian Red, Dutch Belted, Holstein und Holstein Red die
héchste genetische Ahnlichkeit zu DSN aufwiesen (Abbildung 12). Insgesamt stammen alle Rassen mit
hoher genetischer Ahnlichkeit zu DSN aus Deutschland, den Niederlanden, Belgien und Liandern um
den Nordseeraum. Dies steht im Einklang mit historischen Belegen und ist auch aus geografischer
Perspektive stimmig.
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Abbildung 12: Verwandtschaft zu DSN. Rassen mit der hchsten Verwandtschaft zu DSN stammen aus
Deutschland, den Niederlanden, Belgien und Ldndern um den Nordseeraum.

Ein direkter Vergleich der Gesamtgenomsequenzdaten zwischen den 304 DSN-Tieren und
150 Holstein-Tieren, die aus dem 1.000-Bullengenom-Projekt stammen, zeigte, dass der Anteil von
Holstein im Genom bei den meisten sequenzierten DSN zwischen 0% und 10% liegt (Abbildung 13).
Dies ist konform zu dem Zuchtziel der RBB, in dem DSN-Rinder einen maximalen Holstein-Anteil von
10% aufweisen dirfen. Eine Ausnahme bilden alte DSN-Kiihe aus Frankenhausen, die einen Holstein-
Anteil von Uber 10% zeigten.

Prozent

304 DSN-Tiere 150 Holstein-Tiere

Abbildung 13: Vergleich des DSN- und Holstein-Anteils in 304 DSN- und 150 Holstein-Tieren. Der
maximal zuldssige Holstein-Anteil von 10% in reinen DSN-Tieren ist als gestrichelte Linie eingezeichnet.

Sequenzinformationen wurden auch benutzt, um die genomische Inzucht und genetische Diversitat in
den Rassen DSN und Holstein zu berechnen. Die Ergebnisse zeigen, dass DSN im Vergleich zu Holstein
eine niedrigere genomische Inzucht (basierend auf dem Uberschuss der Homozygotie und auch als
Inzuchtkoeffizienten Fron) und eine hohere Diversitdt (basierend auf der Nukleotiddiversitat und
Beobachteten Heterozygotie) aufweist, was die sehr gute Zuchtarbeit im DSN-Zuchtverein belegt
(Tabelle 14). Dies unterstreicht die Effektivitdat und das Engagement der Ziichter bei der Bewahrung
der genetischen Integritat und Vielfalt dieser spezifischen Rasse.

Unter Benutzung der Sequenzvarianten von 30 DSN-Tieren wurden im 1. Jahr des Projekts 2016 die
Allelfrequenzen in DSN und im Vergleich zu Holstein untersucht. Genomische Regionen, in denen die
Allelfrequenzen extrem unterschiedlich sind kénnen auf Allele hinweisen, die mit DSN-typischen
Eigenschaften assoziiert sind, die fiir ihre positiven oder negativen Eigenschaften verantwortlich sind.
Sie kdnnen jedoch ihre Ursache auch in zufalliger genetischer Drift haben. Die Ergebnisse dazu werden
hier nicht gezeigt, da im Verlauf des DSN-Projekts GWAS benutzt wurden, um potentielle
Sequenzvarianten und Gene zu finden, die mit bestimmten Merkmalen assoziiert sind.
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Tabelle 14: Vergleich der genomischen Inzucht und genetischen Diversitdt in DSN und Holstein.

302 DSN 150 Holstein
Genomische Inzucht (%)
Uberschuss der Homozygotie (From) 2,7(2,7) 6,4 (7,0)
Inzuchtkoeffizient (Fron) >1Mb 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(1,7)
Genetische Diversitat (%)
Nukleotiddiversitit (mtota) 0,152 (0,012) 0,148 (0,013)
Beobachtete Heterozygotie (Ho) 22,4 (0,9) 21,2 (1,9)

Die Ergebnisse der phylogenetischen Analyse, Inzucht und Diversitdt wurden wie folgt publiziert:

= Neumann, G. B., Korku¢, P., Arends, D., Wolf, M. J., May, K., Kbnig, S., & Brockmann, G. A.
(2023). Genomic diversity and relationship analyses of endangered German Black Pied cattle
(DSN) to 68 other taurine breeds based on whole-genome sequencing. Frontiers in Genetics,
13, 993959.

4.5.3 Charakterisierung von Kaseinvarianten

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Auspragung der Kaseingene und der dazugehdrigen Proteine in
Rindern die Menge und Zusammensetzung der Milch beeinflusst (Caroli et al., 2009). Die
Kaseinvarianten konnen die Verarbeitungseigenschaften von Milch zu Kase und die Bekémmlichkeit
von Milch in Bezug auf die menschliche Verdauung verandern. Da bisher keine genomischen Daten
von DSN vorlagen, wurde untersucht, welche Kaseinvarianten in DSN vorhanden sind und ob diese
Informationen genutzt werden kénnen, um die Milchleistung und Zusammensetzung in DSN zu
verbessern.

Um die Frequenzen der Kaseinvarianten in DSN im Vergleich zu anderen Rinderrassen zu untersuchen,
wurden die Sequenzdaten innerhalb der Kaseingene von den zu diesem Zeitpunkt der Studie im Jahr
2019 vorhandenen 30 DSN-Tieren und weiteren 13 Rinderrassen aus dem 1.000-Bullengenom-Projekt
genutzt. Die untersuchten Kaseingene CSN151 (a-Kaseine S1), CSN2 (B-Kasein), CSN1S2 (a-Kaseine S2),
und CSN3 (k-Kasein) bilden auf dem Chromosom 6 ein sogenanntes Kasein-Cluster. Durch ihre enge
Nachbarschaft auf dem Chromosom werden die Varianten dieser Kaseingene in der Regel gemeinsam
vererbt (als Haplotyp). Deshalb haben wir die Frequenzen der Haplotypen zwischen den Rinderrassen
verglichen.

Insgesamt wurden nur wenige der in der Literatur bekannten Proteinvarianten in den 30 sequenzierten
DSN-Tieren gefunden. Dieser Teil der Studie wurde allerdings nochmal im Jahr 2022 mit den insgesamt
304 sequenzierten DSN-Tieren wiederholt, um die Frequenzen der Sequenzvarianten genauer zu
erfassen.

Aus der Analyse mit 304 DSN resultierten folgende Ergebnisse:

= a-Kaseine S1 und S2: Es gibt keine Sequenzvariation in diesen Genen, d.h. die Proteinvariante

B war im a-Kaseine S1 (CSN1S1*B) fixiert und die Proteinvariante A war im a-Kaseine S2
(CSN1S1*A) fixiert.

= [(-Kasein: Basierend auf den Sequenzvarianten konnten 3 Proteinvarianten in
unterschiedlichen Frequenzen identifiziert werden: A? (83,5%), A? (16,5%) und | (0,7%). Dabei
wurde die Proteinvariante A1 mit erhéhtem Risiko fiir Diabetes und Herzerkrankungen und
mit anderen negativen Auswirkungen auf die Verdauung in Verbindung gebracht. Aus der
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Kaseinvariante Al kann wahrend der Verdauung sowie wahrend der Fermentation zu Joghurt
und Kase ein spezielles Peptid (Betacasomorphin-7, kurz BCM7) mit bioaktiver Wirkung
entstehen (Abbildung 14). Bei der Kaseinvariante A2 hingegen entsteht dieses Peptid nicht, so
dass der A2-Variante nachgesagt wird, dass sie besser fir die menschliche Gesundheit und die
Kaseproduktion sei. Die Kaseinvariante | wurde erstmals in DSN identifiziert, auch wenn nur in
geringer Frequenz von 0,07%.

= k-Kasein: Basierend auf den Sequenzvarianten konnten 3 Proteinvarianten in
unterschiedlichen Frequenzen identifiziert werden: A (84,9%), B (11,5%) und E (3,1%).
Demnach kommt die Proteinvariante A mit der haufigsten Frequenz vor, die Proteinvariante B
ist vorteilhaft fur die Kaseproduktion und die Proteinvariante E ist negativ flir die
Kaseproduktion und kommt auch nur selten vor.

Al B-Kasein A2
3
Protein wird @
aufgespalten ®
®
®
®
BCM7 (B-Casomorphin-7) %
> ti
negativ ®
®
®
®
®
®
®
®

Abbildung 14: Die A1- und A2- Variante von B8-Kasein. Die Kaseinvariante 6-Kasein*A1 kann wéhrend
der Verdauung oder der Fermentation zu Joghurt und Kése aufgespalten werden, wobei das Peptid
BCM?7 (Betacasomorphin-7) entsteht.

Die Sequenzvarianten im gesamten Kasein-Cluster wurden vergleichend zwischen den 30 DSN-Tieren
und anderen Rassen aus dem 1.000-Bullengenom-Projekt untersucht. Dadurch wurden in den Introns
der Kaseingene sechs neue Sequenzvarianten identifiziert, deren Funktion bislang unbekannt ist. Die
DSN-Allele sind am &hnlichsten zu denen der Rinderrasse Danish Red, Holstein und Hereford
(Abbildung 15). Dies unterstreicht die enge Verwandtschaft dieser Rassen. Auch bezlglich der
Frequenzen der Proteinvarianten (Haplotypen) sind DSN und Danish Red am dhnlichsten zueinander
(Abbildung 16). Jersey, Normande und Montebéliarde weisen eine komplett andere Verteilung der
Haplotyp-Frequenzen auf DNA- und Proteinebene auf.

Diese Information konnte benutzt werden, um die vorteilhafte Kaseinvariante in DSN zlchterisch
anzureichern.

Diese Studie wurde im November 2019 veroffentlicht:

= Meier, S., Korkué, P., Arends, D., & Brockmann, G. A. (2019). DNA sequence variants and
protein haplotypes of casein genes in German Black Pied cattle (DSN). Frontiers in Genetics,
10, 1129.
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Abbildung 15: Cluster der vorkommenden Allelvarianten fiir die einzelnen Rinderrassen innerhalb der
Kaseingene. Die genomischen Regionen (Upstream des Gens, 5°UTR, Intron, 3’UTR, Splice Region), in
denen die Sequenzvarianten auftreten bzw. die Art der Sequenzvariante innerhalb eines Exons
(Missense, Synonym) sind ebenfalls dargestellt.
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Abbildung 16: Haplotypen der Kaseinproteine CSN1S1- CSN2- CSN1S2- CSN3 (Reihenfolge von
Kaseinvarianten wie sie nebeneinander auf einem Chromosom liegen). Die Buchstabenabfolge B-
A1/A2- A- A/B gibt die verschiedenen Varianten der Kaseinproteine an. Die Verteilung der Haplotypen
unterscheidet sich zwischen den Rassen. Drei Cluster sind erkennbar (1. DSN und Danish Red, 2. Brown
Swiss, Montbéliard, Jersey und Normande und 3. alle ilibrigen Rassen), die c¢hnliche Haplotyp-
Verteilungen aufweisen.

4.5.4 Hornlosigkeit

Die Hornlosigkeit bei Rindern ist ein Merkmal, das sowohl aus Tierwohl- als auch aus praktischen
Griinden in der Viehzucht zunehmend an Bedeutung gewinnt. Traditionell wurden Rinderhérner oft
entfernt. Die Zlichtung von hornlosen Rindern bietet eine alternative Losung, die das Wohlbefinden
der Tiere erh6ht und die Sicherheit in der Viehhaltung verbessert.

Die genetische Basis der Hornlosigkeit wird durch bestimmte Gene bestimmt, die in der DNA der Tiere
verankert sind. Durch GWAS wurden genomische Regionen identifiziert, die die Hornlosigkeit vererben
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(Aldersey et al., 2020). Der Locus fir Hornlosigkeit beim Rind (,,Polled locus”) befindet sich demnach
auf Chromosom 1 zwischen 2,4 und 2,8 Mb. Dabei sind verschiedene Mutationen mit komplexen
INDEL-Events fiir Hornlosigkeit gefunden worden. Die bekanntesten Loci sind der ,,Polled Celtic“, der
bei mehreren européischen Rinderrassen aus keltischen Gebieten festgestellt wurde, und der ,,Polled
Friesian“, der zuerst in Holstein Friesian Rindern identifiziert wurde (Abbildung 17).

Duplikation
212 bp lang
Chrl:2.429.326 - 2.429.335 bp
Celtic | |
Duplikation
grau: Duplizierte Sequenz ca. 80.000 bp lang
rot: Insertion der duplizierten Sequenz Chr1:2.629.113 - 2.709.241 bp

Abbildung 17: Mutationen fiir Hornlosigkeit auf Chromosom 1. Bei der , Polled Celtic” handelt es sich
um eine 212 bp lange Sequenz, die dupliziert wurde und eine 10 bp lange Sequenz im Genom ersetzt.
Beim ,,Polled Friesian” handelt es sich um eine ca. 80.000 bp grofSe Duplikation, die ca. 200.000 bp
hinter dem ,,Polled Celtic” liegt.

Da es sich bei beiden Mutationen um lange strukturelle Varianten handelt, kénnen diese nur schlecht
mit Gesamtgenomsequenzdaten, die aus kurzer Read-Lange stammen, nachgepriift werden. Daher
werden einzelne SNPs benutzt, die mit diesen Mutationen gekoppelt sind, um die ,,Polled Celtic” oder
,Polled Friesian“ Mutationen zu identifizieren. Aktuell gibt es 10 SNPs (Tabelle 15), die mit diesen
Mutationen gekoppelt und deshalb in derzeitigen Tests auf Hornlosigkeit (poll testing assay) inkludiert
sind (Randhawa et al., 2020).

Tabelle 15: SNPs zur Identifikation der Polled-Allele in keltischen Rassen oder Holstein Friesian.
Chr  Position rsID Polled Variante

1 2.372.456 rs801127025 Polled Friesian
1 2.377.687 rs799187101 Polled Friesian
1 2.378.745 rs800947704 Polled Friesian
1 2.407.338 rs798116945 Polled Friesian
1  2.429.319 rs383143898 Polled Celtic

1 2.486.811 rs799403053 Polled Friesian
1 2.491.161 rs210350155 Polled Friesian
1 2.578.598 rs797088784 Polled Friesian
1 2.629.115 rs800767839 Polled Friesian
1 2.748.715 rs799920960 Polled Friesian

Da die ,Polled“-Mutationen dominant vererbt wird, reicht ein Allel aus, damit die Hornlosigkeit bei
dem entsprechenden Rind vorkommt. Hornlose Tiere wurden in DSN nicht gesehen. Deshalb war auch
nicht zu erwarten, dass eins der bekannten Mutationen segregiert. Jedoch kdnnen Wechselwirkungen
im Genom gelegentlich zu Abweichungen fiihren. Die Untersuchung der Gesamtgenomsequenzdaten
von allen 304 DSN-Tieren hat bestétigt, dass diese 10 SNPs in allen Tieren homozygot zum Referenzallel
und demnach je zwei Allele fir Horner aufweisen. Das heit im Umkehrschluss, dass keines der 304
sequenzierten DSN-Tiere eine Mutation bezliglich der Hornlosigkeit tragt. Gelegentlich kénnen aber
spontan weitere neue Mutationen entstehen, die zur Hornlosigkeit fihren kdnnen und es gilt zu
beachten, dass die Loci fiir Hornlosigkeit noch nicht 100%-ig aufgeklart wurden.
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4.5.5 Holstein Haplotyp 5

GleichermaRen wie bei der Hornlosigkeit wurde das Vorhanden des letalen ,Holstein Haplotyp 5“
(HH5) mit Hilfe der Gesamtgenomsequenzdaten in DSN untersucht. Dieser Haplotyp wurde als kausale
Ursache fiir einen vorzeitigen Abbruch der Trachtigkeit in Holstein entdeckt (Schitz et al., 2016). HH5
wird durch eine Deletion von 138 kb verursacht, die sich auf Chromosom 9 bei 93 Mb befindet und nur
das Gen TFB1IM (Dimethyl-Adenosin-Transferase 1) enthélt. Auch diese Deletion wurde basierend auf
gekoppelten SNPs nicht in DSN gefunden.

4.6 Vorschlag von genetischen Markern

4.6.1 Verbesserung der Wachstums- und Fleischleistungen

In GWAS wurden genetische Marker identifiziert, die signifikant mit verschiedenen
Milchleistungsmerkmalen (wie Milchmenge, Fettmenge, Eiweilmenge, Fettgehalt und Eiweilgehalt)
bei DSN-Kiihen und Phanotypen der Wachstums- und Fleischleistungen (wie Geburtsgewicht und
Gewicht im Alter von 3 Wochen) bei DSN-Bullen assoziiert sind. Die Effekte der signifikanten Marker
haben wir genutzt, um einen genetischen Score (GenScore) zu berechnen, der die Zuchtwertschatzung
unterstltzt und die Selektion von Tieren mit Gberlegenen Milchleistungseigenschaften erleichtert.
Dieser Ansatz dahnelt der Berechnung des Polygenic Risk Scores (PRS) beim Menschen. Er ersetzt nicht
genomische Zuchtwerte.

Fir jeden mit einem Merkmal assoziierten SNP wurde ein EffektgroRenwert (B) bestimmt, der eine
relative GroRRe (Abweichung zum normalisierten Mittelwert der untersuchten Population) und eine
Richtung (positiv oder negativ) auf das Merkmal hat. Der GenScore fir jedes Tier wurde aus der Summe
der Geneffekte aller signifikanten Loci fir ein Merkmal berechnet. Der Geneffekt bei jedem
signifikanten Locus wurde anhand des Top-Markers berechnet, indem die Anzahl (0,1,2) der
vorhandenen Allelvariante (Referenz-Allel und alternatives Allele) mit dessen EffektgroRe (B absolut)
und Richtung des Effektes (+1, -1) multipliziert wurde. Flr jeden signifikanten Lokus wurde nur ein
einzelner SNP (der Top-SNP) als reprasentativer Marker benutzt, um Koppelung der SNPs aufgrund von
einem hohen Linkage-Disequilibrium (LD) auszuschliefen. LD bezeichnet die Nicht-Zufélligkeit der
Assoziation von Allelen an verschiedenen Loci, was bedeutet, dass die Auswahl eines einzelnen SNPs
in einem Bereich hoher LD Informationen liber benachbarte genetische Variationen liefern kann. Ein
hoherer GenScore deutet auf eine bessere genetische Pradisposition fiir hohe Milch- oder Wachstums-
und Fleischleistungen hin (Tabelle 16). Dieser GenScore unterstitzt die Auswahl von Zuchtbullen und
potentiellen Bullenmittern, um Tiere mit hohem genetischem Potenzial zu identifizieren und gezielt
in der Zucht einzusetzen.

Tabelle 16: Top 10 DSN-Kiihe des Geburtsjahres 2023 mit den hchsten GenScores fiir Milchmenge in kg
in der 1. Laktation. Die Werte sind Mengenangaben liber dem Populationsmittelwert.

ID Milch kg Eiweil} kg Eiweill % Fett kg Fett % Geburtsgewicht
Kuh Nr.1 492 21.0 0.136 -28.2 1.018 -3.1
Kuh Nr.2 492 2.0 0.196 -20.0 0.228 9.6
Kuh Nr.3 492 27.2 -0.032 -41.4 0.790 -7.0
Kuh Nr.4 492 24.4 0.344 -12.2 1.190 8.5
Kuh Nr.5 492 18.2 0.082 -33.2 0.356 -1.3
Kuh Nr.6 492 4.8 0.178 -28.2 0.004 -3.7
Kuh Nr.7 0 40.6 0.064 -33.2 1.010 -4.3
Kuh Nr.8 0 21.0 0.082 -15.0 1.018 1.4
Kuh Nr.9 0 7.2 -0.102 21.6 0.920 -14.4
Kuh Nr.10 0 24.4 0.344 11.6 1.176 1.6
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Die Entwicklung und Anwendung des GenScores basierend auf GWAS-Ergebnissen ist ein Hilfsansatz
zur Verbesserung der Milch-, Wachstums- und Fleischleistungsmerkmale solange keine gesicherten
genomischen Zuchtwerte berechnet werden kénnen.

4.6.2 Verbesserung anderer Merkmale

In gleicher Weise wurde ein GenScore fiir die klinische Mastitis entwickelt, da Mastitis eine der
haufigsten Krankheiten bei Kiihen darstellt. Tiere mit einer héheren genetischen Resistenz gegen
Mastitis sind besonders vorteilhaft flr die Zucht.

Fir die anderen untersuchten Merkmale ware die Berechnung eines solchen GenScores grundsatzlich
moglich, sofern signifikante GWAS-Ergebnisse vorliegen. Flr die Nutzung in den Betrieben haben wir
jedoch nach Gesprachen mit allen Beteiligten davon abgesehen, GenScores fiir weitere Merkmale fir
die Betriebe vorzubereiten. Vielmehr geht es um die Reduktion der Komplexitat. Zu viele
Selektionsparameter konnen verwirren und die Zuchtentscheidung im Zuchtverfahren erschweren. Die
Konzentration auf Gewichts-, Wachstums- und Fleischleistung war das primare Ziel des Projekts und
wurde erfolgreich erreicht.

4.7 Long-Read Sequenzierung

Mit Long-Read Sequenzierungen kénnen neue bislang nicht sichtbare genetische Marker gefunden
werden, die mit den bereits untersuchten Merkmalen zusatzlich assoziiert sein kdnnen oder die selbst
ursachliche Mutationen fiir schon identifizierte Effekte sind. Die Long-Read Sequenzierungsdaten der
10 DSN-Tiere lagen vollstandig im Juli 2023 vor. Fir eine Datenanalyse auf hdchstem Niveau des
gegenwartigen Wissens haben wir die Zusammenarbeit mit dem ,Long Read Consortium“ gefestigt, in
dem wir aktiv an der Etablierung einer Analysestrategie mitarbeiten. Um die strukturellen Varianten
(SVs) zu identifizieren, mussten die Sequenzdaten in einer Pipeline prozessiert werden (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Pipeline
Sequenzierungsdaten.
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Die durchschnittliche Lange der Reads aus den Long-Read Sequenzierungsdaten fiir unsere 10 DSN-
Tiere ist mit 15 kb sehr lang und somit fiir die Detektion von SVs wie langen Deletionen, Insertionen,
Duplikationen, Inversionen und Translokationen geeignet (Abbildung 19). Um sicherzustellen, dass die
Long-Read Sequenzdaten von hoher Qualitat sind, wurden Validierungsschritte durchgefiihrt. Dabei
wurde die Long-Read Sequenzierungsdaten zunachst benutzt, um SNPs zu identifizieren. Es waren 5
DSN-Tiere vorhanden, die sowohl mit Long-Reads als auch Short-Reads sequenziert wurden. Die
Konkordanz zwischen den identifizierten SNPs aus Long-Reads und Short-Reads betrug 96.0%, was
darauf schlielRen lasst, dass die Long-Read Sequenzdaten zuverldssig sind.
Read Lengths
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Abbildung 19: Ubersicht zu den Read-Léngen aus der Long-Read Sequenzierung.

Mit den Long-Read Sequenzdaten konnten wir insgesamt 44.337 SVs identifizieren, die auf Qualitat
getestet wurden (CR > 90%; PASS). Diese setzen sich zusammen aus 22.957 Insertionen, 20.647
Deletionen, 129 Duplikationen, 192 Inversionen und 412 Translokationen. Die meisten SVs sind kurz,
jedoch wurden auch Deletionen, Duplikationen und Inversionen mit einer Ldnge von Uber 20 kb
identifiziert (Abbildung 20). 25.214 SVs haben eine Ldnge >150 bp. Diese setzen sich zusammen aus
13.285 Insertionen, 11.612 Deletionen, 129 Duplikationen und 188 Inversionen. Die identifizierten SVs
werden in Form von GVCF- und SNF-Dateien an das Long-Read Consortium Ubergeben, wo sie
zusammen mit den SVs von anderen Rassen prozessiert werden, um eine Datenbank mit den SVs vieler
verschiedener Rinderrassen zu generieren. Die Ubergabe erfolgt, sobald die Richtlinien fiir die
Identifizierung der SVs und Datenlbermittlung im Consortium geklart sind.

T

0 20 4ID EID g0
SV Lange [kb]

Abbildung 20: Strukturelle Varianten in Bezug zu ihrer Lénge in Kb. Es wurden 22.957 Insertionen (INS),
20.647 Deletionen (DEL), 129 Duplikationen (DUP), 192 Inversionen (INV) und 412 Translokationen
(TRA) gefunden.
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AnschlieBend erfolgt die Imputation der strukturellen Varianten, die mithilfe von Long-Read-
Sequenzdaten identifiziert wurden, in die DSN-Population. Dies ermdglicht die Durchfiihrung
genomweiter Assoziationsstudien unter Verwendung dieser SVs. Die weltweit flhrenden
Forschungsgruppen haben bereits mehrfach gezeigt, dass solch drastische strukturelle DNA-Varianten
die Ursache flr Unterschiede in Merkmalen sein kénnen.

Unser Ziel ist es, SVs in der DSN-Population zu identifizieren, die kausale Mutationen (SNPs und SVs)
flr bereits nachgewiesene genetische Assoziationen zwischen Genotyp und Merkmalen sein kénnen.
Diese Merkmale umfassen unter anderem die Milchmenge und -zusammensetzung, Mastitis,
Endoparasitenbefall und Fruchtbarkeit. Die Identifizierung ursachlichen Mutationen ermdoglicht eine
direkte Selektion auf genetische Varianten, was die Genauigkeit der genomischen Selektion signifikant
erhoht. Dies ist besonders wichtig fir kleine Populationen, in der die GroRe der Lernstichprobe immer
relativ klein bleibt. Es ist erwahnenswert, dass diese Arbeiten Uber das Projektende hinaus
weiterverfolgt werden.

4.8 Wissenstransfer und Praxisseminare

Von zentraler Bedeutung in diesem Projekt war das Ziel, einen effizienten Wissenstransfer mit den an
dem Projekt beteiligten Partnern zu gewahrleisten. Einerseits sollte hierbei Gber den aktuellen
Forschungsstand berichtet und sich ausgetauscht werden, um gemeinsame Interessen zu finden und
damit Kooperationsmoglichkeiten aufzuzeigen. Andererseits soll der wissenschaftliche Austausch
mogliche Uberschneidungen mit anderen Forschungsprojekten ausschlieRen. AuRerdem sollen die
Ergebnisse regelmallig den Praxisbetrieben vorgestellt, deren Nutzen erldutert und mit ihnen
diskutiert werden.

Insgesamt wurden die Projektergebnisse auf 19 Praxisseminaren/Meetings, 11 Konferenzen und
3 Messen prasentiert (Tabelle 17). Hervorheben mochten wir die von der HU Berlin organisierten
Veranstaltung, an denen Vertreter der Praxisbetriebe, des Zuchtverbands, des vit, des BLE und
internationale Wissenschaftler, die auch an kleinen Populationen arbeiten, teilgenommen haben, um
die Erkenntnisse aus diesem und anderen Projekten vorzustellen, zu diskutieren und Expertise auf
hohem Niveau zu erlangen. Dabei handelt es sich um die folgenden Veranstaltungen: DSN-Meeting am
13.02.2017, DSN-Symposium am 13.06.2018, Fachgesprach ,Erhaltung/Biodiversitat in kleinen
Nutztierrassen“ am 26.10.2021 und DSN-Symposium am 27.10.2021.

Die zahlreichen WissenstransfermaRnahmen, darunter nationale und internationale Konferenzen,
haben wesentlich zur zunehmenden Aufmerksamkeit fiir die Rasse DSN beigetragen haben. Diese
Malnahmen ermoglichten einen intensiven Austausch von Fachwissen und Erfahrungen, wodurch das
Bewusstsein und Interesse an der Rasse sowohl auf nationaler als auch auf internationaler Ebene
gestarkt wurde.

Tabelle 17: Auflistung aller Praxisseminare und Konferenzen.

Veranstaltung, Datum Beitrag, Zielgruppe

Messe EuroTier 2016, Beitrag: Prospekte und Poster, Beantwortung von Fragen durch P. Korku¢
Hannover, 15.-18.11.2016

DSN Nachzuchtbesichtigung Beitrag: Prasentation, Prospekte und Poster zu dem Projektvorhaben und
und Mitgliederversammlung, ersten Ergebnissen von P. Korku¢ (Ein Poster wurde im Betrieb
Agrargenossenschaft aufgehiangt.)

Grafendorf, 1.12.2016 Teilnehmer: Betriebsleiter der am Projekt beteiligten DSN Agrarbetriebe,

Mitarbeiter der RBB und der HU Berlin (AG Brockmann).
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Internationale Griine Woche,
Berlin, 20.-29.01.2017

Beitrag: Prospekte lagen am Stand der RBB aus.
Zielgruppe: Messebesucher

DSN Meeting, Humboldt-
Universitat zu Berlin,
13.02.2017

Dieses Meeting wurde von der HU Berlin organisiert.

Beitrag: Prasentation des DSN-Projekts

Zielgruppe: Mitarbeiter vom RBB, vit, der HU Berlin (AG Brockmann) und
der Universitat GieBen (AG Konig)

45 Jahre DSN-Genreservezucht

in Brandenburg, Grafendorf,
23.06.2017

Beitrag: Prospekte
Zielgruppe: Die am Projekt beteiligten Agrarbetriebe, RBB, Veranstalter
und Besucher der Tierschau

9. Frankenhausener
Zichtertagung, Hessische
Staatsdomane Frankenhausen,
03.-04.11.2017

Beitrag: Prasentation von P. Korku¢ zu derzeitigen Forschungstand des
DSN-Projekts und Prospekte

Zielgruppe: Mitarbeiter diverser DSN-Agrarbetriebe aus Hessen,
Brandenburg und Mecklenburg-Vorpommern, aber auch Mitarbeiter von
Zuchtverbinden (z.B. RBB) und von Hochschulen/ Universitaten

DSN Nachzuchtbesichtigung
und Mitgliederversammlung,
Agrargenossenschaft
Grafendorf, 22.11.2017

Beitrag: Prasentation von P. Korku¢ zu derzeitigen Forschungstand des
DSN-Projekts

Zielgruppe: Vertreter der am Projekt beteiligten DSN-Agrarbetriebe,
Mitarbeiter der RBB und der AG Brockmann

WCGALP 2018, Auckland,
Neuseeland, 11.-16.02.2018

Beitrag: Prasentation von P. Korku¢ tiber die optimale
Imputationsstrategien
Zielgruppe: Internationale Wissenschaftler

DSN-Symposium, Humboldt
Universitat Berlin, AG
Brockmann, 13.06.2018

Dieses Meeting wurde von der HU Berlin organisiert.

Beitrag: Prdsentation der Ergebnisse innerhalb des DSN-Projekts durch
P. Korkué, S. Meier, dreier Bachelorarbeiten und C. Buchholz (RBB)
Zielgruppe: Mitarbeiter der RBB, vit, HU Berlin, Uni GieRen, des
Ministeriums fir Landliche Entwicklung, Umwelt und Landwirtschaft, der
Bundesanstalt fur Landwirtschaft und Erndhrung und Vertreter aller
beteiligten Agrarbetriebe. Bei dem DSN-Symposium wurde mit allen
Teilnehmenden angeregt diskutiert.

DSN Nachzuchtbesichtigung
und Mitgliederversammlung,
Agrargenossenschaft
Grafendorf, 30.11.2018

Beitrag: Prasentation von S. Meier zu Kaseinvarianten und
Abstammungsrichtigkeit in DSN

Zielgruppe: Vertreter der am Projekt beteiligten DSN-Agrarbetriebe,
Mitarbeiter der RBB und der AG Brockmann

DSN Nachzuchtbesichtigung
und Mitgliederversammlung,
Grafendorf, 6.12.2019

Beitrag: Prasentation von P. Korku¢ und S. Meier zu derzeitigen
Forschungstand des DSN-Projekts

Zielgruppe: Vertreter der am Projekt beteiligten DSN-Agrarbetriebe,
Mitarbeiter der RBB und der AG Brockmann

2020

Tagungen (DGfZ/GfT-Vortragstagung 2020, Internationalen Kongress fur
Rind und Schwein) und Praxisseminare (DSN-Nachzuchtbesichtigung und
die DSN Mitgliederversammlung) wurden aufgrund der Corona-Pandemie
abgesagt.

DSN-Projekttreffen, RBB
Rinderproduktion Berlin-
Brandenburg, GroR Kreutz,
12.04.2021

Beitrag: Prasentation von P. Korku¢ zu derzeitigen Forschungstand des
DSN-Projekts

Zielgruppe: Vertreter der HU Berlin (G.A. Brockmann), der RBB

(C. Buchholz, M. Thiele), der DSN-Betriebe und des Vereins Genreserve
DSN e.V. (M. Jansch und M. Hartmann)

ISAG 2021, Online Konferenz,
26.-30.07.2021

Beitrag: Posterprasentation
Zielgruppe: Internationale Wissenschaftler
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DSN-Nachzuchtbesichtigung,
Agrargenossenschaft
Grafendorf, 3.08.2021

Beitrag: nur Teilnahme
Zielgruppe: Vertreter der HU Berlin (U. Mller, P. Korku¢), der RBB (C.
Buchholz, M. Thiele), der DSN-Betriebe und des Vereins Genreserve DSN

EAAP 2021, Davos, Schweiz,
30.08-03.09.2021

Beitrag: Vortrag zum DSN-spezifischen SNP-Chip von G. B. Neumann
Zielgruppe: Internationale Wissenschaftler

BMEL Kongress zur Zucht von
Rind und Schwein, Berlin, 6.-
7.10.2021

Beitrag: Nur Teilnahme
Zielgruppe: Politiker, Professoren, und Wissenschaftler

Treffen Rotbunt DN (RBB
Rinderproduktion Berlin-
Brandenburg, GroR Kreutz,
14.10.2021

Beitrag: Prasentation mit Ubersicht Giber DSN-Projekt von P. Korku¢
Zielgruppe: Vertreter der HU Berlin (G.A. Brockmann, P. Korku¢), der RBB
(C. Buchholz, M. Thiele), der vit (D. Segelke), der RSH (H. Kahle), der
Agrargen. Grafendorf (M. Jansch, M. Hartmann)

Fachgesprach
»Erhaltung/Biodiversitat in
kleinen Nutztierrassen”, Online
Meeting, 26.10.2021

Dieses Online-Meeting wurde von der HU Berlin organisiert.

Beitrag: Moderation des Fachgesprachs durch G.A. Brockmann,
Prasentation des DSN-Projekts durch P. Korku¢ und ausfihrliche
Diskussion Uber die Ziichtung in kleinen Rinderpopulationen

Zielgruppe: Vertreter der HU Berlin (G.A. Brockmann, P. Korku¢) und des
BLE (J. Bremond), verschiedene Wissenschaftler, die an kleinen
Rinderpopulationen forschen und Interessierte aus diversen
Arbeitsgruppen

DSN-Symposium, RBB
Rinderproduktion Berlin-
Brandenburg, GroR Kreutz,
27.10.2021

Dieses Meeting wurde von der HU Berlin organisiert.

Beitrag: Moderation des Fachgesprachs durch G.A. Brockmann,
Prasentation des DSN-Projekts durch P. Korku¢ und ausfihrliche
Diskussion Uber die Ziichtung in kleinen Rinderpopulationen
Zielgruppe: Vertreter der HU Berlin (G.A. Brockmann, P. Korku¢,

U. Mdller, G.B. Neumann), der RBB (C. Buchholz, M. Thiele), von DSN-
Betrieben und des Vereins Genreserve DSN (Agrargen. Grafendorf,
Zullsdorf und Havelstrand), des BLE (J. Bremond)

50 Jahre Genreservezucht in
Brandenburg, DSN-Fachtagung,
Herzberg, 16.06.2022

Beitrag: Prasentation ,Was lesen wir aus dem Genom der DSN?“ von G.A.
Brockmann

Zielgruppe: Vertreter der am Projekt beteiligten DSN-Agrarbetriebe,
Mitarbeiter der RBB und der AG Brockmann

WCGALP 2022, Rotterdam,
Niederlande, 3.-8.07.2022

Beitrag: Prasentation von P. Korku¢ zu verbesserten GWAS mit DSN200K-
Chip
Zielgruppe: International Wissenschaftler

DGfZ- und GfT- Vortragstagung
2022, Kiel, 21.-22.09.2022

Beitrag: Prasentation von P. Korku¢ zu verbesserten GWAS mit DSN200K-
Chip
Zielgruppe: Deutsche Wissenschaftler und Tierziichter

BMEL Kongress zur Zucht und
Erhaltung alter und bedrohter
einheimischer Nutztierrassen,
Bonn, 26.-28.09.2022

Beitrag: Prasentation ,,DSN: Informationen der Genanalyse, neue
Merkmale & Zuchtwertschatzung, praktische Zuchtarbeit”, von G.A.
Brockmann, S. Konig (Universitat GieBen) und C. Buchholz (RBB)
Zielgruppe: Politiker, Professoren, Tierzlichter, Vertreter von Betrieben

DVG-Vet-Congress 2022, Berlin,
13.-15.10.2022

Beitrag: Prasentation von P. Korku¢ zu verbesserten GWAS mit DSN200K-
Chip
Zielgruppe: Tiermediziner

Messe EuroTier 2022,
Hannover, 16.11.2022

Beitrag: Prasentation von G.A. Brockmann zu ,,DSN - Eine alte und
bedrohte Rinderrasse im Fokus der Wissenschaft”
Zielgruppe: Messebesucher

Zoom Meeting RBB, 16.01.2023

Beitrag: Besprechung des Fortlaufens der DSN-Projekt Typisierung
Teilnehmer: Vertreter von RBB (C. Buchholz), vit (R. Reents), IfN
(A. Wagener) und HU Berlin (G.A. Brockmann, P. Korku¢, G.B. Neumann)
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RBB Meeting, Grol} Kreutz, mit
Dr. Jan-Hendrik Osmers,
31.05.2023

Beitrag: Ubersicht (iber DSN-Projekt und Besprechung des Fortlaufens des
Projekts nach Projektende

Teilnehmer: J.-H. Osmers, G.A. Brockmann, P. Korkué, Vertreter von RBB
und HU Berlin

Arche Warder, Warder,
21.07.2023

Beitrag: Prasentation des DSN-Projekts ,Was lesen wir aus dem Genom
der DSN?“, G.A. Brockmann
Zielgruppe: Mitarbeiter der Arche Warder, Besucher

ISAG 2023, Kapstadt, Stidafrika
3.-7.07.2023

Beitrag: Poster Uber Ergebnisse aus GWAS mit Milch ,,New loci for milk
production traits in German Black Pied (DSN) cattle using whole-genome
sequencing data“ von P. Korku¢

Beitrag: Poster tUber Diversitdt in DSN “High genetic diversity is
maintained in the endangered breed of German Black Pied cattle (DSN)”,
G.A. Brockmann

Zielgruppe: Internationale Wissenschaftler

Teilnahme: P. Korku¢, G.A.Brockmann

EAAP 2023 Lyon, Frankreich,
26.08.-2.09.2023

Beitrag: Prasentation Gber funktionelle Information der Sequenzdaten
von DSN ,,Functional information embedded in the unmapped short reads
of whole-genome sequencing”, G.B. Neumann

Zielgruppe: Internationale Wissenschaftler

Teilnahme: G.B. Neumann, G.A.Brockmann

WRC 2023, Berlin, Deutschland,
9.-11.09.2023

Beitrag: Poster Uiber Erhaltung gefahrdeter Rassen wie DSN ,,Conservation
measures for endangered livestock populations: A case study in
Deutsches Schwarzbuntes Niederungsrind (DSN)“, G.B. Neumann
Zielgruppe: International Wissenschaftler

DGfZ- und GfT- Vortragstagung
2023, Kiel, 13.-14.09.2023

Beitrag: Prasentation von P. Korku¢ zu GWAS mit Milchleistungsdaten
»,Neue Loci fur Milchproduktionsmerkmale beim Deutschen
Schwarzbunten Niederungsrind (DSN) basierend auf
Gesamtgenomsequenzdaten”, P. Korku¢

Zielgruppe: Deutsche Wissenschaftler und Tierziichter

Teilnahme: G.A. Brockmann, G.B. Neumann, P. Korku¢

Meeting RBB, 14.11.2023

Ubersicht Giber DSN-Projekt und Besprechung des Fortlaufens des
Projekts nach Projektende
Teilnahme: J.-H. Osmers, M. Thiele, P. Korkué, G.A. Brockmann

DSN-Nachzuchtbesichtigung
und Mitgliederversammlung,
Agrargenossenschaft
Grafendorf, 8.11.2023

Beitrag: Prasentation der Projektergebnisse, Diskussion des
Wissenstransfers, P. Korkué¢, U. Miller, G.A. Brockmann

Teilnehmer: Vertreter der HU Berlin (U. Mdller, P. Korku¢, G.A.
Brockmann), der RBB (J.-H. Osmers, M. Thiele), der DSN-Betriebe und des
Vereins Genreserve DSN

Die Veroffentlichungen, die im Rahmen des DSN-Projekts in nationalen und internationalen
Fachzeitschriften gemacht wurden, sind unter Abschnitt 10 ,Ubersicht aller im Berichtszeitraum
realisierten Veroffentlichungen zum Projekt, bisherige geplante Aktivitditen zur Verbreitung der

Ergebnisse” gelistet.
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5 Diskussion der Ergebnisse und Schlussfolgerungen

5.1 Aufbau der Gewebe-, Phdnotypen- und Genotypen-Datenbanken

Das Ziel des Projekts wurde erfolgreich erreicht. Innerhalb des Projektzeitraums konnten wir insgesamt
6.075 Proben sammeln, daraus die DNA isolieren und mittels verschiedener Techniken genotypisieren.
Die Proben und Daten sind in folgenden Banken abgelegt:

Gewebeproben: HU Berlin, IfN Schénow
DNA: HU Berlin, IfN Schénow
SNP-Chip-Genotypen: HU Berlin, vit

Genotypen auf Gesamtgenom imputiert: HU Berlin
Sequenzdaten: HU Berlin, vit

Phanotypen: HU Berlin, vit

Die methodische Vielfalt hat unsere Forschung und den Erkenntnisgewinn malRgeblich bereichert und
ermoglicht, ein breites Spektrum an genetischen Informationen zu erfassen. Allerdings stellte das
Zusammenfihren der Daten aus den verschiedenen Techniken sowohl hinsichtlich der Datenanalyse
als auch der Integration in die Datenbanken von vit eine Herausforderung dar. Im vit werden die Daten
fir die Abstammungskontrolle benutzt und kénnen vom Zuchtverband RBB und den
landwirtschaftlichen Betrieben eingesehen werden.

Durch die im Projektzeitraum generierten Gesamtgenomsequenzdaten konnten die Daten aus
verschiedenen Typisierungstechniken sinnvoll zusammengefiihrt und anschlieRend z.B. fir
genomweite Assoziationsstudien genutzt werden. Die Benutzung weniger unterschiedlicher SNP-Chips
zur Genotypisierung ist flir zuklinftige Projekte erstrebenswert.

In Bezug auf die Ubermittlung der Genotypen an vit war die Verwendung des Eurogenomics EuroG MD
Chips zur Genotypisierung der DSN-Tiere ein geeigneter Losungsansatz, da dieser SNP-Chip
routinemaRig fir die Genotypisierung der Holstein-Population verwendet wird. Durch den breiten
Einsatz ist dieser Chip derzeit die kostenglinstigste Genotypisierungsoption. Zudem ist durch die
bestehende Routine eine schnelle Datenlbermittlung an vit und in der Folge auch an den
Zuchtverband RBB und die landwirtschaftlichen Betriebe gesichert.

Die Sequenzierung der DSN und die Veroffentlichung der Sequenzdaten im 1.000-Bullengenom-Projekt
erlaubte uns den Zugriff auf Gesamtgenomsequenzdaten von Uber 5.000 Rindern aus Uber
50 verschiedenen Rinderrassen. Diese Daten aus dem 1.000-Bullengenom-Projekt wurden fiir die
Imputationsstudie, vergleichende Analysen zwischen DSN und anderen Rassen, insbesondere auch
Holstein, und auch das Design des DSN200K-Chips verwendet.

Eine weitere Herausforderung war die Anpassung der diversen Genotyp-Daten an das aktualisierte
Referenzgenom ARS-UCS1.2. Wahrend des Projektzeitraums wurde in 2018 das Rindergenom von der
Version UMD3.1 auf die neue Version ARS_UCD1.2 aktualisiert. Dadurch mussten alle bis dato
gesammelten Genotyp-Daten an das neue Bos taurus Referenzgenom angepasst und bisher generierte
Pipelines iberarbeitet werden, was zeitaufwendig war, aber erfolgreich durchgefiihrt wurde.

Bezliglich der Long-Read Sequenzierung war die groflte Herausforderung die Isolation
hochmolekularer DNA. Dabei konnte nicht auf Standard-Protokolle zur DNA-Isolation aus Gewebe-,
Blut- oder Spermaproben zugegriffen werden. Spezielle Protokolle mussten fiir das Rind verfeinert und
angepasst werden. Das von uns etablierte Protokoll wurde mit dem Long-Read Consortium geteilt.
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5.2 Imputation auf Gesamtgenomsequenz

Durch die Imputation von genomweiten Sequenzdaten in Genotyp-Daten, die durch SNP-Chips erzeugt
wurden, gelingt es, hochdichte genomweite Sequenzdaten fiir alle genotypisierten Tiere zu erhalten.
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die in silico Imputation ein machtiges Werkzeug darstellt,
um genetische Analysen in der Rinderzucht mit hohem Informationsgehalt, effizient und kostengtinstig
durchzufiihren. Der Prozess, bei dem Genotypen von geringer Dichte, wie die vom lllumina
BovineSNP50 BeadChip mit etwa 54K SNPs, auf ein Niveau von Gesamtgenomsequenzdaten imputiert
werden, ist ein Schlisselelement, um die Anzahl der hoch-informativen Tiere fir Analysen wie GWAS
effizient zu steigern. Die hohe Imputationsgenauigkeit, eine entscheidende Voraussetzung fiir die
Richtigkeit der imputierten Genotypen, hdngt von verschiedenen Faktoren ab. Die von uns
durchgefiihrten umfangreichen Analysen zur Ermittlung der optimalen Imputationsstrategie fir
unsere DSN-Population zeigten, dass publizierte Strategien nicht uneingeschrankt anwendbar waren.

Die von uns durchgefihrte Studie offenbarte wichtige Erkenntnisse beziiglich der
Imputationsgenauigkeit in  Abhdngigkeit von dem benutzten Phasing-Verfahren, der
Imputationssoftware, der 1- oder 2-Schritt-Imputation, und der Zusammensetzung der
Referenzpopulation. Die Erkenntnisse wurden benutzt, um die Genotyp-Daten aus SNP-Chips mit
hochster Imputationsgenauigkeit auf Sequenzniveau zu imputieren. Die LOsungsansatze, bieten
wertvolle Einblicke fir zukiinftige Forschungsarbeiten in diesem Bereich.

5.3 Genomweite Assoziationsstudien

Durch das Zusammenfiihren der Genotypen von diversen SNP-Chips und Gesamtgenomsequenzierung
konnten GWAS fiir Milch-, Wachstums- und Fleischleistung und anderen Phdanotypen mit einer deutlich
hoheren Tieranzahl, einer signifikant hoheren Markerdichte und fir DSN funktionell bedeutsamen
Markern durchgefiihrt werden. Nur dadurch konnte eine Vielzahl von genomischen Loci mit Einfluss
auf die untersuchten Merkmale in DSN identifiziert werden.

Durch die Nutzung von imputierten Gesamtgenomsequenzdaten fir die Analyse von Milch-,
Wachstums- und Fleischleistung war es uns zudem moglich, die signifikanten Effekte zwischen den
Genotypen und den untersuchten Merkmalen auf einzelne Regionen runter zu brechen und bestimmte
Gene zu favorisieren, darunter auch die Region bei MGST1, die sowohl mit Milchfettgehalt als auch
dem Geburtsgewicht assoziiert wurde. Regionen, die den Eiweillgehalt beeinflussten, wurden auf
Chromosom 6 bei dem Kaseingen CSN1S1 und auf Chromosom 10 bei GNG2 gefunden. Fiir die Protein-
und Fettmenge wurden Regionen auf Chromosom 1 bei FGF12, fiir Milchmenge auf Chromosom 1 bei
HTR3C, fir die Milch- und Proteinmenge auf Chromosom 8 bei TLE4 und fur die Milch- und Fettmenge
auf Chromosom 27 bei TNKS gefunden. Die Ergebnisse aus der Milchleistung wurden mit einer
ausreichend grofRen Stichprobe von 2.160 DSN-Kiihen durchgefiihrt und sind sicher.

Der bei DSN-Kiihen identifizierte MGSTI1-Locus fir den Fett- und Proteingehalt wurde
Ubereinstimmend mit bereits veroffentlichten GWAS-Ergebnissen in verschiedenen Holstein-
Populationen und diversen anderen Rassen wie Braunvieh, Fleckvieh, Normande und Montbéliarde
gefunden (Ning et al., 2017; Pausch et al., 2016; Tribout et al., 2020; Wang et al., 2012). Ebenso wurden
wie in DSN auch in zahlreichen unabhangigen Studien in verschiedenen Rassen Assoziationen mit dem
Kasein-Gencluster auf Chromosom 6 fiir den Proteingehalt, dem Locus auf Chromosom 10 fiir den
Proteingehalt, dem Locus auf Chromosom 20 fiir den Proteingehalt und dem Locus auf Chromosom 21
fir die Milchleistung nachgewiesen (Cole et al., 2011; Jiang et al., 2019; Meredith et al., 2012; Nayeri
et al., 2016; Pausch et al., 2016; Sanchez et al., 2017; Tribout et al., 2020).
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Bezliglich der Wachstums- und Fleischleistung wurden erste Einblicke in mogliche genetische Faktoren
geliefert, die das Schlachtkorpergewicht von Bullen beeinflussen kdnnten. Trotz der relativ geringen
StichprobengrofRe von nur 565 Bullen konnten wir erfolgreich genomische Loci fiir Kérpergewicht
identifizieren. Das sind hier bislang Geburtsgewicht und Gewicht im Alter von 3 Wochen. Dies sind
neue Ergebnisse zum Wachstum von Rindern, die wir in DSN gefunden haben und bei anderen
Doppelnutzungsrassen noch nicht beschrieben wurden. Wir haben potenzielle Kandidatengene
identifiziert, deren Funktion hauptsachlich in der neuronalen Entwicklung liegt. Fiir die restlichen
analysierten Phanotypen der Wachstums- und Fleischleistungen konnten bisher keine assoziierten
SNPs identifiziert werden. Eine Erhohung der StichprobengréoRe ist notwendig, um die
Signifikanzschwellen fiir diese Phanotypen zu erreichen. Dafiir wurden bereits weitere DSN-Tiere
genotypisiert. Die Daten wurden jedoch gerade erst erhalten oder sind noch im Prozessieren, so dass
diese Daten noch nicht in Assoziationsanalysen einbezogen werden konnten.

Wachstums- und Fleischleistungsdaten von DSN-Kiithen wurden nicht untersucht, da diese nur sehr
begrenzt zuverladssige Daten zum Fleischansatz liefern, weil sie aus unterschiedlichen Griinden und in
unterschiedlichem Alter zum Schlachten gehen, so dass die Einflussfaktoren auf das Schlachtgewicht
mannigfaltig und schwer kontrollierbar sind.

Die mit GWAS fir verschiedenen Merkmale identifizierten genomischen Loci kdnnen als Basis fiir
Selektionsentscheidungen benutzt werden, um so die Rasse DSN genetisch zu verbessern. Dafiir haben
wir den GenScore als Werkzeug zur Unterstlitzung der Entscheidungsfindung entwickelt. Das
Vorhandensein von genetischen Markern, die einen Effekt auf Milch-, Wachstums- und Fleischleistung
zeigen, kénnen dazu beitragen, zukiinftige Zuchtprogramme hinsichtlich des Doppelnutzungs-
charakters von DSN zu verbessern. So kann zum Beispiel die Selektion auf bevorzugte Allele die
Milchleistung und -zusammensetzung und/oder das Geburtsgewicht verbessern. Vorgesehen ist, die
identifizierten signifikanten SNPs auf den bestehenden Eurogenomics EuroG MD SNP-Chips zusatzlich
zu integriert, um die signifikant mit Milch-, Wachstums- und Fleischleistung assoziierten SNPs
routinemaBig in der Population zu erfassen und zu beriicksichtigen. Signifikante SNPs aus den
durchgefiihrten GWAS, die mit Milchleistung, Mastitis, Fruchtbarkeit oder Endoparasitenresistenz
assoziiert sind, wurden bei dem Design des DSN-spezifischen SNP-Chips (DSN200K-Chip)
bericksichtigt.

Die Erhaltung der Rasse DSN als Zweinutzungsrasse erfordert eine sorgfaltige Balance in der Zucht, um
sowohl die Milch- als auch die Fleischleistung gleichermalRen zu beriicksichtigen. Informationen zu
genetischen Markern fiir Milchproduktion und solche fiir Fleischansatz kénnen helfen, die Selektion
auf den Zweinutzungstyp effizienter zu gestalten ohne dabei die typischen Eigenschaften der DSN-
Rinder zu verlieren. Ziel ist es, eine mogliche negative Beeinflussung der Fleischigkeit bei der Selektion
auf hohere Milchmenge oder umgekehrt, eine Beeintrachtigung der Milchleistung bei starkerer
Berticksichtigung der Fleischleistung zu vermeiden. Dies entspricht dem angestrebten Zuchtziel der
DSN-Betriebe.

Kleine Populationen wie die der DSN stellen besondere Herausforderungen dar, insbesondere wenn
es um die Selektion auf glnstige Allele geht, wahrend gleichzeitig die genetische Vielfalt bewahrt und
Inzucht vermieden werden soll. Dies erfordert eine genaue Planung und Umsetzung von
Zuchtstrategien, um die Ausgewogenheit zwischen Milch- und Fleischproduktion zu gewahrleisten und
gleichzeitig die Gesundheit und Vielfalt der Population zu erhalten.

Die Selektion basierend auf Markern fiir die anderen untersuchten Merkmale (Mastitis,
Exterieurmerkmale, Fruchtbarkeit, Gesundheitsindikatoren, Endoparasitenresistenz) kann dquivalent
zu den Verfahren mit den Markern fiir Milch-, Wachstums- und Fleischleistung erfolgen. Die mogliche
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gegenseitige negative Beeinflussung kann bislang jedoch nicht bericksichtigt werden, da dazu noch
keine Informationen vorliegen.

Aufgrund der engen Verwandtschaft von DSN zu Holstein, konnten die erarbeiteten Resultate auch in
Holstein oder anderen Rassen, die eng mit DSN verwandt sind, Verwendung finden und dort zumindest
Gberprift werden.

Die Ergebnisse unserer GWAS wurden ausfiihrlich mit Vertretern des Genreserve DSN e.V., RBB und
vit diskutiert. Trotz der Herausforderungen, die sich aus der geringen PopulationsgroRe ergeben, wie
die Notwendigkeit, Inzucht zu vermeiden und Zuchtbullen auferhalb der DSN-Population
auszuwahlen, sind die Moglichkeiten zur Verbesserung und Erhaltung der Milch- und Mastleistung
vielversprechend und sollen in der Anpaarungsentscheidung und Auswahl von Jungbullen
beriicksichtigt werden sowie in der Eingruppierung der weiblichen Jungtiere in genetisch besser und
genetisch schlechter veranlagte. Der Zuchtverband und die Betriebe stehen dem aufgeschlossen
gegenuber.

5.4 Okonomischer Zuchtwert

Die Entwicklung eines 6konomischen Zuchtwerts fiir DSN-Bullen basierend auf dem Modell fir
Holstein ist neu. Unser Hauptziel war es, den Lebenszeit-Nettozuchtwert an die speziellen Bediirfnisse
der DSN-Rasse anzupassen, indem wir neben der Milchleistung und Fitnesseigenschaften auch die
Fleischproduktion berlicksichtigten. Fir die Erstellung des DSN-Nettozuchtwerts (DSN Net Merit)
nutzten wir die geschatzten Zuchtwerte von DSN-Bullen und entwickelten einen zusatzlichen
Zuchtwert fur Schlachtgewicht und -qualitat, basierend auf den Schlachtgewichten der Nachkommen.
Ein entscheidender Schritt war die Anpassung der Margengewinne pro Standardabweichung der
deutschen Holsteins auf DSN-spezifische Werte.

In dieser Studie machte der DSN Net Beef 3,7% des DSN Net Merit aus. Diese GroRenordnung stimmt
grob mit den Zuchtstrategien anderer Zweinutzungsrassen in Deutschland Gberein, die die
Berticksichtigung von etwa 5% Fleischmerkmalen im Gesamtverdienstindex von Rassen wie Fleckvieh
und Braunvieh empfehlen. Der DSN Net Merit mit dem Teilindex DSN Net Beef, der nicht stark mit
bestehenden Zuchtwerten korreliert, ist nitzlich, um den Doppelnutzungscharakter der DSN zu
erhalten. Jedoch wird die Fleischleistung indirekt als Leistung der Nachkommen berechnet, was
moglicherweise nicht die gesamte genetische Varianz des Merkmals widerspiegelt.

Die Milchproduktion tragt zwar am meisten zum DSN Net Merit bei, aber eine ausschlielRliche Zucht
auf einen hohen DSN Net Merit wiirde nicht zur Erhaltung der Rasse beitragen. Die Zucht einer
Zweinutzungsrasse darf sich nicht nur auf die Milchleistungsmerkmale konzentrieren, sie muss auch
auf die Menge und Qualitdat des Fleisches der Jungbullen berlicksichtigen. Die letzte
Zuchtwertschatzung fir Fleischmerkmale (Schlachtkérpergewicht, Schlachtkérperform und Fettklasse)
in DSN wurde 2012 durchgefiihrt. Um in der kleinen DSN-Population Kosten zu sparen, wurde die
Zuchtwertschatzung flr Fleisch nicht weitergefiihrt. Seitdem wurde die Rindfleischproduktion unter
kontrollierten Haltungs- und Fitterungsbedingungen nicht mehr systematisch gemessen, so dass es
keine Zuchtwerte gibt. Um diese Liicke zu schlieen, haben wir den DSN Net Beef als Subindex des DSN
Net Merit entwickelt. Das bedeutet, dass eine Selektion auf der Grundlage von DSN Net Merit auch zur
Verbesserung von Schlachtkdrpergewicht, Fleischigkeit und Fettklasse beitragen kann, also von
Merkmalen, die im DSN Net Beef enthalten sind.

Die berechneten DSN Net Merit-Werte wurden erfolgreich an den RBB und die Betriebe
weitergegeben. Neben den Vorteilen des DSN Net Merits als Selektionsinstrument ist eine wesentliche
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Einschrankung, dass der DSN Net Merit preislichen Schwankungen unterliegt. Das macht eine
regelmalige Neuberechnung erforderlich, die tber das Projekt hinaus nicht geleistet werden kann.
Trotz dieser Herausforderungen bleibt der DSN Net Merit ein weiterer Schritt in Richtung einer
umfassenden und spezifischen Zuchtwertschatzung fir Zweinutzungsrassen.

5.5 Funktionelle Annotation von Sequenzvarianten

Das Vorhandensein der Gesamtgenomsequenzdaten ermdglichte einen umfassenden Einblick in
segregierende Sequenzvarianten in DSN. Anhand der Allelfrequenzen und im Vergleich mit anderen
Rassen wurden aus den identifizierten Sequenzvarianten DSN-typische Varianten bestimmt. Fir alle
Sequenzvarianten wurde eine Ubersicht zum potentiellen funktionellen Einfluss auf Gentranskripte in
der DSN-Population erstellt. Die Gesamtgenomsequenzdaten bieten eine reiche Grundlage fir
vielfaltige genetische Untersuchungen. Es wurden sowohl umfassende Untersuchungen zur
Reinrassigkeit, Inzucht und genetischen Diversitat der DSN durchgefiihrt, als auch spezifische Regionen
im Detail analysiert. Ein Beispiel hierfiir sind die Untersuchungen der Sequenzvarianten in der
Kaseinregion auf Chromosom 6, des Locus fir Hornlosigkeit auf Chromosom 1, des Holstein
Haplotyps 5 auf Chromosom 9 und des Gens DGAT1 auf Chromosom 14.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Reinrassigkeit der DSN, zur genetischen Diversitat innerhalb
der DSN-Population und zwischen verwandten Rassen, die signifikanten Ergebnisse der genomweiten
Assoziationsanalysen und Berechnungen der 6konomischen Zuchtwerte der eingesetzten Zuchtbullen
wurden wiederholt ausgiebig mit den Vertretern des Vereins Genreserve DSN e.V., RBB und vit
diskutiert. Im Mittelpunkt der Diskussion stand immer der Informationsgehalt der Ergebnisse und die
Moglichkeiten zur Nutzung dieser Informationen in der angewandten Zuchtarbeit. Die Ergebnisse zur
Reinrassigkeit (>90% DSN-Anteil im Genom) und genetischen Diversitat (Inzucht<2,7%) in der DSN-
Population belegen die aullerordentlich gute Zuchtarbeit in der kleinen Population der DSN im
Zuchtgebiet der RBB in den letzten 30 Jahren. Das heilt gleichzeitig, dass die Strategie zur getroffenen
Auswahl von Zuchtbullen, sehr erfolgreich war. Das ist letztlich der Erfolg des aktiv agierenden DSN-
Zuchtverbands.

Die Erfassung von Sequenzvariationen in diesen Regionen und die Berechnung ihrer Frequenzen bieten
die Moglichkeit, genetische Strategien zu entwickeln, wie zum Beispiel die zlichterische Anreicherung
vorteilhafter Kaseinvarianten in der DSN-Population. Ebenso konnten wir nachweisen, dass das Allel
fir Hornlosigkeit in DSN nicht vorhanden ist und somit keine Mdglichkeit besteht, hornlose DSN zu
ziichten und somit das Tierwohl in diesem Punkt zu verbessern. Zudem wurde gezeigt, dass die DGAT1-
Variante, die fur die hohe Milchleistung bei Holstein-Rindern verantwortlich ist, in der DSN-Population
fixiert ist und somit nicht zur weiteren Steigerung der Milchleistung genutzt werden kann. Diese
Beispiele illustrieren nur einen kleinen Teil der vielfdltigen Anwendungsmoglichkeiten der
Gesamtgenomsequenzdaten.

5.6 Vorschlag von genetischen Markern

In diesem Projekt wurden mittels GWAS genetische Marker identifiziert, die signifikant mit
verschiedenen Milch- oder Fleischleistungsmerkmalen bei DSN-Kiihen oder -Bullen assoziiert sind.
Diese Marker wurden genutzt, um einen genetischen Score (GenScore) zu berechnen, der die
Zuchtwertschatzung unterstiitzt und die Selektion von Tieren mit tiberlegenen Leistungseigenschaften
erleichtert. Fir jeden assoziierten SNP wurde im Ergebnis der Assoziationsanalysen eine Effektgrofe
und die Richtung des Effekts fiir jedes Allels ermittelt. Diese Effekte gehen in die Berechnung des
GenScores fir jedes Tier ein. Dabei wurden alle signifikanten Loci fiir ein Merkmal berlicksichtigt,
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wobei ein hoéherer GenScore auf eine bessere genetische Pradisposition flir hohe Leistungen
hindeutet.

Die Einfiihrung des genetischen Scores, basierend auf GWAS-Ergebnissen, bietet zwar eine effiziente
Methode zur Identifikation und Selektion von Tieren mit hohem genetischen Potenzial in der DSN-
Population, birgt jedoch auch spezifische Herausforderungen. In einer kleinen Population wie der DSN
ist die gezielte Selektion mittels Marker und dem GenScore besonders anspruchsvoll, da die Gefahr
der Erhohung der Inzucht besteht.

Inzucht kann zu einer Verringerung der genetischen Vielfalt und einer Zunahme von gesundheitlichen
Problemen und genetischen Defekten flihren. Daher ist es entscheidend, bei der Anwendung des
GenScores eine sorgfaltige Balance zwischen der Auswahl von Tieren mit (iberlegenen Merkmalen und
der Aufrechterhaltung einer ausreichenden genetischen Diversitat zu finden. Dies erfordert eine
detaillierte Planung und Uberwachung der Zuchtstrategien, um sicherzustellen, dass die genetische
Basis der Population nicht eingeschrankt wird. Die Selektion sollte daher nicht ausschlieRlich auf der
Grundlage des GenScores erfolgen. Vielmehr soll der GenScore als gutes Werkzeug helfen.

Der genetische Score ist ein voriibergehender Bewertungswert fiir ein Tieres, in dem die signifikanten
Effekte summiert werden. Die Integration zusatzlicher genetischer Marker und die Einbeziehung
umweltbedingter Faktoren kdnnten die Vorhersagegenauigkeit des Scores weiter erhéhen. Der Score
kommt dem genomischen Zuchtwert nahe, ersetzt ihn jedoch nicht, weil er nicht das gesamte Genom
bericksichtigt. Das gesamte Genom kann sicher erst berechnet und beriicksichtigt werden, wenn die
GroRe der Basispopulation von derzeit ca. 6.000 auf ca. 10.000 Tiere erweitert werden kann. Das war
in einem Nachfolgeprojekt vorgesehen, das wegen der staatlichen Einsparungen z.Z. leider nicht
durchgefiihrt werden kann.

5.7 Long-Read Sequenzierung

Die Nutzung von Long-Read Sequenzdaten in unserem Forschungsprojekt hat uns ermdglicht, eine
umfangreiche Menge an strukturellen Varianten (SVs) zu identifizieren: Insgesamt wurden 44.337 SVs
erkannt, die sich aus einer Vielzahl von Insertionen, Deletionen, Duplikationen, Inversionen und
Translokationen zusammensetzen und eine hohe Qualitdt aufweisen. Diese SVs bilden die Grundlage
fir den nachsten entscheidenden Schritt — die Imputation dieser strukturellen Varianten in die DSN-
Population. Dies eroffnet die Moglichkeit, genomweite Assoziationsstudien unter Verwendung dieser
neu identifizierten SVs durchzufiihren.

Die Bedeutung dieser strukturellen DNA-Varianten kann nicht genug betont werden. Solche
strukturellen DNA-Mutationen kdnnen Gene oder auch grolRe regulatorische Einheiten entfernen,
zerstoren oder deren Funktion unterbinden. Weltweit fiihrende Forschungsgruppen haben wiederholt
aufgezeigt, dass solche drastischen strukturellen Verdanderungen im Genom Ursachen fir Unterschiede
in verschiedenen Merkmalen sein kdnnen. In unserem Projekt zielen wir darauf ab, SVs in der DSN-
Population zu identifizieren, um die Basis fir die Entdeckung kausaler Mutationen — sowohl SNPs als
auch SVs — fur bereits nachgewiesene genetische Assoziationen zwischen Genotyp und Merkmalen zu
legen. Zu diesen Merkmalen gehoren wichtige Aspekte wie Milchmenge und -zusammensetzung,
Mastitis, Endoparasitenresistenz und Fruchtbarkeit.

Die Identifizierung ursachlicher Mutationen ermoglicht eine direkte Selektion auf genetische
Varianten, was wiederum die Genauigkeit der genomischen Selektion erheblich erhoht. Dies ist
insbesondere fiir kleine Populationen wie DSN von groRer Bedeutung, wo die GroRe der
Lernstichprobe immer relativ klein bleibt. Auf ursachliche Mutationen kann direkt selektiert werden.
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Es ist wichtig zu betonen, dass dieser Arbeitsabschnitt noch nicht abgeschlossen ist und trotz des Endes
des offiziellen Projektzeitraums weiterverfolgt wird. Diese andauernde Forschung ist entscheidend,
um ein tieferes Verstandnis der genetischen Grundlagen von wichtigen landwirtschaftlichen
Merkmalen zu erlangen und somit die Zuchtpraxis und die Genauigkeit der Selektion in kleinen
Populationen wie DSN zu verbessern.

5.8 Fazit

Die Sammlung von Proben, Genotypen und Daten wird auch nach dem offiziellen Ende unseres
Projekts fortgesetzt. Die Genotypisierung wird jedoch mafigeblich von Fordermitteln abhangig sein.
Die kontinuierliche Datenerfassung ermoglicht es jedoch, ein detailliertes und dynamisches Bild der
genetischen Einfllisse auf die Leistungsmerkmale und den typischen Charakter der DSN-Kiihe zu
erhalten. Durch die Erweiterung unserer Analysemethoden, einschlielich der Anwendung von
genomweiten Sequenzierungen und Long-Read Sequenzdaten, konnen wir die Genauigkeit unserer
genetischen Analysen verbessern und dadurch tiefere Einblicke in die funktionalen Faktoren gewinnen,
die sowohl die Milch- als auch die Wachstums- und Fleischleistungen beeinflussen und dariiber hinaus
alle anderen Merkmale.

Zusammenfassend ist dieses Projekt ein bedeutender Schritt in Richtung einer verbesserten
Zuchtauswahl und einer effizienteren Zucht, indem es die genetischen Grundlagen sowohl fiir die
Milch- als auch fiir die Wachstums- und Fleischleistungen bei DSN-Kiihen identifiziert hat, die als
genetische Effekte von identifizierten signifikanten Markern in die praktische Arbeit einflieRen.

5.9 Andere Herausforderungen der DSN-Ziichter

Die Bemihungen zur Verbesserung der Milch- und Fleischleistung bei DSN-Rindern sind zwar wichtige
Aspekte der Zuchtarbeit, sie allein sind jedoch nicht ausreichend, um die aktuellen Herausforderungen
der DSN-Zichter umfassend zu adressieren. Die Ziichter stehen vor einer Reihe von Problemen, die
Uber die genetische Optimierung ihrer Herden hinausgehen.

Ein wesentliches Problem ist der Personalmangel, der zu einer erhdhten Arbeitsbelastung und
Uberarbeitung fiihrt. Dies stellt eine groRe Herausforderung fiir die Betriebsfiihrung und das
Wohlergehen der Tiere sowie der Beschaftigten dar. Zudem verscharfen steigende Energie- und
Futterkosten die wirtschaftliche Situation der Betriebe, was die Rentabilitdt und Nachhaltigkeit der
landwirtschaftlichen Produktion erheblich beeintrachtigt.

Hinzu kommt die hohe Konkurrenz aus dem Ausland, die den Druck auf die heimischen Ziichter weiter
verstarkt. Diese internationale Konkurrenz kann sich negativ auf die Marktposition und Preise der lokal
produzierten Produkte auswirken.

SchlieBlich fehlt es trotz des Engagements des Landes Brandenburg flr die DSN-Tiere an ausreichender
Forderung durch den Staat. Die Unterstitzung in Form von finanziellen Mitteln, subventionierten
Dienstleistungen oder regulatorischen Erleichterungen kdnnte den Ziichtern helfen, diese schwierigen
Zeiten zu Uberstehen und ihre Betriebe zukunftsfahig zu machen.

Diese vielschichtigen Herausforderungen zeigen, dass neben der genetischen Optimierung auch
strukturelle und politische Manahmen erforderlich sind, um die Lage der DSN-Ziichter und damit die
Erhaltung der Rasse DSN nachhaltig zu verbessern.
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6 Angaben zum voraussichtlichen Nutzen und der Verwertbarkeit der
Ergebnisse

Im Rahmen unseres Forschungsprojekts ,,Bereitstellung tierzlichterischer Marker fiir die Verbesserung
der Ziichtung innerhalb der gefdhrdeten Rasse DSN zur besonders tiergerechten und nachhaltigen
Produktion tierischer Erzeugnisse” haben wir intensiv nach genetischen Markern sowohl fiir Milch- als
auch fiir Wachstums- und Fleischleistungsmerkmale gesucht. Unsere Studien konzentrieren sich auf
die Nutzung genomischer Loci, die geeignet sind, die genetische Qualitdt der DSN-Rasse zu verbessern
und dadurch den Gewinn aus der Milchproduktion zu steigern, wobei gleichzeitig der
Doppelnutzungscharakter der DSN gesichert werden soll. Deshalb wurden auch genetische Marker fir
die Fleischproduktion gesucht, um Kopplungen zwischen genetischen Effekten auf die Milch- und
Fleischleistungen zu identifizieren.

6.1 Genotypen

Im Verlauf des Projektzeitraums wurden umfangreiche Genotyp-Daten gesammelt, die vollstdndig in
die Datenbank von vit integriert wurden und nun fiir direkte Abstammungskontrollen zur Verfligung
stehen. Dies ist besonders nitzlich, um Inkonsistenzen oder Fehler in den Aufzeichnungen zu
identifizieren und zu korrigieren, was fiir die Aufrechterhaltung hoher Standards in der Zuchtpraxis
unerldsslich ist. Die Moglichkeit, offene oder falsch zugeordnete Kuh- bzw. Bulle-Kalb-Beziehungen zu
Uberprifen und zu klaren, tragt erheblich zur Verbesserung der Datenqualitdt und -genauigkeit bei,
was wiederum fir erfolgreiche Zuchtentscheidungen und -strategien von entscheidender Bedeutung
ist und falsche Anpaarungen vermeidet.

6.2 Funktionelle Annotation von Sequenzvarianten

Zusatzlich zu den Genotyp-Daten, die in die vit-Datenbank eingelesen wurden, kdnnen spezifische
identifizierte Sequenzvarianten flr weitere wertvolle Moglichkeiten der Selektion benutzt werden. Ein
Beispiel hierfiir ware bei den Kaseinvarianten die mogliche Produktion von A2-Milch. A2-Milch gilt als
bekdmmlicher fiir Menschen und wird in einigen Lander speziell als Nischenprodukt vermarktet. Die
gezielte Selektion von Kihen, die diese spezielle Kaseinvariante aufweisen, konnte daher einen
wirtschaftlichen Vorteil darstellen, wenn A2-Milch besser vermarktet wird. Indem Ziichter diese
genetische Information nutzen, kénnten sie eine kleine Herde aufbauen, die speziell fir die Produktion
von A2-Milch geeignet ist, was wiederum das Angebot an diesem spezialisierten und nachgefragten
Produkt erhéhen wiirde. Die Verfugbarkeit von detaillierten Informationen Uber Sequenzvarianten
eroffnet somit neue Wege fiir die Ziichtung, die nicht nur die Tiergesundheit und Leistungsfahigkeit
bericksichtigen, sondern auch spezifische Marktanforderungen und Konsumentenpraferenzen. Diese
Entwicklung stellt einen Schritt in Richtung einer zielgerichteten und marktorientierten Zuchtstrategie
dar, die es ermdoglicht, auf das spezifische Gesundheitsbewusstsein des Menschen zu reagieren e und
Trends im Milchmarkt effektiv zu bedienen.

Aufgrund der im Projektzeitraum gesammelten umfangreichen genomischen Daten und identifizierten
Sequenzvarianten ist es moglich, effektive Strategien zur Vermeidung von Inzucht in der DSN-
Population zu entwickeln und umzusetzen. Die genetischen Informationen ermdoglichen eine prazise
Berechnung von genomischer Inzucht und tragen maRgeblich dazu bei, den Grad der Inzucht genau zu
bestimmen und zu lberwachen. Darliber hinaus bieten die gesammelten Sequenzvarianten die
Moglichkeit, die genetische Diversitat innerhalb der Population prazise zu berechnen. Diese
Berechnungen sind entscheidend, um eine hohe genetische Vielfalt zu sichern, was wiederum fiir die
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Gesundheit und Leistungsfahigkeit der Rasse von zentraler Bedeutung ist. Diese genomischen Daten
erlauben es auch, geeignete Zuchtbullen auBerhalb der DSN-Population mittels phylogenetischer
Analyse zu identifizieren. Durch die Einbeziehung dieser Bullen kann genetische Vielfalt in die
Population gebracht werden, wahrend die Reinheit der Rasse gewahrt bleibt. Insgesamt bieten die
gesammelten genomischen Daten und Sequenzvarianten eine solide Grundlage, um fundierte
Zuchtentscheidungen zu treffen, die nicht nur die Vermeidung von Inzucht unterstiitzen, sondern auch
zur Erhaltung und Verbesserung der genetischen Diversitdt und Gesundheit der DSN-Population
beitragen.

6.3 Ergebnisse aus der genomweiten Assoziationsanalyse

Die durch GWAS identifizierten SNPs und ihre Assoziationen dienen als Grundlage fir
Selektionsentscheidungen und sind von entscheidender Bedeutung fiir Anpaarungsentscheidungen
und die Vorhersage der Leistung junger Tiere. Bei der Auswahl von Zuchtbullen und der Entscheidung
Uber den Verbleib von Kiihen in der Herde, werden Marker bevorzugt, die hoch signifikant sind und
mit grofRen genetischen Effekten verbunden sind. Diese Marker werden zu einem genetischen Score
zusammengefasst.

Der genetische Score ist als Instrument gedacht, um dem RBB und den Betrieben dabei zu helfen,
fundierte Entscheidungen in der DSN-Zucht treffen zu kénnen. Er soll eine Bewertung der genetischen
Potenziale einzelner Tiere sowohl in Bezug auf Milch- als auch auf Wachstums- und Fleischleistungen
ermoglichen. Durch diesen Score kénnen Betriebe die genetischen Starken insbesondere ihrer jungen
Tiere besser erkennen und nutzen, was zu einer optimierten Zuchtauswahl und einer verbesserten
Produktionsleistung beitragen kann. Das betrifft potentielle Zuchtbullen auf der mannlichen Seite als
auch potentielle Bullenmitter auf der weiblichen Seite.

Die genomischen Informationen aus vorliegenden GWAS mit signifikanten SNP-Effekten fiir einzelne
Merkmale koénnen zur Auswahl von Zuchtbullen aus potentiellen Jungbullen, zur gezielten
Anpaarungsentscheidung zur Verbesserung der Leistung der Nachkommen und zur Vorhersage der
Leistung junger Tiere genutzt werden. Um die Auswahl der Zuchtbullen zu unterstitzen, wurden zu
jedem Bullen folgende Angaben zu den signifikanten SNP fiir Milchleistung und Mastitis
zusammengefasst: SNP Genotyp, Effekt des vorhandenen SNP-Genotyps auf Milch-kg, Fett-%, Fett-kg,
EiweiR-%, Eiweil-kg und Mastitis-Risiko. Die positiven Marker-Allele sind insbesondere bei der
Selektion potentieller Zuchtbullen zu beriicksichtigen. AuBerdem wurden Haplotyp-Effekte fiir den
MGST1-Lokus auf Chromosom 5 angegeben, der Einfluss auf den Milchfettgehalt und das
Geburtsgewicht hat. Fiir jedes Tier wurden die Summeneffekte der Top-Marker an allen signifikanten
Loci fiir das jeweilige Merkmal ausgewiesen. Die Daten wurden in Form einer Excel-Tabelle mit
Sortierfunktion an den RBB und die Betriebe tibergeben.

Die genomischen Informationen sollen auch genutzt werden, um weibliche Tiere vor der Besamung
zur Zuchtentscheidung zu klassifizieren. Dabei werden die Jungtiere in Genreservetiere der 1. Klasse
(die besten/iiberdurchschnittlichen) und Genreservetiere der 2. Klasse (die unterdurchschnittlichen)
eingestuft. Diese Einstufung soll die optimierte Anpaarung an vorhandene Besamungsbullen
unterstltzen. Das Ziel besteht darin, die besten weiblichen Jungtiere (Genreservetiere der 1. Klasse)
mit den besten Bullen anzupaaren, wahrend die unterdurchschnittlichen Tiere auch mit anderen
Bullen angepaart werden konnen. Das betrifft zum jetzigen Zeitpunkt alle in 2023 geborenen
weiblichen Tiere, die auch genotypisiert wurden. Unter Verwendung der gleichen Informationen wie
fir die Jungbullen haben die weiblichen Tiere genomische SNP-Werte erhalten. Diese dienen der
Einstufung der weiblichen Jungtiere in beste und unterdurchschnittliche. Fir jedes Tier wurden die
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Summeneffekte aller signifikanten Loci auf das jeweilige Merkmal ausgewiesen. Auch diese Daten
wurden in Form einer Excel-Tabelle mit Sortierfunktion ibergeben.

Langfristig ist Uber das Projektende hinaus vorgesehen, die Top-SNPs fiir DSN aus der
Assoziationsanalysen in DSN beziglich der Milch-, Wachtsums- und Fleischleistung auf den
bestehenden europdischen Eurogenomics EuroG MD SNP-Chip zu integrieren, um so eine
routinemaRige und schnelle Genotypisierung dieser flir DSN-Zuchtentscheidungen wichtigen SNPs zu
sichern. Hierzu wurden bereits Gesprache mit dem vit und dem RBB gefiihrt.

6.4 Projekt zur Entwicklung eines genomischer Zuchtwerte fiir DSN

Langerfristig arbeiten wir zusammen mit der Justus-Liebig-Universitdt GieBen an der Erarbeitung einer
genomischen Zuchtwertschatzung fir die kleine Population der DSN. Dafiir muss der Datenumfang der
Population jedoch weiterhin vergroRRert werden. Um die Mastleistung zu bewerten, miissen hier auch
kontinuierlich Proben und Daten von mannlichen Tieren gesammelt werden. Um die genomische
Zuchtwertschatzung in DSN zu etablieren, wurde im Rahmen des Bundesprogramm Nutztierhaltung
"MaRnahmen zur nachhaltigen Tierzucht fiir gesunde und robuste Tiere sowie mehr Umwelt- und
Klimaschutz" ein Vorhaben namens ,Strategien zur Erhaltung und ziichterischen Verbesserung des
robusten Deutschen Schwarzbunten Niederungsrindes (DSN) als lebendes Kulturgut” mit den
Projektpartnern der Justus-Liebig Universitat GieRen, dem RBB und vit eingereicht. Dieses Projekt liegt
trotz sehr guter Beurteilung wegen SparmalRnahmen im Ministerium auf Eis.
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7 Gegeniiberstellung der erreichten und der urspriinglich geplanten Ziele;
Hinweise auf weiterfiihrende Fragestellungen
Wahrend des Projektzeitraums 2016-2019 wurden die Arbeitsaufgaben aus

Tabelle 1 bearbeitet. Trotz des verspateten Projektstarts wurden fast alle Arbeitsaufgaben und ihrer
Unteraufgaben erfillt. Auf die einzelnen Arbeitsaufgaben und ihre Unteraufgaben wird im Folgenden
nadher eingegangen.

Tabelle 1: Balkendiagramm mit Meilensteinplanung fiir den Projektzeitraum 2016-20189.

Arbeitsaufgaben Zeittafel (Quartale)
Jahr 2016 2017 2018 2019
Quartal 3lal1]2]3]al1]2]3]4a]1]2

1. Sequenzierung der 25 DSN-Tiere

1.1 Auswahl reprasentativer Tiere (RBB, HUB)

1.2 Bereitstellung der Blut-Proben (RBB)

1.3 Vorbereitung der DNA-Proben (HUB)

1.4 Sequenzierung (an der TU Miinchen) (TUM)

1.5 Ubernahme der Rohdaten (HUB) A

2. Auswertung der Sequenzdaten (HUB)

2.1 Qualitatscheck, Identifizierung von Sequenzvarianten

2.2 Allelfrequenzen innerhalb DSN

2.3 Sequenzvarianten zw. DSN und anderen Rassen B

3. Funktionelle Annotation von Sequenzvarianten (HUB)

3.1 Annotation von Genfunktionen

3.2 Vorschlag von genetischen Markern C

4. Anlegen einer Gewebedatenbank der DSN

4.1 Anschaffung der Tiefkihltechnik, Aufbau der Logistik (HUB)

4.2 Probensammlung von ca. 3000 Tieren (RBB)
DNA- Praparation (HUB), DNA- Langzeitlagerung (IfN)

4.3 Bereitstellung von Phanotypen

4.4 Genotypisierung: 10 Marker, ca. 1500 Tiere (HUB)

4.4. Assoziationsanalyse von SNPs mit Merkmalen (HUB) D

5. Wissenstransfer, Praxisseminare

5.1 Jahrliche Treffen von HUB, RBB und IfN, E E E E E E
DSN-Ziichtertagung 2017/18, Griine Woche (RBB, HUB)

5.2 Workshops (alle) E E

6. Publikationen in Praxis- und Fachzeitschriften

z.B. fur ,,Blickpunkt Rind“, Flyer (HUB) ’ ’ F ’ F

1. Die Arbeitsaufgabe zur Sequenzierung der 25-DSN-Tiere wurde vollstdandig erfillt.
2. Die Arbeitsaufgabe zur Auswertung der Sequenzdaten wurde vollstandig erfiillt.

3. Die Arbeitsaufgabe zur funktionellen Annotation von Sequenzvarianten wurde teilweise erfullt. Es
wurden zwar Gene identifiziert, die Regionen mit hoher Differenz der Allelfrequenz zwischen DSN
und Holstein einhergeht, aber diese Analyse war wegen der begrenzten Tierzahl noch nicht
ausreichend, um genetische Marker fiir die zlichterische Anwendung vorzuschlagen.

4. Die Arbeitsaufgabe zum Anlegen einer Gewebedatenbank der DSN wurde fast vollstandig erfillt.
Eine GWAS mit Milchleistungsdaten und Genotypen vom Illumina BovineSNP50 BeadChip von 657
DSN-Kihen wurde durchgefiihrt. Um die Sicherheit der geschatzten Alleleffekten zu erhéhen
wurde die Genotypisierung von weiteren 1.700 DSN-Kiihen beantragt und genehmigt. Dadurch
war die Genotypisierung einzelner Marker GberflUssig. Flr die Analysen wurde das Projekt um 2
Jahre verlangert.
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5. Die Arbeitsaufgabe zu Wissenstransfer und Praxisseminaren wurde vollstandig erfillt. Es ist
hervorzuheben, dass die HU Berlin ein DSN-Symposium organisiert hat (13.06.2018), auf dem die
Ergebnisse innerhalb des DSN-Projekts den Mitarbeitern der RBB, vit, der Universitdt GieRen, des
Ministeriums fur Landliche Entwicklung, Umwelt und Landwirtschaft, der Bundesanstalt fir
Landwirtschaft und Erndhrung und Vertretern aller beteiligten Agrarbetriebe vorgestellt wurden.

6. Die Arbeitsaufgabe zu Publikationen in Praxis- und Fachzeitschriften wurde vollstandig erfillt.

Wahrend des Projektzeitraums 2020-2021 wurden die Arbeitsaufgaben aus Tabelle 2 bearbeitet. Fast
alle Arbeitsaufgaben und ihrer Unteraufgaben wurden erfiillt. Auf die einzelnen Arbeitsaufgaben und

ihre Unteraufgaben wird im Folgenden naher eingegangen.

Tabelle 2: Erweiterung der Aufgaben des DSN-Projekts flir den Projektzeitraum 2020 — 2021.

Arbeitsaufgaben
Jahr

Zeittafel (Quartale)

2020 2021

Quartal

1]2]3]a1]2]3]4

7. Gewebe- und DNA-Bank mit dazugehorigen Phanotypen

7.1 Sammeln von weiteren Gewebeproben und DNA-Isolierung

7.2 Aktualisierung von Phanotypen und Sammeln neuer Phanotypen
(Totgeburten, Fleischleistung)

8. Bearbeitung der Sequenz- und SNP-Chip-Daten

8.1 Anpassung der bisherigen Datensitze und Uberarbeitung der

wandtschaftsanalysen und Integration in den bisherigen Datensatz +
Wiederholung von 8.3 fir die 150 neu sequenzierten DSN-Tiere

Programme an das neue Update des 1000-Bullengenom-Projekts X

8.2 Integration der in 2019 erhaltenen Genotyp-Daten in die vorhandenen «
Datensdtze

8.3 Qualitatscheck, Identifizierung von Sequenzvarianten der 75 neu « |«
sequenzierten DSN

8.4 Auswahl von weiteren 150 DSN-Tieren fiir die Sequenzierung zur Abbildung
der Population basierend auf genetischer Diversitat, Leistungs- und Ver- « x| x

Assoziationsstudien

8.5 Imputation der 50k SNP-Chip-Daten auf Sequenzlevel fiir alle Tiere X X

9. Analysen der Genotyp-Daten

9.1 Untersuchung der Allelfrequenzen und Diversitat mit neuem unikalen
umfassenden Datensatz innerhalb der DSN-Population und Vergleich XX |x
mit anderen Rassen

9.2 Qualitatstestung der aktualisierten Phanotypen und Vorbereitung fiir < x| x

9.3 Wiederholte genomweite Assoziationsanalyse mit aktualisierten
Phanotypen (Milchleistung, Exterieur, Fruchtbarkeit, Krankheiten, etc.)

9.4 Genetische Marker werden funktionell annotiert und Regionen
quantitativer Merkmale (QTL, ,,Quantitative Trait Locus”) auf
Kandidatengene untersucht

9.5 Vorschlag von genetischen Markern (a) zur Verbesserung der

dem europaischen Ausland

Milchleistung und (b) zur Erhaltung der Diversitat in DSN XX
9.6 Genotypisierung von 10 funktionellen Markern in ca. 1500 Tieren der | x

DSN- Population mit KASP-Assays + anschlieBende Assoziationsstudie
10. Wissenstransfer, Praxisseminare
10.1 Jahrliche Treffen von HUB, RBB und IfN (DSN-Ziichtertagung) X X
10.2 Nationale und internationale Konferenzen (DGfZ, EAAP) X X X
10.3 Organisation und Durchfiihrung einer Veranstaltung mit Vertretern

von Doppelnutzungsrinderrassen aus Deutschland und ggfls. auch aus X XX
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10.

Die Arbeitsaufgabe zur Gewebe- und DNA-Bank mit dazugehorigen Phdanotypen wurde vollstandig
erfillt.

Die Arbeitsaufgabe zur Bearbeitung der Sequenz- und SNP-Chip-Daten wurde vollstandig erfullt.

Die Arbeitsaufgabe zur Analyse der Genotyp-Daten wurden vollstindig erfillt. Es wurden
genetische Marker basierend auf der GWAS mit 1.490 DSN-Kiihen und Genotyp-Daten vom
Illumina BovineSNP50 BeadChip fiir die Verbesserung der Milchleistung vorgeschlagen. Diese
Informationen wurden dem Zuchtverband RBB und den Betrieben direkt vorgelegt. Die Studie
wurde publiziert. Die Genotypisierung von 10 funktionellen Markern in ca. 1.500 Tieren der DSN-
Population mit KASP-Assays und anschlieRende Assoziationsstudie (Arbeitsaufgabe 9.6) wurde
nicht durchgefiihrt, da diese Arbeitsaufgabe mit der durchgefiihrten GWAS mit 1.490 DSN-Kiihen
bereits erfillt wurde.

Die Arbeitsaufgabe zu Wissenstransfer und Praxisseminaren wurde teilweise erfiillt. Durch die
Kontaktbeschrankungen aufgrund der Corona-Pandemie konnten in den Jahren 2020-2021 nicht
alle Konferenzen und Praxisseminare stattfinden. Es ist hervorzuheben, dass die HU Berlin das
Fachgesprach , Erhaltung/Biodiversitat in kleinen Nutztierrassen” als Online-Meeting (26.10.2021)
organisiert hat, auf dem die Projektergebnisse den Vertretern des BLE, verschiedenen
internationalen Wissenschaftlern, die an kleinen Rinderpopulationen forschen, und Interessierten
aus diversen Arbeitsgruppen prasentiert wurden. Einen Tag spater wurde von der HU Berlin ein
DSN-Symposium organisiert (27.10.2021), an dem die Projektergebnisse den Vertretern der RBB,
der DSN-Betriebe und des Vereins Genreserve DSN und des BLE prasentiert wurden.

Wahrend des Projektzeitraums 2022-2023 wurden die Arbeitsaufgaben aus Tabelle 3 bearbeitet. Alle
Arbeitsaufgaben und ihrer Unteraufgaben wurden erfillt. Auf die einzelnen Arbeitsaufgaben und ihre

Unteraufgaben wird im Folgenden ndher eingegangen.

Tabelle 3: Erweiterung der Aufgaben des DSN-Projekts fiir den Projektzeitraum 2022 — 2023.

Arbeitsaufgaben Zeittafel (Quartale)

Jahr 2022 2023

Quartall 1 [2[3[4[1]2]3]4

11. Sammeln von Gewebeproben, Phianotypen und Genotypen

11.1 Sammeln von weiteren Gewebeproben und DNA-Isolierung (m/w) X XX X[ X XiXx X

11.2 Aktualisierung von Phanotypen, Sammeln und Aufarbeitung neuer

Phanotypen zur Fleischleistung

11.3 Genotypisierung von 384 Tieren mit dem DSN-spezifischen SNP-Chip X

11.4 Qualitatscheck und Integration der neuen Genotypen mit den

vorhandenen Genotypen + Imputation der Genotypen auf X X
Sequenzlevel

12. Assoziationsanalysen

12.1 Qualitatstestung der aktualisierten Phdanotypen und Vorbereitung fir

Assoziationsstudien

12.2 Genomweite Assoziationsanalyse mit aktualisierten

Phanotypen der Fleischleistung der DSN-Kiihe und DSN-Bullen

12.3 Genetische Marker werden funktionell annotiert und Regionen

guantitativer Merkmale (QTL, ,,Quantitative Trait Locus”) auf X X X X
Kandidatengene untersucht

12.4 Vergleich der Ergebnisse aus Fleischleistung mit denen aus

Milchleistung

12.5 Vorschlag von genetischen Markern zur Verbesserung der

Fleischleistung
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13. Wissenstransfer/ Praxisseminare

13.1 Jahrliche Treffen von HUB, RBB und IfN (DSN- Zuchtverbandsjubildum) X X
13.2 Nationale und internationale Konferenzen (DGfZ, EAAP) X X
13.3 Konzept fiir optimale Erhaltung der Population + Verfassen des

Abschlussberichts X
14. Erweiterung der Ziele um Long-Read Sequenzierungsdaten XX X

11. Die Arbeitsaufgabe bezliglich des Sammelns von Gewebeproben, Phanotypen und Genotypen
wurde vollstandig erfillt.

12. Die Arbeitsaufgabe zu den Assoziationsanalysen wurde vollstandig erfiillt.
13. Die Arbeitsaufgabe zum Wissenstransfer und den Praxisseminaren wurde vollstdndig erfillt.

14. Die Arbeitsaufgabe zur Analyse der Long-Read Sequenzierungsdaten wurde vollstandig erfllt. Die
identifizierten strukturellen Varianten sollen zur Imputation in die SNP-Daten aller DSN-Tiere
benutzt werden. Eine nachfolgende genomweite Assoziationsstudie soll strukturelle Varianten
finden, die mit der Milch-, Wachstums, oder Fleischleistung assoziiert sind. Dieses Ziel, das nicht
Bestandteil dieses Projekts ist, wird nach dem Projektende weiterverfolgt.
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8 Zusammenfassung

Das Projekt zur Verbesserung der Deutschen Schwarzbunten Niederungsrind (DSN)-Rasse, die auf der
Roten Liste gefahrdeter einheimischer Nutztierrassen steht, hatte das Ziel, diese Rasse fiir den
Okologischen Landbau attraktiver zu gestalten. Die Schwerpunkte lagen auf genetischen
Untersuchungen und der Entwicklung von Zuchtstrategien, die zur Verbesserung der Milchleistung
beitragen und die robusten Eigenschaften der DSN im Vergleich zur Hochleistungsrasse Deutsche
Holstein betonen.

Die wichtigsten Ergebnisse des Projekts umfassen:

= Datenbanken: Fir die Rasse DSN wurden umfangreiche Gewebe-, Phdnotypen- und
Genotypen-Datenbanken aufgebaut. Diese Datenbanken umfassen Informationen von nahezu
der gesamten existierenden DSN-Population im Zuchtgebiet der RBB. Diese Datenbanken sind
essentiell fir zukinftige genetische Analysen und Zuchtentscheidungen.

® |nzucht und Diversitdt: Der Nachweis der Rassezugehorigkeit und Abstammung anhand der
Genotyp-Daten wurde den Betrieben direkt Gbermittelt.

= |mputation der SNP-Chip Genotypen auf die Gesamtgenomsequenz: Durch die Imputation der
SNP-Chip Genotypen auf das Gesamtgenomsequenzierungsniveau wurde die Anzahl
informativer Marker je Tier drastisch erhoht. Dies ermoglichte prazisere genetische Analysen
und die Identifikation von genetischen Varianten, die mit wichtigen Merkmalen assoziiert sind.

=  Genomweite Assoziationsstudien fur Milchleistungs-, Wachstums- und
Fleischleistungsmerkmale: In den GWAS wurden genetische Marker identifiziert, die mit
Milchleistungsmerkmalen sowie Wachstum assoziiert sind. Den groRten Effekt auf die
Milchzusammensetzung hatte die MGST1-Region. Signifikante Effekte wurden fir das
Geburtsgewicht und das Korpergewicht im Alter von 3 Wochen gefunden. Diese Marker bieten
Ansatzpunkte, die Milch- und Mastleistung der DSN gezielt zu verbessern.

=  Genomweite Assoziationsstudien fiir Mastitis, Fruchtbarkeit, Gesundheitsmerkmale und
Endoparasitenresistenz: In den GWAS wurden genetische Marker fir die klinische Mastitis,
Zwischenkalbezeit, Non-Return-Rate nach 56 Tagen, somatische Zellzahl, Fett-Protein-
Verhaltnis und Endoparasitenresistenz identifiziert und dazugehoérige Kandidatengene
gefunden. Gene in den Regionen, die die Endoparasitenresistenz beeinflussen, gehéren vor
allem zu Stoffwechselwegen der direkten Immunantwort.

= Vergleich der Ergebnisse aus Fleisch- und Milchleistung: Ein wichtiger Aspekt des Projekts war
der Vergleich der genetischen Grundlagen von Fleisch- und Milchleistung, um ungewollte
Kopplungen auszuschlieRen. Hier konnten genetische Merker differenziert werden, die direkt
die Milch- oder Fleischleistung beeinflussen. Die Region um MGST1 hat jedoch Einfluss auf die
Milchzusammensetzung und das Geburtsgewicht. Hier ist die genetische Kopplung von
moglicherweise zwei Loci bei der Zuchtentscheidung zu bericksichtigen. Diese Ergebnisse
liefern wertvolle Erkenntnisse fiir die Entwicklung von Zuchtstrategien, die beide
Leistungsaspekte beriicksichtigen.

= Okonomischer Zuchtwert: Der DSN Net Merit wird zu 52,8% aus Milch, 43,4% aus Fitness und
3,8% Fleisch bestimmt. Das zeigt, dass die Milchmenge entscheidend ist fiir die 6konomische
Rentabilitdt der DSN ist. Die Werte des DSN Net Merit und seinen Subindizes fur verfligbare
DSN-Besamungsbullen wurden den Betrieben zur Verfligung gestellt.

=  Funktionelle Annotation von Genvarianten: Die aus den Gesamtgenomsequenzdaten von 304
DSN-Rindern identifizierten 20,6 Millionen Sequenzvarianten wurden umfassend analysiert.
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Hierbei wurden potentiell funktionell bedeutsame und DSN-typische Sequenzvarianten
identifiziert. Diese Kenntnisse helfen beim Auffinden ursachlicher Mutationen fiir einzelne
Merkmale.

= Genetische Analysen: Es konnte nachgewiesen werden, dass die Herdbuchtiere reinrassig sind
und damit unter 10% Fremdgenomanteil tragen. Zu den Rassen, die mit DSN am nachsten
verwandt sind zahlen Dutch Friesian Red, Dutch Belted, Holstein und Holstein Red. Unter den
Kaseinvarianten segregiert der fir den Menschen ginstige A2-Typ im B-Kasein. Eine
Veranlagung zur Hornlosigkeit und der in der Holstein Population segregierende Haplotyps 5,
der auf bestimmte Erbkrankheiten hinweist, wurde in der DSN-Population nicht
nachgewiesen.

= Vorschlag von zichterisch relevanten genetischen Markern: Basierend auf den GWAS-
Ergebnissen wurden signifikante genetische Marker vorgeschlagen, die fiir die Zucht von DSN-
Rindern nitzlich sein kdnnten. Fir Milchmerkmale und Wachstum wurden die genetischen
Effekte dieser signifikanten Marker im GenScore addiert und fir jedes Jungtier und
potentiellen Zuchtbullen berechnet. Diese GenScores konnen in der Anpaarungsentscheidung
zur Verbesserung der Milchproduktion bei Beibehaltung des Doppelnutzungscharakters
helfen.

= Long-Read Sequenzdaten: Die identifizierten strukturellen Varianten kdnnen in genomweiten
Assoziationsstudien mit Milchproduktion, Fleisch- und Wachstumsleistung genutzt werden,
um kausale Mutationen zu identifizieren. Solche strukturellen DNA-Mutationen kdnnen
signifikante genetische Unterschiede verursachen und ursachliche Mutationen darstellen, die
von besonders signifikantem Wert flr kleine Populationen wie DSN sind. Obwohl das offizielle
Projektende erreicht ist, wird diese wichtige Forschung fortgesetzt, um die Zuchtpraxis und
Selektionsgenauigkeit in kleinen Populationen weiter zu optimieren.

=  Wissenschaftstransfer: Publikation aller Ergebnisse wurden in 16 Beitrdagen in nationalen und
unternationalen Fachzeitschriften veroffentlicht. Die Ergebnisse wurden in 34 Beitragen auf
Konferenzen, Praxisseminaren oder Messen vorgestellt. Hervorzuheben sind vier
Veranstaltungen, die von der HU Berlin organisiert wurden, um Vertretern der Praxisbetriebe,
des Zuchtverbands, des vit, des BLE und internationalen Wissenschaftlern die Erkenntnisse aus
diesem Projekt vorzustellen, zu diskutieren und Expertise auf hohem Niveau zu erlangen. Die
praxisrelevanten Ergebnisse wurden den Praxisbetrieben und dem Zuchtverband direkt zur
Unterstlitzung der Anpaarung Ubergeben. Die zahlreichen WissenstransfermaBnahmen,
darunter nationale und internationale Konferenzen, haben wesentlich zur zunehmenden
Aufmerksamkeit fiir die Rasse DSN beigetragen haben. Diese MaBnahmen ermdoglichten einen
intensiven Austausch von Fachwissen und Erfahrungen, wodurch das Bewusstsein und
Interesse an der Rasse sowohl auf nationaler als auch auf internationaler Ebene gestarkt
wurde.

Die Ergebnisse des Projekts bieten die Moglichkeit, die Selektion von DSN-Rindern zu verbessern und
gleichzeitig die typischen Eigenschaften der Rasse zu erhalten oder sogar zu verbessern. Sie bieten
zudem die Grundlage fir zukiinftige Zuchtprogramme unter Einbeziehung der genomischen Selektion
und kénnen dazu beitragen, die genetische Vielfalt und Gesundheit der Population zu erhalten. Die
Erkenntnisse aus diesem Projekt kénnen auch auf andere Rinderrassen Ubertragen und dort zur
Verbesserung von Zuchtprogrammen genutzt werden.
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10 Ubersicht aller im Berichtszeitraum realisierten Veréffentlichungen zum
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Anhang (iibergeben an den DSN-Zuchtverband, den RBB und die Betriebsleiter)

Untersuchungen zu Kérpermerkmalen bei weiblichen Rindern der Rasse DSN
zum Zeitpunkt der Besamung

Zusammenfassung

Auf Anregung der RBB und der AG Grafendorf wurde von der Humboldt-Universitat zu Berlin eine
Studie durchgefiihrt, die das Ziel hatte, im DSN-Bestand der AG Grafendorf einen Uberblick zur
Gewichtsentwicklung und zu KérpermaRen bei DSN-Farsen zu erarbeiten. Vorinformationen dazu gab
es keine. Fir die Analysen standen die Daten von 275 einmalig vermessenen und gewogenen Farsen
zur Verfiigung. Die Anzahl der Tiere reichte jedoch nicht aus, um alle im Zusammenhang mit
Korpermerkmalen moglichen Fragestellungen ausreichend beantworten zu kdénnen. Im Folgenden
zeigen wir Ergebnisse, die von praktischer Relevanz oder dariiberhinausgehendem Interesse sein
konnten.

Kérpermerkmale bei Farsen

Zum Zeitpunkt des Wechsels in die Besamungsgruppe hatten die Tiere ein mittleres Alter von
14,4 Monaten und wogen im Durchschnitt 390 kg. Dieses Gewicht wird in der vorliegenden Arbeit als
Erstbesamungsgewicht (Gew) bezeichnet. Zur gleichen Zeit betrug die Widerristhohe (WH) 120 cm und
die Kreuzbeinhéhe (KBH) 124 cm.

Das Erstbesamungsgewicht war am starksten mit dem Brustumfang (BU, r=0,56), der
Beckenbodenbreite (BBB, r=0,40), der Widerristhohe (WH, r =0.29) und der Kreuzbeinhohe (KBH,
r=0,28) korreliert. Trotz der verhéaltnismaRig hohen Korrelation zwischen Erstbesamungsgewicht und
Brustumfang geniligte es nicht, das Erstbesamungsgewicht allein mit Hilfe des Brustumfangs
abzuschatzen. Eine hinreichend genaue Abschatzung war aber moglich, wenn zusatzlich noch
Widerristhohe, Beckenbodenbreite und der Roéhrbeinumfang (RBU) gemessen wurden. Unter
Bericksichtigung aller vier Kérpermalle in einer multiplen Regressionsgleichung entspricht 1 cm
groRerer Brustumfang etwa einem 2,5 kg hoherem Erstbesamungsgewicht. Bei alleiniger
Bericksichtigung des Brustumfangs ohne Beriicksichtigung der anderen MalRe sind es 3 kg
Erstbesamungsgewicht je cm Brustumfang, bei gleichzeitig starkerer Uber- oder Unterschitzung der
Einzeltiere.

Signifikante vaterliche Effekte auf die Merkmalsauspragung wurden bei der Kreuzbeinhdhe
(p<0,0001), beim Brustumfang (p=0,001), bei der Brusttiefe (BT, p=0,01) und bei der Differenz aus
Kreuzbeinhéhe und Widerristh6he (DHM, p =0,001) nachgewiesen, tendenzielle Effekte auch bei der
Widerristhohe (p=0,055).

Neben den Einzelmerkmalen wurden zur Beschreibung des Koérpertyps Indizes gebildet, die die
Auspragungen mehrerer Kérpermerkmale eines Tieres miteinander verbinden und das Tier einer
bestimmten Index-Gruppe zuordnet. Der Index KFT2 (Variante 2 zur Bestimmung des Kérperformtyps
(KFT)) umfasst z.B. die Merkmale Kreuzbeinhéhe, Beckenbodenbreite und Brusttiefe. In jedem der
Merkmale wurden die Tiere zunachst in zwei Gruppen unterteilt, eine Gruppe, die hdhere (H) und eine
Gruppe, die niedrigere (N) Werte fir die Merkmalsauspragung aufwies als der Mittelwert Gber alle
Tiere. Dieser Korperformtyp charakterisiert das Erscheinungsbild der Farsen umfassender als die 3
Einzelmerkmale fiir sich genommen. Der Gruppe HHH im KFT2 Index gehérten z.B. nur Tiere an, die in
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allen 3 im Index zusammengefassten Merkmalen (Kreuzbeinhéhe, Beckenbodenbreite und Brusttiefe)
Uberdurchschnittlich hohe Werte hatten. In der Gruppe NHH sind alle Tiere enthalten, die im Merkmal
Kreuzbeinhohe niedriger, aber in den Merkmalen Beckenbodenbreite und Brusttiefe hoher als der
Durchschnitt waren, womit sie sich in ihrer Gesamterscheinung im Korpertyp deutlich von der HHH-
Gruppe unterschieden.

Vaterliche Effekte auf Kérpermerkmale bei Firsen

Beim Vergleich der Gruppenzusammensetzung zwischen vaterlichen Nachkommenschaften war der
genetische Einfluss auf die Indizes z.T. deutlich erkennbar. So gehorten z.B. 7 von 17 (41.2%) Farsen
des Bullen 815792 beim KFT2 zur NNN-Gruppe (klein, schmales Becken, wenig Brusttiefe), wahrend es
beim Bullen 815831 nur 4 von 37 (10,8%) waren. Umgekehrt gehoérten lediglich 2 von 17 (11,8%)
Nachkommen des Bullen 815792 zur HHH-Gruppe (lberdurchschnittlich groR, Gberdurchschnittlich
breites Becken, tiberdurchschnittliche Brusttiefe), beim Bullen 815831 war es hingegen mit 15 von 37
(40,5%) Farsen fast die Halfte aller Halbgeschwister.

Zusammenhang zwischen Gesamtabgangen und Kérpermerkmalen bei Farsen

Ein Zusammenhang zwischen den Kérpermerkmalen bei Farsen und den Gesamtabgangen bis zum 30.
Tag der 3. Laktation konnte statistisch nicht nachgewiesen werden. Alle p-Werte der F-Tests in den
Modellen rangierten deutlich oberhalb der Signifikanzschwelle. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass
die im Alter von etwa 14 Monaten beim Jungtier untersuchten Kérpermerkmale keine ausreichend
starken Signale senden, auf deren Grundlage verlassliche Prognosen fiir die Nutzungsdauer erstellt
werden kdnnten.

Zusammenhang zwischen Milchgelderlés und Kérpermerkmalen bei Farsen

Der groRte Teil der Erlése bei weiblichen DSN-Rindern kommt aus der Milch. Daher wurde untersucht,
ob die an den Farsen erfassten Korpermerkmale mit dem Milchgelderlés in Verbindung stehen
kénnten. Weil sich zeigte, dass sich Starke und Richtung der untersuchten Effekte zwischen den
verschiedenen Laktationen unterschieden, erfolgte die Auswertung laktationsweise.

In der 1. Laktation hatten unter Berlcksichtigung der Einzelmerkmale die Widerristhéhe (p=0,028) und
der Brustumfang (p=0,006) einen signifikanten Einfluss auf den Milchgelderlds. Sowohl die Erh6hung
der Widerristhohe um 1 cm als auch die Zunahme des Brustumfangs um 1 cm hatten einen Mehrerl6s
von etwa 15 EURO pro Laktation zur Folge.

In der 2. Laktation war der Effekt nicht mehr signifikant. Der Schatzwert des Effektes schwachte sich
beim Brustumfang ab (10 Euro/cm, p >0,05) und bei der Widerrisththe kehrte er sich sogar ins
Gegenteil um (-2,6 Euro/cm, p >0,05).

In der 3. Laktation erlangte das kombinierte Merkmal ,Index KT1 (Variante 1 zur Bestimmung des
Kalibertyps)“ Bedeutung flr den Milchgelderlds (p=0,053). Fiir den Index wurden die Tiere hinsichtlich
Erstbesamungsgewicht in 3 Gruppen unterteilt (niedrig=H, mittel= M und hoch=H) und mit den beiden
Gruppen der Widerristhohe (niedrig=N und hoch=H) kombiniert. Auch wenn im F-Test nur in der 3.
Laktation Signifikanz nachweisbar war, fiel bereits in der 1. Laktation auf, dass NN-Tiere mit einem
niedrigen Erstbesamungsgewicht (258-380 kg) und einer geringen Widerristhéhe (112-120 cm) den
geringsten Milchgelderl6s erwirtschafteten. Er lag um 146 € unter dem der NH-Gruppe, mit einem
ebenfalls niedrigen Erstbesamungsgewicht (258-380 kg) aber einer gleichzeitig Giberdurchschnittlichen
Widerristhohe (121-128 cm). Der p-Wert fir den einfachen Mittelwertvergleich zwischen beiden
Gruppen betrdgt 0,036. In der 2. und 3. Laktation ndherten sich die NN-Tieren dem hdheren Niveau
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des Milchgelderléses in den anderen Gruppen schnell an. Fir diese Leistungsdynamik kdnnten ein
unzureichendes  Futteraufnahmevermégen in  Verbindung mit einem nachzuholenden
Skelettwachstum der kleinen Tiere wahrend der 1. Laktation verantwortlich sein. Beides flihrt dazu,
dass wahrend dieser Zeit weniger Energie fiir die Milchsynthese zur Verfiigung steht. Hinweise auf
solche Zusammenhidnge finden sich auch in den Differenzen zwischen Kreuzbeinhéhe und
Widerristhohe (DKW). Je groBer diese Differenz ausfillt, umso auffalliger ist das jeweilige Tier
Uberbaut. Junge Rinder mit solch einem Erscheinungsbild gelten dann gewdéhnlich als spatreif.
Besonders hohe DKW-Werte hatten sowohl die NN- (Erstbesamungsgewicht 358-380 kg,
Widerristhéhe 112-120 cm, in der 1. Laktation geringster Milchgelderl6s) als auch die MN-Tiere
(Erstbesamungsgewicht 381-399 kg, Widerristhéhe 112-120 cm, Gruppe mit mittlerem Milchgelderlés
in der 1. Laktation und hochstem Milchgelderlos in der 2. und 3. Laktation). Beide Gruppen hatten
einen besonders groRRen Anstieg im Milchgelderlos von der 1. zur 2. Laktation. NH-Tiere, mit dem
hochsten Milchgelderlds in der 1. Laktation (Erstbesamungsgewicht 358-380 kg, Widerristhohe 121-
128 cm) waren am wenigsten tGberbaut. Sie konnten sich zwar auch in der 2. und 3. Laktation noch gut
behaupten, verloren hier aber ihre Spitzenposition.

Eine wichtige Rolle fir den Milchgelderlos spielt die Wachstumsintensitat von Jungrindern bis zur
Besamung. Diese kann vor allem ber die Fitterung gut beeinflusst werden. Die Fltterung im jungen
Alter pragt Stoffwechselabldaufe nachhaltig und ist auf diese Weise u.a. auch an der Milchleistung beim
spater laktierenden Rind beteiligt. Die Wachstumsintensitat ist als Gewichtszunahme pro Zeiteinheit
definiert. Bei gleichzeitiger Beriicksichtigung von Erstkalbealter (EKA) und Erstbesamungsgewicht in
der 1. Laktation wird der hochste Milchgelderlos erwirtschaftet, wenn die Tiere zum Zeitpunkt des
Wechsels in die Besamungsgruppe 442 kg wiegen (fast das Maximum aller erfassten Gewichte) und
ein Erstkalbealter von 771 Tagen (25,4 Monate) erzielen. Fir das Erreichen dieser Optimalwerte ist
eine tagliche Zunahme von 861 g/d im Zeitraum von der Geburt bis zum Wechsel in die
Besamungsgruppe erforderlich. Zum Erzielen eines maximalen Milchgelderldses in der 2. Laktation
sind ein Erstbesamungsgewicht von mindestens 440 kg und ein EKA von 731 Tagen (24 Monate)
anzustreben, was einer taglichen Zunahme von 936 g/d entspricht. Da beginnend mit dem 3.-5.
Lebensmonat bis zur Pubertdt das intensivste Euterwachstum erfolgt (allometrische Phase), wird
vorgeschlagen, besonders die davor- und danach liegenden Entwicklungsabschnitte bis zur Besamung
flir eine intensive Futterung zu nutzen. Andernfalls besteht die Gefahr einer forcierten Fetteinlagerung
ins Eutergewebe und einer reduzierten Parenchymbildung. Dies wurde mehrfach bei Untersuchungen
an Milchrindern nachgewiesen, die anhaltend und ausreichend differenziert gefiittert wurden (Mueller
et al., 2007; Sejrsen and Purup, 1997). Erfahrungen mit Zweinutzungsrassen liegen nicht vor.

Zusammenhang zwischen Reproduktion und Kérpermerkmalen bei Farsen

In der 1. Laktation hatte das Erstbesamungsgewicht einen signifikanten (p=0,04), aber nur schwach
wirkenden nachteiligen Effekt auf die Verzégerungszeit (VZ). Je kg Erstbesamungsgewicht erhohte sich
die Verzogerungszeit um 0,01 Tage.

Fir die 2. Laktation wurden signifikante Zusammenhange zwischen der Verzégerungszeit und der
Anzahl Besamungen pro Laktation (ABL) auf der einen Seite und den Korpermerkmalen
Beckenbodenbreite, Rohrbeinumfang, Brusttiefe (alle einzeln) sowie dem Index KFT2 auf der anderen
Seite nachgewiesen. Wenn die Beckenbodenbreite um 1 cm anstieg, verlangerte sich in der 2.
Laktation die Verzogerungszeit um 0,18 Tage, bei 1 cm groRerem Réhrbeinumfang waren es 0,25 Tage
und bei 1 cm Brusttiefe 0,14 Tage. In der 1. Laktation waren diese positiven Zusammenhange ebenfalls
statistisch signifikant, jedoch in einem deutlich schwacheren AusmaR.
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In der 3. Laktation hatten Tiere mit einem hohen Erstbesamungsgewicht und solche mit einer hohen
taglichen Zunahme bis zum Wechsel in die Besamungsgruppe tendenziell sogar kiirzere
Verzogerungszeiten.

Beim Index KFT2 fiel auf, dass kleine Tiere mit tiefer Brust und breitem Becken (NHH) sowohl in der 1.
als auch in der 2. Laktation in beiden Reproduktionsmerkmalen (Verzogerungszeit, Anzahl
Besamungen pro Laktation) die schlechtesten Leistungen hatten, wahrend groRRe Tiere mit geringer
Brusttiefe und breitem Becken (HNH) die besten Ergebnisse erzielten. In der 1. Laktation betrug der
Unterschied bei der Verzogerungszeit zwischen beiden Gruppen 42 Tage, was der Zeit von zwei
Sexualzyklen bei der Kuh entspricht. In der 2. Laktation wuchs die Differenz noch weiter an und in der
3. Laktation rangierten diese Gruppen immer noch jeweils auf Rang 2 der vorteilhaften bzw.
unvorteilhaften Merkmalsauspragung. Sowohl in der 1. als auch in der 2. Laktation waren die
Differenzen beim einfachen Mittelwertvergleich signifikant (p=0,002-0,018) oder zumindest
tendenziell erkennbar (ABL, 1. Laktation, p=0,09). Die Ursache fir die Unterschiede in den
Reproduktionsergebnissen zwischen den beiden Gruppen (NHH, HNH) kénnen nur vermutet werden.
Moglich ist, dass bislang wenig bekannte anatomisch-physiologische Faktoren hierfir verantwortlich
sind. Daneben kdnnten auch die relativ kleinen Tierzahlen zufallig an den beobachteten Unterschieden
beteiligt sein. Dagegen spricht jedoch, dass die Ergebnisse in drei aufeinanderfolgenden Laktationen
bei Betrachtung von gleichzeitig zwei Reproduktionsmerkmalen und sich verdndernder
Gruppenzusammensetzung dhnlich sind.

Fazit

Mit dieser Studie wurden seit den Transformationsprozessen in der Rinderzucht beginnend 1998
erstmals wieder umfangreiche Erhebungen von Koérpermerkmalen an jungen, noch nicht
ausgewachsenen DSN-Rindern vorgenommen. Die Ergebnisse erlauben Riickschliisse zur Verdanderung
des duBeren Erscheinungsbildes der Rasse im Verlaufe vieler Generationen Zuchtarbeit und gestatten
Vergleiche mit anderen Rassen. Auch wenn hier nicht alle methodischen Auswertungsmaoglichkeiten
angewandt werden konnten und nicht alle Ergebnisse eindeutige Aussagen erlauben, so wurden doch
etliche Ergebnisse erhalten, die fiir die praktische Zuchtarbeit von Interesse sein kénnten.

Undifferenzierte, laktationstibergreifende Empfehlungen fiir die Aufzucht der Jungtiere lassen sich aus
den Ergebnissen nicht ableiten. Gleiches gilt fiir die Eignung aller zum Zeitpunkt des Wechsels in die
Besamungsgruppe erfassten Korpermerkmale als prognostisches Merkmal fiir die spatere
Milchleistung und Fruchtbarkeit. Zwar sind die im Abschnitt Milchgelderlés aufgefiihrten
Optimalwerte fir das Erstbesamungsgewicht und das Erstkalbealter als generelle Zielwerte fir die
Maximierung des Milchgelderldses prinzipiell geeignet, allerdings werden sie nicht allen Kérpertypen
gleichermalien gerecht. So erwirtschaften z.B. kleine Tiere mit mittlerem Besamungsgewicht ab der
zweiten Laktation einen hoheren Milchgelderlds als Tiere, die mit mehr als 400 kg besamt werden.
GroRe Tiere mit einem niedrigen Besamungsgewicht sind ebenso gut wie schwere Tiere. Vielmehr
missen die Beziehungen zwischen 6konomisch relevanten Merkmalen und Kérpermerkmalen fiir jede
Laktation einzeln beurteilt werden. Empfehlungen sind auch davon abhangig, welcher
Merkmalskomplex fiir die zlichterische Verbesserung der Population vorrangig bearbeitet werden soll.
Der Fleischansatz, der neben Milchleistung und Tiergesundheit im Zuchtziel der Doppelnutzungsrasse
DSN verankert ist, konnte in der vorliegenden Arbeit nicht beriicksichtigt werden, da die erforderlichen
Schlachtdaten nicht vorlagen und liberdies auch nur weibliche Tiere in die Untersuchungen einbezogen
wurden.
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Wenn die am Jungrind erfassten und hier vorgestellten Korpermerkmale keine eindeutigen
Beziehungen zur spateren Milchleistung und Fruchtbarkeit zeigen, dann bedeutet das im
Umkehrschluss, dass sie bei der Selektion in Farsenbestdanden auch nicht vordergriindig beriicksichtigt
werden missen, wodurch die zlichterische Verbesserung anderer Merkmale erleichtert wird. Dies gilt
insbesondere fir die Bewahrung des Korpertyps, der dem Charakter eines Zweinutzungsrindes
Rechnung tragt.

Die hier erstmals getesteten Korperindizes, die die phanotypische Gesamterscheinung beschreiben,
bieten einen neuen Ansatz, Zweinutzungsrinder ganzheitlich zu charakterisieren. Obwohl der
Arbeitsaufwand dafilir nicht unerheblich ist, zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass korrelierte
Leistungsvariationen mit den Indizes haufig besser erklart werden kénnen als mit Einzelmerkmalen.
Eine Verknipfung von mehr als drei Merkmalen ist nicht zu empfehlen, da dann die
Gruppenbezeichnungen unibersichtlich werden und je Gruppe entsprechend weniger Tiere zur
Verfligung stehen.
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