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1 Einleitung

1.1 Problemstellung/Wissensstand

Fruchtbarkeit ist eines der wichtigsten 6konomischen Merkmale in der Schweineproduktion.
Reproduktive Leistungen werden in der Regel im hohen Mafle von der Umwelt beeinflusst,
aber auch von der genetischen Veranlagung der Sau, des Ebers und der Nachkommen
kontrolliert. Die Einfithrung der kiinstlichen Besamung (KB) in der Schweineproduktion
erlaubt eine bessere Selektion der Eber auf Produktionsmerkmale. Gleichzeitig betont es
jedoch die Bedeutung der individuellen Reproduktionsleistung der Eber und erfordert eine
konsequente Bewertung des Fruchtbarkeitspotentials einer Samenprobe.

Malmgren und Larsson (1984) schlugen vor, dass die Beurteilung der Samenqualitét als ein
Indikator zur Bestimmung der Fruchtbarkeit von Ebern verwendet werden konnte.
Spermakonzentration, Motilitdit und die normale Spermienrate werden gewdhnlich als
Kriterien fiir die Beurteilung der Samenqualitdt verwendet (Colenbrander et al. 1993). Jedoch
sind eine Vielzahl von Labortests, welche zelluldire Merkmale von Sperma untersuchen, noch
immer nicht in der Lage, die Fruchtbarkeit von Spermaproben bestindig vorauszusagen
(Braundmeier und Miller 2001).

Linville et al. (2001) schlugen vor mittels einer Kandidatengenanalyse einzelne Gene zu
identifizieren, die Merkmale mit 6konomischer Bedeutung beeinflussen.

Spermatogenese ist ein komplexer Prozess, der von einer Vielzahl von Genen gesteuert wird.
Hormone und ihre Rezeptoren werden als geeignete Kandidatengene fiir reproduktive
Merkmale diskutiert (Vincent et al. 1998a). In dieser Untersuchung wurden die
Kandidatengene Gonadotropin-Releasing Hormonrezeptor (GnRHR), Follikel-stimulierendes
Hormon Beta (F'SHB), Luteinisierendes Hormon Beta (LHB), Follistatin (FS7), Inhibin Alfa
(INHA), Inhibin Beta A (INHBA) und Inhibin Beta B (INHBB), Relaxin (RLN), Prolaktin
(PRL) und Prolaktin Rezeptor (PRLR), Androgen Rezeptor (4R), Retinolbinde-Protein 4
(RBP4), Acrosin (ACR), Actin Gamma (ACTG), Actinin Alfa 1 (ACTNI) and Actinnin Alfa 4
(ACTN4) als direkte funktionale Kandidatengene fiir die Assoziation mit Merkmalen der
Spermagqualitit und der Fruchtbarkeit von Ebern untersucht.

Das Ziel dieser Untersuchung ist es, den Effekt von diesen direkten, funktionellen
Kandidatengenen auf die Merkmale Spermakonzentration (SCON), Spermienbeweglichkeit
(MOT), Samenvolumen je Ejakulat (VOL), Plasmatropfchenrate (PDR) und abnormale
Spermienrate (ASR) zu quantifizieren. Zusétzlich wurden diese Gene ebenfalls auf eine
Assoziation mit Fruchtbarkeitsmerkmalen der Eber wie z.B. Non-Return-Rate (NRR) und
Anzahl lebend geborener Ferkel (NBA) getestet, welche die Erfolgsrate der kiinstlichen

Besamung widerspiegeln.



1.1.1 Reproduktive Physiologie des Ebers

Die Spermatogenese bei Ebern startet in den meisten Schweinerassen in einem Alter von 4 bis
6 Monaten. Sie konnte aber in einigen friih reifenden Rassen, wie der chinesischen Rasse der
Meishan, vor einem Alter von 100 Tagen beginnen (Borg et al. 1993). Spermaqualitét und -
quantitdt steigen dann mit zunehmender Hodenentwicklung, Testosteronproduktion und
Libido bis zur sexuellen Reife von 6 bis 8 Monaten stetig an. AnschlieBend werden im
geringem Mallen Verbesserungen erreicht bis die Eber ihre endgiiltige Korpergroe erreicht
haben (Hafez und Hafez 2000). Ein paralleler Anstieg der ménnlichen akkzessorischen
Driisen (Samenblase, Prostata und Bulbo-Urethal Driisen), welche 95% des Seminalplasmas
produzieren, steigert das Volumen des Ejakulates. Die sexuelle Aktivitit wird durch
gonadotrope Hormone kontrolliert. Follikel-stimulierende Hormone (FSH) stimulieren die
Steroid-Hormon- (Testosteron, aber auch andere Steroide wie Androstenon) Synthese und
Sekretion durch die testinalen Leydig-Zellen. Die Aktivitdt von LH ist abhdngig von der FSH
Induktion der LH Rezeptoren der Leydig-Zellen (Knox 2003). Das Eberejakulat ist durch sein
grofles Volumen (etwa 300 ml im Durchschnitt) und die groe Anzahl an Spermien (80 bis
120 Billionen, bei einmaliger Sammlung pro Woche) gekennzeichnet. Charakteristisch sind
die Spermareserven und die starke Spermaproduktion von 10 bis 20 Billionen Spermatozoa
pro Tag (Hafez und Hafez 2000). Die Anzahl an Spermien pro Ejakulat sinkt jedoch stindig
wenn der Eber mehr als einmal pro Woche abgesamt wird. 50 ml Sperma und 3 Billionen
Spermien werden iiblicherweise als minimale Anforderungen fiir die kiinstliche Besamung
betrachtet. Gefrorenes Ebersperma kann erfolgreich eingesetzt werden, aber es fiihrt zu sehr
viel geringeren Konzeptionsraten und einer geringeren Wurfgrofe als beim Einsatz von
frischem Sperma (Thurston et al. 2002). Folglich ist der kommerzielle Gebrauch von
tiefgefrorenem Sperma normalerweise sehr begrenzt. Dieser Nachteil limitiert die
Anwendung der kiinstlichen Besamung und damit die Kapazitit fiir die Weitergabe von

favorisierten Genen in Zuchtprogrammen.



1.1.2 Molekulargenetischer Ansatz zur Verbesserung der Eberreproduktion

Molekulare Techniken erlauben die Detektion von Variationen oder Polymorphismen, welche
zwischen Individuen in einer Population fiir spezifische Regionen der DNA existieren. Diese
Polymorphismen kdnnen verwendet werden, um genetische Karten zu erstellen. Dariiber
hinaus  konnen  Unterschiede zwischen Markern in  der  Expression der
Reproduktionsmerkmale festgestellt werden, welche einen direkten Effekt auf Differenzen in
Zeiten der genetischen Determination der Merkmale induzieren. Mit grof3er
Wahrscheinlichkeit kann jedoch das AusmaBl der Kopplung von QTL und Marker

nachgewiesen werden (Montaldo und Meza-Herrera, 1998).

Der Kandidatengenansatz wurde bei Merkmalen der Eberreproduktion erstmals von Hardge et
al. (1995) aufgefiihrt. Es wurde gezeigt, dass das Hitzeschock Protein 70.2 Gen (HSP70.2)
(Huang et al. 2001), das Steroid 21-Hydroxylase Gen (CYP2) (Kmiec et al. 2002), das
Ryanodin Rezeptor 1 Gen (RYR!) (Urban and Kuciel 2001), das Retinoic-Bindeprotein 4, der
Prolactin Rezeptor (PRLR) und das Osteopontin (OPN) (Steinheuer et al. 2002, 2003) Gen
signifikant mit Merkmalen der Spermaqualitit oder der reproduktiven Entwicklung von
verschiedenen Eberrassen assoziiert sind (Table 1.1). Fiir die Entscheidung, einen
vorhandenen genetischen Marker zur Selektion (MAS) zu berlicksichtigen, miissen
Informationen iiber die additiven und dominanten Effekte jedes Markers in der Population

gesammelt werden.

Der einzige aufgefiihrte QTL fiir ménnliche Sexualentwicklung wurde aus Wigungen der
Gentitaltrakte nach Kastration oder Schlachtung in Meishan x Large White Kreuzungen
(Bidanel et al. 2001, Rohrer et al. 2001) und in Meishan x Duroc (Sato et al. 2003) gefunden.
Diese signifikanten Assoziationen wurden auf 7 verschiedenen Chromosomen identifiziert
(Tabelle 1.2).



Tab. 1.1: Ubersicht der Kandidatengene, die mit Merkmalen der Spermaqualitit
und der Eberfruchtbarkeit assoziiert sind
Autor Eberpopulation Locus  Signifikanter Effekt auf Spermaqualitét
Breed! n oder Eberfruchtbarkeit®
Huang et al. 2001 DULR 55 HSP70.2 MOT (P <0.05); VOL(P <0.05)
Y TSN (P <0.05)
Huang et al. 2002 DU 37 EGF VOL (P<0.01); NSR (P <0.01);
PPD (P <0.01)
PTGS2 VOL (P<0.01); NSR (P <0.01);
PPD (P <0.05); SCON (P <0.05)
PRLR  VOL (P<0.01); MOT (P <0.05);
NSR (P <0.01); PPD (P <0.01)
Kmiec et al. 2002 MIX? 88 CYP2 NSR(P<0.01); NLS (P<0.01);
NSID (P <0.01)
Urban and Kuciel 2001 LW 59 RYRI VOL (P <0.05); MOT (P <0.01);
LR ASR (P <0.01); NID (P<0.01)
Steinheuer et al. 2002 DLR ng' OPN NBA (allele 148):
-1.496+0.489 (P <0.01)
PRLR  NBA: a=-0.289+0.529 (P > 0.05)
=-1.399+0.672 (P < 0.05)
Steinheuer et al. 2003 DLR 51 RBP4 NBA: a=-0.472+0.112 (P < 0.001)

d=0.577+0.141 (P < 0.001)

"Lw: Large White, DU: Duroc, Y: Yokshire, LR: Landrasse, DLR: Deutsche Landrasse

2VOL: Spermavolumen (cm®), SCON: Spermakonzentration (mln/cm3), NSR: Normozoo-

spermien (%), NLS: Lebende Spermien im Ejakulat (bln), NSID: Spermien je Spermaportion
(bln), NID: Anzahl Spermienportionen, MOT: Spermienmotilitit (%), PPD: Prozent der
Spermien mit proximalen Plasmatropfchen, TSN: Totale Spermienanzahl pro Ejakulat

SMIX: Polnische Landrasse, Polnische Large White, Pietrain; Duroc x Pietrain, Hampshire x

Pietrain, Duroc x Hampshire, Polnische Synthetische Linie 990, PIC: Pig Improvement

Company
*Nicht angegeben



Tab. 1.2: Ubersicht iiber QTL fiir Merkmale der Eberreproduktion, die in

Kreuzungsrassen identifiziert wurden

Autor Population' SSC* Position Genomweite Merkmal® Varianz
BCF;/F» Signifikanz
Bidanel et al.2001 ~ MxLW 1 - <0.05 SVWT 4-5%
Rohrer et al. 2001 ~ MxWC 3 49 4.8x107 FSH -
Bidanel et al. 2001 MxLW 3 39 <0.001 SVWT 4-5%
Sato et al. 2003 MxDu 3 33 <0.001 TEWT -
Bidanel et al. 2001 MxLW 4 75 <0.05 SVWT 4-5%
Bidanel et al. 2001 MXxLW 7 86 <0.05 LBUG -
Bidanel et al. 2001 MxLW 7 66 <0.05 TEWT 3-7%
Bidanel et al. 2001 MXxLW 7 143 <0.05 EPWT -
Rohrer etal. 2001 ~ MxWC 8 16 2.9x10"" FSH -
Bidanel et al. 2001 MxLW 10 140 <0.05 TEWT 3-7%
Bidanel et al. 2001 MxLW 10 137 <0.05 EPTW -
Rohrer et al. 2001 MxWC 10 101 3.0x107 FSH -
Bidanel et al. 2001 MxLW 13 - <0.01 TEWT 3-7%
Rohrer et al. 2001 MxWC 18 - - FSH -
Bidanel et al. 2001 MxLW X 88 <0.001 SVWT 22%
Bidanel et al. 2001 MXxLW X 89 <0.001 TEWT -
Rohrer etal. 2001 ~ MxWC X 80 2.5x10"°  FSH -
Rohrer etal. 2001  MxWC X 80 2.5<10°  TESZ  20%
Ford et al. 2001 MxWC X - <0.01 TEWT -
Ford et al. 2001 MxWC X - <0.01 ENPR -

'M: Meishan, WC: White Composite (gleiche Beitriige von Chester White, Landrace, Large
White und Yorkshire), LW: Large White, Du: Duroc

*SSC: Sus scrofa Chromosom

SENPR: Endokrine Profile, TESZ: HodengroBe, FSH: Follikel-stimulierendes Hormon,
BUGL: Liange der Bulbourethraldriisen (mm), EPWT: Epididymis Gewicht (g), SVWT:
Samenblasengewicht (g), TEWT: Hodengewicht (g)



Die signifikantesten Ergebnisse wurden auf Chromosom X nahe des Androgen-Rezeptor
Gens festgestellt. Der gefundene QTL hatte positive Meishan Allele und erklérte 20 und 22 %
der Varianz des Hoden- und Samenblasengewichtes. Dieses Ergebnis wurde ebenfalls von
Ford et al. (2001) bestdtigt. Drei andere QTL auf Chromosom 1 und 4 beeinflussen das
Gewicht der Samenblase. Jeder QTL erklarte 4-5 % der Merkmalsvarianz. Die Effekte der
Meishanallele waren auf Chromosom 3 positiv, auf Chromsom 4 negativ und familien-
abhingig auf Chromsom 1. Gleichermaflen erkldrten drei auf Chromosom 7, 10 und 13
lokalisierte QTL 3-7 % der phénotypischen Varianz des Hodengewichtes mit positiven
Effekten der Meishanallele auf Chromosom 13, aber negativen Effekten in den beiden
anderen Féllen. Signifikante dominante Effekte wurden nur auf Chromosom 13

nachgewiesen.

1.1.3 Kandidatengenanalyse

Kandidatengene sind Genorte, die mit einer hohen Wahrscheinlichkeit interessante Merkmale
beeinflussen. Mit anderen Worten, diese Gene sind eine niitzliche Quelle fiir
Assoziationsanalysen. Um die Hypothese zu belegen, dass ein definiertes Gen ein bestimmtes
Merkmal beeinflussen konnte, werden Analysen durchgefiihrt, bei denen die untersuchte
Variationen der Allele eines Kandidatengenortes als unabhidngige Variable verwendet
wurden. Damit wurde ermdglicht, den Effekt eines Kandidatengens auf einen speziellen
Phinotypen statistisch zu belegen (Wimmers et al. 2002a). Kandidatengene konnen basierend
auf das Wissen von Physiologie und Biochemie eines Merkmals identifiziert werden (direkter
Kandidatengenansatz). Der am haufigsten angewendete Ansatz ist die Identifizierung von
Genen durch positionelles Klonieren, bei dem die Vererbung eines Merkmals mit einer
groBen Anzahl an Markergenen verglichen wird. Dadurch wird die Region lokalisiert, in der
das fiir ein Merkmal verantwortliche Gen liegt. Dieser Ansatz wurde erfolgreich von
Andersson et al. (1994) angewandt, um QTL fiir Riickenspeck und abdominales Fett auf
Chromosom 4 zu finden. Aktuell veroffentlichte Resultate aus einem QTL Scan wurden von
Milan et al. (2000) konsequent genutzt, um das RN Gen zu identifizieren. Andere in jiingster
Vergangenheit publizierte Ansdtze, basieren auf der Analyse von Unterschieden der
Expressionsprofile von speziellen Gewebezellen und/oder Individuen mit bestimmten
Phanotypen. Es handelt sich hierbei um funktionelle Kandidatengene, deren Expression
zeitlich und rdumlich begrenzt ist. Die Identifikation von exprimierten Sequenzabschnitten,
ESTs, wird potentielle Kandidaten liefern, die fiir interessante Merkmale innerhalb der QTL
Regionen von Bedeutung sind und die komparative Kartierung erleichtern. Der positionelle

Kandidatenansatz kombiniert Informationen der Kopplungsanalyse fiir ein spezielles



Merkmal und die Kartierungsinformation eines direkten oder indirekten Kandidatengens

innerhalb der homologen oder heterologen Spezies (komparative Kartierung) miteinander.

Genmutationen beeinflussen die Genexpression (Geldermann 1996) oder die Enzymaktivitit
(Milan et al. 2000). Folglich fiihren solche Genmutationen zu Verdnderungen der Struktur
und/oder Expressionslevel des Proteins. Das Prinzip molekulargenetischer Marker basiert auf
Klonierung/Sequenzierung (Mikrosatelliten (Tautz 1993), Single-Nukleotid-Polymorphismen
(SNPs) (Brookes, 1999), Sequenzdefinierte Loci (STS) (Olson et al. 1989) und exprimierte
Sequenzabschnitte (EST) (Adams et al. 1991)) sowie DNA-Fingerprint Techniken (Random
amplified polymorphic DNA (RAPD) oder AFLP basiert (Williams et al. 1990)).
Insbesondere Mikrosatellitenmarker wurden ein wichtiges Instrument fiir die Kartierung von
Chromosomen und Analyse von Kopplungsbeziehungen. Sie sind somit grundlegend fiir die
Untersuchung der molekularen Evolution und der Populationsgenetik (Brinkmann et al.
1998).

In dieser Untersuchung wurden 18 direkte funktionelle Kandidatengene aufgrund ihrer
biologischen und/oder physiologischen Funktion in der ménnlichen Reproduktion ausgewahlt
(Tabelle 1.3).



Tab. 1.3: Biologische  Beziehung und/oder physiologische Funktion der
Kandidatengene in der méinnlichen Reproduktion

Gene Biologische Beziehung/physiologische Funktion |Autor

GnRHR Idiopathic Hypogonadotropic Hypogonadism Layman et al. 1997
Spermatogenese Zanella et al. 1999

FSHB . . . .
Testikularmorphologie und Funktion Lietal. 1998

LHB Testikularmorphologie ; Spermaparameter Wu et al. 1999

RLN mit Spermamotilitit im Schwein korreliert Sasaki et al. 2001

PRL Effekt der spermatogenen Zellen (Ratte) Hondo et al. 1995
Akzessorische Sexualdriisen (Schwein) Rothschild et al. 1997

PRLR mRNA Expression wihrend Spermatogenese Hondo et al. 1995
Coexprimiert mit INHBA Muttukrishna et al. 2001

FST Modulation der Activin Aktion Mather et al. 1993
Storungen der Spermatogenese Kaipia et al. 1992

INELA Scrotale Ausdehnung; FSH Konzentration McKeown et al. 1997
LH Puls Amplitude; Marker Spermatogenese Matorras et al. 1998
Absinkende Expression wéhrend der o

INHBA i . Kaipia et al. 1992
Entwicklung der Sertoli Zellen
Starke Expression in Spermatogonia, .

INHBB . . Marchetti et al. 2003
runde Spermatiden, Sertoli Zellen

AR Idiopathische Unfruchtbarkeit Hiort et al. 2000

(CR Spermafertilisierungskapazitit Cechova et al. 1984
Expression hat Effekt auf Spermatogenese O'Brien et al. 1996

RBP4 Transporter und Puffer von Vitamin A (Eber) Syntin et al. 1996

OPN Spermienmotilitit (Ratte) Siiteri et al. 1995
Fertilitdts-assoziiertes Protein (Bulle) Cancel et al. 1999

(CTB Verteilte acrosomal/postacrosomale Regionen  |Casale et al., 1988

Castellani-Ceresa et al. 1993

(TG Exprimierte Spermatogenese (Maus) Waters et al. 1985
Verteilte acrosomal/postacrosomale Regionen  |Casale et al. 1988

ACTNI Spermienfunktion Yagi und Paranko 1995

ACTN4 Bauweise der Stereozilien Hofer und Drenckhahn 1996




1.2 Zielsetzung

Das Projekt zielt auf die nachhaltige, ziichterische Verbesserung der Fruchtbarkeit beim
Schwein.

Fruchtbarkeit ist gleichermaflen eine substantielle Eigenschaft zur Spezieserhaltung, ein
O6konomisch wichtiges Produktionsmerkmal als auch ein funktionelles Merkmal, das die
Fitness und das Wohlbefinden eines Tieres charakterisiert. Reproduktion steht unter
genetischer Kontrolle, die Komponenten der maternalen, paternalen und individuellen
Genoms umfasst. Die komplexen Vorginge der Reproduktion werden auch von der Umwelt
und dem Betriebs-/Haltungsmanagement beeinflusst; daraus resultiert eine vergleichsweise
geringe Heritabilitdt von Reproduktionsmerkmalen. Nachhaltige ziichterische Fortschritte in
der Verbesserung der Fruchtbarkeit sind daher kaum zu verzeichnen. Eine effektive Ziichtung
auf Fruchtbarkeit ist erst moglich ist, wenn die genetischen Komponenten dieses
Merkmalskomplexes erkannt und ihre Funktionen und Interaktionen verstanden sind. Hierbei

sind folgende grundlegende genetische und physiologische Eigenschaften zu beachten:

(1) Komplexitit der Reproduktionsprozesse, die impliziert, dass eine groe Anzahl an
Genen an der Auspragung von Fruchtbarkeitsmerkmalen beteiligt sind; die Beitridge

der einzelnen Gene zum Phénotyp sind also klein

(2) Grofle Bedeutung von Heterosis fiir Fruchtbarkeitsmerkmale

(3) Innerhalb der hormonellen Regelkreise besteht vielfach ein negatives Feedback, d.h.,
dass von der Erhohung einzelner Komponenten des Regelkreises keine positive
Wirkung zu erwarten ist, vielmehr das Zusammenspiel der Komponenten optimiert

werden muss

(4) Genetische Kontrolle der Fruchtbarkeit wird durch paternale, maternale und

individuelle Komponenten beeinflusst

Zum tiefergehendem Verstidndnis dieser Vorgédnge leistet das Projekt einen Beitrag, indem es
explizit Kandidatengene hinsichtlich ihrer Bedeutung fiir den véterlichen Beitrag zur
Fruchtbarkeit untersucht.
Die paternale Komponente der Fruchtbarkeit innerhalb der Spezies Schwein hat bisher wenig
Berticksichtigung gefunden. Sie gewinnt aber mit zunehmender Verbreitung der kiinstlichen
Besamung an Bedeutung.

Ein Besamungseber trigt im starken Ausmal} zum Genpool der néchsten Generation bei. Das
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erlaubt die Erhohung der Selektionsintensitit auf der véterlichen Seite. Diese hohe
Selektionsintensitidt sollte nicht durch individuelle Schwéchen in Merkmalen der
Spermaqualitdit und Befruchtungsfahigkeit eingeschrinkt werden. Zugleich gilt es
sicherzustellen, dass der genetische Beitrag des Vatertiers zur nidchsten Generation in
moglichst allen Merkmalskomplexen — auch der Fruchtbarkeit — ein positiver ist.

Das Projekt beleuchtet die paternalen genetischen Einfliisse auf die Reproduktion beim
Schwein, wobei der Effekt einer Reihe von direkten biologischen Kandidatengenen auf

Merkmale der Spermaqualitdt und Fruchtbarkeit in der Schweineproduktion bestimmt wird.
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Tiermaterial

In unser Untersuchung wurden reinrassiger Pietraineber (PI) (n=244) und die Kreuzungseber
Pietrain x Hampshire (PIxHA) (n=112) aus einer Besamungsstation verwendet. Diese Eber
wurden zwischen 1990 und 1999 geboren und in kommerziellen Herden hauptsichlich in

Nord-West Deutschland eingesetzt.
2.1.2 Phénotypen

Die Spermaqualitit wurde mit Hilfe der Merkmale Spermienkonzentration (SCON
[x10*/ml]), Spermavolumen je Ejakulat (VOL [ml]), Spermienmotilitit (MOT [%]),
Plasmatropfchenrate (PDR [%]) und abnormale Spermienrate (ASR [%]) beurteilt. Jedes
Ejakulat wurde lichtmikroskopisch entsprechend der Richtlinien der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) untersucht. Von jedem Eber standen wiederholte
Messwerte fiir die Merkmale der Spermienqualitét zur Verfligung.

Die am Paarungspartner gemessenen Fruchtbarkeitsdaten Non Return Rate [NRR] und
Anzahl der lebend geborenen Ferkel [NBA] wurden von jedem Eber als Abweichung von
dem Populationsmittel unter Beriicksichtigung der Einflussfaktoren einschlieBlich Rasse,
Wurfaummer der Sau, Betriebs- und Saisoneffekte erfasst. Diese Daten wurden hauptsédchlich

in kommerziellen Ferkelproduktionsbetrieben in Nord-West Deutschland gesammelt.
2.2 Methoden
2.2.1 DNA Isolierung aus Sperma

Zur DNA Isolierung aus Sperma wurde die Standardmethode verwendet. Die DNA wird
dabei zunéchst aus Zellen freigesetzt und in Losung gebracht. Durch Zugabe von Chloroform
bzw. Phenol-Chloroform entsteht eine Phasentrennung, so dass die Uberfiihrung des
wissrigen Uberstandes, welcher die DNA enthilt, in ein neues GefdB ermoglicht wird. Nach
der Ausfillung der DNA kann sie schlieBlich in einen Tris-EDTA-Puffer (TE) geldst werden.
Bei der Verwendung von Sperma treten zwischen den Tieren Unterschiede beziiglich der
Spermiendichte auf. Daher werden alle Proben zundchst bei 5000cfg/min fiir 5 Minuten

zentrifugiert. Der fliissige Uberstand wird soweit abgegossen, bis er zum Pellet am Boden in
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einem Verhiltnis von 1:1 vorliegt. Durch diesen Schritt wird die Spermiendichte in den
verschiedenen Spermaproben einander angeglichen. AnschlieBend resuspendiert man das
Pellet am Boden. Von dieser Probe werden 300 pl mit einem speziellen Puffer gemischt und
anschlieBend 5 Minuten bei 5000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen. Dieser
Waschvorgang wird zweimal wiederholt. AnschlieBend wird das nach der Zentrifugation und
dem Dekantieren des Uberstandes im Reaktionsgefi zuriickbleibende Pellet zur Lyse und
Zerstorung der Proteine mit einem Lysispuffer und mit 1,4-Dithiothreitol (DTT) versetzt.
Nach griindlichem Mischen gibt man Natriumperchlorat hinzu und inkubiert das Gemisch
tiber Nacht bei 37°C. Nach der Lyse pipettiert man eisgekiihltes Chloroform zur Extraktion
der Nukleinsdure zu der Losungen und mischt sie griindlich. Durch die Zugabe einer Silicat-
Losung wird die Interphase sichtbar, so dass die Uberfiihrung der oberen wissrigen Phase, die
die DNA enthilt, in ein neues Reaktionsgefal moglich ist. Diese DNA-haltige Losung wird
mit eisgekiihltem Ethanol (100%) versetzt. Die kurze Ausfillung in der Gegenwart von einer
hohen Salzkonzentration reduziert die RNA-Menge in der Losung. Durch Zentrifugation fiir
10 Minuten bei 15000 cfg/min wird die DNA gewonnen. Der Uberstand wird verworfen, das
Pellet zweimal in 70% Ethanol gewaschen. Es ist wichtig, das Pellet griindlich zu waschen,
um verbleibendes Salz und Chlorform zu entfernen. Nach erneuter Zentrifugation muss das
Pellet an der Luft getrocknet werden, um eine Beeinflussung der folgenden PCR Reaktionen
durch Ethanolreste zu vermeiden. Das Pellet wird in 1x Tris-EDTA gelost. Die DNA Losung
ist fiir kurze Zeit bei 4°C und langfristig bei -20°C stabil.

2.2.2 Primer Design

Insgesamt wurden 7 Primerpaare aus der publizierten Sequenz (Sus scrofa) mit der Primer
Express Software (Version 2.0, ABI) abgeleitet, um Amplikonldngen zwischen 220 und 2750
bp mit 45% bis 70% GC Gehalt und einer Schmelztemperatur zwischen 56°C und 65°C zu

amplifizieren.
2.2.3 Polymerasekettenreaktion

Die PCR Amplifikation wurde in 25 pl Reaktionsvolumen in 1x PCR Puffer (GeneCraft oder
Sigma) mit 2 ul der 100 ng genomischen DNA Probe, 0.5 ul von jedem Primer (10 uM), 0.5
ul jeder dNTPs (10 mM) und 0.5 U der Taq Polymerase (GeneCraft oder Sigma)
durchgefiihrt. Die PCR Reaktionen wurden in einem Thermocycler ausgefiihrt. Die
verwendeten Temperatur-Zyklus Programme waren abhingig vom Primer, Lénge der

Amplifikationsfragmente, ‘GC’ Gehalt und Struktur der Fragmente. Fiir jeden Genort war das
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PCR Profil 93-95°C fiir 3 min, gefolgt von 35x (94°C fiir 30s, 63-65°C fiir 30s, und 72°C fiir
1-1.5 Min) und am Schluss Extension bei 72°C fiir 5 Min.

Finf pul des PCR Produktes wurden mit einer Elektrophorese in 1% (w/v) Agarosegelen in 1x
TAE mit Ethidiumbromid iiberpriift und dokumentiert.

2.2.4 Sequenzierung der PCR Fragmente

Die Sequenzierung der PCR Fragmente bestand aus der PCR Produktreinigung, Ligation,
Transformation, Screening auf Transformanten, M13 PCR und Sequenzierung der M13 PCR

Fragmente oder die gereinigte PCR Produkte wurden direkt sequenziert.
2.2.4.1 PCR Produktreinigung

Die PCR Reaktion (20 pl) wurde durch Elektrophorese in 1% (w/v) Agarosegelen in 1x TAE-
Puffer mit 0.8 pg/ml Ethidiumbromid getrennt. Die PCR Fragmente wurden aus den Gelen
geschnitten und in 600 pl des TE Puffers homogenisiert. Sechshundert pl Phenolchloroform
wurden hinzugefiigt und vermischt. Nach der Zentrifugation mit 14,000 g fiir 10 min bei 4°C
wurde die obere wéssrige Losung in ein neues Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt, 1:10 Volumen des
Natriumacetat (3.0 M, pH 5.2) und entsprechendes Volumen des gekiihlten Ethanol wurden
hinzugefiigt. Die Losung wurde vorsichtig geschiittelt und bei — 80°C fiir 30 min aufbewahrt.
Das DNA Pellet wurde durch Zentrifugation mit 14,000 g fiir 30 min bei 4°C ausgefdllt, mit
75% Ethanol gewaschen, bei Raumtemperatur getrocknet und in 10 ul Wasser resuspendiert
und bei -20°C aufbewahrt.

2.2.4.2 Ligation

Die Ligation der PCR Fragmente in den Plasmid Vektor pGEM®-T (Promega) wurde in 5 ul
der Volumenreaktion mit 2.5 pul 2 x Rapid Ligationspuffer, 0.5 ul (25ng) Vector, 0.5 ul T4
DNA Ligase (3 Units/ul) und 1.5 pl PCR Produkt durchgefiihrt. Die Reaktion wurde bei 4°C
iber Nacht inkubiert.

2.2.4.3 Transformation

Hoch effiziente kompetente Zellen (DHS5a E. coli) wurden fiir die Plasmidtransformation
verwendet. Drei ul der Ligationsmixtur und 60 pl der aufgetauten kompetenten Zellen wurden
auf Eis fiir 30 min inkubiert. Danach erfolgte ein Hitzeschock der Zellen fiir 1.5 min in einem

Wasserbad bei exakt 42°C mit anschlieender sofortiger Kiihlung auf Eis fiir 2 min. Dann
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wurde 650 pl des LB-Broth-Ampicillin hinzugefiigt und das Gemisch fiir 1 h 30 min bei 37°C
schiittelnd (~110 rpm) inkubiert. Danach wurden die transformierten Kulturen in doppelter
Ausfiihrung auf vorher praparierte LB/Ampicillin/IPTG/X-Gal Platten, welche 20 pl einer X-
Gal Losung und 20 pl einer IPTG Losung enthielten, ausgebracht. Die Platten wurden dann
bei 37°C iiber Nacht inkubiert.

2.2.4.4 Screening auf Transformanten

Screening von Transformanten fiir Inserts wurde durch Selektion der weilen Kolonien
durchgefiihrt, weil das erfolgreiche Klonieren eines Inserts in den pGEM®-T Vektor die
kodierende Sequenz des B-Galactosidase Gens ausschaltet. Es wurden zwei weiie Kolonien
von jeder Platte genommen und in 30 pl von 1x PCR Puffer (Amersham Pharmacia oder
Sigma) Losung fiir die M13 PCR zur weiteren Bestitigung des Transformationserfolges

gegeben.
2.2.4.5 M13 PCR

Die M13 PCR wurde durchgefiihrt, um den Transformationserfolg festzustellen und die Klone
mit Insert zu identifizieren. Vier unabhédngige weille Kolonien, bei denen das Vorhandsein
eines Inserts erwartet wird, wurden fiir jede Probe zusammen mit zwei blauen Kolonien als
Kontrolle entnommen, in 30 pl einer 1x PCR Puffer (Amersham Pharmacia oder Sigma)
Losung iiberfiihrt und 15 min bei 95°C kochen gelassen. M13 PCR wurde in 20 ul Reaktion
durchgefiihrt, welche 1 pl 10xBuffer, 0.5 ul ANTP (10 mM), 0.5 ul vorwérts Primer (10 uM)
(5'-GCTATTACGCCACTGGCGAAAGG-3"), 0.5 ul rickwirts Primer (10 uM) (5°-
CCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCC-3"), 0.5 U Taq Polymerase und 10 pl des
Kolonielysates enthielt. Die Reaktion wurde bei 94°C fiir 3 Minuten, gefolgt von 35 Zyklen
bei 94°C fiir 30 sec, 65°C fiir 30 sec, 70°C fir 1 min und einem finalen Extensionsschritt fiir
5 min bei 70°C durchgefiihrt.

Die PCR Produkte wurden auf 1% (w/v) Agarosegel mit Ethidiumbromid in 1x TAE Puffer
aufgetragen. Das Gel wurde unter einem UV Transilluminator fotografiert. Von den weillen
Kolonien, die ldngere Fragmente als die blauen Kolonien enthielten, wurde jeweils eine Probe

fiir die Sequenzierung selektiert.
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2.2.4.6 Sequenzierung M13 Fragmente

Die positiven Klone der M13 Fragmente wurden entsprechend der Dideoxy Ketten-
Terminations-Methode (Sanger et al. 1977) mit einem SequiTherm Excel™ II DNA
Sequenzier Kit (Epicentre Technologies, Biozym) sequenziert. Es wurden 4
Sequenzierreaktionen der verschiedenen Terminationsgemische (ddATP, ddCTP, ddGTP,
ddTTP) fiir jedes PCR Fragment aufgebaut. Jede Reaktion bestand aus 1 pl Terminationsmix
und 2 pl Premix Losung (3.6 ul Sequenzierpuffer, 0.8 pM 700 IRD-markierter SP6 Primer
(5'-TAAATCCACTGTGATATCTTATG-3"), 0.8 pM 800 IRD-markierter T7 Primer (5'-
ATTATGCTGAGTGATATCCCGCT-3"), 1.5 pl M13 PCR Produkt und 2.5 Einheiten Tag
Polymerase) und die PCR wurde bei 32 Zyklen bei 95°C fiir 30 sec, 59 °C fiir 30 sec und 70
°C fiir 60 sec durchgefiihrt. Die Sequenzierreaktion wurde mit 1.5 pl des Stopp-Puffers
gestoppt, bei 85°C fiir 5 min denaturiert und auf 41 cm 6% Sequagel-XR (National
Diagnostics, Biozym) aufgetragen. Die Elektrophorese wurde auf einem LI-COR Model 4200
automatischen DNA Sequenzer in 1x TBE Puffer bei 50 °C, 50 W und 1500 V durchgefiihrt.
Die Sequenzdaten wurden mit Hilfe des Image Analysis Programms, Version 4.10 (LI-COR
Biotechnology) analysiert.

2.2.4.7 Direkte Sequenzierung

Die direkte Sequenzierung von gereinigten PCR Produkten wurde mit dem direkt-sequenzing-
kit (Quick Start Kit DTCS) von Beckman Coulter, durchgefiihrt, wobei die Anweisungen im
Beckman Coulter Protokoll befolgt wurden. Fiir die Sequenzierung wurden entweder der
vorwdrts oder der riickwérts Primer des PCR Fragmentes verwendet. Die Sequenz wurde auf
einem CEQ8000 Sequenzer (Beckman Coulter) analysiert.

2.2.5 Screening auf Polymorphismen an Loci ACTN1, ACTN4 und ACTB

Zur Identifizierung von Polymorphismen auf den porcinen ACTN1, ACTN4 und ACTB Genen
wurden Primer fiir die PCR Amplifikation, basierend auf den EST Sequenzen des Schweins
(BF442592, BI338543 und AY550069) aus der GenBank abgeleitet. Genomische DNA von 2
Schweinerassen (Pietrain und Pietrain x Hampshire) wurde als DNA Probe fiir die PCR
Amplifikation verwendet. Die PCR Reaktionen wurden mit dem PCR Standard Protokoll
durchgefiihrt. ACTNI und ACTN4: 95°C fiir 3 min, gefolgt von 35 x (94°C fiir 30 sec, 63-
65°C fiir 30 sec, und 72°C fiir 1-1.5 min) und einer finalen Extension bei 72°C fiir 5 min.
ACTB: 95°C fiir 5 min, gefolgt von 35 x (94°C fiir 1 min, 62°C fiir 1 min, und 72°C fiir 2
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min) und einer finalen Extension bei 72°C fiir 5 min. Die amplifizierten Fragmentldngen
betrugen 900 bp, 504 bp und 1102 bp.

Die DNA Sequenzen der Schweinerassen wurden mit der Software BLAST (Altschul et al.
1997) oder der Software Multalin (http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html)
analysiert, um Polymorphismen innerhalb dieser Sequenzen zu finden.

2.2.6 Entwicklung der Methoden zur Genotypisierung

Die gefundenen Polymorphismen des ACTNI und ACTN4 Gens wurden mit der Software
Webcutter 2.0 analysiert. Fiir die Polymorphismen des AC7B Gens wurden spezifische Primer
entwickelt, um sie mit Hilfe von Single Base Extension (SBE) zu analysieren. Es wurden
PCR- und Sequenzierungstechniken verwendet, um die Genorte ACTNI, ACTN4 und ACTB
zu genotypisieren als auch um Protokolle fiir die Genotypisierung der Tierproben in grolem
Umfang zu etablieren.

2.2.7 Genotypisierung mit SBE

SBE wurde verwendet, um Polymorphismen am Genort ACTB zu analysieren.

2.2.7.1 PCR Amplifikation

Die PCR Amplifikation fiir den Genort AC7B wurde mit dem Standard PCR Protokoll
durchgefiihrt. Das PCR Profil war 95°C fiir 5 min, gefolgt von 35 x (94°C fiir 1 Min, 62°C fiir
1 Min, und 72°C fiir 2 Min) und einer finalen Extension bei 72°C fiir 5 min.

2.2.7.2 SBE

Primers fiir SNP-Genotypisierung wurden abgeleitet von den erhaltenen Sequenzen:

SNP1: 5'-TTTTTAGAAAGGGCGTGGCAAAGAG-3’

SNP2: 5'-TTTTTTTTTTCTCTCTGCATGTCCCCAGTC-3’

SNP3: 5"-TTTTTTTTTTTTTTTCGGCTTCCCGAGGGTGACAG-3’

SNP4: 5-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCGAGCAGGAGATGGCCAC-3’
Die PCR Fragmente wurden enzymatisch gereinigt: 5 pl PCR Produkt wurden mit 1 pl
ExoSAP-IT (USB) versetzt und inkubiert bei 37°C fiir 30 min, 80°C fiir 15 min. Eine
mehrfache SBE wurde ausgefiihrt in 10 pl Reaktionsvolumen. Das Gemisch enthielt 2 pl des

gereinigtes PCR Produkts, 2 ul des Primer Extension Kits (Beckman Coulter), 4 ul von jedem
Primer (1 pM), und 2 pl ddH,O. Das Reaktionsprofil war 25 x(96°C fiir 10 sec, 50°C fiir 10
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sec, 72°C fiir 30 sec). Die SBE Produkte wurden ebenso enzymatisch gereinigt: 2.5 ul
Produkt wurden mit 1 pul SAP (USB) versetzt und inkubiert bei 37°C fiir 30 min, 80°C fiir 10
min. Die Genotypen wurden auf einen CEQ8000 Sequenzer (Beckman Coulter) bestimmt.

2.2.8 Genotypisierung mit PCR-RFLP

Die PCR-RFLP wurde verwendet, um Polymorphismen an den Genorten FSHB, PRL, PRLR,
INHA, RBP4, OPNin6, ACTNI und ACTN4 zu identifizieren. Thre Primer wurden in
publizierter Literatur beschrieben oder aus verdffentlichten porcinen Gensequenzen
abgeleitet.

2.2.8.1 PCR Amplifikation

Die PCR Amplifikation fiir die Genorte F'SHB, PRL, PRLR, RBP4, INHA, OPNin6, ACTNI
und ACTN4 wurde mit dem Standard PCR Protokoll durchgefiihrt. Das PCR Profil war 95°C
fiir 3 min, gefolgt von 35 % (94°C fiir 30 sec, 54-65°C fiir 30 sec, und 72°C fiir 30 sec -3 min)
und eine finale Extension bei 72°C fiir 5 min. Fiinf pul des PCR Produktes wurden in 1% (w/v)
Agarosegel in 1x TAE mit Ethidiumbromid elektrophorisiert und dokumentiert.

2.2.8.2 Restriktionsenzym-Verdau

Nach der Uberpriifung der PCR Produkte wurden die positiven PCR Produkte zur RFLP
Analyse verwendet. Die Restriktionsenzym Digestion wurde in 15 pl des Reaktionsgemischs
jeder Probe ausgefiihrt, welches 10 ul PCR Produkt, 1.5 pl Puffer (10x) und 0.15 pul BSA
enthielt. Die Reaktionen wurden iiber Nacht (mindestens 4 Stunden) bei 30°C-60°C inkubiert.

2.2.8.3 Detektion der DNA Fragmente

Die Restriktions-Langen Polymorphismen (RFLP) von FSHB, PRL, OPNin6, ACTNI und
ACTN4 wurde durch Elektrophorese in 1-3% (w/v) Agarosegel in 1x TAE-Puffer mit 0.8
ug/ml Ethidiumbromid nachgewiesen. Fiir PRLR, RBP4 und INHA wurden die Restriktions-
Fragment-Lingen Polymorphismen mit 12% nicht-denaturierendem PAA Gel in 1x TBA
Puffer detektiert, welches 1-1.5 Stunden bei 450 Volt lief. Die DNA Banden wurden mit der
Silber-Farbemethode sichtbar gemacht. Die DNA in dem Polyacrylamidgel wurde kurz in
10% (v/v) Essigsaure fiir 10 min, 1% (v/v) Salpetersiure fiir 10 min fixiert und zweimal mit
Wasser gewaschen. Das Gel wurde fiir 20 min in 0.2% (v/w) Silbernitrat Losung inkubiert

und wieder mit Wasser gewaschen. Das Gel wurde 2-3 mal mit Silberfarbeldsung gewaschen
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und inkubiert bis die DNA Banden sichtbar wurden. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
10% Essigsédure fiir 1 min gestoppt und das Gel dreimal mit Wasser gewaschen. Anschlie3end
wurde das Gel im Geltrockner (BioRad) bei 80°C fiir 2 h getrocknet. Die Genotypen der

Tierproben wurden aufgeschrieben.

2.2.9 Genotypisierung durch PCR-SSCP

In dieser Untersuchung wurde die PCR-SSCP Methode angewandt, um Polymorphismen von
GnRHR, RLN und LHB Genen zu analysieren. Die Polymorphismen der Genorte GnRHR und
LHB wurden von Jiang et al. (2001) und Ezashi et al. (1990) beschrieben, ihre
Primersequenzen wurden aus den verdffentlichten Schweinesequenzen AF227686 und
D00579 abgeleitet. Die Polymorphismen, Primersequenzen und PCR Konditionen des RLN

Genortes wurden von Wimmers et al. (2002b) beschrieben.

2.2.9.1 PCR Amplifikation

Die PCR Amplifikation fiir GnRHR, RLN und LHB wurde in 10 pl Reaktionsmix
durchgefiihrt, welcher 1.0 pul 10x PCR Puffer (Sigma), 1 pul 50 ng genomische DNA Proben,
0.2 pl jedes Primers (10 uM), 0.2 pl jedes dANTPs (10 mM), und 0.2U der Tag Polymerase
(Sigma) enthilt. Das PCR Profil war 95°C fiir 3 min, gefolgt von 35 x (94°C fiir 30 sec, 60-
65°C fiir 30 sec und 72°C fiir 1 min) und schlieBlich die Extension bei 72°C fiir 5 min.

2.2.9.2 Elektrophorese

Die PCR Produkte wurden 1:10 mit SSCP-Ladepuffer gemischt, bei 95 °C fiir 5 min
denaturiert sofort auf Eis gekiihlt. Die Produkte wurden auf 12% nicht-denaturierendem
Polyacrylamidgel aufgetragen und die Elektrophorese in 0.5 TBE bei konstanten 12 W fiir 3-
4 h bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Elektrophorese fiir das GnRHR Gen wurde jedoch
fiir 6-7 h bei 4°C durchgefiihrt. Die DNA Banden wurden durch die Silberfirbe-Methode

sichtbar gemacht.

2.2.10 Genotypisierung mit Mikrosatelliten

Mikrosatelliten an den Genorten AR, F'ST, INHBA, INHBB, ACR, ACTG und OPNpro wurden
in der veroffentlichten Literatur oder GenBank beschrieben. Primersequenzen von AR, FST
und /INHBA wurden von Trakooljul et al. (2000), Ellegren et al. (1993) und Campbell et al.
(2001) beschrieben.
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2.2.10.1 PCR Amplifikation

Im Wesentlichen wurde die Genotypisierung mit Locus-spezifischen Primern durchgefiihrt.
Es wurden 18-24 Nukleotidprimer verwendet, um Fragmente von einer Lédnge zwischen 93-
228 bp zu amplifizieren. Ein Primer war am Ende mit[y>°P] dATP markiert. Die PCR
Reaktionen wurden in 10 pl Reaktionsvolumen mit 1.0 pl 10x PCR Puffer (Sigma), 1 ul
Proben der 50 ng genomischen DNA, 0.5 ul jedes Primers (10 uM), 0.25 ul jedes dNTPs (10
mM), und 0.5 U Tag Polymerase (Sigma) angesetzt. Das PCR Profil war 95°C fiir 3 min,
gefolgt von 35%(94°C fiir 30 sec, 56-66°C fiir 30 sec und 72°C fiir 1 min) und schlieBlich die

Extension bei 72°C fir 5 min.
2.2.10.2 Elektrophorese

Beide Glasplatten wurden zweimal mit Wasser und Ethanol (75%) gereinigt und mit
Papiertiichern getrocknet. 100 pl Haftsilan wurde auf den Bereich einer Platte aufgetragen,
auf den spiter der Kamm eingesetzt wurde. Diese Glasplatten und die Spacer wurden
zusammengebaut und mit Plastikschienen zusammengehalten. Die Gelldsung, die 15 ml
Sequa Gel XR (SQG-XR-842 MWG, National Diagnostics), 3.75 ml Sequa Gel Complete
Puffer Reagenz (National Diagnostics), 200 ul DMSO (Carl Roth GmbH) und 150 ul 10%
APS enthielt, wurde vorsichtig verriihrt und rasch zwischen die Platten gegossen. Der Kamm
wurde in das Gel, also zwischen die Platten geschoben, die Platten wurden horizontal
gelagert, so dass das Gel fiir eine halbe bis eine Stunde polymerisieren konnte.

Anschliefend wurden die PCR Produkte 1:10 (oder 1:15) mit Dextranblue-Puffer gemischt
und auf das 6% Polyacrymidgel aufgetragen. Gleichzeitig wurden drei Standardmarker auf
beide Seiten und in die Mitte des Gels aufgetragen, welche verschiedene Liangen (von 75,
100, 105, 120, 145, 175, 200, 204, 230, 255, 300, 320 bp) mit IDR 700 und IDR 800
beinhalten. Die Elektrophorese wurde in 1x TBE Puffer bei 50 °C, 50 W, 40 mA und
maximal 1500 V in dem DNA Sequenzer (Li-COR, GENE READ 4200, MWG-BIOTECH)
durchgefiihrt. Die Gelbilder wurden mit der One-Dscan Software (Scanalytics, Division of
CSPI, USA) analysiert. Zunichst wurden die Standardmarker im Gel kalibriert, anschliefend
wurden die entsprechenden Allele dieser Kandidatengene determiniert.

Die gefundenen Genotypen der Tierproben wurden aufgezeichnet und in eine Microsoft Excel
Tabelle tiberfiihrt.
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2.3 Statistische Analyse

Um Einflussfaktoren auf die Spermaqualitdt (SCON, MOT, VOL, PDR und ASR) statistisch
abzusichern, wurden die Varianz mittels “PROC MIXED” des SAS Software Paketes (SAS
System fiir Windows, Ausgabe 8.02) analysiert. Das zugrundeliegende gemischte, statistische
Modell umfasst die fixen Effekte Rasse, Saison (acht Klassen innerhalb von zwei Jahren),
Alter (Covariabe), Genotyp des Ebers und den zufilligen permanenten Effekt des Ebers
(Wiederholbarkeitsmodell). Zusitzlich waren die Fruchtbarkeitsmerkmale von NRR [%] und
NBA [pro Wurf] nur als ein Durchschnittswert der angepaarten Sau vorhanden. Das
statistische fixe Modell beinhaltete die Effekte Rasse, Geburtsjahr des Ebers und Genotyp.
Diese Analysen wurden mit dem “PROC GLM” Verfahren des SAS Software Paketes
durchgefiihrt. Alle Assoziationsanalysen wurden sowohl herkunftsiibergreifend als auch
innerhalb der Herkiinfte vorgenommen.

Seltene Genotypen wurden aus der Analyse ausgeschlossen. Additive (a) und dominante (d)
Effekte wurden fiir SNP Marker berechnet, wobei drei Genotypen entsprechend der
Gleichung a=1/2(BB-AA) und d=AB-1/2(AA+BB) analysiert = wurden.  Fiir
Mikrosatellitenmarker mit mehr als 3 Allelvarianten wurde der Allelsubstitutionseffekt mit
Hilfe der multiplen Regressionsanalyse mit unterschiedlichen Covariablen (Allelfrequenzen
mindestens 5%) berechnet.

Weiterhin wurde das Hardy-Weinberg Gleichgewicht mit Hilfe eines Chi-square Tests fiir die
SNP Marker (Nei, 1987) fiir Mikrosatelliten berechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Genotypisierung von Kandidatengenen

3.1.1 Detektion von Polymorphismen im ACTNI und ACTN4 Gen

Polymorphismen in ACTNI und ACTN4 wurden in verschiedenen Schweinerassen durch

komparative Sequenzierung der DNA Fragmente gefunden. Einfache Protokolle, die auf PCR

Techniken basieren, wurden anstelle der Genotypisierung von Tierproben etabliert.

(a) ACTNI gene
AA AB AB AB BB

-—
>— ‘F-—=
a =

(G>A) in Intron 17 Bestétigt mit PCR-RFLP (Bs¢EII)

(¢) ACTN4 gene (d)
G ATCGATC AB AA AA AB AB AA
! >
- T s
Posmon 325 (A>C) des Exon22 Bestétigt mit PCR-RFLP (4pal)

Abb. 3.1: Sequenzanalyse des ACTNI und ACTN4 Gens mit
Einzel-Nukleotid-Polymorphismen (SNPs)

Alle ESTs der Actinin alpha 1 und Actinin alpha 4 Gene des Schweins aus der GenBank
(http://pigest.genome.astate.edu/query) wurden verwendet, um Polymorphismen zu
detektieren. In Ubereinstimmung mit den Schweinesequenzen BF442592 und BI338543
erhielt man zwei Fragmente aus der genomischen DNA aus Schweinesperma von
verschiedenen individuellen Ebern der Rassen Pietrain und Hampshire. Ein Polymorphismus
im Intron 18 des ACTNI Gens wurde gefunden. Der SNP war eine Transition von Guanin (G)
zu Adenin (A) und konnte durch eine PCR-RFLP mit dem Restriktionsenzym Bs?EII bestatigt
werden (Abbildung 3.1a, b). Der andere Polymorphismus an der Position 359 im 3'-UTR des
porcinen ACTN4 wurde ebenfalls detektiert. Der SNP war eine Transition von Adenin (A) zu
Cytosin (C) und konnte durch eine PCR-RFLP mit dem Restriktionsenzym Apal, dargestellt
werden (Abbildung 3.1c,d).
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3.1.2 Detektion von Polymorphismen im AC7TB Gen

Komparative Sequenzierung von DNA Fragmente verschiedener Schweinerassen wurde
angewendet, um die Polymorphismen in ACTB zu finden. In einem 1102 bp groflen DNA
Fragment, das einen Teil von Exon 3, Intron 3, Exon 4, Intron 4 und einen Teil von Exon 5
enthdlt, wurden vier SNPs gefunden (Abbildung 3.2). Alle SNPs waren eine Transition von
Thymin (T) zu Cytosin (C).

GAACCCCAAAGCCAACCGTGAGAAGATGACATCAGGTCAGTIGGCCCACTGGGC
TCTCTCGCGGCGGCCGCCCCCTCCTICTCTIGCC(T/IOCTCTTTGCcAcGeeeTTTCT
CACTTGTTCTTTCTTCTGCCATTTTCCTAGGACTTTTCTTCTCTGACCTGAGTCTCCTIT
TGGAACTCTGCAGGTTCTATTTGCITTITCCCCAGCTGGAGTCTTTICTCGTGTTTGCCT
TTCTGACTAGGTGTTAAAAGCATAAGGTGCTGTGGGTGTATAGGTACTAACACTGGC
TCGTGTGACAAAGCCGACGAGGCTGCCGTAAAGGGGCCTCGGAGIGTGTATCCCG
TAGGTGCACAGTAGGTCTGACGTGACTCCCCGACCTGGGGTCCCCAGCACACTTAG
CCGTGTTCCITGCACTCTCTGCATGTCCCCAGTC(T/C)GGCCTGACTGCCCCCGGC
GGCTTCCCGAGGGIGACAG(T/IC)GTCCCTCCCTCCCTCCAGATCAGGTTGGAGAC
CTTCGACACCCCAGCCATGTAGGTGGCCATCCAGGCGGTGCTGTCCCTGTACG
CCTCTGGCCGCACCACTGGCATCGTGATGGACTCCGGAGACGGGGTCACCCAC
ACGGTGCCCATCTACGAGGGGTACGCCCTGCCCCACGCCATCCTGCGTCTGGA
CCTGGCTGGCCGGGACCTGACCGACTACCTCATGAAGATCCTGACGGAGCGGG
GCTACAGCTTCACCACCACGGCCGAGCGGGAGATCGTGCGGGACATCAAGGA
GAAGCTGTGCTACGTCGCCCTGGACTTCGAGCAGGAGATGGCCAC(T/C)GCCG
CGTCCTCCTCCTCCCTGGATGAAGAGCTACGAGCTGCCCGACGGCCAGGTCAT
CACCATCGGCAACGAGCGCTTCCGCTGCCCCGAGGCGCTCTTCCAGCCCTCCTT
CCTGGGTGAGGACGCAGCCCTGGCCCTGCCTTCCCCceaGeeceeeceragaereacce
CGGTGGTIGGCCACAGCGGAAGCTCAGTCGGGCTTCTCTCCCCCCTCAGGCATGGA
ATCCTGCGGCATCCACCAAACTACCTTCAACTCCATCATGAAGTGCGACGTCG
ACATCCGCAAGGACCTCTACG

Abb. 3.2: Sequenzanalyse des ACTB Gens mit SNPs
Das 1102 bp grofie DNA Fragment enthilt einen Teil von Exon 3, Intron 3,
Exon 4, Intron 4 und einen Teil von Exon 5.
In Kursiv sind die Introns angegeben und in Klammern die SNPs. Die
Primer des PCR Produkts sind unterstrichen.
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In Intron 3 des ACTB Gens wurden an den Positionen 87, 427 und 465 drei SNPs gefunden.
Der vierte SNP an der Position 807 lag in Exon 4. In einer mehrfachen SBE Reaktion konnten

die Genotypen der SNPs bestimmt werden.

3.1.3 Determination der Genotypen

Insgesamt wurden 19 Kandidatengen Genorte in die Untersuchung einbezogen. Acht
Kandidatengene FSHB, PRL, PRLR, INHA, RBP4, OPNin6, ACTNI und ACTN4 wurden
durch Mittelwerte der PCR-RFLP analysiert. Drei Kandidatengene GnRHR, LHB und RLN
wurden mit der PCR-SSCP genotypisiert und in sieben Mikrosatellitenmarkern AR, FST,
INHBA, INHBB, ACR, ACTG, OPNpro wurden die Langenpolymorphismen der repetitiven
Sequenzen mit Hilfe eines LI-COR DNA Sequenzer Model 4200 determiniert. Die vier SNPs
des ACTB Gens wurden mittels SBE auf einem CEQ8000 Sequenzer analysiert. Haplotypen
wurden mit der SNPHAP Software (Version 1.2)
(http://archimedes.well.ox.ac.uk/pise/snphap-simple.html) konstruiert.

3.2 Effekt der Kandidatengene auf reproduktive Merkmale der Eber

Die Assoziationsanalyse zwischen diesen Kandidatengenen und den Merkmalen der
Spermienqualitét ergab, dass die Genorte ACTB, ACTNI, ACR und OPNin6 signifikant mit
Fruchtbarkeitsmerkmalen der Eber und die Genorte ACTB, FSHB, PRL, ACR, INHA, INHBA,
INHBB, FST, RLN, ACTG, GnRHR, RBP4, OPNin6, AR und OPNpro signifikant mit
Spermaqualitdt assoziiert sind. Die Genorte LHB, PRLR und ACTN4 hatten keinen
signifikanten Effekt auf ein reproduktives Merkmal der Eber.

Im Einzelnen:

1. Das ACTB-Gen zeigte eine Assoziation zur NBA, MOT und ASR. Der Haplotyp
CTCT hatte signifikant mehr NBA (p < 0.05), Haplotyp TTTC hatte signifikant
héhere MOT (p=0,0188) und signifikant niedrigere ASR (p < 0.05) sowie Haplotyp
CTTT hatte signifikant niedrigere ASR (p < 0.05).

2. Kandidatengen ACTNI beeintrachtigte signifikant (p < 0.05) die NRR in der
PI&PIxXHA Population und in der PI Population. Additive Effekte (p < 0.01) und
dominante Effekte (p < 0.05) waren signifikant auf NRR.
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. Locus OPNin6 war signifikant (p < 0.05) mit NBA in der PI&PIXHA Population und
in der PI Population assoziiert. Jedoch war nur der additive Effekt in beiden
Populationen signifikant (p < 0.05). Dieser Locus war ebenfalls signifikant (p < 0.05)
mit MOT in der PI&PIXHA Population assoziiert, aber additive und dominante

Effekte waren nicht signifikant.

. Kandidatengen ACR hatte einen signifikanten Effekt (p < 0.05) auf NRR in der
PI&PIxXHA Population und der PI Population. Aber nur Allel 208 bp” hatte einen
signifikanten Allelsubstitutionseffekt (p < 0.05) auf die NRR in der PI Population. Der
Genort ACR beeinflusste ebenfalls SCON in der PIXHA Population signifikant (p <
0.01). Die Allele 208 bp” und "218 bp” hatten signifikante Allelsubstitutionseffekte (p
< 0.05) auf SCON. Dieser Genort hatte einen signifikanten Effekt (p < 0.01) auf MOT
in der PI&PIXHA Population und in der PI Population. Jedoch wurden keine
Allelsubstitutionseffekte auf MOT gefunden.

Genort ACTG2 war signifikant mit VOL in der PI Population (p < 0.01) assoziiert.
Aber nur Allel "709 bp’ hatte einen signifikanten Allelsubstitutionseffekt auf das
VOL. Dieser Marker war signifikant (p < 0.05) mit MOT in der PIXxHA Population
assoziiert, wihrend kein signifikanter Allelsubstitutionseffekt auf MOT beobachtet

wurde.

. Genort FSHB war signifikant (P < 0.01) mit SCON in der PI Population assoziiert.
Nur der additive Effekt war signifikant (p < 0.05) auf SCON, der dominante Effekt

war nicht signifikant.

. Der GnRHR Marker war signifikant mit MOT in der PI&PIXHA Population assoziiert
(p < 0.05), ebenso in der PI Population (p < 0.01) signifikant (p < 0.01) mit PDR in
der PI Population assoziiert, ebenfalls signifikant war GnRHR (p < 0.05) mit ASR in
der PI&PIXHA Population und in der PI Population assoziiert.

. Genort PRL war signifikant (p < 0.01) mit SCON in der PIxHA Population assoziiert.
Jedoch nur der dominante Effekt zwischen Allel A und Allel C war signifikant (p <
0.01) auf SCON, es wurden keine signifikanten additiven Effekte zwischen Allel A
und C gefunden.

. Genort RLN beeinflusst signifikant (p < 0.05) das VOL in der PIxHA Population.
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10. Das Kandidatengen RBP4 hatte einen signifikanten Effekt (p < 0.05) hinsichtlich
MOT in der PI Population.

11. Der Locus INHA war signifikant (p < 0.05) mit ASR in der PI Population und in der
PIXxHA Population assoziiert. Additive und dominante Effekte waren in beiden

Populationen nicht signifikant.

12. Der Genort FST beeinflusste VOL in der PI Population signifikant (p < 0.01). Aber
nur Allel "/42 bp’ hatte einen signifikanten Allelsubstitutionseffekt (p < 0.05) auf
VOL.

13. Der Locus INHBA war signifikant (p < 0.05) mit PDR in der PI&PIxXHA Population
assoziiert. Es wurde jedoch kein Allelsubstitutionseffekt auf PDR gefunden. Dieser
Genort war signifikant mit ASR in der PI&PIXHA Population (p < 0.01), in der PI
Population (p < 0.05) und in der PIXxHA Population (p < 0.05) assoziiert. Jedoch
wurde kein signifikanter Substitutionseffekt auf ASR gefunden.

14. Der Genort INHBB war signifikant mit SCON in der PI&PIXHA Population (p < 0.05)
und in der PI Population (p < 0.01) assoziiert, wobei kein signifikanter
Allelsubstitutionseffekt auf SCON gefunden wurde.

15. Locus OPNpro beeinflusste signifikant (p < 0.05) ASR in der PI Population, jedoch
hatten keine Allele signifikante Allelsubstitutionseffekte auf ASR.

16. Das Kandidatengen AR war signifikant (p < 0.05) mit ASR in der PI&PIxHA

Population assoziiert.

Eine detaillierte Beschreibung der Ergebnisse ist im Anhang vorhanden.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Untersuchung sind die analysierten KB Eber solche, die auch fiir die
kiinstliche Besamung selektiert wurden, d.h. sie représentieren Tiere, die positive

Produktionsleistungen vererben.

Die Eberfruchtbarkeit ist ein Merkmal mit einer niedrigen Heritabilitét (h2 ~ 0.01-0.06; See,
2000), welches stark von Umwelteinfliissen und genetischen Effekten des Ebers, dem
Muttertier und der Nachkommen beeinflusst wird. Daher werden die Effekte von einzelnen
Genorten als gering angesehen und eine groflere Anzahl von Tieren wird zur Identifikation
benotigt (Long und Langley 1999). Im Gegensatz dazu haben Merkmale der Spermaqualitét
geringe bis mittlere Heritabilititen (h* ~ um 0.2; See, 2000), sie sind jedoch aufwindig zu

erfassen.

Markerinformationen konnen gemeinsam mit additiv genetischen Effekten in Form einer
Marker-Assistierten Selektion (MAS) zur Verbesserung der Wurfgrole in beiden
Geschlechtern des Schweins genutzt werden (Cassady et al. 2001). Simulationsstudien haben
die potenziellen Vorteile von MAS gezeigt (Zhang und Smith 1992, 1993, Edwards und Page
1994). Die Effizienz von MAS in Vergleich zur phédnotypischen Selektion ist am hdchsten bei

niedrigen Heritabilitdten und geschlechtslimitierten Merkmalen (Lande und Thompson 1990).

Kandidatengenanalysen fiir die Eberfruchtbarkeit wurden von Steinheuer et al. (2002, 2003)
beschrieben. Merkmale der Spermaqualitdt wurden von Hardge et al. (1995), Huang et al.
(2001, 2002), Urban und Kuciel (2001), Kmiec et al. (2002) und Mackowski et al. (2004)
ausgefiihrt. Weiter wurden QTL sowohl fiir die geschlechtliche Entwicklung des Ebers und
FSH Konzentration im Serum, als auch fiir die tdgliche Spermaproduktion identifiziert
(Bidanel et al. 2001, Rohrer et al. 2001, Ford et al. 2001, Sato et al. 2003).

Fiir die Anwendung eines Kandidatengenansatzes zur Identifikation von Loci, mit der die
Eberreproduktionsleistung assoziiert ist, ist es wichtig, Kandidatengene anhand ihrer
bekannten Funktion (biologische und physiologische Funktion) und/oder anhand von
Informationen aus genetischen Karten (Kopplungkarten, physische Karten, vergleichende
Karten, QTLs oder ESTs) abzuleiten.

In die Untersuchung wurden 18 Kandidatengene (GnRHR, FSHB, LHB, RLN, PRL, PRLR,
FST, INHA, INHBA, INHBB, AR, ACR, RBP4, OPN, ACTG2, ACTNI1, ACTN4 und ACTB)
anhand ihrer bekannten physiologischen Funktion in der miénnlichen Reproduktion
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ausgewahlt. Das AR Gen ist ebenfalls ein positionelles Kandidatengen fiir Merkmale der
Eberreproduktion (Bidanel et al. 2001). Diese direkten Kandidatengene wurden durch
unterschiedliche Autoren auf den Schweinechromosomen lokalisiert (Tabelle 4.1). Die

Position von ACTNI wurde in der vorliegenden Untersuchung erstmals bestimmt.

Tab. 4.1: Ubersicht der Kandidatengene und ihre Position auf die Schweine
Chromosomen
Gen Chromosom Autor
RLN 192.8-2.9 Chowdhary et al. 1994
FSHB 2pl.6-2pl.2 Mellink et al. 1995
ACTB 3 Thomsen et al. 1998
ACTG2 3 Kratzsch et al. 1999
ACR 5pl.5 Rettenberger et al 1995
ACTN4 6ql.2 Martins-Wess et al. 2003
LHB 6q2.1 Mellink et al. 1995
ACTNI 7 -
PRL Tpl.1-1.2 Vincent et al. 1998b
GnRHR 8ql.1-1.2 Rohrer 1999a
OPN 8q2.7 Alexander et al. 1996
RBP4 14 Messer et al. 1996
INHA 15 Rettenberger et al. 1996
INHBB 15 Nonneman and Rohrer 2003
PRLR 16ql.4,16g2.2-2.3 Vincent et al. 1997
FST 16ql.4 Lahbib-Mansais et al. 2000
INHBA 18q2.4 Lahbib-Mansais et al. 1996
AR Xpl.1-ql.1 Rohrer 1999b
Xql.3 Seifert et al. 1999

4.1 Hardy-Weinberg Gleichgewicht

Die Genorte FSHB, ACTNI1, ACTN4, GnRHR, RLN, LHB und INHBA befinden sich in beiden
untersuchten Eberpopulationen in einem Hardy-Weinberg Gleichgewicht. Per Definition
bedeutet dies, dass eine Population mit konstanten Allel- und Genotypfrequenzen folgende
Voraussetzungen aufweist: Zufallspaarung; unendliche Populationsgrof3e; keine Selektion,
Mutation und Migration (keine Allelverluste/-zunahme); getrennte, aufeinander folgende

Generationen (keine Anpaarungen zwischen unterschiedlichen Generationen).
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Selektion und genetische Drift bewirken eine Anderung der Allelfrequenz. In der
Vergangenheit wurden Pietrain und Hampshire Schweine als Folge der Zuchtziele auf
Fleischqualitit und -beschaffenheit ohne Beriicksichtigung der Fruchtbarkeit selektiert
(Schwark et al. 1975, Rothschild und Ruvinsky 1998). Fiir die Genorte PRL, PRLR, INHA,
RBP4 and OPNin6, die sich nicht in einem Hardy-Weinberg Gleichgewicht befinden, ist es
vorstellbar, dass die Selektion auf diese Merkmale eine Anderung in der Allelfrequenz
verursacht hat. In der Abwesenheit von Selektion ist die Auswirkung der genetischen Drift
abhéngig von der Allelfrequenz und der effektiven Populationsgrofle. Nach dem Beginn der
Drift wird sich vermutlich die Allelfrequenz langfristig gleichgerichtet (Zu- oder Abnahme)

weiter verdndern (Falconer und Mackay 1996).

Die signifikante Abweichung vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht der Mikrosatellitenmarker
FST, INHBB, ACR, ACTG?2 und OPNpro kann unterschiedliche Griinde haben. Ein negativer
Fis-Wert wird durch gezielte Selektion verursacht; ein positiver Fis-Wert kann sich aus Null-
Allelen eines Markers, Inzucht oder der Existenz von Subpopulationen innerhalb einer
Population (Weir 1996) ergeben. Durch Inzucht oder Hybridisierung soll die Abweichung
vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht gleichzeitig an mehreren Genorten in dhnlicher Grofie
erscheinen. Der Einfluss der Selektion auf die Allelfrequenz eines Markers ist unabhingig
von der zugrunde liegenden Population. Trotz vergleichbarer Zuchtziele sind in den beiden
untersuchten Populationen jedoch die Abweichungen fiir die unterschiedliche Genorte FST,
INHBB, ACR, ACTG2 und OPNpr nicht konsistent. Obwohl keine eindeutigen Beweise fiir
Selektionseffekte oder die Anwesenheit von Null-Allelen fiir diese Mikrosatelliten in den
Eberpopulationen vorliegen, kann bezweifelt werden, ob die untersuchten Eber die

Allelfrequenzen ihrer Population in ausreichendem Malf3e reprédsentieren.
4.2 Kandidatengeneffekte

Die Entwicklung von porcinen Genomkarten ermoglichten die Identifizierung individueller
Gene, die die Reproduktion steuern. Die Vorteile einer MAS werden umso grof3er, je enger
Marker und Merkmal assoziiert sind (Rothschild, 1998).

Offensichtlich hat die weibliche Fruchtbarkeit einen groBeren Einfluss auf die Merkmale der
Reproduktionsleistung als die ménnliche Fruchtbarkeit. Deswegen wurde die genetische
Steuerung der weiblichen Fruchtbarkeit intensiver untersucht und eine groBere Anzahl von
QTL Regionen identifiziert (Rothschild et al. 1996, Rathje et al. 1997, Wilkie et al. 1999,
Rohrer et al. 1999¢, Rohrer 2000, Wada et al. 2000, Braunschweig et al. 2001, Cassady et al.
2001, Jiang et al. 2001, Hirooka et al. 2001, King et al. 2003, Campbell et al. 2003, Sato et al.
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2003). Die Identifizierung von QTL Regionen fiir ménnliche Reproduktionsmerkmale beim
Schwein, Rind, Mensch und Maus waren Gegenstand der Untersuchungen von Rohrer et al.
2001; Bidanel et al. 2001; Ford et al. 2001; Sato et al. 2003 (Schwein), Casas et al. 2004;
Schrooten et al. 2004 (Rind), Martin et al. 2001 and 2002 (Mensch) sowie Rocha et al. 2004;
Storchova et al. 2004 (Maus).

GnRHR Gen

In der vorliegenden Untersuchung wird erstmals gezeigt, dass der GnRHR Genort signifikant
mit MOT, PDR und ASR assoziiert ist. Heterozygote Tiere hatten eine hdhere
Spermienmotilitit und neigten zu einer geringeren Rate abnormaler und immaturer Spermien.
Der untersuchte Polymorphismus in der 3°-UTR des GnRHR Gens konnte
Genexpressionsraten direkt beeinflussen und/oder ein Marker fiir potenziell gekoppelte
Polymorphismen mit Einfluss auf Proteinstrukturen und/oder Expressionsraten sein. Im
Menschen sind GnRHR Mutationen signifikant mit ménnlicher Unfruchtbarkeit assoziiert
(Layman et al. 1997). Desweiteren zeigen Rohrer et al. (2001), dass QTL Regionen auf
verschiedenen Chromosomen, einschlielich SSC8 (Position 19¢cM), den Serum FSH Spiegel
von Meishan x Large White Ebern beeinflussen. Jedoch wurde GNRHR dem SSC8ql.1-1.2
zugeordnet (Rohrer 1999a), d.h. in einer weiteren Entfernung zum genannten QTL fiir die
FSH Serumkonzentration. Dariiber hinaus wurden QTL fiir Wachstums- und
Fruchtbarkeitsmerkmale wie Alter bei Eintritt in die Geschlechtsreife, prinatale
Uberlebensraten und Ovulationsraten in der Nihe von GNRHR identifiziert, genauso wie QTL
fiir andere (Casas-Carrillo et al. 1997, Milan et al. 2002, Cassady et al. 2001, King et al. 2003,
Rathje et al. 1997). Aus unseren Ergebnissen lassen sich dhnliche Schlussfolgerungen ziehen.

Die auch in unserer Untersuchung herausgearbeitete wichtige Bedeutung des GnRHR-Locus
fiir das Fruchtbarkeitsmerkmal wird durch unsere Untersuchungsergebnisse ebenfalls

unterstiitzt.

PRL Gen

Der Polymorphismus im PRL Genort beeinflusst - wie die Ergebnisse unserer Studie erstmals
aufzeigen - die Spermienkonzentrationen in PIXHA Ebern. Der untersuchte Polymorphismus
liegt in Intron 2 des PRL Gens und konnte das Genexpressionsniveau beeinflussen und/oder
ein Marker fiir potenziell gekoppelte Polymorphismen mit Einfluss auf Proteinstrukturen
und/oder Expressionsraten sein. Die Arbeiten von Aiman et al. (1998) zeigen eine signifikante
Korrelation zwischen der Prolaktinkonzentration im Seminalplasma des Mannes und der
Spermienkonzentration sowie der Motilitdt. Dariiber hinaus ergibt sich aus der Assoziation
des PRL Gens mit der Spermaqualitit auch ein positioneller Hinweis aus einer QTL Region

mit Einfluss auf méannliche Entwicklungsmerkmale (Hodengewicht, Nebenhodengewicht und
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Lange der Bulbourethraldriisen) bei Meishan x Large White Ebern, die sich an Position 66
cM, 86¢cM, 143 c¢cM von SSC7 befindet (Bidanel et al. 2001). Die genaue Lokalisation des PRL
Gens ist Position 68 ¢cM von SSC7 (http://www.thearkdb.org/).

PRLR Gen

Der untersuchte SNP befindet sich innerhalb der kodierenden Region des PRLR Gens
(Vincent et al. 1997). Huang et al. (2002) berichteten, dass der PRLR Genort bei 34 Duroc
Ebern signifikant mit der Spermienmotilitdt (p < 0.05) und der PDR (p < 0.01) assoziiert war.
Steinheuer et al. (2003) zeigten, dass der Polymorphismus des PRLR Genortes einen
signifikanten Effekt auf die NBA bei 51 Ebern der Deutschen Landrasse hatte. Funktionale
Beweise fiir die Assoziation des PRLR Gens ergeben sich aus Knock Out Experimenten, die
eine verringerte Fertilitit bei madnnlichen Méusen zeigten (Goffin et al 1999). In unserer
Studie wurde kein signifikanter Effekt des PRLR Genortes auf Reproduktionsmerkmale bei
Ebern der PI und PIXHA Population beobachtet. Die Alleleffekte unterscheiden sich aufgrund
der genetischen Herkunft in verschiedenen Populationen. Unterschiedliche Kopplungsphasen
zwischen den Markern und zufélligen Mutationen aufgrund von Rekombination kénnen die
Unterschiede in den verschiedenen Populationen erkliaren. AuBerdem konnten weitere, noch

unbekannte merkmalbeeinflussende QTL mit dem Gen gekoppelt sein (Linville et al. 2001).

FSHB Gen

Die untersuchte Mutation befindet sich in Intron 1 des FSHB Gens und konnte ein Marker fiir
potenziell gekoppelte Polymorphismen mit Einfluss auf die p-Faltblattstruktur von FSH
und/oder dessen Expressionsraten sein. In dieser Studie war der Polymorphismus des FSHB
Genortes signifikant mit der Spermienkonzentration assoziiert. Der funktionale
Assoziationsbeweis des FSHB Gens ergibt sich aus Knock Out Experimenten, die zeigten,
dass die Ausschaltung des F'SHB Gens zu einer Verringerung der Spermienkonzentration von
85% auf 75% fiihrt (Layman 2000). Ford et al. (1997) berichteten, das in ausgewachsenen
Meishan Ebern eine negative Beziehung zwischen FSH Sekretion und Hodengrof3e besteht,
begleitet von einer verringerten tdglichen Spermienproduktion. Seminales FSH und
Testosteronkonzentrationen waren beim Mann positiv mit der Spermienproduktion korreliert
(Vasquez et al. 1986). FSH beeinflusste die Spermatogenese beim Eber (Zanella et al. 1999).
HodengroBe und —gewicht korrelierte mit der tédglichen Spermienproduktion und
Gesamtspermienreserven (Huang and Johnson 1996). Das FSHB Gen ist auf SSC2 lokalisiert,
bisher gibt es beziiglich der Position keine Hinweise auf eine Kopplung mit diesen

Merkmalen.
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LHB Gen

Der untersuchte Polymorphismus in Exon 2 des LHB Gens ist eine stille Mutation, die als
Marker fiir moglicherweise gekoppelte Polymorphismen mit Einfluss auf die Strukur des
luteinisierenden Hormons und/oder dessen Expressionsrate dienen konnte. In dieser Studie
wurden keine signifikanten Effekte des LHB Genortes auf Spermaqualititsmerkmale und
Eberreproduktionsmerkmale  gefunden. Der mogliche Grund hierfiir ist, dass
Eberreproduktionsmerkmale komplexe Merkmale sind, die durch mehrere Gene und ihre
Interaktion beeinflusst werden. Aufgrund von Epistasie konnte der Polymorphismus im LHB
Gen nur einen geringen Effekt auf die Variation des Phénotyps haben. Auflerdem kdnnten
Kopplungsungleichgewichte der Grund fiir die fehlenden Auswirkungen auf die untersuchten

Merkmale in diesen Eberpopulationen sein.

FST Gen

Der Mikrosatellitenpolymorphismus des F'ST Gens beeinflusste das Spermavolumen in dieser
Studie signifikant. Der untersuchte Polymorphismus in Intron 1 des FST Gens ist ein Marker
fiir moglicherweise gekoppelte Polymorphismen mit Einfluss auf die Proteinstruktur und/oder
den Expressiongrad von Follistatin.  Follistatin moduliert die Sekretion des
follikelstimulierenden Hormons (FSH) beim Schwein (Shimonaka et al. 1991, Mather et al.
1993, Hafez and Hafez 2000). FSH reguliert die Spermatogenese (Zanella et al. 1999, Lunstra
et al. 1997). Dies liefert den funktionellen Beweis fiir die Assoziation des Markergenortes
FST mit Merkmalen der Spermaqualitit. Der FST Genort liegt auf SSC16, iiber die genaue

Lokalisation gibt es jedoch bisher keine Informationen.

INHA, INHBA und INHBB Gen

Die Inhibine sind heterodimere Glykoproteine bestehend aus einer alpha-Untereinheit (o) und
einer von zwei beta-Untereinheiten (BA oder BB). Sie werden von Sertolizellen produziert
und tiber die Lymphe sekretiert, die zur endokrinen Regulation der Reproduktion beitrigt
(Hafez und Hafez 2000). Daher wurden INHA, INHBA und INHBB als Kandidatengene fiir
die fir Merkmale der Eberreproduktionsleistung analysiert.

Der untersuchte Polymorphismus im /INHA Gen ist eine stille Mutation, die als Marker fiir
potenziell gekoppelte Polymorphismen mit Einfluss auf die a-Proteinstruktur und/oder die
Expressionsrate von Inhibin dienen konnte. Es gibt einige funktionale Hinweise fiir
signifikante Assoziationen des INHA Gens mit Spermaqualitdtsmerkmalen. Die Aktivierung
des INHA Gens wihrend der Hodenentwicklung ist korreliert mit der histologischen Reifung
des Hodens und dem Erwerb der ménnlichen Fruchtbarkeit (Seok et al. 2004). Die
Uberexpression des INHA Gens fiihrt zu einer Stérung des normalen Inhibin-Aktivin-
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Verhiltnisses und zu einer Verringerung der Reproduktionsleistung (Cho et al. 2001). Das
INHA Gen wird SSC15 zugeordnet, aber der positionelle Beweis fiir die Assoziation des
INHA Genortes steht noch aus.

Der Polymorphismus des INHBA war in dieser Studie signifikant mit der PDR und ASR
assoziiert. Der untersuchte Polymorphismus befindet sich innerhalb der 3’-UTR des porzinen
INHBA Gens und konnte als Marker fiir moglicherweise gekoppelte Polymorphismen mit
Auswirkungen auf die Inhibin beta A Proteinstruktur und/oder die Expressionsrate dienen.
Kaipia et al. (1992) berichteten, dass die Expression von Inhibin beta A in unterschiedlichen
Stadien des epithelialen Zyklus der Tubuli seminiferi die Spermatogenese reguliert. Weitere

Beweise wurden nicht gefunden.

In dieser Studie wurde erstmals eine signifikante Assoziation des INHBB Genortes mit SCON
Merkmalen aufgezeigt. Der untersuchte Mikrosatellitenpolymorphismus ist in der 3-UTR
lokalisiert. Dieser Marker ist moglicherweise mit Polymorphismen, die Auswirkungen auf die
Inhibin B-Proteinstruktur und/oder das Expressionslevel haben konnte, gekoppelt. Serum
Inhibin B wurde als Marker fiir die Spermienproduktion und die Unfruchtbarkeit beim
Menschen und Affen vorgeschlagen (Hu and Huang 2002, Plante and Marshall 2001).

RBP4 Gen

Steinheuer et al. (2003) berichteten, dass der RBP4 Genort bei 51 Ebern der Deutschen
Landrasse signifikant mit den Zuchtwerten Anzahl lebend geborener Ferkel und Anzahl
abgesetzter Ferkel assoziiert ist. Additive Effekte und Dominanzeffekte unterschieden sich
signifikant von Null. In der von uns untersuchten Eberpopulation wurde kein Effekt des RBP4
Genortes auf Eberreproduktionsmerkmale festgestellt. Die Alleleffekte unterscheiden sich
aufgrund der unterschiedlichen genetischen Herkunft. Unterschiedliche Kopplungsphasen
zwischen Makern und einer zufilligen Mutation aufgrund von Rekombinationen kénnen als
Erkliarung fiir die beobachteten Unterschiede zwischen den Populationen dienen. Auflerdem
konnten noch unbekannte QTL mit einem Effekt auf die Merkmale mit dem Gen gekoppelt
sein (Drogemiiller et al. 2001).

Der Effekt des RBP4 Genortes auf Spermaqualititsmerkmale wurde in unserer Studie
erstmals ermittelt. Es zeigte sich, dass der Genort signifikant mit der Spermienmotilitét
assoziiert ist. Einen funktionalen Beweis liefert der von Kato et al. 1985 publizierte Hinweis,
dass zelluldres retinolbindendes Protein im Hoden und Nebenhoden lokalisiert ist, wo Retinol

eine wichtige Rolle in der Spermienausbildung und -reifung spielen konnte. Der RBP4 Genort
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befindet sich auf SSC14; beziiglich Eberreproduktionsmerkmalen wurde bisher keine QTL
Region auf diesem Chromosom gefunden.

AR Gen

In dieser Untersuchung beobachteten wir, dass der AR Genmarker mit
Spermaqualitdtsmerkmalen assoziiert ist. Der getestete Polymorphismus befindet sich in der
5’-UTR des AR Gens, das ein Marker fiir potenziell gekoppelte Polymorphismen mit Einfluss
auf die Proteinstruktur und/oder die Expressionsrate des Androgenrezeptors sein konnte. Im
humanen AR Gen beispielsweise konnen mehr als 300 verschiedene Mutationen (Missense-
Mutationen) Ursache fiir eine fehlende Androgensensitivitit sein (Patterson et al. 1994).
Mainner mit kurzen CAG Wiederholungen im 4R Gen haben die hochste Spermienproduktion
(Von Eckardstein et al. 2001).

Eine QTL Region auf SSCX nahe des AR Gens beeinflusst bei Ebern FSH, Hodengroe und —
gewicht, Nebenhodengewicht und Samenblasendriisengewicht signifikant (Bidanel et al.
2001, Rohrer et al. 2001). Ford et al. (2001) berichteten, dass ein/mehrere Gen/e, die die
Hodenentwicklung und pubertire FSH und LH Konzentrationen regulieren, sich auf
Chromosom X befinden konnten. Sie untersuchten chinesischen Meishan x Large White Eber
und zeigten, dass Eber, die X-gekoppelte Allele der Meishanrasse besaB3en, kleinere Hoden
und eine verringerte tdgliche Spermienproduktion hatten. Dies konnte als Beweis fiir die

Assoziation des AR Genmarkers mit der ASR dienen.

RLN Gen

Der Polymorphismus (C>A) an Position 1 von Codon 8 (Nukleotid 22) im ersten Exon des
RLN Gens fiihrte zum Austausch einer Aminosédure (L8I). In dieser Studie konnte erstmals
eine signifikante Assoziation des RLN Gens mit dem Spermavolumen gezeigt werden. Andere
Untersuchungen wiesen nach, dass der Relaxinspiegel im Seminalplasma die
Spermienmotilitdt bei Ebern signifikant beeinflusste (Bagnel et al. 1993, Sasaki et al. 2001).
Das RLN Gen befindet sich auf SSC1 (http//www.thearkdb.org), eine QTL Region auf SSC1
nahe des RLN Gens wirkt sich beim Schwein signifikant auf das Alter bei Eintritt der
Geschlechtsreife (Rohrer et al. 1999¢). Weitere Beweise einer Assoziation des RLN Gens mit

anderen porzinen Reproduktionsmerkmalen wurden noch nicht gefunden.

ACR Gen
In dieser Studie zeigte sich eine signifikante Assoziation des ACR Gens mit der
Spermienkonzentration und Motilitdt und mit dem Eberfruchtbarkeitsmerkmal NRR. Der

Polymorphismus des ACR Gens beeinflusst moglicherweise die Expressionsrate von Akrosin
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mit Auswirkungen auf die Spermaqualitit und Fruchtbarkeitsleistung. Die Aktivitidt von
Akrosin ist ein wichtiger Index fiir die Bewertung méinnlicher Fruchtbarkeit (Cui et al. 2000).
Akrosin wurde beim Menschen als molekularer Marker fiir die Fruchbarkeit herangezogen
(Braundmeier and Miller 2001). Das Fehlen von Akrosin im Sperma in Kombination mit
Modifikationen der Zona Pellucida (ZP) kann die Fertilitit bei Maiusen beeinflussen
(Nayernia et al. 2002). Bei der In-Vitro-Lagerung bovinen Spermas kdnnte der Verlust von
Akrosin fiir die verringerte Fruchtbarkeit verantwortlich sein (Miller et al. 1988). Beim Eber
sind die Gehalte an Proakrosin und Akrosin mit der Befruchtungsfahigkeit der Spermien
korreliert (Cechova et al. 1984). Die Transkriptionsprodukte des ACR Gens spielen beim
Schwein als Proteine bei der Vermittlung der Bindung von Spermium und Eizelle wéahrend
der Befruchtung eine kritische Rolle (Howes and Jones 2002). Schwankungen der
Akrosinaktivitit konnten im Zusammenhang stehen mit den Auswirkungen hoher
Temperaturen im Sommer wéhrend der Spermatogenese und Parametern der Samenqualitit
(Spermakonzentration, Ejakulatvolumen und Anzahl der Spermien) (Ciereszko et al. 2000).
Die Akrosinaktivitit kann genutzt werden um die Samenqualitit beim Eber zu beurteilen
(Glogowski et al. 1998). Das ACR Gen befindet sich auf SSC5. Obwohl Cassady et al. (2001)
berichteten, dass sich an Position 131 ¢M von SSCS5 eine QTL Region fiir das Merkmal
Anzahl tot geborener Ferkel beim Schwein befindet, konnte bisher kein positioneller Beweis

fiir die Kopplung dieser Eberreproduktionsmerkmale gefunden werden.

OPN Gen

Der Mikrosatellitenmarker in der Promoterregion des OPN Gens ist bei Ebern der Deutschen
Landrasse signifikant mit Fruchtbarkeitsmerkmalen assoziiert (Steinheuer et al. 2003). Jedoch
konnte ein Effekt dieses Markers auf Eberreproduktionsmerkmale in der von uns untersuchten
Pietrain und Pietrain x Hampshire Population nicht beobachtet werden. Hingegen beeinflusste
der andere Polymorphismus in Intron 6 des OPN Gens das Merkmal Anzahl lebend geborener
Ferkel signifikant. Daher konnte der Polymorphismus des OPNin6 Genortes als Marker fiir
die moglicherweise gekoppelten Kausalmutationen dienen, die Auswirkungen auf die
Proteinstruktur oder die Expressionsrate von Osteopontin haben und damit die
Eberfruchtbarkeit beeinflussen. Osteopontin, eines der fertilititsassoziierten Proteine, wurde
als molekularer Indikator fiir die Fruchtbarkeit beim Menschen in Betracht gezogen
(Braundmeier and Miller 2001).

Desweiteren zeigte dieses Experiment zum ersten Mal, dass der ONPin6 Genort signifikant
mit der Spermienmotilitdt assoziiert ist und der OPNpro Genort die ASR signifikant
beeinflusst. Der zuletzt genannte Polymorphismus konnte auch ein Marker fiir potenziell

gekoppelte Polymorphismen mit Auswirkungen auf die Proteinstruktur und/oder die
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Expressionsrate von Osteopontin sein. Es gibt einige funktionale Beweise fiir die Assoziation
dieser Loci mit Spermaqualititsmerkmalen. Das OPN Gen wird im Hoden, den Ductuli
efferenti und im Nebenhoden exprimiert und reguliert (Luedtka et al. 2002). Die
Anwesenheit von OPN mRNA und Protein im Hoden und Nebenhoden sowie auf der
Oberfliche von epididymalen Spermien konnte eine Rolle bei der testikuldren Zelladhédsion
wihrend der Spermatogenese und/oder der epididymalen Reifung spielen, obwohl auch

andere Funktionen im méinnlichen Reproduktionstrakt mdglich sind (Siiteri et al. 1995).

Das OPN Gen befindet sich an Position 120.2 ¢M von SSC8 (http://www. ncbi. nlm.
nih.gov/mapview/maps.cgi). King et al. (2003) berichteten von einer QTL Region fiir
WurfgroBBe an Position 127 ¢M von SSC8 (QTL span 92.4-127.7 c¢M). Dies konnte ein
positioneller Hinweis fiir die Assoziation des OPN Gens mit Fruchtbarkeitsmerkmalen sein.
Desweiteren zeigten Rohrer et al. (2001), dass eine QTL Region mit Einfluss auf die
Serumkonzentration von FSH bei Meishan x Large White Ebern auf unterschiedlichen
Chromosomen einschlieBlich SSC8 (Position 19 c¢M) liegt. Leider ist das OPN Gen nicht in
dieser QTL Region lokalisiert.

ACTNI Gen

In dieser Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass das ACTN/ Gen mit den
Eberfruchtbarkeitsmerkmalen NNR (PI&PIxHA und PI) und NBA (PI&PIXHA und PIXHA)
assoziiert ist. Die Bewertung der additiven Effekten auf die NNR wurde fiir Allel A des
ACTNI Gens durchgefiihrt. Schiitzungen der Dominanzeffekte zeigten die Uberlegenheit der
Heterozygoten im Vergleich zum Mittelwert der zwei Homozygoten. Negative Effekte von
Allel A wurden bei der Rasse PI beobachtet, wiahrend Allel B giinstige Effekte zeigte. Der
untersuchte SNP befindet sich innerhalb des Intron 18 des ACTNI Gens, das ein Marker fiir
moglicherweise gekoppelte Polymorphismen mit Auswirkungen auf die Proteinstruktur
und/oder das Expressionslevel von a-Aktinin 1 sein konnte. Das Kandidatengen ACTNI wird
in Spermien exprimiert und ist moglicherweise in Membranverdnderungen wihrend der
Akrosomreaktion involviert und hétte damit wichtige Auswirkungen auf die
Spermienfunktion (Yagi and Paranko 1992). Bisher konnten keine weiteren Beweise fiir

dieses Ergebnis gefunden werden.

Das ACTNI Gen beeinflusste Eberreproduktionsmerkmale nur in einer Eberpopulation
signifikant. Ein moglicher Grund hierfiir ist, dass der Polymorphismus im untersuchten Gen
das Merkmal indirekt beeinflusst. Der Polymorphismus konnte als Marker dienen, der mit

Kausalmutationen innerhalb des Gens oder eng verbundenen Genen gekoppelt ist.
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Unterschiedliche Kopplungsbeziehungen konnten ein Grund fiir die verschiedenen Geneffekte
in den Eberpopulationen sein (Linville et al. 2001).
Zwischen den Genotypen des ACTNI Genortes und Spermaqualititsmerkmalen konnten keine

signifikanten Beziehungen beobachtet werden.

ACTN4 Gen

Das ACTN4 Gen hatte in unserer Studie keinen signifikanten Effekt auf
Eberreproduktionsmerkmale und Spermaqualitdtsmerkmale. Der untersuchte Polymorphismus
in der 3’-UTR des ACTN4 Gens konnte jedoch als Marker dienen, der mit Kausalmutationen
innerhalb des Gens oder mit diesem in Zusammenhang stehenden Genen mit ungiinstigen
Kopplungsungleichgewichten gekoppelt ist. Der funktionale Beweis ergibt sich aus der
Expression des ACTN4 Gens im Sperma und seiner moglichen Beteiligung an
Membranverdnderungen wéhrend der Akrosomreaktion mit Auswirkungen auf die

Spermienfunktion (Yagi and Paranko 1992).

ACTG?2 Gen

In der jetzigen Untersuchungen wurde zum ersten Mal gezeigt, dass das ACTG2 Gen VOL in
der PI und MOT in der PIXxHA Population beinflusst. Studien der Aktinisoformen zeigten,
dass das Gamma Aktin Protein in Eberejakulat vorkommt (Casale et al. 1988) und dass das
ACTG2 mRNA wihrend die Spermatogenese differentiell exprimiert ist (Waters et al. 1985).
Der getestete Polymorphismus des ACTG2 Gens hat moglicherweise keinen direkten Einfluss
auf Spermaqualititsmerkmale, aber es konnte ein Marker sein, der in direktem
Zusammenhang mit einer Kausalmutation innerhalb des ACTG2 Gens oder eines gekoppelten
Gens steht. Die Kausalmutation hat Einfluss auf die Gamma Aktin Proteinstruktur und/oder
das Expressionsniveau.

Die unterschiedlichen Zusammenhédnge zwischen den beiden Eberpopulationen kann eine
Ursache dafiir sein, dass in der einen aber nicht in der anderen Population signifikante Effekte

des Polymorphismus auf die Spermaqualititsmerkmale gefunden wurden.

ACTB Gen

Die Ergebnisse zeigen verschiedene Effekte des ACTB Gens auf Spermaqualititsmerkmale,
aber nicht auf Fruchtbarkeitsmerkmale. Die Fruchtbarkeitsmerkmale haben eine niedrige
Heritabilitit (h® ~ 0.014-0.06; See, 2000) die durch umweltbedingte und genetische Effekte
von Eber, Sau und Nachkommen beeinflusst wird. Deswegen wird erwartet, dass die Effekte
von einzelnen Genorten niedrig sind und eine grole Anzahl von Tieren bendtigt werden um

sie zu identifizieren (Long and Langley, 1999).
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Die in dieser Untersuchung getesteten SNPs befanden sich in Intron 3 und als stille Mutante
in Exon 4. Es ist mdglich, dass diese Polymorphismen/Haplotypen sich in einem
Kopplungsungleichgewicht mit einem noch nicht identifizierten anfilligen
Gen/Polymorphismus befinden, moglicherweise ist hierdurch die beobachtete signifikante
Assoziation zu erkldren. Weiterhin ist die zusitzliche Komplexitidt einer heterogenen

Interaktion wichtig, die innerhalb diese Haplotypen beobachtet wurde (Zee et al. 2005).

4.3 Das Fehlen von Kandidatengeneffekten

Das Fehlen von Kandidatengeneffekten kann viele mogliche Griinde haben. Aus der
vorliegenden Untersuchung kdnnten zwei denkbare Ursachen genannt werden. Zum einen ist
es moglich, dass kein Kandidatengen einen signifikanten Effekt auf die hier untersuchten
Merkmale der Eberfruchtbarkeit ausiibt, zum anderen konnte es sein, dass ein Kandidatengen
die Merkmale in einer Eberpopulation signifikant beeinflusst, aber keine signifikanten Effekte

in einer anderen Eberpopulation gefunden wurden.

Merkmale der Eberreproduktion sind komplexe Merkmale und vermutlich ist eine Interaktion
vieler Gene mitverantwortlich fiir die phénotypische Ausprigung (Geldermann 1996).
Folglich kann der Einfluss eines einzelnen Genortes aufgrund des geringen Effektes auf den
Phanotyp nicht signifikant sein. Epistasieeffekte anderer Gene und Interaktionen dieser Gene
mit den Markern konnen ebenfalls dazu fithren, dass sich die Geneffekte in verschiedenen
Eberpopulationen unterscheiden. Wenig ist iiber die Ausmalle von Epistasieunterschieden in
den hier untersuchten Merkmalen bekannt. Aber sollte Epistasie vorhanden sein, hingt der
Effekt spezieller Allele von ihrer Frequenz und der Frequenz von Allelen an anderen
Genorten ab. Aufgrund der Epistasie konnen Polymorphismen fiir ein Gen einen geringen
Effekt in einer Reinzucht-Population haben, wéhrend ein bedeutende Anteil der Varianz in

Kreuzungspopulationen erklért werden kann.

Ein anderer moglicher Grund fiir die unterschiedliche populationensspezifische Wirkung von
Genen ist das unterschiedliche Kopplungsungleichgewicht innerhalb der Populationen. Der
Polymorphismus in den untersuchten Genen beeinflusst diese Merkmale moglicherweise
indirekt. Diese Polymorphismen kdnnten Marker sein, die mit kausalen Mutationen innerhalb
der Gene gekoppelt sind. Unterschiedliche Kopplungsbeziehungen sind moglicherweise der

Grund, warum sich der Geneffekt zwischen den Eberpopulationen unterscheidet.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Studie wurde durchgefiihrt, um Assoziationen von 18 Kandidatengenen mit
Merkmalen der Spermaqualitit zu untersuchen. Zusidtzlich wurden diese Gene auf
Assoziationen mit Fruchtbarkeitsmerkmalen der Ebern getestet, welche die Erfolgsrate der
kiinstlichen Besamung widerspiegeln. Diese direkten funktionellen Kandidatengene
Gonadotropin Releasing Hormonrezeptor (GnRHR), Follikel-stimulierendes Hormon beta
(FSHB), Luteinizing-Hormon beta (LHB), Relaxin (RLN), Prolactin (PRL), Prolactin Rezeptor
(PRLR), Androgen Rezeptor (4R), Follistatin (¥S7), Inhibin Alpha (INHA), Beta-Inhibin A
und B (/INHBA, INHBB), Retinol-Bindeprotein 4 (RBP4), Acrosin (ACR), Osteopontin (OPN),
Actin Beta (ACTB), Actin Gamma (ACTG2) und Alpha-Actinin 1 und 4 (ACTNI, ACTN4)
wurden basierend auf ihren physiologischen Funktionen in der ménnlichen Gonadotropin-

Achse ausgewihlt.

Als Tiermaterial wurden in dieser Studie reinrassige Pietraineber (PI) (n=244) und
Kreuzungseber Pietrain x Hampshire (PIXHA) (n=112) aus einer Besamungsstation
verwendet, die zwischen 1990 und 1999 geboren und hauptsichlich in kommerziellen Herden
in Nord-West Deutschland eingesetzt wurden. Die Spermaqualititsmerkmale umfassen
Spermienkonzentration (SCON), Spermavolumen je Ejakulat (VOL), Spermienmotilitit
(MOT), Plasmatropfchenrate (PDR) und abnormale Spermienrate (ASR) und wurden von
jedem Ejakulat mit einem Lichtmikroskop entsprechend der Richtlinien der
Weltgesundheitsorganisation abgeleitet. Die Fruchtbarkeitsmerkmale Non-Return-Rate
(NRR) und Anzahl lebend geborener Ferkel (NBA) wurden mit Hilfe der Wurfleistungen der

angepaarten Eber in kommerziellen Herden zwischen 1991 und 1999 abgeleitet.

Spermaproben wurden von Januar 2000 bis Dezember 2001 gesammelt und bis zur DNA-
Isolierung bei -20°C aufbewahrt. Genomische DNA wurde aus den Spermaproben der
einzelnen Eber mit dem Standardprotokoll mit Mecaptoethanol Behandlung und ProteinaseK
Verdau gefolgt von Phenol/Phenolchloroform Extraktion und Ausfidllung mit Isopropanol

gewonnen.

Um Polymorphismen innerhalb der ACTNI1, ACTN4 und ACTB Gene zu untersuchen, wurden
Oligonukleotidprimer in Ubereinstimmung mit dem porcinen ACTNI (BF442592), dem
porcinen ACTN4 (BI338543) und dem porcinen ACTB entwickelt. Die PCR Fragmente
stammten aus genomischer DNA. Durch vergleichende Sequenzierung von Tieren der Rassen

Pi¢train und Hampshire wurden Polymorphismen in Intron 18 (G>A) des porcinen ACTNI, in
3’-UTR (A>C) des porcinen ACTN4 und in Intron 3 (3 SNPs) und Exon 4 (1 SNP) (T>C) des
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porcinen ACTB identifiziert. Die Polymorphismen in den Genen ACTNI und ACTN4 wurden
durch PCR-RFLP mit den Restriktionsenzymen BstEIl und Apal bestitigt. Die
Polymorphismen im ACTB Gen wurden mit SBE genotypisiert.

Die Genotypen von 356 Ebern wurden fiir die 18 Genorte mit Hilfe von PCR-RFLP, PCR-
SSCP, Mikrosatelliten oder SBEs analysiert.

Assoziationsanalysen ergaben, dass die Genorte ACTNI, ACTB, ACR und OPNin6 signifikant
mit der Eberfruchtbarkeit assoziiert waren und die Genorte F'SHB, PRL, ACR, INHA, INHBA,
INHBB, FST, RLN, ACTB, ACTG2, GnRHR, RBP4, OPNin6, AR und OPNpro signifikant mit
der Spermaqualitdt in Abhdngigkeit von der Rasse des Ebers assoziiert waren. Die Genorte
LHB, PRLR und ACTN4 hatten keinen signifikanten Effekt auf reproduktive Merkmale der
Eber.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen Unterschiede in der Bestitigung von
Kandidatengeneffekten. Alleleffekte unterscheiden sich zwischen den Linien oder
Populationen aufgrund des spezifischen genetischen Hintergrundes. Unterschiedliche
Kopplungsphasen zwischen den Markern konnen die beobachteten Unterschiede zwischen
den Eberpopulationen erkldren. Auch kénnten noch unbekannte QTL, die einen Effekt auf die
Reproduktionsmerkmale des Ebers ausiiben, mit diesen Genen verbunden sein. Die
Kandidatengenmethode kann verwendet werden, um den véterlichen und miitterlichen Beitrag
zur Fruchtbarkeit spezifisch aufzukldren sowie Genaktivitidten wie Prigung zu erkldren. Die
Nutzung von Markerinformationen in Zusammenhang mit traditioneller Selektion erlaubt eine
schnellere Verbesserung der ménnlichen Fruchtbarkeit, und gleichzeitig kann ein optimaler
Fortschritt fiir andere okonomisch wichtige Produktionsmerkmale erreicht werden. Die

Selektionsstrategie sollte fiir jede Linie separat bestimmt werden.
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6 Schlussfolgerungen fiir die Umsetzung der Ergebnisse in die Praxis

Merkmale der Spermaqualitit sind insbesondere im Zusammenhang mit dem aus
ziichterischen, 6konomischen und hygienischen Griinden steigenden Einsatz der kiinstlichen
Besamung (derzeit ca. 70% der Besamungen) in der Schweineproduktion untersucht worden.
Sie umfassen u.a. Ejakulatvolumen, Spermienzahl, -motilitdt, -morphologie und -vitalitit und
beeinflussen den  Befruchtungserfolg. Wiéhrend die Einhaltung von strengen
Mindestanforderungen hinsichtlich der Spermaqualitit genau {iberwacht wird und
Grundvoraussetzung flir die Befruchtungsfahigkeit ist, wird von der Praxis kritisiert, dass die
Befruchtungsfiahigkeit bestimmter Eber unbefriedigend ist, obwohl sie Spermachargen
hinreichender Qualitdt liefern. Die routinemifBig erfassten Kriterien der Spermaqualitét
erweisen sich hier also als unzureichende diagnostische und préadikative Mittel flr die
Befruchtungsfahigkeit. Da im Projekt sowohl die Routinemerkmale der Spermaqualitit als
auch die Reproduktionsmerkmale in landwirtschaftlichen Betrieben erfasst wurden, erlaubt
das Projekt eine ndhere physiologische und genomische Betrachtung des Zusammenhangs
zwischen diesen Merkmalskomplexen. Die Identifizierung genomischer Ursachen fiir die
Merkmalsauspragungen hinsichtlich Spermaqualitit und Befruchtungsfihigkeit und den
daraus abgeleiteten priadikativen Test der Befruchtungsfihigkeit erlauben dariiber hinaus die
Selektion potentieller Besamungseber bereits vor ihrer Geschlechtsreife. Angesichts der
hohen Kosten fiir die Aufzucht und Haltung von Testebern bedeutet eine frithzeitige Selektion
erhebliche Einsparungen fiir die Zuchtunternehmen und Besamungsstationen.

Von den 18 Kandidatengenen zeigten 15 Gene eine Assoziation mit bis zu drei der
untersuchten Spermaqualitits- und Fruchtbarkeitsmerkmalen. Da keines der Kandidatengene
mit allen sieben Merkmalen assoziiert ist, ist eine Kombination von Markern fiir eine
frithzeitige Selektion erforderlich. Die Frage, welche Kombination und wie viele Marker

tatsidchlich notwendig sind, bleibt weiteren Zuchtplanungsberechnungen vorbehalten.
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In den Tabellen 8.1 bis 8.32 sind die statistischen Auswertungen aufgelistet. Es handelt sich
hierbei um Least Square Means (LSMs) und deren Standardfehler (SE), Genotypeffekte,
Additiv- (a) und Dominanzeffekte (d) sowie Allel- und Haplotypsubstitutionseffekte fiir die
untersuchten Loci und Merkmale.

Tab. 8.1: LSM und SE der ACTNI Genotypen beim Merkmal NRR (%)
Genotyp PI&PIXHA PI PIxHA
AA 0.660+0.482" 0.476+0.653" 0.588+0.580"
AB 0.901+0.655* 0.703+0.770* 0.780+0.985"
BB -3.313+1.545" -4.919+1.900 2.475+2.511°

LSMs mit unterschiedlichen Buchstaben innerhalb einer Herkunft unterscheiden sich

signifikant voneinander (p < 0.05)

Tab. 8.2: LSM und SE der ACR Genotypen beim Merkmal NRR (%)

PI&PIXHA" Pl PIxHa"™
Genotyp LSM + SE Genotyp LSM + SE Genotyp LSM =+ SE
202/202 3.481+2.054 202/202 3.248+2.414 208/208 0.567+1.046
202/208 0.110+0.956 202/208 0.189+0.993 208/218 0.741+2.008
202/214 -1.154+1.598 202/214 -1.522+1.899 208/226 0.505+1.023
202/999 3.325+1.569 202/999 4.334+1.731 208/228 1.045+0.822
208/208 -0.505+0.689 208/208 -0.839+0.778 208/999 -0.466=+1.146
208/214 2.681+£1.335 208/214 2.867+1.511 218/228 -0.690+2.171
208/228 1.427+1.054 208/999 0.787+1.131 218/999 3.22442.492
208/999 0.445+0.749 214/214 -2.308+3.078 226/999 1.831+£3.059
214/214 -2.617+2.521 214/999 5.127+3.455 228/999 2.871£2.192
214/228 6.974+3.057 999/999 0.151£2.225
228/999 0.029+2.148

Signifikanter Effekt (p < 0.05) des Faktors Genotyp (globaler Hy-Test)
"™ nicht signifikant
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Tab. 8.3: Additiv- (a) und Dominanzeffekt (d) von ACTNI1 Allelen beim Merkmal

NRR (%)
PI&PIxHA PI
Effekt .
LSM + SE p LSM + SE p
Additiveffekt -1.987+0.792 0.01 -2.698+0.985 0.01
Dominanzeffekt 2.227+0.985 0.02 2.925+1.234 0.02

Tab. 8.4: Allelsubstitutionseffekte fiir Allel des Locus ACR beim Merkmal NRR (%)

PI&PIXHA PI
Allel
LSM + SE p-Wert LSM + SE p-Wert
202 bp -0.103+0.943 0.91 -0.957+1.182 0.42
208 bp -1.233+0.761 0.11 -2.179+0.996 0.03
214 bp -0.658+1.002 0.51 -1.371£1.273 0.28
228 bp 1.104+1.124 0.33 - -

Tab. 8.5: LSM und SE der OPNin6 und ACTNI Genotypen beim Merkmal NBA

(Schwein/Wurf)
PI&PIxHA PI PIxHA
Locus Genotyp
LSM + SE LSM + SE LSM + SE
AA 0.176+0.068* 0.209+0.069* -0.016+0.175
OPNiné6 AB -0.005+0.054" 0.001+0.066" 0.008+0.091
BB 0.04+0.047" -0.009+0.060" 0.026+0.075
AA 0.045+0.042° 0.065+0.053 0.070+0.067*
ACTNI
AB 0.038+0.057° 0.040+0.062 0.133+0.114%
BB -0.428+1.135° -0.283+0.154 -1.010+0.290°

LSMs mit unterschiedlichen Buchstaben innerhalb Herkunft und Locus unterscheiden sich

signifikant voneinander (a, b: p <0.01; x, y: p < 0.05).
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Tab. 8.6: Additiv- (a) und Dominanzeffekte (d) von OPNin6 und ACTNI Allelen
beim Merkmal NBA (Schwein/Wurf)
PI&PIXHA PI PIXHA
Locus | Effekt
Schitzung p Schitzung p Schitzung p
. a 0.086+0.038 | 0.03 | 0.109+0.044 | 0.01 - -
OPNin6
d -0.094+0.063 | 0.13 | -0.099+0.077 | 0.20 - -
0.236+0.069 | <0.01 - - 0.540+0.151 | <0.01
ACTNI
0.230+0.086 | 0.01 - - 0.603+0.188 | <0.01
Tab. 8.7: LSM und SE der FSHB und PRL Genotypen beim Merkmal SCON
(x10°/ml)
PI&PIXHA PI PIXHA
Locus Genotyp
LSM + SE LSM + SE LSM + SE
AA 2.967+0.041 2.878+0.045" 3.136+0.069
FSHB AB 3.073+0.063 3.081+0.070° 2.970+0.116
BB 3.041+0.154 3.299+0.203° 2.700+0.227
AA 3.049+0.073 2.879+0.089 3.331+£0.120*
AB 2.885+0.076 2.817+0.105 2.96540.107°
PRL AC 2.917+0.057 2.905+0.061 2.819+0.105°
BC 3.258+0.251 3.196+0.250 -
CC 3.119+0.083 3.047+0.083 3.239+0.219*

LSMs mit unterschiedlichen Buchstaben innerhalb Herkunft und Locus unterscheiden sich

signifikant voneinander (a, b: p <0.01; x, y: p < 0.05).
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Tab. 8.8: LSM und SE der ACR Genotypeffekte beim Merkmal SCON (x10%/ml)
PI&PIXHA™ PI™ PIxHA"

Genotyp LSM + SE Genotyp LSM + SE Genotyp LSM + SE
202/202 2.972+0.192 202/202 3.109+0.200 208/208 3.12940.133
202/208 3.067+0.088 202/208 3.014+0.081 208/218 3.334+0.308
202/214 2.912+0.150 202/214 3.017+0.158 208/226 3.004+0.148

202/214 2.687+0.402 202/999 2.582+0.142 208/228 3.124+0.095

202/999 2.668+0.146 208/208 2.912+0.063 208/999 3.131+0.142
208/208 2.969+0.065 208/214 3.015+0.127 218/228 3.153+0.276
208/214 3.083+0.130 208/999 2.985+0.091 218/999 3.405+0.307
208/228 3.034+0.101 214/214 2.7234+0.253 226/999 3.060+0.376
208/999 3.022+0.073 214/999 3.050+0.192 228/999 3.034+0.306
214/214 2.618+0.233 999/999 2.846+0.400 999/999 1.911+0.268
214/228 3.180+0.328
214/999 2.935+0.403
228/999 2.993+0.202
999/999 3.295+0.330
Signifikanter Effekt (p < 0.05) des Faktors Genotyp (globaler Hy-Test)
™ nicht signifikant

Tab. 8.9: Ausgewihlte lineare Kontraste zwischen verschiedenen ACR Genotypen

beim Merkmal SCON (x 108/ml)

Population linearer Kontrast Schitzung p-Wert
zw. Genotypen

208/208 999/999 1.127+0.301 0.0021

208/218 999/999 1.423+0.409 0.0183

208/226 999/999 1.092+0.307 0.0140

PIxHA 208/228 999/999 1.121+0.283 0.0008

208/999 999/999 1.220+0.305 0.0026

218/228 999/999 1.241+£0.392 0.0503

218/999 999/999 1.493+0.408 0.0096
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Tab. 8.10:  LSM und SE der INHBB Genotypen beim Merkmal SCON (x10*/ml)
PI&PIXHA PI’ PIxHA™
Genotyp LSM + SE Genotyp LSM + SE Genotyp LSM + SE

161/163 2.689+0.190 1717171 2.866+0.069 159/163 3.137+0.256
161/171 2.908+0.134 171/173 2.841+0.075 159/171 3.175+£0.174
161/173 3.663+0.249 171/175 3.150+0.079 159/173 3.163+0.573
161/175 3.048+0.556 171/999 2.981+0.183 159/999 3.313+£0.332
163/163 3.215+0.392 173/173 2.843+0.159 161/163 2.771+0.190
163/171 3.099+0.187 173/175 2.722+0.114 161/171 2.990+0.135
163/173 3.241+0.232 173/999 3.290+0.209 161/173 3.654+0.286
163/175 2.774+0.232 175/175 3.225+0.152 161/999 3.115+0.574
163/999 3.057+0.252 175/999 2.711+0.226 163/163 2.505+0.574

171/171 2.963+0.067 999/999 3.919+0.549 163/171 3.033+0.407

171/173 2.927+0.070 171/171 3.168+0.140
163/175 3.187+0.087 171/173 3.065+0.139
163/999 3.026+0.165 171/999 2.787+0.335
173/173 2.869+0.152 173/173 2.709+0.405

173/175 2.791+0.125
173/999 3.063+0.556
175/175 3.293+0.161
175/999 3.217+0.324
Signifikanter Effekt (p < 0.05) des Faktors Genotyp (globaler Hy-Test)

™ nicht signifikant

Tab. 8.11:  Additiv- (a) und Dominanzeffekt (d) von FSHB und PRL Allelen beim

Merkmal SCON (><108/ml)
PI PIxHA
Locus Effekt
Schitzung + SE p Schétzung + SE p
a 0.211£0.10 0.04 - -
FSHB
d 0.007+0.12 0.96 - -
- - 0.044+0.115 0.70
PRI AA/C)
dac) - - -0.472+0.146 <0.01
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Tab. 8.12: Allelsubstitutionseffekte fiir Loci JVHBB und ACR beim Merkmal SCON
(x10%/ml)
PI&PIxHA PI PIxHA
Locus Allel
LSM + SE p LSM + SE p LSM + SE p
161 -0.080+0.157 0.61 |- - - -
163 -0.090+0.181 062 |- - - -
INHBB | 171 |-0.073+0.149 | 0.63 |-0.153+0.117 |0.19 |- -
173 -0.133+0.152 0.38 | -0.236+0.127 0.06 |- -
175 0.030+0.160 0.85 | -0.035+0.126 0.78 | - -
208 - - - - 0.304+0.119 0.01
ACR 218 - - - - 0.501+0.219 0.02
226 - - - - 0.151£0.180 0.40
228 - - - - 0.224+0.098 0.10
Tab. 8.13:  LSM und SE der RLN Genotypen beim Merkmal VOL (ml)
PI&PIxHA PI PIxHA'
Genotyp
LSM + SE LSM + SE LSM + SE
cC 260.60+2.92 246.98+3.00 275.93+5.65%
CA 251.87+6.51 247.87+6.63 234.02+15.51°
AA - - -

LSMs mit unterschiedlichen Buchstaben innerhalb Herkunft und Locus unterscheiden sich

signifikant voneinander (a, b: p < 0.01; x, y: p < 0.05).
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Tab. 8.14:  LSM und SE der FST Genotypeffekte beim Merkmal VOL (ml)

E3

PI&PIxHA™ PI PIXHA™
Genotyp LSM + SE Genotyp LSM + SE Genotyp LSM + SE
142/142 266.45+7.26 142/142 264.744+9.33 142/142 268.29+12.12
142/143 252.22+45.01 142/143 244.624+39.86 142/147 288.28+19.26
142/147 270.72+12.03 142/146 277.12+22.82 142/148 268.70+24.95
142/148 279.22+13.01 142/147 250.51+16.34 142/999 304.40+25.04
142/999 292.25+15.09 142/148 284.61+15.05 143/143 260.54+12.79
143/143 260.17+£5.90 143/143 255.20+6.15 143/147 275.22422.11
143/147 267.73£11.56 143/146 236.63+14.01 143/148 264.22+19.29
143/148 251.49+6.87 143/147 259.69+13.22 143/999 253.89+38.83
143/999 252.33+13.65 143/148 242.25+6.47 144/144 264.38+24.20
144/144 258.46+11.61 143/999 320.04+39.90 144/147 241.07+38.49
144/147 229.67+15.99 144/144 250.96+12.57 144/999 200.12+54.23
144/148 251.13+12.73 144/147 219.45+16.28 147/147 253.68+24.57
144/999 272.75+£18.36 144/148 242.72+10.98 147/999 300.59+38.37
147/147 257.09+8.81 144/999 280.14+17.72 148/148 293.60+54.15
147/999 238.71+£14.24 146/146 213.96+17.68 999/999 303.24+22.12
148/148 241.174£9.90 146/148 299.46+39.51
148/999 240.71+14.42 146/999 186.08+39.53
999/999 257.65+11.22 147/147 251.26+8.45

147/999 216.93+13.99
148/148 230.45+8.63
148/999 224.89+13.19
999/999 252.20+£19.87

Signifikanter Effekt (p < 0.05) des Faktors Genotyp (globaler Hy-Test)

" nicht signifikant
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Tab. 8.15:  LSM und SE der ACTG2 Genotypen beim Merkmal VOL (ml)

*

PI&PIXHA™ PI PIXxHA™

Genotyp LSM + SE Genotyp LSM + SE Genotyp LSM + SE
93/93 239.64+14.20 93/93 225.17+15.07 93/93 256.53+32.11
93/103 250.57+13.24 93/103 237.15+11.52 93/97 249.79+32.05
93/109 257.87+7.71 93/109 235.39+8.70 93/109 285.54+15.42
93/111 270.91£13.56 93/111 269.44+15.11 93/111 262.76+27.82
93/117 230.20+20.09 93/117 205.99+19.20 93/117 282.29+55.33
93/999 254.00+16.95 93/999 243.24+23.24 93/999 316.18+55.50
103/103 262.76+15.19 103/103 249.29+13.30 97/97 164.20+57.22
103/109 249.3347.14 103/109 233.11+7.67 97/103 268.35+22.62
103/111 275.40+10.18 103/111 261.56+8.70 97/109 272.17+£39.45
103/117 196.44+44.72 103/999 247.54+13.50 97/111 268.32+18.48
103/999 | 261.69+11.24 109/109 238.08+8.51 97/117 286.34+55.31
109/109 254.54+8.28 109/111 240.55+7.39 97/999 233.15+31.98
109/111 256.64+7.41 109/117 246.37+£14.07 103/109 266.10+15.37
109/117 | 259.52+12.41 109/999 274.27+10.68 103/117 207.52+55.37
109/999 | 282.49+10.67 111/111 265.89+10.36 103/999 336.82+55.53
111/111 278.97+11.94 111/117 267.82+14.27 109/109 274.65+19.66
111/117 | 276.37+15.20 111/999 | 273.28+12.04 109/111 276.21+18.48
111/999 269.56+9.32 117/117 308.03+39.82 109/117 269.46+24.87
117/117 | 321.85+14.76 117/999 226.94+23.00 109/999 287.224+39.27
117/999 | 248.22+18.23 999/999 240.94+15.07 111/117 256.97+55.73
999/999 | 251.77+12.43 111/999 267.20+32.05
117/999 258.57+£39.12
999/999 341.66+39.53

Signifikanter Effekt (p < 0.05) des Faktors Genotyp (globaler Hy-Test)

"™ nicht signifikant
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Tab. 8.16:  Allelsubstitutionseffekte fiir Loci FS7 und ACTG2 beim Merkmal VOL
(ml) in der PI Population
Locus | Allel | Schétzung + SE p Locus | Allel | Schitzung + SE p
142 16.11+£7.82 0.04 93 -16.01+£6.99 0.02
143 7.89+7.10 0.27 103 -9.26+6.70 0.17
FST | 144 6.16+8.68 049 | ACTG2 | 109 -12.85+6.14 0.04
147 2.16£7.97 0.79 111 3.25+6.39 0.61
148 -3.20+£7.74 0.68 117 -6.41£9.59 0.50
Tab. 8.17:  LSM und SE der OPNin6, RBP4 und GnRHR Genotypen beim Merkmal
MOT' (%)
PI&PIXHA PI PIXxHA
Locus Genotyp
LSM + SE LSM + SE LSM + SE
AA 84.43+0.26” 84.74+0.25 84.32+0.82
OPNin6 AB 85.07+0.21* 85.49+0.24 84.52+0.36
BB 85.11+0.11% 85.36+0.22 84.93+0.27
AA 85.42+0.26 85.65+0.24" 84.31+1.17
RBP4 AB 84.89+0.14 85.06+0.177 84.77+0.21
BB - - -
CC 84.80+0.15" 85.05+0.15" 84.77+0.25
GnRHR CG 85.56+0.28" 86.48+0.40" 84.71+0.37
GG - -

LSMs mit unterschiedlichen Buchstaben innerhalb Herkunft und Locus unterscheiden sich

signifikant voneinander (a, b: p <0.01; x, y: p < 0.05).
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Tab. 8.18: LSM und SE der ACR Genotypen beim Merkmal MOT (%)

E3

PI&PIXHA" PI PIXHA™
Genotyp LSM + SE Genotyp LSM + SE Genotyp LSM + SE
202/202 84.45+0.69 202/202 84.66+0.73 208/208 84.93+0.52
202/208 85.354+0.32 202/208 85.54+0.29 208/218 84.48+1.20
202/214 84.72+0.54 202/214 84.75+0.57 208/226 84.90+0.58
202/214 86.31+1.46 202/999 86.61+0.52 208/228 84.35+0.37
202/999 86.37+0.53 208/208 84.90+0.23 208/999 84.89+0.56
208/208 84.83+0.23 208/214 85.80+0.46 218/228 85.70+1.07
208/214 85.51+0.47 208/999 84.75+0.33 218/999 85.26+1.20
208/228 84.71+0.36 214/214 87.83+0.92 226/999 83.30+1.47
208/999 84.75+0.26 214/999 83.77+1.03 228/999 86.02+1.19
214/214 87.65+0.84 999/999 83.26+1.45 999/999 85.03+1.05

214/228 85.85+1.19

214/999 82.34+1.46

228/999 84.86+0.73

999/999 84.12+1.19

Signifikanter Effekt (p < 0.05) des Faktors Genotyp (globaler Hy-Test)

" nicht signifikant
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Tab. 8.19: LSM und SE der ACTG2 Genotypen beim Merkmal MOT (%)

PI&PIxHA™ PI™ PIxHA®

Genotyp LSM + SE Genotyp LSM + SE Genotyp LSM + SE
93/93 84.45+0.66 93/93 84.32+0.80 93/93 85.01+1.11
93/103 85.18+0.62 93/103 85.45+0.61 93/97 85.88+1.10
93/109 84.78+0.36 93/109 85.35+0.46 93/109 84.00+0.53
93/111 83.29+0.63 93/111 82.74+0.80 93/111 84.42+0.96
93/117 86.08+0.94 93/117 86.06£1.05 93/117 87.07£1.90
93/999 85.01+0.79 93/999 83.92+1.23 93/999 85.64+1.91
103/103 83.70+0.71 103/103 83.96+0.70 97/97 89.95+1.98
103/109 85.24+0.33 103/109 85.30+0.40 97/103 84.67+0.78
103/111 84.93+0.47 103/111 85.214+0.46 97/109 83.26+1.36
103/117 86.75+2.08 103/999 85.27+0.71 97/111 84.71+0.64
103/999 85.14+0.52 109/109 85.43+0.45 97/117 88.91+1.90
109/109 84.98+0.39 109/111 85.49+0.39 97/999 84.69+1.10
109/111 85.10+0.34 109/117 86.05+0.74 103/109 85.47+0.53
109/117 85.83+0.58 109/999 85.38+0.56 103/117 86.67+1.90
109/999 84.67+0.50 111/111 84.73+0.54 103/999 87.38+1.91
111/111 84.47+0.56 111/117 86.60+0.76 109/109 84.32+0.68
111/117 85.92+0.71 111/999 84.93+0.64 109/111 84.48+0.64
111/999 84.53+0.43 117/117 88.76+2.10 109/117 85.70+£0.86
117/117 88.50+2.08 117/999 84.50+1.21 109/999 82.11+1.35
117/999 85.05+0.85 999/999 86.07+0.80 111/117 82.16+1.94
999/999 85.9440.58 111/999 82.25+1.11
117/999 84.09+1.34

999/999 86.32+1.37

Signifikanter Effekt (p < 0.05) des Faktors Genotyp (globaler Hy-Test)

" nicht signifikant
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Tab. 8.20:  Additiv- (a) und Dominanzeffekte (d) von OPNin6 Allelen beim Merkmal
MOT (%)
Locus Effekt PI&PIXHA
LSM + SE p
OPNiné a -0.34+0.15 0.02
0.30+0.25 0.23
Tab. 8.21:  Allelsubstitutionseffekte fiir Loci ACR und ACTG2 beim Merkmal MOT
(Y0)
Locus Allel PI&PIxHA PI PIxHA
LSM + SE p LSM + SE p LSM + SE p
202 0.19+0.33 0.55 0.40+0.37 0.28 - -
ACR 208 -0.08+0.27 0.76 0.03+0.31 0.93 - -
214 0.52+0.35 0.14 0.61+0.40 0.13 - -
228 -0.02+0.41 0.96 - - - -
93 - - - - 0.39+0.58 0.50
103 - - - - 0.94+0.67 0.16
ACTG2 109 - - - - 0.03+0.52 0.96
111 - - - - -0.31+0.65 0.64
117 - - - - 1.27+0.81 0.11
Tab. 8.22:  LSM und SE der GnRHR Genotypen beim Merkmal PDR (%)
Genotyp PI&PIxHA PI PIxHA
LSM + SE LSM + SE LSM + SE
CcC 6.80+0.07° 6.69+0.07° 6.83+0.12
CG 6.39+0.13" 6.06£0.19° 6.69+0.18
GG - - -

LSMs mit unterschiedlichen Buchstaben innerhalb Herkunft und Locus unterscheiden sich

signifikant voneinander (a, b: p < 0.01; x, y: p < 0.05).
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Tab. 8.23:  LSM und SE der INHBA Genotypen beim Merkmal PDR (%)

PI&PIxXHA" PI™ PIxHA™

Genotyp LSM + SE Genotyp LSM + SE Genotyp LSM + SE

252/252 6.65+0.08 252/252 6.61+0.08 252/252 6.55+0.14

252/254 6.72+0.11 252/254 6.62+0.13 252/254 6.82+0.18

252/256 6.86+0.17 252/999 6.38+0.22 252/256 7.06+0.25

252/999 6.43+0.29 254/254 7.254+0.37 252/999 7.00+£0.36

254/254 7.48+0.35 252/999 5.45+0.56 254/254 8.70+0.98

254/256 5.70+0.56 999/999 6.91+0.70 254/256 6.04+0.92

254/999 5.57+0.96 256/256 7.95+0.93

256/256 6.67+0.08 256/999 8.30+0.97

256/999 8.26+0.71

Signifikanter Effekt (p < 0.05) des Faktors Genotyp (globaler Hy-Test)

" nicht signifikant

Tab. 8.24: Allelsubstitutionseffekte fiir Locus INHBA beim Merkmal PDR (%)

PI&PIxHA
Locus Allel
LSM + SE p
252 0.06+0.27 0.82
INHBA 254 0.19+0.28 0.49
256 0.21+0.310 0.49
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Tab.8.25: LSM und SE der INHA, GnRHR und AR Genotypen beim Merkmal ASR
(%)
PI&PIxHA PI PIxHA
hoeus Oenotyp LSM + SE LSM + SE LSM = SE
AA 6.78+0.64 6.61+0.89" 6.93+0.91
INHA AB 6.80+0.12 6.40+0.18" 7.14+0.17
BB 6.89+0.10 6.87+0.09" 6.53+0.22
CC 6.95+0.09" 6.84+0.09" 6.99+0.16
GnRHR CG 6.51+0.17" 6.23+0.24" 6.77+0.23
GG - - -
196 bp 6.83+0.13" 6.75+0.10 6.80+0.33
AR 186 bp 6.82+0.12” 6.72+0.20 6.89+0.15
173 bp 7.53+0.27% 7.36+0.28 8.11+0.75
172 bp 6.57+0.27° 6.47+0.25 -

LSMs mit unterschiedlichen Buchstaben innerhalb Herkunft und Locus unterscheiden sich

signifikant voneinander (a, b: p <0.01; x, y: p < 0.05).

Tab. 8.26:  LSM und SE der INHBA Genotypeffekte beim Merkmal ASR (%)

PI&PIXHA" P PIXHA®
Genotyp LSM + SE Genotyp LSM + SE Genotyp LSM + SE
252/252 6.70+0.10 252/252 6.72+0.10 252/252 6.47+0.19
252/254 7.11+0.14 252/254 6.94+0.17 252/254 7.39+0.24
252/256 6.77+0.22 252/999 6.51+0.27 252/256 6.98+0.33
252/999 6.74+0.36 254/254 7.43+0.47 252/999 7.06+0.47
254/254 7.69+0.45 252/999 5.99+0.72 254/254 9.24+1.27
254/256 6.27+0.72 999/999 9.05+0.90 254/256 7.51£1.22
254/999 6.78+1.24 256/256 7.12+1.23
256/256 7.11+£0.88 256/999 8.38+1.26
256/999 9.77+0.91

Signifikanter Effekt des Faktors Genotyp (globaler Hy-Test: “(p < 0.01), °(p < 0.05),
“(p <0.05).
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Tab. 8.27: Signifikante Unterschiede von LSMs fiir das Merkmal ASR (%) zwischen
INHBA Genotypen

Population Genotyp Genotyp Schitzung Angepasster p-Wert
252/252 256/999 -3.07+0.91 0.0008

PI&PIXHA 252/256 256/999 -3.00+0.93 0.0013
252/999 256/999 -3.03+0.98 0.0019

Tab. 8.28:  LSM und SE der OPNpro Genotypeffekte beim Merkmal ASR (%)

E3

PI&PIXHA™ PI PIXxHA™
Genotyp LSM + SE Genotyp LSM + SE Genotyp LSM + SE
118/118 6.98+0.35 118/118 6.94+0.34 118/138 7.06+1.32
118/142 7.05+0.23 118/142 6.96+0.25 118/142 7.19+£0.50
118/146 7.01£0.45 118/146 7.83+0.63 118/146 6.25+0.66
118/148 6.82+0.20 118/148 6.79+0.21 118/148 6.71+0.47
118/999 9.12+0.90 118/999 11.34£1.26 126/142 7.06+0.77
142/142 6.83+0.23 142/142 6.78+0.21 126/148 7.55+0.44
142/146 7.05+0.34 142/146 6.58+0.51 126/999 6.03+0.93
142/148 6.85+0.15 142/148 6.86+0.15 138/142 7.31+£0.60
142/999 7.28+0.39 142/999 7.98+1.24 138/146 5.50+1.33
146/146 6.66+0.45 146/146 6.18+0.56 138/148 6.71+£0.60
146/148 6.07+£0.37 146/148 6.02+0.47 142/146 7.46+0.47
146/999 5.36+1.28 148/148 6.51+£0.21 142/148 6.61+0.34
148/148 6.68+0.19 148/999 6.44+0.62 142/999 7.41+0.93
148/999 6.98+0.28 146/146 7.43+0.76
999/999 5.97+0.91 146/148 6.00+0.60

148/148 7.09+0.37
148/999 6.48+0.77

Signifikanter Effekt (p < 0.05) des Faktors Genotyp (globaler Hy-Test)

" nicht signifikant
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Tab. 8.29:  Lineare Kontraste zwischen verschiedenen OPNpro-Genotypen beim

Merkmal ASR (%)
Population | lineare Kontraste | lineare Kontraste Schétzung p-Wert
zw. Genotypen zw. Genotypen

118/118 118/999 -4.40+1.30 0.0407

118/142 118/999 -4.38+1.28 0.0365

118/148 118/999 -4.55+1.28 0.0219

118/999 142/142 4.56+1.28 0.0213

P 118/999 142/146 4.76+1.36 0.0271
118/999 142/148 4.48+1.27 0.0242

118/999 146/146 5.16£1.38 0.0114

118/999 146/148 5.32+1.34 0.0051

118/999 148/148 4.83+1.28 0.0098

118/999 148/999 4.90+1.40 0.0282

Tab. 8.30:  Additiv- (a) und Dominanzeffekt (d) von INHA Allelen beim Merkmal

ASR (%)
PI
Locus Effekt
LSM + SE p
0.13+0.45 0.76
INHA
d -0.35+0.48 0.48

Tab. 8.31:  Allelsubstitutionseffekte beim Merkmal ASR (%) fiir Loci INHBA und
OPNpro

PI&PIxHA PI PIxHA
Locus Allel &P -

LSM + SE P LSM + SE P LSM + SE P
252 -0.40+0.34 | 024 | -0.07£0.24 | 0.77 | -0.71+0.46 | 0.13
INHBA 254 0.01+0.35 0.97 0.17+0.27 0.52 0.27+0.49 0.58

256 | -0.24+039 | 0.54 - ~ | -021x053 | 0.69
118 i - | -0.59+0.54 | 027 - -
142 - ~ | 070053 | 0.18 - -

OPNpro- 45 ; = | -1.00£0.56 | 0.07 - -

148 - - -0.89+0.53 0.10 - -
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Tab. 8.32:  Effekte der Haplotypsubstitution bei den Merkmalen NBA (Ferkel/Wurf),
MOT (%) und ASR (%) beim ACTB Locus in der PI&PIXHA Population
NBA MOT ASR
Haplotyp | Freq.
LSM + SE p LSM + SE p LSM + SE p
TTTT 0.414 | 0.441+0.342 | 0.20 | 1.217+0.758 | 0.11 |-0.441+£0.454 | 0.34
CCCT 0.384 | 0.403+0.350 | 0.25 | 1.203+0.776 | 0.12 [ -0.504+0.465 | 0.28
TTCC 0.076 | 0.234+0.370 | 0.53 | 1.122+0.820 | 0.17 [ -0.400+0.492 | 0.42
CTCT 0.038 | 1.031£0.415 | 0.013 | 1.338+0.936 | 0.15 [-0.494+0.561 | 0.38
CTTT 0.015 | 0.325+0.483 | 0.50 | 1.728+1.098 | 0.12 | -1.563+0.658 [ 0.018
TCCT 0.022 | 0.315+0.461 | 0.50 | 0.355+0.996 | 0.72 [ 0.218+0.596 | 0.72
CTCC 0.022 | 0.361+0.431 | 0.40 | 1.261+0.948 | 0.18 [-0.298+0.568 | 0.60
TTTC 0.014 | 0.177+0.545 | 0.75 [ 2.950£1.255 | 0.019 | -1.729+0.756 | 0.022
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9 Konsequenzen fiir eventuelle weitere Forschungsaktivititen

Die in der vorliegenden Untersuchung aufgedeckte Assoziation von 15 Kandidatengenen mit
Spermaqualitits- und Fruchtbarkeitsmerkmalen ist die grundlegende Voraussetzung
frithzeitiger Markerassistierten Selektion (MAS) von KB Ebern.

Mit der Untersuchung von zwei weiteren Kandidatengenen, dem Prion Protein Gen (PrnP)
und dem Pyridoxal Kinase Gen (PKH-T), wurde bereits angefangen.

PrnP ist hauptsdchlich bekannt in Zusammenhang mit der bovinen spongiformen
Enzephalopathie (BSE) und zeigt eine hohe Expression im Gehirn. In der Maus wurde die
Expression von PrnP mRNA zusétzlich in spermatogenen Zellen angezeigt. PrnP ist
moglicherweise in der Keimzelldifferenzierung wihrend der Saugetierspermatogenese
einbezogen.

PKH-T ist eine testisspezifische Splicevariante des Pyridoxal Kinase Gens in Menschen. Es
wird hoch exprimiert im erwachsenen Hoden und in Spermien. PKH-T mag eine wichtige
Rolle in der Spermatogenese spielen und konnte mit minnliche Unfruchtbarkeit in

Zusammenhang stehen.

Fiir sich anschlieBende zukiinftige Projekte ergeben sich folgende Fragestellungen:

Welcher genetische und monetire Selektionserfolg ldsst sich durch die gemeinsame
Berticksichtigung von Markerinformationen und additiven Geneffekten bei der paternalen und
maternalen Fruchtbarkeitsleistung erreichen?

Bei entsprechenden Planungsberechnungen ist dariiber hinaus die Frage zu beantworten, ob

zusdtzliche Kandidatengene erforderlich sind.
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11 Kurzfassung

Fruchtbarkeit ist eines der wichtigsten 6konomischen Merkmale in der Schweineproduktion.
Die Einfithrung der kiinstlichen Besamung (KB) in der Schweineproduktion erlaubt eine
verbesserte Selektion der Eber fiir Produktionsmerkmale, aber gleichzeitig betont sie die
Bedeutung der individuellen Reproduktionsleistung der Eber.

Diese Studie zielt darauf ab, den Effekt von 18 direkten funktionellen Kandidatengenen auf
Spermakonzentration (SCON), Spermabeweglichkeit (MOT), Samenvolumen je Ejakulat
(VOL), Plasmatropfchenrate (PDR), abnormale Spermienrate (ASR) und den
Fruchtbarkeitsmerkmalen Non-Return-Rate (NRR) und Anzahl lebend geborener Ferkel
(NBA) aufzukldren. Insgesamt wurden fiir die Untersuchung 19 Kandidatengenorte, GnRHR,
FSHB, LHB, RLN, PRL, PRLR, AR, FST, INHA, INHBA, INHBB, RBP4, ACR, OPNin6,
OPNpro, ACTG, ACTNI1, ACTN4 und ACTB basierend auf deren physiologischer Funktion in
der mannlichen Reproduktion ausgewdhlt.

Mit Hilfe der vergleichenden Sequenzierung von Tieren der Rassen Pietrain und Hampshire
wurden Polymorphismen in Intron 18 (G>A) des porcinen ACTNI (AY837722), in 3'-UTR
(A>C) des porcinen ACTN4 (AY837723) und in Intron 3 (3 SNPs) und Exon 4 (1 SNP)
(T>C) des porcinen ACTB gefunden.

Eber der Rassen Pietrain (n=244) und PietrainxHampshire (n=112) aus einer KB Eberstation
wurden fiir diese SNPs am Locus ACTNI, ACTN4 und ACTB sowie an bereits beschriebenen
Polymorphismen anderer Genorte genotypisiert.

Varianzanalysen ergaben signifikante Assoziationen zwischen folgenden Kandidatengenen
und Merkmalen: ACTNI (p < 0.05) und ACR (p < 0.05) mit NRR; ACTNI (p < 0.01), ACTB
(p < 0.05) und OPNin6 (p < 0.05) mit NBA; PRL (p < 0.01), INHBB (p < 0.05), ACR (p <
0.05) und FSHB (p < 0.01) mit SCON; ACTG (p < 0.01), RLN (p <0.01) und FST (p < 0.01)
mit VOL. ACTG (p < 0.05), RBP4 (p < 0.05), OPNin6 (p < 0.05), ACR (p < 0.01), ACTB (p
< 0.05) und GnRHR (p < 0.05) mit MOT; GnRHR (p < 0.01) und INHBA (p < 0.05) mit
PDR; GnRHR (p < 0.01), INHA (p < 0.05), INHBA (p < 0.05), OPNpro (p < 0.05), ACTB (p
< 0.05) und 4R (p < 0.05) mit ASR. Es wurden keine signifikanten Effekte von ACTN4, LHB

und PRLR auf eines der untersuchten Merkmale gefunden.



