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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Die Hornloszucht beim Deutschen Fleckvieh hat bereits vor ber 40 Jahren
begonnen. Mittlerweile findet sich in der Fleischlinie dieser Rasse kaum
mehr ein gehoérntes Tier. Bei Tieren der Doppelnutzung hat die Zucht auf
Hornlosigkeit dagegen erst in den letzten Jahren entscheidende Bedeutung
erlangt (GOTZ et al., 2015).

Die Hornlosigkeit bringt eine Reihe wirkungsvoller Vorteile mit sich. Sie tragt
dazu bei, dass Verletzungen von Mensch und Tier durch Hornstél3e ver-
mieden werden kénnen und sorgt so fur mehr Arbeitssicherheit und Tier-
gesundheit. Hornlose Rinder zeigen weiterhin ein ruhigeres Verhalten in der
Gruppe und konnen auch besser transportiert werden. Durch genetisch
hornlose Rinder entfallt auRerdem die haufig routinemafig durchgefiihrte
Enthornungspraxis im Kalbesalter. Der beachtliche Wert, der dabei fiir den
Tierschutz entsteht, wird noch erganzt durch wirtschaftliche Vorteile fir den
Landwirt. Muss keine Enthornung durchgefiihrt werden, spart dies Zeit und
Kosten (TIERGESUNDHEITSDIENST BAYERN, 2013; BAYERISCHE
LANDESANSTALT FUR LANDWIRTSCHAFT, 2016).

Mit wachsendem Anteil genetisch hornloser Tiere steigt auch die Zahl von
Tieren, die Wackelhorner tragen. Wackelhérner — das sind, wie der Name
schon sagt, Horner, die wackeln. Sie sind nicht wie normale HOrner mit dem
Stirnbein verwachsen, sondern sitzen lose auf der Haut und lassen sich
dadurch verschieben. lhre Gestalt unterscheidet sich in der Regel sehr
deutlich von normalen Hérnern. GroRe Wackelhérner hangen meist nach
unten und sind in Richtung des Kopfes gebogen. Der Begriff Wackelhorn
schlie3t jedoch auch weitere Hornformen ein, welche man kaum mit ihm in
Verbindung bringen wiirde. Dazu zahlen Hornkrusten oder Horner, die zwar
einmal gewackelt haben, mit der Zeit jedoch fest mit dem Schadel verwach-
sen sind. In den meisten Fallen stellen Wackelhérner fir Tier und Mensch
kein Problem dar. Eher selten kommt es zu Verletzungen durch Abreil3en
oder ungunstiges Wachstum in Richtung des Kopfes (LANGE, 1989;
LAMMINGER, 1999).
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Das Interesse an Wackelhérnern und den zugrundeliegenden Ursachen
ihrer Entstehung war schon seit dem Beginn der Hornloszucht beim Fleck-
vieh besonders grol3. So erhalten Wackelhorn-tragende Tiere dieser Rasse
sogar den speziellen Namenszusatz ,S“ (von engl. Scur = Wackelhorn), der
sie auf den ersten Blick als solche ausweist (BAYERISCHE LANDESAN-
STALT FUR LANDWIRTSCHAFT, 2016).

Entgegen friherer Theorien ist erst seit der Entdeckung der Hornlosmutati-
onen bekannt, dass Wackelhdrner ausschlieBlich bei heterozygot, nicht
aber bei homozygot hornlosen Tieren entstehen kdnnen (WIEDEMAR et al.,
2014). Da jedoch nicht alle heterozygot hornlosen Rinder diese unvollstan-
dig entwickelten Hornformen aufweisen, stellt sich die Frage, welche gene-

tischen Hintergriinde ihr Wachstum bedingen.

Das Ziel dieser Arbeit war deshalb, eine genetische Kartierungsstudie tber
Wackelhorner und ihre Auspragungsformen in der Fleckviehpopulation an-
zufertigen. Im Zuge dieser Aufgabe wurden weiterhin intensive Untersu-

chungen des zugrundeliegenden Phanotyps durchgefihrt.
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2 LITERATURUBERSICHT
2.1 Horn, Hornlosigkeit und Wackelhorn
2.1.1 Geschichtliches: Vom Horn zur Hornlosigkeit

Horner sind ein &ulRerst charakteristisches Merkmal fir die Gattung der Ei-
gentlichen Rinder. Alle heute noch lebenden Arten (Amerikanisches Bison,
Wisent, Gaur, Yak und Banteng) dieser Gattung sind in beiden Geschlech-
tern horntragend. In der Regel weisen mannliche Tiere im Vergleich zu
weiblichen Tieren groRere und dickere Horner auf (CASTELLO et al.,
2016). Auch der ausgestorbene Auerochse als Vorfahr unserer Hausrinder
trug mit rund 80 cm langen Hornern bei den mannlichen Tieren besonders
groRe Hornexemplare (ORLANDO, 2015). Urspringlich waren demnach

alle unsere Hausrinder gehornt.

Fur das Sozialverhalten von wildlebenden Rindern haben Horner eine gro-
Re Bedeutung. Sie werden zur Abwehr von Feinden, zu Kampfen wahrend
der Brunftzeit, zum Ausfechten der sozialen Rangordnung und zur Fellpfle-
ge eingesetzt. Durch die Obhut des Menschen haben diese Funktionen je-
doch an Relevanz verloren (KNIERIM et al., 2015). Uneinigkeit herrscht
dariiber, ob Hérner auch physiologischen Funktionen wie zum Beispiel der
Thermoregulation dienen (PICARD et al., 1999; BRO-JORGENSEN, 2007).

Menschen nutzten das Horn des Rindes als Trinkgefal? (PANOFKA, 1851)
oder verarbeiteten es zu Knépfen, Kdmmen, Pfeifenspitzen usw. Durch sei-
nen hohen Stickstoffgehalt von 12-15 % wurde das Horn auf3erdem als
Dunger verwendet (FORSCHUNGSINSTITUT FUR BIOLOGISCHEN
LANDBAU et al., 2016). Des Weiteren wurden Horner bei den zur Feldar-
beit eingesetzten Ochsen zur Befestigung des Zuggeschirrs genutzt
(BAYERISCHE LANDESANSTALT FUR LANDWIRTSCHAFT, 2016) oder

die Tiere wurden mit Hilfe eines Seils um die Horner angebunden.

Die Faszination des Menschen fiir das Horn spiegelt sich in der Mythologie
vieler Kulturkreise wieder. Mythische Figuren und Gotter trugen haufig Hor-

ner auf ihrem Kopf oder als Helmschmuck. Dabei kann man auch wieder-
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holt die Assoziation zwischen Horn und Fruchtbarkeit beobachten (DAVIS
et al., 2014).

Im Laufe der Zeit tauchten in der Hausrinderpopulation immer wieder durch
Mutation entstandene genetisch hornlose Rinder auf. So fand man schon
unter agyptischen Grabmalereien aus dem 3. Jahrtausend vor Christus
Darstellungen von Rindern ohne Hoérner. Obwohl sich nicht ausschlieR3en
lasst, dass bereits im Alten Agypten Enthornungen praktiziert wurden
(ROMAN, 2004), geht man doch davon aus, dass es sich beim Merkmal
Hornlosigkeit um gezielte zlchterische Selektion handelte (DRIESCH &
PETERS, 2003). Auch im antiken Griechenland beschrieb Aristoteles (384—
322 v. Christus) bereits eindeutig das Vorkommen von Rindern, die von
Geburt an hornlos waren. Selbst Wackelhdrner waren ihm bereits bekannt.
Aristoteles umschrieb sie mit den Worten: ,Rinder, die die Horner bewegen
wie die Ohren” (ARISTOTELES et al., 1868a, 1868b).

Heutzutage verbindet man hornlose Rinder in erster Linie mit Rinderrassen,
in denen die Hornlosigkeit schon seit dem 19. Jahrhundert zum Rassestan-
dard gehort, wie zum Beispiel Aberdeen Angus, Galloway und Polled Here-
ford (SAMBRAUS, 2011). Mit zunehmender Intensitat wird dieses Merkmal
jedoch auch in ehemals gehérnte Rassen eingebracht. Der Grund hierfur
liegt vor allem in der Anderung der Haltungsbedingungen von der Anbinde-
zur Laufstallhaltung, da in der Laufstallhaltung das Verletzungsrisiko durch
Horner unter den Tieren selbst und auch fir den Menschen allgemein als
erheblich héher eingeschatzt wird. Aus dieser Veranderung resultierte, dass
die Enthornung von Rindern mittlerweile zur gangigen Praxis geworden ist
(WINDIG et al., 2015). Dies zeigt auch eine neuere Umfrage aus den Mit-
gliedstaaten der Europaischen Union. Laut dieser Studie werden 81 % der
Milchrinder, 47 % der Fleischrinder und 68 % der in Mutterkuhhaltung le-
benden Tiere enthornt (COZZI et al., 2015). Nichtsdestotrotz gibt es auch
alternative Losungsansatze. Diese lassen sich zum Beispiel in einer Lauf-
stallhaltung mit grél3erem Platzangebot und einem guten Herdenmanage-
ment verwirklichen (SCHNEIDER, 2010).
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Enthornungen werden (blicherweise im Kalbesalter mittels heil3em
Brenneisen durchgeftuhrt. In Deutschland sind sie momentan nach 8 5 Ab-
satz 3 Satz 2 Tierschutzgesetz bei Kéalbern unter 6 Wochen noch betau-
bungsfrei erlaubt. Auch bei Gabe von Schmerz- und Beruhigungsmittel
bleiben sie nachweislich schmerzhafte Eingriffe (CARAY et al., 2015). Da-
rum stellt die Zucht hornloser Rinder einen wichtigen Beitrag zum Tier-
schutz dar (PRAYAGA, 2007). In der Folge hat die genetische Hornlosigkeit
bereits in den urspringlich gehérnten Rassen Holstein, Fleckvieh, Braun-
vieh, Charolais und Limousin Einzug gehalten (BOUQUET et al., 2011,
SWALVE, 2013).

Auch wenn die Frequenz des Hornlosallels in diesen Rassen aktuell noch
vergleichsweise niedrig ist, lasst sich doch eine vielversprechende Zukunft
fur die genetische Hornlosigkeit prognostizieren. Beglnstigt wird diese Ent-
wicklung sowohl durch die Politik, die sich bemuht, fur mehr Tierwohl zu
sorgen, als auch durch die Entdeckung der kausalen Allele und der Nut-
zung neuer zichterischer Errungenschaften wie die genomische Selektion.
Eine tragende Rolle spielt auRerdem eine zum Positiven veranderte Grund-
haltung vieler Landwirte gegenuber genetisch hornlosen Rindern
(SCHAFBERG & SWALVE, 2015).

2.1.2 Anatomie des Rinderhorns

Die aulRere Gestalt der Horner weist auch bei den Hausrindern vom Ge-
schlecht abhangige Unterschiede auf. So lassen sich die Horner der Kihe
in der Regel als lang und schmal, die der Bullen als kurz und dick und die
der Ochsen als lang und dick beschreiben (BUDRAS & WUNSCHE, 2002).
Der Aufbau des Horns (Abb. 1) basiert auf einem langen, spitz zulaufenden
Knochenzapfen, der mit zunehmendem Alter pneumatisiert. Der Knochen-
zapfen wird Uberzogen vom Periost, der Knochenhaut. Daruber liegt die
Gefalle und Nerven fuhrende Lederhaut, auch Corium genannt. Es folgt die
Epidermis, die lebenslang Horn produziert. Sie ist verantwortlich fur die Bil-
dung der aul3ersten Schicht, der epidermalen Hornscheide, die als Horn im
eigentlichen Sinne gesehen wird (NICKEL et al., 2004).
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(a) Querschnitt

(b) Langsschnitt

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Langs- und Querschnitts
durch das Horn einer adulten Kuh (a) Querschnitt, der die Wachstumsringe des
eigentlichen Horns zeigt (b) Langsschnitt, der den kndchernen Hornzapfen mit
dem eingewachsenen Frontalsinus darstellt und eine vergrof3erte Ansicht der ein-
zelnen Gewebeschichten zeigt (Quelle: DAVIS et al., 2014)

2.1.3 Entwicklung und Wachstum des Rinderhorns

Die Hornansatze treten beim Fetus bereits im dritten Trachtigkeitsmonat als
kleine Hockerchen in Erscheinung (KONIG & LIEBICH, 2014). Histologi-
sche Untersuchungen haben gezeigt, dass sich zu dieser Zeit auch dicke
Nervenbiindel in der Dermis der Hornknospen bilden. Diese Nervenbindel
sind das Hauptunterscheidungsmerkmal im Vergleich zur sonstigen Stirn-
haut und deuten auf die besondere Empfindsamkeit der Hornknospen hin.
Weitere Unterschiede im Vergleich zur Stirnhaut sind die zusatzlichen La-
gen von Keratinozyten in der Epidermis, die jedoch nur im 2.—6. Trachtig-
keitsmonat vorhanden sind, und das Fehlen von Haarfollikeln zwischen
dem 2.—4. Trachtigkeitsmonat (WIENER et al., 2015).
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Bei der Geburt eines Kalbes ist die Stelle der Hornanlage auf3erlich in der
Regel durch einen Haarwirbel und eine mittig angelegte haarlose Stelle ge-
kennzeichnet (KONIG & LIEBICH, 2014). Wie DOVE bereits 1935 mithilfe
von Transplantationsversuchen herausfand, wird das Hornwachstum durch
das Corium und das darunter liegende Bindegewebe der Hornknospe indu-
ziert. Der sich entwickelnde Hornfortsatz (Processus cornualis) ist bis zum
6. Lebensmonat massiv. Ab diesem Zeitpunkt kommt es langsam zum Ein-
wachsen der Stirnhdhlenschleimhaut und damit zur Pneumatisation. Diese
schreitet normalerweise so lange fort, bis das gesamte Horn mit Ausnahme
der Spitze hohl ist. Der Zeitpunkt des Beginns der Pneumatisation ist fur die
Klinik von grof3er Bedeutung, da man bei einer spaten Enthornung von ei-
ner Er6ffnung der Stirnhohle ausgehen muss (KONIG & LIEBICH, 2014).
Uber den Verlauf der Pneumatisation ist jedoch eher weniger bekannt.

Der Berner Universitatsprofessor Johann Ulrich DUERST (1926) untersuch-
te die Pneumatisation der Horner verschiedener Haus- und Wildwiederk&u-
er. Er kam zu dem Schluss, dass die Faktoren Gewicht und Position der
Horner am Schédel Einfluss auf die Pneumatisation nehmen kdnnten. Um
diese These zu untermauern, liel3 er bei einem jungen Schafbock ein Horn
durch Hitzebehandlung so verformen, dass es anstatt schneckenférmig ge-
wunden eine waagrechte Ausrichtung hatte. Als das Tier nach zwei Jahren
geschlachtet wurde, war eine deutliche Pneumatisation des waagrecht ge-
wachsenen Horns ersichtlich. Das unbehandelte Horn war dagegen zu die-
sem Zeitpunkt noch durchgéangig massiv. DUERST beschrieb auf3erdem,
dass die Pneumatisation der Horner auch in einem hohen Mal3e von der

individuellen Entwicklung eines Tieres abhangig ist.

Form und Gestalt von Hornern werden von mehreren Faktoren bestimmit.
Neben der genetischen Komponente sind Stoffwechsel und Hormonhaus-
halt eines Tieres zu nennen. So kommt es beispielsweise in Zeiten mit
mangelndem Nahrungsangebot oder bei Krankheit zu einer geringeren
Hornbildungsrate, die sich durch Einschnirungen am Horn bemerkbar
macht. Bei Kiihen entsteht eine solche Einschniirung aufgrund der erhéhten
Stoffwechselleistung am Ende der Trachtigkeit und dem Beginn der Laktati-

on bei jeder Geburt eines Kalbes. Geht man davon aus, dass eine Kuh ge-
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wohnlich im Alter von zwei Jahren das erste Kalb bekommt und jedes Jahr
einmal kalbt, kann man anhand der Anzahl von Furchen +2 das Alter des

Tieres abschéatzen.

Der hormonelle Einfluss ist an der unterschiedlichen Hornform von Bulle
und Ochse ersichtlich (NICKEL et al., 2004). Die Horner von sowohl weibli-
chen als auch méannlichen Frihkastraten sind in der Regel langer und im
Umfang schmaéler als die ihrer unkastrierten Geschlechtsgenossen
(DUERST, 1926).

2.1.4 Genetik des Rinderhorns

In den gangigen Vererbungstheorien tUber Horner, Hornlosigkeit und Wa-
ckelhorner bei Rindern wurde stets ein einzelner Genlocus fur Horner an-
genommen und als H-Locus (von engl. horns = Horner) bezeichnet. Bei
indigenen Afrikanischen Rindern wurde ein zweiter Hornlocus vermutet, den
man Ha (von engl. African horn = Afrika Horn) nannte. Die Annahme eines
zweiten Hornlocus bei afrikanischen Rindern entstand durch die Tatsache,
dass Hornlosigkeit in afrikanisch taurinen im Vergleich zu européisch tauri-
nen Rindern nicht vollstandig dominant vererbt wird. Dieser Umstand liel3
sich auch in weiteren Rassen, allerdings mit wesentlich geringerem Vor-
kommen beobachten (WHITE & IBSEN, 1936; LONG & GREGORY, 1978).

Heutzutage geht man davon aus, dass die Hornausbildung grundsatzlich
nicht nur von einem einzelnen Genlocus gesteuert wird (z.B. ALLAIS-
BONNET et al., 2013). Allerdings sind die beteiligten Gene bisher nicht si-
cher identifiziert.

Einen Ansatz, um solche Gene ausfindig zu machen, stellt die Betrachtung
genetisch bedingter Syndrome, die unter anderem Auswirkungen auf den
Hornstatus eines Tieres haben, dar. In der Rinderrasse Charolais wurden
unlangst zwei solcher Syndrome entdeckt. Zum einen das Bovine Wackel-
hornsyndrom Typ 2 (Bovine Type 2 scurs syndrome, T2SS), das in Kapitel
2.1.6.4 naher erlautert wird, zum anderen ein Hornlosigkeits-
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Multisystemsyndrom (Polled and multisystemic syndrome, PMS), welches
in Kapitel 2.1.6.5 beschrieben wird. T2SS wird durch eine Mutation im Gen
TWIST1 (twist family bHLH transcription factor 1) ausgelost. PMS wird ent-
scheidend durch die Funktionsunféhigkeit von ZEB2 (zinc finger E-box bin-
ding homeobox 2) beeinflusst. Somit wird gefolgert, dass TWIST1 und
ZEB2 auch eine Rolle beim Hornwachstum spielen kénnten. Beide Gene
haben zudem eine Gemeinsamkeit — sie sind Hauptregulatoren fir die Um-
wandlung von Epithelzellen in Mesenchymzellen, auch Epithelial-
Mesenchymale-Transition (EMT) genannt (CAPITAN et al., 2011; CAPITAN
et al., 2012).

In aktuellen Studien steht die Forschung zur Genexpression wahrend der
Hornentwicklung im Mittelpunkt. Dazu werden Feten und Kalber mit unter-
schiedlichem Hornstatus verwendet. So sind die Tiere entweder hetero-
oder homozygot hornlos, Wackelhorn-tragend oder gehdrnt. Zudem werden
Feten mit den ausldésenden Mutationen der beiden Syndrome T2SS und
PMS erzeugt. Die Beprobung der Tiere erfolgt GUber eine Gewebeentnahme
an der Hornansatzstelle. Im Anschluss daran wird auf Vorhandensein und
Frequenz der exprimierten Gene getestet. In den bisherigen Studien wur-
den folgenden Vergleiche gezogen:

e Gleichaltrige Tiere mit unterschiedlichem Hornstatus
e Verschieden alte Tiere mit gleichem Hornstatus

e Gewebe der Hornansatzstelle verglichen zur umliegenden Stirnhaut

(MARIASEGARAM et al., 2010; ALLAIS-BONNET et al., 2013; WIEDEMAR
et al., 2014).

Aufgrund von unterschiedlicher Genexpression ergaben sich aus diesen
Ansatzen mehrere Kandidatengene fir Hornwachstum, wie zum Beispiel
FOXL2 (forkhead box L2), das bei Mutation auch fur ein Hornlosigkeit be-
dingendes Syndrom (Polled and intersexuality syndrome = PIS) in Ziegen
auslosend ist (BOULANGER et al., 2014). Weitere Kandidatengene sind
RXFP2 (relaxin family peptide receptor 2), dessen Mutation mit Hornlosig-
keit bei Schafen assoziiert ist (WIEDEMAR & DROGEMULLER, 2015;
LUHKEN et al., 2016), und OLIG2 (oligodendrocyte transcription factor 2),
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das sich in der N&he der Hornlosmutationen des Rindes befindet (ALLAIS-
BONNET et al.,, 2013; WIEDEMAR et al., 2014). Weiterhin wurde eine
nichtcodierende RNA des Genorts LOC100848215 ermittelt. Diese RNA
war nur bei gehérnten Tieren vorhanden, wahrend sie im Gewebe von hete-
ro- oder homozygot hornlosen Tieren nicht nachweisbar war. Daraufhin
prufte man ihr Vorkommen auch bei anderen Spezies (Schwein, Hund, Rat-
te, Maus, Mensch und Biiffel) und stellte fest, dass sie ausschlief3lich beim
Buffel ausfindig zu machen war. Bei der RNA von LOC100848215, deren
Funktion bisher nicht bekannt ist, scheint es sich demnach um eine Beson-
derheit von horntragenden Wiederkauern zu handeln. Zudem liegt
LOC100848215 in unmittelbarer Nahe zu den Hornlosmutationen des Rin-
des (WIEDEMAR et al., 2014).

2.1.5 Hornlosmutationen

Hornlosigkeit wird bei taurinen Rindern autosomal dominant vererbt. Dieser
Fakt wurde von vielen Autoren beschrieben und durch Kreuzungsversuche
bestatigt. Man gab dem Hornloslocus den Namen P-Locus (von engl. pol-
led = hornlos). Die beiden mdglichen Allele dieses Genorts werden durch
die Buchstaben P und p beschrieben. Dabei steht P fir das Allel, das Horn-
losigkeit auslost, und p dementsprechend flr das anzestrale Allel, welches
dies nicht tut. Aufgrund des dominanten Charakters des Hornlosallels P
sind Tiere mit der Allelkombination PP und Pp hornlos, wéahrend Tiere mit
der Allelkombination pp Horner tragen (SPILLMAN, 1905; WHITE & IBSEN,
1936; LONG & GREGORY, 1978).

Das Gen fuir Hornlosigkeit im Rindergenom wurde erstmals von GEORGES
et al. im Jahr 1993 lokalisiert. Sie konnten den P-Locus auf dem proximalen
Abschnitt des Rinderchromosoms 1 (BTA1) ermitteln. Es sollten jedoch
noch knapp 20 Jahre mit mehreren Studien zum Thema vergehen (BADER,
2001; DROGEMULLER et al., 2005; WUNDERLICH et al., 2006), bevor es
MEDUGORAC et al. (2012) gelang, die molekulare Basis der Mutation auf-
zudecken. Die Schwierigkeit entstand dabei durch das Vorhandensein un-

terschiedlicher Mutationen am gleichen Genort, was als allelische Hetero-
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genitat bezeichnet wird. MEDUGORAC et al. beschrieben zwei Varianten,
die durch den jeweiligen geographischen Ursprung einer Rinderrasse be-
dingt sind. Zum einen die friesische Hornlosmutation, die in den Rassen
Holstein, Jersey und Witrug vorkommt und mit Pr (r von engl. Friesian =
friesisch) bezeichnet wird. Zum anderen die keltische Hornlosmutation, die
in Fleckvieh, Braunvieh, Hereford, Galloway und vielen weiteren europai-
schen Fleisch- und Doppelnutzungsrinderrassen zu finden ist und die mit
Pc (c von engl. Celtic = keltisch) gekennzeichnet wird. In Abbildung 2 sind
die Verbreitungen beider Mutationen innerhalb der europaischen Rinder-
rassen graphisch dargestellt. Durch Einkreuzungen von Fremdblut kann es
auch zum parallelen Auftreten beider Hornlosvarianten innerhalb einer Ras-
se kommen. Das ist zum Beispiel beim Fleckvieh durch die Einkreuzung
von Red Holstein der Fall. Die keltische Hornlosmutation stellt eine 202 bp
lange Insertion-Deletion (InDel) dar. Die friesische Hornlosmutation konnten
MEDUGORAC et al. auf ein 260 kb umfassendes Gebiet eingrenzen, wo-
raufhin kurze Zeit spater eine 80 kb Duplikation als ursachlich fir die friesi-
sche Variante gefunden wurde (ROTHAMMER et al., 2014). Die Kausalitat
der keltischen Mutation und damit auch indirekt die der friesischen konnte
durch zwei geneditierte und in der Folge hornlose Kélber bewiesen werden
(CARLSON et al., 2016). Kirzlich wurde eine dritte Hornlosmutation im do-
mestizierten Yak identifiziert. Die Herkunft dieser Mutation entstammt Ein-
kreuzungen von mongolischen Turano-Rindern. Die zusammengesetzte
und daher komplexe Mutation, die den Namen Pwm (v von engl. Mongolian =
Mongolisch) erhielt, befindet sich wie die beiden anderen Hornlosmutatio-
nen auf dem proximalen Abschnitt von BTA1 innerhalb des 80 kb Bereichs,
der fUr die friesische Mutation verantwortlich ist. Damit liegen alle drei Horn-
losmutationen in nicht codierenden DNA-Abschnitten. In der Folge konnten
die molekularen Mechanismen, welche Hornlosigkeit bedingen, bisher noch
nicht aufgeklart werden (MEDUGORAC et al., 2017).
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® Keltisch (P)

Abbildung 2: Vorkommen von keltischer und friesischer Hornlosmutation in
mehr als 50 europaischen Rinderrassen (Quelle: MEDUGORAC et al., 2012)

Nach der Beschreibung von keltischer und friesischer Hornlosmutation wur-
de nach weiteren Merkmalen gesucht, die zusammen mit Hornlosigkeit auf-
treten. Dabei fand man eine phanotypische Besonderheit, die bisher nur bei
hornlosen Bullen der Rasse Charolais beobachtet wurde. Es handelt sich
um ein abnormales Einziehen des Praputiums (ALLAIS-BONNET et al.,
2013). Ursachlich ist sehr wahrscheinlich eine fehlende oder schwacher
ausgebildete Praputialmuskulatur. Diese tritt laut Literatur auch in anderen
hornlosen Rassen gehaufter auf (RICE, 1987; BRUNER & VAN CAMP,
1992).

Ein weiteres mit Hornlosigkeit assoziiertes Merkmal, das vollig neu beo-
bachtet wurde, stellt eine Auffalligkeit der Wimpern dar. Diese wachsen bei
hornlosen Tieren oftmals mehrreihig, abnormal lang oder in Richtung des
Augapfels (Distichiasis). AuRerdem wurde eine dunklere Farbe und eine
ungewdhnliche Orientierung der Wimpern bei pigmentierten Tieren festge-
stellt (ALLAIS-BONNET et al., 2013). Interessanterweise wird Distichiasis
beim Menschen durch Mutationen in den Genen FOXC2 (forkhead box C2)
(FANG et al., 2000) und TWIST2 (twist family bHLH transcription factor 2)
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(CERVANTES-BARRAGAN et al.,, 2011) ausgel6st. Diese beiden Gene
stellen paraloge, das bedeutet zu einer Genfamilie gehérende Gene zu
FOXL2 und TWIST1 dar. Mutationen von FOXL2 und TWIST1 sind wie in
Kapitel 2.1.4 angesprochen mit fehlenden bzw. unvollstéandig entwickelten
Hornern bei Wiederkauern assoziiert (CAPITAN et al., 2011; BOULANGER
et al., 2014). Beim Menschen wiederum fihrt ein vollstandiges Fehlen von
TWIST2 zu beidseitig auftretenden, klar abgegrenzten Hautlasionen an den
Schlafen (TUKEL et al., 2010). Diese Beobachtungen sprechen fir eine
sparsame Arbeitsweise der Evolution. Scheinbar werden keine Gene, die
ausschlief3lich fur Hornwachstum codieren neu erfunden, sondern eher be-
reits vorhandene Netzwerke, die auch flr andere Hautanhdnge an einem
bestimmten Kdrpersegment von Bedeutung sind, weiterentwickelt (ALLAIS-
BONNET et al., 2013)

Abbildung 3: Nahaufnahmen der Wimpern hornloser Tiere (A) Auge eines ge-
hornten Bullen, (B, D u. E) Augen von PC/p Charolais Bullen, (C) Auge einer PF/p
Holstein Kuh; Die Bilder B, C, D und E zeigen die typischen mehrreihigen und zum
Teil Uberlangen Wimpern hornloser Tiere. In Bild C ist die dunklere Farbung bei
einem pigmentierten Tier zu erkennen und Bild E zeigt ein Beispiel fur Distichiasis
(Quelle: ALLAIS-BONNET et al, 2013)
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2.1.6 Wackelhorner
2.1.6.1 Formen und Entwicklung von Wackelhdrnern

Wackelhorner sind unvollstandig entwickelte Horner. Sie sind auf3erst viel-
gestaltig. lhre Formen reichen von kleinen hornigen Krusten, auch Grind
genannt, bis zu augenscheinlich beinahe normalen Hérnern. Letztere sind
allerdings eine Seltenheit. Wackelhdrnern fehlt im Gegensatz zu normal
entwickelten Hornern eine kndcherne Verbindung zum Schédel. Sie sitzen
auf der Haut und lassen sich zusammen mit dieser bewegen. Jedoch kann
es im Alter eines Tieres nachtraglich zu einer festen Verwachsung mit dem
Schadelknochen kommen. Eine weitere Besonderheit ist der mdgliche Ver-
lust von kleinen Krusten, der durch Abrieb verursacht werden kann. Wa-
ckelhoérner kénnen ein- oder beidseitig ausgebildet sein (LANGE, 1989;
LAMMINGER, 1999). Durch die fehlende knécherne Fixierung hangen gro-
Bere Wackelhdrner haufig gewichtsbedingt nach unten und wurden deshalb
in frlherer Zeit auch als ,Bananenhoérner® bezeichnet (DIRKSEN, 2006).
Abbildung 4 zeigt die verschiedenen Formen von Wackelhdrnern im Fleck-

vieh.
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Abbildung 4: Formen von Wackelhdrnern beim Fleckvieh (A) Kalb mit feiner
Kruste, (B) Bulle mit ausgepragter Kruste, (C) Kuh mit kleinem Wackelhorn auf
Stirnbeule, (D) Kuh mit mittelgroBem Wackelhorn, (E) Bulle mit grof3en Wackel-
hornern, (F) Seltenheit: Bulle mit fest angewachsenen, gro3en Wackelhdrnern, die

normalen Hornern gleichen (Quelle: private Aufnahmen)
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Eine Sonderform ist die Stirnbeule. Sie stellt eine knécherne, meist halbku-
gelférmige Erhebung an der Hornansatzstelle dar. Stirnbeulen werden im
Allgemeinen nicht den Wackelhdrnern zugeordnet, sondern eher als eine
maogliche Vorstufe angesehen. LANGE (1989) und LAMMINGER (1999)
waren jedoch der klaren Auffassung, dass Tiere mit deutlichen Stirnbeulen
bei genetischen Studien wie Tiere mit Wackelhérnern behandelt werden

mussen.

4

Abbildung 5: GrolRe Stirnbeulen einer Fleckviehkuh (ausgeschoren)

(Quelle: private Aufnahme)

Wackelhérner, die groRer als 2 cm sind, haben in der Regel einen soliden
knochernen Kern, der von Horn ummantelt ist. GroRere Wackelhdrner wer-
den haufiger bei mannlichen Tieren beobachtet. Weibliche Tiere zeigen
hingegen vermehrt Krusten und kleinere Wackelhoérner. Aufgrund dieser
kleineren Auspragungsformen gestalten sich visuelle Hornstatusbestim-
mung haufig schwierig. Gelegentlich kann selbst eine manuelle Inspektion
eine Herausforderung fur die untersuchende Person darstellen (DOVE,
1935).

Fur gewohnlich entwickeln sich Wackelhdrner spéter als normale Horner.
SPIRE et al. (1981) beschreiben diesen Umstand mit besonderem Augen-
merk auf weiblichen Tieren. Wahrend die meisten ménnlichen Tiere im Alter
von einem Jahr bereits Wackelhorner aufweisen, beginnen weibliche Tiere

zu diesem Zeitpunkt haufig erst mit deren Ausbildung.
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2.1.6.2 Kinstlich erzeugte ,Wackelhorner*

Im Rahmen seiner Transplantationsversuche zur Induktion des Hornwachs-
tums konnte DOVE (1935) die Entstehung kinstlicher Wackelhorner be-
obachten. Er entfernte die verschiedenen Gewebeschichten der Hornan-
satzstelle einzeln und in Kombination und transplantierte sie auf eine ande-
re Hautstelle am Korper eines Tieres. Als er Periost und das daruberliegen-
de Bindegewebe von der Hornansatzstelle seiner Kalber entfernte, wuch-
sen an der Stelle kleine, verschiebbare Horngebilde mit knéchernem Kern.
Diese Beschreibung deckt sich vollstandig mit der eines genetisch beding-

ten Wackelhorns.

In der Praxis entstehen wackelhorndhnliche Formen, auch Stummel- oder
Krippelhérner genannt, als Folge einer unvollstdndigen Enthornung mittels
heilem Brenneisen (DIRKSEN, 2006). Das ist zum Beispiel der Fall, wenn
der Brennring eines Enthornungsgerates zu klein ist, um die komplette
Hornknospe zu umschliel3en, oder bei zu kurzer Dauer des Brennvorgangs
(KURATORIUM FUR TECHNIK UND BAUWESEN IN DER
LANDWIRTSCHAFT E.V., 2016). Stummelhoérner kénnen optisch haufig
nicht von Wackelhdrnern unterschieden werden. So kann es sehr leicht zu

Verwechslungen kommen.

2.1.6.3 Theorien und Fakten zur Genetik von Wackelhdrnern

Mannliche Tiere entwickeln wesentlich haufiger Wackelhérner als weibliche
Tiere dies tun. Zu diesem Ergebnis kamen viele Untersuchungen uber
Hornlosigkeit und Wackelhérner in verschiedenen Rassen. Beispielhaft sei-
en die Studien von WHITE und IBSEN (1936) Uber Kreuzungstiere aus
Galloway und Holstein, von LONG und GREGORY (1978) uber Kreuzung-
stiere aus Aberdeen Angus, Polled Hereford und Hereford und von BREM
et al. (1982) uber das Fleckvieh genannt. Aufgrund dieser Beobachtungen
sahen die genannten Autoren das Gen fir Wackelhérner in mannlichen Tie-
ren als dominant und in weiblichen Tieren als rezessiv an und stellten es

gleichermalRen in den von ihnen aufgestellten Vererbungsmodellen dar. In
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jungerer Vergangenheit beschaftigten sich CAPITAN et al. (2009) mit Wa-
ckelhdrnern in der franzdsischen Rinderrasse Charolais und fanden heraus,
dass bei dieser Rasse das Verhaltnis von mannlichen und weiblichen Tie-
ren, die Wackelhdrner tragen, gleich hoch ist. Schlussfolgernd charakteri-
sierten sie das Wackelhorngen im Charolais als autosomal rezessiv mit

gleicher Penetranz in beiden Geschlechtern.

In den genannten Vererbungsmodellen von WHITE und IBSEN (1936),
LONG und GREGORY (1978) und BREM et al. (1982) wurden Wackelhor-
ner stets einem monogenen Erbgang zugerechnet. Der Wackelhornlocus
wurde als Sc (von engl. scurs = Wackelhérner) bezeichnet und mit den Alle-
len Sc und sc versehen. Insbesondere das Vererbungsmodell nach LONG
und GREGORY (1978) ist bis heute gangig geblieben. Damals wie heute
gab und gibt es aber auch eine Reihe von Alternativhypothesen und Erwei-
terungen zu diesen Modellen. So erwogen WILLIAMS und WILLIAMS be-
reits 1952 das Vorkommen eines weiteren Gens oder eine Beteiligung von
Umwelteinflissen an der Wackelhornbildung. Einige Jahrzehnte spater
Uberlegte LANGE (1989), wodurch die GroélRenunterschiede von Wackel-
hornern genetisch zu erklaren sind. Er stellte dazu zwei neue Vererbungs-
modelle auf. Bei einem wird die Grof3e durch verschiedene Allele am Horn-
locus bestimmt, wéahrend beim anderen ein zusatzliches Gen die Grofie
modifiziert. LAMMINGER (1999), der sich wie LANGE mit Wackelhdrnern
im Fleckvieh beschaftigte, fand in seinem Probenmaterial Félle, die sich
nicht mit dem Vererbungsmodell nach LONG und GREGORY erklaren lie-
Ren. So beobachtete er Wackelhorn-freie, heterozygot hornlose Bullen mit
Wackelhorn-tragenden Tdchtern oder Muttern. Da Wackelhorn-freie, hete-
rozygot hornlose Bullen bei dominanter Vererbung jedoch kein Wackelhor-
nallel besitzen durften, kdnnen sie auch keines an ihre Tochter weitergeben
bzw. eines von der Mutter ererbt haben. Daraufhin ergdnzte LAMMINGER
(1999) das Vererbungsmodell von LONG und GREGORY mit der Theorie
vom maternalen Imprinting. Imprinting oder zu Deutsch genomische Pré-
gung stellt ein epigenetisches Phdnomen dar. Dabei werden Gene eines
Elternteils infolge einer Markierung, bei der es sich im Wesentlichen um
eine DNA-Methylierung handelt, in den Nachkommen nicht exprimiert

(GRAW, 2015). In Bezug auf die Wackelhornauspragung bedeutet dies,
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dass Bullen, die ihr Wackelhornallel von der Mutter ererbt haben, dieses
modifizierte Allel nicht phanotypisch zeigen, es aber an ihre Nachkommen

weitergeben kdnnen.

Im Jahr 2004 wurde der Wackelhornlocus von ASAI et al. mittels Kopp-
lungsstudie auf BTA19 kartiert. Das verwendete Tiermaterial umfasste meh-
rere Rassen, darunter auch Charolais und Fleckviehtiere. Wahrend CAPI-
TAN et al (2009) den kartierten Locus im franzdsischen Charolais nicht veri-
fizieren konnten, gab es bei der Assoziationsstudie von TETENS et al.
(2015) im Fleckvieh zumindest einen Hinweis, der ebenfalls auf Chromo-
som 19 deutete. TETENS et al. hatten 150 heterozygote Fleckviehtiere fur
ihre Analyse verwendet und kamen aufgrund des Ausbleibens héhersignifi-
kanter Ergebnisse zu dem Schluss, dass es mehr als einen beeinflussen-
den Genlocus fur Wackelhérner geben musse. Bereits vor der Studie hatte
man Uber diese Mdglichkeit spekuliert und auRerdem unvollstdndige Penet-
ranz bei der Wackelhornausbildung vermutet (WIEDEMAR et al., 2014).

Mithilfe des neuen Wissens um die Hornlosmutationen und des nun durch-
fuhrbaren Hornlostests kamen WIEDEMAR et al. in ihrer Studie von 2014
zu einer entscheidenden neuen Erkenntnis tiber Wackelhorner. Sie testeten
dafur 207 Wackelhorntrager verschiedener Rassen auf Hornlosigkeit. Alle
Tiere hatten ausschlief3lich ein P-Allel. Wackelhdrner werden demnach nur
bei heterozygot hornlosen Tieren exprimiert. Damit konnten WIEDEMAR et
al. eine Kernthese der bekanntesten Vererbungsmodelle (WHITE & IBSEN,
1936; LONG & GREGORY, 1978; BREM et al., 1982) widerlegen. Bis dahin
war man der Auffassung gewesen, dass homozygot hornlose Tiere sehr
wohl Wackelhérner entwickeln kdnnen. Tatséchlich lag der Unterschied der
oben genannten Modelle genau in dieser Tiergruppe. Die Autoren waren
hier verschiedener Meinung, welche homozygot hornlosen Tiere in Kombi-
nation mit Geschlecht und Wackelhornallelen Wackelhdrner auch phéanoty-

pisch auspragen.
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2.1.6.4 Bovines Wackelhornsyndrom Typ 2 (Bovine type 2 scurs syn-
drome = T2SS)

Bei der Suche nach dem genetischen Hintergrund von Wackelhdérnern im
Charolais entdeckten CAPITAN et al. (2011) Tiere mit Wackelhornern, die
kein Hornlosallel trugen. Es folgten genauere Untersuchungen der betroffe-
nen Tiere, um den Ursprung dieser neuen Art von Wackelhérnern zu er-
grinden. Klinisch lieBen sich verschiedene Grade einer abnormal spitzen
Schadelform, auch Acrocephalie genannt, und eine vermehrte Knochenzu-
bildung an der interfrontalen Knochennaht des Schéadels feststellen. Diese
Symptome schienen in negativer Korrelation zur GroRe der Wackelhérner
zu stehen. Weiterhin war eine ungleichférmige Keratinschicht auffallend,
von der kleinere Wackelhorner vollstandig umgeben waren und die bei gro-
Reren Wackelhdrnern vor allem am Hornende auftrat. In einer genomweiten
Kopplungsanalyse war es moglich, ein 1,7 Mb grof3es Intervall auf BTA4 zu
kartieren. Als wahrscheinlichstes Kandidatengen in diesem Abschnitt wurde
das TWIST1 Gen ermittelt. Seine Mutation ruft beim Menschen das soge-
nannte Saethre-Chotzen-Syndrom hervor. Dabei kommt es, wie auch bei
den Rindern beobachtet, unter anderem zu einer Acrocephalie. Diese ent-
steht in Folge einer zu frihen Verkndcherung der Knochenndhte des Scha-
dels. CAPITAN et al. konnten beim Vergleich betroffener mit gesunden Tie-
ren tatsachlich eine Mutation in diesem Gen feststellen. Es handelte sich
um eine zehn Basenpaare lange Duplikation, die das Leseraster der DNA
verschiebt und damit wohl das gesamte TWIST1 Gen inaktiviert. Betroffene
Tiere waren stets heterozygot fur diese Mutation. Daher liegt die Vermutung
nahe, dass wie bei Drosophila (SIMPSON, 1983) und Mausen (CHEN &
BEHRINGER, 1995) nachgewiesen, die vollstandige Funktionsunfahigkeit
von TWIST1 auch bei Rindern zum embryonalen Tod fuhrt (CAPITAN et al.,
2011).
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Abbildung 6: Bovines Wackelhornsyndrom Typ 2 (T2SS) (A) 10-jahrige T2SS
Charolaiskuh mit Krusten und ausgepragter Knochenzubildung an der Interfrontal-
naht des Schadels, (B) Réntgenaufnahme des Schéadels einer 5-jahrigen gehérn-
ten Charolaiskuh, (C) Rontgenaufnahme des Schédels einer 4-jahrigen T2SS
Charolaiskuh mit langen Wackelhdrnern; C verglichen zu B: 1. Acrocephalie, 2.
Vermehrte Kalzifikation der Interfrontalnaht, 3. Fehlende Verschmelzung des
Stirnbeins mit dem Os cornu, 4. Fehlende Aufwartsorientierung des Stirnbeins, 5.

Fehlende Pneumatisation des Horns (Quelle: Capitan et al., 2011)

2.1.6.5 Hornlosigkeits-Multisystemsyndrom (Polled and multisystem-

ic syndrome = PMS)

Kurze Zeit nach der Entdeckung des Bovinen Wackelhornsyndrom Typ 2
fanden CAPITAN et al. (2012) ein weiteres mit Hornlosigkeit assoziiertes
Syndrom. Es betraf ausschlie3lich die Nachzucht eines einzigen Charolais-
Bullen. Dieser Bulle entwickelte trotz gehoérnter Eltern keine Horner, son-
dern ausschlie3lich Krusten. Ein Teil seiner Kalber war vollstandig hornlos
und zeigte zudem eine Reihe anderer Symptome. Die betroffene Nachzucht
litt an Veranderungen des Gesichtsschédels ahnlich denen, die auch beim
Bovinen Wackelhornsyndrom Typ 2 auftreten. Weiterhin wurden Wachs-

tumsverzogerungen, eine vorzeitige Ovarialinsuffizienz bei weiblichen Tie-
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ren, chronische Durchfélle, verschiedene neurologische Funktionsstorun-
gen und kardiale Anomalien festgestellt. CAPITAN et al. konnten die gene-
tische Ursache in Form einer grof3en Deletion auf BTA2 ermitteln. Von den
drei im Bereich der Mutation liegenden Genen wurde die Funktionsunfahig-
keit von ZEB2 als hauptverantwortlich fir die umfangreiche Symptomatik
angenommen. Denn ein defektes ZEB2 sorgt beim Menschen fir das so-
genannte Mowat-Wilson-Syndrom, dessen Symptome dem bovinen Hornlo-

sigkeits-Mutisystemsyndrom stark ahneln.

Unter der mutationstragenden Nachzucht des Bullen waren tberproportio-
nal viele weibliche Tiere. CAPITAN et al. vermuteten daher eine erhthte
Letalitat von mannlichen Tieren wahrend der Trachtigkeit, die sie in weite-
ren Untersuchungen auch nachweisen konnten. Damit stellten sie den sel-
ten auftretenden Fall einer erhdhten mannlichen Letalitat, die durch einen

autosomalen Genort bedingt wird, vor.

2.2 Die Rinderrasse Deutsches Fleckvieh
2.2.1 Rassemerkmale und Herkunft des Deutschen Fleckviehs

Das Deutsche Fleckvieh ist ein mittelgrof3es bis grof3rahmiges Rind mit gu-
ter Bemuskelung. Die charakteristisch gescheckte Fellzeichnung der Rasse
variiert von grol3flachig gedeckt bis geringgradig gefleckt. Dabei sind der
Kopf bis hinter die Augen, grol3e Teile der Beine und die Schwanzquaste in
der Regel weil3. Die ebenfalls typische Fellfarbe reicht von hellem Gelb bis
zu dunklem Rotbraun (Abb. 7). Fleckviehtiere kbnnen behornt oder gene-
tisch hornlos sein. Im Allgemeinen handelt es sich beim Deutschen Fleck-
vieh um eine Zweinutzungsrasse, bei der auf die Merkmale Milch- und
Fleischleistung gleich viel Wert gelegt wird. Weiterhin existiert auch eine
zahlenméaRig kleinere reine Fleischlinie (SAMBRAUS, 2011). Der Ursprung
des Deutschen Fleckviehs lasst sich auf den Anfang des 19. Jahrhunderts
datieren. Um 1830 wurden dann die ersten Rinder zum Zwecke der Ver-
besserung lokaler Landschlage aus dem Berner Oberland (Simmental)

nach Deutschland importiert. Durch ihre Uberzeugende Milch- und Zugleis-



Literaturtibersicht 23

tung etablierten sich die Tiere durch Verdrangungskreuzung rasch im ge-
samten suddeutschen Raum (ARBEITSGEMEINSCHAFT
SUDDEUTSCHER RINDERZUCHT- UND BESAMUNGSSTATIONEN E.V.
& CENTRALE MARKETING-GESELLSCHAFT DER DEUTSCHEN
AGRAR-WIRTSCHAFT MBH., 2007). In Deutschland wird die Bezeichnung
Simmentaler daher auch heute noch synonym zur Bezeichnung Fleckvieh
verwendet (SAMBRAUS, 2011).

Abbildung 7: Fleckviehbulle Ralmesbach PS

(Quelle: Besamungsverein Neustadt an der Aisch)

2.2.2 Hornlosigkeit im Deutschen Fleckvieh

In Bayern begann man bereits im Jahr 1974 mit der gezielten Zucht einer
hornlosen Fleckviehlinie. Den Beginn eines Zuchtprogramms, das durch die
Bayerische Landesanstalt fir Tierzucht ins Leben gerufen wurde, bildeten
Zukéufe von Fleckviehtieren mit Spontanmutation. Auf staatlicher Seite
wurde grofRer Wert daraufgelegt, keine Tiere fremder Blutlinien einzukreu-
zen, um das gewilnschte Hornlosgen in die Population zu bringen. Bei pri-
vaten Zichtern kam es in den 1970er Jahren aber hin und wieder zu Ein-
kreuzungen von Angus Tieren (LAMMINGER, 1999). In jungerer Vergan-
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genheit wurden von Milchviehhaltern auch hornlose Red Holstein Rinder
zur Zucht eingesetzt. Begonnen hatte die Hornloszucht jedoch in der
Fleischlinie des Deutschen Fleckviehs. Erst ab 1990, als man die Hornlos-
genetik auch in die Milchviehherde der staatlichen Versuchsstation Grub
einfihrte, begann schlief3lich die Zucht eines hornlosen Doppelnutzungsrin-
des fur die Milchviehhaltung. Einer der ersten herausragenden Bullen war
der aus dem staatlichen Zuchtbetrieb Almesbach stammende Ralmesbach
PS (Abb. 7). Der 2001 geborene Bulle war 2007 mit einem GZW von 130
und einem Milchwert von 127 der bis dahin leistungsstarkste hornlose KB-
Bulle in der Doppelnutzung. Um das Zuchtprogramm weiter voranzutreiben,
begann 2003 die Erfassung von genetisch hornlosen Rindern durch das
Landeskuratorium fur Erzeugerringe fir tierische Veredelung in Bayern e.V.
(LKV Bayern). Hornlose Tiere wurden ab diesem Zeitpunkt mit den in Ta-
belle 1 aufgefiihrten Kirzeln als Namenszusatz versehen. Die Nachfrage
und der Wert hornloser Bullen der Doppelnutzung sind in den letzten Jah-
ren dank der verbesserten Milchleistung stark gestiegen. Im Jahr 2014
konnte der zu diesem Zeitpunkt zuchtwertstarkste homozygot hornlose Bul-
le Incredible PP fir einen Preis von 131 000 € als bisher teuerster Bulle in
die Zuchtgeschichte eingehen (BAYERISCHE LANDESANSTALT FUR
LANDWIRTSCHAFT, 2016). Zwei Jahre spéater, im Jahr 2016 wurden in
Bayern 76 268 naturlich hornlose Fleckviehkélber registriert. Die Gesamt-
zahl der bayerischen Fleckviehkalber war, abzlglich der Verluste in den
ersten Lebenswochen, bei 813 502 Tieren. Demnach lag der Anteil von na-
turlich hornlos geborenen Kaélbern bei rund 9% (BAYERISCHE
LANDESANSTALT FUR LANDWIRTSCHAFT, 2017, LANDES-
KURATORIUM DER ERZEUGERRINGE FUR TIERISCHE VEREDELUNG
IN BAYERN E.V., 2017). Prognosen zufolge wird sich dieser Anteil durch
exponentielles Wachstum im Jahr 2021 bereits auf rund 33 % steigern
(GOTZ et al., 2015). Diese Tendenz lasst sich auch an den Top 10 der
meistgenutzten Fleckviehbullen des Jahres 2016 ablesen. Immerhin drei
dieser Bullen sind genetisch hornlos (ARBEITSGEMEINSCHAFT
DEUTSCHER RINDERZUCHTER E.V., 2017).



Literaturtibersicht 25

Tabelle 1: Hornlosklirzel beim Doppelnutzungs-Fleckvieh (nach
ROBEIS und LUNTZ, 2017)

Hornloskurzel Bedeutung

P Phé&notyp hornlos

PP homozygot hornlos

Pp heterozygot hornlos

PS heterozygot hornlos mit Wackel-
hornauspragung

pp gehdrnt

* (PP*/Pp*/P*S/pp*) mit vorhandenem Hornlostestergebnis

2.2.3 Verzogertes Hornwachstum beim Deutschen Fleckvieh

Ein sporadisch beobachtetes Phanomen beim Deutschen Fleckvieh stellt
das verzogerte Hornwachstum dar. Es handelt sich dabei um Tiere, die von
gehornten Eltern abstammen, bei denen das Hornwachstum jedoch sehr
zeitverzogert einsetzt. So scheinen die Tiere zwar als Kalber hornlos zu
sein, bilden jedoch verspatet noch feste oder wackelnde Hornansatze un-
terschiedlicher GroRe nach. Da einige Bullen Vater mehrerer Kalber mit
dieser Besonderheit sind, geht man von einem genetischen Hintergrund
aus (ROBEIS & LUNTZ, 2013).

2.3 Kartierung von Genen
2.3.1 Genkarten

Genkarten beschreiben die Position von Genen im Genom. Es werden zwei
Arten von Karten unterschieden, zum einen die physikalische, zum anderen

die genetische Genkarte.

In physikalischen Genkarten kbnnen die Abstadnde von Genen auf zweierlei
Weise angegeben werden. Entweder durch ihre Lage in Bezug zu den
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durch Farbung sichtbar gemachten Chromosomenbandern, oder noch

exakter in Basenpaaren (Einheit: bp = base pairs).

Genetische Karten geben die Abstande zwischen Genen anhand ihrer Re-
kombinationshaufigkeit an. Das bedeutet, es wird die Wahrscheinlichkeit
eines Crossing-over Ereignisses zwischen den beiden Genen wahrend ei-
ner Meiose ermittelt und daraus auf ihren Abstand geschlossen
(GELDERMANN, 2005). Je néher zwei Gene auf einem Chromosom beiei-
nanderliegen, desto seltener kommt es beim Crossing-over zu einer Re-
kombination. Die Einheit flr genetische Karten wurde nach dem amerikani-
schen Genetiker Thomas Hunt Morgan (1866—1945) Centimorgan (cM) ge-
nannt. Dabei entspricht 1 Centimorgan einer Rekombinationshaufigkeit von
1 %. Niedrige Rekombinationshaufigkeiten deuten demnach auf geringen
Abstand zwischen zwei Genen hin, wahrend bei hohen Rekombinations-

haufigkeiten die Gene weit auseinander liegen (GRAW, 2015).

Eine ndherungsweise Umrechnung der genetischen Einheit Centimorgan in
die physikalische Einheit base pairs ist moéglich. Allerdings ist zu beachten,
dass Rekombinationshaufigkeiten und damit auch Umrechnungsfaktoren
stark variieren. Beeinflusst werden sie durch Art, Geschlecht, Genombe-
reich und das Individuum selbst (NACHMAN, 2002). Fur das Rind wird zum
Beispiel ein genomweiter Wert von 1,25 Mb/cM angegeben, was 1 250 000
Basenpaaren pro Centimorgan entspricht (ARIAS et al., 2009). Weiterhin
findet man auch geschlechtsbezogene Angaben von 0,986 Mb/cM flr Bul-
len und 1,085 Mb/cM fir Kiihe (MA et al., 2015).

2.3.2 Vom Merkmal zum beeinflussenden Gen

Merkmale lassen sich als qualitativ oder quantitativ beschreiben. Ein quali-
tatives Merkmal stellt zum Beispiel die Fellfarbe (LUSH, 1949) oder die
Hornlosigkeit (SEICHTER et al.,, 2012) eines Tieres dar. Quantitative
Merkmale folgen dagegen meist einer kontinuierlichen Verteilung, Beispiele
sind Gewicht und GroRRe. Viele guantitative Merkmale haben im Vergleich

zu qualitativen Merkmalen bei Nutztieren eine noch groRere wirtschaftliche



Literaturtibersicht 27

Bedeutung. Dazu gehdren unter anderem Merkmale, die mit Wachstum,
Milchproduktion oder Fleischqualitat zu tun haben. Meist werden quantitati-
ve Merkmale von einer grof3en Anzahl von Genen und zusatzlich stark von
der Umwelt beeinflusst (ANDERSSON, 2001). Eine Region im Genom, die
ein oder mehrere merkmalbeeinflussende Gene enthalt, wird als QTL
(quantitative trait locus) bezeichnet (GELDERMANN, 1975). Um QTLs auf-
zufinden, setzt man Kartierungsstudien ein. Dabei ist der Ablauf einer Kar-
tierungsstudie in der Regel in die Phanotypisierung, die Genotypisierung
und die statistische Auswertung gegliedert. Mit der Identifikation eines QTL
ist das Ziel, ein kausales Gen oder eine kausale Mutation zu finden, in der
Regel noch nicht erreicht (ANDERSSON, 2001). Um die molekulare Basis
eines QTL aufzuklaren, bedarf es meist weiterer Studien, die als Feinkartie-
rung bezeichnet werden (FLINT & MOTT, 2001).

2.3.3 SNPs (single nucleotide polymorphisms) als genetische Marker

Eine der Grundlagen fur oben genannte Kartierungsstudien sind genetische
Marker. Aufgrund ihrer besonderen Wichtigkeit fir die in dieser Studie ein-
gesetzten Methoden soll hier nur auf Einzelbasenpolymorphismen, kurz
SNPs (single nucleotide polymorphisms), eingegangen werden. Ein SNP
(sprich: Snip) ist eine bestimmte Stelle im Genom, an der anstelle des Refe-
renzallels verschiedene Nukleinbasen auftreten kénnen. Obwohl theore-
tisch das Vorkommen aller vier Nukleinbasen mdoglich ist, besitzen SNPs
fast ausschlie3lich nur zwei Varianten. Daher werden sie haufig auch als
biallelisch bezeichnet (FROMMLET et al., 2016). Diese Eigenschaft ist
durch ihre Entstehung aus Punktmutationen bedingt. So ist die Wahrschein-
lichkeit des Auftretens zweier unabh&ngiger Mutationen an der gleichen
Stelle extrem gering. Man unterscheidet zwei Formen des Basenaus-
tauschs. Zum einen die Transition, die einen Austausch zwischen Purinba-
sen (Arginin, Guanin) oder einen Austausch zwischen Pyrimidinbasen (Cy-
tosin, Thymin) bedeutet und zwei Drittel aller SNPs ausmacht. Zum ande-
ren die Transversion, bei der ein Austausch zwischen Purin- und Pyrimidin-
base erfolgt (VIGNAL et al., 2002). SNPs liegen sowohl in codierenden als

auch in nicht-codierenden DNA-Abschnitten. Dabei konnen sie nahe einer
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gesuchten genetischen Veranderung lokalisiert sein, an dieser teilhaben
oder selbst die Mutation sein. SNPs in codierenden Abschnitten sind ent-
weder synonymer oder nicht-synonymer Natur. Synonyme SNPs haben
durch die redundante Eigenschaft des genetischen Codes trotz Basenaus-
tauch keinen Aminosaureaustausch zur Folge. Damit bleibt die Primarstruk-
tur des entsprechenden Proteins dieselbe. Dennoch kdnnen auch synony-
me Mutationen funktionelle Auswirkungen haben, da zum Beispiel nicht fur
jedes Basentriplett gleich grof3e Mengen an tRNA bereitstehen. Folglich
kann es zu Abweichungen in der Menge eines synthetisierten Proteins
kommen (GRAW, 2015).

Das Rindergenom mit seinen rund 3 Billionen Basenpaaren enthalt hundert-
tausende von SNPs. Mit Hilfe eines so genannten Chips lasst sich ein Teil
von ihnen schnell und vergleichsweise kostenglinstig abrufen
(MATUKUMALLI et al., 2009). SNP-Chips fur Rinder werden von verschie-
denen Anbietern hergestellt und kdnnen zwischen 2900 und 777 962 SNPs
eines Tieres gleichzeitig abfragen (NICOLAZZI et al., 2014). Der in dieser
Arbeit flr die Genotypisierung gesammelter Proben verwendete Chip um-
fasst 54 609 SNPs und wird in Kapitel 3.2.7 n&her beschrieben.

Die Mdglichkeit, SNPs im Hochdurchsatzverfahren analysieren zu kdénnen,
stellte nicht nur einen Meilenstein fir alle Arten von Kartierungsstudien dar,
sondern begrundete auch die heute in der Rinderzucht routinemaf3ig durch-
gefihrte genomische Selektion. Der Begriff genomische Selektion bezeich-
net dabei die Nutzung einer Prognose Uber die voraussichtlichen Zuchtwer-
te eines Tieres anstelle der klassischen Nachkommenprifung. Diese Prog-
nose kann anhand des aus SNPs bestehenden Genotyps abgeleitet wer-
den. Der Vorteil im Vergleich zu herkdbmmlichen Zuchtwertschatzungen ist
die Anwendbarkeit bei jungen Tieren, von denen noch keine Kenntnis Uber
eigene und Nachkommenleistungen besteht (FRIES & PAUSCH, 2011).
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2.3.4 Kartierungsmethoden
2.3.4.1 Kopplungskartierung

Als Kopplung (engl. linkage) wird die raumliche Néahe zweier Gene auf ei-
nem Chromosom bezeichnet, die ihre Trennung bei der Rekombination
wahrend der Meiose im Regelfall verhindert. Die beiden Gene werden somit
zusammen, das heildt gekoppelt, vererbt (PULST, 1999). Man spricht von
gekoppelten Genen, wenn diese in mindestens 50 % der Falle wahrend der
Meiose nicht rekombinieren (BURTON et al., 2005).

Die Kopplungskartierung beruht auf dem Phanomen der Kopplung. Ur-
sprunglich wurde sie von dem Genetiker Alfred Sturtevant, einem Schiler
von Thomas H. Morgan, entwickelt. Sturtevant erkannte, dass sich mittels
Rekombinationsraten die relativen Abstande von Genen zueinander ermit-
teln lieRen und erstellte so im Jahr 1913 die erste Genkarte (GRIFFITHS,
2005).

Heute ist die Lokalisation vieler Genorte in Form von genetischen Markern
bekannt. Dieses Wissen kann genitzt werden, um ein unbekanntes Gen
ausfindig zu machen. Befindet sich das gesuchte Gen in Kopplung mit ei-
nem genetischen Marker, kann man so auf seine ungeféahre Position im
Genom schlieBen (TERWILLIGER & GORING, 2009). Kopplungsanalysen
versuchen deshalb, durch die Nachverfolgung einer Eigenschaft innerhalb
von Stammbaumen eine Verbindung zwischen einem genetischen Marker
und dem phéanotypischen Merkmal herzustellen (TEARE & BARRETT,
2005). Bei Nutztieren wie dem Rind ist es mdglich, Stammb&ume mit gro-
Ren Familien paternaler Halbgeschwister zusammenzustellen. Das macht
den Einsatz der Methode in Nutztierpopulationen deutlich kraftvoller als
beim Menschen (GODDARD & HAYES, 2009).

Am besten eignet sich die Kopplungskartierung fir monogene Merkmale,
denen ein klassischer Erbgang nach Mendel und damit meist nur ein einzi-
ges Gen zu Grunde liegt. Die Methode funktioniert aber auch bei allelischer
Heterogenitat (s. Kapitel 2.1.5). Schwieriger wird es hingegen bei Locushe-

terogenitat, bei der das gleiche Merkmal durch Mutationen in unterschiedli-
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chen Genen hervorgerufen werden kann. Zudem wird die Kraft der Methode
erheblich reduziert, wenn eine Eigenschaft einem unvollstandig penetranten
Erbgang zuzuordnen ist. Unvollstdndige Penetranz beschreibt die Moglich-
keit, dass trotz vorhandener genetischer Grundlage ein Merkmal von man-
chen Individuen nicht ausgepragt wird. Die Ursache hierftr kann in Umwelt-
einfliissen oder in kompensierenden Genen gesucht werden. Weiterhin sind
gleiche Phénotypen, die durch Umwelteffekte verursacht werden als prob-
lematisch zu nennen. Sie werden als Phanokopien bezeichnet und verursa-
chen einen verringerten Erfolg der Methode (TEARE & SANTIBANEZ
KOREF, 2014).

Durch die Kopplungskartierung lasst sich ein gesuchtes Gen haufig nur in-
nerhalb eines sehr groRen Bereichs von mehreren Megabasen kartieren. In
diesem Bereich finden sich dementsprechend viele mdgliche Kandidaten-
gene. In weiteren Schritten bedarf es daher Feinkartierungen bzw. Kandida-
tengenanalysen (CARLSON et al., 2004).

2.3.4.2 Kopplungsungleichgewichts-Kartierung

Kopplungsungleichgewicht (engl. linkage disequilibrium, LD) ist die Be-
zeichnung flr eine Assoziation von Allelen an zwei oder mehr Genorten, die
nicht zufallig auftritt (SLATKIN, 2008).

Kopplungsungleichgewichts-Kartierungen haben dasselbe Ziel wie Kopp-
lungskartierungen. Sie werden verwendet, um die relativen Positionen
zweier Genorte zueinander zu ermitteln und um Genorte unbekannter Lage
mithilfe von genetischen Markern aufzufinden. Der Unterschied zu Kopp-
lungskartierungen besteht darin, dass sie das nicht durch die Zuhilfenahme
bekannter Stammbaume tun. Kopplungsungleichgewichts-Kartierungen
nitzen stattdessen historische Rekombinationen bzw. Informationen ge-
meinsamer Vorfahren aus der Population, deren Ursprung weiter zurick-
liegt als das bei wenigen Generationen innerhalb von Stammbaumen der
Fall ist (TERWILLIGER & GORING, 2009).
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Dabei wird normalerweise von einer in der Vergangenheit entstandenen
Mutation ausgegangen, die umgeben von flankierenden Genen auf einem
Chromosomenabschnitt vorlag. Im Laufe der Zeit wird dieser Chromoso-
menabschnitt durch Rekombination verandert. Aber selbst viele Generatio-
nen spater finden sich noch unterschiedlich grof3e Teile des urspringlichen
Chromosomenabschnitts, die mit der Mutation gemeinsam vererbt werden.
Diese Uberreste des urspriinglichen Chromosomenabschnitts befinden sich
mit der Mutation im Kopplungsungleichgewicht (KRUGLYAK, 1997). Sie
werden aufgrund ihrer Herkunft aus einem gemeinsamen Vorfahren als
herkunftsgleich (engl. identical by descent, IBD) bezeichnet. Neben dem
Auftreten von Mutationen spielen fur die Entstehung von Kopplungsun-
gleichgewicht noch weitere evolutionére Triebkrafte eine Rolle. Dazu z&hlen
unter anderem Genfluss, Gendrift und Selektion (TERWILLIGER et al.,
1998).

Kopplungsungleichgewicht kann, muss aber nicht, auf der Kopplung zweier
Gene beruhen (SLATKIN, 2008). Beispielhaft fiir einen anderen Ausloser
sei das Phanomen der Populationsstratifikation genannt. Durch sie kann es
zur Assoziation zwischen einem Marker und einem gesuchten Phanotyp
kommen, obwohl der Marker in keiner Weise mit dem ursachlichen Gen
gekoppelt ist. Fur diesen Fall wird der Begriff Scheinassoziation (engl. spu-

rious association) gebraucht.

In der Praxis kann man sich eine Studie vorstellen, bei der ein krankheits-
auslosendes Gen gefunden werden soll. Angenommen, ein Teil der unter-
suchten Individuen stammt aus einer Subpopulation, in der die Krankheit
mit hoherer Préavalenz auftritt als in der restlichen Population. Die Folge ist
eine Verknupfung jeglicher Allele, die mit héherer Frequenz in der Subpo-
pulation auftreten, mit der Krankheit. Populationsstratifikation beschreibt
demnach die unterschiedlich hohen Frequenzen von Allelen zwischen Sub-
populationen in einer Gesamtpopulation (PRITCHARD & ROSENBERG,
1999).
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Einen groRen Vorteil der Kopplungsungleichgewichts-Kartierung stellt ihre
hohe Kartierungsgenauigkeit dar. Daflir sorgen die gro3e Anzahl histori-
scher Rekombinationen und die leichtere Beschaffung von Probenmaterial,
da keine Verwandtschaft zwischen den Individuen bestehen muss.

Kopplungsungleichgewichts-Kartierungen werden daher haufig zur Feinkar-
tierung eingesetzt (COLLINS, 2009).

Die Begriffe Kopplungsungleichgewichts-Kartierung und Assoziationskartie-
rung kdnnen synonym verwendet werden (MARCH, 1999). Fir Studien, die
das gesamte Genom einschlieRen und auf Kopplungsungleichgewicht be-
ruhen, wird der Name genomweite Assoziationsstudie (engl. genome-wide
association study, GWAS) verwendet (BUSH & MOORE, 2012).

2.3.4.3 Kombinierte Kopplungsungleichgewichts- und Kopplungskar-

tierung

Eine Kombination aus Kopplungs- und Kopplungsungleichgewichts-
Kartierung (engl. combined linkage disequilibrium and linkage analysis,
cLDLA) nutzt zum einen Informationen Uber aktuelle Rekombinationen in-
nerhalb von Stammbaumen von zu untersuchenden Familienmitgliedern.
Zum anderen werden Rekombinationen bertcksichtigt, die bereits in frihe-
rer Vergangenheit stattgefunden haben (MEUWISSEN & GODDARD,
2000). Dadurch bringt die cLDLA die Vorteile beider Analysemethoden zu-
sammen. Die Kopplungsanalyse, die nicht das Risiko falsch positiver Asso-
ziationen aufgrund von Populationsstratifikation birgt, sorgt in der cLDLA fur
mehr Sicherheit beziglich der erzielten Kartierungsergebnisse (ALMASY et
al., 1999). Die Qualitat der Kopplungsungleichgewichtskartierung liegt wah-
renddessen in der hoheren Kartierungsgenauigkeit (MEUWISSEN &
GODDARD, 2000).

Fur das Design einer cLDLA ist es generell gunstiger, viele Familien mit
einer geringeren Anzahl an Familienmitgliedern einzubeziehen, anstatt we-

nige grol3e Familien zu verwenden. Dadurch l&sst sich der Informationsge-



Literaturtibersicht 33

halt und somit die Kartierungsgenauigkeit deutlich steigern (LEE & VAN
DER WERF, 2004).

Die cLDLA wurde haufig zur Feinkartierung eingesetzt. So zum Beispiel bei
OLSEN et al. (2004; 2005), die diese Methode nutzten, um einen QTL flr
Milchinhaltsstoffe auf BTA6 feinzukartieren. Der in erster Instanz mittels
Kopplungsanalyse identifizierte Bereich, auch als Konfidenzintervall be-
zeichnet, betrug ca. 16 cM (OLSEN et al., 2002). Unter anderem durch den
Einsatz der cLDLA gelang es, das Konfidenzintervall zuerst auf 7,5 cM
(OLSEN et al., 2004) und schlie3lich sogar auf ca. 0,5 cM (OLSEN et al.,
2005) zu reduzieren. Die cLDLA ist aber nicht an eine vorab durchgefihrte
Kopplungsanalyse gebunden, sondern findet heutzutage meist direkten
Einsatz. Als Beispiel einer direkten Anwendung sei die Kartierung der in
Kapitel 2.1.5 beschriebenen Hornlosmutation im Yak genannt
(MEDUGORAC et al., 2017).
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3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 Material
3.1.1 Probenmaterial

Fur die Kartierungsstudie tUber Wackelhérner wurden Tiere der Rasse
Deutsches Fleckvieh aus bayerischen Fleckviehzuchtbetrieben, bayeri-
schen Besamungsstationen und der Versuchsherde der Bayerischen Lan-
desanstalt fir Landwirtschaft in Grub phanotypisiert und beprobt. Der Ar-
beitsgruppe Populationsgenomik lag hierfur eine Genehmigung der Regie-
rung von Oberbayern vor (Genehmigungsnummer: 55.2-1-54-2532.3-24-
12).

Alle gesammelten Tiere wurden auf Hornlosigkeit getestet, sofern nicht be-
reits ein Testergebnis vorhanden war. Eine Ausnahme bildeten Bullen, aus
deren Nachkommen zweifelsfrei auf ihre eigene Hornlosmutation geschlos-
sen werden konnte. Der Hornlostest diente als entscheidende Verifizierung
des Phénotyps. Im Anschluss daran erfolgte die Erstellung der SNP-
Genotypen ausgewahlter Tiere. Fir einen Teil der gesammelten Tiere wa-

ren diese durch die genomische Selektion bereits verfugbar.

Im Rahmen der Phanotypisierungen wurden Tiere mit wackelnden Hornern
ohne Hornlosallel gefunden. Daraus ergab sich die Frage, ob diese Tiere
eine Form des verzdgerten Hornwachstums oder Wackelhérner anderen
Ursprungs aufwiesen. Zur Unterscheidung wurde ein eindeutiges Merkmal
normal ausgebildeter Horner im Vergleich zu Wackelhérnern herangezo-
gen: die Pneumatisation. Diese beginnt wie in Kapitel 2.1.3 erlautert in ei-
nem Alter von etwa sechs Monaten. Uber ihren zeitlichen Verlauf im Deut-
schen Fleckvieh gab es jedoch bisher noch keine Kenntnis. Aus diesem
Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit auch eine Untersuchung zum
Pneumatisationsverlauf der Horner durchgeftihrt. Dabei wurde das Merkmal
Pneumatisation vor allem auf seine Sicherheit als Unterscheidungskriterium
fur normale Horner und Wackelhérner getestet. Die Proben fir diese Unter-
suchung stammten von der Schlachthof-Betriebs-GmbH Furth (s. Kapitel
3.1.1.5). Die Untersuchung der Horner wurde dem zustandigen Veteri-

naramt der Stadt Furth angezeigt und genehmigt.
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3.1.1.1 Tiere aus bayerischen Fleckviehzuchtbetrieben

Insgesamt wurden in bayerischen Fleckviehzuchtbetrieben 549 Tiere be-
probt und phanotypisiert. Davon waren 503 Tiere weiblich und 46 Tiere
mannlich. Der Uberwiegende Teil der Proben mit 516 Tieren wurde selbst
gesammelt, wohingegen die restlichen 33 Proben aus Einsendungen von
Fleckviehziichtern stammten. Die selbst durchgefiihrten Probennahmen
erfolgten in zwei Phasen und unterschieden sich bei der Dokumentation der
Phanotypisierung. In Phase 2 bzw. ab August 2016 war diese deutlich de-
taillierter. Die Notwendigkeit zusétzliche Einzelheiten bei der Erhebung des

Phanotyps einzubeziehen wurde erst im Laufe des Projekts ersichtlich.

3.1.1.1.1 Probennahme Fleckviehzuchtbetriebe Phase 1

Die erste Phase der Probennahme erfolgte in Zusammenarbeit mit dem
Besamungsverein Neustadt an der Aisch e.V. (BVN) zwischen Dezember
2014 und Januar 2015. In dieser Phase wurden 424 Tiere aus acht Fleck-
viehzuchtbetrieben in Bayern untersucht. Davon waren 401 Tiere weiblich
und 23 Tiere mannlich. Die Landwirte wurden gebeten, eine Vorauswahl an
Tieren zu treffen, die aufgrund ihrer Stammbaume und ihrer Ph&notypen
genetisch hornlos sein konnten. Ausgewahlte Tiere wurden an beiden
Hornansatzstellen palpatorisch untersucht, um auf vorhandene Wackelhor-
ner zu prufen. Dabei wurden Tiere mit Kruste (ein- oder beidseitig) und Tie-
re mit Wackelhorn (ein- oder beidseitig) sowie Tiere mit einer Kombination
aus Wackelhorn und Kruste als Wackelhorn-tragend dokumentiert. Alle an-
deren Tiere wurden als Wackelhorn-frei eingestuft. Die Beprobung erfolgte

mittels EDTA-Blutentnahme aus der Schwanzvene.

In die Kartierungsstudie wurden aus dieser Probengruppe nur Tiere aufge-
nommen, bei denen eine detailliertere Nachprifung des Phanotyps vorge-

nommen werden konnte.
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3.1.1.1.2 Probennahme Fleckviehzuchtbetriebe Phase 2

Die zweite Probennahme erfolgte im September 2016. Es wurden 92 Tiere
aus vier weiteren Fleckviehzuchtbetrieben in Bayern untersucht. Dabei ent-
sprach die Geschlechterverteilung 85 weiblichen und sieben méannlichen
Tieren. Die Dokumentation der Phanotypen wurde mit Hilfe eines Fragebo-
gens nach Vorlage von Dr. Aurélien Capitan verfeinert. Urspringlich war
dieser Fragebogen auf die Rasse Charolais ausgelegt. Nach einer Anpas-
sung ans Fleckvieh wurde er in der modifizierten Form (Anhang 1) fur alle
92 Tiere ausgefullt. Des Weiteren entstanden je Tier eine fotografische
Frontalaufnahme des Kopfes und weitere Detailaufnahmen der Hornan-
satzstellen. Zur Beprobung wurden Haarwurzeln aus der Schwanzquaste

oder der Ohrmuschel entnommen.

3.1.1.1.3 Eingesendete Proben

Zur Erweiterung des Probenmaterials kamen lber die gesamte Projektlauf-
zeit von zweieinhalb Jahren mehrere Einsendungen von Fleckviehziichtern
hinzu. Insgesamt wurden auf diesem Weg 33 Haarwurzelproben aus 12
verschiedenen Betrieben zur Verfuigung gestellt. Die Erfassung der Phéno-
typen erfolgte telefonisch im Gesprach mit den Besitzern und durch die

Ubermittlung von Bildern der Hornansatzstellen.

In finf Fallen wurden Tiere vorgestellt, deren Phanotyp nicht mit ihrem Ge-
notyp Ubereinstimmte. Es handelte sich um hornlose oder Wackelhorn-
tragende Kalber gehornter Eltern. Die Besitzer solcher Tiere wurden in re-
gelmaRigen Abstdnden von 3—-4 Monaten telefonisch kontaktiert und zur

Entwicklung des Phanotyps ihrer Tiere befragt.
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3.1.1.2 Bullen aus bayerischen Besamungsstationen

Fur eine detaillierte Phanotypisierung mannlicher Tiere wurden im Zeitraum
von August bis September 2016 die im Folgenden aufgefuhrten bayeri-
schen Besamungsstationen besucht:

e Besamungsverein Neustadt an der Aisch e.V.

e Bayern Genetik GmbH (an den Standorten Grub und Landshut)

e Zweckverband Il fur kinstliche Besamung der Haustiere in Greifen-
berg

e CRV Deutschland GmbH in Wasserburg am Inn

e Besamungsverein Nordschwaben e.V. in Hochstadt

Der Phanotyp aller am Besuchstermin angetroffenen hetero- und homozy-
got hornlosen Fleckviehbullen dieser Stationen wurde mit Hilfe des bereits
erwéhnten Fragebogens (Anhang 1) dokumentiert. Weiterhin wurden Foto-

grafien des Kopfes und der Hornansatzstellen angefertigt.

Unter den insgesamt 115 phanotypisierten Bullen waren 24 homozygot
hornlose Bullen, von denen funf Tiere der Fleischlinie angehéren, und 91
heterozygot hornlose Bullen, von denen ein Tier der Fleischlinie zuzuord-

nen ist.

Zu weiteren Untersuchungszwecken stellten die Besamungsstationen

Sperma der Bullen zur Verfiigung.

3.1.1.3 Kihe aus der Versuchsherde der Bayerischen Landesanstalt

far Landwirtschaft in Grub

In Kooperation mit der Bayerischen Landesanstalt fir Landwirtschaft (LfL)
wurden im Januar 2017 47 hetero- und homozygot hornlose Kihe der Ver-
suchsherde in Grub anhand des Fragebogens zur Hornstatuserhebung
(Anhang 1) phanotypisiert. Von allen Tieren entstanden Kopfportraits und
Detailaufnahmen der Hornansatzstellen. Weiterhin wurden Haarwurzelpro-

ben aus der Schwanzquaste eines jeden Tieres gewonnen.



Material und Methoden 38

3.1.1.4 Tiere vom Kalbermarkt in Ansbach

Zusammen mit dem Besamungsverein Neustadt an der Aisch e.V. (BVN)
wurden zwischen Januar und Mérz 2016 funf Kalbermarkte fur Zucht- und
Mastkalber der mittelfrankischen Stadt Ansbach besucht. Dabei wurden
ausschlief3lich Fleckviehkalber homozygot hornloser Bullen phanotypisiert
und mittels einer Haarwurzelprobe aus der Schwanzquaste beprobt. Durch
die homozygot hornlosen Vater war das Vorhandensein von mindestens

einem Hornlosallel in den untersuchten Nachkommen garantiert.

Die Besuche der Kélberméarkte waren nicht ausschlief3lich zur Probenge-
winnung bestimmt. Sie dienten Uberdies der Beobachtung friher Entwick-
lungsstadien von Wackelhérnern. Die insgesamt 182 phénotypisierten und
beprobten Kalber teilten sich in 168 mannliche Tiere und 14 weibliche Tiere.

Das Alter der Kalber betrug zwischen vier und zehn Wochen.

3.1.1.5 Tiere vom Schlachthof in Firth

Um einen Uberblick tiber den Verlauf der Pneumatisation im Fleckviehhorn
zu gewinnen, wurden 93 Hornpaare von Fleckviehtieren aus Bayern und
Baden-Wiurttemberg mittels Réntgenaufnahme untersucht. Die Hornpaare
wurden in der Zeit von Oktober 2015 bis Marz 2016 von der Schlachthof-
Betriebs-GmbH Furth durch den zustandigen amtlichen Tierarzt, Herrn Ti-
mo Baumann, zur Verfugung gestellt. Um Alter und Identitat eines Tieres
erfassen zu kénnen, war jedes Hornpaar gemeinsam mit einer Ohrmarke
verpackt. Zum Zeitpunkt der Schlachtung waren die Rinder zwischen einem
und viereinhalb Jahren alt (Tab. 2). Aus den Hornpaaren wurden bei der
Arbeitsgruppe fur Populationsgenomik Gewebeproben entnommen, um in
fraglichen Fallen einen Hornlostest durchfiihren zu kénnen. Aul3erdem wur-
den Fotografien von der Langsansicht der Hornpaare und der Aufsicht auf
die Schnittflachen angefertigt. Zuletzt erfolgte die Erstellung der Rontgen-
aufnahmen in der Klinik fur Wiederkduer der LMU Munchen. Im Anschluss
daran wurden die Hornpaare an die Tierkorperbeseitigungsanlage Kraftis-

ried zur Entsorgung abgegeben.
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Tabelle 2: Probenmaterial zur Pneumatisation von Fleckviehhérnern
Alter in Jahren Tiere mannlich Tiere weiblich
1-15 4 2

>1,5-2 17 18

>2-2,5 14 13

>2,5-3 8 8

>3-3,5 1 3

>3,5-4 0 4

>4-4.5 0 1

3.1.2 Datenmaterial
3.1.2.1 SNP-Genotypen aus Deutschland

In der Kartierungsstudie fanden insgesamt 156 SNP-Genotypen, die von
der Arbeitsgemeinschaft Suddeutscher Rinderzichter und Besamungsor-
ganisationen e.V. (ASR) und vom Landeskuratorium der Erzeugerringe fur
tierische Veredelung in Bayern e.V. (LKV Bayern) zur Verfigung gestellt
wurden, Verwendung. Die SNP-Genotypen stammten von 134 Fleckvieh-
bullen und 22 Fleckviehkihen. Unter ihnen waren 113 Genotypen von Tie-
ren, die im Rahmen dieser Studie eigenhé&ndig phanotypisiert werden konn-
ten. Fur die Ubrigen 43 Tiere wurde als Informationsquelle tiber den Phéano-
typ das hinter dem Namen eines Tieres vermerkte Hornloskirzel in Kombi-
nation mit Bildern und Auskiinften der Besitzer genutzt. Zur Sicherheit wur-
den auf diese Art und Weise ausschliel3lich Tiere mit Wackelhdrnern pha-
notypisiert. Wackelhorn-freie Tiere lieRen sich Uber das zur Verfiigung ste-
hende Bildmaterial in der Regel nicht ausreichend sicher identifizieren. Um
eine zufriedenstellende Aussage treffen zu kdnnen, hatten speziell dafir
gualitativ hochwertige Bilder der ausrasierten Hornansatzstellen angefertigt
werden missen. Anderenfalls konnen Krusten und sogar kleine Wackelhor-

ner leicht unter dem Fell eines Tieres versteckt bleiben.
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3.1.2.2 SNP-Genotypen aus der Schweiz

Zur VergroRerung des Studienmaterials flossen in die Kartierungsstudie 63
SNP-Genotypen heterozygot hornloser Fleckviehtiere ein, die von Prof. Dr.
Cord Drogemiller der Vetsuisse-Fakultat der Universitat Bern zur Verfu-
gung gestellt wurden. Darunter waren 14 méannliche und 49 weibliche Tiere,
die Uberwiegend in der Schweiz und zum geringeren Teil auch in Deutsch-
land und Osterreich beprobt worden waren. Fir jedes dieser Tiere waren
zudem ein Hornlostestergebnis und Informationen Gber dessen phanotypi-
schen Hornstatus zuganglich. Das Tiermaterial wurde bereits in anderen
Projekten verwendet (WIEDEMAR et al., 2014; TETENS et al., 2015).

3.1.3 Auswahl der Studientiere fur die Kartierungen

Die Auswahl der Studientiere unterlag strengen Kriterien. Diese ergaben
sich durch die im Verlauf der Studie immer deutlicher gewordenen komple-
xen Eigenschaften des Phanotyps.

Aufgrund der von WIEDEMAR et al. (2014). entdeckten Tatsache, dass
ausschlief3lich Tiere mit nur einem Hornlosallel Wackelhdrner ausbilden
konnen, war fur alle Studientiere ein Hornlostest mit Testergebnis ,hetero-
zygot hornlos* zwingende Voraussetzung. Zuséatzlich musste Kenntnis tber
die Art der Hornlosmutation (keltisch oder friesisch) bestehen. Bei einer ge-
ringen Anzahl von Studientieren war ein detailliertes Testergebnis und da-
mit die Art der Hornlosmutation nicht bekannt. In solchen Fallen konnte die
Mutation mit Hilfe von Stammbaumen mit groRer Sicherheit abgeschatzt

werden.

Im Laufe der Studienzeit veranderte sich die Sichtweise auf das Merkmal
Wackelhérner. Es stellte sich heraus, dass eine Dokumentation der Wa-
ckelhorngroRe flr eine Kartierung von Nutzen sein kann. Wackelhorn-
tragende Tiere wurden dementsprechend nur mit einer vorhandenen Anga-

be zur GrolRe ihrer Wackelhorner in die Kartierungen aufgenommen.

Weiterhin war das Alter eines Tieres zum Zeitpunkt der Phanotyperhebung
von besonderer Bedeutung. Da Wackelhorner auch noch von adulten Tie-



Material und Methoden 41

ren ausgebildet werden kénnen (LANGE, 1989; LAMMINGER, 1999), be-
steht bei Wackelhorn-freien Tieren, jungeren Alters die Gefahr der nach-
traglichen Wackelhornentwicklung und damit der Zuordnung zur falschen
Phanotypgruppe. In der Folge wurde fir Wackelhorn-freie Tiere ein Min-
destalter von eineinhalb Jahren zum Zeitpunkt der Phanotypisierung be-

stimmt.

Zudem wurde beabsichtigt Tiere mit grof3en Stirnbeulen von der Studie
ausschlie3en. Denn es gab nach wie vor keine Kenntnis dartber, inwieweit
Stirnbeulen als eine Vorstufe zur Wackelhornentwicklung betrachtet werden
mussen. Fur weibliche Tiere liel3 sich das Vorhaben umsetzen, indem Tiere
mit groRen Stirnbeulen (> 2 cm) nicht in der Studie verwendet wurden. Bei
den mannlichen Tieren konnte dieses Kriterium aufgrund eines Mangels an

Wackelhorn-freien Tieren jedoch nicht bertcksichtigt werden.
Zusammenfassend lassen sich die folgenden Kriterien festhalten:

e heterozygot hornlos

e Kenntnis tUber die Art der Hornlosmutation (keltisch/friesisch)

e Altersangabe zum Zeitpunkt der Phé&notyperhebung

e Wackelhorn-tragende Tiere: Kenntnis Uber die Grof3e der Wackel-
horner

e Wackelhorn-freie Tiere: Mindestalter bei der Ph&notypisierung:1,5
Jahre

e Wackelhorn-freie weibliche Tiere: Keine grof3en Stirnbeulen

(>2cm)

Durch die Anwendung der genannten Punkte blieben aus den insgesamt
794 gesammelten heterozygot hornlosen Tieren fur die Kartierungen 337
Tiere ubrig. Eine Ubersicht der Herkunft aller in der Kartierungsstudie ver-

wendeten Tiere bietet Tabelle 3.
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Fur die Kartierungen wurden drei Tiersets erstellt. Tierset 1 enthalt alle 337
ausgewahlten, heterozygoten Tiere. In den beiden weiteren Tiersets wur-
den die 337 Tiere aus Tierset 1 ihrem Geschlecht entsprechend aufgeteilt.
Tierset 2 beinhaltet 170 Bullen und in Tierset 3 finden sich 167 Kihe.
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Tabelle 3: Proben- und Datenmaterial fur die Kartierungsstudie

*Tiere, deren Phanotypen nicht im Probenmaterial erhoben wurden; () in den Gesamtwert einflieRende Zahl

Herkunft von Anzahl Phanotypen Probenanzahl Probenart Pp Tiere Studientiere
Phanotypen und Proben mannlich  weiblich mannlich  weiblich mannlich weiblich mannlich  weiblich
Fleckviehzuchtbetriebe Phase 1 23 401 23 401 EDTA-BIut 17 266 2 24
Fleckviehzuchtbetriebe Phase 2 7 85 7 85 Haarwurzeln 7 76 5 52
Einsendungen Fleckviehzilchter 16 17 16 17 Haarwurzeln 10 7 6 4
Versuchsherde der LfL Grub - 47 - 47 Haarwurzeln - 42 - 38
Kalbermarkt Ansbach 168 14 168 14 Haarwurzeln 159 13 14 -
Bayerische Besamungsstationen 115 - 88 - Sperma 91 - 86 -
Herkunft von Anzahl Phanotypen Datenart Pp Tiere Weitere Studientiere*
Phéanotypen und Daten mannlich _ weiblich mannlich _ weiblich _mannlich  weiblich
Deutschland (ASR, LKV) - - SNP-Genotypen 134 (43) 22 (-) 43 -
Schweiz (Prof. Drégemdiller) 14 49 SNP-Genotypen 14 49 14 49
Gesamt (Proben- u. Datenmaterial) 343 613 302 564 341 453 170 167




Material und Methoden

44

3.1.4 Programme und Datenbanken

Die in dieser Arbeit verwendeten Programme und Datenbanken sind zu-

sammen mit ihrem Verwendungszweck in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4:

Programme und Datenbanken

Programme und Datenbanken

Verwendungszweck und Quelle

Programme

ASReml Varianzkomponentenanalyse
https://lwww.vsni.co.uk/software/asremi|

Beagle 3.0.4. Haplotypisierung und Marker-Imputation
http://faculty.washington.edu/browning/be
agle/b3.html

GCTA 1.24 Durchfiihrung genomweiter Assoziations-
studien
http://cnsgenomics.com/software/gcta/

GIMP 2.8 Bildbearbeitung

https://lwww.gimp.org/

Microsoft SQL-Server 2014

Verwaltung von Geno- und Phanotypen in
der hauseigenen Datenbank, Vorberei-
tung von Daten fUr Analysen
https://msdn.microsoft.com/library/mt5901
98.aspx

Microsoft Visual Studio 2010

Erstellung von Anwendungsprogrammen
fur Datenvorbereitung, -analyse und -
darstellung
https://lwww.visualstudio.com/

PLINK 1.07 Datenvorbereitung fur das Programm
GCTA
http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plin
k/

R3.1.2 Datenvorbereitung
https://lwww.r-project.org/

Datenbanken

Bayerisches Behdrdennetzwerk (LKV)

Pedigreeinformationen beprobter Tiere
Zugangsberechtigung der Arbeitsgruppe
Populationsgenomik

Pubmed

Literaturrecherche
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

The Bovine Genome Database

Genkarte fur das Rind
http://www.bovinegenome.org

ZuchtData Rinderzucht Austria

Pedigreeinformationen von Fleckviehbul-
len
http://cgi.zar.at/cgi-bin/zw_default.pl
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3.1.5 Gerate

In Tabelle 5 finden sich alle Gerate, die zur Probenentnahme, DNA-

Praparation und der Erstellung der Réntgenbilder der Horner genutzt wur-

den.

Tabelle 5: Gerate

Bezeichnung

Hersteller

Autoklav

Feinwaage

Fuji IP Cassette type C (35.4 x 43.0 cm)
Gefrierschrank

Kuhlschrank

Magnetrihrer

MaRband

NanoDrop Spectrophotometer ND-100
pH-Meter

Pipetten

Praparierschere

Roéntgenrdhre Opitop150/40/80HC
Skalpellhalter

Spitzzange, abgewinkelt

Thermomixer

Vortexer

Warmeschrank

Zentrifuge

Thermo Fisher Scientific
Sartorius

Fuijifilm

Bosch

Siemens

IKA-Werke

Prym

preglab

Hanna Instruments
Abimed, Gilson, Rainin
Bayer

Siemens

Bayha

Silberspeer

Bachofer

Bachofer

Bachofer

Hettich

3.1.6 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 6 zeigt die bendtigten Verbrauchsmaterialen fur die Probenentnah-

me und die DNA- Préparation.
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Tabelle 6: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller
EDTA-Monovetten (9 ml) Sarstedt
Einmalhandschuhe Unigloves
Einmalkanulen (1,6 x 25 mm) Braun
Etiketten Delektron
Pinzette, anatomisch Roth
Pipettenspitzen Biozym
Reaktionsgefald (1,5 und 2 ml) Biozym
Reaktionsgefald (15 ml) Nunc
Skalpellklingen (Fig. 21) Schreiber

3.1.7 Chemikalien und Reagenzien

Fur die DNA-Praparation aus Blut, Haarwurzeln, Gewebe und Sperma wur-

den die Chemikalien und Reagenzien in Tabelle 7 verwendet.

Tabelle 7. Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung Hersteller
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO.) Merck
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich
EDTA Roth

Ethanol (ETOH) Roth
Kaliumchlorid (KCI) Merck
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO.) Merck
Magnesiumchloridhexahydrat (MgCly) Merck
Natriumacetat Merck
Natriumchlorid (NaCl) Roth

Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat
(Tween 20)

Proteinase K
Salzsaure (HCI)
Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Trishydroxymethylaminomethan (Tris)

ICN Biomedicals

Roth
Roth
Sigma-Aldrich

Roth
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3.1.8 Puffer

Fur die Herstellung von Lysat aus Haar-und Gewebeproben, sowie die Pra-

paration von DNA aus Sperma wurden vier Puffer hergestellt und verwen-

det:

Extraktionspuffer

2,5 ml 2 M NacCl

5,0 ml 100 mM Tris pH 8,2
5,0 ml 20 mM EDTA pH 8,0
5,0 ml 10%iges SDS

ad 50 ml Aqua dest.

PBS-Puffer

8,09 NacCl

02¢g KCI

14449 Na;HPO,
0,24 ¢ KH.PO

ad 11 Aqua dest.

(wird auf pH 7,4 eingestellt)

Lysispuffer K

8,0 ml
0,3ml
10,0 ml
2,0 ml

ad 400 ml

TE-Puffer
10,0 ml
2,0 ml

ad 1000

1 M Tris-HCI pH 8,3
2 M MgCl»

1 MKCI

Tween 20

Aqua dest.

1M Tris pH 8,0
0,5 M EDTA pH 8,0
Aqua bidest. ml
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3.2 Methoden
3.2.1 Erhebung der Phanotypen

Bei der Erhebung der Phéanotypen wurden beide Hornansatzstellen eines
Tieres betrachtet und wenn nétig manuell palpiert. Aufgrund des Vorkom-
mens von sehr kleinen, etwa fingernagelgro3en Krusten mussten in einigen
Fallen die umliegenden Haare ausgeschoren werden. Um eine genaue Un-
tersuchung durchfihren zu kénnen, war eine gute Fixation der Tiere beson-
ders wichtig. Kihe wurden mithilfe des Fressgitters fixiert. Kalber wurden
nach Moglichkeit durch eine zweite Person festgehalten. Bei Bullen bedurf-
te es aus Sicherheitsgriinden zwingend einer Hilfsperson, die den Kopf des

Tieres fachgerecht fixierte.

Zu Beginn des Projekts beschrankte sich die Dokumentation des Phanotyps
auf eine der drei Eigenschaften ,gehornt®, ,Wackelhorn-tragend” oder ,Wa-
ckelhorn-frei“. Im Laufe der Zeit waren jedoch die Vorteile einer deutlich
detaillierteren Dokumentation zu erkennen. Griinde dafur waren die Fest-
stellung einer unerwarteten Bandbreite an Phanotypen sowie die Erkennt-
nis, dass es sich bei Wackelhérnern um ein deutlich komplexeres Merkmal
handelt als zun&dchst angenommen. Daraufhin wurden Wackelhérner mittels
Mal3band in der Lange vermessen und die Gro3e von Stirnbeulen und Klei-
neren knéchernen Erhebungen geschatzt. Zudem wurde bei Wackelhdrnern
der Grad der Verschiebbarkeit beurteilt. Weiterhin erfolgte eine Betrachtung
der Zwischenhornlinie und der Stirnnaht. Letzteres wurde durchgeftihrt, um
auf das Vorkommen eines maoglicherweise &hnlichen Syndroms wie dem im
Charolais entdeckten T2SS zu prifen. In Anbetracht eventueller Folgestu-
dien wurden zusatzlich Auffalligkeiten der Augen dokumentiert. Die genann-
ten Punkte wurden anhand eines Fragebogens (Anhang 1) erfasst. Ab-
schlieRend wurden Fotografien vom Kopf in Frontalansicht und den Horn-
ansatzstellen im Detail angefertigt.
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3.2.2 Probenentnahme

EDTA-Blut wurde aus der Schwanzvene (V. coccygea) der Rinder entnom-
men. Dazu wurden eine 1,6 x 25 mm Kanile und eine 9 ml fassende Mo-
novette verwendet. Bei Verschmutzung der Einstichstelle zwischen dem 5.

und 7. Schwanzwirbelkdrper wurde diese vorab gereinigt.

Haarwurzelproben wurden bei Kihen und Kalbern aus der Schwanzquaste
entnommen. Bei Bullen wurde aus Sicherheitsgriinden die Entnahme von
Haaren aus den Ohrmuscheln bevorzugt. Die Entnahme erfolgte mittels
abgewinkelter Spitzzange. Es wurde darauf geachtet, moglichst saubere
und trockene Haare zu wéhlen. Insgesamt wurden pro Tier mindestens 50
Haare mit gut sichtbaren Haarwurzeln entnommen und in ein Plastiktiitchen
verpackt. Lange Haare wurden zuvor am wurzellosen Ende mit einer Sche-

re eingekdrzt.

Alle Proben wurden mit der Tieridentifikationsnummer beschriftet.

3.2.3 Herstellung von Lysat und Extraktion von DNA

Die Herstellung von Lysat und die Extraktion von DNA wurden im Labor der
Arbeitsgruppe fir Populationsgenomik des Veterinarwissenschaftlichen De-
partments der LMU Mdunchen durchgefiihrt. Aus Proben von Tieren, die
ausschliel3lich fur einen Hornlostest vorgesehen waren, wurde, sofern mog-
lich, Lysat angefertigt. Eine Ausnahme bildeten Spermaproben, aus denen
immer direkt DNA isoliert wurde. Weiterhin erfolgte eine direkte DNA-
Praparation bei allen Tieren, bei denen nach Abklarung des genetischen

Hornstatus die Moglichkeit zur Genotypisierung bestand.

3.2.3.1 Herstellung von Lysat aus Haar- und Gewebeproben

Zur Herstellung von Lysat aus Haarproben wurden zuerst die Wurzeln mit
einer Schere vom restlichen Haar getrennt. Je nach Beschaffenheit der

Haare wurden mehr oder weniger Haarwurzeln benétigt. Bei dickeren Haa-
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ren genigten meist etwa zehn, wahrend bei feineren Haaren zwischen 20
und 30 Haarwurzeln verwendet wurden. Die abgetrennten Wurzeln wurden
in ein 1,5 ml fassendes Reaktionsgefal3 gegeben und kurz zentrifugiert. An-
schlieBend wurde 0,5 pl Proteinase K und 99,6 pl Lysispuffer K zur Probe
hinzugegeben. Danach wurde das Reaktionsgemisch 80 Minuten im Ther-
momixer bei 66 °C inkubiert und nachfolgend 20 Minuten bei 96 °C abge-
kocht. Letzteres geschah zur Deaktivierung der Proteinase K. Abschliel3end
wurde die Probe flur eine Minute bei 15000 x g zentrifugiert. Das fertige Ly-

sat wurde im Kuhlschrank gelagert.

Mit Gewebeproben wurde im Wesentlichen gleich verfahren. Anstelle der
Haarwurzeln wurde ein ca. 10 mg grol3es Stuck mittels Skalpell aus dem
Gewebe entnommen, in sehr kleine Stiicke geschnitten und ins Reaktions-

gefal’ verbracht.

3.2.3.2 DNA-Gewinnung aus Blut und Haarwurzeln

Fur die DNA-Praparation aus EDTA-BIut und aus Haarwurzeln wurden die
kommerziell erhéltlichen QIAamp DNA Micro Kits der Firma QIAGEN ver-
wendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach den mitgelieferten Protokollen zur
DNA-Extraktion. Diese sind im QIAamp DNA Micro Handbook nachzulesen
(QIAGEN, 2014).

3.2.3.3 DNA-Gewinnung aus Sperma

Zu Beginn wurde ein 2,0 ml fassendes Mikroreaktionsgefald mit 1,5 ml PBS-
Puffer vorbereitet. Dazu wurde der Inhalt einer Spermapaillette (etwa 200—
300 ul Sperma) gegeben. AnschlielRend erfolgte das mehrmalige Waschen
mittels PBS-Puffer und Durchmischen der Probe. War der Uberstand Klar,
wurde eine funfminttige Zentrifugation mit 5000 x g, bei der sich am Grund
des Mikroreaktionsgefal3es ein Spermapellet bildete, durchgefiihrt. Der
Probe wurden nun 0,9 ml Extraktionspuffer, 100 pl einer 0,5 M DTT L6sung

und 50 pl Proteinase K mit einer Konzentration von 20 mg/ml zugegeben.
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Danach wurde sie bei 65 °C Uber Nacht in den Warmeschrank gestellt. In
dieser Zeit kam es zu einer Zerstérung der Zellmembranen und damit zu
frei vorliegender DNA, die sich im Uberstand befand. Weiterhin wurden der
Probe 450 pl einer 6 M NaCl-Loésung hinzugefugt. Es folgten grtndliches
Vortexen und erneutes Zentrifugieren fur 40 Minuten bei 5000 x g. Danach
wurde der DNA enthaltende Uberstand in ein 15,0 ml Reaktionsgefal? ge-
geben und mit 3 ml eiskaltem, 100% reinen Ethanol versetzt. Durch leichtes
Schwenken des Reaktionsgefal3es kam es zum Ausfallen der DNA, die mit
bloRem Auge als weildlicher Faden erkennbar wurde. Dieser Faden konnte
mithilfe einer sauberen Pipettenspitze abgefischt und in ein 1,5 ml fassen-
des Mikroreaktionsgefald, welches zuvor mit 100 ul TE-Puffer versehen
wurde, verbracht werden. Zuletzt wurde die Probe zur Resuspendierung der
DNA Uber Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen.

3.2.4 Photometrische Messungen zur Qualitat und Quantitat der DNA

Nach der DNA-Praparation fand bei der Arbeitsgruppe fir Populationsge-
nomik die Qualitatskontrolle und die Konzentrationseinstellung der DNA
mithilfe von photometrischen Messungen statt. Fur die erfolgreiche Durch-
fuhrung einer SNP-Genotypisierung ist sowohl die Qualitdt als auch die

Quantitat einer vorliegenden DNA-Probe von entscheidender Bedeutung.

3.2.4.1 Qualitat der DNA

Um die DNA auf Reinheit zu testen, wurden im UV-Spektrophotometer die
optischen Dichten (OD) der Probe bei zwei verschiedenen Wellenlangen
gemessen. AnschlieBend wurde der Quotient der beiden Messwerte be-
rechnet. Der erste Messwert wurde bei einer Wellenlange von A = 260 nm
(OD260), dem Absorptionsmaximum von Nukleinséduren, ermittelt. Der zweite
bei A = 280 nm (OD2s0), was dem Absorptionsmaximum von Proteinen ent-
spricht. Ergebnisse zwischen 1,7 und 1,9 deuten auf ausreichende Reinheit

der vorliegenden DNA hin. Werte unter 1,7 sprechen dagegen fir eine Ver-
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unreinigung durch Proteine oder andere organische Substanzen. Werte

tber 1,9 kénnen eine Verunreinigung durch RNA anzeigen.

3.2.4.2 Quantitat der DNA

Die Konzentration der DNA wurde mittels UV-Spektrophotometer bei einer
Wellenlange von 260 nm bestimmt. Eine OD2so von 1 entspricht einer DNA-
Konzentration von ca. 50 pg/ml. Diese Zahl stellte zugleich die gewiinschte
Konzentration fur die Genotypisierung mittels SNP-Chip dar. Zu hohe DNA-
Konzentrationen wurden durch Zugabe von destilliertem Wasser angegli-
chen. Bei zu niedrigen Konzentrationen musste die DNA-Isolierung wieder-

holt werden.

3.2.5 Hornlostest

Insgesamt wurden 923 Tiere auf Hornlosigkeit getestet. Die Durchfuhrung

der Hornlostests erfolgte bei der Tierzuchtforschung e.V. Minchen in Grub.

Mit dem direkten Hornlostest kann nachgewiesen werden, ob ein Rind ge-
netisch hornlos (hetero- oder homozygot) oder gehdrnt ist. Zudem kann im
Vergleich zum indirekten Hornlostest bestimmt werden, Uber welche Horn-
losallele (Pc; Pr) ein Tier verfugt. Der indirekte Hornlostest wurde im Jahr
2012 nach Aufklarung der molekularen Basis der Hornlosmutationen durch
den direkten Test ersetzt (ROBEIS & LUNTZ, 2013).

Im ersten Schritt des Tests wird mittels zweier PCR-Ansétze ein Stuck der
Gensequenz an der Stelle des keltischen bzw. des friesischen Allels verviel-
facht. Die Primer werden dabei so gewahlt, dass sich zwischen dem PCR-
Produkt des keltischen bzw. friesischen Allels und dem PCR-Produkt der
jeweiligen Referenzsequenz unterschiedliche Langen ergeben. Beim kelti-
schen Allel wird dazu ein DNA-Stiick genutzt, das ein Abschnitt des Allels
und der angrenzenden DNA-Sequenz Uberspannt und dessen Referenzse-

guenz mehr Basenpaare zwischen den Primern besitzt und folglich langer
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ist. Um auf die Anwesenheit des friesischen Allels zu prifen, wird von einer
2 bp langen Deletion innerhalb der friesischen Mutation (Duplikation) Ge-
brauch gemacht. Das PCR-Produkt von Pk ist demnach 2 bp kirzer als die
Referenzsequenz. Fur die Auftrennung der PCR-Produkte nach ihrer Lange

wird eine Kapillarelektrophorese durchgefihrt.

Im PCR-Produkt fir den Nachweis des keltischen Allels kennzeichnet ein
Vorhandensein von 169 bp langen DNA-Stiicken dessen Anwesenheit. Sind
ausschlief3lich 169 bp lange DNA-Fragmente nachweisbar, handelt es sich
um die homozygote Form der Mutation (Pc/Pc). Werden zuséatzlich 185 bp
lange Stucke gefunden, charakterisiert dies die heterozygot vorhandene
keltische Mutation (Pc/p). Werden hingegen nur 185 bp lange Stiicken vor-

gefunden, ist kein keltisches Hornlosallel vorhanden.

Beim zweiten PCR-Produkt, das dem Nachweis des friesischen Allels dient,
finden sich unabh&ngig von diesem immer DNA-Fragmente von 151 bp
Lange. Ist ein friesisches Hornlosallel vorhanden, erscheinen zusatzlich
DNA-Stucke von 149 bp Lange, die aus der oben genannten 2 bp langen
Deletion innerhalb der Duplikation resultieren. Zur Unterscheidung der ho-
mo- und heterozygoten friesischen Allelkombination wird das Verhaltnis
zwischen den 149 bp Sticken und den 151 bp Stiicken verglichen. Tiere,
die das friesische Allel in homozygoter Form tragen, kennzeichnet ein
Gleichgewicht von 151 und 149 bp langen DNA-Stucken (P+/Pk). Bei hete-
rozygoten Tieren (Pr/p) ist die Signalhdhe bei 151 bp nur halb so hoch wie
die bei 149 bp.

Zur internen Qualitatssicherung laufen bei jeder Durchfiihrung von Hornlos-
tests zwei Referenzproben mit. Zum einen eine Positivkontrolle mit bekann-
tem Genotyp, zum andern eine Negativkontrolle in Form einer Leerprobe
(MEDUGORAC et al., 2012; ROTHAMMER et al., 2014; GENECONTROL
GMBH, 2016).
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3.2.6 Statistische Vergleiche zum Merkmal Wackelhorn

Zur Uberprifung der statistischen Signifikanz zwischen der Pravalenz und
der Grolle von Wackelhornern in Bezug auf das Geschlecht bzw. die Art
der Hornlosmutation, wurde der exakte Test nach Fisher ausgewahlt. Die-
ser Test gilt als besonders gut fur Stichproben mit geringerem Umfang ge-
eignet. Zuerst werden die Haufigkeiten in einer Vierfeldertafel angeordnet

und die Randsummen gebildet:

Merkmal 1  Merkmal 2  Zeilensumme
Stichprobe 1 a b a+b
Stichprobe 2 c d c+d
Spaltensumme a+c b+d n= at+b+c+d

Im Anschluss kann mit der folgenden Formel direkt der P-Wert ermittelt

werden:

(atb)!(ctd)!(a+c)!(b+d)!

nlalblc!d!

Aufgrund der zweiseitigen Fragestellung ist der errechnete P-Wert ab-
schliel3end zu verdoppeln (WEI3, 2008).

Als Signifikanzniveau wurde ein P-Wert von 0,05 gewahlt.

3.2.7 Genotypisierung mittels SNP-Chip

Die SNP-Genotypisierung von insgesamt 266 Tieren wurde mittels des Bo-
vineSNP50 v2 Bead Chip von lllumina bei der Tierzuchtforschung e.V.
Mianchen in Grub durchgeftihrt. In der Kartierungsstudie fanden jedoch auf-
grund nachtraglich verscharfter Auswabhlkriterien fir Studientiere nur 112
SNP-Genotypen Verwendung. Der BovineSNP50 v2 Bead Chip erlaubt die
gleichzeitige Genotypisierung von 24 Tieren fur je 54 609 SNPs, die in
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gleichmafigen Abstanden von ca. 49,4 kb tUber das gesamte Rindergenom
verteilt liegen. Nicht alle abgefragten SNPs liefern eine korrekte Antwort.
Das Mal3 fur die Anzahl der fehlerfrei abgerufenen SNPs wird Call Rate ge-
nannt und betragt bei diesem Chip durchschnittlich mehr als 99 %. Die
Handhabung des Chips bietet unter anderem den Vorteil, dass eine Probe
direkt, das heil3t ohne vorherige Vervielfaltigung der DNA durch eine PCR,
verwendet werden kann (ILLUMINA INC., 2012).

Das Prinzip der Funktionsweise eines Chips lasst sich in vier Schritte eintei-
len. Der erste Schritt ist eine rund tausendfache Amplifikation des gesamten
Genoms. Beim zweiten Schritt kommt es zur Hybridisierung der DNA an
spezielle Oligonukleotid-Fangersonden, die auf kleinen Kiigelchen, den Be-
ads, sitzen. Fur jeden SNP gibt es zwei unterschiedliche Bead-Typen, die
sich ausschlieBlich an dem 3'-terminalen Ende ihrer Oligonukleotid-
Fangersonden unterscheiden und damit die beiden Allele des entsprechen-
den SNP reprasentieren. Im dritten Schritt wird bei Ubereinstimmung des
3-Endes der Fangersonde mit der gefangenen Proben-DNA eine Strang-
verlangerung moglich. So kdnnen Biotin-markierte Desoxyribonukleosid-
triphosphate angelagert werden, die im weiteren Verlauf eine Farbreaktion
ermoglichen. Im vierten und letzten Schritt wird die Farbreaktion verstarkt,
um die Ergebnisse besser auslesen zu konnen (GUNDERSON et al.,
2005). Bei dem fir die Genotypisierungen verwendeten Chip werden die
beiden Allele eines SNP in zwei unterschiedlichen Farben dargestellt. Die
Intensitatswerte beider Farben lassen sich anschlie3end per Scanner fest-
stellen und entsprechen dem Verhaltnis der Allele (ILLUMINA INC., 2011).

3.2.8 Qualitatskriterien fur SNPs

Fur den Abgleich von SNP-Positionen mit einem Referenzgenom wurde die

Bos taurus UMD 3.1 Karte verwendet.

Weiterhin wurden fir ein einheitliches Qualitatsniveau alle SNPs auf die

folgenden Kriterien Gberpruft:
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e Der SNP konnte bei Uber 5 % aller Tiere nicht erfolgreich genotypi-
siert werden.

e Durch den SNP entstanden haufig Probleme in Bezug auf die Ab-
stammung mit verwandten Tieren.

e Der SNP war in der Bos taurus UMD 3.1 Karte nicht auffindbar.

o Die Haufigkeit der Auspragung des selteneren Allels einen SNP
(engl. minor allele frequency, MAF) lag unter 2,5 %.

War eines dieser Kriterien zutreffend, fuhrte dies zum Ausschluss des be-
treffenden SNP.

Nach Anwendung dieser Qualitatskontrolle verblieben 49 916 SNPs im

Markerset.

3.2.9 Haplotypisierung

Bei der Haplotypisierung werden die SNP-Marker eines genotypisierten In-
dividuums ihrer genetischen Herkunft nach geordnet. Sie kdnnen entweder
von dessen Vater oder dessen Mutter stammen. Der SNP-Genotyp wird so
in einen paternalen und einen maternalen Haplotypen aufgeteilt. Ein Haplo-
typ ist dabei allgemein als die individuelle Anordnung von Nukleinbasen auf
einem Chromosom definiert (FROMMLET et al., 2016).

Die Ableitung von Haplotypen aus den ungeordneten Genotypisierungser-
gebnissen ist fur viele genetische Analysen essentiell. Fur diese Aufgabe
wurde das Programm BEAGLE in der Version 3.0.4 eingesetzt. BEAGLE
schafft es mithilfe eines so genannten Hidden Markov Models (HMM), den
wahrscheinlichsten Ursprungszustand von maternalen und paternalen
Haplotypen wiederherzustellen (BROWNING & BROWNING, 2007).

Bei einem HMM wird angenommen, dass die beobachteten Daten — hier die
ungeordneten Genotypen — aus einem unbeobachteten Markov-Prozess —
hier die geordneten paternalen und maternalen Haplotypen — hervorgegan-

gen sind. Dabei stellt ein Markov-Prozess die Wahrscheinlichkeit dar, mit



Material und Methoden 57

der ein Zustand in den nachsten Zustand Gbergeht, wobei stets vom aktuel-
len Zustand ausgegangen wird (BROWNING & BROWNING, 2011).

Im Programm BEAGLE wird das HMM nicht nur dafiir genutzt, die SNP-
Marker eines Genotypisierungsergebnisses nach mutterlicher und vaterli-
cher Herkunft aufzuteilen, sondern es kdnnen sogar nicht typisierte SNP-
Marker ergéanzt werden. Diese Ergadnzung wird als Imputation bezeichnet
(BROWNING & BROWNING, 2009). Fur die Imputation und die Haplotypi-
sierung werden sowohl Daten verwandter als auch unverwandter Individuen
genutzt (BROWNING & BROWNING, 2011).

In BEAGLE findet vor der Haplotypisierung eine Einteilung der Individuen
bzw. Tiere in drei Gruppen statt. Die erste Gruppe besteht aus Trios, wel-
che jeweils ein Tier mit dessen Eltern beinhalten. Bei der zweiten Gruppe
handelt es sich um Duos, was einem Tier mit einem Elternteil entspricht.
Die letzte Gruppe bilden die unverwandten Tiere (BROWNING &
BROWNING, 2009). Unter den flr die Kartierungsstudie verwendeten Tie-

ren befanden sich 11 Trios, 227 Duos und 92 unverwandte Individuen.

Die Genauigkeit der rekonstruierten Haplotypen hangt von einer Reihe un-
terschiedlicher Faktoren ab. Dazu zahlen die StichprobengroRe, die
Markerdichte, die Richtigkeit der Genotypisierungsergebnisse, die Ver-
wandtschaftsbeziehungen zwischen den Individuen und die Zugehorigkeit

zur gleichen Subpopulation.

In der Regel qilt, je grolRer die Stichprobenzahl, desto besser die Haplo-
typisierungsgenauigkeit. Daher ist es vorteilhaft, einen so genannten Refe-
renzdatensatz einzusetzen (BROWNING & BROWNING, 2011). In der vor-
liegenden Studie wurden als Referenzdatensatz tber die Studientiere hin-

aus insgesamt 9957 Rinder verschiedener Rassen eingesetzt.
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3.2.10 Vorbereitung und Durchfihrung der kombinierten Kopplungs-
ungleichgewichts-und Kopplungskartierung (cLDLA)

Zur Vorbereitung der kombinierten Kopplungsungleichgewichts- und Kopp-
lungskartierung (cLDLA) wurden genomweit vereinheitlichte Verwandt-
schaftsbeziehungen (unified additive relationships, UARS) geschatzt. An-
schliel3end erfolgte die Berechnung der Locus IBD Wahrscheinlichkeiten
(LocIBDs) die in einer Diplotypen-Verwandtschaftsmatrix zusammengefasst
wurden. Die genannten Berechnungen bildeten die Ausgangsbasis fiir die
CcLDLA, die einer Varianzkomponentenanalyse entspricht. Diese Varianz-
komponentenanalyse wurde fur drei Tiersets in je zwei Modellen und wei-
terhin je mit einem zusatzlichen fixen Effekt, der die Art der Hornlosmutation

einbezog, durchgefuhrt. Daraus ergab sich eine Anzahl von 12 cLDLAs.

3.2.10.1 Korrektur von Verwandtschaftsbeziehungen mithilfe von ge-
nomweit vereinheitlichten Verwandtschaftsbeziehungen (unified addi-

tive relationships, UARS)

Bei Kartierungsstudien, die auf Kopplungsungleichgewicht ausgerichtet
sind, besteht eine besondere Gefahr fir falsch positive Ergebnisse. Diese
Moglichkeit ergibt sich aus der in Kapitel 2.3.4.2 genannten Tatsache, dass
Kopplungsungleichgewicht nicht zwangslaufig Kopplung bedeutet. Als Bei-
spiel fur Kopplungsungleichgewicht ohne Kopplung wurde die Populations-
stratifikation erlautert. Ein weiteres Problem stellen unbekannte Verwandt-

schaftsbeziehungen dar.

Zwischen allen Tieren der Kartierungsstudie wurden darum genomweit ver-
einheitlichte Verwandtschaftsbeziehungen (unified additive relationships,
UARS) geschatzt (POWELL et al., 2010) und in einer Matrix zusammenge-
stellt. Diese beruhen auf so genannten identity by descent (IBD) Wahr-

scheinlichkeiten.

Identity by descent bedeutet Herkunftsgleichheit und meint, dass gleiche

Allele zweier Individuen aufgrund gemeinsamer Vorfahren gleich sind. Bei
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gleichen Allelen, die ohne gemeinsame Vorfahren auftreten, spricht man
dagegen von identity by state (IBS) (POWELL et al., 2010).

Aus der UAR-Matrix wurde eine inverse Matrix gebildet, die in die Varianz-
komponentenanalyse zur Korrektur der Verwandtschaftsbeziehungen in-

nerhalb der Population einfloss.

3.2.10.2 Erstellung einer Diplotypen-Verwandtschaftsmatrix

Die Schatzung der LocIBDs wurde mithilfe des Verfahrens nach MEUWIS-
SEN und GODDARD durchgefihrt (MEUWISSEN et al., 2001). Dabei wur-
den zwischen den Haplotypenpaaren zweier Individuen die Wahrscheinlich-
keiten ermittelt, nach denen ein unbeobachteter Locus an beliebiger Stelle
herkunftsgleich, also IBD, ist. So entstanden bei je zwei vorhandenen

Haplotypen eines Tieres pro Tierpaar insgesamt vier LocIBD-Matrizen.

Far die Ermittlung der LocIBD-Matrizen zwischen den Geschlechtschromo-
somen mannlicher und weiblicher Tiere wurde im ersten Schritt das X-
Chromosom in eine pseudoautosomale und eine nicht-pseudoautosomale
Region unterteilt. Die pseudoautosomalen Regionen konnten nachfolgend
aquivalent zu den Autosomen behandelt werden. Die bei Bullen aufgrund
des Genotyp XY nur einfach vorkommende nicht-pseudoautosomale Regi-
on von Chromosom X wurde vergleichbar zu einer homozygot autosomalen

Region behandelt.

Zur Bestimmung der IBD Wahrscheinlichkeiten wurden gleitende Fenster
mit 40 SNP-Markern, die nach und nach alle Markerpositionen im Genom
einnahmen, genutzt. Jeweils in der Fenstermitte, zwischen Marker 20 und
21, fand anhand der umliegenden SNPs die Schatzung der LocIBD statt. Im
nachsten Schritt wurden die aus Haplotypen entstandenen LocIBDs in eine
Diplotypen-Verwandtschaftsmatrix (Diplotype Relationship Matrix (Drwm))
Uberfuhrt. Als Diplotyp wird allgemein ein Haplotypenpaar homologer
Chromosomen bezeichnet. Die Umrechnung der vier LocIBDs wurde mittels

der Methode fur additiv-genetische Verwandtschaftsbeziehungen nach LEE
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und VAN DER WERF (2006) vorgenommen. Zunéchst wurden dazu alle 4

LocIBDs aufsummiert und das Ergebnis im Anschluss durch 2 geteilt.

3.2.10.3 cLDLA mittels Varianzkomponentenanalyse

Die kombinierte Kopplungsungleichgewichts- und Kopplungskartierung
(cLDLA) wurde Uber eine Varianzkomponentenanalyse in Anlehnung an die
Methode von MEUWISSEN et al. (2002) durchgefiihrt. Sie beinhaltet so-
wohl Kopplungsinformationen, die Uber die verwendeten Pedigreedaten bei
der Haplotypisierung Eingang fanden, als auch Informationen Gber Kopp-
lungsungleichgewicht, welche in der einflieRenden Diplotypen-
Verwandtschaftsmatrix vorhanden waren. Die Varianzkomponentenanalyse
wurde genomweit, jeweils am Mittelpunkt eines jeden 40-SNP Gleitfensters,
durchgefthrt. An jeder dieser Stellen fand eine Schatzung Uber den Einfluss
eines moglichen QTL, durch den das Merkmal Wackelhorn in der Studien-
population bedingt ist, statt. Fir die dazu nétigen Berechnungen wurde das
Programm ASREML (GILMOUR et al., 2009) verwendet.

Die Varianzkomponentenanalyse beruhte auf folgendem gemischten linea-
ren Modell:

y =XB +Ziu +Z2q + e

mit

y = Vektor der beobachteten Phanotypen

B = Vektor der fixen Effekte

u = Vektor der zufallig polygenen Effekte

g = Vektor der zuféllig additiv-genetischen Effekte
e = Vektor der zufélligen Resteffekte

X, Z1, Z2 = Designmatrizen

Der Vektor y stellte in den Kartierungen den Vektor des Hornstatus dar. Er

wird in Kapitel 3.2.10.4 naher erlautert.



Material und Methoden 61

Im Vektor B sind die fixen Effekte zu Geschlecht und Alter (in Monaten) ei-
nes Tieres bei Feststellung des Phanotyps enthalten. In einem Teil der Kar-
tierungen wurde zusatzlich die Art der Hornlosmutation als fixer Effekt ver-

wendet. B enthalt aulerdem den allgemeinen Mittelwert p.

Fur die zuféalligen Effekte der Vektoren u, g und e wird angenommen, dass
sie nicht korreliert sind. AulBerdem wird von einer Normalverteilung mit Mit-
telwert 0 und den Varianzen Goj, Drmpo; und lof ausgegangen. Dabei
steht G fUr die genomweiten IBD-Wahrscheinlichkeiten. Drmp stellt die Dip-
lotypen-Verwandtschaftsmatrix der Position p eines vermeintlichen QTL dar

und | verkorpert eine Identitatsmatrix.

Wie in Kapitel 3.2.10.2 beschrieben, entspricht die additiv-genetische Ver-
wandtschaft zwischen Tier i und j an einer theoretischen QTL Position
([Drmli) mitten zwischen Marker 20 und 21 der Halfte der Summe der IBD
Wahrscheinlichkeiten (pr(])) zwischen den paternalen und maternalen
Haplotypen beider Tiere (Qi", QM, Q;”, QM) unter den gegebenen Geno-
typen (|G) von 20 SNP vor und 20 SNP nach der QTL Position Q:

[Drulij = ¥2[pr(Q"=Q"|G) + pr(Q°=Q|G) + pr(QM=Q"|G) + pr(QM=QM|G)]

Die Designmatrizen X, Zi1 und Z2 verknupfen die beobachteten Werte mit

den fixen und zufalligen Effekten.

3.2.10.4 Modelle der Kartierungen

Es wurden zwei unterschiedliche Kartierungsansatze gewahlt. In einem An-
satz wurde der Phanotyp Wackelhorn als quantitatives, im anderen als qua-
litatives Merkmal modelliert. Um die beiden Modelle unterscheiden zu kon-
nen, wird im Nachfolgenden das quantitative oder kontinuierliche Modell mit
Modell K bezeichnet. Das qualitative oder diskontinuierliche Modell wird

Modell D genannt.

Die Angaben Uber den Phénotyp des Hornstatus eines Tieres wurden vor

dem Einsatz im gemischten linearen Modell in Form des Vektors y in Zah-
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lenwerte umgewandelt. Im Modell K entstanden dafur finf Gruppen, die die
Abstufungen der Wackelhorngréf3e zwischen Wackelhorn-freien Tieren und
Tieren mit sehr grol3en Wackelhérnern wiedergeben. Modell D teilt die Tiere
hingegen nur in zwei Gruppen auf: Eine Gruppe tragt Wackelhérner in jegli-

cher Form, wahrend die andere Gruppe Wackelhorn-frei ist.

Die Zuordnung zwischen Phénotypen und Ziffern in Modell K und D ist in

Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8: Zuordnung von Phanotypen und Ziffern in Modell K und D

Modell K Modell D

(kontinuierlicher Phanotyp) (diskontinuierlicher Phanotyp)
Ziffer Hornstatus Ziffer Hornstatus

1 Wackelhorn-frei 1 Wackelhorn-tragend
2 Kruste 2 Wackelhorn-frei

3 Wackelhorn von 0,5-5 cm Lange

4 Wackelhorn von >5-10 cm Lange

5 Wackelhorn >10 cm Lange

Fur die Tiersets 1-3 wurden jeweils Varianzkomponentenanalysen in Form
der Modelle K und D erstellt. Die Gruppengrof3en zu den einzelnen Phano-

typen in den beiden Modellen zeigen die Tabellen 9 und 10.

Tabelle 9: Verteilung auf die Phanotypgruppen in Modell D

. 1- 2-
Tierset Wackelhorn-tragend Wackelhorn-frei
Tierset 1 (&, ?) 220 117
Tierset 2 (d) 155 15

Tierset 3(9) 65 102
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Tabelle 10:  Verteilung auf die Phanotypgruppen in Modell K

1- 2 - 3- 4- 5-
. Wackel- Kruste Wackel- Wackel- Wackel-
Tierset horn-frei horn horn horn
0,5-5cm >5-10cm >10cm
Tierset 1 (a8, 9) 117 69 105 27 19
Tierset 2 () 15 50 65 23 17
Tierset 3(9) 102 19 40 4 2

Alle Modelle wurden aufRerdem ein zweites Mal mit einem zuséatzlichen fi-
xen Effekt, der die Art der Hornlosmutation angab, berechnet. Diese Model-
le werden durch den Buchstaben f, von f=friesisch, im Namen des Modells
gekennzeichnet. Sie werden demnach als Modell Kf und Modell Df be-

zeichnet.

3.2.10.5 Likelihood Ratio Test

Beim Likelihood Ratio Test werden zwei Modelle miteinander verglichen,
die sich in einem oder auch mehreren Parametern unterscheiden. Auf diese
Weise wird untersucht, ob das komplexere Modell mit zusatzlichen Parame-
tern die gegebenen Daten besser erklart als das einfachere Modell.

Der Test wurde hier verwendet, um die Wahrscheinlichkeiten zwischen ei-
nem Modell mit fixen und polygenen Effekten (Lo) und einem Modell, wel-
ches zusatzlich QTL-Effekte enthalt (L1), ins Verhaltnis zu setzen. Die LRT-

Werte lassen sich mit der folgenden Formel berechnen:
LRT= -2 (logLo— logL1)

Sie sind annaherungsweise X? verteilt mit einem Freiheitsgrad, welcher sich
aus der Anzahl der unterschiedlichen Parameter zwischen den beiden Mo-
dellen ergibt (OLSEN et al., 2005).
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Die ermittelten LRT-Werte wurden mit Microsoft Power Point graphisch
dargestellt. Der Locus mit dem héchsten LRT-Wert stellt die wahrschein-

lichste Position eines QTL dar.

3.2.10.6 Signifikanzschwelle der cLDLA

Zur Bestimmung der Signifikanzschwelle wurde ein gangiger P-Wert von
0,05 gewahlt. Da bei der angewendeten Analysemethode eine Vielzahl von
Fenstern auf das Vorliegen eines QTL getestet wurde, das heil3t ein Mehr-

fachtest vorlag, erfolgte eine Korrektur nach Bonferroni.

Die Anzahl der Tests entspricht der Anzahl der unabhangigen getesteten
Fenster mit 40 SNPs. Unabhangig bedeutet, dass sich die Fenster nicht
Uberlappen. Die Anzahl der getesteten Fenster wurde daher durch 40 ge-
teilt. Vorab musste die Zahl der getesteten Fenster aus der Gesamtfenster-
zahl bestimmt werden. Da jeweils in der Mitte eines 40 SNP Fensters ge-
testet wurde, kam es zum Ausschluss der ersten und letzten 20 SNPs eines
jeden Chromosoms. Pro Chromosom wurden demnach 40 Fenster von

dessen Gesamtfensterzahl subtrahiert.

In Tierset 1 entsprach die Anzahl unabhéngiger Fenster beispielsweise
1009,6 (41624 - (31 x 40) / 40 = 1009,6). Der nach Bonferroni korrigierte P-
Wert lag bei 4,95 x 10 (0,05 /1009,6 = 4,95 x 10°). Sein entsprechender
LRT-Wert hatte eine Hohe von 16,47 und bildete die Signifikanzschwelle.
Die LRT-Werte fir die weiteren Tiersets lagen bei 16, 44 fur Tierset 2 und
16,47 fur Tierset 3.

3.2.10.7 Auswertung der cLDLA

Im ersten Schritt der Auswertung der cLDLA fand eine Auswahl der in
Microsoft Power Point aufgetragenen LRT-Maxima statt. Die Auswahl rich-
tete sich nicht ausschlie3lich nach der Hohe des Einzelwerts, sondern be-
ricksichtigte auch die Hohe der umliegenden LRT-Werte. Ein mdglichst
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kontinuierlicher An- und Abstieg zum Maximum hin bzw. von diesem weg
entspricht am ehesten einer Assoziation zwischen dem Genotyp einer
Gruppe von Tieren und dem relevanten Phénotyp. Die ndhere Untersu-
chung der LRT-Maxima wurde mithilfe von Diplotypeffekten durchgefinhrt.
Dazu wurde fur jedes ausgewahlte Maximum eine Tabelle erstellt, in der
das Tierset nach der Diplotypeffektgrof3e sortiert wurde. Die Tabelle zeigte
fur jedes Tier die beiden 40 SNP grof3en Haplotypenfenster und einen dem
Haplotyp sowie dem Diplotyp zugeordneten Zahlenwert. Der Zahlenwert
begann jeweils bei eins und verlief fortlaufend fur jeden neuen Haplo- bzw.
Diplotyp. Die Tabelle enthielt weiterhin die Zahlenwerte fir das Geschlecht,
die Hornlosmutation und den Phanotyp eines Tieres. Dariliber hinaus waren
polygene Effekte und, je nach Tierset, Effekte, die das Geschlecht oder die
Hornlosmutation betrafen, aufgetragen. Anhand der beschriebenen Tabel-
len konnten Ruckschlisse auf die Haplo- bzw. Diplotypen gezogen werden,

die ein Maximum bedingten.

3.2.11 SNP-basierte genomweite Assoziationsstudie (GWAYS)

Fur Vergleichszwecke wurden zusétzlich zu den Kartierungen mittels cLD-
LA, genomweite Assoziationsanalysen auf Basis von SNPs erstellt. Dazu
fanden die gleichen 12 Modell-Tierset-Kombinationen, die auch mittels

cLDLAs berechnet wurden, Verwendung.

3.2.11.1 Durchfihrung der GWAS

Die Datenvorbereitung erfolgte mithilfe des Programms PLINK (PURCELL
et al., 2007). Im Anschluss daran berechnete das Programm GCTA (YANG
et al., 2011) aus den mittels PLINK erstellten Eingabedateien eine genom-
weite Assoziationsanalyse. Die Berechnung der Assoziationsanalyse lasst
sich in drei Schritte einteilen. Zuerst wird eine additiv-genetische Verwandt-
schaftsmatrix (Grm) angefertigt. Danach erfolgt die Schatzung der Varianz-
komponenten und abschlieRend wird fir jeden SNP eine statistische Asso-

ziation mit dem Phanotyp berechnet. Es wurde die Option eines gemischten
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linearen Modells gewahlt, bei dem die Berechnung der Grm ohne das
Chromosom mit dem Kandidaten-SNP ausgefiihrt wird. Diese Option tragt
die englische Bezeichnung MLMA-LOCO = mixed linear model association
leave-one-chromosome-out. Im Vergleich zu der Methode, bei welcher der
Kandidaten-SNP in die Berechnung der Grm Eingang findet, bietet sie eine
hohere Teststarke (YANG et al., 2014).

Neben den 29 Autosomen wurden auch die Geschlechtschromosomen in
die Analyse einbezogen. Im Fall von Y wurden dazu die Marker der pseu-
doautosomalen Regionen herangezogen, die wie ein weiteres autosomales

Chromosom behandelt wurden.

Als fixer Effekt wurde stets das Alter eines Tieres angegeben und in den
entsprechenden Tierset-Modell-Kombinationen von Geschlecht und Horn-

losmutation erganzt.

Fur die graphische Darstellung der Ergebnisse wurde aus dem geschatzten

P-Wert eines jeden SNP der negativ dekadische Logarithmus gezogen.

3.2.11.2 Signifikanzschwelle der GWAS

Der gewahlte P-Wert lag wie bei der cLDLA bei 0,05. In Tierset 1 wurden
insgesamt 42 000 SNPs mit einer MAF > 2,5 % getestet. Daraus ergab sich
nach Bonferroni-Korrektur ein signifikanter P-Wert von 1,18 x 10°
(0,05/42200). Der negativ dekadische Logarithmus von 1,18 x 10 ist 5,93
und bildete die Signifikanzschwelle. In Tierset 2 lag die Anzahl der geteste-
ten SNPs bei 41 745, was zu einem Schwellenwert von 5,92 fuhrte. Auch in
Tierset 3 veranderte sich die Signifikanzschwelle ausgehend von 42 188

Markern kaum und hatte einen Wert von 5,93.
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3.2.12 Erstellung der Rontgenaufnahmen der Horner

Die Rontgenaufnahmen der Horner wurden in der Klinik fur Wiederkauer
der LMU Minchen erstellt. Dazu wurde die Rontgenanlage Vertix Top mit
der Rontgenrohre OPTITOP 150/40/80 HC der Firma Siemens in Kombina-
tion mit einer Speicherfolien-Technik verwendet. Der Film-Fokus-Abstand
betrug ca. 100 cm. Je nach Gro63e der Hborner wurden Spannungen zwi-
schen 48 und 60 kV und ein mAs-Produkt von 18 bis 40 gewahlt. Die
Rontgenkassette hatte eine GrofRe von 35,4 x 43 cm. Fur jedes Hornpaar
wurde ein Bild erstellt und mithilfe des Speicherfoliensystems FCR XG-1

vom Hersteller Fuijifilm ausgelesen.
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4 ERGEBNISSE
4.1 Phanotypen heterozygot hornloser Tiere

In den nachfolgend vorgestellten Ergebnissen zu den Phéanotypen Wackel-
horn-tragender und Wackelhorn-freier Tiere wurden ausschlief3lich Tiere
einbezogen, die wahrend der Projektlaufzeit eigenhandig untersucht wur-

den.

4.1.1 Adulte Wackelhorn-tragende Tiere

Alle 174 genetisch hornlosen Fleckviehtiere mit Wackelhdrnern besafen
den Genotyp Pp. Tiere des Genotyps PP waren ausnahmslos Wackelhorn-
frei. Die Pravalenz der Wackelhorn-tragenden Pp Tiere war zwischen den
Geschlechtern signifikant (P < 0,05) verschieden. Von insgesamt 92 mann-
lichen Tieren trugen im Alter von Uber eineinhalb Jahren 76 Bullen Wackel-
horner. Das entspricht einem Anteil von rund 83 %. Bei den 209 weiblichen
Pp Tieren im Alter von Uber zweieinhalb Jahren wiesen 42 Tiere Wackel-
horner auf. In der Stichprobe waren damit 20 % der weiblichen Tiere ent-

sprechenden Alters Wackelhorn-tragend (Abb. 8).

Bullen >1,5 Jahre Kiihe >2,5 Jahre

= Wackelhorn-tragend = Wackelhorn-frei

Abbildung 8: Verhdaltnis Wackelhorn-tragender zu Wackelhorn-freien Pp Tie-

ren in Bullen und Kiihen
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Auch die GrolRe der Wackelhdrner zeigte geschlechtsbezogene Unter-
schiede. Diese Unterschiede sollen anhand von 76 Wackelhorn-tragenden
Bullen und 37 Wackelhorn-tragenden Kihen, deren Ph&notypen mithilfe
des Fragebogens (Anhang 1) erfasst wurden, gezeigt werden (Tab. 11). Die
Tiere wurden nach ihrer Wackelhornlange in vier Gruppen eingeteilt und
einander gegenibergestellt. Besal3 ein Tier zwei Wackelhdrner unter-
schiedlicher Lange, diente das Mal3 des langeren Wackelhorns der Grup-

penzuordnung.

Die 76 untersuchten Wackelhorn-tragenden Bullen bewegten sich zum
Zeitpunkt der Messung in einer Altersspanne von 1,2 bis 8,3 Jahren. Das
Durchschnittsalter lag bei 2,8 Jahren.

Die 37 Wackelhorn-tragenden Kihe befanden sich im Alter zwischen 1,2

bis 9,3 Jahren. Das Durchschnittsalter lag bei 3,5 Jahren.

Bullen zeigten haufiger groRere Wackelhornformen als Kihe. Vergleicht
man die Anteile der Tiere die Wackelhorner tber 5 cm Grol3e besitzen, so
sind das 38,1 % der Bullen, aber nur 10,8 % der Kihe. Somit war der Anteil
der Bullen mit relativ langen Wackelhdrnern signifikant (P < 0,05) hoher, als

bei den durchschnittlich alteren Kiihen.

Bei Kuhen entfallt auch die zahlenmallig starkste Gruppe mit 51,4 % auf
Tiere mit der kleinsten Wackelhornform, der Kruste. Diese Gruppe wird bei
den Bullen mit 32,9 % von den Tieren mit kleinen Wackelhérnern bis 5 cm

Grol3e gestellt.

Tabelle 11:  Verteilung der WackelhorngrofRe bei Bullen und Kiihen

Kruste WHO05-5cm WH >5-10cm WH>10cm

Bullen 22 (28,9%)  25(329%)  15(19,7%) 14 (18,4 %)

Kiihe 19 (51,4 %) 14 (37,8 %) 3 (8,1 %) 12,7 %)
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Weiterhin zeigte sich, dass das Wachstum von Wackelhérnern von Tier zu
Tier stark unterschiedlich ist. Diese Eigenschaft soll an einem Beispiel ver-
deutlicht werden: Im Probenmaterial befanden sich acht Bullen im Alter zwi-
schen 4,1 und 4,4 Jahren, deren Hornstatus in Tabelle 12 dargestellt wird.
Die Variation der Gro3e und die teilweise vorhandene asymmetrische Aus-
pragung von Wackelhdrnern innerhalb desselben Geschlechts und dersel-

ben Altersgruppe préasentieren deutlich die Komplexitat dieses Merkmals.

Tabelle 12: WackelhorngrdfRe bei Bullen im Alter von 4,1-4,4 Jahren

Bullen mit den gleichen Ziffern sind véterliche Halbgeschwister.

Hornstatus rechts Hornstatus links
Bullela Kruste Kruste
Bullelb Wackelhorn 12 cm Wackelhorn 7cm
Bulle 2 a Wackelhorn 1 cm Kruste
Bulle2 b Wackelhorn 22 cm Wackelhorn 22 cm
Bulle 3 Wackelhorn-frei Kruste
Bulle 4 Wackelhorn 2 cm Wackelhorn 6 cm
Bulle 5 Wackelhorn ca. 15 cm Wackelhorn ca. 15 cm
(Spitze abgesagt) (Spitze abgesagt)
Bulle 6 Wackelhorn 21 cm Wackelhorn 22 cm

Ein weiteres Merkmal mit individueller Komponente stellt der Zeitpunkt der
Entstehung von Wackelhdrnern dar. Wahrend der Studie konnten mehrere
Bullen beobachtet werden, die erst im Alter von Gber 12 Monaten mit der
Ausbildung von Krusten begannen. Darlber hinaus wurden zwei Félle fest-
gestellt, in denen Kuhe im Alter von Uber zwei Jahren eine Kruste ausbilde-
ten. Die beiden Kihe waren mit 2,4 und 3,6 Jahren als ein- bzw. beidseitig
hornlos beurteilt worden und trugen bei einer spateren Kontrolle neu ent-
standene Krusten. Es ist davon auszugehen, dass es sich bei diesen Fallen
um Ausnahmen handelt. Dennoch erschien ein mdglichst hohes Mindestal-
ter fur Wackelhorn-freie Tiere innerhalb der Kartierungsstudie als sinnvoll.
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4.1.2 Adulte Wackelhorn-freie Tiere

Die Anteile Wackelhorn-freier Tiere unterschieden sich zwischen Tieren mit

keltischer und friesischer Hornlosmutation.

Von 77 Bullen mit keltischer Mutation waren nur sechs Bullen (8 %) Wa-
ckelhorn-frei. Unter den 15 Bullen mit friesischer Mutation waren zehn Bul-
len (67 %) Wackelhorn-frei. Trotz relativ kleiner Stichprobe in der zweiten

Gruppe wurde dieser Unterschied als signifikant (P < 0,05) bestétigt.

Bei den insgesamt 168 keltisch hornlosen Kihen waren 128 (76 %) Tiere
Wackelhorn-frei, wéahrend es bei den 39 friesisch hornlosen Kihen 37
(95 %) Tiere waren. Auch in diesem Fall konnte ein signifikanter Unter-
schied (P < 0,05) festgestellt werden. Damit lasst sich eine Tendenz erken-
nen, nach der Tiere mit friesischer Hornlosmutation seltener Wackelhdrner
ausbilden kénnten. Da jedoch die Herkunft der friesischen Tiere auf wenige
Familien beschrankt war, kann dieses Ergebnis auch durch Stratifikation

der Stichprobe entstanden sein und muss mit Vorsicht bewertet werden.

In der kleinen Gruppe der Wackelhorn-freien Bullen konnte bei sieben Tie-
ren eine phanotypische Besonderheit beobachtet werden. An den Hornan-
satzstellen befanden sich ein- oder beidseitig kirzere oder langere, fur-
chenartige Vertiefungen des Stirnbeins (Abb.9). Aus dieser Gruppe gehor-
ten funf Bullen der gleichen Familie an und besal3en die friesische Horn-
losmutation. Es handelte sich um einen Vater mit vier seiner Séhne, aus
einer Familie in der auch verzdgertes Hornwachstum auftritt (s. Kapitel
4.1.6) Die beiden weiteren Bullen waren unverwandt und trugen die kelti-
sche Hornlosmutation. Im Stammbaum bei einem der beiden keltischen
Bullen fand sich jedoch auch ein Tier, das der Linie der oben genannten

friesischen Familie mit verzégertem Hornwachstum angehorte.
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Abbildung 9: Pp Fleckviehbulle mit Vertiefung an der Hornansatzstelle

(ausrasiert) (Quelle: Lucas Fritzer, Bayern-Genetik GmbH)

4.1.3 Stirnbeulen bei adulten Kihen

Eine weitere bereits bekannte Besonderheit stellten Tiere mit Stirnbeulen
dar. Stirnbeulen zéhlen wie in Kapitel 2.1.6.1 angesprochen nicht im eigent-
lichen Sinn zu den Wackelhérnern, sondern werden als Basis gesehen, auf
der bei heterozygoten Tieren haufig Wackelhorner entstehen. Auch bei ho-

mozygoten Tieren konnten gelegentlich Stirnbeulen beobachtet werden.

Ihre Gestalt war in der Regel die einer kndchernen, halbkugelférmigen Er-
hebung verschiedener Grol3e von etwa 0,5 bis 4,5 cm. Im Folgenden soll
zwischen kleineren und groReren Auspragungsformen unterschieden wer-
den. Stirnbeulen mit einer Gré3e von unter 2 cm werden als kleine Stirn-
beulen bezeichnet, wahrend grol3e Stirnbeulen einer Grol3e gleich oder
grolRer 2 cm entsprechen.
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Die Haufigkeit des Merkmals Stirnbeulen soll anhand von 102 weiblichen
Pp Tieren, die bei der 2. Phase der Probennahmen und in der Bayrischen
Landesanstalt fir Landwirtschaft ph&notypisch untersucht wurden, gezeigt
werden. Innerhalb dieser Gruppe war das Merkmal Stirnbeulen auf folgende
Weise verteilt: 7 Tiere mit groRen Stirnbeulen, 57 Tiere mit kleinen Stirn-
beulen, 19 Tiere mit Stirnbeulen unter den Wackelhdrnern, 3 Tiere ohne
Stirnbeulen und mit Wackelhdrnern, und 16 Tiere ohne Stirnbeulen und oh-
ne Wackelhdrner. Somit besafllen 83 der 102 untersuchten Tiere (81,4 %)
eine mehr oder weniger ausgepragte Form der Stirnbeule.

4.1.4 Juvenile Wackelhorn-tragende und Wackelhorn-freie Tiere

Bei der Untersuchung der Hornansatzstellen junger Kalber konnte eine
Vielzahl von Phanotypen beobachtet werden. Die Variation reichte von Tie-
ren ohne Auffalligkeiten, die als glatt hornlos bezeichnet wurden, Gber Tiere
mit Vertiefungen, kleinen Stirnbeulen oder Krusten bis hin zu sehr kleinen
Wackelhérnern. Auch Kombinationen aus diesen Phanotypen wurden ge-
sehen. Neben der bekannten Kombination aus Stirnbeule und Kruste wurde
in zwei Fallen auch die bisher unbekannte Kombination von Vertiefungen

mit darin liegenden Krusten beobachtet.

Bei den Untersuchungen konnte auch die friheste Entstehungsphase einer
Kruste beobachtet werden. Diese Phase ist durch ein mehr oder weniger
kreisformiges Ausfallen der Haare an der Hornansatzstelle gekennzeichnet.
An ihrer Stelle bilden sich kleine Hornschiippchen, die zu Beginn auch teil-
weise wieder abblattern kénnen. Nachfolgend kommt es zur Bildung einer

hauchdiinnen, meist ebenen Hornflache.

Die insgesamt 151 untersuchten heterozygot hornlosen Kéalber im Alter von
vier bis zehn Wochen stammten aus sechs homozygot hornlosen Bullen.
Dabei waren 107 Kalber Nachkommen desselben Bullen, der als Bulle |
bezeichnet werden soll. Bulle | wurde aufgrund seiner hohen genomischen
Zuchtwerte im Untersuchungszeitraum sehr frequent in der Besamung ein-

gesetzt und stand im Verdacht, besonders haufig Vater Wackelhorn-
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tragender Kalber zu sein. Die restlichen 44 Kéalber stammten aus funf weite-

ren Bullen.

Fur die Bestimmung der Anteile Wackelhorn-tragender Kalber wurden die
Nachkommen von Bulle | getrennt von den Kalbern der anderen Bullen be-

trachtet.

Es wurden 98 méannliche Nachkommen des Bulle | untersucht, unter denen
sich 15 Kalber (15,3 %) mit Krusten oder sehr kleinen Wackelhérnern be-
fanden. Von den neun weiblichen Nachkommen hatte ein Kalb (11,1 %)

Krusten.

Aus funf weiteren Bullen wurden 41 méannliche Kélber untersucht, von de-
nen ein Tier (2,4 %) Krusten trug. Drei weibliche Kalber waren Wackelhorn-

frei.

4.1.5 Tiere mit Ph&nokopien

Phanokopien besitzen besondere Ahnlichkeit zu einem betrachteten Phano-
typ, haben aber andere Ursachen als dieser. So kann zum Beispiel ein ahn-
lich erscheinendes Merkmal nicht durch die Gene, sondern durch die Um-
welt ausgepragt worden sein. Gleichfalls sind allerdings auch andere gene-
tische Ursachen als Ausloser fur eine Phanokopie moglich (GRAW, 2015).

Wahrend der Studie gab es eine Vielzahl von Fallen, bei denen Tiere als
Wackelhorn-tragend eingestuft wurden, bis das Hornlostestergebnis eine
fehlende Hornlosmutation enthdllte. Die Hornformen dieser Tiere sind dem-
nach als Phédnokopien zu bezeichnen. Es konnten hierflr zwei umweltasso-

ziierte und eine genetische Ursache ermittelt werden.
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Die wahrscheinlich haufigste Ursache ist umweltbedingt. Es handelt sich
um die Nachbildung von Hornstummeln und Krusten nach einer Enthor-
nung. Besonders mannliche Tiere bilden regelmallig trotz Enthornung
Stummelhdrner aus. Bei weiblichen Tieren konnten deutlich weniger solcher
Falle beobachtet werden. Als weitere Ursache kdénnen auch Verletzungen

der Horner zu Verformungen wie zum Beispiel hangenden Hornern fuhren.

Die dritte Ursache ist genetischer Natur und ist unter der Bezeichnung ,ver-
zdgertes Hornwachstum® bekannt. Das verzdégerte Hornwachstum wird in
bestimmten Fleckviehlinien hin und wieder beobachtet. Auch wéahrend der
Studienlaufzeit wurden Tiere mit spat einsetzendem Hornwachstum gefun-
den. Zudem konnten Tiere entdeckt werden, die selbst im Erwachsenenal-
ter noch ausschlie3lich Krusten oder Stummelhérner trugen. Tatséchlich
lieRen sich aus den Pedigrees dieser Tiere haufig Ubereinstimmungen un-

ter den Vorfahren bestimmen.

Es scheint also zumindest eine, sehr wahrscheinlich aber mehrere, weitere
genetische Dispositionen fur die teilweise Unterdriickung des Hornwachs-

tums im Fleckvieh zu geben.

4.1.6 Wackelhorn-freie Bullen aus Linien mit verzégertem Horn-

wachstum

Da wahrend dieser Studie nur wenige heterozygot hornlose, Wackelhorn-
freie Bullen gefunden wurden, kam diesen Tieren besondere Aufmerksam-

keit zu.

Dabei wurde festgellt, dass 10 von 16 Tieren Vorfahren aus Linien mit ver-

zbgertem Hornwachstum besal3en.

Als Beispiel soll eine Fleckviehlinie gezeigt werden, in der nicht nur die Vor-
fahren mit verzégertem Hornwachstum auffielen, sondern auch Falle in der

Nachzucht bekannt wurden.
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Es handelt sich um die Familie des genetisch gehdrnten Bullen X. Bulle X
hatte Kélber, die verzégertes Hornwachstum zeigten. Auch sein gehornter
Halbbruder fiel durch solche Kalber auf. Wahrend der Projektlaufzeit konn-
ten ein heterozygot hornloser Sohn und sechs heterozygot hornlose Enkel
von Bulle X phanotypisch untersucht werden. Alle Tiere waren Wackelhorn-
frei. FUnf der Tiere gehorten Uberdies zu der in Kapitel 4.1.2 vorgestellten
Gruppe mit Vertiefungen am Stirnbein (Abb. 10).Unter der Nachzucht des
Sohnes und eines Enkels von Bulle X konnte je ein gehoérnter Nachkomme
mit verzégertem Hornwachstum beobachtet werden. Im Fall der Nachzucht
des Enkels von Bulle X war dies ein Kuhkalb, dessen Hornstatus von Ge-
burt an mitverfolgt werden konnte. Das Kalb wurde mit Krusten geboren
und zeigte mit viereinhalb Monaten zunachst etwa 1,5 cm lange, wackelnde
Stummelhdrner. Bei einer Nachuntersuchung mit 17 Monaten waren die
Horner fest mit dem Stirnbein verwachsen und hatten eine Lange von 8 cm

erreicht.

Das vorgestellte Material ist viel zu klein fir eine statistisch einwandfreie
Nachweisfihrung. Es deutet aber darauf hin, dass eine genetische Préadis-
position fur verzogertes Hornwachstum bei pp Tieren in der Kombination
mit der Hornlosmutation in Pp Tieren zu vermehrt Wackelhorn-freien Pha-

notypen und sogar zu Vertiefungen des Stirnbeins fihren kann.

Bulle X

d (o}
o 52 Halbbruder
K . v i Neffen
So:ne m /T';\\O' = (o) uind };}’\{
uni " ; :
Téchter 124 W NiEhten £ &
Enkel o o L

i s en b e o

Enkelin 7p enthornt (pp)

}/pp\{ verztigertes Hornwachstum
Ur-Enkelin WQ /7)?\ mit Vertiefungen

K}p\ Wackelhorn-frei

Abbildung 10: Hornstatus in der Familie des Bulle X
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4.2 Ergebnisse der kombinierten Kopplungsungleichgewichts- und

Kopplungskartierungen (cLDLAS)

Im Folgenden werden die Ergebnisse der mittels kontinuierlicher und dis-
kontinuierlicher Modelle durchgefuihrten cLDLAs von Tierset 1 bis 3 prasen-
tiert. Zwei Tierset-Modell-Kombinationen fiihrten aufgrund einer ungtinsti-
gen Datenverteilung zu keiner Log-Likelihood-Konvergenz und waren somit
nicht auswertbar. Es handelte sich um die Modelle D und Df des Tiersets 2
(Tab. 13). Die Instabilitat dieser Modelle ist auf eine unausgewogene Vertei-
lung der Tiere auf die Phanotypgruppen zurtckzufiihren. Es standen 155
Wackelhorn-tragende Bullen nur 15 Wackelhorn-freien Tieren gegentber.
In vier weiteren Tierset-Modell-Kombinationen kam es vereinzelt zu Kon-
vergenz-Problemen. Eine Ubersicht tber die Auswertbarkeit aller Tierset-
Modell-Kombinationen bietet Tabelle 13.

Tabelle 13: Auswertbarkeit der Kartierungsmodelle

vauswertbar; (v') vereinzelt falsche Werte; — nicht auswertbar

Wackelhorn- Modell Modell Modell Modell

Tierset - Wackelhorn- i
tragend K Kf D Df
Tierset 1 (5, ?) 337 220 117 v v v v
Tierset 2 (3) 170 155 15 4 v - -
Tierset3(9) 167 65 102 (v) (v) (V) (V)

421 cLDLAs von Tierset 1

In Tierset 1 befanden sich 337 heterozgot hornlose Fleckviehtiere. Die ge-
nomweite Signifikanzschwelle lag bei einem LRT Wert von 16,47 und konn-
te weder in den kontinuierlichen noch in den diskontinuierlichen Modellen
erreicht werden (Abb. 11).
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Die LRT-Maxima, die aufgrund ihrer Lage, ihrer Form und ihrer Hohe mittels

Diplotypeffekten genauer untersucht wurden, sind in Tabelle 14 enthalten.

Tierset 1
Modell K

18 4

16 -

14

124
g 101 4 ' §
. ! A

Modell Kf

LRT
i
@ o

Modell D

Modell Df

Abbildung 11: Ergebnisse der cLDLAS von Tierset 1
X-Achse: Chromosomen; Y-Achse: LRT-Wert; gestrichelte Linie: genomweite Sig-
nifikanzschwelle bei LRT 16,47
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Tabelle 14: LRT-Maxima des Tiersets 1

Modell Chromosom Pos. [bp] LRT

K 1 2 251 360 13,34
Kf 1 2 251 360 9,79
K 13 56 670 240 12,64
Kf 13 56 670 240 12,22
K XY 145 273 584 8,36
Kf XY 145 221 968 8,14
D 3 26 318 642 9,64
Df 3 27 528 098 12,73
D 20 18 556 532 14,96
Df 20 18 556 532 13,19
D 25 31973 152 12,75
Df 25 32535772 13,69

Die Auswertung der Diplotypeffekte fur die einzelnen Maxima fihrte inner-
halb dieses Tiersets nur zu wenig brauchbaren Ergebnissen. In der Uber-
wiegenden Zahl der Falle war eine Aussage beziiglich der Tiergruppe, die
ein Maximum verursachte, nicht klar zu treffen. Eine Ausnahme bildete das
Maximum auf Chromosom 1 in Modell K, das sich nahe an der Position der
friesischen Hornlosmutation befand und dementsprechend zu grof3en Tei-
len von Wackelhorn-freien Tieren mit friesischer Hornlosmutation verur-
sacht wurde. Diese Annahme bestatigte das abfallende Maximum an glei-
cher Stelle in Modell Kf, in dem die Hornlosmutation als fixer Effekt einbe-

zogen wurde.

Alle Maxima bis auf das Maximum auf Chromosom 13 in Modell K und Kf
zeigten zwar eine befriedigende Zuordnung zwischen den Diplotypeffekten
und den Phéanotypen, aber es gab keine gréRere Gruppe gleicher Phanoty-

pen, die durch einen gemeinsamen Haplotyp verbunden war.

In manchen Phanotypgruppen wurden zumindest kleinere Einheiten von
Tieren mit gleichem Haplotyp gefunden. Doch der Haplotyp war nur selten
spezifisch fur die Tiergruppe und trat auch bei Tieren mit anderem Phé&no-

typ auf.
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4.2.2 cLDLAs von Tierset 2

In den beiden kontinuierlichen Modellen des Tiersets 2, dessen genomweite
Signifikanzschwelle bei einem LRT von 16,44 lag, waren 170 heterozygot
hornlose Bullen enthalten (Abb. 12).

Mit einem LRT-Wert von 22,54 auf Chromosom 1 im Modell K konnte in
diesem Tierset ein signifikanter Wert gefunden werden. Weiterhin kam ein
zweiter Wert auf Chromosom 10 mit einem LRT von 16,17 sehr nahe an die
Signifikanzschwelle heran. Die beiden genannten sowie weitere ausgewahl-

te Maxima sind in Tabelle 15 aufgelistet.
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Abbildung 12: Ergebnisse der cLDLAS von Tierset 2
X-Achse: Chromosomen; Y-Achse: LRT-Wert; gestrichelte Linie: genomweite Sig-
nifikanzschwelle bei LRT 16,44
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Tabelle 15: LRT-Maxima des Tiersets 2

Modell Chromosom Pos. [bp] LRT

K 1 2 960 005 22,54
Kf 1 2 960 005 15,11
K 2 87 763 216 13,08
Kf 2 87 763 216 11,05
K 10 99 022 024 16,17
Kf 10 99 473 424 15,91
K 11 77 457 152 11,97
Kf 11 77 702 896 13,06
K XY 145 221 968 7,81
Kf XY 145 221 968 6,54

Der signifikante Wert auf Chromosom 1 im Modell K befindet sich, wie es
bereits in Tierset 1 der Fall war, nahe der Stelle der friesischen Hornlosmu-
tation. Der LRT-Wert war bei Tierset 2 um rund neun Punkte hoher, da
noch mehr friesische Bullen als friesische Kihe keine oder vermehrt kleine-
re Wackelhornformen besaf3en. Auch in diesem Tierset ging das Maximum
im Modell Kf erheblich zuriick und fiel bis unter die Signifikanzschwelle.
Trotzdem zeigt die verbliebene H6he von 15,11 Punkten, dass an dieser
Stelle auch andere Haplotypen als die, welche die Hornlosmutationen be-

dingen, eine Rolle spielen.

Fur die Maxima der Modelle K/Kf auf Chromosom 10 lie3en sich vor allem
fur die groBen Wackelhornformen mehrere haufiger auftretende Haplotypen
finden. Es ist daher davon auszugehen, dass diese Maxima vermehrt durch

Tiere mit grof3en Wackelhérnern bedingt waren.

In den weiteren LRT-Maxima auf Chromosom 2, 11 und XY konnte keine
Tendenz fir eine ursachliche Phanotypgruppe bestimmt werden, aufgrund

derer die Maxima entstanden.
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4.2.3 cLDLAs von Tierset 3

Tierset 3 mit 167 Kihen hatte eine genomweite Signifikanzschwelle von
16,47.

Sowohl in den kontinuierlichen als auch in den diskontinuierlichen Modellen
dieses Tiersets traten falsch positive LRT-Werte auf, die durch Log-
Likelihood-Konvergenz Probleme verursacht wurden. Moglicherweise war
auch hier eine ungleichmaflige Belegung der Ph&notypgruppen ursachlich
(siehe Tab. 13).

In allen Modellen des Tiersets 3 konnte kein nennenswertes Maximum er-
mittelt werden. Bei den Maxima der Chromosomen 10 und 25, die in Abbil-
dung 13 zu erkennen sind, handelt es sich um Regionen mit Log-
Likelihood-Konvergenz Problemen. Ein vergrol3ertes Tierset, das heil3t zu-
satzliche umfassend untersuchte Pp Fleckviehkiihe kdnnten solche solitar
hohen LRT-Werte (Chromosomen 10 und 25) entweder bestatigen oder
widerrufen.
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Abbildung 13: Ergebnisse der cLDLAs von Tierset 3
X-Achse: Chromosomen; Y-Achse: LRT-Wert; gestrichelte Linie: genomweite Sig-
nifikanzschwelle bei LRT 16,47
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4.3 Ergebnisse der Genomweiten Assoziationsanalysen (GWAS)

Von den 12 Modell-Tierset-Kombinationen, fir welche auch Assoziations-
analysen (GWAS) durchgefiihrt wurden, konnten zwei Kombinationen nicht
berechnet werden. Betroffen waren die kontinuierlichen Modelle des Tierset
3. Es ist anzunehmen, dass die Ursache auch hier bei der unglnstigen Ver-

teilung der Tiere auf die Phanotypgruppen zu suchen ist.

Die Auswertung durchgefuihrter GWAS (Abb. 14) ergab nur drei schwach
signifikante Maxima. Dabei wurde die Signifikanzschwelle, die bei allen
Tiersets eine Hohe von 5,9 (-logio(P)) aufwies, in acht von zehn Analysen

nicht erreicht.

Die schwach signifikanten Maxima wurden in Modell K und Kf des Tierset 1
ermittelt (Tab.16). Sie lagen kaum oberhalb der Signifikanzschwelle auf
Chromosom 4 und Chromosom X und wurden nicht durch benachbarte sig-
nifikante oder indikative SNPs unterstitzt. Bei einem Vergleich mit den Er-

gebnissen der cLDLA konnte keine Ubereinstimmung gefunden werden.

Tabelle 16: GWAS-Maxima von Tierset 1

Modell Chromosom SNP-Name Pos. [bp] -(log(p))
Kf 4 BTA-109398-no-rs 10 261 371 5,98
K X BTB-01347134 1794 831 5,95

Kf X BTB-01347134 1794 831 6,07
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Tierset 1
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Abbildung 14: Ergebnisse der GWAS
X-Achse: Chromosomen; Y-Achse: -(log(p)); gestrichelte Linie: Signifikanzschwelle
bei 5,9
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4.4 Ergebnisse der Pneumatisationsstudie

Unter den 93 mittels Rontgenaufnahmen untersuchten Fleckvieh-
Hornpaaren befanden sich neun Hornpaare, die anhand ihrer auf3eren
Form und des knochern durchbauten Processus cornualis Wackelhdrnern
glichen. Aus den entnommenen Gewebeproben wurde deshalb fur jedes
der Tiere ein Hornlostest durchgefihrt. In allen neun Fallen konnte keine
Hornlosmutation nachgewiesen werden. Acht der Hornpaare wurden auf-
grund einer starken Deformation aus der Studie ausgeschlossen. Als wahr-
scheinlichste Ursache fiur die Abweichung der Hornform wurde das Nach-

wachsen von Hornstummeln nach einer Enthornung angenommen.

Die Hornpaare der Tiere zeigten innerhalb der Altersgruppen (Tab. 2 in Ka-
pitel 3.1.1.5) eine groRRe Vielfalt bei der Ausprdgung der Pneumatisation.
Wahrend bei einigen Tieren noch keine Pneumatisation im Processus
cornualis erkennbar war, durchzog sie bei anderen schon die Halfte des

Horns.

Beispielhaft sollen je vier Rontgenaufnahmen aus den zahlenmalig starks-
ten Altersgruppen gezeigt werden: Zum einen Kiuhe aus der Altersgruppe
> 1,5-2 Jahre (Abb. 14), zum anderen Bullen im Alter von > 2-2,5 Jahren
(Abb. 15).
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Abbildung 15: Rontgenaufnahmen: Hornpaare von Kihen der Altersgruppe
> 1,5-2 Jahre Alter in Monaten: (A/D) 23, (B/C) 22



Ergebnisse 87

Abbildung 16: Rontgenaufnahmen: Hornpaare von Bullen der Altersgruppe
> 2-2,5 Jahren Alter in Monaten:(A) 29,5, (B) 27, (C) 28, 5, (D) 26

Weiterhin konnten in einigen Fallen auch grof3e Unterschiede der Pneuma-
tisationsauspragung zwischen den beiden HoOrnern eines Tieres gesehen
werden. In Abbildung 17 wird ein Fall mit besonders asymmetrisch verlau-
fender Pneumatisation dargestellt. Die Tragerin der Horner war eine Kuh im

Alter von 3 Jahren und 9 Monaten.
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Abbildung 17: Rontgenaufnahme: Asymmetrisch verlaufende

Pneumatisation der Horner Kuh im Alter von 3 Jahren und 9 Monaten

Der Anteil der Tiere innerhalb einer Altersgruppe, bei denen in beiden Hor-
nern noch keine Pneumatisation zu erkennen war, ist in Tabelle 17 aufgelis-
tet. Die Anzahl der Tiere ohne Pneumatisation innerhalb des Processus

cornualis sank mit fortschreitendem Alter stetig ab.

Das élteste Tier bei dem die Stirnhdhlenschleimhaut noch keines der bei-
den Horner erreicht hatte, war eine Kuh im Alter von 3 Jahren und 9 Mona-

ten.
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Tabelle 17: Anzahl der Tiere ohne Pneumatisation der Horner

() %- Anteil der Altersgruppe; — keine Tiere vorhanden

Alter in Jahren Tiere mannlich Tiere weiblich
1-1,5 3 von 3 (100 %) 1 von 2 (50 %)
>1,5-2 6 von 17 (35,3 %) 7 von 16 (43,8 %)
>2-2,5 3 von 9 (33,3 %) 2 von 13 (15,4 %)
>2,5-3 1von7 (14,3 %) 1 von 8 (12,5 %)
>3-3,5 0von 1 (0 %) 0 von 3 (0 %)
>3,5-4 - 1 von 4 (25 %)

> 4-4,5 - 0von 1 (0 %)
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5 DISKUSSION
5.1 Der Weg zum gewahlten Tierset

Zu Beginn der Studie wurden Wackelhorner als qualitatives Merkmal ange-
sehen, ahnlich dem Merkmal Horner im Bezug zur Hornlosigkeit, welches
sich einfach in zwei Varianten einteilen Iasst. Auf der einen Seite in die Tie-
re, die Horner ausbilden, auf der anderen Seite in die Tiere, die hornlos
bleiben (SEICHTER et al., 2012). Beim Merkmal Wackelh6rner schien es
genauso einfach zu sein. Es sollte genetisch hornlose Tiere geben, die Wa-
ckelhdrner entwickeln und Tiere, die es nicht tun. So war die anfangliche
Herangehensweise an die Sammlung von Probenmaterial entsprechend
unkompliziert. Ziel war es, eine moglichst gro3e Anzahl an SNP-Genotypen
von Bullen und Kihen zu sammeln, die heterozygot hornlos waren und
entweder das Merkmal Hornlosigkeit oder das Merkmal Wackelhorner zeig-
ten. Erganzend wurden auch homozygot hornlose und gehdrnte Tiere ge-
sammelt, wenn eine Verwandtschaft zu den Tieren mit ausgewé&hlten

Merkmalen bestand.

Der Schwerpunkt der ersten Probensammlung lag auf den Kihen, denn
SNP- Genotypen méannlicher Tiere standen aufgrund der genomischen Se-
lektion in ausreichender Menge zur Verfiigung. Bei der Erhebung der Pha-
notypen wurden die Tiere nur in die beiden Gruppen Wackelhorn-tragend
und hornlos eingeteilt, weil davon ausgegangen wurde, dass nur die Uber-
geordneten Phanotypen fir die spatere Kartierung von Interesse sein wur-

den.

Um fur die geplante cLDLA, die unter anderem Stammbaume zur Nachver-
folgung von Merkmalen nutzt, méglichst verwandte Tiere zu erhalten, wur-
den SNP-Genotypen von Vatern der gesammelten weiblichen Tiere ausge-
wahlt. Einige der SNP-Genotypen dieser Bullen waren bereits in der Daten-
bank der Arbeitsgruppe fir Populationsgenomik des Veterinarwissenschaft-
lichen Departments der LMU Minchen vorhanden. Weitere SNP-
Genotypen wurden von der Arbeitsgemeinschaft Stiddeutscher Rinderziich-
ter (ASR) und dem Landeskuratorium der Erzeugerringe fir tierische Vere-

delung in Bayern e.V. (LKV Bayern) zur Verfugung gestellt. Auch der ent-
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sprechende Phanotyp eines Bullen war Uber dessen Hornloskirzel leicht
zuganglich. Bullen mit dem Hornloskirzel Pp wurden der hornlosen Gruppe
zugeordnet, wahrend Bullen mit dem Hornlosktrzel PS in die Gruppe der
Wackelhorn-tragenden Tiere eingeordnet wurden. Es bestand Kenntnis
darliber, dass das Hornloskirzel einiger Tiere moglicherweise nicht dem
aktuellen Stand entsprach. Um die Angaben zu verifizieren, wurden daher
die Namen der Bullen in Verbindung mit den Hornloskurrzeln durch den Be-
samungsverein Neustadt a. d. Aisch Uberpruft. Fur einen Teil der Tiere
konnte damit der Phénotyp abgesichert werden.

Aus den vorhandenen und erhaltenen SNP-Genotypen der Bullen und den
selbst erstellten SNP-Genotypen der Kilhe entstand das erste Tierset. Die-
ses Set enthielt insgesamt 942 Tiere, unter denen sich auch homozygot
hornlose und gehoérnte Tiere befanden. Es diente als Basis fur die ersten
Kartierungen. Diese konnten jedoch kein signifikantes Ergebnis erzielen. In
der Folge wurde versucht, Uber das Herausgreifen einzelner Tiergruppen
aus dem ursprunglichen Tierset eine Verbesserung der Ergebnisse zu er-
langen. So wurde ein Tierset mit nur mannlichen und nur weiblichen Tieren
zusammengestellt. Ferner wurde ein Tierset erstellt, indem ausschlie3lich
Tiere mit abgesicherten Phanotypen einbezogen wurden. Aber alle Bemu-
hungen blieben erfolglos. Als letzter Versuch entstand ein Tierset, das nur
Tiere enthielt, die einen bestimmten Bullen in den letzten beiden Generatio-
nen ihres Stammbaums fuhrten. Es wurde ein entsprechend hoch frequen-
tierter Bulle gewahlt, wodurch ein Tierset mit 466 seiner Nachkommen er-
zeugt werden konnte. Die Idee war, dass das bisherige Ausbleiben signifi-
kanter Ergebnisse mdglicherweise durch Locusheterogenitat verursacht
sein konnte, obwohl die cLDLA grundsatzlich mit diesem Umstand umge-
hen kann (z. B. MULLER, 2016). Mithilfe nahverwandter Tiere sollte zumin-
dest einer der potenziellen Mutationen nahergekommen werden. Doch auch

dieser Versuch scheiterte.

Es wurde Ursachenforschung betrieben und die Sicherheit der Phanotypen
der verwendeten Tiere wurde hinterfragt. Weiterhin wurde versucht, mehr
Wissen Uber die verschiedenen Formen von Wackelhérnern zu erlangen

und im gleichen Zuge neues Probenmaterial zu gewinnen.
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Bei den Phanotyperhebungen von Fleckviehbullen wurde entdeckt, dass es
deutlich schwieriger war, Tiere ohne Wackelhdrner zu finden, als Tiere mit
Wackelhornern. Teilweise hatten Bullen zwar nur hauchdinne, kaum auf-
findbare Krusten von gerade einmal 1 cm Durchmesser, aber solche Tiere
konnten trotzdem nicht als Wackelhorn-frei eingestuft werden. Im urspring-
lichen Tierset waren 479 der 653 heterozygot hornlosen Bullen (73,4 %)
Trager des Hornloskirzels Pp und wurden demnach als Wackelhorn-frei
eingeordnet. Bei den durchgeflhrten Phénotypisierungen konnten gerade
einmal 16 von 92 Bullen (17,4 %) als Wackelhorn-frei identifiziert werden.
Angesichts dieses deutlichen Unterschieds stellte sich die Frage, wie viele
der als hornlos angenommenen Bullen des urspringlichen Tiersets dies
auch in Wirklichkeit waren. Tatsachlich kommen Bullen in der Regel in ei-
nem Alter von ca. 12 Monaten an eine Besamungsstation und werden zu
diesem Zeitpunkt auf vorhandenes Wackelhornwachstum Uberprift. Wer-
den keine Wackelhorner festgestellt, wird haufig angenommen, dass ein
Tier auch keine Wackelhérner mehr entwickeln wird. Sowohl aufgrund der
Literatur (LANGE, 1989; LAMMINGER, 1999) als auch nach den Beobach-

tungen dieser Studie kann diese Annahme als falsch angesehen werden.

Neben den Wackelhdrnern wurde auch das Merkmal Stirnbeulen naher un-
tersucht. Diese knéchernen Zubildungen des Stirnbeins zeigten sich bereits
bei vier Wochen alten heterozygot hornlosen Kalbern. In diesem frihen Al-
ter erinnern sie stark an die Hornknospen genetisch gehdrnter Kélber. Aus
diesem Grund werden heterozygot hornlose Kalber vermutlich auch hin und

wieder versehentlich enthornt.

Stirnbeulen sind als ein geringfligiges Wachstum des Processus cornualis
unter der Haut anzusehen und gehéren damit der Grundstruktur eines
Horns an. Ausgehend von dieser Hypothese wurden Tiere mit grol3en
Stirnbeulen nicht in die Kartierungsstudie einbezogen. Die Autoren LANGE
(1989) und LAMMINGER (1999) hatten die Empfehlung ausgesprochen,
Tiere mit grof3en Stirnbeulen in genetischen Studien in die Gruppe der Wa-
ckelhorn-tragenden Tiere einzufiigen. Da aber beobachtet werden konnte,
dass auch homozygot hornlose Tiere (PP), die keine Wackelhérner entwi-

ckeln koénnen, Stirnbeulen zeigen, festigte sich der Entschluss, Tiere mit
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grol3en Stirnbeulen von der Studie auszuschlieR3en. Aufgrund ihrer sporadi-
schen Prasenz in der PP Gruppe wird hiermit auch fur kiinftige Studien eine

separate Behandlung von Tieren mit grof3en Stirnbeulen empfohlen.

Die genannten Beobachtungen fuhrten letztendlich zur Festsetzung der Kri-
terien aus Kapitel 3.1.3 fir die Wahl der Tiere der neu zusammengestellten
Tiersets. Die homozygot hornlosen und die gehoérnten Tiere wurden
schlielich nicht mehr bertcksichtigt, da ihr Hornstatus keine Informationen

zu den verglichenen Phanotypen beitragen konnte.

5.2 Die Wahl von Methode und Modell

Die cLDLA wurde als grundlegende Methode gewahlt, da sie zum einen
eine gute Kartierungsgenauigkeit bietet (KUNZ, 2016; MULLER, 2016) und
zum anderen eine geringe Stoéranfalligkeit aufweist (KUNZ, 2016). Die SNP-
basierte GWAS wurde zu Vergleichszwecken herangezogen.

In den ersten Kartierungen befanden sich Tiere, deren Ph&notypen als un-
terschiedlich sicher bewertet wurden. Dieser Umstand war der Grund fur die
Einfihrung einer Gewichtung. Damit wurde versucht, Tiere mit weniger si-
cheren Phéanotypen in der Kartierung belassen zu koénnen, gleichzeitig aber
einer moglichen Verfalschung durch falsch zugeordnete Phanotypen entge-

genzuwirken.

Die ersten Ergebnisse der cLDLA wurden anhand von Haplotypen ausge-
wertet. Es zeigte sich aber, dass eine Auswertung Utber Diplotypen zu ei-
nem deutlich ruhigeren Verlauf der LRT-Kurve beitrug, weshalb im Nachfol-

genden dieser Form der Vorzug gegeben wurde.

Das Studiendesign war zu Beginn ausschlief3lich diskontinuierlich model-
liert, wie es fur ein qualitatives Merkmal tblich ist. Erst als bei der Phénoty-
pisierung der Bullen die groRe Variation der Wackelhornformen naher beo-
bachtet werden konnte, wurde begonnen, tber diese Einschatzung nach-

zudenken.
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Vergleicht man ein Tier, das feine Krusten aufweist, mit einem Tier, das 25
cm lange, voll ausgebildete Wackelhérner tragt, wirde man die beiden
Auspragungsformen nicht unbedingt als ein und dasselbe Merkmal be-
schreiben. So wurde die Idee entwickelt, die Gro3e der Wackelhorner in die
Kartierungen miteinzubeziehen und Wackelhérner damit mehr als quantita-

tives Merkmal zu betrachten.

Es entstand das kontinuierliche Modell, das dem Charakter von Wackelhor-
nern besser entspricht, als es das diskontinuierliche Modell tut. Diese Uber-
zeugung basiert auf den umfassenden Beobachtungen der Phanotypen

juveniler (s. Kapitel 4.1.4) und adulter Tiere (s. Kapitel 4.1.1).

5.3 Schwierigkeiten und Chancen durch Phanokopien

Bei den ersten Phanotyperhebungen zu Beginn der Studie wurden 32 Tiere
gefunden, die zwar phanotypisch Wackelhérner zeigten, aber keine Horn-
losmutation besaf3en. Aufgrund der hohen Anzahl an Phanokopien wurde

fur alle Studientiere standardmaf3ig ein Hornlostest durchgefiihrt.

AuBerdem wurde nach den Ursachen der zum Verwechseln &hnlichen
Phanotypen gesucht. Bei einem groRen Teil der Tiere stellte sich heraus,
dass eine Enthornung stattgefunden hatte. Am Ende blieben aber acht Tie-
re Ubrig, die Krusten, wackelnde Stummelhdrner oder auch augenscheinlich

normale aber wackelnde Hérner unklarer Genese zeigten.

Im ersten Moment wurde Uber die Moglichkeit eines neuen ,Wackelhorn-
Typs® spekuliert, wie es zum Beispiel CAPITAN et al. (2011) mit T2SS im
Charolais entdeckt hatten. Wahrend der Studienlaufzeit konnte aber fir sie-
ben der acht Tiere gezeigt werden, dass es sich bei ihren Wackelhorn-
ahnlichen Hoérnern eher um eine Form des verzdgerten Hornwachstums
handelte. Sechs der sieben Tiere hatten Vater, die weitere Nachkommen

mit Wachstumsstérungen der Hoérner aufwiesen.

Das siebte Tier zeigte eine phanotypische Besonderheit. Es handelte sich

um eine Kuh, die laut Aussage des Landwirts verzogert mit dem Horn-
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wachstum begonnen hatte und deren Hoérner bis zum Alter von neun Mona-
ten stark wackelten, bevor sie fest mit dem Schadel verwuchsen. Diese Kuh
war zum Zeitpunkt der Untersuchung 2 Jahre und 8 Monate alt. Um her-
auszufinden, ob es sich bei ihren Hornern um ,echte” Wackelhérner handel-
te, wurde ein Rontgenbild angefertigt. In Fachkreisen war die gangige Mei-
nung, dass Wackelhorner vollstdndig kndchern durchbaut und normale
Horner pneumatisiert sind. Somit diente die fehlende Pneumatisation als ein
Hilfsmerkmal, das Wackelhérner von normalen Hornern unterscheidet. Das
Rontgenbild zeigte, dass eines der Horner vollstandig knéchern durchbaut
war, wahrend das andere Horn sich zu etwa einem Drittel pneumatisiert
darstellte. Die Zuordnung der Horner war anhand des Befundes schwer
moglich. Zu diesem Zeitpunkt bestand keine Kenntnis dariber, wie weit die
Pneumatisation in einem bestimmten Alter in der Regel fortgeschritten ist.
Das Unterscheidungskriterium ,fehlende Pneumatisation“ war ohne dieses
Wissen fir solche Félle jedoch nicht brauchbar. Die phanotypische Beson-
derheit dieser Kuh wurde daher zum Anlass genommen, den Pneumatisati-
onsverlauf im Fleckviehhorn naher zu untersuchen. Es wurde festgestellt,
dass kndchern durchbaute Hoérner auch im Alter von knapp drei Jahren kei-
ne Besonderheit darstellen. Eine fehlende Pneumatisation der Horner kann
daher nicht als sicheres Zeichen fur Wackelhdrner gewertet werden. Zwar
wird mit hoherem Alter die Wahrscheinlichkeit, knéchern durchbaute Horner
vorzufinden, die keine Wackelhdrner sind, immer geringer, doch zeigt der
Verlauf der Pneumatisation eine grof3e individuelle Varianz. Diese individu-
elle Varianz, die auch bereits von DUERST(1926) beschrieben wurde,
schlie3t fehlende Pneumatisation als Unterscheidungskriterium zwischen
Wackelhérnern und Hornern praktisch aus. Einzig der Schluss, dass es sich
bei einem pneumatisierten Horn nach derzeitigem Wissensstand nicht um

ein Wackelhorn handelt, kann sicher gezogen werden.

Im Fall der Kuh mit den ehemals wackelnden und spater fest gewordenen
Hornern scheint es sich demnach eher um ,normale” Horner und gleichzei-
tig einen Fall von verzogertem Hornwachstum zu handeln. Zudem haben
Erfahrungen aus der Praxis gezeigt, dass auch das haufige Uberprifen und
damit Wackeln an einem wachsenden Horn zu einer noch langsameren

Verfestigung fuhren kann.
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Die 37 Tiere mit Phanokopien, die aus der ersten Phase der Probennahme
stammten, bildeten nur den Anfang. Phanokopien waren wahrend der ge-
samten Studienlaufzeit wiederkehrende Begleiter. Sie konnten aber in so
gut wie allen Fallen den beiden oben genannten Ursachen zugeordnet wer-
den. Bei nur einem weiteren Fall lieR sich fir ein wackelndes, hangendes

Horn eine alte Verletzung als ursachlich ermitteln.

Die genaue Beobachtung von Phanokopien brachte auch interessante Er-
kenntnisse. So fiel bei der Nachbildung von Hornstummeln nach Enthor-
nung ein deutlicher Unterschied zwischen den Geschlechtern auf. Weiterhin
waren die Verbindungen zwischen heterozygot hornlosen, Wackelhorn-
freien Bullen und dem verzogerten Hornwachstum von besonderem Inte-

resse.

5.4 Kartierungsstudien zu Wackelhdrnern

In der durchgeflihrten Kartierungsstudie zeigte sich eine mangelnde Anzahl

signifikanter Ergebnisse.

In allen Tierset-Modell-Kombinationen, die mit der cLDLA berechnet wur-
den, konnte nur im kontinuierlichen Modell des Tiersets der Bullen ein ge-
nomweit signifikanter Wert erreicht werden. Dieser befand sich auf Chro-
mosom 1 an Position 2 251 360 bp nahe der friesischen Hornlosmutation,
deren Startposition an der Stelle 1 909 352 bp liegt (ROTHAMMER et al.,
2014). Anhand der Diplotypeffekte liel3 sich nachvollziehen, dass das Ma-
ximum durch Bullen mit friesischer Hornlosmutation und fehlenden oder nur
kleinen Wackelhornern verursacht wurde. Die Einbeziehung der Horn-
losmutation als fixer Effekt im Modell Kf schwéachte das Maximum dement-
sprechend ab. Ob es sich bei der Beobachtung, dass friesische Bullen we-
niger und kleinere Wackelhornformen ausbilden, um eine grundsatzliche
Eigenschaft handelt, lasst sich nicht mit Sicherheit bestimmen. Mdoglich ist
auch, dass in den Familien, aus denen die Fleckvieh-Bullen mit eingefuhrter
friesischer Mutation stammen, vermehrt ein anderer genetischer Faktor die

Unterdrickung des Horn- und Wackelhornwachstums verursacht. So
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stammten immerhin sieben der neun Wackelhorn-freien Bullen mit friesi-
scher Mutation aus einer Fleckviehfamilie in der vermehrt Tiere mit verzo-
gertem Hornwachstum gefunden wurden (s. Kapitel 4.1.6). Angenommen
diese Bullen waren genetisch gehérnt gewesen, ware es denkbar, dass sie
verzogertes Hornwachstum gezeigt hatten. Weiterhin kénnte angenommen
werden, dass sie aus dem gleichen Grund mit dem Genotyp Pp keine oder

sehr kleine Wackelhdrner ausbhildeten.

Neben dem signifikanten Maximum auf Chromosom 1 in Modell K des Tier-
sets 2 konnten in allen Modellen der Tiersets 1 und 2 einige weitere, etwas
niedrigere Maxima gefunden werden. Diese schafften es zwar nicht, ge-
nomweite Signifikanz zu erreichen, waren aber dennoch plausibel. Die ge-
nannten indikativen Ergebnisse kdnnten durch eine deutlich héhere Tierzahl
bestatigt und oder widerrufen werden. Aufgrund der Schwierigkeit, eine
grolRere Zahl geeigneter Bullen zu finden, scheint es einfacher, das Tierset
3 mit zusatzlichen umfangreich phanotypisierten Kilhen auszustatten.

Die GWAS bot in den kontinuierlichen Modellen des Tiersets 1 zwei
schwach signifikante Maxima auf Chromosom 4 und Chromosom X. Vor
allem das Maximum auf Chromosom X ware bei einer starkeren Auspré-
gung oder bei einem zusatzlichen Auffinden in der cLDLA von groRem Inte-
resse gewesen. Ein X-chromosomaler Erbgang wirde eine einfache Erkla-
rung zur geschlechtsabhangigen Verteilung von Gréf3e und Vorkommen der
Wackelhérner im Fleckvieh darstellen. Diese Mdglichkeit wurde auch bis in
jungste Zeit immer wieder von Autoren als urséachlich in Betracht gezogen
(z. B. WIEDEMAR et al., 2014). Da die Maxima der GWAS jedoch aus-
schlief3lich in den Modellen K/Kf des Tiersets 1 auftauchten und auch in den
Tierset-Modell-Kombinationen der cLDLA nicht nachvollzogen werden
konnten, fiel die Einschatzung ihrer Bedeutsamkeit eher gering aus. In bei-
den Fallen waren Assoziationen einzelner SNPs betroffen, dementspre-

chend wird es sich eher um Scheinassoziationen handeln.

Im Vergleich zu den Studien von ASAI et al. (2004) und TETENS et al.
(2015), die je ein signifikantes Ergebnis auf Chromosom 19 finden konnten,
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gab es in dieser Studie keine Anhaltspunkte fiir eine Assoziation an dieser
Stelle.

Die Studie von ASAI et al. wurde mittels einer Kopplungskartierung und ei-
nes Tiersets, das aus Familien von reinrassigen und Kreuzungstieren einer
Vielzahl an Rassen bestand, durchgefuhrt. Unter den Tieren waren die
Rassen Limousin, Fleckvieh, Charolais, Blonde d'Aquitaine, Angus, Here-
ford und Weil3blaue Belgier vertreten.

Ganz anders die Studie von TETENS et al., die eine GWAS durchfihrten,
die nur heterozygot hornlose Fleckviehtiere beinhaltete. Das Tierset dieser
Studie war aus 150 Tieren beider Geschlechter zusammengestellt und das
Design war diskontinuierlich modelliert. Im Ansatz entsprach die Studie von
TETENS et al. damit dem Modell D des Tiersets 1 der vorliegenden Studie.
In Tierset 1 mit seinen insgesamt 337 Tieren stammten sogar 63 Tiere ur-
sprunglich aus der Studie von TETENS et al.

Ein Unterschied zwischen den beiden Studien lag aber in dem SNP-Chip,
der fir die Genotypisierung verwendet wurde. TETENS et al. nitzten den
BovineHD BeadChip anstelle des BovineSNP50 v2 BeadChip von Illlumina.
Dieser Chip hat mit 777 962 SNPs (ILLUMINA INC., 2015) eine deutlich
hohere Markerdichte als der BovineSNP50 v2 BeadChip mit nur 54 609
SNPs (ILLUMINA INC., 2012).

Es ist daher mdglich, dass das Ausbleiben des signifikanten Wertes auf
Chromosom 19 in der vorliegenden Studie mit der geringeren Markerdichte
in Verbindung zu bringen ist. Genauso kdnnen aber auch andere Genfre-
guenzen in einem grol3tenteils unterschiedlichen Tierset ausschlaggebend

gewesen sein.
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Zudem gilt es zu bedenken, dass der signifikante Wert auf Chromosom 19
in der Studie von TETENS et al. auch nur ein niedriges Signifikanzniveau
erreichte und dass keine weiteren signifikanten und gleichzeitig als erklar-
bar gewerteten Maxima auftraten. Es konnten aber weitere deutliche Maxi-

ma erkannt werden, die die Signifikanzschwelle nicht erreichten.

TETENS et al. schlussfolgerten, dass es nicht nur einen einzigen Genort fur
Wackelhérner geben kann, da ihre Studie sonst einen signifikanteren Wert

aufgezeigt hatte.

Aufgrund der Beobachtung mehrerer Maxima schlossen sie weiterhin eher
auf Locusheterogenitat als auf allelische Heterogenitat. Unterstutzend
nannten sie dazu die Studien von CAPITAN et al.(2009; 2011), welche im

Charolais Locusheterogenitat bei Wackelhdrnern feststellen konnten.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen ahnlich wie in der Studie
von TETENS et al. eine Reihe von Maxima, die die Signifikanzschwelle
zwar nicht erreichten, aber dennoch nachvollziehbar waren. Der Erkla-
rungsansatz von TETENS et al. ist demnach auch fur diese Studie geeig-
net, aber aufgrund der zusatzlich durchgefuhrten intensiven Beobachtungen
zum Phanotyp wurde eine andere Hypothese entwickelt, welche in Kapitel

5.5 genauer erlautert wird.

5.5 Hypothese zur Genetik von Wackelhdrnern im Fleckvieh

In dieser Studie besal3en, ebenso wie in der Studie von WIEDEMAR et al.
(2014), alle Tiere, die Wackelhorner zeigten, nur ein Hornlosallel. Hornlosal-
lele unterdricken das Hornwachstum, wenn auch noch nicht bekannt ist,
welche molekularbiologischen Mechanismen diesem Vorgang zugrunde
liegen. Sind zwei Hornlosallele vorhanden, lasst sich keine Hornbildung be-
obachten. Ist hingegen nur ein Hornlosallel vorhanden, kdnnen verschiede-
ne Horngebilde auftreten. Moglicherweise schafft es demnach ein alleiniges
Hornlosallel nicht, das Hornwachstum eines Tieres vollstandig zu unterdri-

cken, was einer unvollstandigen Dominanz entspricht.
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Nach dieser Theorie missten aber alle heterozygot hornlosen Tiere Wa-
ckelhdrner ausbilden. Warum kommt es also dazu, dass viele dieser Tiere
Wackelhorn-frei bleiben und Wackelhorn-tragende Tiere ein ganzes Spekt-

rum von verschieden starken Wackelhérnern zeigen?

Unter den Kuhen entwickelten nach dieser Studie 80 % keine Wackelhor-
ner. Auch normale Hoérner unterscheiden sich zwischen den Geschlechtern.
Kihe haben in der Regel eine weniger breite Hornbasis und damit insge-
samt dinnere Horner als Bullen. Zudem konnte beobachtet werden, dass
Kihe nach der Enthornung weniger haufig und wenn, dann weniger grol3e
Hornstummel nachbilden. Diese Parallele zwischen den Folgen einer me-
chanischen Enthornung und der Hornlosigkeit als genetischem Hintergrund
zeigt eine scheinbar grundsatzlich schwachere Hornausbildung bei Kiihen
an. In heterozygot hornlosen Kihen driickt sich diese ,Schwache® in feh-

lenden oder vermehrt kleineren (jeweils P < 0,05) Wackelhornformen aus.

Unter den Bullen zeigten hingegen 83 % der Tiere Wackelhérner mit einer
erstaunlich grof3en Formvielfalt. Bei den wenigen Tieren, die Wackelhorn-
frei blieben, lield sich zu grof3en Teilen eine mdgliche Ursache ermitteln, die
nicht direkt mit Wackelhdrnern in Verbindung steht. Sie stammten aus Fa-
milien, in denen, selbst bei fehlender Hornlos-Mutation, ein verzdgertes
Hornwachstum beobachtet wurde. Die Fleckviehzichter rechnen mit einem
oder mehreren das Hornwachstum unterdriickenden genetischen Faktoren

in diesen Familien.

Die Gesamtheit der hier zusammengetragenen Beobachtungen lasst Horn-
wachstum als ein quantitatives Merkmal mit relativ hoher Varianz erschei-
nen. Es wurde in vorangegangenen Studien gezeigt (DUERST, 1926;
SYKES & SYMMONS, 2007), dass fixe Faktoren wie Geschlecht und Alter
dieses quantitative Merkmal mal3geblich beeinflussen. Da genau wie in der
Studie von WIEDEMAR et al. (2014) Wackelhdrner nur in Pp Tieren beo-
bachtet werden konnten, wurde die Hornlosigkeit in Pp Tieren als ein gene-
tisches Merkmal mit unvollstandiger Dominanz betrachtet. Das Vorhanden-
sein und die Intensitat der Ausbildung von Wackelhdrnern (Penetranz)

hangt sowohl von quantitativ-genetischen als auch von Umweltfaktoren ab.
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Das sind die gleichen Faktoren, die das Wachstum von normalen Hornern
bei pp Tieren beeinflussen. Diese Faktoren sind Geschlecht, Alter, einige
Gene (QTLs), die die Intensitat und den Zeitpunkt des Hornwachstums be-
dingen sowie zusatzliche Umwelteinfliisse. Die gleichen Faktoren, die spat
entwickelte, kleine oder dinne Hoérner bei pp Tieren verursachen sind auch
fur sehr kleine oder nicht vorhandene Wackelhdrner bei Pp Tieren verant-
wortlich. Dieser Einschatzung liegen die statistisch signifikanten differenziel-
len Beobachtungen in verschiedenen Altersgruppen der mannlichen und
weiblichen Tiere zugrunde. Vielmehr fihrt die Einkreuzung eines Hornlosal-
lels in Familien mit verzégertem Hornwachstum zu vollstandiger Unterdri-
ckung des Hornwachstums und sogar zu Vertiefungen an den Hornansatz-

stellen.

Es kommt demnach stets auf die Summe aus positiv und negativ beeinflus-
senden Faktoren an, die die Grofl3e der Wackelhdrner oder Horner eines
jeden Pp oder pp Tieres individuell modellieren.

5.6 Ausblick

Aus den Ergebnissen der Studie ist es nicht mdglich, eine sichere Aussage

zum genetischen Hintergrund von Wackelhdrnern im Fleckvieh zu treffen.

Die vorgestellte Hypothese stellt einen Erklarungsansatz dar, der aus den
Beobachtungen der Phanotypen und den Kartierungsergebnissen entstan-

den ist.

Um diese Hypothese zu uberprifen, bedarf es im ersten Schritt weiterer
Forschung zu den molekularen Hintergrinden der Hornlosmutationen und

allgemein der Hornontogenese.
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Im zweiten Schritt kbnnte eine ahnlich angelegte Kartierung zu Wackelhor-
nern durchfihrt werden, wie sie in dieser Studie vorliegt, allerdings mit ei-
nem deutlich groéf3eren Tierset. Andernfalls bleibt die statistische Power fir
eine zuverlassige genetische Kartierung eines komplexen, multifaktoriellen
Merkmals zu niedrig. Eine weitere Mdglichkeit wéare die Unterteilung des
Phénotyps in Gruppen, die nach der Grél3e der Wackelhérner zusammen-
gestellt sind. So kdnnte eine qualitativ modellierte Kartierung anfertigt wer-
den, in der zum Beispiel Wackelhorn-freie Tiere, Tiere mit besonders gro-
Ben Wackelhdrnern gegeniberstellt werden und die sich damit auf die En-

den der GroRRenskala beschrankt.

Zum Nachweis, dass Horn- und Wackelhornwachstum von denselben Fak-
toren beeinflusst werden, wirde sich ein paralleler Kartierungsansatz in
einer nicht enthornten Kartierungspopulation anbieten. Dazu ware die Pha-
no- und Genotypisierung gleichaltriger Tiere nétig. Ein guter Phanotypisie-
rungs-Zeitpunkt konnte beim Fleckvieh zu Beginn der Hornentwicklung,
zwischen dem vierten und sechsten Lebensmonat, liegen. In dieser Zeit

wére auch das verzdgerte Hornwachstum noch deutlich zu erkennen.

Von grofdter Bedeutung bleibt bei allen weiteren Kartierungsansatzen die
Richtigkeit der verwendeten Phanotypen, die sorgsam zu prufen ist. Dazu
sollten nach Mdglichkeit die hier prasentierten Erfahrungen und Hypothesen

bertcksichtigt werden.

Der Weg bis zur vollstandigen Aufklarung der genetischen Hintergriinde
von Wackelhorn-tragenden Tieren ist mdglicherweise noch ein weiter. Wa-
ckelhdrner selbst werden aber nach dem derzeitigen und in naher Zukunft
erwarteten Anstieg durch die Ausbreitung der Hornloszucht und die stetige
Zunahme der Anzahl homozygot hornloser Fleckviehtiere wieder abneh-
men. Aufgrund ihrer hohen Pravalenz in mannlichen Tieren lassen sie sich
zuchterisch jedoch nicht umgehen und werden die Hornloszucht noch Uber

einen gewissen Zeitraum begleiten.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Arbeit war die Erstellung einer informativen Proben- und Daten-
struktur und deren Anwendung in einer Kartierungsstudie zu Wackelhornern
in der Fleckviehpopulation. Dazu wurde umfangreiches Probenmaterial ge-
sammelt und gleichzeitig eine intensive Untersuchung der Phanotypen he-
terozygot hornloser Tiere durchgefihrt. Die Phanotypisierung und Bepro-
bung sowohl juveniler als auch adulter Tiere beiden Geschlechts fand auf
Kalbermarkten, in privaten Fleckviehzuchtbetrieben, in Besamungsstatio-
nen und bei der Landesanstalt fir Landwirtschaft in Bayern statt. Fur die
Kartierungsstudie wurde zusatzliches Datenmaterial aus Deutschland und

der Schweiz verwendet.

Bei Vorkommen und GréRe des Phanotyps Wackelhorn wurden signifikante
Unterschiede zwischen den Geschlechtern festgestellt. Pp Bullen hatten in
einer Stichprobe mit 92 Tieren im Alter von tber 1,5 Jahren in 83 % der Fal-
le Wackelhdrner. In Pp Kiihen von dber 2,5 Jahren und einer Stichproben-
grolRe von 209 Tieren bildeten hingegen nur 20 % der Tiere Wackelhérner
aus. Unter den mannlichen Tieren wurden zudem haufiger groRere Wa-

ckelhornformen beobachtet als unter den weiblichen Tieren.

Weiterhin konnte ein signifikanter Unterschied zwischen der Anzahl Wa-
ckelhorn-freier Tiere in Bezug auf die Hornlosmutation festgestellt werden.
Tiere mit friesischer Hornlosmutation zeigten weniger und kleinere Wackel-
hornformen. Bei diesem Ergebnis ist jedoch aufgrund der geringen Zahl an
Linien, in die die friesische Hornlosmutation im Fleckvieh eingekreuzt wur-

de, auch an Populationsstratifikation zu denken.

Waéhrend der Phanotypisierungen wurde eine weitere Besonderheit in sie-
ben Wackelhorn-freien Bullen entdeckt. Sie zeigten an den Hornansatzstel-
len ein- oder beidseitig Vertiefungen am Stirnbein. Funf der Tiere waren
eng verwandt und stammten aus einer Familie, in der bei pp Tieren immer
wieder verzdgertes Hornwachstum beobachtet werden konnte. Ein weiterer
Bulle hatte ebenfalls einen Vorfahren, der aus dieser Familie stammte, im

Pedigree.
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Bei einer generellen Betrachtung der kleinen Gruppe der Wackelhorn-freien
Bullen fiel auf, dass 10 von 16 Tieren aus zwei unterschiedlichen Familien

mit verzogertem Hornwachstum stammten.

Neben den Wackelhérnern heterozygot hornloser Tiere wurden eine Reihe
von Phanokopien beobachtet, die durch Enthornung, Verletzung oder durch
verzogertes Hornwachstum hervorgerufen waren. Zur Unterscheidung von
Wackelhdrnern unklarer Genese und normalen Hoérnern wird in Fachkreisen
haufig das Hilfsmerkmal der Pneumatisation herangezogen. Wackelhdrner
sind im Vergleich zu normalen Hornern vollstandig knéchern durchbaut. Um
das Merkmal ,fehlende Pneumatisation“ auf seine Anwendbarkeit im Fleck-
vieh zu Uberprifen, erfolgte eine réntgenologische Untersuchung von 93
Fleckvieh-Hornpaaren, die von pp Tieren beider Geschlechter im Alter zwi-
schen 1-4,5 Jahren stammten. Das Ergebnis der Untersuchung zeigte,
dass der Pneumatisationsverlauf eine grof3e individuelle Vielfalt aufweist.
So war das alteste pp Tier mit vollstdndig knéchern durchbauten Hoérnern 3
Jahre und 9 Monate alt. Demzufolge ist ein Fehlen der Pneumatisation im
Fleckvieh bei Tieren in jingerem Alter nicht zur Abgrenzung zwischen nor-

malen Hornern und Wackelhdrnern geeignet.

Fur die Kartierungsstudie wurden ausschlie3lich Pp Tiere ausgewahlt, von
denen das Alter zum Zeitpunkt der Phanotypisierung und die Art der Horn-
losmutation bekannt waren. Von Wackelhorn-tragenden Tieren musste zu-
satzlich Kenntnis Uber die Wackelhorngré3e bestehen. Wackelhorn-freie
Tiere wurden erst ab einem Mindestalter von 1,5 Jahren bei der Phanotypi-
sierung fur die Studie verwendet, um die Wahrscheinlichkeit einer nachtrag-
lichen Wackelhornausbildung maoglichst gering zu halten. Weiterhin sollten
Wackelhorn-freie Tiere mit groRen Stirnbeulen ausgeschlossen werden.
Aufgrund der geringen Anzahl Wackelhorn-freier Bullen konnte dieses Vor-
haben jedoch nur bei Wackelhorn-freien Kilhen umgesetzt werden. Basie-
rend auf den genannten Voraussetzungen entstand letztendlich ein Tierset
mit 337 Tieren. Davon waren 170 Tiere mannlich und 167 Tiere weiblich.
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Die Kartierungen wurden flr das gemischtgeschlechtliche Tierset sowie fir
Bullen und Kihe separat durchgefuhrt. Als grundlegende Methode wurde
dazu die auf Haplotypen basierende, kombinierte Kopplungsungleichge-
wichts- und Kopplungsanalyse (cLDLA) verwendet. Erganzend fanden
SNP-basierte Genomweite Assoziationsstudien (GWAS) Anwendung. Es
wurden zwei unterschiedliche Kartierungsanséatze, die einem kontinuierlich
und einem diskontinuierlich modellierten Design entsprachen, erstellt. Das
kontinuierlich modellierte Design entstand aufgrund der Beobachtung einer
unerwartet grof3en Variabilitat von Wackelhornformen. So wurde das
Merkmal Wackelhorn im Gegensatz zur gangigen Auffassung nicht mehr

als qualitatives, sondern eher als quantitatives Merkmal gesehen.

Die Kartierungen ergaben ein genomweit signifikantes Signal auf Chromo-
som 1 in der Nahe des Polled Locus und einige weitere indikative Werte auf
verschiedenen Chromosomen. Die indikativen Ergebnisse der einzelnen
Tiersets kdonnten durch Sammeln von weiteren umfangreich phanotypisier-
ten Rindern entweder bestétigt oder widerrufen werden. Dies scheint leich-
ter umsetzbar fur das Tierset der Pp Kihe. Ein signifikantes Maximum auf

BTA19, wie es in vorangegangenen Studien gesehen wurde, blieb aus.

Anhand der Kartierungsergebnisse in Verbindung mit den Beobachtungen
zum Phanotyp konnten Parallelen zwischen Wackelhornwachstum und
Hornwachstum erkannt werden. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass
Wackelhérner genau wie Horner von vielen Faktoren wie Alter, Geschlecht,
mehreren Genen und der Umwelt beeinflusst werden. Aufgrund der Tatsa-
che, dass Wackelhdrner ausschliel3lich bei heterozygot, nicht aber bei ho-
mozygot hornlosen Tieren vorkommen, wird zudem von einer unvollstandi-
gen Unterdrickung des Hornwachstums durch ein alleiniges Hornlosallel
ausgegangen. Wackelhérner wirden demnach aus einem unvollstandig
dominanten Erbgang resultieren, wahrend ihr Vorhandensein und ihre Vari-

abilitat durch den multifaktoriellen Charakter gesteuert wéren.
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7 SUMMARY

This thesis aimed to build an informative sample set and data structure for a
mapping study on scurs in Fleckvieh cattle. Extensive sampling and an in-
tensive investigation of phenotypes of heterozygous polled juvenile and
adult cattle of both sexes was conducted at calf sales, on private Simmental
breeding farms, artificial insemination centres and the Bavarian State Re-
search Center for Agriculture (LfL). For the mapping study, additional data

and material from Germany and Switzerland were used.

With regard to appearance and size of the scurs, significant differences be-
tween the sexes were observed. In a sample of 92 Pp bulls older than 1,5
years, 83 % of the animals had scurs. However, in a sample of 209 Pp
cows older than 2,5 years, only 20 % of the animals had developed scurs.

Moreover, males frequently had bigger scurs than females.

Furthermore, with regard to the type of the polled mutation, significant dif-
ferences between the numbers of animals without scurs were observed.
Animals carrying the Friesian polled mutation showed less and smaller
scurs than animals carrying the Celtic polled mutation. Because of the small
number of Fleckvieh breeding lines into which the Friesian mutation has

been introgressed, population stratification has to be kept in mind.

During phenotyping, an additional specific characteristic was discovered in
seven polled bulls without scurs. They showed a depression at the horn site
on one or both sides of the frontal bone. Five of the animals were closely
related and originated from a family with frequent cases of delayed horn
growth in pp animals. Another bull also had an ancestor from this family in

its pedigree.

A general investigation of the small group of scurs-free bulls showed that

ten out of 16 bulls came from families with a history of delayed horn growth.

Besides scurs in heterozygous polled animals, different kinds of phenocop-
les were observed that stemmed from disbudding, injuries or delayed horn
growth. To clearly differentiate between scurs of unknown genesis and
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normal horns, the degree of pneumatization is often used as an auxiliary
characteristic — while normal horns show pneumatization, scurs are solid.
To test for the applicability of this characteristic in Fleckvieh cattle, a radio-
graphical study was conducted on 93 pairs of horns of pp animals of both
sexes between 1 and 4,5 years of age. This study showed great individual
variation in the degree of pneumatization. The oldest pp animal with solid
horns was 3 years and 9 months old. Consequently, the absence of pneu-
matization cannot be used as a differentiation criterion for scurs and normal

horns in young Fleckvieh cattle.

For the mapping study, only Pp animals with known age at phenotyping and
known type of the polled mutation were used. In animals with scurs, infor-
mation about the size of the scurs was mandatory. Scurs-free animals be-
low an age of 1,5 years at phenotyping were excluded from the study to
keep the risk of late scurs development as low as possible. Furthermore,
scurs-free animals with big bumps at the forehead were to be excluded from
the study; however, because of the very low number of scurs-free bulls, this
was only possible for scurs-free cows. Taking all these requirements into
account, a set of 337 animals (170 male, 167 female) was assembled for

the mapping study.

Mappings were conducted in a set containing both males and females as
well as in separate sets for bulls and cows. The haplotype-based combined
linkage disequilibrium and linkage analysis (cLDLA) method served as the
basic mapping method, while SNP-based genome-wide association studies
(GWAS) were additionally conducted. Two different mapping approaches
that were equal to a continuously and a discontinuously modeled design
were used. The discontinuously modeled design was due to the observation
of an unexpectedly large variability in the scurs phenotype. Therefore, con-
trary to the common opinion, scurs were seen more as a quantitative than a

gualitative characteristic.

The mappings resulted in a genome-wide significant signal on BTAL close
to the Polled locus and additional indicative signals on other chromosomes.

These indicative results in certain animal sets could be confirmed or reject-
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ed by additional samplings of extensively phenotyped cattle. An extension
of the animal set currently seems more feasible for the set of Pp cows. The
significant maximum on BTA19 that was found in earlier studies could not

be confirmed.

Combining the mapping results with the phenotypic observations, parallels
between scurs and horn growth were observed. This resulted in the hypoth-
esis that scurs development, similar to horn development, is influenced by
numerous factors like age, sex, several genes and the environment. Due to
the fact that scurs appear only in heterozygous but not in homozygous
polled animals, it is assumed that a single polled allele is not able to com-
pletely suppress horn growth. Consequently, scurs could be seen as the
result of an incomplete dominant inheritance, while their form and variability

Is regulated multifactorially.
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9 ANHANG

Anhang 1: Fragebogen zur Erhebung des Hornstatus bei Fleckvieh-

Tieren (nach Dr. Aurélien Capitan)

Hornstatuserhebung

Allgemeine Angaben zum Tier

Name des Tieres Ohrmarke des Tieres Rasse Geburtsdatum des Tieres
Name des Vaters Ohrmarke des Vaters Name der Mutter Ohrmarke der Mutter
Name des Ziichters Besitzer

Aktueller Standort Genotyp Probe

Angaben zum Phéanotyp des Tieres

Name des Untersuchers Datum der Untersuchung Alter des Tieres

Hatte die untersuchende Person die Moglichkeit die Hornansatzstellen (bei hornlosen Tieren)
abzutasten? [OJa [ONein

Hornstatus rechts: Hornstatus links: Form des Kopfes-
Zwischenhornlinie (Frontalansicht):

O Glatt hornlos O Glatt hornlos
O Vertiefung' mit ca. ..... cm O Vertiefung mit ca. ..... cm O flach " —
O Stimbeule? mit ca. ..... cm O Stirbeule mit ca. ..... cm = .
O Kruste O Kruste O rund (S
O Wackelhorn® mit ca. ..... cm 0O Wackelhorn mit ca. ..... cm
O gehornt mit ca. ..... cm langen O gehdmt mit ca. .....cm langen 0O spitz T

Hoérnern Hornern » S
O enthornt O enthornt O sehr spitz /\
Form der Stirnnaht: Bei Wackelhérnern: Verbindung zum Augen und Wimpern

Schéadel
e O normal

O aufgewdlbt, o @ " Rechts: Links: O dbermaRig lange Wimpern

mit Knochen- O mehrreihige, buschige

zubildung O fest O fest Wimpern

i O wenig O wenig O Distichiasis
4 reben " verschieblich verschieblich O Entropium links
g O stark O starde = O Entropium rechts
verschieblich verschieblich

Sonstige Bemerkungen:

1. Falten- oder kreisférmige Einziehung der Haut 2. Knécherne, nicht bewegliche, haufig halbkugelférmige Beule an der
Hornansatzstelle 3. Bewegliche, verschieden groRe Hornschuppe an der Horansatzstelle 4. Bewegliches, nur mit der Haut
verbundenes Horn, das im Alter auch fest anwachsen kann
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