Institut fur Nutztierwissenschaften der Universitat Hohenheim
Fachgebiet Tiergenetik und Ziichtung

Prof. Dr. J6rn Bennewitz

Analyse komplexer Merkmale beim Schwein
mittels SNP-Chip Genotypen,

Darmmikrobiota- und Genexpressionsdaten

DISSERTATION

zur Erlangung des Doktorgrades in den Agrarwissenschaften

vorgelegt von

MARIA MAUSHAMMER

aus Dingolfing

Hohenheim, 2017



Institut fur Nutztierwissenschaften der Universitat Hohenheim

Fachgebiet Tiergenetik und Ziichtung

Prof. Dr. J6rn Bennewitz

Analyse komplexer Merkmale beim Schwein

mittels SNP-Chip Genotypen,

Darmmikrobiota- und Genexpressionsdaten

DISSERTATION

zur Erlangung des Doktorgrades in den Agrarwissenschaften

Tag der mundlichen Prifung:

Leiter der Prifung:
Berichterstatter, 1. Prifer:
Mitberichterstatter, 2. Prifer:

3. Priferin:

vorgelegt von

aus Dingolfing

Hohenheim, 2017

MARIA MAUSHAMMER

20.12.2017

Prof. Dr. Markus Rodehutscord
Prof. Dr. J6rn Bennewitz

Prof. Dr. Jens Tetens

Jun.-Prof. Dr. Jana Seifert



Literaturverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
ZUSAMIMENTASSUNG .eeeeiieeieeeiiiiieteee ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt e ettt ettt eeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 3
YU 10 0> o PP 5
PN o] U [V g To FY LY =Y od o 1 RS 7
Y T o1 =1 (1 T PP 8
2 Genetische und mikrobielle Analysen komplexer Leistungsmerkmale .......................... 10
2.1 LIEEIAIUL ettt 10
211 Struktur und Funktion der Darmmikrobiota ...................euevveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 10
21.2 Einflussfaktoren auf die mikrobielle Gemeinschaft im Darm..............cccccvvveenee 12
2.2 Material UNd MEtNOUEN .........uuueiiiiiiiiiiiiiiiiieee bbb seenennennnee 15
221 DAtENEINEDUNG ... ittt nn e nnnnne 15
2.2.2  StatistiSChe AUSWEITUNG ...vvvueie e e e et e e e e e e ettt e e e e e e earraaa s 16
2.3 ENQEDNISSE ..ottt e e e et aaaaaaanae 22
231 Mikrobielle Zusammensetzung des Schweinedarms............c.ccoevvvvieeeieeeeeninnn, 22
2.3.2  Genomweite Assoziationsanalyse fur bakterielle Genera ..............ccccevvvvvnnnnn. 24

2.3.3  Heritabilitaten bzw. Microbiabilities fur Leistungsmerkmale und Ergebnisse der

mikrobiellen und genomischen VOrhersagen ........cccoooeeviiiiiiiiiiiiiee e, 26
2.4 DISKUSSION ...ttt 28
3 Strukturelle und funktionelle genomische Analysen von Fleischqualitdtsmerkmalen..... 32
i L LBIAIEUL L. 32
3.1.1 Merkmale der FIEISCNQUAIITAL ..............ueuieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 32
3.1.2 Funktionelle GenannOtatioN ................uuuueriieiirii e 36
3.2 Material und MethOUEN .........uuiiiiiii e 37
3.21 DatenerNEDUNG .....cceeiie e 37
3.2.2  StatisStiSChe AUSWEITUNG ...eeuee et e e e e e e e e e e eeeeennns 39
3.3 BIQEDNISSE .. 41
3.3.1 Differentielle Genexpression und funktionelle Annotation ...................cceeeeeenes 41
3.3.2  Verknipfung von funktionellen Annotationen und GWAS .........cccoooevvvvvivvinnnnn. 43
3.4 DISKUSSION ...ttt 46



Literaturverzeichnis

4 AlIgEMEINE DISKUSSION ... ..cciiiiiies e ee et e e e e e e e e e et a s e e e e e e e e aatt s e e eaaaeannnes 49
AbbIldUNGSVEIZEICANIS ... e e 53
TabelleNVErZEICNNIS .......ooviiiiiiiieieeieeeeee et 54
LIteraturVerZEICNNIS ... ..o 56
AANINBING e 69
DANKSAGUING ..o 84
CUITICUIUM VITBE ..o 85
Eidesstattliche ErKIArUNG .......oi it e e e e e e e e e 86



Zusammenfassung

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden SNP-Chip Genotypen, Darmmikrobiota- und
Genexpressionsdaten zur Analyse komplexer Merkmale in einer Piétrainpopulation
verwendet. Diese Daten wurden von ca. 200 leistungsgepriften Sauen erhoben und fir
genetische und mikrobielle Analysen komplexer Merkmale bzw. fir strukturelle und

funktionelle genomische Analysen von Fleischqualitdtsmerkmalen genutzt.

Die Darmmikrobiota sind eine wichtige Komponente der Wirtsphysiologie und sind an der
Entwicklung des Immunsystems, dem Gesundheitszustand und der Energieversorgung des
Wirtes beteiligt. Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der mikrobiellen
Zusammensetzung im Darm, Wachstumsmerkmalen (tagliche Zunahme, Futterverwertung,
Futterverzehr) und dem Schweinegenom wurden quantitativ-genetische Methoden
angewendet. Die Ziele hierbei waren es, die bakterielle Zusammensetzung im Darm zu
beschreiben, den Effekt der Wirtsgenetik auf die mikrobielle Zusammensetzung zu analysieren
und den Einfluss der Darmmikrobiota auf Wachstumsmerkmale zu untersuchen. Die Tiere
wurden mit einem 60K SNP-Chip genotypisiert und die mikrobielle Zusammensetzung im
Darm mittels 16S rRNA Amplikon-Sequenzierung analysiert. Zehn von insgesamt 51
untersuchten bakteriellen Genera zeigten eine Heritabilitdt zwischen 0,32 und 0,57. Mittels
genomweiter Assoziationsanalysen wurden Marker auf dem porcinen Genom Kkartiert, welche
eine Assoziation zu einzelnen bakteriellen Genera zeigen. Insgesamt waren 22 SNPs mit 6
bakteriellen Genera assoziiert. Die identifizierten potentiellen Kandidatengene sind vor allem
an der Immunabwehr, der Mukosastruktur und an der Sezernierung von Verdauungssaften
beteiligt sind. Dies zeigt, dass Teile der mikrobiellen Strukturen erblich sind und die
Darmmikroben als quantitatives Merkmal betrachtet werden kdnnen. Mikrobielle gemischte
lineare Modelle wurden zur Schatzung der mikrobiellen Varianz fir die Merkmale tagliche
Zunahme, Futterverwertung und Futterverzehr angewendet. Der Anteil der mikrobiellen
Varianz an der phanotypischen Varianz fur tagliche Zunahme lag bei 0,28, fur
Futterverwertung bei 0,21 und fur Futterverzehr bei 0,16. Zur Vorhersage der komplexen
Merkmale wurden ,Genomic Best Linear Unbiased Predictions® (G-BLUP) und ,Microbial Best
Linear Unbiased Predictions* (M-BLUP) durchgefiihrt. Die Genauigkeiten der M-BLUP (bzw.
G-BLUB) war 0,41 (bzw. 0,35) fur tagliche Zunahme, 0,33 (bzw. 0,23) fur Futterverwertung
und 0,33 (bzw. 0,20) fur Futterverzehr. Die Darmmikroben kénnen somit auch als erklarende
Variable fir komplexe Merkmale, wie tagliche Zunahme, Futterverwertung und Futterverzehr,

betrachtet werden.

Des Weiteren wurden Transkriptspiegel von Muskelgewebe zum Zeitpunkt der Schlachtung in

Kombination mit Fleischqualitatsmerkmalen untersucht. Diese Studie sollte einen Einblick in
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biologischen Prozesse geben, welche die Fleischqualitdt beeinflussen. Die Ziele waren es,
differentiell exprimierte Gene funktionell zu charakterisieren, die funktionellen und strukturellen
Genominformationen zu verknipfen und basierend auf diesen Ergebnissen potentielle
Kandidatengene zu identifizieren. Ein wichtiges Merkmal der Fleischqualitat ist der
intramuskulare Fettgehalt, da dieser die Saftigkeit, den Geschmack und die Zartheit des
Fleisches beeinflusst, sowie der Tropfsaftverlust, da er nicht nur einen Gewichtsverlust,
sondern auch ein Verlust an wertvollen Proteinen darstellt. Beide Merkmale nehmen Einfluss
auf die Verbraucherakzeptanz von Frischfleischprodukten. Aus dem vorliegenden Tiermaterial
wurden fur die Merkmale intramuskularer Fettgehalt und Tropfsaftverlust je acht diskordante
Geschwisterpaare fur differentielle Expressionsmessungen ausgewahlt. Fir das Merkmal
intramuskularer Fettgehalt (bzw. Tropfsaftverlust) wurden 35 (bzw. 114) differentiell
exprimierte und merkmalskorrelierte Gene ermittelt. Anhand von funktioneller Annotation
wurden inshesondere Gengruppen, welche dem Energiestoffwechsel der Mitochondrien, der
Immunantwort und dem Fettstoffwechsel angehéren, mit intramuskuldren Fettgehalt
assoziiert. Mit dem Merkmal Tropfsaftverlust wurden Gengruppen, welche der Ubiquitinierung
von Proteinen, dem mitochondrialen Stoffwechsel und den Strukturproteinen des Muskels
angehoren, in Verbindung gebracht. AuRerdem wurden fir diese Merkmale genomweite
Assoziationsanalysen durchgefiihrt und deren Ergebnisse mittels funktioneller Annotation mit
den genomweiten Expressionsmessung verknupft. In diesem Zusammenhang wurden fur das
Merkmal  intramuskuldrer  Fettgehalt  Prozesse  der  Muskelkontraktion, des
Transmembrantransports und der Nukleotidbindungen identifiziert. Das Merkmal
Tropfsaftverlust wurde tiber das Endomembransystem, die Energiegewinnung der Zellen und
Uber Stoffwechselprozesse von Phosphor charakterisiert. Abschlieend wurden fir das
Merkmal intramuskularer Fettgehalt (bzw. Tropfsaftverlust) drei (bzw. vier) potentielle
Kandidatengene identifiziert.



Summary

Summary

In the present scientific research, SNP chip genotypes, gut microbiota and gene expression
data were used for analysing complex traits in a Piétrain population. These data were collected
from around 200 performance tested sows and were used for genetic and microbial analyses

of complex trait as well as for structural and functional meat quality traits.

The gut microbiome plays a major role in the immune system development, state of health and
energy supply of the host. Quantitative-genetic methods were applied to analyse the
interrelationship between pig gut microbiota compositions, complex traits (daily gain, feed
conversion and feed intake) and pig genomes. The specific aims were to characterize the gut
microbiota of the pigs, to analyse the effects of host genetics on gut microbial composition,
and to investigate the role of gut microbial composition on the host’s complex traits. The pigs
were genotyped with a standard 60K SNP chip. Microbial composition was characterized by
16S rRNA gene amplicon sequencing technology. Ten out of 51 investigated bacterial genera
showed a significant host heritability, ranging from 0.32 to 0.57. Conducting genome wide
association analysis showed associations of 22 SNPs and six bacterial genera. The potential
candidate genes identified are involved in the immune system, mucosa structure and secretion
of digestive juice. These results show, that parts of the gut microbiota are heritable and that
the gut microbiome can be seen as quantitative trait. Microbial mixed linear models were
applied to estimate the microbiota variance for each of the investigated traits. The fraction of
phenotypic variance explained by the microbial variance was 0.28, 0.21, and 0.16 for daily
gain, feed conversion, and feed intake, respectively. The SNP data and the microbiota data
were used to predict the phenotypes of the traits using both, genomic best linear unbiased
prediction (G-BLUP) and microbial best linear unbiased prediction (M-BLUP) methods. The
prediction accuracies of G-BLUP were 0.35, 0.23, and 0.20 for daily gain, feed conversion, and
feed intake, respectively. The corresponding prediction accuracies of M-BLUP were 0.41, 0.33,
and 0.33. Thus, the gut microbiota can be seen as an explaining variable for complex traits

like daily gain, feed conversion and feed intake.

In addition, in combination with meat quality traits, transcript levels of muscle tissue were
analysed at time of slaughtering. This study should give an insight into the biological processes
involved in meat quality characteristics. The aims were to functionally characterise differentially
expressed genes, to link the functional information with structural information obtained from
GWAS, and to identify potential candidate genes based on these results. An important meat
quality trait is the intramuscular fat content, since it affects the juiciness, the taste and the
tenderness of the meat. Another important trait is drip loss which causes not only a loss of

weight but also a loss of important proteins. Both traits have an impact on the consumer
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acceptance of fresh meat products. For each of the two traits, eight discordant sibling pairs
were selected out of the Piétrain sample and were used for genome-wide gene expression
analyses. Thirty five and 114 genes were identified as differentially expressed and trait
correlated genes for intramuscular fat content and drip loss, respectively. On the basis of
functional annotation, gene groups belonging to the energy metabolism of the mitochondria,
the immune response and the metabolism of fat, were associated with intramuscular fat
content. Gene groups associated with protein ubiquitination, mitochondrial metabolism, and
muscle structural proteins were associated with drip loss. Furthermore, genome-wide
association analyses were carried out for these traits and their results were linked to the
genome-wide expression analysis by functional annotation. In this context, intramuscular fat
was related to muscle contraction, transmembrane transport and nucleotide binding. Drip loss
was characterized by the endomembrane system, the energy generation of cells, and
phosphorus metabolic processes. Three and four potential candidate genes were identified for

intramuscular fat content and drip loss, respectively.
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Einleitung

1 Einleitung

In den letzten drei Jahrzehnten wurde in den Schweinezuchtprogrammen eine Verbesserung
des Wachstums, der Bemuskelung und der Fleischqualitat der Vaterrassen angestrebt. Eine
der am haufigsten eingesetzten Vaterrassen in Deutschland ist die aus Belgien stammende
Rasse Piétrain. Es wird angenommen, dass diese aus Kreuzungen der franzdsischen Rasse
Bayeux und den englischen Rassen Berkshire bzw. Yorkshire entstanden ist. Die Rasse
Piétrain zeichnet sich durch ein gutes Wachstum und eine starke Bemuskelung aus. Aufgrund
der starken Selektion auf Bemuskelung, kam es in dieser Rasse zu einer Akkumulation von
Genvarianten, die sich negativ auf die Fleischqualitat auswirken (Fujii et al.,, 1991).
Wachstumsmerkmale besitzen eine hohe wirtschaftliche Relevanz, da durch gute Zunahmen
und eine gute Futterverwertung Kosten in der Tierhaltung gesenkt werden kénnen. Auf der
Seite der Konsumenten ist die Fleischqualitat von grof3er Bedeutung. Ein wichtiges Merkmal
der Fleischqualitat ist der intramuskulére Fettgehalt, da dieser die Saftigkeit, den Geschmack
und die Zartheit des Fleisches beeinflusst, genauso wie der Tropfsaftverlust, da dieser nicht
nur einen Gewichtsverlust, sondern auch ein Verlust an wertvollen Proteinen darstellt. Beide

Merkmale nehmen Einfluss auf die Verbraucherakzeptanz von Frischfleischprodukten.

Mit der Einflhrung von Next-Generation-Sequenzierungstechnologien kam es zu einem
Wandel in der Tierzucht. Als Nebenprodukt der Genomsequenzierungsprojekte wurden dichte
Single Nucleotide Polymorphismen (SNP) -Markerkarten verfigbar. Es wurden kosten-
glnstige SNP-Chip Technologien entwickelt, die eine preiswerte Genotypisierung von
mehreren Tausend SNPs in den Nutztierpopulationen erméglichten. Auf3erdem wurde eine
statistische Methode zur Schéatzung von Zuchtwerten, die auf den genannten SNP-Daten
basiert, eingefiihrt (Meuwissen et al., 2001). Diese Entwicklungen bildeten den Grundstein fir
die Einfuhrung der genomischen Selektion bei landwirtschaftlichen Nutztieren. Mittlerweile ist
die genomische Selektion in den meisten Nutztierarten, sowie in der Piétrainpopulation
etabliert (Stratz et al., 2014a). Die SNP-Chip Genotypisierung erméglicht zudem, genomweite
Assoziationsanalysen (GWAS) durchzufiihren. Damit kbnnen genomische Varianten, welche
Anteile der ph&notypischen Varianz erklaren, identifiziert werden. Anhand von GWAS war es
bereits moglich tausende von merkmalsassoziierten genomischen Varianten bzw. quantitative
Merkmalsgenorte (Quantitative Trait Loci, QTL) fur komplexe Leistungsmerkmale zu
identifizieren. So fuhrten Stratz et al. (2014b) eine genomweite Assoziationsanalyse fur
Wachstums- und Fleischqualitdtsmerkmale in einer segregierenden Piétrainpopulation durch,

die eine Kartierung einiger merkmalsassoziierte SNPs ermdglichte.

Seit der Einfihrung von Next-Generation-Sequenzierungsmethoden ist es auRerdem mdglich
das gesamte Mikrobiom eines Okosystems, unabhingig von Kultivierungsmethoden, zu

charakterisieren. Somit bietet sich nun die Mdglichkeit, ,unkultivierbare* Mikroorganismen
8



Einleitung

anhand von DNA-Sequenzinformationen phylogenetisch zu beschreiben und taxonomisch
einzuordnen. Die mikrobielle Zusammensetzung des Verdauungstraktes von Schweinen

wurde bereits ausfihrlich beschrieben (Kim und Isaacson, 2015; Looft et al., 2014).

Mit der Entwicklung von genomweiten Expressionsmessungen mittels DNA-Microarrays
kénnen mittlerweile Uber 40 000 Transkripte in verschiedenen Geweben gemessen werden.
Seit nun fast 15 Jahren sind porcine Microarrays verfugbar und werden insbesondere zur
Identifizierung von biologischen Prozessen, welche die Variation in komplexen Merkmalen
erklaren, genutzt. Im Bereich der Tierhaltung wird insbesondere das Muskeltranskriptom in
Zusammenhang mit dem Muskelwachstum und den Fleischqualitatsmerkmalen untersucht
(Ponsuksili, Murani et al., 2008; Liu et al., 2009; Damon et al., 2013; Hamill et al., 2012;
Canovas et al., 2010; Wimmers et al., 2010)

In der vorliegenden Arbeit wurden SNP-Chip Genotypen, Darmmikrobiota- und Gen-
expressionsdaten zur Analyse komplexer Merkmale in einer Piétrainpopulation verwendet.
Diese Daten wurden von ca. 200 leistungsgepruften Sauen erhoben und fiir ,genetische und
mikrobielle Analysen komplexer Merkmale“ (siehe Punkt 2) bzw. fur ,strukturelle und
funktionelle genomische Analysen von Fleischqualitatsmerkmalen® (siehe Punkt 3) genutzt.
Unter Punkt 2 wurden quantitativ-genetische Methoden zur Untersuchung des
Zusammenhangs  zwischen der  mikrobiellen = Zusammensetzung im  Darm,
Wachstumsmerkmalen und dem Schweinegenom untersucht. Die Ziele hierbei waren es die
bakterielle Zusammensetzung im Darm zu beschreiben, den Effekt der Wirtsgenetik auf die
mikrobielle Zusammensetzung zu analysieren und den Einfluss der Darmmikrobiota auf
Wachstumsmerkmale zu untersuchen. Unter Punkt 3 wurden strukturelle und funktionelle
Genominformationen zur Charakterisierung von biologischen Prozessen, welche die
Fleischqualitat determinieren, genutzt und potentielle Kandidatengene identifiziert. Hierfar
wurden differentiell exprimierte Gene funktionell charakterisiert und mit Ergebnissen aus

genomweiten Assoziationsanalysen verknupft.
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2 Genetische und mikrobielle Analysen komplexer
Leistungsmerkmale

Das Darmmikrobiom ist eine wichtige Komponente der Tierphysiologie. In dem folgendem
Kapitel wurden quantitativ-genetische Methoden zur Untersuchung des Zusammenhangs
zwischen mikrobieller Zusammensetzung im Darm, komplexen Merkmalen und dem

Schweinegenom untersucht. Die Ziele hierbei waren:

e Charakterisierung der bakteriellen Zusammensetzung im Schweinedarm

e Analyse des Effektes der Wirtsgenetik auf die Darmmikrobiota

e Untersuchung des Einflusses der Darmmikrobiota auf komplexe Leistungsmerkmale
e Durchfiihrung von genomischen, sowie mikrobiellen Vorhersagen fir komplexe

Leistungsmerkmale

Teile des Kapitels wurden bereits in GENETICS, Vol. 206 (2017) mit dem Titel ,Host Genome
Influence on Gut Microbial Composition and Microbial Prediction of Complex Traits in Pigs*
veroffentlicht (Camarinha-Silva et al., 2017), wobei sich A. Camarinha-Silva und M. Maus-

hammer die Erstautorenschaft teilen.

2.1 Literatur

2.1.1 Struktur und Funktion der Darmmikrobiota

Struktur der Darmmikrobiota

Ferkel werden keimfrei geboren. Erst wahrend des Geburtsvorganges werden Mikroben von
der Mutter und der Umgebung aufgenommen (Thompson et al., 2008). Das Darmmikrobiom
ist nicht statisch, es entwickelt sich zusammen mit dem Wirt (Kim und Isaacson, 2015).
Generell wird der Darm von Schweinen hauptsachlich von den Phyla Bacteroidetes und
Firmicutes besiedelt (Ciobanu et al., 2001; Kim und Isaacson, 2015). Pajarillo et al. (2014)
beschrieben das fakale Mikrobiom von sdugenden und abgesetzten Ferkeln. In dieser Studie
wird eine Veradnderung der Mikrobiotastrukturen auf Phylum-Ebene mit ansteigendem Alter
der Tiere gezeigt. So ist das am starksten vertretende Phylum bei sdugenden Ferkeln
Firmicutes (54 %), wahrend es sich nach dem Absetzten der Tiere Richtung Bacteroidetes
(59,6 %) verschiebt. Looft et al. (2014) untersuchten die bakterielle Zusammensetzung entlang
des Verdauungstraktes von Schweinen. Aus dieser Studie ging hervor, dass das lleum die
geringste bakterielle Diversitat aufweist und hauptsachlich mit Firmicutes und Proteobacteria
besiedelt ist. Zudem konnte eine unterschiedliche Bakterienzusammensetzung zwischen der

llleummukosa und dem Chymus festgestellt werden. Die mikrobielle Besiedlung im Caecum

10



Genetische und mikrobielle Analysen komplexer Leistungsmerkmale

und Colon setzt sich vornehmlich aus Bacteroidetes, Firmicutes Proteobacteria und
Spirochaetes zusammen. In diesen Darmabschnitten wurden keine Unterschiede zwischen

der Mikrobenzusammensetzung im Chymus und der Mukosa nachgewiesen.

Funktion der Darmmikrobiota

Die Symbiose zwischen Wirt und Darmbakterien ist ein perfekt aufeinander abgestimmtes
System, welches sich Uber Jahrtausende entwickelt hat. Das Darmmikrobiom nimmt dabei
Einfluss auf verschiedene Teile der Wirtsphysiologie. In keimfrei aufgezogenen Tieren konnte
der Einfluss von Darmbakterien auf die Entwicklung des Verdauungstraktes und des
Immunsystems nachgewiesen werden (Smith et al., 2007). Shirkey et al. (2006) zeigten, dass
Darmbakterien die Ausbildung der Darmzotten und Krypten, sowie die Zellstruktur der Lamina
propria verandern. Zudem wurde festgestellt, dass das Immunsystem bei keimfrei
aufgezogenen Tieren nicht voll entwickelt ist. Die Anzahl an Immunoglobulin A (IgA)
sezernierenden Zellen und der Gehalt an T-Zellen des Immunsystems der Mukosa sind
reduziert (Macpherson und Harris, 2004). In konventionell aufgezogenen Tieren werden
pathogene Keime durch die Darmmikroben unterdriickt (Kolonisationsresistenz; Waaij et al.,
1971). Eine der wichtigsten Funktionen der Darmmikroben ist die Fermentation von
aufgenommen unverdaulichen Polysacchariden zu Acetat, Propionat und Butyrat. Diese
werden Uber die Darmschleimhaut resorbiert und bilden eine wichtige Energiequelle fur das
Tier. Diese kurzkettigen Fettsauren haben auch einen gewissen antimikrobiellen Effekt in
Bezug auf bestimmte Pathogene (Dongowski et al., 2002). Turnbaugh et al. (2006) zeigten in
einem Mausemodell, dass Darmbakterien einen Einfluss auf den Energieausbeute aus dem
aufgenommen Futter haben und somit die Zunahmen und die Verfettung der Tiere
beeinflussen. In diesem Zusammenhang wurde auch das Verhdltnis von Firmicutes zu
Bacteroidetes untersucht. Studien belegen, dass ein Anstieg des Firmicutes-Bacteroidetes
Verhaltnisses zu einer starkeren Verfettung bei Mausen und Schweinen fihrt (Ley et al., 2005;
Guo et al., 2008; Pedersen et al., 2013). Andere Autoren wiesen jedoch keinen oder einen
gegensatzlichen Effekt des Firmicutes-Bacteroidetes Verhdltnisses bei Menschen nach
(Duncan et al., 2008; Schwiertz et al., 2009, Jumpertz et al., 2011). Neben der Fermentation
von unverdaulichen Polysacchariden werden auch Proteine von den Darmbakterien
verstoffwechselt. Hierbei stammt der Grof3teil des durch Darmbakterien verstoffwechselten
Proteins, vor allem aus endogenen Substrate, wie z.B. pankreatische Enzyme,
Gallenflissigkeit, abgestof3ene Epithelzellen und Muzine (Bernalier-Donadille, 2010).
AulRerdem sind Darmmikroben wichtige Lieferanten fur zahlreiche B-Vitamine, sowie dem

Vitamin K und wirken sich positiv auf den Stoffwechsel des Wirtes aus (Hill, 1997). Das

11
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Darmmikrobiom beeinflusst auch das Tierverhalten. In Studien an keimfrei aufgezogenen
M&ausen konnte gezeigt werden, dass diese eine reduzierte Bewegungsaktivitat und
gesteigerte Angst, im Vergleich zu keimfrei aufgezogenen Mausen, aufweisen (Diaz et al.,
2011).

2.1.2 Einflussfaktoren auf die mikrobielle Gemeinschaft im Darm

Umwelteinfliisse

Wie bereits erwéhnt, ist die Zusammensetzung der Darmmikroben altersabhéngig. Zum einen
findet eine Besiedlung mit Mikroben aus der Umgebung und der Mutter direkt nach der Geburt
statt, zum anderen &ndert sich mit steigendem Alter die Erndhrung der Tiere, so wird in den
ersten Lebenswochen tberwiegend Muttermilch aufgenommen und mit zunehmend Alter auf
Kraftfutter umgestellt. Die Erndhrung ist der wichtigste Einflussfaktor auf die mikrobielle
Zusammensetzung im Darm (Jandhyala et al., 2015). Dies beruht auf der Tatsache, dass sich
die einzelnen bakteriellen Spezies, sowohl in ihrer Fahigkeit Nahrstoffe zu verwerten
(insbesondere Kohlenhydrate, Proteine und Fette aus dem Futter), als auch in ihrer Fahigkeit
sich an die Darmumwelt anzupassen (wie hoher/niedriger pH-Wert, hohe Konzentrationen an
Gallensalzen und geringe Konzentration an Mikronahrstoffen), stark voneinander
unterscheiden (Flint et al., 2015). Im oberen Verdauungstrakt sind vor allem einfache Zucker
das wesentliche Wachstumssubstart der Bakterien. Im Dickdarm, in dem sich die meiste
mikrobielle Biomasse befindet, dienen wiederum hauptsachlich Ballaststoffe als Substrat fir
bakterielles Wachstum. Varel et al. (1984) zeigten, dass eine faserreiche im Vergleich zu einer
faserarmen Fitterung die Zusammensetzung der Darmbakterien bei Sauen verandert. Auch
eine proteinreiche Futterung fuhrt zu einer Veradnderung der Darmmikrobiota und fuhrt
aul3erdem zu einer Anreicherung pathogener Keime (Rist et al., 2013). Bei Mausen konnte der
Einfluss einer fettreichen Fitterung auf die mikrobielle Diversitat gezeigt werden (Daniel et al.,
2014). AuBerdem kann der Zusatz von Pré&biotika, Probiotika und Antibiotika im Futter die
Darmbakterienzusammensetzung verandern (Sanchez et al., 2017; Nicolucci und Reimer,
2017; Looft et al., 2012).
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Genetische Einflisse

Merkmale, welche starken Umwelteinflissen unterliegen, werden als quantitative Merkmale
bezeichnet. Es kann davon ausgegangen werden, dass eine grofe Anzahl an Genorten,
sogenannte Quantitative Trait Loci (QTL), mit sehr kleinen Effekten an der phénotypischen
Auspragung von quantitativen Merkmalen beteiligt sind (Bennewitz und Meuwissen, 2010;
Goddard und Hayes, 2001). Die Heritabilitat beschreibt den Anteil der additiv genetischen
Varianz an der phanotypischen Varianz. Da bei der Vererbung Dominanz und Epistasie nicht
konsistent sind, wird in der klassischen Tierzucht nur die additiv genetische Varianz genutzt.
Die Heritabilitat eines Merkmals ist maRgebend fur den Zuchterfolg bzw. Zuchtfortschritt. So
kann fur Merkmale mit hohen Heritabilitdten ein gréRerer Zuchtfortschritt erreicht werden. Um
den genetischen Wert einzelner Tiere schatzen zu kénnen, werden in der Tierzucht Zuchtwerte
berechnet. Derzeitiges Standardverfahren zur Zuchtwertschatzung mit SNP-Daten ist
Genomic Best Linear Unbiased Prediction (G-BLUP, Harris und Johnson, 2009; Knol et al.,
2016; Meuwissen et al., 2001). Die Genotypisierung mit dichten Markerkarten ermdglicht eine
Modellierung der Verwandtschaft auf DNA-Basis (genomische Verwandtschaftsmatrix)
(VanRaden, 2008). G-BLUP Vorhersagen unterliegen der Annahme, dass alle SNPs die
gleiche Varianz aufweisen (Meuwissen et al., 2001). Eine bessere Modellierung der SNP-
Effekte wird durch nicht-lineare Bayes-Methoden erreicht. Bei diesen Modellen werden
Vorannahmen Uber die Verteilung der SNP-Effekte (viele QTL mit kleinen Effekten und wenige
QTL mit groRen Effekten) miteingebunden und somit die Varianz der QTL Effekte besser
modelliert. Je nach Bayes-Methode stammen die QTL-Effekte aus einer (BayesA und B) oder
zwei t-Verteilungen (BayesC und D) (Gianola, 2013). Diese Modelle sind jedoch
rechentechnisch sehr aufwendig. Bereits Benson et al. (2010) beschrieb die
Zusammensetzung der Darmmikroben als quantitatives Merkmal. Daraufhin belegten
zahlreiche Studien bei Menschen, Mausen und Schweinen den Einfluss des Wirtsgenoms auf
die bakterielle Zusammensetzung im Darm (siehe Tabelle 1). Bei Mensch und Maus wurden
fur einzelne Taxa moderate bis hohe Heritabilitaten geschatzt (Goodrich et al., 2014; Org et
al., 2015; Davenport et al., 2015). Estelle et al. (2014) schatzten in einer franzdsischen Large
White Population niedrige bis hohe Heritabilitaten fir 31 bakterielle Genera. Es kann
angenommen werden, dass die relativ hohen Heritabilitdten ein Resultat der symbiotischen
Beziehung zwischen Wirt und Darmmikrobiom sind, welche sich in Millionen von Jahren
gemeinsam entwickelt hat (Org et al., 2015). Erste genomweite Assoziationsanalysen bei
Menschen und Ma&usen zeigten, dass die Zusammensetzung der Darmmikrobiota als
guantitative Merkmale betrachtet werden kdnnen (Benson et al., 2010; McKnite et al., 2012;
Leamy et al.,, 2014; Org et al.,, 2015; Blekhman et al.,, 2015). Das Wirtsgenom kann die
bakterielle Zusammensetzung im Darm auf verschiedenen Wegen beeinflussen. Unterschiede
im Immunsystem konnen eine verschiedenartige Zusammensetzung der Darmmikrobiota
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bewirken. Es wurde gezeigt, dass ein Mangel an Immunglobulinen, wie z.B. Immunglobulin A
(Shulzhenko et al., 2011), oder ein Mangel an proinflammatorischen Zytokinen zu
Veranderungen in der Mikrobiotastruktur fuhrt (Wen et al., 2008; Vijay-Kumar et al., 2010).
AuBerdem beeinflusst eine veradnderte Mukosastruktur, wie z.B. eine veranderte
Glykosylierung der Mucine oder eine mangelnde Regeneration bzw. Proliferation der Mukosa,
die bakteriellen Zusammensetzung (Sommer et al., 2014; Wlodarska et al., 2014). Auch
Unterschiede im Gallensaurestoffwechsel wirken sich auf die mikrobielle Zusammensetzung
im Darm aus. So fuhrt ein Mangel an Gallensaurerezeptoren zu einer Veranderung der

Mikrobenzusammensetzung im Darm (Ryan et al., 2014).

Tabelle 1: Ubersicht lber bereits durchgefiihrten Studien zu Heritabilititen und QTL
Kartierungen fur Darmmikrobiota (veréndert nach Davenport, 2016).

Aus- Organis- Probenart nt Loci Signifikante Quelle
wertung mus Ergebnisse
Heritabilitat ~ Schwein Kot 299 NA 31 Genera (Ezs(';ﬂgz etal
itabilit3 zahlreiche  Goodrich et al.
Heritabilitit ~Mensch Kot 832 NA Taxa (2014)
Heritabilitat Maus Caecum/Kot 599 NA 16 Genera 8%’12; al.
itabilité Davenport et
Heritabilitit ~Mensch Kot 127 NA > 10 Taxa al. (2015)
QTL Maus Kot 645 530 18 Loci (52%“150‘;“ etal.
QTL Maus Kot 30 3785  5Loci (l\ggligl)te etal.
QTL Maus Kot 472 2058 42 Loc (Lfcﬂ etal.
QTL Maus Caecum/Kot 599 200K 7 Loci 8?1% al.
Blekhman et
QTL Mensch Kot 93 33 83 SNPs al. (2015)
!Stichprobenumfang
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2.2 Material und Methoden

2.2.1 Datenerhebung

Im Rahmen der Mast- und Schlachtleistungspriifung an der Landesanstalt fir Schweinezucht
in Boxberg wurden insgesamt 207 Piétrain Sauen phanotypisiert und beprobt. Die Haltung,
Phéanotypisierung, sowie Schlachtung der Tiere erfolgte unter standardisierten Bedingungen
nach den Richtlinien des Zentralverbandes der Deutschen Schweineproduktion e.V (ZDS,
2007). Die Leistungsprufung der Tiere begann mit einem Lebendgewicht von 30 kg und endete
mit dem Mastendgewicht von 105 kg. Das mittlere Schlachtalter lag bei 188 (+ 14) Tagen. Es
wurden der Futterverzehr in kg (FVZ) und die taglichen Zunahmen in g (TZ) erfasst. AuRerdem
wurde die Futterverwertung (FUV) als das Verhaltnis von Futterverzehr in kg zu den Zunahmen
in kg wahrend der Stationsprifung berechnet. Eine deskriptive Statistik der Merkmale ist im
Anhang in Tabelle Al dargestellt. An 14 Schlachttagen wurden wahrend des
Schlachtvorganges 200 ml EDTA Vollblut pro Tier gewonnen. Nach dem Offnen der
Bauchhohle wurden aus dem mittleren Teil des Colon Chymusproben enthommen und auf Eis
gelagert. Die Langzeitlagerung der Blutproben erfolgte bei -20 °C und der Chymusproben bei
-80 °C.

Bakterielle DNA-Isolierung und 16S-rRNA Sequenzierung

Die im folgenden Abschnitt beschriebene bakterielle DNA-Isolierung, 16S-rRNA
Sequenzierung sowie die Datenaufbereitung wurde von der Nachwuchsgruppe Microbial
Ecology, Universitat Hohenheim unter der Leitung von Dr. A. Camarinha-Silva, durchgefuhrt.
Die Chymusproben wurden auf Eis aufgetaut und homogenisiert. Von jeder Probe wurden 250
mg zur Isolierung von bakterieller DNA mit dem FastDNA SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals,
Solon, OH, USA) verwendet. Es erfolgte eine Amplifizierung der V1 und V2 Region mittels
PCR (Camarinha-Silva et al., 2014). Die PCR-Produkte wurden mit dem SequalPrep
Normalization Kit (Invitrogen Inc., Carlsbad, CA, USA) gereinigt und normalisiert.
AnschlieRend wurden die PCR-Produkte gepoolt und 250 bp mittels Illumina MiSeq
Sequenzierung (lllumina, San Diego, CA, USA) mit gepaarten Enden sequenziert. Die
bioinformatische Aufbereitung der erhaltenen Sequenzen erfolgte nach Camarinha-Silva et al.
(2014). Die rohen DNA-Sequenzen wurden assembliert (Cole et al., 2014) und mit MOTHUR
(gotoh Algorithmus mit SILVA Referenz Datenbank) aligned. Die Sequenzen wurden mit einer
Annlichkeit von = 97 % zu Operational Taxonomic Units (OTUs) geclustert. OTUs, die in
weniger als in finf Proben vorkamen und eine relative Haufigkeit kleiner als 0,01 % aufwiesen,
wurden aus dem Datensatz entfernt. Insgesamt wurden pro Tier 40 379 + 1 149 Sequenzen

gewonnen. Die taxonomische Zuordnung erfolgte mit dem naive Bayesian RDP Klassifikator
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(Wang et al., 2007) und resultierte in 2 714 OTUs. Die OTUs wurden anschlieRend anhand

der Segmatch Funktion der RDP Datenbank ausgewertet.

Genotypisierung

Fur die Genotypisierung wurde zunachst die DNA der Tiere isoliert. Die Isolierung der DNA
erfolgte aus Vollblut mit dem Maxwell® 16 DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA).
Die 207 Sauen wurden mit dem Illumina PorcineSNP60 BeadChip genotypisiert (lllumina, San
Diego, CA, Ramos et al., 2009). Die Position der Marker auf dem porcinen 60K SNP-Chip
wurde der neuesten Genomeassembly Sus scrofa (SSC) 11.1 enthommen (Warr et al., 2017).
Der Abgleich der Nukleotidsequenzen von Illumina mit der FASTA Sequenz der
Genomeassemblierung SSC 11.1, sowie deren Filterung ist in Stratz et al. (2017) beschrieben.
Die Genotypen wurden nach signifikanter Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (p
< 0,0001), Call Rate (Entfernung von SNPs mit Call Rates < 95 %), Minor Allele Frequency
(MAF; Entfernung von SNPs mit MAF < 5 %) gefiltert. Die Filterung erfolgte mit dem Programm
GenomeStudio  (lllumina, San Diego, CA, USA). AuBerdem wurden die
Geschlechtschromosomen nicht bertcksichtigt. Sporadisch fehlende Genotypen wurden mit
Beagle (Browning und Browning, 2007, 2009) imputiert. Es verblieben 44 059 SNPs fir die

weiteren Analysen.

2.2.2 Statistische Auswertung

Mikrobielle Gemeinschaft

Die im folgenden Abschnitt beschriebene statistische Auswertung der mikrobiellen
Gemeinschaft wurde von Dr. A. Camarinha-Silva (Leiterin Nachwuchsgruppe Microbial
Ecology, Universitat Hohenheim) durchgefihrt. Ein multivariater Datensatz bestehend aus den
relativen Haufigkeiten eines jeden Phylotypen und tber alle Tiere hinweg wurde mittels v.6.1.6,
PRIMER-E (Plymouth Marine Laboratory, UK, Clarke und Warwick, 2001) analysiert. Vorab
definierte Gruppen (z.B. Gewicht, Alter, TZ, FUV und FVZ) wurden mittels Analysis of Similarity
(ANOSIM) statistisch verglichen. Es wurden 999 Permutationen durchgefihrt und das
Signifikanzniveau auf p < 0,05 gesetzt. Spezies, welche die Unterschiede verursachten,

wurden anhand von Similariy Percentage (SIMPER) identifiziert (Clarke und Warwick 2001).
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Genetische Parameter flir bakterielle Genera

Zur Reduktion der Anzahl an statistischen Tests wurden die genetischen Parameter flr
Bakterien auf Genus Ebene in ASReml R (Butler et al. 2009) geschatzt. Es wurden nur Genera
mit einer relativen Haufigkeit > 0,1 % berlicksichtigt. Zunachst wurden fixe und zufallige Effekte
der Genera durch Anpassung von gemischten linearen Modellen an jeden Genus geschatzt.
Das Gewicht und das Alter bei Ankunft auf Station, sowie das Schlachtgewicht wurden als fixe
Effekte in die Modelle mitaufgenommen. Als zufalliger Effekt wurde der Schlachttag
bertcksichtigt. Basierend auf einer Backward-Elimination wurden nicht signifikante Effekte (p
< 0,05) aus den Modellen entfernt. Zusatzlich wurden zufallige maternale Effekte und der
zuféllige Effekt der Bucht getestet. Diese Effekte waren jedoch nicht signifikant und wurden
somit nicht weiter in den Modellen berticksichtigt. Zur Schatzung der genetischen Parameter

wurden die Modelle auf ein genomisch gemischtes lineares Modell erweitert:

y=Xpb+Z,ysd+a+e, D)

wobei y der Vektor mit den Beobachtungen (relative Haufigkeiten der Bakterien auf Genus
Ebene), b der Vektor mit fixen Effekte (siehe oben), sd der Vektor mit dem zufalligen
Schlattagseffekt, a der Vektor mit dem zufalligen genetischen Effekt des Tieres, e der Vektor
mit dem Residuum, X, und Z,, die dazugehorigen Designmatrizen waren. Die Verteilung des
zufalligen Tiereffektes war a~N(0,Go%), mit o4 als die additiv-genetische Varianz. Die
genomische Verwandtschaftsmatrix G wurde basierend auf SNP Genotypen nach VanRaden
(2008) berechnet als
_ Z29@—2Q)"
Zm 2pm(1-pm)
wobei Z die Gen-Content Matrix ist und die Zahl der 1-Allele (kodiert mit 0, 1 und 2) fir jeden
SNP und jedes Tier enthélt. Die Matrix Q enthalt die Haufigkeit p,, fur jeden SNP m. Die p-
Werte der Heritabilitaten wurden mittels eines Likelihood-Ratio-Tests des zufalligen
Tiereffektes mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05 berechnet. Zur Korrektur um das
multiple Testen wurde die False Discovery Rate (FDR) berechnet. Hierfir wurde mit dem
Programm QVALUE (Storey, 2002; Storey und Tibshirani, 2003) fur jeden Test ein g-Wert
berechnet, welcher den Anteil an falsch positiven Tests angibt. AnschlieRend wurden
paarweise bivariate Analysen zur Berechnung von genetischen Korrelationen zwischen
Genera mit signifikanten Heritabilitaten und den Leistungsmerkmalen FUV, TZ und FVZ

durchgefuhrt. Hierfur wurden dieselben Effekte wie in den univariaten Analysen verwendet.
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Genomweite Assoziationsanalysen fur bakterielle Genera - Single-Marker Modell

Die genomweiten Assoziationsanalysen wurden fir bakterielle Genera mit signifikanten
Heritabilitaten durchgefuhrt und erfolgten mit dem Programm GCTA (Yang et al., 2014). Um
eine anndhernde Normalverteilung der relativen Haufigkeiten der bakteriellen Genera zu
erhalten, wurden diese log-transformiert. Folgendes gemischtes lineares Modell wurde fir
jeden SNP j nacheinander angewandt:

yi=u+ bixi; + a; +e, 2)

wobei y; der phénotypische Wert (log transformierte und um Schlachttag vorkorrigierte relative
Haufigkeiten der bakteriellen Genera) des Tieres i, p das Populationsmittel, b; der Effekt des
zu testenden SNPs j, x;; die Anzahl an 1-Allelen am SNP j fir das Tier i (x;; = 0, 1 oder 2)
und a; der zuféllig modellierte polygene Effekte des Tieres ist (a~N(0, Gof\)). G ist die
genomische Verwandtschaftsmatrix, o4 die additiv-genetische Varianz und e; ist das
Residuum des Tieres i. Bei der Assoziationsanalyse wurde jeweils das Chromosom, auf
welchem sich der SNP des zu schatzenden Markereffektes befindet, von der Modellierung der
genomischen Verwandtschaftsmatrix ausgeschlossen. So wird eine doppelte Modellierung
des betrachteten SNPs vermieden, was zu einem Verlust der statistischen Power fuhren
konnte (Yang et al. 2014). Neben dem genomweiten Signifikanzniveau (Pgenomweit < 0,05) wurde
ein weniger stringentes Signifikanzniveau von prominai < 5 X 10° verwendet. Zur Korrektur um
das multiple Testen wurde zudem die FDR, wie unter dem Punkt ,Genetische Parameter fiir

bakterielle Genera“ beschrieben, berechnet.

Genomweite Assoziationsanalysen flr bakterielle Genera - Multi-Marker Modell

In Single-Marker Modellen kann der Effekt von kausalen Mutationen aufgrund von
unvollstandigem Kopplungsungleichgewicht (LD) nur zum Teil erfasst werden. Der Effekt von
kausalen Mutationen lasst sich besser anhand von allen SNPs, welche die kausale Mutation
umgeben, erklaren. Um dies zu bertcksichtigen, werden Multi-Marker Modelle (z.B. BayesC)
angewandt. In Multi-Marker Modellen werden die Effekte aller SNPs simultan geschatzt. Die
SNP Effekte werden dabei als zuféallige Effekte modelliert. Somit kénnen die LD-Strukturen
zwischen allen Markern bzw. zwischen den Markern und den kausalen Mutationen abgebildet
werden (Fernando und Garrick, 2013). Fur die Auswertung der genomischen Modelle wurde
BayesC (Verbyla et al.,, 2009) angewandt, welches in dem R Paket BayesDsamples

(Wellmann und Bennewitz, 2012) implementiert ist.
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Folgendes Regressionsmodell wurde angewendet:

YVi= U + Z]-;l bjxl-j + e, (3)

dabei ist y; der phanotypische Wert (log-transformierte und um Schlachttag vorkorrigierte
relative Haufigkeiten der bakteriellen Genera) des Tieres i, p das allgemeine Mittel, x;; ist die
Anzahl an 1-Allelen am SNP j fir das Tier i (x;; = 0, 1 oder 2), b; der zufallige Effekt des SNP
j und e; das Residuum des Tieres i. A priori wird in BayesC angenommen, dass der Effekt des
i-ten SNP aus zwei verschieden skalierten t-Verteilungen stammt. Als Anzahl an
Freiheitsgraden (v) der t-Verteilungen wurden 2,5 Freiheitsgrade angenommen. Mit der
Wahrscheinlichkeit pLD resultiert ein SNP-Effekt aus der t-Verteilung mit grof3er Skalierung,
welche fir SNPs in LD mit kausalen Mutationen angenommen wird. Die jeweiligen
Skalierungsparameter s? wurden vom Programm so angepasst, dass die erwartete, durch die
Marker erklarte additiv-genetische Varianz, gleich der geschatzten additiv-genetischen
Varianz ist (Wellmann und Bennewitz 2012). Eine Bernoulli-verteilte Variable y; determinierte
ob ein SNP-Effekt aus einer groRer (y; = 1) oder kleiner skalierten t-Verteilung (y; = 0)
stammt. Der Hyperparameter pLD gibt dabei die Wahrscheinlichkeit fur y; = 1 an und wurde
auf 0,2 festgelegt. Dabei ist die t-Verteilung um den Faktor ¢ kleiner skaliert, wenn y; = 0. Die

Vorannahmen fur die Verteilung eines SNP-Effekts a;, lassen sich wie folgt beschreiben:
a;ly,~vit (0,v,5%)+ (1 — y) et (0,v,5%)

y; ~ Bernoulli (pLD)

Es wurden 50 000 Gibbs-Sample Iterationen durchgefiihrt, wobei die erste Halfte der
Iterationsschritte als Burn-In verworfen wurde. Um Rickschliisse auf die Effekte ziehen zu
kénnen, wurde die ,Window Posterior Probability of Association“ (WPPA) berechnet (Fernando
et al., 2017; Fernando und Garrick, 2013). Diese Methode kontrolliert den Anteil an falsch
Positiven indem die posteriori Wahrscheinlichkeit der Merkmalsassoziation fur jeden SNP,
oder fur jedes Fenster von konsekutiven SNPs, berechnet wird. Die WPPAs wurden fir ,sliding
windows* der Lange 2 cM berechnet. Eine detaillierte Beschreibung der WPPA Berechnung

ist bei Bennewitz et al. (2017) zu finden.

Putative Kandidatengene

Mit NCBI Map Viewer (Dombrowski und Maglott, 2003) wurden positionelle Kandidatengene
in einer Region von 1 MB up- bzw. downstream um die signifikanten SNPs kartiert. Diese Gene
wurden anhand der Literatur auf Zusammenhange mit der bakteriellen Darmstruktur als

putative Kandidatengene validiert.
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Genetische und mikrobielle Parameter der Leistungsmerkmale

Durch Anpassung von gemischt linearen Modellen an die Merkmale TZ, FUV und FVZ wurden
zunachst fixe und zufallige Effekte geschatzt. Als fixe Effekte wurden das Gewicht und das
Alter bei Ankunft auf Station, sowie das Schlachtgewicht in die Modelle mitaufgenommen. Als
zufalliger Effekte wurden der Schlachttageffekt und der Buchteffekt berlicksichtigt. Nicht
signifikante Effekte (Signifikanzniveau a = 0,05), wurden mittels Backward-Elimination von den
Modellen ausgeschlossen. Zur Schatzung von genetischen Parametern wurden die Modelle
auf genomisch gemischte Modelle in ASReml R (Butler et al. 2009) erweitert:

y= Xpb+Zysd + Zp.pen+a+e, (4)

wobei y der Vektor mit den Beobachtungen (TZ, FUV und FVZ), b der Vektor mit den fixen
Effekten, sd der Vektor mit dem zufalligen Schlachttageffekt und der Varianz ¢2;, pen der
Vektor mit dem zufalligen Buchteffekt und der Varianz Gf)en und a der Vektor der zufélligen
polygenen Effekte des Tieres, Zs4 bzw. Z,,,,, die zugehdrigen Designmatrizen und e der Vektor
mit dem Residuum und der Varianz o2 waren. Die Verteilung des zufalligen Tiereffektes war
a~N(0,Go3), mit o3 als die additiv-genetische Varianz und G als die genomische
Verwandtschaftsmatrix (siehe ,Genetische Parameter fur bakterielle Genera®). Die p-Werte

der Heritabilitaiten wurden wie unter ,Genetische Parameter fir bakterielle Genera“

beschrieben berechnet.

Zur Schatzung von mikrobiellen Varianzkomponenten wurden die Leistungsmerkmale mittels
mikrobiellen gemischten linearen Modellen in ASReml R (Butler et al. 2009) analysiert:

y= Xpb+ Zyysd + Zp.npen+m +e, (5)

wobei die Modellparameter, aulRer der Vektor m, welcher den zufélligen mikrobiellen Tiereffekt
enthalt und der Verteilung m~N(0,Mc?2)) folgt, denen aus Modell (4) entsprechen. Die

mikrobielle Varianz wird beschrieben durch o2,. Die mikrobielle Verwandtschaftsmatrix M
wurde berechnet als M = % (XXT) mit Matrix X (Dimension n x N mit n als Anzahl an Tieren

und N als die Anzahl an OTUSs). Die Elemente von X sind

X _ logPig—logP.y
k™ " sd(logP.y)

Die Elemente P;, enthalten die relative Haufigkeit des OTU k in Tier i (+ 0,01). Somit werden

die Nicht-Diagonalelemente der Matrix M berechnet als

1
M;; = ﬁzgq Xike X
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und die Diagonalelemente als

_1$N 2 _ 1oN (logPi—logP.;)*
My = = D=1 Xik —

T N&k=1 var(logP.i)

2
Die Microbiability m? (Difford et al., 2016) wurde berechnet als m2 = 22 mit 62 = 02, + 624 +
o2 sd

cf,en + o2 als die phanotypische Varianz. Die p-Werte der Microbiability wurden wie unter

,Genetische Parameter fur bakterielle Genera“ beschrieben, berechnet.

Genomische und mikrobielle Vorhersagen

Um die Leistungsmerkmale (TZ, FUV und FVZ) basierend auf genomischen und mikrobiellen
Daten vorherzusagen, wurden G-BLUP bzw. M-BLUP Modelle angewandt. Ausgehend von
den zuvor geschéatzten Varianzkomponenten wurde Modell (4) fur die G-BLUP Vorhersage
und Modell (5) fur die M-BLUP Vorhersage genutzt. Fir beide Vorhersagen wurde eine
funffache Kreuzvalidierung mit 10 000 Iterationen durchgeftihrt. Hierbei wurden 80 % der Tiere
ohne zurliicklegen aus dem Datensatz zufdllig gezogen (Referenzpopulation). Die
verbleibenden 20 % der Tiere wurden genutzt um den Phanotyp basierend auf den
Ergebnissen aus der Referenzpopulation vorherzusagen (Validierungspopulation). Die
Genauigkeit der Vorhersage war als die Korrelation zwischen den geschatzten und
beobachteten Phanotyp in der Validierungspopulation definiert. Es wurde die mittlere
Korrelation der 10 000 Korrelationschatzer berechnet. Die Konfidenzintervalle der
Korrelationen wurden als 2,5 und 97,5 % Quantil der 10 000 geordneten Korrelationen

berechnet.

Schatzung der OTU-Effekte auf Leistungsmerkmale

Um OTUs identifizieren zu koénnen, welche an der Merkmalsauspragung der
Leistungsmerkmale TZ, FUV und FVZ beteiligt sind, wurden marginale OTU-Effekte fiur die
Leistungsmerkmale, basierend auf den M-BLUP Ergebnissen, berechnet. Die M-BLUP
Schéatzer wurde nach den OTU-Effekten aufgeldst (Strandén und Garrick 2009),wobei die
OTU-Effekte fur jeden OTU und fir jedes Leistungsmerkmal wie folgt berechnet wurden:

X'M~lin
N ki

U=

wobei u der Vektor der geschatzten OTU-Effekte, X' die N *xn Matrix, mit N OTUs und n

Tieren, M~ die invertierte mikrobielle Verwandtschaftsmatrix und i der Vektor der

geschatzten zufalligen mikrobiellen Tiereffekte aus Modell (5) war.

21



Genetische und mikrobielle Analysen komplexer Leistungsmerkmale

2.3 Ergebnisse

2.3.1 Mikrobielle Zusammensetzung des Schweinedarms

Die mikrobielle Gemeinschaft im Darm setzte sich bei den Sauen hauptsachlich aus den Phyla
Firmicutes (54 %), Bacteroidetes (42 %), Proteobacteria (2 %) und Spirochaetes (1 %)
zusammen. Auf Familienebene waren hauptséchlich Ruminococcaceae (24 %), Prevo-
tellaceae (21 %), Porphyromonadaceae (8 %), Clostridiaceae 1 (6 %), Rikenellaceae (6 %)
und Lachnospiraceae (5 %) vertreten. Die mikrobielle Zusammensetzung der einzelnen Sauen
zeigte eine Ahnlichkeit von 35 % zwischen den Tieren. In Abbildung 1 ist ein nicht metrischer
multidimensionaler Skalierungsplot dargestellt, der die Ahnlichkeit zwischen den bakteriellen
Strukturen im Darm der einzelnen Tiere zeigt. In dieser Abbildung wurden signifikante Unter-
schiede zwischen zwei Tiergruppen gefunden. Eine Gruppe zeigte eine starkere Besiedlung
mit Firmicutes (F), die andere Gruppe eine starkere Besiedlung mit Bacteroidetes (B) (R =
0,339, p = 0,001). Die Gruppen zeigten eine durchschnittliche Unahnlichkeit von 68 %.
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Abbildung 1: Multidimensionaler Skalierungsplot mit den Ahnlichkeiten in den bakteriellen
Gemeinschaftsstrukturen im Schweinedarm und einen zweidimensionalen (2D) Stresswert.

Tiere sind mehr besiedelt mit Firmicutes (¢) bzw. mit Bacteroidetes (®).
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Heritabilitaten und genetische Korrelationen der bakteriellen Genera

Ausgehend von 51 bakteriellen Genera mit einer relativen Haufigkeit > 0,1 % wurden fur 10
Genera signifikante Heritabilitaten (p < 0,05) geschatzt (Tabelle 2). Die signifikanten
Heritabilitaten lagen in einem Bereich von 0,28 bis 0,57. Die FDR der signifikanten
Heritabilitaten war < 0,11. Die geschatzten Heritabilititen aller Genera werden im Anhang

Tabelle A2 gezeigt.

Tabelle 2: Heritabilitaten (h?) und ihre Stardfehler (SE) sowie deren p-Werte fir die relativen
Haufigkeiten der bakteriellen Genera.

Genera h? SE p-Wert
Alloprevotella 0,34 0,16 0,01
Blautia 0,33 0,14 <0,01
Catenibacterium 0,39 0,16 0,01
Lactobacillus 0,34 0,16 0,02
Uncultured Firmicutes 0,28 0,15 0,02
Uncultured Proteobacteria 0,29 0,15 0,01
Uncultured Spirochaetales 0,52 0,15 <0,01
Uncultured Spirochaetes 0,32 0,17 0,01
Uncultured Succinivibrionaceae 0,57 0,14 <0,01
Uncultured Veillonellaceae 0,33 0,15 0,01

Genetische Korrelationen wurden nur zwischen Genera mit einer signifikanten Heritabilitat und
den Leistungsmerkmalen Futterverwertung, tagliche Zunahmen, bzw. Futterverzehr
berechnet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 dargestellt. Die Standardfehler der geschéatzten

Korrelationen waren relativ hoch, was bei einem solch kleinen Datensatz zu erwarten watr.
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Tabelle 3: Genetische Korrelationen mit Standardfehlern (SE) zwischen Futterverwertung
(FUV), tagliche Zunahmen (TZ) bzw. Futterverzehr (FVZ) und den relativen Haufigkeiten der
bakteriellen Genera.

Genera FUV  SE TZ SE FvZ SE

Alloprevotella -042 041 0,01 0,27 -0,45 0,44
Blautia -0,09 0,44 0,03 0,26 -0,11 0,46
Catenibacterium 0,06 0,44 -0,31 0,26 0,11 0,47
Lactobacillus -0,29 0,45 0,08 0,25 -0,30 0,50
Uncultured Firmicutes -0.43 0,51 0,02 0,28 -0,33 0,57
Uncultured Proteobacteria 0.20 0,48 -0,17 0,27 0,49 0,53
Uncultured Spirochaetales 0,79 0,35 -0,21 0,22 0,74 0,40
Uncultured Spirochaetes 0,06 0,44 -0,19 0,25 -0,01 0,48
Uncultured Succinivibrionaceae -0,11 0,39 -0,16 0,21 -0,18 0,43
Uncultured Veillonellaceae -0,26 0,40 0,14 0,25 -0,50 0,44

2.3.2 Genomweite Assoziationsanalyse flr bakterielle Genera

Die genomweiten Assoziationsanalysen wurden fur bakterielle Genera mit einer signifikanten
Heritabilitat (p < 0,05) durchgefuhrt. Im Single-Marker Modell wurden insgesamt 22 signifikante
SNPs (p < 5 x 10°) mit 6 bakteriellen Genera assoziiert (siehe Tabelle 4). Manhattan-Plots fiir
die einzelnen Genera sind im Anhang Abbildung Al dargestellt. Die Halfte der signifikanten
SNPs war mit dem Genus Uncultured Spirochaetales assoziiert. Der SNP H3GA0020584 auf
SSC 7 war mit dem Genus Catenibacterium und Uncultured Spirochaetes assoziiert.
AuRerdem wurden positionelle Kandidatengene Kkartiert. Diese sind ebenfalls in Tabelle 4
dargestellt. Die Multi-Marker Analyse ergab keine signifikanten Ergebnisse. Die
Substitutionseffekte und WPPAs fir 5 bakterielle Genera mit den héchsten Heritabilitdten

werden im Anhang in Abbildung A2 gezeigt.
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Tabelle 4: Signifikante SNPs (p < 5 x 107°) der Single-Marker Analyse mit p-Werten und
chromosomaler Position (SSC), sowie die Zuordnung positioneller Kandidatengene fir die
verschiedenen Genera.

Position R Positionelle
Genus SNP SsC (MB) p-Wert  FDR Kandidatengene?

Alloprevotella H3GA0034838 12 54,20 3,63 x10° 0,17

} SCIMP, CLDN7
H3GA0055864 12 54,20 1,48 x 10° 0,36

Blautia DRGAO0015203 15 66,75 1,15x 10° 0,57 MYO7B
H3GA0044495 15 69,51 4,28 x 10° 0,71
INRAOO49540 15 71,63 2,44 x 10° 0,61
Catenibacterium H3GA0020584 7 27,08 8,94 x 10° 0,44 SLA-Komplex
Uncultured INRAOO42796 14 13,80 1,54 x 10° 0,18
Spirochaetales MARCO0034457 14 13,89 1,54 x 10° 0,18
DRGA0013631 14 14,01 4,51 x10° 0,18
DRGA0013632 14 14,06 4,51 x10° 0,18
ASGA0063685 14 57,58 3,88 x10° 0,18
H3GA0045850 16 3,99 1,63 x10° 0,18
ALGA0097282 18 18,80 2,63 x10° 0,18
ASGA0079098 18 19,45 3,07 x 10° 0,18 CPAl
H3GA0054426 18 19,74 3,07 x10° 0,18
H3GA0050661 18 26,36 4,20 x 10° 0,18 SLC13A1
ASGA0079549 18 34,71 1,52 x 10° 0,18
Uncultured MARCO0114161 1 111,09 8,55 x 10° 0,31 SMAD4
Spirochaetes H3GA0020584 7 27,08 1,24 x10° 0,31 SLA-Komplex
Uncultured MARCO0072557 12 20,15 2,37 x10®° 0,55
Veillonellcaceae

ALGA0120212 12 19,75 2,93 x10° 0,55 PYY, PPY
MARCO0110340 12 19,71 3,31 x10° 0,55

2 Positionelle Kandidatengene mit potentieller biologischer Beteiligung an der Merkmals-
auspragung, welche 1 MB up- und downstream um den signifikanten SNP kartiert wurden.
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2.3.3 Heritabilitaten bzw. Microbiabilities fur Leistungsmerkmale und Ergebnisse der
mikrobiellen und genomischen Vorhersagen

Die genomische und die mikrobielle Verwandschaftsmatrix sind im Anhang in Abbildung A3
bzw. A4 dargestellt. Die Heritabilitaten fur TZ, FUV und FVZ lagen in einem Bereich von 0,11
bis 0,42 (siehe Tabelle 5). Die Microbiability lag in einem Bereich von 0,16 bis 0,28 fir die
untersuchten Leistungsmerkmale (siehe Tabelle 5). Die Microbiability war fur alle 3
Leistungsmerkmale signifikant, wohingegen nur der Heritabilitatsschatzer fur tagliche
Zunahme signifikant war. Die Microbiabilities fur Futterverwertung und Futterverzehr waren

ebenfalls etwas hoher als die geschatzten Heritabilitdten fur diese Merkmale.

Tabelle 5: Microbiabilities (m?) und Heritabilitaten (h? ) mit Standardfehlern (SE) und p-Werten
fur die Leistungsmerkmale tagliche Zunahme (TZ), Futterverwertung (FUV) und Futterverzehr
(FVZ).

Leistungsmerkmal  m? SE p-Wert h? SE p-Wert
TZ 0,28 0,13 0,01 0,42 0,14 <0,01
FUV 0,21 0,14 0,01 0,19 0,13 0,08
Fvz 0,16 0,10 0,03 0,11 0,11 0,22

Tabelle 6: Genauigkeiten der mikrobiellen (r,,) und genomischen Vorhersagen () fur die

Leistungsmerkmale tagliche Zunahme (TZ), Futterverwertung (FUV) und Futterverzehr (FVZ)
mit Vertrauensintervallen (V1).

Leistungs- Mikrobielle Vorhersage Genomische Vorhersage

merkmal Tm 95 % VI rg 95 % VI
TZ 0,41 0,18:0,62 0,35 0,08:0,58
FUV 0,33 0,07:0,54 0,23 -0,04:0,48
FVZ 0,33 0,15:0,51 0,20 -0,08:0,46

Ausgehend von den geschatzten Varianzkomponenten wurden mikrobielle und genomische
Vorhersagen durchgefiuihrt. Die Genauigkeiten der mikrobiellen Vorhersage lagen bei 0,41 fur
TZ und fur FUV bzw. FVZ bei 0,33 (siehe Tabelle 6). Die Genauigkeiten der genomischen
Vorhersage waren mit 0,35 fur TZ, 0,23 fur FUV und 0,20 fir FVZ hingegen etwas geringer.
AulRerdem lagen die Vertrauensintervalle der genomischen Vorhersage fir FUV und FVZ
teilweise im negativen Bereich. Eine Abbildung von marginalen OTU Effekten fur die
Leistungsmerkmale wird in Abbildung 2 gezeigt. Keiner der geschatzten OTU Effekte zeigte
einen deutlichen Effekt auf die Merkmalsauspragungen. Ausrei3er der marginalen OTU
Effekte sind in Tabelle 7 zu sehen. Es wurden fur das Merkmal TZ drei, fir das Merkmal FUV
zwei und fir FVZ ein Ausreil3er der OTU-Effekte detektiert.
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Tabelle 7: AusreiRer der marginalen OTU Effekte (@) mit Bezeichnung und mittlerer relativer
Haufigkeit fur die Leistungsmerkmale tagliche Zunahme (TZ), Futterverwertung (FUV) und
Futterverzehr (FVZ).

OTU Leistungsmerkmal Bezeichnung Mittlere Haufigkeit u
1284 TZ Uncultured Veillonellaceae 0,017 -0,009
1459 TZ Uncultured Prevotellaceae <0,010 -0,008
4300 TZ Uncultured Proteobacteria 0,002 -0,008
901 FUV Uncultured Bacteroidales 0,029 -0,006
2525 FUV Uncultured Clostridiales 0,008 0,008
2812 Fvz Uncultured Clostridiales 0,007 0,006

Tagliche Zunahme

0.008

OTU Effekte

0.000

0.008

OTU Effekte

0.000

OTU Effekte
0.008

0.000

Abbildung 2: Marginale OTU Effekte (absolut Werte) fir jeden OTU und fir jedes Leistungs-
merkmal. Ausreif3er sind rot markiert.
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2.4 Diskussion
Bakterielle Zusammensetzung im Schweinedarm

Die generelle mikrobielle Zusammensetzung im Darm der Schweine, stimmte in der
vorliegenden Arbeit mit anderen Untersuchungen dieser Art Gberein (Kim und Isaacson, 2015;
Looft et al., 2014). Es konnte kein Einfluss des Firmicutes-Bacteroidetes Verhaltnisses auf die
Merkmale TZ, FUV und FVZ gezeigt werden. Auch Mach et al. (2015) konnten keinen Einfluss
des Firmicutes-Bacteroidetes Verhéltnisses auf Leistungsmerkmale beim Schwein
nachweisen. In friiheren Studien wurde dieses Verhéltnis jedoch als Indikator fiir Ubergewicht
beim Menschen in Betracht gezogen (Ley et al., 2005; Turnbaugh et al., 2006). Andere Studien
hingegen zeigten einen gegensatzlichen Effekt oder konnten gar keinen Einfluss des
Firmicutes-Bacteroidetes Verhaltnisses auf Ubergewicht beim Menschen nachweisen
(Duncan et al., 2008; Schwiertz et al., 2009; Jumpertz et al., 2011).

Darmmikroben als quantitatives Merkmal

Fir 10 von 51 bakteriellen Genera konnten signifikante Heritabilitaten geschatzt werden, was
darauf rickschlieRen lasst, dass die Genetik der Tiere einen Beitrag zur mikrobiellen
Zusammensetzung im Schweinedarm liefert. Ahnliche Heritabilititen wurden bereits bei
Estellé et al. (2014) fir eine segregierende Large White Population und bei O’Connor et al.
(2014) fur eine segregierende Mausepopulation geschétzt. Zwischen jedem
Leistungsmerkmal und Genera mit signifikanten Heritabilitaten (p < 0,05) wurden genetische
Korrelationen berechnet. Je nach Leistungsmerkmal und bakteriellem Genus schwankten die
genetischen Korrelationen zwischen deutlich negativen und stark positiven Bereichen.
Aufgrund der hohen Standardfehler der Korrelationsschétzer sollten die Ergebnisse jedoch
kritisch betrachtet werden. Die hohen Standardfehler resultieren aus der relativ geringen
Tieranzahl (n=207). Die moderaten bis hohen Heritabilititen der 10 bakteriellen Genera
implizieren, dass Gene auf dem Schweinegenom kartiert werden kénnen, welche einen Effekt
auf die relative Haufigkeit der einzelnen Genera besitzen. Der genetische Hintergrund des
Tieres kann somit die Bakterienzusammensetzung im Darm aufgrund von Unterschieden in
der Immunabwehr im Darm selbst (Wen et al., 2008; Vijay-Kumar et al., 2010; Shulzhenko et
al., 2011), in der Darmmukosa (Sommer et al., 2014; Wlodarska et al., 2014), und aufgrund

von Unterschieden im Gallenséurestoffwechsel (Ryan et al., 2014) beeinflussen.

Die Single-Marker Analysen lieferten zahlreiche signifikant assoziierte SNPS (Promina < 5X107°)
fur 6 der insgesamt 10 untersuchten Genera. Fir den Genus Uncultured Spirochaetales mit
einer hohen Heritabilitat (h?=0,52) wurden die meisten signifikanten SNPs (n=11) detektiert.

Interessanterweise war der SNP H3GA0020584 auf SSC 7 mit zwei bakteriellen Genera
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(Catenibacterium und Uncultured Spirochaetes) signifikant assoziiert. Dieser SNP liegt im
sogenannten ,Swine Leukocyte Antigen® (SLA) Komplex. Beim Menschen ist dieser Komplex
als Haupthistokompatibilitaitskomplex (MHC) bekannt. Es ist eine hoch variable Region auf
dem Genom, deren Gene eine wichtige Rolle in der Funktion der Immunabwehr spielen
(Lunney, 1994). AulRerdem konnten weitere potentielle Kandidatengene im Bereich vom 1 MB
up- bzw. downstream um die signifikanten SNPs identifiziert werden (siehe Tabelle 4). So
wurde das Gen SCIMP auf SSC 12 als Kandidatengen identifiziert. SCIMP ist an der MHC
Klasse Il Signalubertragung beteiligt und dient als Regulator der Antigenprasentation (Draber
et al.,, 2011). Es wird in B-Zellen und anderen antigenreprasentierenden Zelle exprimiert
(Draber et al., 2011). Immunglobulin A wird von B-Zellen in das Darmlumen sezerniert und
verandert die bakterielle Zusammensetzung im Darm, indem es Pathogene neutralisiert oder
die Anheftung von Bakterien an das Darmepithel verhindert (Bauché und Marie, 2017). Park
et al. (2001) zeigten, dass ein Mangel an SMAD4. Claudin7 (Cldn7) beeinflusst die intestinale
Permeabilitat fur geldste organische Stoffe (Tanaka et al.,, 2015). MYO7B ist ein weiteres
Kandidatengen, das im Verdauungstrakt eine wichtige Rolle spielt und ist an der
Differenzierung der Darmzotten beteiligt, indem es die Mikrovilli Organisation und L&nge
beeinflusst (Crawley et al., 2014). In einer Studie an SLC13A1 Knockout-Mausen konnte
gezeigt werden, dass dieser Sulfattransporter die Zusammensetzung der Darmschleimhaut
verandert. So war der Gehalt an Sulfomucinen in der Darmschleimhaut reduziert und die
Darmdurchlassigkeit erhoht (Dawson et al.,, 2009). Das Gen CPAl codiert fur die
Carboxypeptidase A, welche in der Bauchspeicheldriise produziert und in den Darm
abgegeben wird. Es ist an der Proteinverdauung im Darm beteiligt (Waldschmidt-Leitz und
Purr, 1929). Mutationen im CPA1 Gen sind beim Menschen mit einer chronischen Entziindung
der Bauchspeicheldriise assoziiert (Witt et al., 2013). Zudem wurde gezeigt, dass Menschen
mit  chronischen  Bauchspeicheldriisenentziindungen eine veranderte bakterielle
Zusammensetzung im Darm aufweisen (Jandhyala et al., 2017). Auf SSC 12 wurde das Gen
PYY lokalisiert. Es codiert fur das Peptid YY. Dieses Peptidhormon, das in endokrinen Zellen
der Bauchspeicheldriise gebildet wird, hemmt die Sezernierung von Magenséure, fordert das
Auffillen der Gallenblase und hemmt die Magenentleerung, sowie die Durchflussrate des
Chymus durch den Darm (Hill et al., 1991). Benachbart zu PYY befindet sich das Gen PPY.
Dieses Gen kodiert fir das pankreatische Hormon. Dieses Hormon wird in den Langerhans-
Inseln der Bauchspeicheldriise gebildet (Adrian et al., 1976). Es erhdht die Sezernierung von
Magensdure, hemmt die Magenentleerung, die exokrine Sezernierung der

Bauchspeicheldrise und die Motilitat der Gallenblase (Kojima et al., 2007).

In der Multi-Marker Regression konnte anhand von den WPPAs keine Assoziation zwischen
Markern und den Genera gezeigt werden. Dies ist auf die relativ geringe Tieranzahl

zurickzufuhren. Insgesamt implizieren die Ergebnisse der genomweiten Assoziationsanalyse,
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dass die bakterielle Zusammensetzung im Schweinedarm ein quantitatives Merkmal darstellt,
welches durch viele Gene mit kleinen Effekten und wenigen Genen mit grof3en Effekten
beeinflusst wird. Dies konnte bereits in genomweiten Assoziationsanalysen bei Menschen und
Mausen gezeigt werden (Knights et al., 2014; Blekhman et al., 2015; Benson et al., 2010;
McKnite et al., 2012; Leamy et al., 2014; Org et al., 2015).

Darmmikroben als erklarende Variable fir die Leistungsmerkmale

Die Microbiability war im Gegensatz zu den Heritabilitaten fur alle drei Leitungsmerkmale
signifikant. AuBerdem waren die Microbiabilities fiur FUV und FVZ hoher als die geschatzten
Heritabilitaten fur diese Merkmale. Dies zeigt, dass die Darmmikroben einen wesentlichen
Beitrag zur phanotypischen Auspragung der Leistungsmerkmale leisten und nicht nur als
guantitatives Merkmal betrachtet werden kénnen, sondern auch als erklarende Variable in
Zuchtwertschatz Modelle mitaufgenommen werden kénnen. So kann angenommen werden,
dass sich die phanotypische Varianz der untersuchten quantitativen Leistungsmerkmale durch
die Summe der genetischen Varianz, der mikrobiellen Varianz und der verbleibenden
Umweltvarianz beschreiben lasst. Die genomische und die mikrobielle Verwandschaftsmatrix
konnten somit gemeinsam zur Zuchtwertschatzung genutzt werden. Aufgrund der geringen
Tieranzahl wurde dieser Ansatz jedoch nicht untersucht. Die mikrobielle Vorhersage fir die
Merkmale TZ, FUV und FVZ wies eine deutlich héhere Genauigkeit als die genomische
Vorhersage auf. Dies unterstreicht die Ergebnisse der Microbiabiliy Schatzungen und zeigt
ebenfalls den deutlichen Einfluss der Darmmikroben auf die Varianz in den
Leistungsmerkmalen. Die dargestellten OTU Effekte fur die einzelnen Leistungsmerkmale
(Abbildung 2) implizieren, dass es nur wenige OTUs mit groRen Effekten, aber dafir sehr viele
OTUs mit kleinen Effekten auf die Merkmale gibt. Die Merkmale TZ, FUV und FVZ sind somit
nicht nur polygen, sondern auch polymikrobiell determiniert. Basierend auf diesen Ergebnissen
wirde sich eine Durchfihrung der Vorhersage mit beiden (genomische und mikrobielle)
Verwandtschaftsmatrizen anbieten. In dieser Studie kann dies aber auf Grund der zu geringen
Tieranzahl nicht evaluiert werden. Ross et al. (2013) fihrten eine &hnliche Vorhersagen an
Rindern und Daten aus der Humanmedizin durch. Die Autoren nutzten das Metagenom der
bakteriellen Gemeinschaft im Pansen bzw. im Darm, um Methanemissionen bzw.
Gesundheitsmerkmale beim Menschen, wie entziindliche Darmerkrankungen und Body Mass

Index vorherzusagen.
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Zichtungsstrategien

Aus zlchterischer Sicht kénnen Merkmale mit signifikanten Heritabilititen flr gezielte
Zichtungsstrategien verwendet werden, da ein Selektionserfolg flr diese Merkmale zu
erwarten ist. Im Fall der bakteriellen Genera kann ein solcher Zichtungsansatz zur
Unterstitzung von schwer erfassbaren Leistungsmerkmalen, wie die Verwertung von
Phosphor (Beck et al., 2016) und die Reduktion von Methanemission bei Rindern (Roehe et
al., 2016) zielfihrend sein. Dies beinhaltet jedoch die Phanotypisierung der mikrobiellen
Zusammensetzung im Darm fur alle Tiere. Ein weiterer Ansatz ist es, die Darmmikroben als
erklarende Variable in das Modell der Zuchtwertschatzung mit aufzunehmen und somit die
Genauigkeit der Zuchtwertschatzung zu erhéhen. Die Zusammensetzung der Darmmikrobiota
von Jungtieren kénnte zur Schéatzung von schwer erfassbaren Leistungsmerkmalen, welche
erst im Erwachsenenalter der Tiere erfasst werden kdnnen, oder die Phanotypisierung sehr
aufwendig ist, herangezogen werden. Hierzu misste eine Validierung und Standardisierung
des Probezeitpunktes und der Probenart gewahrleistet sein, da die Mikroben-
zusammensetzung im Darm nicht nur vom Alter der Tiere sondern auch von der Darmregion
abhangig ist (Pajarillo et al.,, 2014; Kim et al., 2011; Mach et al., 2015). In Bezug auf
Methanemissionen bei Rindern kdnnte eine Referenzpopulation, in der die Methanemissionen,
sowie die relative Haufigkeiten von bakteriellen Genen, erfasst und dazu genutzt werden, die
Methanemissionen von Selektionskandidaten ohne deren aufwendige Phanotypisierung
schatzen zu konnen (Roehe et al., 2016).
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3  Strukturelle und funktionelle genomische Analysen von
Fleischqualitatsmerkmalen

In der Schweinezucht ist die Verbesserung der Fleischqualitat, vor allem in den Vaterrassen,
von groRer Bedeutung. In dem folgendem Kapitel wurden mittels genomweiter
Expressionsmessung potentielle Kandidatengene fiir Fleischqualitditsmerkmale identifiziert.
Die Ziele waren:

e Funktionelle Charakterisierung von differentiell exprimierten Genen
e Verknipfung von funktionellen Annotationen mit strukturellen Genominformation
(GWAS)

e |dentifizierung von potentiellen Kandidatengenen

3.1 Literatur

3.1.1 Merkmale der Fleischqualitat

Fleischqualitat ist als die Summe aller sensorischen, erndhrungsphysiologischen, hygienisch-
toxikologischen und verarbeitungstechnologischen Eigenschaften definiert (Hofmann, 1973).
Den sensorischen Eigenschaften werden Faktoren wie Farbe, Struktur, Festigkeit und
Geschmack zugeordnet. Unter den erndhrungsphysiologischen Eigenschaften sind z.B. der
Proteingehalt, das Fettsauremuster und der Gehalt an Mineralstoffen oder Vitaminen zu
verstehen. Die hygienisch-toxikologischen Faktoren beziehen sich auf die Belastung mit
Krankheitserregern und Schwermetallen. AuRerdem kénnen hierbei Medikamentenrtickstande
eine Rolle spielen. Zu den verarbeitungstechnologischen Eigenschaften zahlen beispielsweise
das Wasserbindungsvermogen und die Fettgehalte. Von grofRer wirtschaftlicher Bedeutung
sind die sensorischen Eigenschaften, wie der intramuskulare Fettgehalt und die verarbeitungs-
technologischen, wie der Tropfsaftverlust. Diese beiden Merkmale werden im Folgenden

naher erlautert.

Intramuskuléarer Fettgehalt

Intramuskularer Fettgehalt ist definiert als der Gehalt an Fett innerhalb der Muskelstrukturen
und ist abzugrenzen von dem intermuskuldaren Fettgehalt, der die Menge an Fett zwischen
Muskeln beschreibt (Hocquette et al., 2010). Auf chemischer Ebene setzt sich der
intramuskulare Fettgehalt aus Phospholipiden (Bestandteil der Zellmembranen), Triglyceriden
(Energiereserven) und Cholesterol zusammen (Hocquette et al., 2010). Der intramuskulare
Fettgehalt kann durch verschiedene Analyseverfahren bestimmt werden. Zum einen kdénnen

nasschemische Analyseverfahren angewendet werden. Dazu zéhlt die Extraktion nach
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Soxhlet mit organischen L6sungsmittein (z. B. n-Hexan, Methanol/Chloroform und
Petrolether). Zum anderen konnen Schnellbestimmungsmethoden, wie Nah-Infrarot-
Transmissions- (NIT) bzw. -Reflexions-Spektroskopie (NIR) eingesetzt werden. Der Einsatz
von Schnellbestimmungsmethoden setzt eine nasschemische Referenzanalytik voraus
(Morlein, 2007). Fur die Analysen wird meist eine ca. 1-2 cm dicke Fleischscheibe in Hohe der
13./14. Rippe herausgeschnitten. Der intramuskulare Fettgehalt beeinflusst die Saftigkeit, den
Geschmack und die Zartheit (sensorische Eigenschaften) des Fleisches (Hodgson et al., 1991,
Hovenier et al., 1992; Wood et al., 2008). Das Optimum des intramuskularen Fettgehalts liegt
bei 2,5 % - 3,0 %. In diesem Bereich werden die sensorischen Eigenschaften des Fleisches
positiv beeinflusst (Bejerholm und Barton-Gade, 1986). Ein hdherer Anteil an intramuskularen
Fett fuhrt zu keiner weiteren Verbesserung der sensorischen Eigenschaften, beeinflusst
jedoch die Verbraucherakzeptanz aufgrund des steigenden Anteils an sichtbarem Fett im
Fleisch negativ (Bejerholm und Barton-Gade, 1986). Der intramuskuldre Fettgehalt ist Uber die
Futterung beeinflussbar. Es wurde gezeigt, dass ein Lysin Mangel in der Ration am Ende der
Mast den intramuskularen Fettgehalt erhoht (Witte et al., 2000). Eine restriktive Futterung mit
geringen Protein- und Energiegehalten flhrt hingegen zu einer Reduktion des intramuskuldren
Fettgehalts, wohingegen eine ad libitum Fitterung mit geringen Proteingehalten in einem
erhohten intramuskuléaren Fettgehalt resultiert (Gondret und Lebret, 2002). Morel et al. (2008)
zeigten, dass eine Ergénzung der Futterration mit Selen und Vitamin E zu einer Zunahme des
intramuskularen Fettgehalts fuhrt. Rationen ohne Zusatz von synthetisch hergestellten
Aminosauren erhdhten den intramuskuldren Fettgehalt, reduzierten jedoch die Wachstums-
leistung (Sundrum et al., 2000). Neben der Fitterung, nimmt aber auch die Genetik einen
wesentlichen Einfluss auf den intramuskularen Fettgehalt. In Tabelle 8 ist eine Ubersicht tiber
geschatzte Heritabilitaten fir den intramuskularen Fettgehalt verschiedener Schweinerassen
dargestellt. Die Heritabilitaten liegen in einem Bereich von 0,25 - 0,78, was auf moderate bis
hohe Erblichkeit des Merkmals hinweist.

Tabelle 8: Heritabilitaten (h?) mit Standardfehler (SE) und Anzahl getesteter Tiere (n) aus der
Literatur fur das Merkmal intramuskularer Fettgehalt — eine Auswahl.

h? SE n Rasse Quelle

0,78 0,05 686 Bunte Bentheimer Biermann et al. (2015)
0,42 <0,09 3603 Piétrain Dodenhoff et al. (2011)
0,73 <0,09 16 073 Mutterrassen? Dodenhoff et al. (2011)
0,39 0,02 544 Duroc Suzuki et al. (2005)
0,44 0,10 383 Large White Larzul et al. (1997)
0,25 0,03 1489 Iberisches Schwein Fernandez et al. (2003)

1 Die untersuchten Mutterrassen setzten sich aus dem Deutschen Edelschwein und der
Deutschen Landrasse zusammen.
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Tropfsaftverlust

Der Tropfsaftverlust ist ein Mal? fiir das Safthaltevermdgen von Fleisch. Hohe Tropfsaftverluste
lassen auf ein schlechtes Safthaltevermdgen schlieRen. Das Safthaltevermégen ist die
Eigenschaft von Fleisch das in ihm natirlich enthaltene Wasser teilweise oder auch ganz zu
halten (Honikel, 1987). Der Tropfsaftverlust ist von groRer Bedeutung, da er nicht nur einen
Gewichtsverlust, sondern auch ein Verlust an wertvollen Proteinen bedeutet (Huff-Lonergan
und Lonergan 2005). Hohe Tropfsaftverluste beeinflussen aulBerdem  die
Verbraucherakzeptanz von Frischfleischprodukten. Rohes Fleisch, welches hohe
Tropfsaftverluste zeigt, ist meistens weniger zart, saftig und geschmackvoll (Huff-Lonergan
und Lonergan 2005). Die genaue Entstehung von Tropfsaftverlusten ist noch nicht geklart. Als
malfdgebliche Ursachen fur hohe Tropfsaftverluste sind jedoch die Hohe und die Schnelligkeit
des pH-Wert Abfalls nach der Schlachtung, sowie die Proteolyse und Proteinoxidation bei der
Fleischreifung zu nennen. Als weitverbreitete Standardmethode zur Erfassung des
Tropfsaftverlustes ist die Bag-Methode nach Honikel (1998) zu nennen. Hierbei wird der
Tropfsaftverlust ohne Einwirkung von mechanischem Zwang erfasst. Es wird 24 h Stunden
nach der Schlachtung zwischen der 12. und 15. Rippe ein 2 cm dickes Kotelettstiick
entnommen. Diese Probe wird gewogen und anschlieBend in einem Folienbeutel
eingeschweift. AuRerdem wird das Fleischstiick mit einem Faden oder Haken so fixiert, dass
es weder den Beutelboden noch den Beutelrand bertihrt. Nach einer Lagerung bei 4 °C fir 24
h bzw. 48 h wird das Fleischstlck riickgewogen. Der prozentuale Anteil des Gewichtsverlustes
entspricht dem Tropfsaftverlust.

Eine Nichterung der Tiere vor der Schlachtung, kann den Tropfsaftverlust reduzieren (Salmi
et al., 2012). Durch die Nuchterung werden die Glykogenreserven des Muskels aufgebraucht.
Folglich kommt es zu keinem zu starken und zu schnellen pH-Abfall post mortem und der
Tropfsaftverlust wird reduziert. Doch auch die Lagertemperatur nach der Schlachtung nimmt
merklich Einfluss auf den Tropfsaftverlust. Wird das Fleisch sehr rasch gekihlt, so dass es
eine Temperatur unter 15 °C vor Eintritt der rigor mortis erreicht, kommt es zum sogenannten
cold shortening (Honikel und Schwéagele, 1998). Der Muskel verkirzt sich, es kommt zu
erhohter Zahigkeit und erhéhtem Tropfsaftverlust (Honikel und Schwégele, 1998). Kurz vor
Einsetzen der rigor mortis und einem pH-Wert von 5,7 bis 6,0 kommt es bei Temperaturen
tber 20 °C zum rigor shortening (Honikel und Schwagele, 1998). Dies kann eine Verkirzung
der Muskulatur um bis zu 20 % hervorrufen und fuhrt ebenso zu erhéhtem Tropfsaftverlust und
erhohter Zahigkeit. Ahnlich wie der intramuskuléare Fettgehalt ist der Tropfsaftverlust gering bis
hoch erblich. Heritabilitdten fir einzelne Schweinerassen sind in Tabelle 9 dargestellt. Sie

liegen in einem Bereich von 0,08 bis 0,66.
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Tabelle 9: Heritabilitaten (h?) mit Standardfehler (SE) und Anzahl getesteter Tiere (n) aus der
Literatur fur das Merkmal Tropfsaftverlust — eine Auswabhl.

h? SE n Rasse Quelle
0,40 0,05 658 Bunte Bentheimer Biermann et al. (2015)
0,28 <0,09 3510 Mutterrassen? Dodenhoff et al. (2011)
0,66 <0,09 1553 Piétrain Dodenhoff et al. (2011)
0,21 <0,04 5890 Large White Knapp et al. (1997)
0,10 <0,04 3126 Landrasse Knapp et al. (1997)
0,10 <0,04 6 483 Piétrain Knapp et al. (1997)

1 Die untersuchten Mutterrassen setzten sich aus dem Deutschen Edelschwein und der
Deutschen Landrasse zusammen.

Majorgene der Fleischqualitat

Mehrere Hauptgene, die die Fleischqualitét stark beeinflussen, wurden bis dato identifiziert.
Eines der wichtigsten Gene dabei, ist der Ryanodin Rezeptor 1 (Ryrl). Schon sehr friih wurde
eine autosomal rezessive Variation dieses Gens in Zusammenhang mit dem Malignen Hyper-
thermie Syndrom (MHS) gebracht und ein indirekter Gentest, basierend auf einer Reaktion auf
Halothananastesie eingefiihrt (Eikelenboom und Minkema, 1974). Fujii et al. (1991)
identifizierten die Mutation als Substitution der Base C zu T im Ryr1 auf Chromosom 6, welche
Zu einer Substitution der Aminosaure Arginin zu Zytosin fuhrt. Mittlerweile ist ein direkter
Gentest verflgbar. Vor allem bei Rassen, wie beispielsweise Piétrain, welche in der
kommerziellen Schlachtschweineerzeugung eingesetzt werden und auf starke Bemuskelung,
sowie geringe Verfettung selektiert wurden, kam es zu einer Akkumulation dieser Variation.
Defekte im Ryrl beeinflussen den Transport von Calciumionen aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum der Muskelzelle in das Zytoplasma und somit die Muskelkontraktion. Trager der
Mutation weisen eine starkere Bemuskelung und geringere Verfettung auf. Post mortem
kommt es jedoch aufgrund des veranderten Calciumionenstoffwechsels zu blassen (Pale),
weichen (Soft) und wassrigen (Exudative) Veranderungen des Fleisches, dem sogenannten
PSE-Fleisch. Biochemische Grundlage dafir ist ein rapider Glykogenverbrauch durch den
Muskel, was zu einer starken Anreicherung von Lactat fihrt (Bendall und Swatland, 1988) und
somit einen schnelleren Abfall des pH-Wertes, im Vergleich zu normalen Bedingungen bei der
Fleischreifung, veranlasst. Dies fuhrt zu einer Denaturierung der Zellstruktur und somit zu der
typischen visuellen Erscheinung des PSE-Fleisches. In der Rasse Hampshire wurde ein
weiteres Hauptgen fur die Fleischqualitdt entdeckt. Ein erhohter Glykogengehalt der
Skelettmuskulatur, ein niedriger End-pH-Wert am Ende der Fleischreifung, ein geringes
Wasserbindungsvermdgen und eine helle Farbe des Fleisches lie3en sich auf ein dominantes
Allel am Rendement Napole (RN) Locus zurtckfiihren (Monin und Sellier, 1985). Rendement

ist franzosisch fur Ausbeute und Napole ist eine Methode zur Bewertung der Koch-
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schinkenausbeute. Eine Feinkartierung des RN Locus zeigte eine kausale Punktmutation im
PRKAG3 Gen auf Chromosom 15 (Milan et al., 2000). Bei der Variation handelt es sich um
eine missense Mutation, anstelle der Aminosaure Arginin wird Glycin codiert. Die Mutation
fuhrt zu einer steigenden Glukoseaufnahme in die Muskulatur.

3.1.2 Funktionelle Genannotation

Unter funktioneller Annotation ist das Sammeln von Informationen Uber und die Beschreibung
von der biologischen Identitat eines Gens zu verstehen (Berardini et al., 2004). Die am
haufigsten angewendete Quelle zur funktionellen Annotation sind die Gen Ontologie (GO) und
Stoffwechseldatenbanken, wie z.B. die Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
(Gene Ontology Consortium, 2001; Kanehisa et al., 2004). Gen Ontologien werden in drei
Bereiche eingeteilt, die im Folgenden nadher erlautert werden. Die molekularen Funktionen
beschreiben die Funktion des Genproduktes auf biochemischer Ebene. Biologische Prozesse
sind zellulare Ablaufe, an denen das Genprodukt beteiligt ist. Die zellulare Komponente
bezieht sich auf den Zellort an dem das Genprodukt gefunden wird (Gene Ontology
Consortium, 2001). Bei den Gen Ontologien handelt sich jedoch nicht um Ontologien im
klassischen Sinne, sondern um eine standardisierte und begrenzte Verwendung von
definierten Termen (Berardini et al., 2004). Die Terme sind hierarchisch aufgebaut und
besitzen definierte Beziehungen zwischen einander. GO Terme liefern einen schnellen
Einblick in die Funktion von Transkripten. Fur Fleischqualitatsmerkmale beim Schwein wurden
bereits zahlreiche Genexpressionsanalysen durchgefiihrt (Ponsuksili, Murani et al., 2008; Liu
et al., 2007; Ponsuksili et al., 2010; Heidt et al., 2013). Fur den intramuskularen Fettgehalt
konnten basierend auf funktioneller Annotation bereits Gene und Stoffwechselwege
identifiziert werden. Vincent et al. (2012) untersuchten den Fettstoffwechsel anhand von
Microarray-Analysen von zwei unterschiedlichen Schweinerassen, der mageren Rasse Large
White und dem zur Verfettung neigendem Basken Schwein. Die GO-Enrichment-Analysen
hoben den Energiestoffwechsel der Mitochondrien und die Immunantwort hervor. In denselben
Rassen zeigten Damon et al. (2013) mittels funktioneller Annotation, dass insbesondere
Transkripte, welche an der Proteinsynthese, Glykolyse und am Lipidkatabolismus beteiligt
sind, den intra-muskularen Fettgehalt beeinflussen. In selbiger Studie wurden die Glykolyse,
Fettsduren-oxidation und der Harnstoffzyklus in Bezug zum Tropfsaftverlust gesetzt.
Ponsuksili et al. (2009) untersuchten den Einfluss von Genexpressionen auf
Fleischqualitadtsmerkmalen bei Duroc x Piétrain Kreuzungstieren. Anhand von funktionellen
Enrichment-Analysen wurden hierbei, die Ubiquitinierung von Proteinen, der mitochondrielle
Stoffwechsel und die Strukturproteine des Muskels als Einflussfaktoren auf den

Tropfsaftverlust identifiziert.
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3.2 Material und Methoden

3.2.1 Datenerhebung

Bei den verwendeten Tieren dieser Arbeit handelte es sich um 210 Sauen der Rasse Piétrain,
welche am LSZ Boxberg im Rahmen der Mast und Schlachtleistungsprufung phénotypisiert
und beprobt wurden. Die Haltung, Schlachtung und Phanotypisierung der Tiere erfolgte nach
der Richtlinie fur die Stationsprufung auf Mastleistung, Schlachtkorperwert und
Fleischbeschaffenheit beim Schwein (ZDS, 2007). Vor Ort wurden routinemaf3ig die Merkmale
intramuskularer Fettgehalt (IMF) und Tropfsaftverlust (TSV) erfasst. An 14 Schlachttagen
wurden je Tier 20 ml EDTA Vollblut gewonnen. Anschlieend wurden je Tier 1 g Gewebe aus
dem M. semimembranosus entnommen und in RNALater Lésung konserviert. Alle Proben

wurden zunachst auf Eis und anschliel3end bei -20 °C gelagert.

Genotypisierung

Die Genotypisierung entspricht der gleichen Herangehensweise wie unter 2.2.1 beschrieben.
Sie wird im folgendem nochmals erlautert. Fir die Genotypisierung wurde zunachst die DNA
der Tiere isoliert. Die Isolierung der DNA erfolgte aus Vollblut mit dem Maxwell® 16 DNA
Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA). Die 210 Sauen wurden mit dem lllumina
PorcineSNP60 BeadChip (lllumina, San Diego, CA, USA, Ramos et al., 2009) genotypisiert.
Die Position der Marker auf dem porcinen 60K SNP-Chip wurde der neuesten
Genomeassembly Sus scrofa (SSC) 11.1 entnommen (Warr et al., 2017). Der Abgleich der
Nukleotidsequenzen von lllumina mit der FASTA Sequenz der Genomassemblierung SSC
11.1, sowie deren Filterung ist in Stratz et al. (2017) beschrieben. Die Genotypen wurden nach
signifikanter Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (p < 0,0001), Call Rate
(Entfernung von SNPs mit Call Rates < 95 %), Minor Allele Frequency (MAF; Entfernung von
SNPs mit MAF < 5 %) gefiltert. Die Filterung erfolgte mit dem Programm GenomeStudio
(lumina, San Diego, USA). Aul3erdem wurden die Geschlechtschromosomen entfernt.
Sporadische fehlende Genotypen wurden mit Beagle (Browning und Browning, 2007, 2009)
imputiert. Es verblieben 44 059 SNPs fiir die weiteren Analysen. Aufgrund des fehlenden MHS-
Genotyps auf dem SNP60BeadChip wurde anschlie3end der MHS-Status der Tiere mittels der
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP) -Methode erfasst. Hierflr wurde ein 132
basenpaarlanges DNA-Fragment aus dem Exonbereich des Ryanodinrezeptor-Gens (Ryrl)
mittels PCR amplifiziert. Die Primer-Sequenzen sind im Anhang in Tabelle A3 dargestellt.
AnschlieRend wurde das PCR-Produkt mit dem Restriktionsenzym Hin6l behandelt. Die

Darstellung der Restriktionsfragmente erfolgte durch Elektrophorese im Polyacrylamidgel.
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RNA-Isolierung

Fur die Isolierung der RNA wurden ca. 0,3 g Gewebe eingewogen und mittels FastPrep
System (MP Biomedicals, Solon, USA) homogenisiert. Die RNA-Isolierung erfolgte mit dem
RNeasy Plus Universal Kit (Quiagen, Hilden, DE). Hierbei handelte es sich um eine
Phenol/Guanidin basierte Zelllyse mit integrierter Kiesegelmembranreinigung. Die Lysate
wurden anschlieBend bei -80 °C gelagert. Im Anschluss wurde die isolierte RNA mittels
NanoDrop (NanoDrop Technologies, Wilmington, USA) und Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies, Palo Alto, USA) mit dem Agilent RNA 6000 Nano Assay (Agilent Technologies,
Palo Alto, USA) quantifiziert und qualifiziert.

Differentielle Genexpressionsmessung

Fur die differentielle Genexpressionsmessung wurden je Merkmal (IMF bzw. TSV) acht extrem
diskordante Voll- bzw. Halbgeschwisterpaare aus insgesamt 29 Vollgeschwisterfamilien und
19 Halbgeschwisterfamilien ausgewéhlt. Dies soll sicherstellen, dass differentielle
Expressionen aufgrund ihrer Unterschiede in einzelnen Genen, welche die zu betrachtenden
Merkmale beeinflussen, und nicht aufgrund des genetischen Hintergrundes gefunden werden.
Die geringe Tieranzahl ist ein Kompromiss zwischen den erforderlichen extremen
Unterschieden in der Phanotypauspragung der Geschwister, was die Anzahl an geeigneten
Geschwisterpaare begrenzt, und einer angemessenen Darstellung der biologischen Varianz
zwischen den extrem diskordanten Geschwisterpaaren (Ponsuksili et al., 2005). Die
genomweite Expressionsmessung erfolgte am Institut fir Genombiologie des Leibnitz-
Institutes fur Nutztierbiologie (FBN Dummerstorf, DE). Gemal3 dem Affymetrix Protokoll
wurden mit dem Affymetrix One Cicle Synthesis und Labelling Kit (Affymetrix, Santa Clara,
USA) pro Tier 500 ng RNA zu cDNA revers transkribiert, sowie zu cRNA transkribiert und
markiert. Die Hybridisierung der fragmentierten biotin-markierten cRNA erfolgte mit dem
Affymetrix Snowball Array (Freeman et al., 2012; Fairbairn et al., 2014). Die Normalisierung
und log,-Transformation der Rohdaten erfolgte mit dem Robust Multichip Analysis (RMA)
Algorithmus und der Affymetrix Expression Console 1.1 Software (Affymetrix, Santa Clara,
USA). Zur Erhdhung der statistischen Power wurden Transkripte mit einem Mittelwert < 2,5
und einer Standardabweichung < 0,20 vom Datensatz entfernt (Bourgon et al., 2010). Die
Annotationsinformationen stammen von den Entwicklern des Affymetrix Snowball Arrays
(Freeman et al., 2012; Fairbairn et al., 2014).
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3.2.2 Statistische Auswertung
Differentielle Genexpression und funktionelle Analyse

Die Auswertung der differentiellen Genexpression fur jedes Merkmal erfolgte in der Software
R mittels eines zweiseitigen t-Tests mit einem Signifikanzniveau von p < 0,01. Anschliel3end
wurden zwischen signifikant differentiell exprimierten Genen und den Merkmalsauspragungen
(IMF, TSV) die Pearson-Korrelationen (p < 0,05) berechnet. Die signifikant differentiell
exprimierten und merkmalskorrelierten Gene wurden flr die weiteren Analysen verwendet.
Diese Gene wurden anhand von Gen Ontologie (GO) Information mittels Blast2GO (Conesa
et al., 2005) funktionell kategorisiert und mit der Literatur abgeglichen. Eine Gen-Term-
Enrichment-Analyse wurde mit der Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery (DAVID; Huang et al., 2009) durchgefiihrt, um die relevantesten biologischen Terme
zu identifizieren. Die p-Werte wurden anhand des exakten Fisher-Tests berechnet. Dabei
wurde die Wahrscheinlichkeit berechnet, dass Gene dieser Studie im Vergleich zum gesamten
Schweinegenom in bestimmten GO Termen mehr angereicht sind, als es durch Zufall moglich
ware (p < 0,05).

Genomweite Assoziationsanalyse

Die Assoziationskartierungen folgen der Beschreibung aus Punkt 2.2.2 und sollen an dieser
Stelle nochmals erlautert werden. Die genomweite Assoziationsanalyse wurde mit der
Software GCTA (Yang et al., 2014) durchgefiihrt. Die Merkmale wurden um den MHS-Status
als Kovariate vorkorrigiert. Folgendes gemischtes lineares Modell wurde fir jeden SNP j

nacheinander angewandt:

Yi=HW+ bixi; + a;t+e, (6)

wobei y; der phanotypische Wert (IMF bzw. TSV) des Tieres i, b; der Effekt des zu testenden
SNPs j, u das Populationsmittel, x;; Anzahl an 1-Allelen am SNP j fur das Tier i (x;; = 0, 1
oder 2) und a; der zuféllig modellierte polygene Effekte des Tieres ist (a ~ N(O, Goi)). G ist die
genomische Verwandschaftsmatrix, o5 die additiv-genetische Varianz und e; das Residuum
des Tieres i. Bei der Assoziationsanalyse wurde jeweils das Chromosom, auf welchem sich
der SNP des zu schatzenden Markereffektes befindet, von der Modellierung der genomischen
Verwandtschaftsmatrix ausgeschlossen. So wird eine doppelte Modellierung des betrachteten
SNPs vermieden, was zu einem Verlust der statistischen Power fiihren kdnnte (Yang et al.
2014). Neben dem genomweiten Signifikanzniveau (Pgenomweit < 0,05) wurde ein weniger

stringentes Signifikanzniveau von promina < 5 X 10° verwendet. Zur Korrektur um das multiple
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Testen wurde die False Discovery Rate (FDR) berechnet. Hierfur wurde mit dem Programm
QVALUE (Storey, 2002; Storey und Tibshirani, 2003) fur jeden Test ein g-Wert berechnet,
welcher den Anteil an falsch positiven Tests angibt. Mit NCBI Map Viewer (Dombrowski und
Maglott, 2003) wurden Gene im cis-Bereich von 3 MB up- bzw. downstream um die signifi-
kanten SNPs kartiert.
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3.3 Ergebnisse

3.3.1 Differentielle Genexpression und funktionelle Annotation

In Tabelle 10 ist die deskriptive Statistik der merkmalsdivergenten Geschwisterpaare
(high/low) fur die Merkmale IMF und TSV dargestellt. Nach der Filterung verblieben fir das
Merkmal IMF 25 716 Transkripte, von denen 21 213 annotiert wurden. Eine differentielle
Expression (p < 0,01) zeigten 94 Transkripte, wovon 35 merkmalskorreliert (p < 0,05) waren.
Fur TSV verblieben nach der Filterung 25 191 Transkripte. 20 860 Transkripte wurden
annotiert und 119 Transkripte zeigten eine differentielle Expression (p < 0,01), wovon 114
merkmalskorreliert (p < 0,05) waren. Diese 35 (bzw. 114) Transkripte wurden fir die weiteren

Analysen genutzt.

Tabelle 10: Leistungen der 210 Piétrain Sauen bzw. der merkmalsdivergenten Geschwister-
paare (high/low) mit Mittelwert + Standardabweichung fir die Merkmale intramuskularer
Fettgehalt (IMF) und Tropfsaftverlust (TSV).

Gesamt high low
Anzahl an Tieren 210 5 5
IMF 1,17 £ 0,36 2,24 + 0,47 1,19+ 0,37
TSV 2,72 + 1,46 5,01+1,01 1,50 £ 0,57

Funktionelle Annotation

Ausgehend von den 35 bzw. 114 differentiell exprimierten und merkmalsassoziierten Genen
fur IMF bzw. TSV, wurden fir diese GO Terme erstellt. Fir IMF (bzw. TSV) wurden 1 561
(bzw. 1 978) GO Terme biologischen Prozessen, 226 (bzw. 309) zellularen Komponenten und
236 (bzw. 374) molekularen Funktionen zugeordnet. Die Gen-Term-Enrichment-Analyse
ergab 4 GO Terme fur IMF und 6 GO Terme fur TSV, in denen Gene signifikant angereichert

waren. Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 bzw. 12 dargestellt.

Tabelle 11: Ergebnisse der Gen-Term-Enrichment-Analyse mit GO Term, den GO Term
zugeordneten Genen und den p-Wert fur das Merkmal intramuskulérer Fettgehalt (IMF).

GO Term Gene p-Wert
positive regulation of protein =
serine/threonine kinase activity RALB, SNCA 9.20x 10
phospholipid binding APOM, SNCA 4,00 x 10*
long-term synaptic potentiation MAPK1, SNCA 2,30 x 10*
RALB, APOM, KLK1, LYVE1, I’
extracellular exosome MAPK1 2,20 x 10
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Tabelle 12: Ergebnisse der Gen-Term-Enrichment-Analyse mit GO Term, den GO Term
zugeordneten Genen und den p-Wert fur das Merkmal Tropfsaftverlust (TSV).

GO Term Gene p-Wert

skeletal muscle cell differentiation BTG2, MAFF, ATF3 1,60 x 10
BTG2, CXCR4, CD37, CD84, FAS,

extracellular exosome MUM1L1, BCAM, CAD, OSTF1, 2,30 x 1072
PPIA, PABpclL, SLC15A2

histone deacetylase complex MECOM, HDAC4 1,60 x 10

positive regulation of telomerase RNA 3

localization to Cajal body SHQL, NAFL 1.30x10

regulation of cell proliferation BRAF, FAS, GKN3 1,30 x 10%?

long-term synaptic potentiation BRAF, GFAP 3,70 x 103

Des Weiteren wurden alle aus Blast2GO erhaltenen GO Terme mit bereits in der Literatur

beschriebenen GO Terme fiir diese Merkmale abgeglichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 13
fur IMF und in Tabelle 14 fur TSV dargestellt. Der Abgleich mit der Literatur ergab 10 GO

Terme fur das Merkmal IMF. Fur das Merkmal TSV waren 16 GO Terme mit der Literatur

deckungsgleich.

Tabelle 13: Abgleich der GO Terme von signifikant assoziierten Genen aus der differentiellen
Genexpressionsmessung mit der Literatur fir das Merkmal intramuskularer Fettgehalt (IMF).

GO Terme aus der Literatur
Vincent et al. (2012)

Signifikant assoziierte Gene
Eigene Studie

GO0:0006119 oxidative phosphorylation SNCA

GO:0006928 Lnoor;]/ggnneenr:tof cell or subcellular BOC, ANK2

GO0:0006955 immune response MLT, NMT2, SNCA

G0:0022904 respiratory electron transport chain SNCA

G0:0030029 actin filament-based process ANK2

GO0:0034097 response to cytokine SNCA

G0:0034220 ion transmembrane transport CACNGS, AKAP7, ANK2, SNCA
GO:0042773 ﬁ;’rﬁ’s[sjyérr\:he&s coupled electron SNCA

Damon et al. (2013) Eigene Studie

GO0:0070271 protein complex biogenesis BLM, RALB, MLT, HIST1H4E, SNCA
GO0:0000166 nucleotide binding NTRK2, BLM, RALB, MAPK1, AKAP7
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Tabelle 14: Abgleich der GO Terme von signifikant differentiell exprimierten und korrelierten
Genen aus der differentiellen Genexpressionsmessung mit der Literatur fur der Merkmal
Tropfsaftverlust (TSV).

GO Term aus der Literatur
Damon et al. (2013)

Signifikant assoziierte Gene
Eigene Studie

G0:0016072
G0:0070271
GO:0005764
G0:0031410

rRNA metabolic process
protein complex biogenesis
lysosome

cytoplasmic vesicle

SHQ1

UVRAG, PSMC4, SPIRE2, TOMM20L,
FAS, BIRC2

CXCR4, GFAP

UVRAG, PSMC4, SPIREZ2, FAS,
CXCR4, DCLK2, TJIAP1

Ponsuksili et al. (2009)

Eigene Studie

G0:0006793

G0:0016567
G0:0005789

G0:0012505

G0:0031090
G0:0044429

G0:0005524

G0O:0016787

phosphorus metabolic process

protein ubiquitination

endoplasmic reticulum
membrane

endomembrane system

organelle membrane

mitochondrial part

ATP binding

hydrolase activity

NTRK2, CD84, MAP3K1, SH2D4A,
DCLK2, MRE11A, BRAF, CYR61,
PLB1, PLD2, C170rf87, FAS, ALPK3,
PDETA, TRIB1, PPIA, ATF3

KLHL34, TRIB1, PARP14, BIRC2

TMEM110

GALNT7, UVRAG, FAS, CXCR4,
DCLK2, P4HB, ACBD3, TJAP1, PLD2,
TMEM110

GALNT7, TOMM20L, SPIREZ2, FAS,
ACBD3, GFAP

TOP1MT, TOMM20L

NTRK2, MAP3K1, QARS, TTC33,
PSMC4, DCLK2, BRAF, NEB, ALPK3,
TRIB1

HDAC4, MRE11A, NEB, PLB1, PLD2,
CTRL, PSMC4, TOP1MT, SPOCKS,
DPEP2, FAS, MNDA, PDE7A, OTUD1

3.3.2 VerknlUpfung von funktionellen Annotationen und GWAS

Genomweite Assoziationsanalysen

Die Ergebnisse der genomweiten Assoziationsanalyse sind in Abbildung 3 dargestellt. Unter

dem genomweiten Signifikanzniveau konnte keine signifikante Assoziation gefunden werden.

Fur IMF wurde ein merkmalsassoziierter SNP auf SSC 14 und fur TSV ein merkmals-

assoziierter SNP auf SSC 16 unter der Annahme des nominalen Signifikanzniveaus von Prominal

< 5 x 10°® kartiert. Eine genaue Auflistung der signifikanten SNPs ist im Anhang Tabelle A4

dargestellt.
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Abbildung 3: Manhattan-Plots mit der Assoziation zwischen 44 059 SNPs und IMF bzw. TSV. Die x-Achse zeigt die Position auf dem Genom und
die y-Achse den beobachteten —log,,(p-Wert). Die obere Linie entspricht pgenomweit < 0,05 und die untere Linie promina < 5 X 107°.
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Gene Ontologie Terme fur Gene im cis-Bereich signifikanter SNPs

Gene in einem Bereich von 3 MB up- und downstream um die signifikanten SNPs (pQTL)
wurden zur Erstellung von GO Termen genutzt. Fir IMF (bzw. TSV) wurden 796 (bzw. 379)
GO Terme biologischen Prozessen, 76 (bzw. 99) zellularen Komponenten und 115 (bzw. 104)
molekularen Funktionen zugeordnet. Die erstellten GO Terme aus den genomweiten
Assoziationsanalysen wurden mit den GO Termen, welche im Literaturvergleich bestatigt
worden sind, abgeglichen. Es wurden vier Uberlappende GO Terme fir IMF und drei
Uberlappende GO Terme fur TSV identifiziert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 15 und 16

dargestellt.

Tabelle 15: Uberlappende GO Terme aus der funktionellen Annotation der signifikant
assoziierten Gene (Microarray) und der cis-Region des signifikanten SNPs (pQTL) fir IMF.

L .. . Gene in der
Slgnlflkant assoziierte Gene Identische Beschreibung cis-Region der
(Microarray) GO Terme 0OTL

BOC, ANK2 GO:000692g Movement of cell or ADRA2A
subcellular component

actin filament-based

ANK2 G0:0030029 ADRA2A
process

CACNGS, AKAP7, ANK2, SNCA GO:0034220 {?gntsrggftmembra”e ADRA2A

Eligg BLM, RALB, MAPK1, G0:0000166 nucleotide binding RBM20, SMC3

Tabelle 16: Uberlappende GO Terme aus der funktionellen Annotation der signifikant
assoziierten Gene (Microarray) und der cis-Region des signifikanten SNPs (pQTL) fir TSV.

Signifikant assoziierte Gene Identische , Gene m_der
: Beschreibung cis-Region der
(Microarray) GO Terme
pQTL
NTRK2, CD84, MAP3K1, SH2D4A,
DCLK2, MRE11A, BRAF, CYR61, GO:0006793 phosphorus PANK3, LCP2

PLB1, PLD2, C170rf87, FAS, ALPK3, metabolic process
PDET7A, TRIB1, PPIA, ATF3

GALNT7, UVRAG, FAS, CXCR4, endomembrane
DCLK2, P4HB, ACBD3, TJAP1, G0:0012505 TENM2

PLD2, TMEM110 system
NTRK2, MAP3K1, QARS, TTC33,
PSMC4, DCLK2, BRAF, NEB, GO0:0005524 ATP binding PANK3, RARS

ALPK3, TRIB1
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3.4 Diskussion

In dieser Studie wurden Transkriptspiegel von Muskelgewebe zum Zeitpunkt der Schlachtung
in Kombination mit Fleischqualitatsmerkmalen untersucht. Diese Studie sollte einen Einblick
in die beteiligten biologischen Prozesse geben, welche die Fleischqualitat beeinflussen.
Basierend auf den in Kapitel 3.3 gezeigten Ergebnissen, lieBen sich potentielle

Kandidatengene identifizieren.

Auf die Korrektur um das multiple Testens wurde verzichtet, da die biologischen Unterschiede
zwischen den beiden getesteten Gruppen (high/low) im Vergleich zum Rauschen des
Microarrays, relativ gering waren. Fir das Merkmal IMF konnte ein signifikanter SNP (p < 5 x
10®°) auf SSC 14 und fir TSV ein signifikanter SNP auf SSC 16 kartiert werden. Eine Erhéhung
der Tieranzahl wirde die Power zur Assoziationskartierung wesentlich erhéhen und es
kbnnten somit eindeutigere Signale detektiert werden. Die im weiteren Verlauf
vorgeschlagenen potentiellen Kandidatengene sollten mittels quantitativer PCR an den 210

beprobten Tieren validiert werden.

Funktionelle Annotation fir das Merkmal intramuskularer Fettgehalt

Die Enrichment-Analyse ergab 4 GO Terme fir IMF, in denen Gene signifikant angereichert
waren. Darunter waren die Serin/Threoninkinase Aktivitat, die Phospholipidbindung und die
extrazellulare Exosomen. Vincent et al. (2012) untersuchten die Neigung zur Verfettung auf
Transkriptomebene bei Schweinen. Hierbei wurden die magere Large White Rasse mit einer
korperfettbetonten Rasse, Basken-Schwein, verglichen. In der vorliegenden Studie waren 8
GO Terme in Ubereinstimmung mit der Studie von Vincent et al. (2012). Damon et al. (2013)
analysierten mittels genomweiter Expressionsmessung Gene, welche mit IMF von 30 Basken-
Schweinen assoziiert sind. Signifikant assoziierte Gene wurden in einer Large White
Population (n=20) validiert. Zwei GO Terme dieser Studie wurden auch in der vorgelegten
Arbeit for IMF gefunden, darunter waren Proteinsynthese und Nukleotidbindungen. Die
Verknipfung der GO Terme aus der Literaturrecherche mit den GO Termen, welche auf
Grundlage von Genen im cis-Bereich des signifikanten SNPs aus der GWAS gebildet wurden,
ergab eine Ubereinstimmung von 4 GO Termen. Insbesondere Gengruppen, welche dem
Energiestoffwechsel der Mitochondrien, der Immunantwort und dem Fettstoffwechsel
angehdren, scheinen Einfluss auf die Verfettung zu nehmen. Klimcakova et al. (2010) zeigten
beim Menschen, dass eine erhohte Immunantwort und ein herabgesetzter Stoffwechsel
hauptsachlich an der Entwicklung von Ubergewicht und metabolischen Erkrankung beteiligt
sind. Beim Menschen (Klimcakova et al., 2010; Le et al., 2005) oder bei Mausen (Wilson-Fritch

et al., 2004) wurde der mitochondrielle Energiestoffwechsel und der Elektronentransport mit
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Ubergewicht assoziiert. Vor allem in der Physiologie und dem Stoffwechsel von weiRem
Fettgewebe scheinen Mitochondrien eine wesentliche Rolle zu spielen (De Pauw et al., 2009;
Villarroya et al., 2009). Die oxidative Phosphorylierung der Mitochondrien ist der wesentliche
Mechanismus der ATP-Synthese. Zahlreiche Stoffwechselwege, die Energie bereitstellen,
scheinen in Muskeln mit hohen IMF runterreguliert zu sein (Hamill et al., 2012). Die
eingeschrankte Oxidation von Fettsauren in diesem Gewebe scheint die Akkumulierung von
Fettablagerungen im Muskelgewebe zu beglnstigen (Hamill et al., 2012). In Rinderrassen
wurde ebenso eine verminderte Expression von mitochondriellen Genen im Muskelgewebe
von fetteren Phanotypen (Wagyu Rind) im Vergleich zu mageren Phanotypen (Piemonteser
Rind) beobachtet (Wang, Bower et al., 2009). Bei Hunden konnte gezeigt werden, dass Gene,
welche in der Immunantwort beteiligt sind, mit der Entwicklung von Ubergewicht assoziiert sind
(Grant et al., 2011). Bei Ubergewichtigen Menschen und Nagern waren Gene, welche in
Beziehung mit der Immunantwort stehen, im Fettgewebe Uberreprasentiert (Le et al., 2005;
Klimcakova et al., 2010; Kim und Park, 2010; Henegar et al.,, 2008; Wolfs et al., 2010).
Insgesamt bestarken die Ergebnisse, dass IMF von verschiedenen metabolischen, zellularen
und molekularen Stoffwechselwegen abhéngt. Anhand von weiteren Literaturrecherchen
konnten potentielle Kandidatengene identifiziert werden. So ist das Gen APOM in der
Fetteinlagerung (Pan et al., 2010) und MAPK1 an der Adipogenese beteiligt (Wang, Wang et
al., 2009). Aus den Ergebnissen der GWAS konnte ein weiteres interessantes potentielles
Kandidatengen anhand der funktionellen Annotation abgeleitet werden. Der a.-Androgen-
Rezeptor (ADRA2) ist mit der Korperfettverteilung beim Menschen assoziiert (Oppert et al.,
1995).

Funktionelle Annotation fiir das Merkmal Tropfsaftverlust

Die Enrichment-Analyse ergab 6 GO Terme fiir TSV, in denen Gene signifikant angereichert
waren. Darunter fielen die Zellproliferation und die Differenzierung von Muskelzellen. Die
GroRe und Anzahl der Muskelfasern, sowie der Muskelfasertyp beeinflussen den
Tropfsaftverlust. Dabei ist die Muskelfasergrof3e negativ mit dem Tropfsaftverlust korreliert
(Larzul et al.,, 1997). Muskelfasern Typ Ilb sind hingegen positiv mit dem TSV korreliert
(Karlsson et al., 1999). Damon et al. (2013) annotierten Gene funktionell, welche bereits mit
dem TSV assoziiert sind. Gengruppen des RNA-Metabolismus, der Proteinbiogenese, des
Lysosoms und der zytoplasmischen Vesikel waren in Ubereinstimmung mit der vorliegenden
Studie. Ponsuksili et al. (2009) analysierten mittels funktioneller Annotation Gene fir das
Merkmal TSV bei Duroc x Piétrain Kreuzungen. In der vorliegenden Studie waren 11 GO
Terme in Ubereinstimmung mit der funktionellen Annotation aus Ponsuksili et al. (2009). Die

genannten Autoren stellten die Ubiquitinierung von Proteinen, den mitochondriellen
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Stoffwechsel und Strukturproteine des Muskels fur TSV in den Vordergrund. Bereits
Ponsuksili, Murani et al. (2008) zeigten, dass der Energiemetabolismus und die Proteolyse die
bestimmenden Faktoren fir TSV sind. Das Ubiquitin-Proteasom System ist ein proteolytisches
System, welches fir die Proteindegradation im Muskel verantwortlich ist (Voisin et al., 1996;
Sultan et al., 2001) und vor allem Muskeleigenschaften, welche verantwortlich fir die
Fleischqualitat nach der Schlachtung sind, beeinflussen (Ponsuksili et al. 2009). Die
Expressionen von Untereinheiten des Proteasoms oder Enzyme der Ubiquitinierung sind bei
Muskelatrophie erhdht (Lecker et al., 1999). Wie bereits erwahnt, sind Mitochondrien die
Kraftwerke der Zelle und liefern Energie durch die Bereitstellung von ATP Uber aerobe
Glykolyse und oxidative Phosphorylierung. Im lebenden Tier wird genlgend Sauerstoff
bereitgestellt und aerobe Prozesse finden statt. Nach der Schlachtung ist jedoch der
Sauerstoff limitiert und es wir auf anaerobe Respiration, welche die Produktion von Lactat
beinhaltet, umgestellt. Die Anreicherung von Lactat hat einen pH-Abfall sowie
Proteindegradierung zur Folge. Diese Prozesse filhren zu einem erhéhten Tropfsaftverlust
(Rosenvold und Andersen, 2003; Huff-Lonergan und Lonergan, 2005). Anhand weiterer
Literaturrecherchen konnten potentielle Kandidatengene identifiziert werden. Das Gen
UVRAG ist an der Autophagie beteiligt und wurde bei Schweinen in Verbindung mit der
Myogenese gebracht (Murani et al., 2007). PSMC4 ist eine Untereinheit des Proteasoms und
tragt wesentlich zur Degradation von Myofibrillen bei (Kitajima et al., 2014). TMEM110 steuert
den Calciuminflux in die Zelle (Jing et al., 2015). ACBD3 ist an der Glukoseaufnahme in das
Muskelgewebe beteiligt (Belman et al., 2015).
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4  Allgemeine Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden SNP-Chip Genotypen, Darmmikrobiota- und
Genexpressionsdaten zur Analyse komplexer Merkmale beim Schwein verwendet. Basierend
auf quantitativ genetischen Methoden wurden die Zusammenhange zwischen dem
Wirtsgenom, der bakteriellen Zusammensetzung im Darm und Wachstumsmerkmalen
untersucht. Zur Identifikation von Kandidatengenen fir Fleischqualitdtsmerkmale wurden
genomweite Expressionsmessungen mittels funktioneller Annotation evaluiert. Im folgenden
Abschnitt sollen weitere Methoden zur Bestimmung der Darmmikrobiota und Methoden zur
Analyse der Beziehung zwischen Tiergenetik, mikrobieller Zusammensetzung bzw.
Leistungsmerkmalen diskutiert werden. AulRerdem werden die Moglichkeiten zur
Implementierung von Mikrobiotadaten in der Tierzucht und Methoden zur Verknipfung von
GWAS, Expressionsanalysen und Netzwerkanalysen aufgezeigt. Abschlieend werden die

Schlussfolgerungen aus Punkt 2 und Punkt 3 kurz zusammengefasst.

Methoden zur Bestimmung von Darmmikrobiota

In der vorliegenden Arbeit wurde die Sequenzierung der hypervariablen Regionen V1-2 des
16S rRNA Gens zur Charakterisierung der mikrobiellen Zusammensetzung genutzt. Aufgrund
der Zusammensetzung aus hypervariablen und konservierten Regionen eignet sich das Gen
gut zur Charakterisierung der mikrobiellen Gemeinschaft. Diese Methode reduziert die Kosten
der Sequenzierung wesentlich und ist gleichzeitig eine effektive Methode Schwankungen in
mikrobiellen Populationen zu detektieren (Caporaso et al., 2011). Im Gegensatz zu den
kostenaufwendigeren Metagenomsequenzierungen kann es bei dieser Methode jedoch zu
Verzerrungen kommen (Harris et al.,, 2012). Ein weiterer Vorteil von Metagenom-
sequenzierungen ist die Identifizierung von allen Genen, welche in der mikrobiellen
Gemeinschaft vorliegen. Aul3erdem werden die Taxonomien spezifischer erfasst und Gene
konnen funktionell klassifiziert werden (Franzosa et al., 2014). Beide Ansatze geben jedoch
keine Auskunft dartiber, welche der Mikroben aktiv sind und welche Funktionen sie im Moment
der Beprobung erfiillen. Um festzustellen, welche Bakterien tatsachlich zum Zeitpunkt der
Probennahme aktiv sind, kann das Metatranskriptom, basierend auf Microarray-Technologien
oder Gesamt-Transkriptom-Shotgun-Sequenzierungen (RNA-Seq), analysiert werden. Die
Analyse des Metatranskriptoms als Ergdnzung zu 16S rRNA-Methoden oder
Metagenomanalysen eignet sich besonders gut zur Erklarung der Struktur und Funktion des

Mikrobioms (Franzosa et al., 2014).
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Analyse der Beziehungen zwischen Tiergenetik, mikrobieller Zusammensetzung im Darm
und Leistungsmerkmalen

Aufbauend auf den Ergebnissen dieser Studie wére es von Interesse, die Zusammenhénge
zwischen Tiergenetik, mikrobieller Zusammensetzung im Darm, und den Leistungsmerkmalen
detaillierter zu untersuchen. Eine Mdglichkeit diese Beziehungen zu analysieren bieten
strukturelle Gleichungssysteme. Diese Modelle wurden bereits in der Tierzucht angewandt
(Gianola und Sorensen, 2004; Lutz et al., 2017). Durch die Anwendung von strukturellen
Gleichungssystemen kdnnen direkte und indirekte genetische Effekte voneinander getrennt
und ein kausaler Zusammenhang aufgedeckt werden. Direkte genetische Effekte lassen sich
anhand der Kopplung zwischen Genen oder durch Pleiotropie erklaren. Wenn ein kausaler
Zusammenhang zwischen zwei Merkmalen besteht, dann beeinflussen voraussichtlich Gene,
welche das eine Merkmal direkt beeinflussen, indirekt auch das andere Merkmal (Valente et
al., 2010). So kdnnte der Zusammenhang zwischen der mikrobiellen Zusammensetzung im
Darm und den Leistungsmerkmalen genauer analysiert werden. In dieser Studie konnten

strukturelle Gleichungssystem aufgrund der geringen Tieranzahl nicht angewendet werden.

Implementierung von Mikrobiotadaten in der Tierzucht

Wie bereits erwahnt, kdnnten Darmmikrobiotadaten in der Tierzucht Anwendung finden. Dies
setzt eine standardisierte Phanotypisierung der Mikrobiota voraus. Das Darmmikrobiom ist
nicht statisch sondern entwickelt sich zusammen mit dem Wirt (Kim und Isaacson, 2015). Dies
erfordert die Bestimmung des optimalen Zeitpunkts der Probennahme. Studien an Ferkeln
haben gezeigt, dass das Mikrobiom im frihen Entwicklungsstadium, einen Einfluss auf die
mikrobielle Zusammensetzung, Gesundheitsmerkmale, sowie das Wachstum der Tiere nimmt
(Thompson et al., 2008; Mach et al., 2015; Ramayo-Caldas et al., 2016). Eine routinemafige
Beprobung einer groBen Anzahl an Jungtieren ware aufgrund von wirtschaftlichen und
tierschutzrechtlichen Aspekten nur im Kot mdglich. Looft et al. (2014) untersuchten die
Zusammensetzung der Bakterien entlang der verschiedenen Darmabschnitte und im Kot von
Ferkeln. Die Autoren zeigten, dass die alleinige Beprobung von Kot keine informative Quelle
fur das Okosystem im Darm ist. Die moglichen Verzerrungen durch die Probenahme im Kot,
im Gegensatz zu bestimmten Darmabschnitten, missten noch genauer untersucht werden.
Aulerdem nimmt die Geburtsumgebung einen wesentlichen Einfluss auf die mikrobielle
Zusammensetzung bei Ferkeln (Thompson et al., 2008). Derzeit findet bei Schweinen eine
standardisierte Leistungsprifung auf Station ab einen Gewicht von 30 kg bis zum Erreichen
des Schlachtgewichtes von 105 kg statt (ZDS, 2007). Sollten Ferkel beprobt werden, misste
auch die Wurfumwelt standardisiert werden, d.h. bereits die Ferkelmutter bzw. Sauen sollten

standardisiert im Rahmen der Leistungspriifung auf Station gehalten werden.
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Methoden zur Verknlpfung von GWAS, Expressionsanalysen und Netzwerkanalysen

In der vorliegenden Arbeit wurden Gene funktionell annotiert, um potentielle Kandidatengene
zu identifizieren. Auch die VerknlUpfung mit Ergebnissen von GWAS erfolgte Uber die
funktionelle Annotation. Eine weitere Methode zur Kombination von GWAS und
Expressionsmessungen ist die expression QTL (eQTL) Kartierung. Hintergrund und
Basisannahme dieser Methode ist, dass die Menge an Transkript in Zusammenhang mit einer
Mutation in einem regulatorischen Element eines Gens steht. Folglich kann der
Genexpressionsspiegel als Phanotyp eines quantitativen Merkmals angesehen werden,
welches anhand von gangigen Kopplungs- und genomweiten Assoziationsanalysen als eQTL
kartiert werden kann (Cookson et al., 2009; Schadt et al., 2003). Mehrere eQTL-Studien
wurden bereits zu Fleischqualitatsmerkmalen beim Schwein durchgefuhrt (Ponsuksili, Jonas,
et al., 2008; Ponsuksili et al., 2010; Ponsuksili et al., 2014; Heidt et al., 2013; Steibel et al.,
2011, 2014). Zur Durchfiihrung von eQTL-Studien werden jedoch Stichproben von mindestens
100 Tieren bendtigt, um Assoziationen zwischen Markern und Transkriptspiegel detektieren
zu konnen (Schliekelman, 2008). Zum besseren Verstandnis biologischer Zusammenhange
sollten nicht einzelne Gene sondern umfassendere Ansatze gewahlt werden, da jedes Gen
mit ca. 4 bis 8 anderen Genen interagiert (Arnone und Davidson, 1997) und an ungeféhr 10
biologischen Funktionen beteiligt ist (Miklos und Rubin, 1996). Netzwerkanalysen erfassen die
Beziehungen zwischen allen gemessenen Transkripten. Ponsuksili et al. (2015) kombinierten
eQTL-Kartierungen mit Weighted Correlation Network Analysen (WGCNA) zur Identifizierung
von molekularen Netzwerken und deren Regulatoren fir Fleischqualitatsmerkmale beim
Schwein. Die Integration von eQTL in die Netzwerkanalysen ermdglicht somit eine

Interpretation der differentiell regulierten Gene aus systemischer Sicht.

Schlussfolgerungen

Unter Punkt 2 ,Genetische und mikrobielle Analysen komplexer Merkmale“ wurde gezeigt,
dass Teile der Darmmikroben erblich sind und auch als quantitatives Merkmal betrachtet
werden konnen. Gleichzeitig kbnnen sie als erklarende Variable fur Wachstumsmerkmale, wie
tagliche Zunahme, Futterverwertung und Futterverzehr, genutzt werden. Das Darmmikrobiom
ist jedoch keine Konstante und unterliegt vielen Umwelteinflissen, was die Verwendung zu
zuchterischen Zwecken erschwert. Unter Punkt 3 , Strukturelle und funktionelle genomische
Analysen flr Fleischqualitdtsmerkmale® wurden fur das Merkmal intramuskulérer Fettgehalt
Gengruppen identifiziert, welche dem Energiestoffwechsel der Mitochondrien, der
Immunantwort und dem Fettstoffwechsel angehdren. Gengruppen, welche der Ubiquitinierung
von Proteinen, dem mitochondrialem Stoffwechsel und den Strukturproteinen des Muskels

angehdren, wurden assoziiert mit Tropfsaftverlust. Ein besseres Verstandnis tiber die Variation
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von komplexen Merkmalen kann zu einem besseren Verstandnis der Biologie dieser Merkmale
beitragen. Fur diese Zwecke wurden in dieser Arbeit genomische und mikrobielle Daten, sowie
Genexpressionen als erklarende Variablen genutzt. Idealerweise werden alle drei
Variablenklassen in einem holistischen Modell gemeinsam analysiert. Dies war in der

vorliegenden Arbeit aufgrund der Datenstruktur nicht méglich.
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Abbildung A2: Links dargestellt die marginalen Substitutionseffekte aus BayesC von 44 059 SNPs fiir die einzelnen bakteriellen Genera. Die
x-Achse zeigt die Position auf dem Genom und die y-Achse den absoluten Substitutionseffekt. Rechts dargestellt die Window Paosterior Probability

of Assaociation (WPPA) fur Fenster der Breite 2 cM.
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Catenibacterium
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Lactobacillus
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Uncultured Succinivibrionaceae
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Uncultured Spirochaetales
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Farbskala
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Abbildung A3: Genomische Verwandtschaftsmatrix G. Ein dunkleres rot zeigt eine héhere
Ahnlichkeit zwischen den Tieren.
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Farbskala

Wert

Abbildung A4: Mikrobielle Verwandtschaftsmatrix M. Ein dunkleres rot zeigt eine hohere
Ahnlichkeit zwischen den Tieren.
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Tabellen

Anhang

Tabelle Al: Deskriptive Statistik der erfassten Merkmale mit Abkirzung (Abk.), Tieranzahl (N),

Mittelwert (), Standardabweichung (SD), Minimum (Min), und Maximum (Max).

Merkmal Abk. N V] SD Min Max
Tagliche Zunahme TZ 207 759,8 79,7 445,0 984.,0
Futterverwertung FuUv 192 2,4 0,2 1,9 3,5
Futterverzehr Fvz 192 177,8 14,6 136,0 257,3

Tabelle A2: Heritabilitaten (h?) mit p-Werten und FDR fiir die relativen Haufigkeiten aller
analysierten bakteriellen Genera. Signifikante Heritabilitaten sind fett gedruckt.

Genus h? SE p-Wert FDR
Blautia 0,33 0,14 <0,01 0,01
Uncultured Spirochaetales 0,52 0,17 <0,01 0,01
Uncultured Succinivibrionaceae 0,57 0,16 <0,01 0,01
Alloprevotella 0,34 0,16 0,01 0,07
Catenibacterium 0,39 0,16 0,01 0,07
Uncultured Spirochaetes 0,32 0,14 0,01 0,07
Uncultured Veillonellaceae 0,33 0,15 0,01 0,07
Uncultured Proteobacteria 0,29 0,15 0,01 0,07
Lactobacillus 0,34 0,16 0,02 0,12
Uncultured Firmicutes 0,28 0,15 0,02 0,12
Uncultured Bacteroidia 0,20 0,13 0,05 0,27
Ruminococcus 0,19 0,13 0,08 0,39
Parabacteroides 0,17 0,13 0,12 0,53
Uncultured Bacteroidetes 1 0,20 0,14 0,13 0,53
Uncultured Ruminococcaceae 0,16 0,13 0,15 0,57
Faecalibacterium 0,16 0,14 0,20 0,70
Clostridium sensu stricto 0,10 0,11 0,26 0,74
Megasphaera 0,13 0,13 0,27 0,74
Oscillibacter 0,16 0,15 0,27 0,74
Uncultured Erysipelotrichales 0,13 0,13 0,27 0,74
Campylobacter 0,15 0,14 0,29 0,75
Uncultured Spirochaetaceae 0,10 0,12 0,35 0,86
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Fortsetzung Tabelle A2. : Heritabilitaten (h?) mit p-Werten und FDR fur die relativen

Haufigkeiten aller analysierten bakteriellen Genera.

Genus h? SE p-Wert FDR
Treponema 0,12 0,14 0,37 0,86
Others 0,12 0,14 0,41 0,91
Uncultured Lachnospiraceae 0,09 0,12 0,43 0,92
Succinivibrio 0,11 0,15 0,52 1,00
Uncultured Bacteroidaceae 0,04 0,10 0,58 1,00
Uncultured Clostridiales incertae sedis XllI 0,07 0,13 0,61 1,00
Uncultured Peptococcaceae Ii 0,05 0,12 0,65 1,00
Roseburia 0,06 0,13 0,66 1,00
Erysipelotrichaceae incertae sedis 0,05 0,12 0,69 1,00
Anaerovibrio 0,03 0,11 0,73 1,00
Corynebacterium 0,02 0,11 0,83 1,00
Prevotella 0,02 0,11 0,84 1,00
Mitsuokella 0,02 0,13 0,86 1,00
Anaerovorax - 0,10 0,98 1,00
Clostridium XI - - - -

Fibrobacter

Streptococcus

Turicibacter

Uncultured Bacteroidales
Uncultured Clostridia

Uncultured Clostridiales
Uncultured Gammaproteobacteria
Uncultured Lactobacillaceae
Uncultured Peptostreptococcaceae
Uncultured Porphyromonadaceae
Uncultured Prevotellaceae

Uncultured Rikenellaceae

Uncultured Saccharibacteria genera incertae

sedis

Uncultured Tenericutes
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Tabelle A3: Primersequenzen fur RFLP-Genotypisierung des MHS-Status.

Bezeichnung Sequenz
Forward CTGGTGACATAGTTGATGAGGTTTG
Reverse GTGCTGGATGTCCTGTGTTCCCT

Tabelle A4: Signifikante SNPs (p < 5 x 10°) der GWAS mit p-Werten und chromosomaler
Position (SSC) fur die Merkmale intramuskularer Fettgehalt (IMF) und Tropfsaftverlust (TSV).

Merkmal SNP SSC Position (MB) p-Wert FDR
IMF MARC0010450 14 130,66 1,01 x 10° 0,37
TSV MARC0051044 16 60,74 3,63 x10° 0,84
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