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Einleitung 1

1 Einleitung

Wie deutlich an den aktuellen Geschehnissen zu erkennen ist, vollzieht
sich in unserer heutigen Gesellschaft ein Wandel vom anthropozentrischen
Weltbild zum moderat biozentrischen Weltbild, und somit nimmt das
Tierwohl einen immer groBer werdenden Stellenwert ein. Dies fuhrt zu
zunehmenden Einschrankungen und Verboten von Praktiken, die bei
Tieren Schmerzen und Leiden verursachen. So sehen moglicherweise
kunftige Novellierungen des Tierschutzgesetzes die Abschaffung von
Ausnahmen vom Amputationsverbot und somit den Verzicht auf nicht-
kurative Eingriffe vor (BUNDESTIERARZTEKAMMER (BTK), 2017).

Ein Beispiel sind die aktuellen Diskussionen uber Alternativen zur
betaubungslosen Ferkelkastration, die sowohl Landwirte und Politiker als
auch die Tierarzteschaft und viele Verbraucher sehr bewegen. Das bereits
2013 festgelegte Verbot der betaubungslosen Ferkelkastration ab
01.01.2019 in Deutschland bekam zwar im Herbst 2018 von den
Regierungsfraktionen eine Fristverlangerung von zwei Jahren, jedoch ist
eine schnelle Losung durch Etablierung geeigneter Alternativen
unumganglich (BUNDESMINISTERIUM FUR ERNAHRUNG UND
LANDWIRTSCHAFT (BMEL), 2018). So ist beispielsweise die Kastration
unter ortlicher Betaubung in Norwegen bereits seit 2002 und in Schweden
seit 2016 vorgeschrieben. Auch in der Schweiz besteht seit 2010 das
Verbot der betaubungslosen  Ferkelkastration, weshalb  hier
flachendeckend eine Inhalationsnarkose mit Isofluran angewendet wird
(KRENN, 2017).

Ein weiteres Beispiel ist die Enthornung von Rindern, die zwar in
Deutschland nach 85 des Deutschen Tierschutzgesetzes bei unter sechs
Wochen alten Rindern noch betaubungslos =zugelassen ist, aber
beispielsweise in der Schweiz nach Artikel 32 der Schweizer
Tierschutzverordnung durch den Tierhalter/die Tierhalterin nur noch in
den ersten drei Lebenswochen mit Sachkundenachweis und unter
Schmerzausschaltung erlaubt ist. Weltweit gewinnt auch die Zucht auf

Hornlosigkeit immer mehr an Bedeutung, um so den Eingriff des



Einleitung 2

Enthornens unnotig zu machen und dennoch dessen Vorteile zu nutzen.
Die Vorteile der naturlichen Hornlosigkeit umfassen sowohl eine Erhohung
der Arbeitssicherheit fur die Landwirte als auch verbessertes Tierwohl
durch Wegfall von Schmerzen und Stress bei der Enthornung und weniger
StoRverletzungen unter den Tieren. Zudem fuhrt der reduzierte
Arbeitsaufwand zu Zeit- und Kostenersparnissen. Weitere wirtschaftliche
Vorteile ergeben sich aus dem ruhigeren Verhalten der Tiere: der
Energieverbrauch bleibt geringer, es entsteht wertvolleres Leder ohne
Narben durch StoRverletzungen und die Tierarztkosten werden reduziert
(BAYERISCHE LANDESANSTALT FUR LANDWIRTSCHAFT (LFL) -
INSTITUT FUR TIERZUCHT, 2019).

Auch das Schwanzkupieren bei jungen Lammern ist eine weltweit gangige
Methode bei langschwanzigen Schafrassen (SHELTON, 1977), deren
Hauptgrund eine Reduktion der Verschmutzung des Schwanz- und
Analbereichs und damit die Vermeidung eines Fliegenmadenbefalls ist
(SCOBIE & O'CONNELL, 2002). Derzeit ist in Deutschland nach dem
Tierschutzgesetz das Kupieren mit einem Gummiring bei unter 8 Tage
alten Lammern zwar noch erlaubt, aber diverse Studien haben bereits
gezeigt, dass dieses Verfahren fur die Lammer schmerzhaft ist
(SUTHERLAND & TUCKER, 2011). Auch der WISSENSCHAFTLICHE
BEIRAT AGRARPOLITIK BEIM BMEL (2015) nannte ,,als Leitlinie fur die
Entwicklung einer zukunftsfahigen, in weiten Teilen der Bevolkerung

akzeptierten Tierhaltung” unter anderem ein Verzicht auf Amputationen.

Wie die oben genannten Beispiele veranschaulichen, ist es daher dringend
notwendig, fruhzeitig nicht-invasive Alternativen auf zuchterischer Ebene
sowohl fur das Kupieren der Schwanze bei Lammern als auch fur ahnliche

Praktiken in der modernen Tierproduktion zu entwickeln.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, die naturliche Schwanzlangenvariation
beim Merinolandschaf (MLS) zu untersuchen und mogliche kausale Gene
fur den kurzen Schwanzphanotyp zu ermitteln. Besonderes Augenmerk
sollte dabei auch auf Fruchtbarkeits- und Fitnessmerkmale gelegt werden,
um ohne negative Seiteneffekte die Grundlage fur eine zuchterische
Verkurzung des Schwanzes bei langschwanzigen Rassen zu schaffen und

letztendlich das Kupieren unnotig zu machen. Das Eingangsmaterial fur
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das Kartierungsdesign, um die Gene bzw. Genvarianten hinter dem kurzen
Schwanz  aufzudecken, sollten dabei selektive Phano- und
Genotypisierungsdaten von MLS-Lammern mit besonders kurzen und
besonders langen Schwanzen bilden. Um die Schwanzlange (SL) in der
Varianzkomponentenanalyse der Kartierung verwenden und diese auf die
individuelle Korpergrol3e korrigieren zu konnen, war es zuvor notwendig,
geeignete Korrekturfaktoren und einen geeigneten Messzeitpunkt zu

ermitteln.

Ein Teil der Ergebnisse dieser Arbeit wurde bei Small Ruminant Research

eingereicht und am 08. April 2019 zur Veroffentlichung akzeptiert (Anh. 7).
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2 Literaturubersicht
2.1 Die Rasse Merinolandschaf

Das MLS ist mit einem Anteil von etwa 30 % die in Deutschland am
haufigsten vorkommende Schafrasse (ROESICKE & PLANER, 2016) und
dominiert auch in Bayern mit einem Anteil von zwei Dritteln am
Gesamtschafbestand. Fruher wurde es auch Wurttemberger Schaf genannt
und ging im 19. Jahrhundert aus einer Veredelungskreuzung von in Sud-
und Mitteldeutschland einheimischen Landschafrassen, besonders des
Niederrheinischen Marschschafes, mit eingefuhrten Merinos aus Spanien
und Sudfrankreich hervor (FELDMANN et al., 2005).

Es handelt sich um mittelgroBe bis rahmige, weiBe Schafe, die einen
keilformigen, langen Kopf mit typischem Wollschopf besitzen
(VEREINIGUNG DEUTSCHER LANDESSCHAFZUCHTVERBANDE E. V.
(VDL), 2005). Die Ohren dieser hornlosen Schafe sind lang, breit und leicht
schrag nach vorne hangend. Ihr Rucken soll straff und breit sein, und sie
sollen uber eine gute Brust- und Flankentiefe verfugen (SAMBRAUS,
2011). An der Hinterhand sind ein langes, breites Becken und
gutbefleischte Innen- und AuBenkeulen gewunscht. Hautfalten sind bei
Merinolandschafen unerwinscht, und ihre Wolle hat Merinocharakter mit
26-28 Mikron (VEREINIGUNG DEUTSCHER
LANDESSCHAFZUCHTVERBANDE E. V. (VDL), 2005).

Bocke sind in der Regel 90 bis 100 cm groB und wiegen zwischen 120 und
140 kg, weibliche Tiere haben eine GroRe von 75-85 cm und ein Gewicht
von 80-90 kg (SAMBRAUS, 2011).

Besondere Eigenschaften sind Widerstands-, Pferch- und Marschfahigkeit,
wodurch das Merinolandschaf bestens zur Landschaftspflege bei Hute-
und Koppelhaltung geeignet ist. Eine gute Fruchtbarkeits- und
Aufzuchtleistung sowie eine asaisonale Brunst machen eine
kontinuierliche Lammerproduktion und, in Kombination mit einer hohen
Wachstumsrate bei sehr guter Futterverwertung, eine wirtschaftliche
Lammfleischproduktion moglich (VON KORN, 1992; FELDMANN et al.,
2005).
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2.2 Schwanzkupieren

2.2.1 Funktionen des Schwanzes

Der Schwanz nimmt bei verschiedenen Tierarten eine Vielzahl an
unterschiedlichen Funktionen ein (KILEY-WORTHINGTON, 1976), wie
beispielsweise Fortbewegung, Kommunikation, Nahrungsspeicherung,
Verteidigung und Warnung (HICKMAN, 1979). Bei Schafen blieb der
Schwanz wahrend der Evolution vermutlich zur Abwehr von Insekten, zur
Kommunikation mit Artgenossen und zur Unterstutzung von Harn- und
Kotabsatz erhalten (FISHER & GREGORY, 2007). Obwohl deutliche
Schwanzbewegungen bei Schafen nicht vorkommen, da diese durch das
starke Wachstum der Wolle beeintrachtigt sind, heben unsere
domestizierten Schafe ihre Schwanze auch etwas mehr an, wenn sie
erschrocken sind oder davonlaufen. Milchlammer zeigen noch
ausgepragtes Schwanzwedeln, insbesondere bei der Zitzensuche oder bei
langsamem Milchfluss (KILEY-WORTHINGTON, 1976).

2.2.2 Anatomie des Schwanzes

Schafe besitzen sieben Halswirbel, 13 Brustwirbel, sieben Lendenwirbel,
in der Regel vier Kreuzwirbel, selten auch funf oder drei, und
rasseabhangig drei bis 24 Schwanzwirbel (ELLENBERGER & BAUM,
2013). Zur knochernen Schwanzspitze hin nehmen die Schwanzwirbel
kontinuierlich an GroBe ab wund verlieren auch zunehmend die
charakteristischen Merkmale wie Wirbelkorper, -bogen und -fortsatze,
wodurch der letzte Schwanzwirbel nur noch sanduhrformig eingeschnurt
ist (KONIG & LIEBICH, 2012).

Bei Merinolandschafen, die im Rahmen einer Studie zur Schwanzlange
untersucht wurden, umfasste die Schwanzwirbelsaule 19 bis 24 Wirbel mit
zahlreichen Fehlbildungen, vor allem im distalen Drittel (VON SENDEN
GENANNT HAVERCAMP et al., 2015). Als Fehlbildungen traten hier vor
allem ein oder mehrere Blockwirbel auf, worunter man eine knocherne
Verschmelzung zweier oder mehrerer Wirbel versteht, wobei entweder nur

die Wirbelkorper, die Bogen oder die gesamten Wirbel fusioniert sein
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konnen (NODEN & DELAHUNTA, 1985). Diese Blockwirbel konnen

sogenannte Knickschwanze verursachen (HERZOG, 2001).

2.2.3 Schwanztypen bei Schafen

MASON (1991a) teilte Schafrassen auf Grundlage ihres Schwanztyps in
funf Hauptgruppen ein, welche noch weiter nach ihren Vliestypen
unterschieden wurden, wodurch insgesamt 13 Gruppen entstanden. Er
beschrieb eine dunnschwanzige Gruppe mit Schwanzen bis zum
Sprunggelenk oder langer, zu der er Rassen wie Merino, also auch das
MLS als deutschen Vertreter, und Romney sowie deren Verwandte und
Kreuzungen zahlte. Eine weitere Gruppe sind langschwanzige Schafe mit
fleischigen Schwanzen bis zu den Fesseln oder langer, zu denen Rassen
aus dem Sudan und Eritrea gehorten. Zur Gruppe der kurzschwanzigen
Schafe wurden Vertreter gezahlt, die von den nordischen
Kurzschwanzrassen wie beispielsweise Finnschaf oder Romanov
abstammen. AulBerdem schloss er Ostfriesische und Texel Schafe in diese
Gruppe ein, obwohl sie sich von den nordischen kurzschwanzigen Schafen
unterscheiden. Eine weitere Gruppe unter den domestizierten Schafen
bildeten die Fettschwanzschafe mit ihren langen, hangenden fetten
Schwanzen. Zu ihnen zahlte MASON (1991a) beispielsweise die Rassen
Awassi und Karakul. Als funfte Gruppe definierte er Fettrumpfschafe mit
einem sehr kurzen oder nicht vorhandenen Schwanz, beispielsweise

vertreten durch Rassen in Afrika und Zentralasien.

Es existieren aber auch vereinfachte Einteilungen, wie die von FISHER et
al. (2004) mit den drei Schwanzgruppen fett (z. B. Awassi), kurz (z. B.

Finnschafe) und dunn (z. B. Romney).

Auch LYDEKKER (1912) verwendete die Schwanzlange, um Schafe in
mehrere Gruppen einzuteilen und erklarte eine langere Schwanzlange als

Hinweis auf einen hoheren Grad der Domestikation.
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2.2.4 Evolution des langen Schwanzes

Da Wildschafe und das Asiatische Mufflon als vermuteter Vorfahre kurze
und dunne Schwanze besitzen (SHELTON, 1977; LYNCH et al.,, 1992)
(Abb. 1), stellt sich die Frage, was die Ursache der langen Schwanze bei
vielen unserer heutigen domestizierten Schafrassen ist (Abb. 2). Zur
Diskussion stehen eine naturliche Selektion auf lange Schwanze aufgrund
eines Anpassungsvorteils, eine beabsichtigte Selektion durch den
Menschen zur Erzielung eines hoheren Korpergewichts oder eines
hoheren Wollertrags, oder eine Folge der Selektion des Menschen auf
andere Merkmale (SHELTON, 1977). Da es keinen offensichtlichen
Anpassungsvorteil fur lange Schwanze gibt und auf Basis seiner
Untersuchungen zu Zusammenhangen zwischen Schwanzlange und
Merkmalen, auf die positiv selektiert wurde, priorisierte SHELTON (1977)
die Theorie, dass eine Selektion auf andere Merkmale wie die
Wollproduktion die Ursache der langen Schwanze in vielen heute

domestizierten Rassen sei.

Abbildung 1: Europaisches Mufflon  Abbildung 2: Merinolandschafe im
im Wildpark Poing Partnerbetrieb der Studie

2.2.5 Historische Entwicklung des Schwanzkupierens

Da die Entwicklung der langen Schwanze moglicherweise eng mit dem
Wollertrag gekoppelt ist (SHELTON, 1977), soll im Folgenden auch die

Entwicklung der Wollschafe naher betrachtet werden.

Die Domestikation der Schafe begann vermutlich um 9000 v. Chr. im

Sudwesten von Asien wodurch Schafe zusammen mit Ziegen zu den ersten
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Nutztieren gehorten, die domestiziert wurden (RYDER, 1983). Es wird
angenommen, dass dabei zunachst auf Fleischansatz selektiert wurde und
erst spater auf sekundare Produkte wie die Wolle (ROCHA et al., 2011).
AuBerdem wird angenommen, dass die Veranderung des Vlieses vom
Haarschaf zum Wollschaf das Ergebnis menschlicher Selektion darstellt.
Diese Entwicklung wird auf ca. 6000 v. Chr. datiert (CLUTTON-BROCK,
1999). Urkunden aus dem 3. Jahrtausend v. Chr. zeigten bereits den
Rohstoff Wolle als eines der drei wichtigsten landwirtschaftlichen Produkte
(CHIFFLARD & REINHARDT, 2016).

Columella beschrieb um 35 n. Chr. als Schonheitsideal bei Widdern in der
romischen Landwirtschaft unter anderem einen wolligen Bauch und einen
sehr langen, dicht behaarten Schwanz (CHIFFLARD & REINHARDT, 2016).
Auch Abbildungen aus der Antike zeigen lange, baumelnde Schwanze, die
uber das Sprunggelenk reichen. Darstellungen aus dem Mittelalter zeigen
ebenfalls meist Schafe mit langen Schwanzen, aber auch kurzschwanzige
Schafe sind teilweise zu finden, wobei sich die Frage stellt, ob diese kupiert

oder naturlicherweise kurzschwanzig waren (BINOIS, 2016).

Archaologische Hinweise darauf zu finden, wann das Kupieren von
Schafschwanzen in der Geschichte erstmals auftrat, gestaltet sich sehr
schwierig. Ein Problem ist der Mangel an speziell dafur eingesetzten
Gegenstanden, weil nur ein scharfes Messer benotigt wurde. Ein weiteres
Problem ist die Unsicherheit, ob bei den toten Tieren, wenn sie in seltenen
Fallen beispielsweise durch Verschuttung oder aufgrund eines Rituals im
Ganzen vergraben wurden, der Schwanz belassen wurde, oder ob
Aasfresser Veranderungen am Tierkorper vornahmen. Ein weiterer
kritischer Faktor ist die Notwendigkeit guter Bedingungen im Boden fur
den Erhalt der zierlichen Schwanzwirbel (BINOIS, 2016).

Die erste verlassliche schriftliche Erwahnung des Kupierens wurde aus
dem Jahr 1379 uberliefert, mit einer Beschreibung des Verfahrens von
Jehan de Brie in seiner Schrift ,Le Bon Berger” (RYDER, 1983). Ab dem
19. Jahrhundert wurde das Kupieren dann in allen franzosischen und
britischen schriftlichen Aufzeichnungen als systematisches
Routineverfahren dargestellt (BINOIS, 2016). In Sachsen, Baden-

Wurttemberg und Bayern war die Einfuhr der spanischen Merinos der
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Grund fur das Kupieren der Schwanze ab ca. 1820 (CHIFFLARD &
REINHARDT, 2016). FRIES (1851) rechtfertigte das Stutzen der Schwanze
bei Mutterschafen damit, dass es eine Urinkontamination des Schwanzes
und einen anschlieBenden Verderb der Wolle an Schwanz und Keulen
sowie eine Verunreinigung des Euters wahrend der Saugzeit der Lammer
vermeidet. Beim Kupieren von Hammeln kritisierte er die
Beeintrachtigung des Wollertrages, wies jedoch auch darauf hin, dass das
Stutzen nutzlich sein kann, wenn die Schafe aufgrund von nassen,
ungesunden Weiden Durchfall bekommen und der Schwanz dadurch so

verschmutzt wird, dass sich Knauel bilden.

2.2.6 Grunde fur das Kupieren

2.2.6.1 Pravention von Erkrankungen und Hygiene

Als Hauptgrund fur das Kupieren der Schwanze bei Schafen ist heutzutage
die Vermeidung eines Fliegenmadenbefalls zu nennen (FRENCH et al.,
1994, SCOBIE & O'CONNELL, 2002; SUTHERLAND & TUCKER, 2011;
KERSLAKE et al., 2015; LLOYD et al., 2016). Durch das Kupieren des
Schwanzes bleibt der Genitalbereich auch bei nassen
Witterungsverhaltnissen und bei dunnbreiigem Kot verhaltnismaRig
sauber (VON KORN, 2016). Andernfalls konnen Veranderungen in der
Kotstruktur, wie Durchfall, der sowohl parasitar als auch futterbedingt sein
kann, zu einer Anlagerung von Kotklumpen an der Wolle der Hinterhand
fuhren (Abb. 3), was ein Risiko der Einnistung von Fliegenmaden (Myiasis)
zur Folge hat (WAGHORN et al., 1999). Allerdings betonten SUTHERLAND
und TUCKER (2011), dass die Zusammenhange zwischen Kupieren,
Kotklumpen und einem reduzierten Befall mit Fliegenmaden bisher noch

unklar seien.

Weibliche Fliegen legen ihre Eier oder Erstlingslarven bevorzugt an
verschmutzten Stellen auf der Hautoberflache oder an Wundrandern und
Korperoffnungen ab. Die daraus resultierenden Larven graben sich dann
in das Gewebe des Schafes und ernahren sich davon (FARKAS et al., 1997).

Bei der Verdauung des Wirtsgewebes werden Toxine freigesetzt, die bei
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den betroffenen Schafen zu Fieber, erhohter Atem- und Herzfrequenz,
Inappetenz, Apathie, spater auch zu Gewichtsverlust, Anamie, Toxamie
und allgemeiner Erschopfung fuhren. Werden betroffene Tiere zu spat
behandelt, versterben sie oft (PFISTER, 2006).

Bei weiblichen Schafen spielt auch die Vermeidung einer Verschmutzung
mit Urin (Abb. 4) bzw. Fruchtwasser und Lochien, die ein Verkleben und
Verfarben der Wolle an Keule und Schwanz verursacht, eine wichtige Rolle
(HANNEMANN et al., 2017), da sie zu puerperalen Infektionen und
Intoxikationen wie Tetanus, Scheiden- und Gebarmutterrauschbrand
fuhren kann (BEHRENS et al., 2001).

Abbildung 3: Merinolandschaf-Lamm Abbildung 4: Merinolandschaf-
mit Kotverschmutzung im Lamm mit Urinverschmutzung im
Schwanzbereich Schwanzbereich

Auch die Verletzungsgefahr bei langschwanzigen Tieren ist erhoht, da es
beispielsweise in Paniksituationen leichter zu Trittverletzungen kommen
kann (HANNEMANN et al., 2017).
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2.2.6.2 Erleichtertes Management und kosmetische Griinde

AuBerdem wird ein erleichtertes Management aufgrund der kupierten
Schwanze als Grund angefuhrt. Sowohl Lammer als auch Melker haben
einen besseren Zugang zum Euter, und dem Schafer ist eine leichtere
optische Kontrolle von Euter und Genitale moglich. So konnen
Trachtigkeit, Ankundigung der Lammung und krankhafte Veranderungen
des Euters von hinten besser erkannt werden (GERMERSHAUSEN, 1789).
Ein kurzer Schwanz erleichtert auch den Deckakt und reduziert das Risiko
von Penisverletzungen (HANNEMANN et al., 2017).

Weiterhin ist das rein subjektive Schonheitsempfinden einzelner Zuchter
zu erwahnen, das als anthropozentrische und egoistische Einstellung von
Seiten des Menschen zu werten ist. Da sehr kurzes Kupieren zu einer
verbesserten Optik der Keulenauspragung fuhrt, betonen sie bei
Fleischschafrassen und Merinobocken auf diese Weise gerne die
Bemuskelung der Keulen (CHIFFLARD & REINHARDT, 2016).

2.2.6.3 SchwanzbeiRen durch Mutterschafe

Bei personlichen Gesprachen mit MLS-Zuchtern ergab sich auBerdem die
Problematik des  Schwanzbeilens durch  Mutterschafe. Beim
Trockenlecken und Entfernen der Fruchthullen kommt es auch leicht zum
Anknabbern der Schwanze der jungen Lammer. Weil es als Folge haufig
zu Nekrosen und zu im Wirbelkanal aufsteigenden Entzundungen, die zu
Lahmungen und Polyarthritiden fuhren konnen, kommt, ist bei betroffenen
Lammern ein sauberes Kupieren erforderlich. Intuitiv ist anzunehmen,
dass ein vergleichbares Problem bei kurzschwanzigen Lammer nicht oder

seltener vorkommt, jedoch wurden keine Belege dafur gefunden.

2.2.7 Eingesetzte Methoden

Schafermeister Schubert beschrieb im ,,Handbuch der Schafzucht und
Schafhaltung, Dritter Band” (DOEHNER, 1944) das Durchtrennen des

Schwanzes zwischen drittem und viertem Schwanzwirbel mit einem
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Messer als gangige Methode. Das Problem daran war jedoch, dass es zu
starken Blutverlusten, oftmals mit Todesfolge, oder
Entwicklungsstorungen der Lammer kam. Er erwahnte jedoch bereits das
unblutige Abquetschen des Schwanzes zwischen drittem und viertem
Schwanzwirbel mittels einer Kupierzange als weitere Moglichkeit,
kritisierte aber den langeren Heilungsprozess. Das Problem des
Eindringens von Krankheitserregern und der daraus resultierenden
schweren Verluste, beispielsweise durch Starrkrampf, bestand laut ihm

jedoch bei beiden genannten Methoden.

Man unterscheidet auch heute noch zwischen blutigen und unblutigen
Kupiermethoden, wobei das unblutige Kupieren mittels Kupierzange und
elastischem Gummiring, seit 1970 in Deutschland die Methode der Wahl
ist (CHIFFLARD & REINHARDT, 2016). Dabei wird nach dem Entfernen
der Wolle und der Desinfektion der Haut ein elastischer Ring, der uber eine
Elastratorzange gespannt ist, zwischen zwei Schwanzwirbeln aufgesetzt
(BEHRENS et al., 2001). Der Ring verursacht eine Ischamie, wodurch der
untere Schwanzteil nekrotisch wird und nach ca. 10 Tagen abfallt
(HANNEMANN et al., 2017). Es ist ratsam, den Ring zwischen dem dritten
und vierten Schwanzwirbel anzusetzen, damit bei weiblichen Tieren die
Scheide und bei mannlichen Tieren der Afterbereich einigermallen
bedeckt und damit gegen aullere Einflusse geschutzt bleiben (CHIFFLARD
& REINHARDT, 2016).

Bei der blutigen Amputation kommen verschiedene Methoden zum
Einsatz. Bei chirurgischer Amputation durch den Tierarzt wird nach dem
Entfernen der Wolle und der Desinfektion der Haut ein zirkularer
Hautschnitt angebracht, der nach dem Absetzen des Schwanzendes mit
Einzelheften uber dem Schwanzstumpf wieder vernaht wird. Alternativ
kann der Schwanz entweder mit einem kleinen Emaskulator wie einer
Burdizzozange oder einem Thermokauter abgetrennt werden, um eine
Verblutungsgefahr, wie sie beim Abschneiden mit einem Messer oder
einer Schere besteht, zu vermeiden (BEHRENS et al., 2001). Das
Kautereisen, das vor allem in Australien und Neuseeland eingesetzt wird,
wird durch einen integrierten, gasbetriebenen Brenner erhitzt und

ermoglicht so ein scharfes Abtrennen des Schwanzes bei gleichzeitiger
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Verodung von BlutgefalBen und Nervenenden (HANNEMANN et al., 2017).

2.2.8 Problematik des Schwanzkupierens

2.2.8.1 Allgemeine Nachteile

Trotz der in Kapitel 2.2.6 genannten Vorteile bringt das Kupieren der
Schwanze jedoch auch eine Reihe von Nachteilen mit sich. Einerseits sind
die durch den Kupiervorgang entstehenden Schmerzen (MELLOR &
MURRAY, 1989; LESTER et al., 1996; GRAHAM et al., 1997; KENT et al.,
1998; POLLARD et al.,, 2001; GRANT, 2004) zu erwahnen. Andererseits
kann es aufgrund der resultierenden Wunde zu einer erhohten Anfalligkeit
fur Erkrankungen und zu einer vorubergehenden Beeintrachtigung des
Wachstums kommen (BRANFORD OLTENACU & BOYLAN, 1974). Von
JAMES et al. (1990) wurde auBerdem auf eine Arbeitseinsparung durch

den Verzicht auf das Kupieren hingewiesen.

2.2.8.2 Probleme bei zu kurzem Kupieren

Des Weiteren birgt insbesondere ein zu starkes Kurzen der Schwanze die
Gefahr eines Rektumprolapses, da die Ansatzstellen der Analmuskulatur
bis zu den ersten Schwanzwirbeln reichen (CHIFFLARD & REINHARDT,
2016). Bei weiblichen Tieren kommt zusatzlich noch die Gefahr eines
Uterusprolapses (KERSLAKE et al., 2015) sowie ein erhohtes Krebsrisiko
im Schwanzbereich, vor allem fur Erkrankungen an Vulvakarzinomen,
hinzu (VANDEGRAAFF, 1976; SWAN et al.,, 1984). LLOYD et al. (2016)
beschrieben bei sehr kurz kupierten Schwanzen im Vergleich zu einer
langeren Variante auch noch ein hoheres Risiko fur aufsteigende
Infektionen und bakterielle Arthritiden. Da eine fruhere Studie zudem eine
langere Heilungsdauer der Kupierwunde bei kurzen Schwanzen zeigte
(JOHNSTONE, 1944), empfahlen LLOYD et al. (2016) einen Stumpf zu

belassen, der aus mindestens drei Schwanzwirbeln besteht.
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2.2.9 Rechtliche Lage und Tierschutzproblematik

2.2.9.1 Rechtliche Lage in Europa

In der Europaratsempfehlung fur das Halten von Schafen des standigen
Ausschusses des europaischen Ubereinkommens zum Schutz von Tieren
in landwirtschaftlichen Tierhaltungen werden in Artikel 30, Absatz 1
zunachst ,Eingriffe, die den Verlust einer bedeutenden Gewebemenge
oder eine Veranderung der Knochen bewirken oder erhebliche Schmerzen
oder UbermaRigen Stress verursachen” verboten. Im Absatz 2 werden
jedoch Ausnahmen hinzugefugt, die unter anderem ,das Kupieren des
Schwanzes mit chirurgischen Methoden oder einer Burdizzo-Zange,
solange so viel des Schwanzes bewahrt wird, dass bei Schafbocken der
Anus und bei weiblichen Schafen Anus und Vulva bedeckt sind” und ,falls
nach den nationalen gesetzlichen Bestimmungen gestattet [...] das
Kupieren des Schwanzes mit Hilfe von Gummiringen” erlauben. Es wird
jedoch in Absatz 3 auch darauf hingewiesen, dass das Kupieren,
insbesondere mit einem Gummiring, vermieden werden sollte und
stattdessen, wenn der Eingriff unerlasslich ist, nur mit chirurgischen
Methoden unter Betaubung oder mit einer Burdizzo-Zange durchgefuhrt

werden sollte.

Nach der EU—Oko—Verordnung 889/2008, Artikel 18 durfen , Eingriffe wie
das Anbringen von Gummiringen an den Schwanzen von Schafen, das
Kupieren von Schwanzen, [...] in der okologischen/biologischen
Tierhaltung  nicht  routinemalig  durchgefuhrt  werden.  Aus
Sicherheitsgrunden oder wenn sie der Verbesserung der Gesundheit, des
Befindens oder der Hygienebedingungen der Tiere dienen, konnen einige
dieser Eingriffe von der zustandigen Behorde jedoch fallweise genehmigt
werden”. Allerdings ist ,[jlegliches Leid der Tiere [...] auf ein Minimum zu
begrenzen, indem angemessene Betaubungs- und/oder Schmerzmittel
verabreicht werden und der Eingriff nur im geeigneten Alter und von

qualifiziertem Personal vorgenommen wird”.

In einigen Landern wie beispielsweise Schweden, Estland, Norwegen und
Finnland gibt es keine generelle Erlaubnis fur das Schwanzkupieren. In

Estland und Finnland bildet die einzige Ausnahme eine tierarztliche
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Indikation, in Norwegen und Schweden sind auBer der tierarztlichen
Indikation noch weitere Ausnahmen moglich, in letzterem Land jedoch nur
uber die Regierung (HANNEMANN et al.,, 2017). In den Niederlanden
herrscht seit 01.01.2008 ein Kupierverbot mit Ausnahme von drei
englischen, langschwanzigen Schafrassen (Suffolk, Clun Forest und
Hampshire Down), fur die die Entwicklung eines Zuchtprogramms fur
kurzeren Schwanze verpflichtend vorgeschrieben ist (BOHTE-
WILHELMUS et al., 2010).

2.2.9.2 Rechtliche Lage in Deutschland

Auf nationaler Ebene herrscht in Deutschland eine ahnliche Gesetzeslage
wie in der Europaratsempfehlung beschrieben. Obwohl nach § 6, Absatz 1
des Deutschen Tierschutzgesetzes zunachst ein Verbot fur ,das
vollstandige oder teilweise Amputieren von Korperteilen oder das
vollstandige oder teilweise Entnehmen oder Zerstoren von Organen oder
Geweben eines Wirbeltieres” vorliegt, wird im darauffolgenden Abschnitt
unter anderem die Ausnahme generiert, dass das Verbot nicht gilt, wenn
.der Eingriff im Einzelfall fur die vorgesehene Nutzung des Tieres zu
dessen Schutz oder zum Schutz anderer Tiere unerlaBlich ist”. Auch
schreibt das Deutsche Tierschutzgesetz in § 5, Absatz 1 zunachst eine
Betaubung fur mit Schmerzen verbundene Eingriffe bei Wirbeltieren vor,
jedoch gibt es aktuell in Absatz 3 noch Ausnahmen, die unter anderem das
betaubungslose ,Kurzen des Schwanzes von unter acht Tage alten

Lammern mittels elastischer Ringe” erlauben.

In der Empfehlung fur die Haltung von Schafen und Ziegen der DVG-
Fachgruppe fur Krankheiten der kleinen Wiederkauer wird eine Reinigung
und Desinfektion des Schwanzbereiches empfohlen und ein Anbringen des
Gummiringes zwischen zwei Wirbeln gefordert. AuBerdem werden
bestimmte Langen fur den verbliebenen Schwanzanteil vorgeschrieben,
,beiweiblichen Tieren [solll zumindest die Scham bedeckt” sein und , [blei
Bocken [...] zumindest der Anus”. Als weitere MaBnahme zur Vermeidung
eines Fliegenmadenbefalls wird eine zusatzliche Schwanzschur wahrend
der Weidesaison genannt (GANTER et al., 2012).
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Beim blutigen Kupieren von uber acht Tage alten Lammern wird nach
deutschem Tierschutzgesetz eine Betaubung gefordert. Diese erfolgt
durch eine Intercoccygealanasthesie zwischen dem ersten und zweiten
Schwanzwirbel in einer solchen Dosierung, dass die Tiere noch stehen
konnen (BEHRENS et al., 2001). In Deutschland ist aktuell nur Procain als
Lokalanasthetikum fur Schafe zugelassen und die ortliche Betaubung muss
von einem Tierarzt verabreicht werden. Zur Schmerzlinderung ist aktuell
kein nicht-steroidales Antiphlogistikum in Deutschland fur Schafe
zugelassen (HANNEMANN et al., 2017).

Moglicherweise sehen kunftige Novellierungen des deutschen
Tierschutzgesetzes  die  Abschaffung  von  Ausnahmen  vom
Amputationsverbot und somit den Verzicht auf nicht-kurative Eingriffe vor
(BUNDESTIERARZTEKAMMER (BTK), 2017). Um nicht in eine dhnliche
Situation zu geraten wie bei der betaubungslosen Ferkelkastration, deren
Verbot aufgrund mangelnder Akzeptanz und Praktikabilitat von
Alternativen in letzter Minute verschoben wurde (BUNDESMINISTERIUM
FUR ERNAHRUNG UND LANDWIRTSCHAFT (BMEL), 2018) und zu einem
groBen offentlichen Aufschrei fuhrte, sollte schon jetzt fur die Zukunft nach
einer dauerhaften Losung fir das Schwanzkupieren bei Lammern gesucht
werden, die auch im Sinne des Tierwohles steht. Diverse Studien zeigten
bereits, dass das Kupieren eine Belastung fur die Lammer darstellt. Dies
wurde sowohl anhand von erhohten Cortisolwerten (LESTER et al., 1996;
GRAHAM et al., 1997; KENT et al., 1998), als auch an Veranderungen am
Verhalten (GRAHAM et al., 1997; KENT et al., 1998; POLLARD et al., 2007;
GRANT, 2004) beobachtet.

Ein Verbot des Schwanzkupierens bei Ferkeln steht bereits im Raum
(DETER, 2018) und es ist mit hoher Wahrscheinlichkeit nur eine Frage der

Zeit, bis entsprechende Verbote auch beim Schaf folgen.

2.3 Zucht auf kurze Schwanze

2.3.1 Naturliche Schwanzlangenvariation

Bereits 1956 entdeckte Don Gare von ,,Mt Glen View"” in Jamestown in
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Sudaustralien, dass wiederholt kurzschwanzige Lammer in einer seiner
Merinoherden auftraten, bei denen ein Kupieren nicht erforderlich war
(JAMES et al., 1990).

Die Abbildungen 5und 6, die beide reinrassige MLS-Lammer zeigen,
veranschaulichen ebenfalls deutlich das Vorhandensein einer naturlichen
Schwanzlangenvariation in der MLS-Herde, in der die Messungen und

Probennahmen fur diese Arbeit durchgefuhrt wurden.

Abbildung 5: Merinolandschaf- Abbildung 6: Merinolandschaf-
Lamm mit extrem kurzem Schwanz Lamm mit extrem langem Schwanz

In  den Abbildungen2und 7 kann man auch die bestehende
Schwanzlangenvariation bei den Miuttern dieser MLS-Lammer deutlich

erkennen.



Literaturiibersicht 18

Ty

- RS

\ ) > m,.
AN
P = f »_“‘)

L8

Abbildung 7: Merinolandschaf-Mitter mit deutlicher Schwanzlangenvariation

Aber auch in anderen langschwanzigen Rassen wurden naturlich
vorkommende kurzschwanzige Individuen beschrieben, wie beispielweise
von CARTER (1976) fur Romneys und von BOHTE-WILHELMUS et al.
(2010) fur Hampshire Down und Clun Forest.

2.3.2 Genetik der Schwanzlange

2.3.2.1 Heritabilitat der Schwanzlange

GREEFF et al. (2015) zeigten eine Erblichkeit von 0,58 (+0,05) fur die
Schwanzlange bei Merinos, und ein noch hoherer Wert von 0,77 (+ 0,42)
wurde fur Bocke der Finnischen Landrasse ermittelt (BRANFORD
OLTENACU & BOYLAN, 1974). Auch bei weiteren Schafrassen wurden in
vorangegangenen Studien Heritabilitaten fur die Schwanzlange berechnet
(Tab. 7).

Aufgrund der mittleren bis hohen Heritabilitat der Schwanzlange bei vielen
Rassen erscheint eine Zucht auf kurze Schwanze sehr vielversprechend
(JAMES, 2006). BOHTE-WILHELMUS et al. (2010) betonten, dass die
Geschwindigkeit der Schwanzlangenverkurzung durch genetische
Selektion von der Selektionsintensitat, der Anzahl der gemessenen Tiere

und der gewahlten Populationsgroe abhangt. Fur die Rasse Suffolk
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berichteten beispielsweise DE HAAS und VEERKAMP (2004) von einer
maximalen genetischen Verkurzung um 0,62 cm pro Jahr, was eine

Schwanzlangenverkurzung um 50 % innerhalb von geschatzten 15 Jahren
ermoglicht (BOHTE-WILHELMUS et al., 2010).

Tabelle 1: Heritabilitaiten fur die Schwanzlange (SL) bei verschiedenen
Schafrassen

Rasse Heritabilitat Autor

Hampshire Down 0,20 (£ 0,170) BOHTE-WILHELMUS et al. (2010)
Clun Forest 0,27 (£ 0,35) BOHTE-WILHELMUS et al. (2010)
Rambouillet 0,34 - 0,39 SHELTON (1977)

Suffolk 0,41 DE HAAS und VEERKAMP (2004)
Kreuzungen mit 0,50 (+ 0,24) BRANFORD OLTENACU und
Standardrassen BOYLAN (1974)

(Minnesota 100, Suffolk,
Targhee)
Australische Merinos 0,58 (+ 0,05) GREEFF et al. (2015)
Rambouillet x Mufflon 0,71 SHELTON (1977)
Kreuzungen Neuseeland | 0,73 (= 0,05) SCOBIE et al. (2007)

SL korrigiert auf
die Lange von
Anus bis
Sprunggelenk:

0,80 (+ 0,05)

Finnschafe 0,77 (£ 0,42) BRANFORD OLTENACU und
BOYLAN (1974)

Finnschafe x Cheviot 0,82 (x0,10) SCOBIE und O'CONNELL (2002)

2.3.2.2 Vererbung der Schwanzlange

Aus verschiedenen Kreuzungsstudien mit Bocken der kurzschwanzigen
Finnschafe und Schafen langschwanziger Standardrassen (Minnesota 100,
Suffolk und Targhee) leiteten BRANFORD OLTENACU und BOYLAN
(1974) ab, dass die Schwanzlange ein multigenetisches Merkmal mit einer
gewissen Dominanz der kurzschwanzigen Gene ist, aber nicht nur additive
Genaktivitat vorliegt, sondern eine multiplikative Wirkung der
beeinflussenden Gene. Sie folgerten dies aus den Beobachtung, dass die

durchschnittliche Schwanzlange der F1-Generation signifikant kurzer
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(P<0,07) war als die mittlere Schwanzlange der Elterntiere und dass die
durchschnittliche Schwanzlange der F2-Generation signifikant kurzer
(P<0,01) war als das erwartete arithmetische Mittel der Elternteile, aber
nicht anders (P> 0,05) als deren erwartetes geometrische Mittel.
CARTER (1976) berichtete fur Romneys, dass die Schwanzlange von einem
dominanten Gen mit unvollstandiger Penetranz vererbt wird.

Fur Merinos fanden JAMES et al. (1990) heraus, dass die Art der
Vererbung zu variieren scheint. Sie mutmaRten fur Merinos eine andere
Art der Vererbung als BRANFORD OLTENACU und BOYLAN (1974) fur
Finnschafe und SHELTON (1977) fur Mufflons beschrieben. JAMES et al.
(1990) vermuteten fur Merinos eine Vererbung durch eine kleine Anzahl
von Genen mit groBer Wirkung.

In einer weiteren Studie kamen JAMES et al. (1991) zu dem Schluss, dass
die Schwanzlange von einer kleinen Anzahl interagierender Gene mit
moglicher richtungsbezogener Dominanz fur die Gene des kurzen
Schwanzes vererbt wird.

JAMES (2006) fasste zusammen, dass die Schwanzlange auf zwei
verschiedene Arten vererbt wird, einmal als multigenetisches oder
quantitatives Merkmal bei der Vererbung normaler Phanotypen sowohl bei
kurz- als auch bei langschwanzigen Rassen und einmal durch ein oder
wenige Gene mit groBer Wirkung, insbesondere bei extrem
kurzschwanzigen Phanotypen, die gelegentlich auch in langschwanzigen

Rassen vorkommen.

2.3.3 Problematik der Kurzschwanzigkeit

Wie bereits erwahnt, beschrieb CARTER (1976) fur die Rasse Romney eine
Vererbung der Kurzschwanzigkeit durch ein dominantes Gen mit
unvollstandiger Penetranz und vermutete eine verringerte Lebensfahigkeit
von Embryonen, bei denen ein homozygoter Zustand der vermeintlichen
Allele vorliegt. Dass ein ahnliches Gen fur die Kurzschwanzigkeit bei
australischen Merinos verantwortlich ist, schlossen JAMES et al. (1991)
aufgrund der hohen Fruchtbarkeit bei der Ruckkreuzung von weiblichen
Fi-Tieren  mit  kurzschwanzigen = Bocken  mit einer  hohen

Wahrscheinlichkeit aus. Allerdings mussten sie bei den Nachkommen aus



Literaturiibersicht 21

dieser Anpaarung ein erhohtes Auftreten von Anomalien an der
Hinterhand beobachten. Am haufigsten vertreten war dabei die
Analatresie.

Auch fruhere Studien zeigten schon ein erhohtes Auftreten von schweren
korperlichen Missbildung in Zusammenhang mit kurzen oder fehlenden
Schwanzen, wie beispielsweise haufige muskuloskeletale Defekte
(DENNIS, 1972). JORDAN (1952) berichtete in der No Tail Rasse von
Lammern, die an der Hinterhand vollstandig oder teilweise gelahmt
geboren wurden.

Ein Zusammenhang zwischen kurzen Schwanzen und Letalitat wurde auch
bei anderen Tierarten festgestellt. Beispielsweise ist die Schwanzlosigkeit
eine letale Anomalie bei Mausen und Hunden (HAMORI, 1983). AuBerdem
wurden Fehlbildungen und eine erhohte Letalitat im Zusammenhang mit
der Schwanzlosigkeit bei Manx-Katzen beobachtet (DEFOREST &
BASRUR, 1979).

Es sollte jedoch auch bedacht werden, dass viele nordischen
Kurzschwanzrassen wie Finnschafe und Romanovs naturlich kurze
Schwanze besitzen, diese aber mit keinen korperlichen Missbildungen
einhergehen und diese Rassen sogar zu den fruchtbarsten Schafrassen der
Welt gehoren (MASON, 1991b). Daruber hinaus besitzen Mufflons, die
Vorfahren unserer heute domestizierten Schafe, auch naturlich kurze
Schwanze ohne ein erhohtes Auftreten von Missbildungen oder eine
erhohte Letalitat (SHELTON, 1977; JAMES et al., 1991). Deshalb handelt
es sich bei der Zucht auf kurzere Schwanze sozusagen um eine Zucht
»zurick zum Ursprung”, die den Zustand vor der menschlichen Selektion

auf hohere Lange wiederherstellt.

2.3.4 Introgression aus kurzschwanzigen Rassen

Eine Moglichkeit der genetischen Verkurzung der Schwanzlange bei
langschwanzigen Rassen ist die Introgression von Genen aus
kurzschwanzigen Rassen. BRANFORD OLTENACU und BOYLAN (1974)
fuhrten diverse Kreuzungen zwischen kurzschwanzigen nordischen
Finnschafbocken und Muttertieren von Minnesota 100, Suffolk und

Targhee durch. Sie kamen dabei zu dem Schluss, dass bei den Kreuzungen
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genugend Variation fur eine Selektion auf kurzere Schwanze vorhanden
war, um diese bei der Entwicklung neuer Rassen basierend auf
ursprunglichen Kreuzungen mit Finnschafen zu verwenden. Dabei
versprachen sie sich neben dem Vorteil eines kurzeren Schwanzes auch
eine erhohte Fruchtbarkeit durch die Einkreuzung von Finnschafen.

Auch SCOBIE und O'CONNELL (2002) nutzten kurzschwanzige Finnschafe
und kreuzten diese mit langschwanzigen Cheviot Schafen. Dabei
beobachteten auch sie, dass ein erhohter Anteil an Finnschafgenen zu
einer proportionalen Reduzierung der Schwanzlange fuhrte.

Dieselbe Methode konnte auch auf unsere langschwanzigen
Merinolandschafe angewendet werden, indem nordische
Kurzschwanzrassen wie beispielsweise Finnschafe, die einen naturlich
kurzen Schwanz ohne negative Nebeneffekte besitzen, eingekreuzt
werden. Befragt man jedoch Zuchter, stellt die Einkreuzung von einer
Fremdrasse ein grofBes Problem dar, da sie die Gefahr eines Verlusts von
gewunschten rassetypischen Eigenschaften und einer Abnahme wichtiger

Produktionseigenschaften, auf die zuvor selektiert wurde, birgt.

2.3.5 Selektion innerhalb einzelner Rassen

Alternativ ist eine genetische Verkurzung der Schwanzlange innerhalb
einzelner Rassen unter Ausnutzung der naturlichen
Schwanzlangenvariation und Selektion der Zuchttiere mit den kurzesten
Schwanzen moglich. Dieser Ansatz wurde bereits von Zuchtern in
Australien und Neuseeland verfolgt, jedoch zeigten sich die bereits in

Kapitel 2.3.3 beschriebenen Probleme.

2.3.6 Direkter oder indirekter Gentest

Nach dem aktuellen Kenntnisstand existiert bislang kein Gentest fur eine
Gen-assistierte Selektion auf einen kurzen Schwanz bei Schafen. Dieser
wurde Schafzuchtern helfen, geeignete Bocke und Mutterschafe
auszuwahlen, um Anpaarungen vorzunehmen, deren Ziel die Zucht auf

einen kurzeren Schwanz ist. Denkbar waren allerdings zwei Arten der
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Gendiagnostik, zum einen ein direkter und zum anderen ein indirekter
Gentest.

Der direkte Gentest wird eingesetzt, wenn die merkmalsverursachenden
(kausativen) DNA-Varianten bekannt sind, die ursachliche Mutation also
direkt nachgewiesen werden kann. Ist der relevante Genlocus, also das
Merkmals- oder Kandidatengen, nicht bekannt, mussen gekoppelte
Markerloci in der betreffenden Chromosomenregion fur die Beurteilung
des Status am Kandidatenlocus zur Hilfe genommen werden, wodurch
also die wursachliche Mutation indirekt nachgewiesen  wird
(GELDERMANN, 2005). Sowohl fur den direkten als auch fur den
indirekten Gentest ist eine Kartierung bzw. ein anschlielendes Auffinden

der kausalen Mutation(en) Voraussetzung.

24 Kartierung von Genen

2.4.1 Einteilung von Merkmalen

Man unterscheidet zwischen zwei Arten von Merkmalen, den qualitativen

und den quantitativen.

Qualitative Merkmale lassen sich in Kategorien einteilen, zwischen denen
es keine flieBenden Uberginge gibt, weshalb sie auch diskrete oder
kategorische Merkmale genannt werden (WILLAM & SIMIANER, 2017).
Sie zeigen somit im Gegensatz zu quantitativen Merkmalen eine
diskontinuierliche Variation (MERRELL, 1994). Beispiele fur qualitative
Merkmale sind die Fellfarbe und das Vorhandensein oder Fehlen von
Hornern. Bei diesen Merkmalen ist der Umwelteinfluss sehr gering
(WORKU, 2015) und bei ihrer Auspragung sind meist die Allele nur eines
oder weniger Genorte beteiligt (WILLAM & SIMIANER, 2017).

Quantitative Merkmale wie beispielsweise Korpergewicht, Korperlange
und Schwanzlange, aber auch wirtschaftliche Merkmale wie die
Milchleistung, =zeigen eine kontinuierliche Variation im Phanotyp
(ANDERSSON, 2001). Im Gegensatz zu den qualitativen Merkmalen sind
an der Auspragung dieser Merkmale meist Allele vieler Genorte beteiligt
(WILLAM & SIMIANER, 2017) und sie unterliegen einem Umwelteinfluss
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(ANDERSSON, 2001).

Eine Region im Genom, die ein oder mehrere Gene beinhaltet, deren
Varianten auf die Auspragung eines quantitativen Merkmals Einfluss
nehmen, wird als Quantitative Trait Locus (QTL) bezeichnet
(GELDERMANN, 1975). Um auf Kandidatengene schlieBen zu konnen, die
zur Auspragung der beobachteten Merkmale fuhren, wendet man
Kartierungsstudien an (GELDERMANN, 2005).

2.4.2 Arten von genetischen Markern

Polymorphe Stellen oder Stucke einer DNA-Sequenz mit bekannter
Position auf einem Chromosom konnen als genetische Marker dienen
(FROMMLET et al, 2016). Diese werden als Bezugspunkte fur
Kartierungen verwendet, da sie direkt bzw. einzeln identifizierbar sind
(GELDERMANN, 2005).

Allele sind DNA-Varianten fur einen Locus zwischen homologen
Chromosomen, die durch Nukleotidsubstitutionen, -insertionen oder
-deletionen entstanden sein konnen (GELDERMANN, 2005). ,Die
Gesamtheit aller Allele [...] bestimmt den Umfang des molekularen
Polymorphismus — die molekulare Vielgestaltigkeit eines Individuums”
(GROTH, 2004).

Bei Markern bezeichnet man die verschiedenen Auspragungen als
Markerallele. Liegen genau zwei Auspragungen fur einen Marker vor, ist
dieser Marker biallelisch (BICKEBOLLER & FISCHER, 2007).

Es wurden hauptsachlich drei Arten von Markern verwendet, die in hoher
Dichte uber das gesamte Genom verteilt vorkommen:
Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen (restriction fragment length
polymorphisms, RFLPs), Mikrosatelliten (simple sequence length
polymorphisms, SSLPs) und Einzelbasenpolymorphismen (single
nucleotide polymorphisms, SNPs) (GRAW, 2006).
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2.4.2.1 Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen

Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen waren die ersten auf DNA-
Ebene nachgewiesenen Polymorphismen (WELLER, 2001) und wurden vor
allem in der Vergangenheit haufig eingesetzt. Man machte sich damit
zunutze, dass aus Bakterien gewonnene Restriktionsenzyme bestimmte
DNA-Sequenzen erkennen und an dieser Stelle als molekulare Schere
schneiden. Wurde die Erkennungssequenz durch einen Basenaustausch
verandert, schneidet das Enzym nicht, was zu Fragmenten
unterschiedlicher Lange fiihrt (BICKEBOLLER & FISCHER, 2007). Die
Restriktionsfragmente konnen anschlieBend durch Elektrophorese in
Agarosegelen dargestellt werden, wobei die Fragmente entsprechend
ihrer  MolekulargroBe getrennt werden und die genotypischen
Veranderungen somit anhand der veranderten Mobilitat der
Restriktionsfragmente identifiziert werden konnen (BOTSTEIN et al.,,
1980). Obwohl viele Kartierungsstudien auf der Grundlage von RFLPs in
Pflanzen erfolgreich waren, bestand das Problem bei tierischen
Lebewesen darin, dass die diallelischen RFLP-Marker in den meisten
Individuen homozygot waren, und daher fur die Kartierung nicht
informativ waren (WELLER, 2001).

2.4.2.2 Mikrosatelliten

Das Kerngenom besteht grofSteils aus nicht-kodierenden Bereichen und
darin liegen wiederum viele einfache, repetitive Sequenzen
(BICKEBOLLER & FISCHER, 2007). Da vor allem die kiirzeren, sich
wiederholenden Sequenzmotive tandemartig angeordnet sind, spricht man
von Tandem-Wiederholungen (tandem repeats) und unterteilt diese in

Mini- und Mikrosatelliten.

Minisatelliten-DNA besteht aus Motiven von 10 bis ca. 100 bp Lange, die
2- bis > 100-mal pro Position (Locus) wiederholt werden (GELDERMANN,
2005). Sie wird auch als variable number of tandem repeats bezeichnet
(STORCH et al., 2013).

Von Mikrosatelliten-DNA spricht man, wenn es sich bei den
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wiederholenden Sequenzstucken um sehr kurze Motive von weniger als
10 bp, meist zwischen 1 und 4 bp Lange handelt, das 5- bis 15-mal pro
Locus wiederholt wird. Man nennt sie auch simple tandem repeats, simple
sequence length polymorphisms, short sequence repeats (GELDERMANN,
2005) oder short tandem repeats (STORCH et al., 2013).

Die Vorteile der Verwendung von Mikrosatelliten als Marker liegen in ihrer
definierten Kodominanz, was bedeutet, dass der heterozygote Genotyp von
beiden Homozygoten unterschieden werden kann, und in der Eigenschaft,
dass sie fast immer polyallelisch sind und daher die meisten Individuen fur
sie heterozygot sind (WELLER, 2001). Daruber hinaus besitzen sie einen
ausgepragten Polymorphismus, sind in grofer Zahl vorhanden und
gleichmaRig tiber das gesamte Genom verteilt (SCHLOTTERER, 2004).

Fur die Genotypisierung an einem Mirkosatellitenlocus wird das
Chromosomenstuckchen mit den Repeats auf beiden Chromosomen mit
Hilfe einer Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)
vervielfaltigt (BICKEBOLLER & FISCHER, 2007). Die PCR-Produkte
werden anschlieBend in eine Gelelektrophorese uberfuhrt, wo die
unterschiedlich langen Mikrosatelliten ihrer GroBe nach aufgetrennt
werden, und somit ein Bandenmuster entsteht, welches den Genotypen
wiedergibt (TAUTZ, 1989; WEBER & MAY, 1989).

Ein Nachteil des Einsatzes von Mikrosatelliten sind technische Probleme
wie PCR-Artefakte (stutter bands), die eine automatisierte Auswertung von
Mikrosatellitenallelen erschweren (SCHLOTTERER, 2004). AuRerdem gibt
es Probleme mit der Wiederholbarkeit (VIGNAL et al., 2002). Zudem fuhrt
ihre relativ hohe Mutationsrate (beim Menschen liegt diese zwischen 0 und
8 x 1073 pro Locus pro Gamet pro Generation) zu weiteren Problemen in
den Kartierungsdesigns (WEBER & WONG, 1993).

2.4.2.3 Einzelbasenpolymorphismen

Die Vorteile der Verwendung von Einzelbasenpolymorphismen (single
nucleotide polymorphisms, SNPs) als Marker gegenuber Mikrosatelliten

liegen in ihrem haufigeren Auftreten im Genom und ihrer stabileren
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Vererbung (LANDEGREN et al., 1998). SNPs (sprich: Snips) haben in den
letzten Jahren, auch durch die Entwicklung sogenannter SNP-Microarrays,
eine grofRe Bedeutung erlangt. Mit dieser Technologie wurde eine schnelle

und relativ kostengunstige Genotypisierung von mehreren hunderttausend
SNPs gleichzeitig moglich (FROMMLET et al., 2016).

Bei SNPs handelt es sich um Polymorphismen, die durch historisch
einmalige Punktmutationen mit bekannter Position auf einem Chromosom
in einer Population bzw. Spezies entstanden sind. Man macht sich in der
Populationsgenetik und Phylogeographie bei der Analyse von diesen
zunutze, dass sich auch nah verwandte Individuen durch einzelne
Basenmutationen unterscheiden (STORCH et al.,, 2013). Sie sind die
haufigsten Sequenzvariationen im Erbgut mit einer Haufigkeit von mehr
als einem ausgetauschten Nukleotidbaustein pro 1000 Basenpaare beim
Menschen (BUDDECKE, 2002) und in der Regel biallelisch. Beim Vergleich
der DNA-Sequenzen von Individuen mit einer Referenzsequenz erscheint
somit etwa alle 1000 Basenpaare ein alternatives Allel anstelle des
Referenzallels (VIGNAL et al., 2002).

Da SNPs omniprasent im Genom sind, ihre Genotypisierung prazise und
leicht automatisierbar ist und ihre Mutationsrate niedrig ist, gewannen
diese immer mehr an Bedeutung, wobei RFLPs und SSLPs in der letzten
Dekade stark an Bedeutung verloren haben (VIGNAL et al., 2002).

2.4.3 Genkarten

Unter Kartierung versteht man die Bestimmung von Locus, Reihenfolge
und Abstand von Markern und Genen auf Chromosomen (BICKEBOLLER
& FISCHER, 2007). Man unterscheidet zwischen der genetischen
Kartierung und der physikalischen Kartierung (GELDERMANN, 2005).

Bei der Erstellung von genetischen Karten erfolgt die Abstandsmessung
zwischen den Markern auf einem Chromosom durch
Rekombinationsraten, d. h. anhand der relativen Haufigkeiten von
Crossing-over-Ereignissen pro Meiose zwischen den jeweiligen Markern.

AnschlieBend wird die prozentuale Haufigkeit in Centimorgan (cM)
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umgerechnet (GELDERMANN, 2005). Diese Einheit wurde nach Thomas
Morgan benannt, dem Entdecker des Phanomens der Kopplung. 1 cM
entspricht einer Rekombinationshaufigkeit von 1 % (NICHOLAS, 2003).
Eine Rekombination ist umso wahrscheinlicher, je weiter voneinander
entfernt die betrachteten Gene oder Marker liegen, wodurch hohe
Rekombinationshaufigkeiten auf einen weiten Abstand und niedrige
Rekombinationshaufigkeiten auf einen geringen Abstand zwischen zwei
Genen oder Markern hindeuten, weshalb man bei letzteren auch von
.gekoppelt” spricht (GRAW, 2006).

Bei physikalischen Genkarten, auch cytogenetische Karten genannt,
werden Abstande als Entfernungen von Chromosomenbandern, die durch
eine spezielle Farbung der Metaphase-Chromosomen darstellbar sind,
oder als Anzahl der Nukleotide im DNA-Doppelstrang mit der Einheit
Basenpaare (bp) angegeben (GELDERMANN, 2005).

Eine angenaherte Umrechnung der genetischen Einheit cM in die
physikalische Einheit bp ist moglich. Da die Wahrscheinlichkeit der
Rekombination jedoch im gesamten Genom variiert, ist die Beziehung
zwischen cM und bp nicht-linear. Dennoch entspricht im Durchschnitt
TcM etwa 1.000.000 bp (MEDLAND, 2013). Die Rate, mit der
Rekombinationen auftreten, variiert stark zwischen den Arten, zwischen
den Individuen, zwischen den Geschlechtern und zwischen den
verschiedenen Regionen des Genoms (NACHMAN, 2002). Fur den
Menschen beispielsweise gaben KONG et al. (2002) einen Wert von
1,19 cM/Mb an, ARIAS et al. (2009) einen Wert von 1,25 cM/Mb fur das
Rind und SOLIGNAC et al. (2007) sogar einen Wert von 22,04 cM/Mb fur
die Honigbiene. GARCIA-GAMEZ et al. (2012) schatzten den
durchschnittlichen Umrechnungsfaktor uber das Genom fur das spanische
Churra Schaf auf 1,85 cM/Mb, wobei die cM/Mb-Verhaltnisse, die fur jedes
Chromosom einzeln durch Vergleich der genetischen und physikalischen
Karten berechnet wurden, zwischen 1,5 auf Chromosom 2 und 2,37 auf

Chromosom 20 schwankten.
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244 Kopplung, Kopplungsgleichgewicht, Kopplungs-

ungleichgewicht

Als Johann Gregor Mendel (1822-1884) bei seinen
Kreuzungsexperimenten mit Erbsen eine unabhangige Verteilung von
Merkmalen beobachtete (Unabhangigkeitsregel), hatte er wahrscheinlich
Eigenschaften ausgewahlt, die nicht dicht beieinander auf demselben
Chromosom lokalisiert waren (PULST, 1999). In weiteren Studien fand
beispielsweise MORGAN (1911) in einem klassischen Experiment mit
Drosophila heraus, dass es nicht nur eine zufalligen Trennung im Sinne
von Mendel gibt, sondern auch Verknupfungen von Merkmalen vorhanden

sind, die auf den Chromosomen nahe beieinander liegen.

Unter dem Begriff Kopplung (linkage) versteht man diese raumliche Nahe
zweier Loci, so dass Allele auf demselben Chromosom wahrend der Meiose
nicht rekombiniert werden, sondern verbunden bleiben und somit

gemeinsam vererbt werden (PULST, 1999).

Von Kopplungsgleichgewicht (linkage equilibrium) spricht man, wenn eine
unabhangige Vererbung der Allele vorliegt. Betrachtet man dafur zwei
getrennte Loci mit den Allelen A und a bzw. den Allelen B und b, gibt es
die folgenden vier moglichen Allelkombinationen: AB, Ab, aB und ab. Liegt
Kopplungsgleichgewicht vor, dann entsprechen die Frequenzen der
Allelkombinationen den entsprechenden Produkten der Einzelfrequenzen
(LEWONTIN & KOJIMA, 1960).

Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium, LD) liegt vor, wenn
zwei Allele benachbarter Genorte auf einem Haplotypen in einer
Population haufiger vorkommen, als es durch Zufall bei unabhangiger
Kombination der Allele entsprechend ihrer Allelhaufigkeit zu erwarten
wire (BICKEBOLLER & FISCHER, 2007). Dies kann sowohl durch
naturliche Selektion oder durch Zufall entstehen (PULST, 1999).
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245 Kartierungsmethoden

2.4.5.1 Kopplungskartierung

Die Kopplungskartierung (linkage mapping) nutzt Rekombinationsraten,
das heil3t relative Haufigkeiten von Crossing-over-Ereignissen, indem sie
diese als Messwerte fur Abstande verwendet (GELDERMANN, 2005). Um
die unbekannte Position von Genen zu finden, die fur verschiedene
Phanotypen pradisponieren, werden diese Positionen im Vergleich zu
Marker-Loci mit bekannter Position im Genom geschatzt (TERWILLIGER
& GORING, 2009).

Die Kopplungskartierung ist am leistungsstarksten, wenn der Phanotyp auf
ein einzelnes Gen zuruckzufuhren ist. Ihre Power wird reduziert, wenn
unvollstandige Penetranz oder Locusheterogenitat vorliegt, das heift,
wenn Mutationen in vielen Genen zum gleichen Phanotyp fuhren konnen
(TEARE & SANTIBANEZ KOREF, 2014).

Nachteile der Kopplungskartierung sind zum einen, dass Proben von
verwandten Tieren (Familien) erforderlich sind, damit die gemeinsame
Vererbung von Markern und gesuchtem Phanotyp verfolgt werden kann.
Zum anderen lasst sich ein gesuchtes Gen haufig nur innerhalb eines sehr
groBen Bereichs von mehreren Megabasen kartieren, wenn nur eine
begrenzte Anzahl von Meiosen in einer Kartierungspopulation auftreten
(COLLINS, 2009). Da diese Bereiche hunderte von Kandidatengenen
umfassen konnen, ist eine Feinkartierung, beispielsweise mithilfe von LD,
sinnvoll (CARLSON et al., 2004).

2.4.5.2 Kopplungsungleichgewichts-Kartierung

Die  Kopplungsungleichgewichtskartierung (linkage  disequilibrium
mapping), auch Assoziationskartierung genannt (MARCH, 1999), versucht
eine chromosomale Region zu finden, die bei den untersuchten Individuen
identisch aufgrund gemeinsamer Herkunft (identical by descent, IBD) ist,
da eine solche Region das Gen bzw. die Gene fur das untersuchte Merkmal
tragen kann. Die IBD Region wird dabei beispielsweise mithilfe von eng

gekoppelten Markerloci, die bei den Merkmalstragern identische Allele
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aufweisen, aufgespurt, d. h. gleichzeitig bestehende
Kopplungsungleichgewichte zwischen mehreren eng miteinander
gekoppelten Markern und einem bestimmten Merkmal werden
nachgewiesen (MEUWISSEN & GODDARD, 2000).

Wenn seit einem Mutationsereignis noch nicht viel Zeit vergangen ist,
befindet sich die Mutation in Kopplungsungleichgewicht mit den Allelen
naher Loci. Kopplungsungleichgewicht hat somit eine starke Aussagekraft
fur die genetische Kartierung (PULST, 1999).

Der groRe Vorteil der Kopplungsungleichgewichtskartierung ist die hohere
Kartierungsgenauigkeit im Vergleich zur Kopplungskartierung. Diese ist
auf die Nutzung der groBen Anzahl historischer meiotischer Bruche, das
heiRt der uber viele Generationen angesammelten Rekombinationen, und
auf die einfachere Probensammlung, da keine Stammbaumdaten
erforderlich sind, zuruckzufuhren (COLLINS, 2009).

2.4.5.3 Kombinierte Kopplungsungleichgewichts- und
Kopplungskartierung

Die Kopplungskartierung von Genen wird dadurch erschwert, dass
Genotypen nicht einfach aus Phanotypen abgeleitet werden konnen, da der
quantitative Phanotyp auch von anderen Genen und Umweltfaktoren
beeinflusst wird. Des Weiteren wurde die
Kopplungsungleichgewichtskartierung  aufgrund der zweifelhaften
Kartierungspower in  Hinblick auf die Markerdichte kritisiert
(MEUWISSEN et al., 2002), so dass neben MEUWISSEN et al. (2002) auch
verschiedene andere Autoren (z.B. ZHAO et al. (1999); XIONG und JIN
(2000); FARNIR et al. (2002)) eine Methode zur Kombination von Linkage-
und LD-Kartierung (kombinierte Kopplungsungleichgewichts- und
Kopplungskartierung, combined linkage disequilibrium and linkage

analysis, cLDLA) vorschlugen.

Mit dieser Methode werden die Vorteile beider Kartierungsmethoden
genutzt, indem sowohl Informationen uber aktuelle Rekombinationen

innerhalb der genotypisierten Generationen als auch historische



Literaturiibersicht 32

Rekombinationen einflieBen (MEUWISSEN et al., 2002).

Das Design einer cLDLA ist deshalb auch besonders fur eine grof3e Anzahl
an Familien mit nur wenig Informationen uber vorherige Generationen
geeignet, um die Kartierungsgenauigkeit zu steigern (LEE & VAN DER
WERF, 2004).

Die von MEUWISSEN et al. (2002) beschriebene Methode wurde auch in

dieser Studie angewendet, wie in Kapitel 3.2.2.4 erlautert.

2.5 Phanotypisierung

2.5.1 Selektive Phano- und Genotypisierung

Die Leistung einer genetischen Kartierungsstudie (statistische Power)
hangt von der Erblichkeit des Merkmals, der Anzahl der in die Analyse
einbezogenen Individuen und der genetischen Vielfalt unter ihnen ab.
Selektive Phanotypisierungs- und Genotypisierungsstrategien bei der
Auswahl von Individuen tragen dazu bei, die Unahnlichkeit zwischen ihnen
zu  maximieren, den  Stichprobenumfang einer  genetischen
Kartierungsstudie zu reduzieren (JIN et al., 2004) und somit die Kosten fur
QTL-Studien zu senken (SEN et al, 2009). Bei der selektiven
Genotypisierung wird ein ausgewahlter Teil der phanotypisierten
Individuen genotypisiert (LANDER & BOTSTEIN, 1989; DARVASI &
SOLLER, 1992) und bei der selektiven Phanotypisierung wird ein
ausgewahlter Teil der genotypisierten Individuen phanotypisiert. Letzteres
ist nutzlich, wenn die Phanotypisierung schwierig oder kostspielig ist (JIN
et al., 2004).

DARVASI und SOLLER (1992) fuhrten eine selektive Genotypisierung
durch, indem sie nur die informativsten Individuen aus den rechten und
linken  Auslaufern  der  Phanotypenverteilung  der  gesamten
Stichprobenpopulation genotypisierten. Sie zeigten, dass die fur eine
bestimmte Power notwendige Anzahl an genotypisierten Individuen durch
eine Erhohung der Anzahl an phanotypisierten Individuen deutlich

verringert werden kann und kamen zu dem Schluss, dass es in
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Einzelmerkmalsstudien fast nie sinnvoll sei, mehr als die oberen und

unteren 25% einer Population zu genotypisieren.

In dieser Studie wurde ebenfalls eine selektive Genotypisierung zur
Steigerung der Power des Designs verwendet, wie in Kapitel 3.1.1.2

dargestellt.

2.5.2 Phanokopien

Ahnlichkeiten oder Ubereinstimmungen im Phinotyp, denen jedoch
umweltbedingte, nichterbliche Ursachen zugrunde liegen, werden als
Phanokopie bezeichnet (GRAW, 2006). Werden solche Phanokopien in
Kartierungsstudien verwendet, kann dies zu einer Reduktion der
statistischen Power sowie fehlerhaften Ergebnissen fuhren. Die
Auswirkungen von Phanokopien bei dieser Studie werden in Kapitel 5.2.1

naher beschrieben.

2.5.3 Korrekturfaktoren fir individuelle KorpergroRe

Um Autokorrelationen zwischen Schwanzlange und Korpergrof3e in einem
gemischten linearen Modell fur die Kartierung (z. B. wie in ROTHAMMER
et al. (2014), KUNZ et al. (2016), MEDUGORAC et al. (2017) und MULLER
et al. (2017)) zu berucksichtigen, muss die Schwanzlange auf die
individuelle KorpergroRe korrigiert werden. Fruhere Studien verwendeten
Geburtsgewicht (BRANFORD OLTENACU & BOYLAN, 1974),
Korpergewicht (CARTER, 1976; JAMES et al., 1990; GREEFF et al., 2015),
Alter (CARTER, 1976), Gesamtkorperlange (SHELTON, 1977), die Lange
der Wirbelsaule (GREEFF et al., 2015) oder die "Lange von Anus bis
Sprunggelenk, an einem gestreckten und senkrecht zur Wirbelsaule
gehalten Bein" (SCOBIE & O'CONNELL, 2002) als Korrekturfaktoren.
Keine dieser Studien hat jedoch die Messungen verschiedener
Korpermerkmale grundlich untersucht und diese auf ihre Eignung als
Korrekturfaktoren verglichen. Auch ein optimaler Zeitpunkt zur Erhebung

der Messdaten wurde noch nicht ermittelt.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Probenmaterial

3.1.1.1 Material fur die Messreihen

Um geeignete Korrekturfaktoren fur die individuelle KorpergroBe und
einen optimalen Messzeitpunkt fur die Erfassung der Phanotypen
identifizieren zu konnen, wurden diverse Korpermalle in zwei
Merinolandschafgruppen wochentlich von der Geburt bis zum Absetzalter
von acht Wochen erhoben. Diese Messreihen wurden in einer Schaferei
mit ausreichend groer Tierzahl durchgefuhrt, in der kein

standardmaRiges Kupieren der Lammer praktiziert wird.

Die erste Gruppe bestand ursprunglich aus 50 Lammern, von denen 43
Lammer an zwei aufeinanderfolgenden Tagen im November 2017 geboren
wurden. Um die GruppengroBe zu erhohen, wurden sieben Lammer, die
in der darauffolgenden Woche geboren wurden, hinzugeflgt. Von dieser
gesamten Gruppe konnten insgesamt 43 Lammer bis zum Absetzen
gemessen werden, sieben Lammer wurden aus der Messgruppe
ausgeschlossen, weil eines fruhzeitig verstarb und sechs wegen

Schwanzverletzungen kupiert werden mussten.

In Gesprachen mit MLS-Zuchtern im Rahmen dieser Arbeit wurde als
Hauptursache fur die Schwanzverletzungen eine ausgepragte
Mutterlichkeit bei den Merinolandschafen vermutet. Beim Trockenlecken
nach der Geburt fressen die Mutterschafe Teile der Plazenta und knabbern
hierbei versehentlich teilweise auch den Schwanz ihrer neugeborenen
Lammer an. Die Meinung der Zuchter wird auch durch unsere
Beobachtung bestatigt, dass alle in dieser Studie gefundenen
Schwanzverletzungen innerhalb der ersten Lebenswoche auftraten und bei
Geschwistern meist der gesamte Wurf betroffen war. Jedoch wurde ein
solches Verhalten der Mutter weder im Rahmen dieser Studie noch von

den Zuchtern direkt beobachtet und dokumentiert.
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Die zweite Gruppe wurde an zwei aufeinander folgenden Tagen im Februar
2018 geboren. Die ursprunglich 51 Lammer reduzierten sich bis zum
Absetzalter von acht Wochen aus denselben Grunden wie oben erwahnt
(vier Lammer starben, zwei Lammer mussten kupiert werden) auf 45

Lammer.

Insgesamt konnten also 88 zufallig ausgewahlte Lammer wochentlich uber
einen Zeitraum von acht Wochen gemessen werden. Diese Gruppe setzte
sich aus 37 mannlichen Lammern und 51 weiblichen Lammern bzw. 21
Einlingen und 67 Zwillingen zusammen, die sich zwischen den
Geschlechtern wie folgt aufteilen lassen: 9 mannliche Einlinge, 12
weibliche Einlinge, 11 Lammer von mannlichen Zwillingsparchen, 21
Lammer von weiblichen Zwillingsparchen und 35 Lammer von

gemischtgeschlechtlichen Zwillingsparchen.

3.1.1.2 Material fur die Kartierung

Die Probennahmen erfolgten im November/Dezember 2017, Marz 2018,
November 2018 und Marz 2019 in derselben Schaferei wie die
Vermessungsstudie. Hier wurden aus 2293 visuell betrachteten Lammern
253 mit besonders kurzem bzw. besonders langem Schwanz fur die

Phanotypisierung und Probenahme ausgewahlt (Tab. 2).

Daruber hinaus wurden 24 Proben, die fur diese Arbeit entnommen
wurden, von der Universitat GieBen zur Verfugung gestellt. Diese 24 im
Februar/Marz 2018 phanotypisierten Lammer wurden wiederum aus 102

visuell betrachteten Tieren ausgewahlt.

Bei dieser Auswahl wurden wie von DARVASI und SOLLER (1992) fur eine
selektive Genotypisierung beschrieben nur Lammer mit extrem kurzen

bzw. extrem langen Schwanzen berucksichtigt (Abb. 8).

Damit lagen insgesamt 277 Blutproben von MLS-Lammern vor, von denen
nach Begutachtung der erhobenen Messdaten 260 (124 kurzschwanzige
Lammer und 136 langschwanzige Lammer) fur die Genotypisierung

ausgewahlt wurden.
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AuBerdem waren noch 22 Blutproben von Bocken (19 aus der Schaferei,
drei von der Universitat GieBen), den potentiellen Vatern der Lammer,

verfugbar und wurden ebenfalls genotypisiert.

Fur die Entnahme der Blutproben lag der Arbeitsgruppe (AG)
Populationsgenomik eine Genehmigung der Regierung von Oberbayern
vor (Genehmigungsnummer: 55.2-1-54-2532.0-47-2016).

Tabelle 2: Beprobte Lammer

Lammsaison Visuell Beprobte Lammer Lammer mit
betrachtete Schwanz-
Lammer wkurz” ~lang” verletzung
Nov/Dez 2017 623 55 (8,83 %) 20 (3,21 %)
22 (3,53 %)  33(5,30 %)
Marz 2018 1038 117 (11,27 %) 48 (4,62 %)
55 (5,30 %) 62 (5,97 %)
Gigfsen 102 24 (23,53 %) -
Feb/Marz 2018 19 (18,63 %) 5 (4,90 %)
Nov. 2018 55 9 (16,36 %) -
4 (7,27 %) 5 (9,09 %)
Marz 2019 577 72 (12,48 %) 32 (5,55 %)
25 (4,33 %) 47 (8,15 %)
Gesamt 2395 277 (11,57 %) 100 (4,18 %)
125 (5,22 %) 152 (6,35 %)
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Abbildung 8: Grafische Darstellung der in dieser Studie angewendeten
selektiven Genotypisierung

3.1.2 Verwendete Programme

In Tabelle 3 sind alle Programme, die in dieser Arbeit Verwendung fanden,

mit dem jeweiligen Verwendungszweck aufgelistet.

Tabelle 3: Programme

Programmname Verwendungszweck und Quelle

ASRemL Varianzkomponentenanalyse
http://www.vsni.co.uk/de/software/asreml/

BEAGLE 5.0 Haplotypisierung und Imputation von
Genotypen

https://faculty.washington.edu/browning/be
agle/b5_0.html

MICROSOFT OFFICE 2016 Textverarbeitung, Tabellenkalkulation,
grafische Darstellung der LRT-Werte
http://office.microsoft.com/de-de

MICROSOFT SQL SERVER Interne Datenverwaltung (Genotypen,

2014 Haplotypen, Phanotypen) und Vorbereitung
von Daten fur Analysen
https://docs.microsoft.com/de-de/sql/sql-
server

MICROSOFT VISUAL STUDIO | Erstellung von Programmen fur die

2012 Datenvorbereitung, die Datenanalyse und
die Darstellung von Analyseergebnissen
https://www.visualstudio.com/

R3.5.1 Datenverarbeitung und grafische
Darstellung
http://www.r-project.org/
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3.1.3 Verwendete Datenbanken

Eine Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Datenbanken findet sich
in Tabelle 4.

Tabelle 4: Datenbanken

Datenbank Verwendungszweck und Quelle

Ensembl Genkarten
http://www.ensembl.org/index.html|

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

3.1.4 Gerate

Tabelle 5 zeigt alle Gerate, die zur Phanotypisierung, Probenahme und

DNA-Praparation verwendet wurden.

Tabelle 5: Gerate

Bezeichnung Hersteller

Autoklav Thermo Fisher Scientific
Babywaage Monzana
Gefrierschrank Bosch

Holzbrett zur Schwanzlangenmessung selbstgebaut

KormafB aus dem Hundesport Bromet

Kiihlschrank Siemens
Magnetriihrer IKA-Werke

MaBband Prym

NanoDrop Spektrophotometer ND-100 peqlab

pH-Meter Hanna Instruments
Personenwaage Beurer

Pipetten Abimed, Gilson, Rainin
Thermomixer Bachofer

Vortexer Bachofer
Warmeschrank Bachofer

Zentrifuge Hettich
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3.1.5 Verbrauchsmaterialien

Far die Probenahme und

DNA-Praparation

verwendete

Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle 6 aufgefuhrt.

Tabelle 6: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller
EDTA-Monovetten (4 ml) Sarstedt
Einmalkaniilen (0,9 x 40 mm) Braun
Einmalhandschuhe Unigloves
ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System Promega
Multi-Adapter Braun

Pipettenspitzen
ReaktionsgefaRe
Vacutainer EDTA-RA6hrchen
Vacutainer Einmalhalter

Vacutainer Kanitilen (0,9 x 38 mm)

Biozym, Mettler Teledo
Biozym

BD

BD

BD

3.1.6 Chemikalien und Reagenzien

Die fur die DNA-Extraktion verwendeten Chemikalien und Reagenzien sind

in Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 7: Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung Hersteller
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck
Kaliumchlorid (KCI) Merck
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2P04) Merck
Magnesiumchloridhexahydrat (MgCl) Merck
Natriumchlorid (NaCl) Roth
Salzsaure (HCI) Roth
Saccharose Roth
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) Roth

Triton X-100

Sigma
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3.1.7 Puffer

Fur die Praparation der DNA aus den Blutproben wurden zwei Puffer

hergestellt und verwendet (Tab. 8).

Tabelle 8: Puffer

Puffer Bestandteile

Lysispuffer (Puffer A) 110 g Saccharose
gelost in 500 ml ddH>0
10 ml Triton X-100

5 ml MgCly,6H,0

T ml 1M Tris-HCl pH 7,5
ad 11dH20

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS-Puffer) | 8,0 g NaCl

0,2 g KCI

1,44 g NaHPO4

0,24 g KH2PO4

ad 11dH20

(wird auf pH 7,4 eingestellt)

3.2 Methoden

3.2.1 Methoden bei der Messreihe

3.2.1.1 Erhebung der Messdaten

Folgende KorpermaBBe wurden in der gesamten Messgruppe, die
insgesamt aus 88 Lammern bestand, gemessen (Tab. 9): Schwanzlange
(SL), Korpergewicht (KG), Widerristhohe (WH), Ruckenhohe (RH) und
Korperlange gemessen mit einem KormaB (KL). Nur in der ersten
Lammergruppe, bestehend aus 43 Lammern, wurden folgende
Korpermalle zusatzlich erhoben (Tab. 9): Korperlange gemessen mit
einem MaBband (KL_m), die Lange des Femurs (FL), die Lange des
Metakarpus (ML) und die Lange von Anus bis Sprunggelenk (AS). Da eine

Zwischenauswertung der in der ersten Messgruppe gesammelten Daten
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eine hohe Ungenauigkeit der letzten vier MessgroBen ergab, wurden diese

in der zweiten Messgruppe nicht weiter erfasst.

Tabelle 9: Messverfahren fiir neun Merkmale, die wochentlich bei
wachsenden Lammern von der Geburt bis zur achten Lebenswoche gemessen
wurden.

Gemessen wurden die Korpermerkmale Schwanzlange (SL), Kérpergewicht (KG),
Widerristhohe (WH), Ruckenhohe (RH), Korperlange gemessen mit einem
Kormafl (KL) und mit einem MalBband (KL_m), Lange des Femurs (FL), Lange des
Metakarpus (ML) und Lange von Anus bis Sprunggelenk (AS).

N Messinstrument Messpunkte )
maR gruppe
SL angefertigtes vom Anus zur Schwanzspitze 1,2
Holzbrett
KG Babywaage, 1, 2
Personenwaage
WH KormaRk aus dem  vom Boden bis zum dorsalsten Punkt 1,2
Hundesport des Widerristes
RH KormaRk aus dem  vom Boden bis zum dorsalsten Punkt 1,2
Hundesport des Os sacrums
KL Kormals aus dem  vom kranialsten Punkt des Sternums 1, 2
Hundesport bis zum Tuber ischiadicum
KL_m Mafband vom kranialsten Punkt des Sternums 1
bis zum Tuber ischiadicum
FL MaRBband vom dorsalen Ende des Trochanter 1
major bis zum Condylus lateralis 0ssis
femoris
ML MafRband von der Tuberositas ossis metacarpalis 1
bis zum Sagittalkamm der Trochlea
metacarpi
AS angefertigtes rechtes Bein gestreckt und parallel 1
Holzbrett zum Schwanz auf dem Holzbrett
gehalten, Messung der Lange von
Anus bis zum Tuber calcanei

Das Korpergewicht wurde bis zu einem Gewicht von 20 kg mit einer
Babywaage erhoben, im Anschluss daran, bei den schwereren Lammern,
mit einer Personenwaage. Die Hohen WH und RH wurden mit einem
Kormall gemessen, das ublicherweise im Hundesport zur Messung von
Widerristhohe, Korperlange und Brustbreite verwendet wird (Abb. 9).

Dabei wurde WH als die Hohe vom Boden bis zum dorsalsten Punkt des
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Widerristes bei einem aufrecht stehenden Lamm definiert (Abb. 10). Fur
RH wurde die Hohe vom Boden bis zum dorsalsten Punkt des Os sacrums
eines aufrecht stehenden Lammes erfasst (Abb. 17). Die Korperlange
wurde sowohl mit dem Kormall (Abb. 12), mit dem auch WH und RH
erhoben wurden, als auch mit einem MaRband gemessen. In beiden Fallen
wurde sie definiert als die Lange vom kranialsten Punkt des Sternums bis
zum Tuber ischiadicum. Die Lange FL wurde mit einem MaBband vom
dorsalen Ende des Trochanter major bis zum Condylus lateralis o0ssis
femoris gemessen. Das ebenfalls mit einem MalBband gemessene Merkmal
ML, wurde als die Lange von der Tuberositas ossis metacarpalis bis zum
Sagittalkamm der Trochlea metacarpi definiert. Die Schwanzlange wurde
vom Anus bis zur Schwanzspitze gemessen. Dafur wurde ein Holzbrett mit
einer mittigen Rinne fur den Schwanz und einer seitlichen Messskala zum
Ablesen der Schwanzlange angefertigt (Abb. 13). Fur die Langenerhebung
wurde der Schwanz am stehenden Lamm parallel zum Boden gehalten und
in die Rinne des Holzbrettes gelegt, das ebenfalls parallel zum Boden
gehalten und am Anus angesetzt wurde (Abb. 74). Die Schwanzlange
wurde aullerdem bei allen 88 Lammern nach dem OviCap-Schema
eingeteilt (Abb. 15). Diese Art der Schwanzlangenerfassung ist Teil der
Herdbuchdatenbank OviCap der Vereinigung Deutscher
Landesschaftzuchtverbande e.V. (VDL) und des Bundesverbands
Deutscher Ziegenzuchter e. V. (BDZ), welche der Herdbuchfuhrung,
Zuchtwertschatzung und Anpaarungsplanung dient (VEREINIGTE
INFORMATIONSSYSTEME TIERHALTUNG W. V. (VIT), 2017). In der
Studie von SCOBIE und O'CONNELL (2002) wurde die Lange von Anus bis
Sprunggelenk erhoben, indem das gestreckte Hinterbein im rechten
Winkel zur Wirbelsaule gehalten wurde. Fur die vorliegende Studie wurde
diese Methode verandert und das rechte, gestreckte Hinterbein parallel
zum Schwanz auf dem Holzbrett gehalten, weil die Lammer fur die
ursprunglich beschriebene Methode nicht aufrecht und still genug
standen. Daruber hinaus wurden fur jedes Lamm Geburtstag, Geschlecht
und WurfgroBe erfasst und bei Lammern, die aufgrund von
Schwanzverletzungen kupiert werden mussten, wurde die Kupierwunde

im Heilungsverlauf beobachtet.
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Abbildung 9: Bromet KormaR aus dem Hundesport

g8y
Abbildung 10: Messung der Widerristhohe
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Abbildung 12: Messung der Korperlange gemessen mit einem Kormaf
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Abbildung 13: Angefertigtes Holzbrett zur Messung der Schwanzlange
(gebaut nach Vorlage von Elena Kuhnle)

Abbildung 14: Messung der Schwanzlange
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k(urz)

m(ittel)

I(ang)

Abbildung 15: Bestimmung der Schwanzlange nach dem OviCap-Schema

(@) Merinolandschaf-Lamm mit kurzem Schwanz (kurz=Schwanzende
oberhalb Sprunggelenk)

(b) Merinolandschaf-Lamm mit mittlerem Schwanz (mittel = Schwanzende in
Hohe des Sprunggelnks)

(c) Merinolandschaf-Lamm mit langem Schwanz (lang = Schwanzende
unterhalb Sprunggelenk)

Um die Reproduzierbarkeit der Messungen in verschiedenen Altersstufen
zu Uuberprufen, wurden in der zweiten Messgruppe jede Woche
wiederholte Messungen von SL, WH, RH und KL durchgefuhrt. Zu diesem
Zweck wurden nach einmaliger Messung der gesamten Gruppe zehn
Lammer zufallig ausgewahlt und von derselben Person, die die erste
Messung durchgefuhrt hatte, ein wiederholtes Mal gemessen. Der typische
Fehler, der zwischen der ersten und der zweiten Messung fur dasselbe
Lamm am selben Tag auftrat, wurde dann nach HOPKINS (2000)

berechnet.

3.2.1.2 Statistische Auswertung der Messdaten

Zum Vergleich der Messungen in Bezug auf Geschlecht und WurfgroRe
wurde ein t-Test mit jeweils zwei Gruppen (mannlich und weiblich,
Einlinge und Zwillinge) in R mit dem Paket ,stats” durchgefiihrt. Um
zwischen mannlichen und weiblichen Lammern von Einlings- und

Zwillingsgeburten unterscheiden zu konnen, wurde auBerdem mit
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demselben Programm eine univariate Varianzanalyse (ANOVA) mit den
folgenden funf Gruppen durchgefuhrt: mannliche Einlinge, weibliche
Einlinge, mannliche Zwillingsparchen, weibliche Zwillingsparchen und

gemischtgeschlechtliche Zwillingsparchen.

Zur Untersuchung der Korrelation zwischen SL und den anderen
KorpermaBen wurden Pearson Korrelationen berechnet und eine
Regressionsanalyse in R mit dem Paket ,stats” fur jede Woche
durchgefuhrt. Fur die lineare Regressionsanalyse wurden 19 Modelle
(Tab. 10) ausgewertet. Um das am besten geeignete Regressionsmodell zu
finden, wurde ein schrittweises Verfahren zur Variablenauswahl
verwendet, indem jeweils zum Modell mit dem hochsten
Determinationskoeffizienten R? eine zusatzliche Variable hinzugeflgt
wurde. Fur den Vergleich der Modelle wurde R2? uber einen Zeitraum von
sieben Wochen fur alle Modelle mit KG und uber einen Zeitraum von acht
Wochen fur alle Modelle ohne KG gemittelt und diese Werte im Vergleich
berucksichtigt.
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Tabelle 10: Modelle der linearen Regressionsanalyse

Fur die abhangige Variable Schwanzlange (SL) wurden verschiedene
Kombinationen aus den wunabhangigen Variablen Widerristhohe (WH),
Korperlange gemessen mit einem Kormall (KL), Korpergewicht (KG),
Rickenhohe (RH), WurfgroBe, Geschlecht und WurfgroBe x Geschlecht
angewendet.

abhangige unabhangige
Variable Variablen
e Wurf- WurfgroRe x
SL WH KL KG RH Y™ Geschlecht 9
grof3e Geschlecht

1 X X
2 X X
3 X X
4 X X
5 X X
6 X X
7 X X
8 X X X
9 X X X
10 X X X
11 X X X
12 X X X
13 X X X
14 X X X X
15 X X X X
16 X X X X
17 X X X X X
18 X X X X X
19 X X X X X X

3.2.2 Methoden bei der Kartierung

3.2.2.1 Erhebung der Phanotypen

Fur jedes zur Phanotypisierung und anschlieBenden Beprobung
ausgewahlte Lamm wurde ein Phanotypisierungsbogen (Anh. 2)
ausgefullt, worauf die folgenden Informationen uber das Lamm
dokumentiert  wurden: Tieridentifikationsnummer,  Geburtsdatum,
Geschlecht, WurfgroRe, aktueller Aufenthaltsort und, falls bekannt, die
Tieridentifikationsnummern von Vater und Mutter. Daruber hinaus wurden
folgende Informationen uber die Probe abgefragt: Datum der
Probennahme, Probennehmer, Art der Probe (Blut, Haare oder Gewebe;

hier in allen Fallen Blut) und Probennummer. Als Korpermerkmale wurden
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fur jedes Lamm SL, die Schwanzlangeneinteilung nach Ovicap, KG, RH,
WH, und KL erfasst.

3.2.2.2 Probenentnahme

Die Blutproben wurden aus der Vena jugularis der Lammer entnommen.
Zum Einsatz kamen eine 0,9 x40 mm Kanule mit einer 4 ml EDTA-
Monovette und einem Multi-Adapter sowie eine 0,9 x 38 mm Vacutainer
Kanule mit einem 3 ml Vacutainer EDTA-Rohrchen und einem Vacutainer

Einmalhalter.

3.2.2.3 Extraktion der DNA und Messung von Qualitat und Quantitat

Die Extraktion der DNA erfolgte im Labor der AG Populationsgenomik des
Veterinarwissenschaftlichen Departments der LMU Munchen mithilfe

eines Leukozytenpellets.

Fur die Herstellung des Leukozytenpellets wurde zunachst ein Lysepuffer
(Puffer A) angefertigt, der aus 110 g Saccharose, 10 ml Triton X-100, 5 ml
T M MgCl;z - 6H20 und 1 ml 1 M Tris-HCI pH 7,5 bestand. Hierfur wurde
zuerst die Saccharose in 500 ml ddH20 gelost, dann Triton X-100, MgCl>

und Tris-HCI hinzugefugt und mit dH20 auf ein Volumen von 1 | aufgefullt.

Anschliefend wurde 1 ml des EDTA-Blut in einen 15 ml Tube zusammen
mit 1 ml Puffer A gegeben, durch zehnmaliges Schutteln vermischt, zehn
Minuten lang bei Raumtemperatur bei 3000 U/min zentrifugiert und der
Uberstand entfernt. Nach der Resuspension des Pellets in 1 ml Puffer A,
wurde das Ganze wiederum durch zehnmaliges Schutteln gemischt, bei
Raumtemperatur fur zehn Minuten bei 3000 U/min zentrifugiert und der
Uberstand wieder entfernt. Dieser Vorgang wurde daraufhin noch ein
weiteres Mal wiederholt und im Anschluss wurde das Pellet in 1000 pl

phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) resuspendiert.

Daraufhin wurde aus 200 pl dieser Suspension mithilfe des Promega Kits
.Relia Prep™ Blood gDNA Miniprep System” die DNA nach dem
Herstellerprotokoll isoliert (PROMEGA CORPORATION, 2012).
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Zur Bestimmung der Reinheit der Nucleinsaurelosung wurde ein
NanoDrop Spektrophotometer verwendet. Damit wurden die optischen
Dichten (OD) bei einer Wellenlange von 260 nm (OD2s), dem
Absorptionsmaximum von Nukleinsauren, und 280 nm (OD2g0), dem
Absorptionsmaximum von Proteinen, bestimmt und deren Verhaltnis
berechnet. Als Richtwert bei DNA gilt ein Wert von 1,8. Ist dieser Wert
deutlich niedriger, deutet dies auf eine Kontamination der Probe mit
Proteinen oder anderen organischen Substanzen hin. Ist dieser Wert

deutlich hoher, kann dies auf eine Verunreinigung mit RNA hinweisen.

Mit dem Spektrophotometer wurde auch die Konzentration der DNA
bestimmt. Dazu wurde die UV-Absorption der Probe bei 260 nm genutzt.
Eine OD2¢0 von 1 entspricht 50 pg/ml doppelstrangiger DNA. Dieser Wert
ist auch fur die Genotypisierung mit dem Illumina SNP-Chip erwunscht.
Wenn die Konzentration der DNA viel hoher ist, muss die Losung mit
destilliertem Wasser verdinnt werden. Wenn sie viel niedriger ist, muss

die Extraktion wiederholt werden.

3.2.2.4 Kombinierte Kopplungsungleichgewichts- und
Kopplungskartierung

3.2.24.1 Genotypisierung mittels SNP-Chip und Qualitatskontrolle
Die Genotypisierung der 260 Proben der MLS-Lammer und der 22 Proben
der potentiellen Vater wurde von der Tierzuchtforschung e. V. Munchen in
Grub mit dem Illumina OvineSNP50 BeadChip (lllumina, San Diego, USA)
nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Der Chip enthalt 54.241 annahernd
gleichmallig uber das Genom verteilte SNPs mit einem durchschnittlichen
Abstand von 50,9 kb (ILLUMINA, 2015).

Die in Abbildung 16 dargestellte Funktionsweise des BeadChips lasst sich
in vier Schritte unterteilen (GUNDERSON et al., 2005). Zunachst wird das
gesamte Genom tausendfach amplifiziert, damit ausreichend DNA fur die
Hybridisierung vorhanden ist. Daraufhin kommt es zur Hybridisierung der
amplifizierten DNA an spezifische und empfindliche Oligonukleotid-

Fangersonden auf dem Chip. AnschlieBend werden die SNPs durch eine
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allelspezifische Primer-Verlangerungsreaktion mit biotinmarkierten
Desoxyribonukleosidtriphosphaten identifiziert. Dadurch wird es moglich,
SNP-Klassen mithilfe einer bestimmten Farbe an der jeweiligen
Matrixposition abzufragen. Zuletzt wird diese Farbreaktion noch verstarkt,

damit ein besseres Auslesen der Daten moglich ist.

E RN o SN o N0 S 7 c Bead type —
A - dNTPs
' A it
LI(1 1)
/\/ A 5
S o o
L ) A
= L1 ’
A 5
B —
BeadArray of capture probes Captured gDNA target

Abbildung 16: Funktionsweise BeadChip (Quelle: GUNDERSON et al. (2005))

(@) Amplifikation des gesamten Genoms

(b) Hybridisierung der Amplifikationsprodukte an spezifische und empfindliche
Oligonukleotidsonden

(c) Allelspezifische Primer-Verlangerungsreaktion zur Auswertung der
erfassten SNPs. Fur einen bestimmten SNP werden zwei verschiedene
allelspezifische Bead-Typen verwendet, deren Fangersequenz abgesehen
von einer Base am 3'-terminalen Ende gleich ist. Diese Base ist so gewahlt,
dass die Sonde auf einem Bead-Typen mit Allel A, und die auf dem anderen
Bead-Typen mit Allel B zusammenpasst. Eine Verlangerung mit
biotinmarkierten Nukleotiden durch die Polymerase erfolgt nur am
gepaarten 3'-Ende. Durch empfindliche Erkennung der Verlangerung und
Signalverstarkung werden die vorliegenden SNPs identifiziert.

Als Referenzgenom bei den folgenden Analysen und fur den Abgleich der

Positionen der genotypisierten SNPs diente Oar_v4.0.
Als Qualitatskontrolle fur die Marker wurden folgende Kriterien gepruft:

- Der SNP konnte bei mehr als 5 % der Tiere nicht erfolgreich
genotypisiert werden

- Der SNP fuhrte zu haufigen Konflikten bezuglich der Abstammung
verwandter Tiere

- Der SNP konnte im Referenzgenom nicht lokalisiert werden

- Der SNP hatte eine ,,minor allele frequency” (MAF) von weniger als
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2,5 %
- Der SNP befand sich auf einem Geschlechtschromosom, da sich die

Analysen ausschlieBlich auf Autosomen bezogen

Alle Marker, fur die mindestens eines dieser Kriterien zutreffend war,

wurden ausgeschlossen.

Daraufhin verblieben 45.009 Marker im Markerset, die bei den Analysen

berucksichtigt wurden.

3.2.24.2 Haplotypisierung und Imputation

Eine Abfolge von Allelen, die sich auf einem Chromosom befinden und von
einem Elternteil vererbt werden, wird als Haplotyp bezeichnet
(BROWNING, 2008). Der Diplotyp eines Individuums entsteht durch die
Kombination zweier solcher Haplotypen wahrend der sexuellen
Fortpflanzung (GELDERMANN, 2005).

Da fur die Analysen in dieser Arbeit Haplotypen benotigt wurden, wurde
die Software BEAGLE Version 5.0 (BROWNING et al., 2018) verwendet.
Diese leitete mit einem Hidden Markov Modell (HMM) die
wahrscheinlichsten Haplotypen-Paare fur die jeweiligen Genotypen aus
den maternalen und paternalen Allelen ab (Phasing) (BROWNING &
BROWNING, 2007). In diesem Modell wurde ein zugrundeliegender
verborgener oder unbeobachteter Zustand aus den beobachteten Daten
abgeleitet. Die beobachteten Daten waren die beobachteten, nicht
aufgeteilten Genotypen, wahrend der verborgene Zustand die abgeleiteten

maternalen und paternalen Haplotypen wiedergab (BROWNING, 2008).

Daruber hinaus wurden mit BEAGLE Genotypen an Markerpositionen
abgeleitet, die in einzelnen Proben nicht genotypisiert wurden
(Imputation) (BROWNING & BROWNING, 2009). Die fehlenden Genotypen
wurden mit Hilfe von Genotypen von in der Nahe befindlichen SNPs und
der bei anderen Individuen gefundenen Haplotypfrequenzen geschatzt
(BROWNING & BROWNING, 2011).

Zur Verbesserung der Haplotypisierungsgenauigkeit ist es moglich, die

Tierzahl durch Verwendung eines Referenzdatensatzes zu erhohen
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(BROWNING & BROWNING, 2011). Deshalb wurde die Haplotypisierung
mit den Genotypen aller Schafe verschiedenster Rassen aus der
hauseigenen Datenbank der AG Populationsgenomik durchgefuhrt, die

nicht Teil des Projektes waren.

Vor der Haplotypisierung wurden in dieser Studie mithilfe von
Abstammungsabfragen im Programm MICROSOFT SQL SERVER den

Lammern, soweit bekannt, bereits ihre jeweiligen Vater zugeordnet.

3.2.24.3 Unified additive relationships (UARSs)

Zur Korrektur der Verwandtschaftsbeziehungen wurden genomweit
vereinheitlichte Verwandtschaftsbeziehungen (unified additive
relationships, UARs) fur alle Tiere geschatzt (POWELL et al., 2010). Dies
ist erforderlich, um falsch positive Ergebnisse aufgrund unbekannter
Verwandtschaftsverhaltnisse, die zu LD zwischen nicht gekoppelten Loci
und damit zu falsch positiven Assoziationen fuhren konnen,
auszuschlieBen. Wenn beispielsweise ein Vorfahre seltene Allele an zwei
nicht gekoppelten Loci tragt, ist die Wahrscheinlichkeit hoher, dass seine
Nachkommen beide seltenen Allele tragen, als bei unverwandten Tieren
(GODDARD & HAYES, 2009).

Identity by descent (IBD) bedeutet Herkunftsgleichheit und bezieht sich
auf Allele, die von einem gemeinsamen Vorfahren in einer Basispopulation
stammen. Identity by state (IBS) hingegen bedeutet Zustandsgleichheit
und beschreibt identische Allele unabhangig von einem gemeinsamen
Vorfahren (POWELL et al., 2010). Zwei betrachtete Haplotypen konnen
daher entweder Ubereinstimmen, weil sie von einem gemeinsamen
Vorfahren stammen und keine dazwischenliegende Rekombination
stattgefunden hat, oder sie sind identisch, obwohl es keinen gemeinsamen
Vorfahren gibt (HAYES et al., 2003).

Die IBD-Matrizen wurden mit dem R-Paket ,, snpReady” genomweit jeweils
ohne das betreffende Chromosom berechnet. Die genomweiten UARs
wurden zwischen allen Tieren geschatzt und in einer Matrix
zusammengestellt. Aus dieser Matrix wurde eine inverse Matrix gebildet

und in die Varianzkomponentenanalyse einbezogen, um auf
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Verwandtschaftsbeziehungen und eine mogliche genetische Stratifikation

innerhalb der Population zu korrigieren.

3.2244 Locus IBD und Diplotypen-Verwandtschaftsmatrix

Die Schatzung der Locus IBD (LocIBD) erfolgte nach der Methode von
MEUWISSEN und GODDARD (2001) unter Verwendung von 40-SNP
Gleitfenstern, welche SNP fur SNP uber das Genom bewegt wurden. Mit
diesem Verfahren wurden die IBD-Wahrscheinlichkeiten an jeweils der
Fenstermitte, d. h. zwischen SNP 20 und 21, unter Verwendung von Daten
von Markerhaplotypen, die diese Position flankieren, vorhergesagt. Dafur
wurden Haplotypenpaare zweier Individuen betrachtet und anhand ihrer
Markerallele, Rekombinationswahrscheinlichkeiten (1 Mb=1cM) und
Allelfrequenzen die  Wahrscheinlichkeit  berechnet, dass ein
unbeobachteter Locus an dieser Stelle IBD ist. Da jedes Individuum diploid
ist, d. h. einen paternalen und einen maternalen Haplotypen tragt (LEE &
VAN DER WERF, 2006), entstanden pro Tierpaar die folgenden vier
LocIBD-Werte: die LocIBD-IBD zwischen paternal-paternalen (pp),
paternal-maternalen (pm), maternal-paternalen (mp) und maternal-

maternalen (mm) Haplotypenkombinationen der beiden Tiere.

Nach der Methode fur additive-genetische Verwandtschaftsmatrizen
(additive genotype relationship matrices, Grm) nach LEE und VAN DER
WERF (2006) wurde anschlieBend die LocIBD-Matrix in eine Diplotypen-
Verwandtschafts-Matrix (diplotype relationship matrix, Drm)
umgewandelt. Dies erfolgt durch Addition der vier LoclBDs
(pp + pm + mp + mm) und Division des Ergebnisses durch 2 (LEE & VAN
DER WERF, 2006).

3.2.245 Varianzkomponentenanalyse

Die anschlieBende Varianzkomponentenanalyse wurde in Anlehnung an
die Methode von MEUWISSEN et al. (2002) durchgefuhrt. Dabei flossen in
die cLDLA sowohl Kopplungsinformationen, die durch die verwendeten

Pedigreedaten bei der Haplotypisierung berucksichtigt wurden, als auch
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Informationen aus Kopplungsungleichgewicht, die bei der Schatzung der

LocIBD verwendet wurden, ein.

Die Varianzkomponentenanalyse wurde genomweit mit dem Programm
ASREML (GILMOUR et al., 2009) durchgefuhrt, das jeweils am Mittelpunkt
des 40 SNP Gleitfensters den Einfluss eines moglichen QTL auf den
Phanotyp des untersuchten Merkmals schatzt. Dabei wurde folgendes

gemischtes lineares Modell verwendet:

y=XB+ Zyu + Z,q + e
mit
y = Vektor des Phanotyps des untersuchten Merkmals
B = Vektor der fixen Effekte
u = Vektor der zufallig polygenen Effekte
g = Vektor der zufallig additiv-genetischen QTL-Effekte
e = Vektor der zufalligen Resteffekte

X, Z1, Z2 = Designmatrizen

Der Vektor y stellte in dieser Kartierung die gemessene SL (in cm) dar. Im
Vektor B sind die fixen Effekte KG (in kg), WH (in cm), beide standardisiert
und zentriert, das Geschlecht (mannlich, weiblich) und die Wurfgrofe

(Einling, Zwilling) sowie der allgemeine Mittelwert p enthalten.

Obwohl sich in der statistischen Auswertung der Messdaten der erhobenen
Korpermerkmale das Modell mit den Parametern KG, WH und der
Kombination WurfgroBe x Geschlecht als am besten geeignet erwies, um
die Schwanzlangenvariation bestmoglich zu erklaren, wurden Wurfgrof3e
und Geschlecht im Kartierungsmodell einzeln verwendet. Der Grund
hierfur war, dass bei der Menge der beprobten Lammer das Geschlecht
der Geschwister nicht immer zuverlassig zugeordnet werden konnte und

somit aus praktischen Grunden darauf verzichtet wurde.
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Da die WurfgroBen bei den neun im November 2018 beprobten Lammern
aufgrund der Lammung auf der Weide und fehlender Markierung nicht
dokumentiert wurden, wurde die WurfgroBe bei diesen Tieren fur die

Kartierung auf Basis der restlichen erhobenen Korpermerkmale abgeleitet.

Um die Arbeitsablaufe auf dem Betrieb nicht zu storen, konnte der nach
Auswertung der Daten als optimal identifizierte Messzeitpunkt ebenfalls
nicht in allen Fallen eingehalten werden, so dass auch jungere und altere

Lammer beprobt wurden und in die Kartierung mit einflossen.

Fur Vektor u, der die zufalligen polygenen Effekte enthalt, Vektor @ mit den
zufallig additiv-genetischen QTL-Effekten, und Vektor e, der die zufalligen
Resteffekte angibt, wird angenommen, dass sie nicht miteinander

korrelieren und eine Normalverteilung mit Mittelwert 0 und Varianz Ggz |,
bzw. Dgmpsz bzw. Iz vorliegt. Es gilt also g~N(0, Dgppsz) bzw. e~N(0, Igz).

Dabei stellt G die Matrix der genomweiten IBD-Wahrscheinlichkeiten,
Drmp die Diplotypen-Verwandtschaftsmatrix an Position p eines

vermeintlichen QTL und | eine Identitatsmatrix dar.

Die Designmatrizen X, Z1 und Z2 verknupfen die beobachteten Werte mit

den fixen und zufalligen Effekten.

Die additiv-genetische Verwandtschaft zwischen Tier / und j an einer
vermeintlichen QTL Position, [Drmljj, entspricht in der Fenstermitte der
Halfte der IBD Wahrscheinlichkeiten zwischen den vier Haplotypen der
beiden Tiere. Dabei werden fur jedes einzelne Tierpaar und jeden
einzelnen Locus im Genom 20 SNPs vor und 20 SNPs nach dem Locus
(d. h. dem QTL) verwendet. Dieses sogenannte SNP Gleitfenster hatte in

der vorliegenden Kartierungsanalyse also eine GrofSe von 40 SNP.

3.224.6 Likelihood Ratio Teststatistik

Die mit ASREML berechneten Wahrscheinlichkeiten wurden im Anschluss
in einer Likelihood Ratio Teststatistik (LRT) verwendet. Diese vergleicht
zwei Modelle, um zu untersuchen, ob das komplexere Modell die
gegebenen Daten besser erklart als das einfachere (FROMMLET et al.,

2016). In diesem Fall wurden die Wahrscheinlichkeiten sowohl! fur ein



Material und Methoden 57

Modell mit als auch ein Modell ohne QTL-Effekte am Fenstermittelpunkt
verglichen, d. h. ein Modell mit dem Ausdruck Z2q und ohne Z»q.

Die LRT-Werte wurden anhand folgender Formel berechnet:

LRT =-2 x (log likelihood (Lo) — log likelihood (L+))

Dabei war Lo ein Modell mit fixen und polygenen Effekten und L4 ein
Modell, welches zusatzlich QTL-Effekte enthalt. Der LRT-Wert folgt einer
X?-Verteilung mit einem Freiheitsgrad (HEUVEN et al., 2005).

Fur die grafische Darstellung der LRT-Werte wurde MICROSOFT POWER
POINT eingesetzt, hier stellten die Loci mit den hochsten LRT-Werten die

wahrscheinlichsten Positionen fir QTLs dar.

3.2.24.7 Signifikanzschwelle und Konfidenzintervall

Um signifikante Ergebnisse zu erhalten, wurde ein P-Wert von 0,05
gewahlt und im Anschluss die Signifikanzschwelle bestimmt. Dafur wurde
eine Korrektur nach Bonferroni durchgefuhrt, um den vorliegenden
Mehrfachtest zu berucksichtigen (BLAND & ALTMAN, 1995). Dies ist
notig, da durch mehrfaches Testen die Wahrscheinlichkeit eines Fehlers
der ersten Art erhoht ist und somit die Nullhypothese falschlicherweise
abgelehnt werden kénnte (BICKEBOLLER & FISCHER, 2007).

Es lagen 1099,875 ((45009 — 26 x 39) / 40 = 1099,875) unabhangige, d. h.
nicht Uberlappende getestete SNP-Abschnitte (Fenster) vor. Daraus
ergaben  sich  ein korrigierter ~ P-Wert von  <4,546 x 10>
(0,0571099,875=4,546 x 10°) und eine entsprechende genomweite
Signifikanzschwelle bei einem LRT-Wert von 16,629.

Auf dieselbe Weise wurde fur jedes Chromosom einzeln eine
chromosomenweite  Signifikanzschwelle berechnet. Dafur wurden
zunachst wieder die unabhangigen Fenster des jeweiligen Chromosoms
berechnet ((informative Marker des jeweiligen Chromosoms — 39) / 40).

Daraus ergaben sich wiederum korrigierte P-Werte (0,05 / (Anzahl
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unabhangige Fenster des jeweiligen Chromosoms)), wodurch im
Anschluss die entsprechenden chromosomenweiten Signifikanzschwellen

als LRT-Wert berechnet werden konnten.

Zur Berechnung des Konfidenzintervalls fur das Maximum der LRT-Kurve
wurde das 2-LOD (logarithm of the odds) Kriterium angewendet (VAN
OOIJEN, 1992). Dabei wurde das Intervall in beide Richtungen um den
maximalen LRT-Wert der Kurve (LRTmax) konstruiert. Da 1 LOD einer LRT-
Differenz von 4,605 entspricht (VISSCHER & GODDARD, 2004), liegt die
gesuchte kausale Variante mit einer Sicherheit von 99 % in dem Bereich
aus der Differenz zwischen LRTmax und 9,210, dem 2-LOD-Intervall
(BERGER et al., 2014).

AnschlieBend wurden die berechneten Konfidenzintervalle der LRTmax In
der Ensembl Datenbank (CUNNINGHAM et al., 2018) betrachtet, um einen
Uberblick iber mogliche Kandidatengene zu erhalten. Da die Ensembl
Datenbank auf der Karte Oar_v3.17 beruht, wurden die in dieser Arbeit auf
Oar_v4.0 gefundenen Positionen fur den Vergleich mit dem
Referenzgenom umgerechnet. Dafur wurde der NCBI ,Genome
Remapping Service” (NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY
INFORMATION, 2019) verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Messreihe
411 Entwicklung der Korpermerkmale
4.1.1.1 Schwanzlange

Die Schwanzlange am ersten Lebenstag variierte zwischen 16,40 und
27,70 cm mit einem Mittelwert von 22,00 cm, einer Standardabweichung
(SD) von 2,23 cm und einem Variationskoeffizienten (CV) von 10,12 %.
Beim Absetzen variierte die Schwanzlange von 25,00 cm bis 41,40 cm mit
einem Durchschnitt (+SD, CV) von 33,72cm (x3,55cm, 10,53 %)

(Tab. 17).

Tabelle 11: Schwanzlange in cm im Vergleich zwischen Geschlecht und
Wurfgro3e

Innerhalb der einzelnen Spalten wurde jeweils zwischen dem Zeitpunkt der
Geburt (Geb.) und dem Zeitpunkt des Absetzens (Abs.) unterschieden.

Alle Mannliche Weibliche Einlinge Zwillinge
Lammer Lammer Lammer
(n = 88) (n =37) (n =51) (n=21) (n =67)

Geb. Abs. | Geb. Abs. Geb. Abs. | Geb. Abs. Geb. Abs.

Min |16,40 25,00|16,40 27,00 18,10 25,00|16,40 27,70 18,10 25,00

Max |27,70 41,40|26,40 40,70 27,70 41,40|27,70 41,30 26,50 41,40

Mittel | 22,00 33,72|21,58 33,33 22,31 34,01(22,76 35,27 21,77 33,24

SD 2,23 3,55| 2,30 3,36 2,14 3,69 | 2,68 3,35 2,03 3,49

.CV 10,12 10,53(10,66 10,07 9,60 10,85(11,77 9,51 9,33 10,51
(in %)

2 W- 0,21 0,21 0,21 0,22 0,20

Rate!

T Durchschnittliche tagliche Wachstumsrate

Vergleicht man die anfangliche SL von mannlichen und weiblichen Tieren,
fallt auf, dass weibliche Lammer (n =51) im Durchschnitt 0,73 cm langere
Schwanze besalRen als mannliche Lammer (n=37) (Tab. 117). Jedoch war

dieser Unterschied nicht signifikant im t-Test (P> 0,05). Beim Vergleich
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von Einlingen und Zwillingen war die durchschnittliche SL am ersten
Lebenstag bei Einlingen (n=21) um 0,99 cm hoher als bei Zwillingen

(n=67) (Tab. 11), wiederum ohne Signifikanz im t-Test (P> 0,05).

Bei gemeinsamer Betrachtung von WurfgroBe und Geschlecht in einer

ANOVA mit funf Gruppen (mannliche Einlinge, weibliche Einlinge,

mannliche Zwillinge, weibliche Zwillinge, gemischtgeschlechtliche

Zwillinge) gab es einen signifikanten Unterschied (P < 0,05) zwischen den
funf Gruppen, wobei die weiblichen Einlinge die langsten Schwanze

aufwiesen, gefolgt von weiblichen Zwillingsparchen,

gemischtgeschlechtlichen Zwillingsparchen, mannlichen Einlingen und

mannlichen Zwillingsparchen (Tab. 12).

Tabelle 12: Schwanzlange in cm unter Beriicksichtigung von WurfgroBe x
Geschlecht

Fur den Zeitpunkt der Geburt (Geb.) und des Absetzens (Abs.) wurden minimale
Werte durch Unterstreichung und maximale Werte durch Fettschrift
hervorgehoben. Fur die durchschnittliche tagliche Wachstumsrate (& W-Rate)
wurden Minimum und Maximum auf dieselbe Weise hervorgehoben.

Mannliche | Weibliche | Mannliche | Weibliche | Gemischte
Einlinge Einlinge Zwillinge Zwillinge Zwillinge
(n=9) (n=12) (n=11) (n=21) (n = 35)
Geb. Abs. | Geb. Abs. | Geb. Abs. | Geb. Abs. | Geb. Abs.
Min |16,40 27,70|20,170 32,10|18,60 29,00|18,10 25,00|19,00 26,80
Max | 25,00 40,70|27,70 41,30|23,00 36,50|25,50 41,40 26,50 40,00
Mittel | 21,80 34,46 23,48 35,88|20,45 32,50(22,10 34,42|21,98 32,76
SD 290 4,10 1| 237 2,70 | 1,45 2,59 | 2,14 4,11 | 2,00 3,24
.CV 13,30 11,90(10,09 7,53 | 7,09 7,97 | 9,68 11,94| 9,10 9,89
(in %)
2 W- 0,23 0,22 0,21 0,22 0,19
Rate

Beim Absetzen war die durchschnittliche SL der weiblichen Lammer
weiterhin um 0,68 cm hoher als die der mannlichen (Tab. 717), jedoch
wiederum ohne Signifikanz im t-Test (P> 0,05). Einlinge besalen beim
Absetzen ebenfalls durchschnittlich um 2,03 cm langere Schwanze als

Zwillinge (Tab. 17) und dieser Unterschied war zu diesem Zeitpunkt
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signifikant im t-Test (P < 0,05).

In einer ANOVA war der Unterschied in der SL zwischen den funf
WurfgroRe x Geschlecht-Gruppen wiederum signifikant (P <0,01).
Weibliche Einlinge besalBen die langsten Schwanze, gefolgt von
mannlichen, weiblichen Zwillingen, gemischtgeschlechtlichen Zwillingen

und mannlichen Zwillingen (Tab. 12).

Die durchschnittliche Wachstumsrate betrug Uber den Zeitraum von acht
Wochen betrachtet 0,21 cm (£ 0,04 cm, 16,97 %) pro Tag. Die hochste
Wachstumsrate lag mit 0,29 cm (+ 0,13 cm, 43,28 %) pro Tag in der ersten
Lebenswoche vor, die geringste Wachstumsrate mit 0,176 cm (+ 0,07 cm,
43,60 %) pro Tag in der achten Lebenswoche (Abb. 17).
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Abbildung 17: Durchschnittliche Wachstumsrate der Schwanzlange in cm pro
Tag

Die Reliabilitat der Wiederholungsmessung war bei der Messung der SL
hoch, mit einem typischen Fehler, auch Standardfehler genannt,
(HOPKINS, 2000) von 0,21 cm und einem Variationskoeffizienten von
0,72 %.

Vergleicht man die Entwicklung von SL und WH, konnte man ein
allometrisches Wachstumsmuster beobachten, das sich durch die
Gleichung SLi=-5,323+ 0,677 x WH;+ e; (Abb. 18) beschreiben lieR,
wobei SL;, WH; und e; die Schwanzlange, die Widerristhohe und der

zufallige Fehler fur Lamm i sind.
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Abbildung 18: Entwicklung von Schwanzlange (SL) und Widerristhohe (WH)
in cm

4.1.1.2 Korpergewicht

Das Geburtsgewicht variierte von 3,50 kg bis 7,50 kg mit einem Mittelwert
von 5,53 kg (= 0,81 kg, 14,68 %) (Tab. 13).

Aufgrund eines technischen Defektes beim Wiegen der acht Wochen alten
Lammer der zweiten Messgruppe sind fur diese keine Daten uber das
Korpergewicht beim Absetzen verfugbar. In der siebten Messwoche lag
das Korpergewicht uber beide Messgruppen betrachtet zwischen 13,90
und 29,40 kg mit einem Durchschnitt von 21,13 kg (+ 3,14 kg, 14,84 %)
(Tab. 13).
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Tabelle 13: Korpergewicht in kg im Vergleich zwischen Geschlecht und

WurfgroBe

Innerhalb der einzelnen Spalten wurde jeweils zwischen dem Zeitpunkt der
Geburt (Geb.) und einem Alter von 7 Wochen (7 Wo.) unterschieden.

Alle Mannliche Weibliche Einlinge Zwillinge

(n = 88) (n=37) (n=51) (n=21) (n=67)

Geb. 7 Wo. Geb. 7Wo. Geb. 7Wo.| Geb. 7Wo. Geb. 7 Wo.

Min | 3,50 13,90| 3,50 15550 3,80 13,90| 4,15 16,70 3,50 13,90

Max | 7,50 29,40| 7,50 29,40 7,00 26,40| 7,40 29,40 7,50 24,80

Mittel | 5,53 21,13| 5,66 21,88 5,44 20,59| 590 23,90 5,41 20,26

sb | 081 3,174 |093 328 0,71 294|091 3,11 0,75 2,61

(i:zl/o) 14,68 14,84|16,40 15,00 13,09 14,27(15,49 13,03 13,79 12,89
Iga\tlz; 0,32 0,33 0,31 0,37 0,30

T Durchschnittliche tagliche Gewichtszunahme

Mannliche Lammer waren bei Geburt im Durchschnitt um 0,22 kg

schwerer als weibliche Lammer (Tab. 13), jedoch ohne Signifikanz im t-

Test (P>0,05). Das Geburtsgewicht fur Einlinge war im t-Test mit

durchschnittlich 0,49 kg signifikant hoher (P<0,05) als fur Zwillinge

(Tab. 13).

Betrachtet man wiederum die funf Gruppen in der ANOVA, waren die

Unterschiede im Geburtsgewicht signifikant (P < 0,01) mit den mannlichen

Einlingen als schwerste Gruppe, gefolgt von den weiblichen Einlingen, den

gemischtgeschlechtlichen Zwillingsparchen, den weiblichen Zwillingen

und den mannlichen Zwillingen (Tab. 14).
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Tabelle 14: Korpergewicht in kg unter Beriicksichtigung von WurfgroBe x
Geschlecht

Fur den Zeitpunkt der Geburt (Geb.) und des Absetzens (Abs.) wurden minimale
Werte durch Unterstreichung und maximale Werte durch Fettschrift
hervorgehoben. Fur die durchschnittliche tagliche Gewichtszunahme (g W-Rate)
wurden Minimum und Maximum auf dieselbe Weise hervorgehoben.

Mannliche | Weibliche | Mannliche | Weibliche | Gemischte

Einlinge Einlinge Zwillinge Zwillinge Zwillinge

(n=9) (n=12) (n=11) (n=21) (n =35)

Geb. 7 Wo.| Geb. 7 Wo.| Geb. 7 Wo.| Geb. 7 Wo.| Geb. 7 Wo.
Min | 4,15 16,70| 4,90 20,10| 3,50 15,50| 3,80 14,10| 4,20 13,90
Max | 7,40 29,40| 7,00 26,40| 6,25 24,80 6,70 23,10| 7,50 24,30
Mittel | 5,91 24,83 | 5,90 23,19| 494 20,25| 5,19 19,99| 5,70 20,43
SD 1,14 4,00 | 0,76 2,18 | 0,66 2,87 | 0,67 2,62 | 0,71 2,59
.CV 19,29 16,11112,88 9,40 |13,36 14,17 (12,91 13,10[12,46 12,68
(in %)
2 W- 0,38 0,35 0,31 0,30 0,30
Rate E— E—

Das durchschnittliche KG fur mannliche Lammer war in der siebten
Lebenswoche weiterhin um 1,30 kg hoher als fur weibliche Lammer
(Tab. 13), was wiederum im t-Test nicht signifikant war (P> 0,05). Einlinge
waren zu diesem Zeitpunkt im Durchschnitt um 3,64 kg hoch signifikant

(P<0,001) schwerer als Zwillinge (Tab. 13).

In der univariaten Varianzanalyse waren die Unterschiede im KG in der
siebten Lebenswoche hoch signifikant (P < 0,001). Dabei waren mannliche
Einlinge die schwersten Lammer, gefolgt von weiblichen Einlingen,

gemischtgeschlechtlichen Zwillingen, mannlichen Zwillingen und

weiblichen Zwillingen (Tab. 14).

In der ersten Messgruppe betrug die durchschnittliche Zunahme uber den

(53¢,
16,91 %), 332 g (x 62 g, 18,84 %) in der Gruppe der Einlinge und 309 g

Zeitraum der acht Messwochen betrachtet 312 g pro Tag

(5249, 16,73 %) in der Zwillingsgruppe. Aufgrund des technischen
Fehlers in der zweiten Messgruppe waren dort nur Tageszunahmen bis zur
siebten Lebenswoche verfugbar. So betrug in dieser Gruppe die
durchschnittliche tagliche Zunahme bis zur siebten Woche 319 g (+ 60 g,

18,95 %) (erste Messgruppe uber sieben Wochen betrachtet: 311 g+ 49 g,



Ergebnisse 65

15,86 %), 378 g (x44 g, 11,72 %) fur Einlinge (erste Gruppe: 326 g
+ 69 g, 21,04 %) und 287 g (=40 g, 14,05 %) fur Zwillinge (erste Gruppe:
309 g +47 g, 15,25 %). Es wurden daraufhin beide Gruppen zu einem
Tierset kombiniert und es ergab sich dann fur den Zeitraum von sieben
Wochen eine durchschnittliche Tageszunahme von 315g (x55g,
17,49 %), 366 g (+ 54 g, 14,81 %) bei den Einlingen und 299 g (+45 g,
15,16 %) bei den Zwillingen.

Nachdem die Tageszunahmen in den ersten drei Wochen stetig fielen,
stiegen sie ab der vierten Woche wieder an, mit Ausnahme eines Einbruchs
in der sechsten Lebenswoche bei den Lammern der zweiten Messgruppe
(Abb. 19).
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Abbildung 19: Tageszunahmen in g

Teilt man die Wachstumskurven getrennt nach den Geschlechtern auf,
ergaben sich sehr ahnliche Kurven, abgesehen von einem starkeren Abfall
der Tageszunahmen bei den weiblichen Lammern in der sechsten
Lebenswoche (Abb. 20), was hauptsachlich durch die weiblichen Lammer

aus der zweiten Gruppe verursacht wurde.
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Abbildung 20: Tageszunahmen in g in Abhangigkeit vom Geschlecht

Vergleicht man die Tageszunahmen der Einlinge und Zwillinge, fallt auf,
dass die Einlinge in den ersten Wochen nach der Geburt hohere Werte
erreichten als Zwillinge. Nach einem Abfall in der Wachstumskurve der
Einlinge und einem Anstieg der Wachstumskurve der Zwillinge ergaben
sich jedoch in der siebten Lebenswoche in etwa dieselben Tageszunahmen
fur beide WurfgroBen (Abb. 21).
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Abbildung 21: Tageszunahmen in g in Abhangigkeit von der WurfgroBe
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4.1.1.3 Widerristhohe

Die anfangliche WH variierte von 35,50 bis 45,50 cm und hatte ihren
Mittelwert bei 40,55cm (+2,18 cm, 5,39 %). Beim Absetzen wurden
Hohen von 52,20 bis 63,00 cm erreicht bei einem Durchschnitt von

57,58 cm (£ 2,26 cm, 3,93 %) (Tab. 15).

Tabelle 15: Widerristhohe in cm im Vergleich zwischen Geschlecht und
WurfgroBe

Innerhalb der einzelnen Spalten wurde jeweils zwischen dem Zeitpunkt der

Geburt (Geb.) und dem Zeitpunkt des Absetzens (Abs.) unterschieden.

Alle Mannliche Weibliche Einlinge Zwillinge
Lammer Lammer Lammer
(n = 88) (n =37) (n=51) (n=21) (n=67)
Geb. Abs. | Geb. Abs. Geb. Abs. | Geb. Abs. Geb. Abs.
Min |35,50 52,20|35,60 53,50 35,50 52,20|35,60 55,10 35,50 52,20
Max |45,50 63,00|45,50 63,00 44,40 61,40|45,00 63,00 45,50 62,30
Mittel | 40,55 57,58 (41,16 58,09 40,12 57,21(41,46 59,10 40,27 57,11
SD 2,18 2,26 | 2,41 2,43 1,91 2,08 | 2,32 2,06 2,08 2,12
CV 1539 393|58 418 476 364|559 349 516 3,72
(in %)
W_
. 0,30 0,30 0,30 0,31 0,30
Rate

T Durchschnittliche tagliche Wachstumsrate
Beim Vergleich der WH in Abhangigkeit vom Geschlecht war die
anfangliche durchschnittliche Widerristhohe bei mannlichen Tieren um
1,04 cm groRRer als bei weiblichen Tieren (Tab. 15). Dieser Unterschied
war signifikant im t-Test (P < 0,05). Beim Absetzen waren die mannlichen
Lammer auch noch im Durchschnitt um 1,88 cm groRer als ihre weiblichen

Altersgenossen, jedoch ohne Signifikanz (P> 0,05) (Tab. 15).

Vergleicht man die Widerristhohe in Bezug zur WurfgroBe, war die WH
am ersten Lebenstag bei den Einlingen um durchschnittlich 1,179 cm
signifikant (P < 0,05) hoher als bei den Zwillingen. Im Absetzalter waren
die Einlinge weiterhin im Durchschnitt um 1,99 cm groRer als die
Zwillinge, und dieser Unterschied war hoch signifikant im t-Test
(P<0,001) (Tab. 15).
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Betrachtet die WH bezuglich der Kombination aus

WurfgroRe x Geschlecht, waren die Unterschiede in der ANOVA zum

man

Geburtszeitpunkt signifikant (P < 0,05). Dabei waren mannliche Einlinge
die

gemischtgeschlechtlichen

groten  Lammer, gefolgt von  weiblichen  Einlingen,

Zwillingen, mannlichen Zwillingen und

weiblichen Zwillingen. Diese Unterschiede waren auch beim Absetzen

noch signifikant (P < 0,01), wobei mannliche Einlinge ebenso die hochsten

Werte erzielten, weiterhin gefolgt von weiblichen Einlingen,

gemischtgeschlechtlichen und

Zwillingen, weiblichen Zwillingen

mannlichen Zwillingen (Tab. 16).

Tabelle 16: Widerristhohe in cm unter Beriicksichtigung von WurfgroBe x
Geschlecht

Fur den Zeitpunkt der Geburt (Geb.) und des Absetzens (Abs.) wurden minimale
Werte durch Unterstreichung und maximale Werte durch Fettschrift
hervorgehoben. Fur die durchschnittliche tagliche Gewichtszunahme (g W-Rate)
wurden Minimum und Maximum auf dieselbe Weise hervorgehoben.

Mannliche | Weibliche Mannliche | Weibliche | Gemischte
Einlinge Einlinge Zwillinge Zwillinge Zwillinge
(n=9) (n=12) (n=11) (n=21) (n = 35)
Geb. Abs. | Geb. Abs. | Geb. Abs. | Geb. Abs. | Geb. Abs.
Min |35,60 55,10|38,40 55,80|35,60 53,90|36,00 52,2035,50 52,60
Max |45,00 63,00 |44,40 60,50|42,00 58,50(42,50 59,80 (45,50 62,30
Mittel | 41,66 59,41|41,30 58,86|39,75 56,58|39,57 56,84 |40,85 57,43
SD 3,6 2,75 157 1,45 1,78 1,57 (1,92 1,88 | 2,13 2,39
.CV 759 4,63 | 3,80 2,46 | 4,48 2,77 | 485 3,31 | 521 4,16
(in %)
2 W- 0,32 0,31 0,30 0,30 0,29
Rate

Die durchschnittliche Wachstumsrate uber den Zeitraum von acht Wochen
betrug 0,30 cm (+ 0,03 cm, 10,71 %) pro Tag. Die hochste Wachstumsrate
wurde in der ersten Lebenswoche mit 0,48 cm (+ 0,27 cm, 55,00 %)
erreicht und die geringste Wachstumsrate waren 0,22 cm (0,19 cm,
88,46 %) pro Tag in der vierten Lebenswoche, gefolgt von 0,23 cm
(= 0,170 cm, 40,82 %) in der achten Lebenswoche (Abb. 22).
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Abbildung 22: Durchschnittliche Zunahmen von Widerristhohe (WH),
Riickenhohe (RH) und Korperlange gemessen mit einem KormaR (KL) in cm
pro Tag

Der typische Messfehler in der Wiederholungsmessung betrug fur WH

durchschnittlich 0,70 cm bei einem Variationskoeffizienten von 1,36 %.

4.1.1.4 Proportion Schwanzlange/Widerristhohe

Die Proportion SL/WH war zur Geburt bei weiblichen Lammern
durchschnittlich um 0,031 hoher als bei mannlichen Lammern und dieser
Unterschied war auch signifikant im t-Test (P<0,01). Beim Absetzen
waren die weiblichen Tiere weiterhin kleiner und besallen weiterhin
langere Schwanze, weshalb ihr Quotient aus SL und WH immer noch im
Durchschnitt um 0,020 hoher war als der der mannlichen, jedoch war der
Unterschied nicht mehr signifikant im t-Test (P> 0,05). Bei beiden
Geschlechtern kann man einen kontinuierlichen Anstieg des SL/WH-
Quotienten beobachten, bei den mannlichen Lammern jedoch auf einem

niedrigeren Niveau als bei den weiblichen (Tab. 17).
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Tabelle 17: Entwicklung der Proportion Schwanzlange/Widerristhohe in
Abhangigkeit vom Geschlecht

Wochen

0 1 2 3 4 5 6 7 8
» | Mittel | 0,525 0,533 0,547 0,549 0,564 0,566 0,570 0,568 0,574
-52 SD 0051 0,055 0,050 0,049 0,054 0,052 0,055 0,052 0,053
5| cv 981 1035 916 885 955 916 972 909 9,28
EJ (in 0/0) I I I I I I I I I
o _ | Mittel | 0,556 0,557 0,568 0,575 0,587 0,586 0,592 0,593 0,594
S 2| sp |0050 0,050 0,052 0,053 0,053 0,052 0,056 0,057 0,058
SE| cv
25 | i oe| 892 890 917 9,16 9,04 888 9,47 9,63 973

Betrachtet man die Proportion SL/WH in Abhangigkeit von der WurfgroRe,

war der Quotient sowohl zu Beginn der Messreihe als auch beim Absetzen

bei den Einlingen um 0,009 bzw. 0,015 hoher als bei den Zwillingen,

jedoch waren diese Unterschiede im t-Test nicht signifikant (P> 0.05)

(Tab. 18).

Tabelle 18: Entwicklung der Proportion Schwanzlinge/Widerristhohe in
Abhangigkeit von der WurfgroBe

Wochen
0 1 2 3 4 5 6 7 8

» | Mittel | 0,550 0,560 0,568 0,576 0,591 0,584 0,595 0,593 0,597
2| sp |0061 0,057 0,052 0,046 0,053 0,047 0,051 0,054 0,053
=
o (inC\o//o) 11,13 1017 919 7,93 891 810 861 9,04 895
o | Mittel [0,541 0,543 0,556 0,561 0,573 0,575 0,579 0,579 0,582
2 | sp (0049 0051 0,051 0,053 0,054 0,054 0,057 0,056 0,057
S| o

. 903 934 924 951 938 930 988 965 9,72
N | (in %)

Die Unterschiede bezuglich der Proportion SL/WH waren zwischen den

funf Wurfgroe x Geschlecht-Gruppen weder zur Geburt noch beim
Absetzen signifikant (P> 0,05) in einer ANOVA (Tab. 19).
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Tabelle 19: Proportion Schwanzlange/Widerristhohe unter Bericksichtigung
von WurfgroBe x Geschlecht

Fur den Zeitpunkt der Geburt (Geb.) und des Absetzens (Abs.) wurden minimale
Werte durch Unterstreichung und maximale Werte durch Fettschrift

hervorgehoben.
Mannliche | Weibliche | Mannliche | Weibliche | Gemischte
Einlinge Einlinge Zwillinge Zwillinge Zwillinge
(n=9) (n=12) (n=11) (n=21) (n =35)
Geb. Abs. | Geb. Abs. | Geb. Abs. | Geb. Abs. | Geb. Abs.
Mittel | 0,524 0,580 (0,568 0,610|0,516 0,575|0,558 0,605|0,539 0,570
SD 0,067 0,066|0,054 0,043|0,047 0,048 0,046 0,067|0,049 0,050
CV 14279 1138|951 705|911 835|824 11,07| 9,090 8,77
(in %)

4.1.1.5 Rickenhohe

Die anfangliche RH lag zwischen 36,20 und 45,60 cm mit einem Mittelwert
bei 40,26 cm (+ 2,20 cm, 5,47 %). Beim Absetzen wurden Hohen zwischen
52,00 und 63,00 cm erreicht, wobei der Durchschnitt bei 57,82 cm
(= 2,49 cm, 4,30 %) lag.

Die durchschnittliche Wachstumsrate betrug 0,31 cm (+ 0,04 cm,
11,63 %) pro Tag uber den Zeitraum von acht Wochen, mit 0,43 cm
(0,33 cm, 77,31 %) pro Tag fand das starkste Wachstum in der ersten
Lebenswoche statt, das geringste Wachstum in der vierten Woche, mit
0,24 cm (0,21 cm, 89,93 %) pro Tag, gefolgt von 0,25 cm (0,16 cm,

62,87 %) pro Tag in der achten Lebenswoche (Abb. 22).

In den Wiederholungsmessungen ergab sich ein durchschnittlicher
Standardfehler von 0,88 cm, was einem Variationskoeffizienten von

1,70 % entsprach.

4.1.1.6 Korperlange gemessen mit einem KormaB und mit einem

MaBband

Die anfangliche KL variierte von 28,00 bis 40,00 cm mit einem
Durchschnitt von 34,39 cm (= 2,44 cm, 7,10 %). Beim Absetzen mit acht

Wochen wurden Werte zwischen 51,50 und 64,60 cm erreicht bei einem
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Mittelwert von 57,53 cm (+ 2,95 cm, 5,13 %).

Die durchschnittliche Langen-Wachstumsrate uber die Messperiode
hinweg lag bei 0,41 cm (0,05 cm, 13,10 %) pro Tag, dabei wurde das
Maximum von 0,54 cm (+ 0,32 cm, 59,67 % bzw. + 0,27 cm, 49,26 %) in
den ersten beiden Lebenswochen erreicht und ein Minimum von 0,33 cm
(+ 0,28 cm, 83,58 %) in der vierten Woche (Abb. 22).

Uber die acht Wochen betrachtet ergab sich ein Standardfehler von
1,09cm und ein Variationskoeffizient von 2,18 % in den

Wiederholungsmessungen.

Die Messung von KL_m ist stark abhangig von der Korperhaltung der
Lammer und lasst sich nur zuverlassig bestimmen, wenn die
Korperlangsachse der Lammer gerade ist. Aufgrund der schlechten
Praktikabilitat bei der Messung der jungen Lammer, welche sich beim
Anlegen des MaBbandes aus der geraden Haltung wanden, wurde KL_m

nur in der ersten Messgruppe erhoben.

4.1.1.7 Langen von Femur, Metakarpus und Anus bis Sprunggelenk

Das Ertasten der Knochenpunkte zur Messung von FL und ML wurde
aufgrund des steigenden Muskel- und Fettansatzes mit zunehmendem
Alter immer schwieriger. Die Messung der AS-Lange war stark abhangig
von der Streckung der Gelenke und wurde deshalb auch mit zunehmender
Kraft der Lammer immer schwieriger korrekt zu erheben. Folglich stiegen
die durchschnittlichen Werte fur FL, ML und AS nicht fur jede Woche,
sondern im Gegenteil, sie fielen zum Teil trotz ansteigenden Alters und
zunehmender GroBe der Lammer. So reduzierte sich beispielsweise der
durchschnittliche Wert von FL in der funften Lebenswoche um 0,05 cm,
der Durchschnitt von ML sank in der zweiten Woche um 0,1 cm und der
Durchschnitt der AS-Lange fiel sogar um 0,26 cm in der vierten
Lebenswoche (Abb. 23; gelbe Markierungen). Aufgrund der schlechten
Reproduzierbarkeit des Messvorgangs wurde beschlossen, die drei
KorpermalRe FL, ML und AS in der zweiten Messgruppe nicht mehr zu

erfassen.
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Abbildung 23: Durchschnittliche Langen von Femur (FL), Metakarpus (ML)
und Anus bis Sprunggelenk(AS) in cm

4.1.1.8 Einteilung der Schwanzlange nach OviCap

Die Einteilung der individuellen Schwanzlange nach OviCap blieb
groBBtenteils (75 %) wahrend der gesamten Messperiode unverandert.
Veranderungen traten nur bei 22 Lammern auf und dies auch nur wahrend
der ersten drei Lebenswochen. Weitere neun Grenzfalle wechselten
nahezu wochentlich zwischen zwei OviCap-Stufen. Es wurde kein Lamm
mit der OviCap-Stufe , kurz” beobachtet (Tab. 20).

Tabelle 20: Anzahl der Lammer in den verschiedenen Ovicap-Stufen

Alter in Wochen
0 1 2 3 4 5 6 7 8
kurz 0 0 0 0 0 0 0 0 0
mittel 32 18 11 11 12 13 10 11 14

lang 56 70 77 77 76 75 78 77 74
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4.1.1.9 Kupierwunde

Bei allen Lammern mit Schwanzverletzungen (n = 8; 8,33 %) verheilte die
Kupierwunde problemlos. Die Kupierwunde von Lammern, die in der
ersten Lebenswoche kupiert worden waren, war bei den funf Wochen alten
Lammern noch als kleine Kruste erkennbar. Nach einer Heilungszeit von
mehr als funf Wochen wurde es schwieriger zu erkennen, ob es sich um

einen naturlich kurzen oder kupierten Schwanz handelte.

4.1.2 Pearson Korrelationen

4.1.2.1 Pearson Korrelationen zwischen der Schwanzlange und den

verschiedenen Korpermerkmalen

Die Pearson Korrelation zwischen SL und den verschiedenen
Korpermalien, als Durchschnitt Uber die Messperiode betrachtet, war fur
WH, KL und KG (KG Uber sieben Wochen betrachtet) mit 0,411 am
hochsten, gefolgt von RH (0,388) (Tab. 27). Bei der Entwicklung der
Korrelationen Uber die Lebenswochen fallt auf, dass fur alle vier
herangezogenen Merkmale die Korrelation mit SL den niedrigsten Wert in
der ersten Messwoche und den hochsten in der funften Messwoche
annahm, mit Ausnahme von RH, die das Maximum erst in der siebten

Messwoche erreichte (Tab. 217).

Tabelle 21: Entwicklung der Pearson Korrelationen zwischen der
Schwanzlinge (SL) und den weiteren Korpermaf3en

Pearson Korrelationen wurden berechnet zwischen SL und den Korpermal3en
Korpergewicht (KG), Widerristhohe (WH), Ruckenhohe (RH) und Korperlange
gemessen mit einem KormaR (KL). Fur jede Zeile wurde der minimale Wert durch
Unterstreichung und der maximale Wert durch Fettschrift hervorgehoben.

Alter in Wochen

Korper-
maRe 0 1 2 3 4 5 6 7 8 Mittel
SL & KG |0,435 0,305 0,415 0,396 0,448 0,469 0405 0,412 - 0411

SL& WH (0,336 0,335 0,404 0,453 0,437 0,475 0,424 0,457 0,379 0,411
SL&RH [0,318 0,289 0,349 0,432 0,402 0,453 0,412 0,473 0,360 0,388
SL & KL |0,358 0,353 0,451 0,399 0,447 0,460 0,383 0,428 0,424 0,411
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4.1.2.2 Pearson Korrelationen fur die einzelnen Korpermerkmale bei

verschiedenem Alter

Die Pearson Korrelation zwischen anfanglicher Schwanzlange und den
gemessenen Schwanzlangen der ersten bis achten Lebenswoche hatte den
hochsten Wert in der ersten Lebenswoche. In der zweiten Woche nahm die
Korrelation um 4,45 % von 0,943 auf 0,901 ab, doch anschlieend war die
wdchentliche Anderung nur ein Riickgang um 2 % oder weniger pro
Woche. Folglich war die Pearson Korrelation zwischen anfanglicher SL
und der SL bei den acht Wochen alten Lammer mit 0,854 immer noch hoch
(Tab. 22).

Im Vergleich mit den Korrelationen zwischen initialem Wert und dem Wert
beim Absetzen der anderen Korpermerkmale war die Korrelation der SL
gegenuber WH (0,663), RH (0,628) und KG (0,611 in der siebten Woche)
mit Abstand am hochsten. Die niedrigste Korrelation beim Absetzen war
0,404 bei KL (Tab. 22).

Fur SL, KG und KL wurde die hochste Pearson Korrelation bei den
einwochigen Lammern erreicht, wahrend das Maximum fur WH erst in der

vierten Woche und fur RH in der siebten Woche erreicht wurde (Tab. 22).

Tabelle 22: Entwicklung der Pearson Korrelationen innerhalb der einzelnen
KorpermaRe zwischen Geburt und den weiteren Messwochen

Pearson Korrelationen wurden innerhalb der KorpermaBe Schwanzlange (SL),
Korpergewicht (KG), Widerristhohe (WH), Ruckenhohe (RH) und Korperlange
gemessen mit einem Kormaf (KL) berechnet.

Far jede Zeile wurde der minimale Wert durch Unterstreichung und der maximale
Wert durch Fettschrift hervorgehoben.

.. Korrelationen zwischen den Messwochen
Kérper- orrelatione schen de esswoche

maR 0-1 0-2 0-3 0-4 0-5 0-6 0-7 0-8

SL 0,943 0,901 0,899 0,881 0,872 0,863 0,856 0,854
KG 0,812 0,742 0,677 0,663 0,657 0,620 0,611 -

WH 0,691 0,694 0,658 0,717 0,664 0,654 0,657 0,663
RH 0,551 0,605 0,603 0,595 0,640 0,625 0,652 0,628
KL 0,621 0,529 0,537 0,449 0,405 0,528 0,489 0,404
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41.3 Determinationskoeffizienten der linearen

Regressionsanalyse

Um das am besten geeignete Regressionsmodell fur die lineare
Regressionsanalyse auszuwahlen, wurde ein schrittweises Verfahren zur
Variablenauswahl angewandt (Tab. 23). Dabei wurden insgesamt 19
Modelle (Tab. 10) berechnet, bestehend aus der abhangigen Variablen SL
und den sieben unabhangigen Variablen WH, KL, KG, RH, Wurfgrofe,
Geschlecht, und WourfgroRe in Kombination mit dem Geschlecht
(WurfgroRe x Geschlecht), jeweils einzeln und in verschiedenen
Kombinationen. Ein maximaler Determinationskoeffizient von 23,10 % (im
Durchschnitt uber sieben Wochen) wurde in Modell 17 erreicht, das WH,
KL, KG und WurfgroBe x Geschlecht beinhaltete, dicht gefolgt von
Modell 14 (R2 = 22,98 %) und Modell 15 (R2=22,77 %), die neben WH
und WurfgroBe x Geschlecht als weiteren Faktor jeweils KL oder KG
enthielten. Die Einbeziehung aller Variablen in ein Modell (Modell 19)
kostete lediglich Freiheitsgrade des linearen Regressionsmodells, was zu
einem Abfall des Determinationskoeffizienten R2 fuhrte, und daher fur die

Erklarung der Schwanzlangenvariation nicht vorteilhaft war (Tab. 23).

Betrachtet man die Entwicklung der einzelnen Modelle, so zeigt sich auch
hier, dass R2 bei der Messung der funf Wochen alten Lammer die hochsten
Werte erreichten. Ausnahmen stellten nur die Modelle 4, 6 und 12 dar. In
diesem Alter wurde also der hochste Anteil der Schwanzlangenvariation
durch die jeweiligen Korpermerkmale erklart. Wie bei den Pearson
Korrelationen zwischen SL und den anderen Korpermerkmalen (Tab. 217)
wurde auch bei der linearen Regression bei der Messung der einwochigen
Lammer, der niedrigste Wert erzielt. Die Modelle 8 und11 waren
Ausnahmen und hatten den niedrigsten Wertes bei der ersten Messung
(Tab. 23).
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Tabelle 23: Determinationskoeffizienten der linearen Regressionsanalyse in
%

Fur jede Zeile wurde der minimale Wert durch Unterstreichung und der maximale
Wert durch Fettschrift hervorgehoben. AuBerdem wurde in jedem Schritt das
Modell, in dem der hochste Mittelwert erreicht wurde, durch Unterstreichung
und Fettschrift hervorgehoben.

Woche
Modell Mittel
0 1 2 3 4 5 6 7 8

1 10,25 10,20 15,36 19,62 18,12 21,66 17,05 19,94 13,39 16,18
2 11,78 11,43 19,44 14,95 19,04 20,25 13,67 17,39 17,01 16,11
3 18,02 8,28 16,23 14,70 18,14 21,06 15,44 16,03 - 15,99
4 9,08 728 11,16 17,73 15,15 19,58 15,98 21,50 11,96 14,38
5 2,517 1,72 2,84 4,64 656 7,20 509 4,14 4,93 4,40
6 1,47 196 0,74 1,07 051 -004 0,13 0,16 -0.25 0,64
7 805 584 822 7,87 827 983 677 6,61 6,63 7,57
8 14,07 14,10 20,01 21,46 22,64 23,79 17,80 21,00 17,14 19,11

9 17,52 10,77 17,50 20,17 20,84 23,75 18,25 19,73 - 18,56
10 9,29 9,26 14,42 18,99 17,42 20,85 16,34 20,74 12,44 15,53
11 |10,56 11,25 15,50 19,78 18,99 21,39 17,42 19,43 13,63 16,44
12 | 15,42 13,52 17,90 24,15 21,34 23,53 19,56 24,06 15,39 19,43
13 | 16,52 14,41 19,69 25,57 21,77 26,49 21,03 24,66 17,20 20,82

14 18,34 16,05 21,83 27,04 24,30 30,79 21,29 25,40 20,96 22,89
15 (21,73 14,78 20,55 25,86 23,72 28,89 22,04 24,59 - 22,77

o
(@)

o
~
%)

16 |15,53 13,74 19,53 24,81 20,81 25,68 20,18 25,25 16,23 20,20
17 21,19 15,07 21,16 26,22 24,36 30,80 21,34 24,69 - 23,10
18 21,00 14,05 20,17 25,21 22,89 28,07 21,06 24,84 - 22,16
19 |20,61 14,36 20,81 25,72 23,44 29,93 20,34 2529 - 22,56
4.2 Ergebnisse der kombinierten
Kopplungsungleichgewichts- und

Kopplungskartierung

Nach einer selektiven Auswahl (Abb. 8) von 260 etwa funf Wochen alten

Lammern wurde eine kombinierte Kopplungsungleichgewichts- und
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Kopplungskartierung durchgefuhrt. Die Genotypisierung mit dem lllumina
OvineSNP50 BeadChip erfolgte mit 54.241 Markern, von denen nach
Anwendung diverser Filterkriterien noch 45.009 informative Marker in den
Analysen berucksichtigt wurden. In das gemischte lineare Modell der
Varianzkomponentenanalyse flossen KG, WH, WurfgroBe und Geschlecht
als fixe Effekte ein (Tab. 23). Zur Auswertung der erzielten Maxima der
LRT-Kurve wurden sowohl genomweit als auch fur jedes Chromosom

einzeln Bonferroni-korrigierte Signifikanzschwellen berechnet (Tab. 24).

Einen maximalen Wert von LRT =16,134 erreichte die LRT-Kurve auf
Chromosom 11 an Position 37.284.948 bp (Oar_v4.0) bzw. 37.331.840 bp
(Oar_v3.1), der nur knapp unter der genomweiten Signifikanzschwelle von
LRT=16,629 aber  deutlich uber der  chromosomenweiten
Signifikanzschwelle von LRT = 9,490 lag (Abb. 24(a)). Wendete man das 2-
LOD-Kriterium an, lag das kausale Gen mit einer Wahrscheinlichkeit von
99 % in dem Konfidenzintervall zwischen den Positionen 36.879.120 bp
und 38.529.736 bp (Oar_v4.0) bzw. 36.928.058 bp und 38.578.071 bp
(Oar_v3.17). Dieses Intervall wurde anschlieend in der Ensembl Datenbank
(Oar_v3.1) betrachtet und folgende Gene, die in diesem Bereich liegen,
wurden gefunden (Abb. 24(b)): B4GALNTZ2, IGF2BP1, GIP, SNF8, UBE2Z,
ATP5MC1, CALCOCO2, TTLL6, HOXB13, HOXB9, HOXB8, HOXB7,
HOXB6, HOXB5, HOXB4, HOXB3, HOXB2, HOXB1, SKAP1, SNX11,
NFE2L1, COPZ2, CDK5RAP3, PRR15L, PNPO, SP2, SCRN2, LRRCA4s,
MRPL10, TBX21, TBKBP1, KPNB1, NPEPPS, MRPL45, GPR179 und
SOCS7, sowie die uncharakterisierten proteincodierenden Gene
ENSOARG00000006940, ENSOARG00000007305 und
ENSOARG00000008101. Die vollstandigen Namen dieser Gene sind

zusammen mit der Lokalisation in Tabelle 25 aufgefuhrt.

Zusatzliche chromosomenweit signifikante Peaks wurden auf den
Chromosomen 2 (LRT =12,978 an Position 95.594.616 bp (Oar_v4.0)), 3
(LRT =13,416 an Position 83.960.600 bp (Oar_v4.0)), 6 (LRT= 13,666 an
Position 103.225.808 bp (Oar_v4.0)) und 14 (LRT =12,640 an Position
17.651.704 bp (Oar_v4.0)) gefunden (Tab. 24).
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Tabelle 24: Signifikanzschwellen und Peaks

LRT-Werte, die die chromosomenweite Signifikanzschwelle Uberschritten, sind in
fetter Schrift hervorgehoben

Chromosom e RS
Signifikanzschwelle Peak (Position Oar_v4.0)

1 12,536 7,170 (211.213.376 bp)
2 12,430 12,978 (95.594.616 bp)
3 12,218 13,416 (83.960.600 bp)
4 11,077 4,868 (2.332.155 bp)

5 10,800 4,300 (1.990.241 bp)
6 10,963 13,666 (103.225.808 bp)
7 10,694 4,486 (17.065.308 bp)
8 10,571 4,640 (44.723.592 bp)
9 10,620 3,520 (75.264.104 bp)
10 10,323 5,740 (68.327.456 bp)
11 9,490 16,134 (37.284.948 bp)
12 10,178 5,864 (68.389.184 bp)
13 10,153 4,574 (27.610.180 bp)
14 9,450 12,640 (17.651.704 bp)
15 10,158 4,084 (54.685.960 bp)
16 10,003 1,872 (26.347.756 bp)
17 9,869 9,664 (49.144.320 bp)
18 9,806 3,100 (44.475.924 bp)
19 9,582 3,218 (54.743.352 bp)
20 9,358 2,992 (42.678.056 bp)
21 8,846 2,854 (14.352.874 bp)
22 9,340 1,570 (44.238.832 bp)
23 9,354 1,680 (40.885.284 bp)
24 8,525 3,044 (105.519 bp)
25 9,152 3,320 (38.928.500 bp)
26 8,945 3,832 (28.216.482 bp)

Genom 16,632 16,134 (OAR11: 37.284.948 bp)
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Abbildung 24: LRT-Kurve auf OAR11

(@) Maximum der LRT-Kurve (LRTmax=16,134; 37.331.840 bp (Oar_v3.1)
mit genomweiter (LRT =16,629) und chromosomenweiter (LRT = 9,490)
Signifikanzschwelle und 2-LOD-Konfidenzintervall (LRT = 6,924;
36.928.058 bp—38.578.071 bp (Oar_v3.1)

(b) Konfidenzintervall mit annotierten Genen aus Ensembl
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Tabelle 25: Gene im Konfidenzintervall (36.928.058 bp-38.578.071 bp) auf
OAR11 (Ensembl Datenbank, Oar_v3.1))

Gen Volistandiger Name Start (bp) Ende (bp)
B4GALNT2 | D¢t 1.4-N-acetyl- 36.929.322 36.992.982
galactosaminyltransferase 2
IGF2Bp1 |/nsulin like growth factor 2mRNA 37 458 898 37.099.743
binding protein 1
GIP gastric inhibitory polypeptide 37.122.649 37.125.843
SNF8 SNFS8, ESCRT-II complex subunit 37.140.993 37.148.353
UBE2Z |ubiquitin conjugating enzyme E2 Z 37.146.942 37.164.597
ATPsMC1 |/\TP synthase membrane subunitc 35 453 130 37175 267
locus 1
CALCOCO2 | €3/¢lum binding and coiled-coil 37.227.823 37.243.185
domain 2
TTLLé6 tubulin tyrosine ligase like 6 37.272.426 37.302.473
HOXB13 |homeobox B13 37.337.231 37.338.988
HOXB9 |homeobox B9 37.412.225 37.415.548
HOXB8 |homeobox B8 37.424.042 37.425.173
HOXB7 |homeobox B7 37.428.842 37.431.232
HOXB6 |homeobox B6 37.440.831 37.442.516
HOXB5 |homeobox B5 37.445110 37.446.597
HOXB4 |homeobox B4 37.460.283 37.461.782
HOXB3 |homeobox B3 37.485.212 37.487.210
HOXB2 |homeobox B2 37.492.638 37.495.405
HOXB1 |homeobox B1 37.505.131 37.509.285
SKAP1 s7rc kinase associated phosphoprotein 37 604.886 37.911.404
SNX11 sorting nexin 11 37.924.394 37.928.175
NFE2L1 |nuclear factor, erythroid 2 like 1 37.972.076 37.981.743
COPZ2 ;oatomer protein complex subunit zeta 37.992.980 38.001.708
CDK5RAP3 CDK5' regulatory subunit associated 38.037.788 38.047.808
protein 3
PRR15L |proline rich 15 like 38.063.059 38.063.361
PNPO pyridoxamine 5'-phosphate oxidase 38.069.220 38.075.491
SP2 Sp2 transcription factor 38.082.581 38.118.204
SCRN2 |secernin 2 38.175.720 38.178.899
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LRRC46 |leucine rich repeat containing 46 38.179.692 38.185.592
MRPL10 |mitochondrial ribosomal protein L10  38.184.213 38.189.479

TBX21 T-box 21 38.271.542 38.282.106
TBKBP1 | TBK1 binding protein 1 38.304.081 38.318.431
KPNB1 |karyopherin subunit beta 1 38.329.212 38.348.751
NPEPPS |aminopeptidase puromycin sensitive  38.382.297 38.491.109
MRPL45 | mitochondrial ribosomal protein L45  38.535.808 38.551.816
GPR179 |G protein-coupled receptor 179 38.555.833 38.570.591
SOCS7 |suppressor of cytokine signaling 7 38.576.815 38.603.368
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5 Diskussion

5.1 Bestimmung geeigneter Korrekturfaktoren

5.1.1 Kriterien

5.1.1.1 Pearson Korrelationen

Die Pearson Korrelation zwischen der Schwanzlange in der ersten und in
der achten Lebenswoche war mit 85,4 % sehr hoch, was zeigte, dass
Ruckschlusse von der anfanglichen SL auf die spatere SL moglich sein
sollten (Tab. 22). Dies wurde auch bereits in einer vorausgegangen Studie
mit MLS-Lammern gezeigt, in der sich eine Korrelation von 83,3 % in der
14. Lebenswoche ergab (VON SENDEN GENANNT HAVERCAMP et al.,
2015). Die Messungen von KG, WH, RH und KL am ersten Lebenstag
erlaubten nur deutlich geringere Vorhersagen uber ihre Werte beim
Absetzen (Tab. 22) und werden deshalb moglicherweise in groRerem

MaRe von der Umwelt beeinflusst.

Uber die acht Messwochen betrachtet ergaben sich schwache bis
moderate durchschnittliche Korrelationen zwischen SL und den
Korpermerkmalen KG, WH, RH und KL (Tab. 217). In unserer Studie betrug
die Korrelation zwischen SL und KG in der ersten Woche 0,435 und in der
siebten Woche 0,412. Dies waren niedrigere Werte als in der Studie von
VON SENDEN GENANNT HAVERCAMP et al. (2015) mit 0,518 in der
ersten Woche und 0,472 in der 14. Lebenswoche. BOHTE-WILHELMUS et
al. (2010) gaben als phanotypische Korrelation zwischen Geburtsgewicht
und SL einen Wert von 0,42 fur Hampshire Down und 0,48 fur Clun Forest
an. Fur Merinos fanden GREEFF et al. (2015) einen Wert von 0,53 als

phanotypische Korrelation zwischen SL und KG.

5.1.1.2 Standardfehler und Variationskoeffizient der

Wiederholungsmessung

Die Schwanzlange selbst wies eine hohe Reliabilitat in den
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Wiederholungsmessungen auf (Standardfehler: 0,21 cm, VC: 0,72 %) und
kann daher ohne Bedenken im Regressionsmodell als erforderliche

abhangige Variable eingesetzt werden.

Die Widerristhohe und die Ruckenhohe messen beide die Hohe des Tieres
und korrelieren deshalb stark miteinander (0,908). Es erwies sich jedoch
als vorteilhaft, WH anstelle von RH als Korrekturfaktor zu verwenden, da
die Lammer grundsatzlich besser auf ihren Vorderbeinen als auf ihren
Hinterbeinen standen (aufgezogener Rucken, nicht korrekt gestreckte
Gelenke an den Hintergliedmal3en). Dies wird auch durch den niedrigeren
typischen Fehler von WH (0,70 cm) im Vergleich zu RH (1,09 cm) in der

Wiederholungsmessung verdeutlicht.

Obwohl der Determinationskoeffizient von KL hoher war als der von KG
(vergleiche Modell 2 mit 3 in Tab. 23) und die Korrelation zwischen SL und
KL den gleichen Wert wie die Korrelation zwischen SL und KG aufwies
(Tab. 27), war die Reliabilitat von KL in der Wiederholungsmessung
schlechter als die von WH und RH. Folglich ist es sinnvoll, KG anstelle von

KL neben WH als Korrekturfaktor fir die Schwanzlange zu verwenden.

Da sich die Erfassung von FL, ML und AS bereits in der ersten Messgruppe
als nicht praktikabel erwies, standen diese Korpermerkmale nicht zur

weiteren Prufung bzw. Diskussion zur Verfugung.

5.1.1.3 Determinationskoeffizienten der linearen Regression

Im ersten Schritt der linearen Regressionsanalyse (Tab. 23) wurde der
hochste Wert von R2=16,18 % erreicht, wenn die abhangige Variable SL
durch die unabhangige Variable WH (Modell 1) erklart wurde.

Im zweiten Schritt, in dem eine zweite, unabhangige Variable zu WH
hinzugefugt wurde, erreichte das Hinzufugen der Kombination aus
WurfgroBe x Geschlecht den hochsten Wert von R2=20,82 %
(Modell 13).

Obwohl das Hinzufugen von KL (Modell 14) anstelle von KG (Modell 15)

im dritten Schritt einen hoheren Anteil der Schwanzlangenvariation
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erklaren wurde, war es aufgrund des typischen Fehlers von KL bei den
Wiederholungsmessungen trotzdem vorteilhaft, KG anstelle von KL zu
verwenden. Auch wenn die Einbeziehung von KG und KL (Modell 17)
einen noch hoheren Wert von R2=22,77 % erreichte, fiel die
Entscheidung auf ein Modell ohne KL, um eine Fehlerquelle aufgrund von
Messungenauigkeiten zu vermeiden. Folglich schien die Kombination der
unabhangigen Variablen in Modell 15 (R2=22,77 %), bei dem die
Schwanzlangenvariation durch WH, KG und die Kombination von
WurfgrofRe x Geschlecht erklart wurde, am besten geeignet zu sein, um als
Kovariablen bzw. fixe Effekte in die Varianzkomponentenanalyse
einzuflieBen. Damit wurden alle Korpermalle, die bei den jungen Lammern
nicht mit ausreichender Genauigkeit gemessen werden konnten oder
keinen statistischen Effekt auf die abhangige Variable SL im

Regressionsmodell hatten, ausgeschlossen.

5.1.2 Vergleich der Ergebnisse mit friheren Studien

Das Korpergewicht wurde bereits von CARTER (1976) und JAMES et al.
(1991) verwendet, um SL auf die individuelle KorpergroRe zu korrigieren.
Weitere bereits publizierte Korrekturfakoren wie das Verhaltnis von SL und
gesamter Korperlange inklusive Schwanz (SHELTON, 1977), die Lange der
Wirbelsaule (GREEFF et al., 2015) oder die modifizierte Methode von
SCOBIE und O'CONNELL (2002) zur Messung der Lange von Anus bis
Sprunggelenk wurden hier aufgrund deren schlechterer Wiederholbarkeit
verglichen mit WH ausgeschlossen. Es hatte fur diese Studie ebenfalls
keinen Nutzen, das Alter als Korrekturfaktor zu verwenden (CARTER,
1976), da es ein weiteres Ziel war, ein geeignetes einheitliches Alter fur
die Phanotypisierung zu finden und daher keine zusatzlichen

Informationen zu erwarten waren.

Wie bereits VON SENDEN GENANNT HAVERCAMP et al. (2015) fur
Merinolandschafe und BOHTE-WILHELMUS et al. (2010) fur Hampshire
Down und Clun Forest zeigten, war das Geburtsgewicht der mannlichen
Lammer hoher als das der weiblichen Lammer (Tab. 13), in der

vorliegenden Studie war dieser Unterschied jedoch im t-Test nicht
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signifikant (P> 0.05). Es ergab sich jedoch ein signifikanter Unterschied
zwischen den funf WurfgroRe x Geschlecht-Gruppen in der univariaten
Varianzanalyse (P<0,01) mit den mannlichen Einlingen als schwerste
Gruppe (Tab. 14).

Im Gegensatz zu diesen zwei vorangegangenen Studien hatten die
weiblichen Lammer in dieser Arbeit im Durchschnitt einen langeren
Schwanz als die mannlichen Lammer (Tab. 717). Dieser Unterschied war im
t-Test zwar nicht signifikant (P> 0,05), dafur aber im ANOVA Verfahren
(P<0,05), wobei die weiblichen Einlinge im Durchschnitt die langsten
Schwanze besaBen (Tab. 12).

BRANFORD OLTENACU und BOYLAN (1974) zeigten fur Finnschaf-
Kreuzungen, dass die SL nicht geschlechtsgebunden sei, und begrundete
die hohere SL der mannlichen Lammer mit deren hoherem KG, da die
korrigierte SL bei mannlichen Tieren nicht signifikant hoher war (P < 0,05)
als die der weiblichen. Auch SHELTON (1977) gab keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Geschlechtern bei seinem SL-Verhaltnis fur

Rambouillet- und Mufflon-Kreuzungen an.

Obwohl zu Geburt weder das geringere Geburtsgewicht (Tab. 13) noch die
grolBere Schwanzlange (Tab. 17) der weiblichen Lammer im t-Test
signifikant waren (P> 0,05), war der Quotient aus SL und WH bei
weiblichen Lammern zu Geburt signifikant hoher (P<0,01) als bei
mannlichen Lammern (Tab. 17). Dies zeigte, dass das Geschlecht in dieser

Studie einen Einfluss auf das Verhaltnis von SL zum Korperrahmen hatte.

Entsprechend den beiden zuvor genannten Studien (BOHTE-WILHELMUS
et al., 2010; VON SENDEN GENANNT HAVERCAMP et al., 2015) hatten
die Einlinge in dieser Studie auch langere Schwanze als die Zwillinge
(Tab. 11), beim Absetzen (P<0,05). Dies lasst sich durch das hohere

Korpergewicht und damit die groBere KorpergroRe der Einlinge erklaren.
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5.2 Bestimmung eines geeigneten Messzeitpunktes

5.2.1 Bedeutung des Messzeitpunktes

Ein optimaler Zeitpunkt fur die Phanotypisierung war von grof3er
Bedeutung fur ein aussagekraftiges Kartierungsdesign, das nur extreme
Phanotypen bei der selektiven Genotypisierung verwendete. Fruhere
Studien zeigten, dass die Anzahl der erforderlichen genotypisierten
Individuen deutlich reduziert werden konnte, wenn eine selektive
Genotypisierung durchgefuhrt wurde (DARVASI & SOLLER, 1992;
BJORNLAND et al., 2017). Dabei werden nur Individuen mit besonders
hohen oder niedrigen phanotypischen Extremen genotypisiert, in diesem
Fall Lammer mit extrem kurzen oder extrem langen Schwanzen. Im Verlauf
dieser Studie wurden jedoch vereinzelt Schwanzverletzungen in den ersten
Lebenstagen beobachtet, die von einem kuirzeren Schwanzphanotyp
(Phanokopie) kaum bis gar nicht zu unterscheiden waren. In Herden, in
denen nicht routinemaRig kupiert wird und in denen der Kupiervorgang
aufgrund von Schwanzverletzungen oder Nekrosen nicht dokumentiert
wird, stellt dies ein grofRes Problem dar. Zwar reduzieren Phanokopien
generell die Leistung von allen Kartierungsdesigns, beeintrachtigen
jedoch selektive Genotypisierungsdesigns noch starker. So wdurden
beispielsweise 8 % an kurzschwanzigen Phanokopien (8 von 101 in der
Vermessungsstudie) in einem Modell, in dem 10 % der phanotypischen
Extreme genotypisiert werden, die tatsachlich kurzschwanzige Gruppe
vollstandig ausgleichen. Dies verdeutlicht die Bedeutung der
Phanotypisierung in einem Alter, in dem Phanokopien noch sichtbar sind,
aber sowohl das Hauptmerkmal SL als auch die korrelierten Merkmale mit

hoher Zuverlassigkeit gemessen werden konnen.

5.2.2 Kiriterien fiir die Auswahl des Messzeitpunktes

Es erwies sich in der durchgefuhrten Studie als groBer Vorteil, dass
Lammer anstelle von erwachsenen Schafen phanotypisiert wurden, da
diese kleiner und leichter und daher einfacher zu handeln sind. AuRBerdem

ist es bei jungen Lammern noch moglich zwischen einem naturlich kurzen
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und einem kupierten Schwanz zu unterscheiden, um Phanokopien zu
vermeiden. Jedoch sollte trotzdem bereits eine hohe Reliabilitat in der

Wiederholungsmessung gegeben sein.

Betrachtet man alle Ergebnisse gesammelt, so scheint ein Alter von funf
Wochen das geeignetste Alter fur die Phanotypisierung zu sein. In diesem
Alter begannen die Lammer ruhig und aufrecht zu stehen, was sich in
niedrigeren Variationskoeffizienten bei den Wiederholungsmessungen im
Vergleich zum Durchschnitt Uber die gesamte Messperiode fur alle
Korpermalie zeigte. Fur SL lag fur dieses Alter sogar der niedrigste Wert
des gesamten Messzeitraums vor (Tab. 26). Daruber hinaus gab es in
diesem Alter keine wesentlichen Anderungen mehr in der OviCap-
Schwanzlangenklassifizierung, mit Ausnahme der Grenzfalle, die fast
wochentlich zwischen zwei OviCap-Stufen wechselten (Tab. 26). Ein
weiteres sehr wichtiges Kriterium ist, dass in diesem Alter der
Kupiervorgang bei Lammern mit Schwanzverletzung noch anhand einer
kleinen Kruste erkannt werden konnte (Tab. 26). Verwendete man das
Modell 15, das KG, WH und die Kombination von WurfgroBe x Geschlecht
in der linearen Regressionsanalyse, lag hier fur die funfte Messwoche ein
maximaler Wert von 28,89 % fur den Determinationskoeffizienten vor
(Tab. 26).



Diskussion 89

Tabelle 26: Entscheidungskriterien fiir den besten Messzeitpunkt

Fur die Variationskoeffizienten (CV) der Schwanzlange (SL) und der Widerristhohe (WH) sowie fir den Determinationskoeffizienten R2 wurden
minimale Werte durch Unterstreichung und maximale Werte durch Fettschrift hervorgehoben.

Alter (in Wochen)
Kriterien Mittel
0 1 2 3 4 5 6 7

Veranderungen 16 4 2
in OviCap ! (+4) (+3) (+4) (5) (3) (3) (3) (5)
Kupierwunde 2 ++ ++ ++ + + + - - -
CV (in %) der SL 0,69 0,96 0,98 0,76 0,43 0,65 0,67 0,52 0,72
Wiederholungsmessungen | \yy 1,87 1,21 1,85 1,22 0,98 1,22 0,86 0,73 1,36
R2 der linearen
Regressionsanalyse 21,73 14,78 20,55 25,86 23,72 28,89 22,04 24,59 - 22,77
(Model 15)

1 Grenzfalle in Klammern

2 von + +: deutlich zu sehen zu - -: kann nicht mehr aufgefunden werden
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5.3 Wahl der Methode

Nachdem geeignete  Korrekturfaktoren fur SL im linearen
Regressionsmodell und ein geeignetes Alter fur die Phanotypisierung
gefunden wurden, wurde nach der Genotypisierung eine cLDLA mit 260
Lammern durchgefuhrt. Dieses Kartierungsdesign wurde aufgrund seiner
hohen Kartierungsgenauigkeit (KUNZ, 2016; MULLER, 2016) und seiner
geringen Storanfalligkeit (KUNZ, 2016) verwendet.

Zunachst wurde in der cLDLA die genomweite IBD uber alle
Chromosomen geschatzt. Es zeigte sich jedoch eine Verbesserung im
Sinne eines leichten Anstiegs der Maxima der LRT-Kurve (z.B. OAR11 von
LRT = 15,792 auf LRT = 16,134) wenn das auszuwertende Chromosom aus

der Schatzung der genomweiten IBD herausgenommen wurde.

AuBerdem erwies es sich als Vorteil bei diesem Modell, KG und WH zu
standardisieren und zu zentrieren, um optimale Kartierungsergebnisse zu

erhalten.

Nach Abschluss der Kartierung wurden mogliche Kandidatengene fur die

Schwanzlange gesucht.

54 Mogliche Kandidatengene in dieser Studie

Zur Ermittlung moglicher Kandidatengene fur einen kurzen Schwanz beim
MLS wurden die Gene zwischen Position 36.879.120 bp und Position
38.529.736 bp (Oar_v4.0) bzw. 36.928.058 bp und 38.578.071 bp
(Oar_v3.1) auf Chromosom 11 betrachtet (Tab. 25). Aufgrund ihrer
Funktion wird im Folgenden den Genen B4GALNT2, HOXB13, HOXB8 und
HOXB6 besondere Aufmerksamkeit geschenkt.

B4GALNTZ steht im Zusammenhang mit einer hohen Fruchtbarkeit bei
den franzosischen Lacaune Schafen durch eine ektopische Expression
innerhalb des Ovars, die zu einer untypischen Glykosylierung des
wichtigen, die Funktion der Ovarien regulierenden Hormons Inhibin fuhrt
(DROUILHET et al., 2013). Die Variation in der WurfgroRe wird genetisch

mitbestimmt durch den Einfluss des Locus FecL bzw. des Fruchtbarkeits-
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Allels FecLt auf die Ovulationsrate (DROUILHET et al., 2009). DROUILHET
et al. (2013) identifizierten B4GALNTZ2 als das wahrscheinlichste
Kandidatengen fir FecL, da nur bei FeclL.-Tragerschafen die
Transferaseaktivitat von B4GALNTZ in Granulosazellen lokalisiert wurde.
Auch bei den im Sudwesten Algeriens und im Suden Marokkos
vorkommenden D'man Schafen verknipften JEMAA et al. (2019) die hohe
Fruchtbarkeit mit der FecL:-Mutation im Gen BAGALNTZ2. GUO et al.
(2018) zeigten bei Small Tail Han Schafen und bei Tan Schafen, dass die
Expression von B4GALNTZ im Ovar signifikant hoher war als in anderen
Geweben, wodurch sie ebenfalls vermuteten, dass dieses Gen eine

wichtige Rolle im Reproduktionsgeschehen bei Schafen spielt.

Die Nahe des maximalen LRT-Wertes zu diesem mit der Fruchtbarkeit
assoziierten Gen in Verbindung mit der von CARTER (1976) fur die Rasse
Romney beschriebenen verringerten Lebensfahigkeit von Embryonen, bei
denen ein homozygoter Zustand der vermeintlichen Allele fur
Kurzschwanzigkeit vorliegt, deutet auf eine mogliche Kopplung oder ein
Kopplungsungleichgewicht von Genen, die die Schwanzlange

beeinflussen, und Fruchtbarkeits-Genen hin.

Nur 5,40 kb entfernt vom Maximum der LRT-Kurve bei 37.331.840 bp
(Oar_v3.1) befindet sich das zur Familie der Homeobox-Gene (Hox-Gene,
Abb. 25) gehorende Gen HOXB13.

Hox-Gene sind Transkriptionsfaktoren, die zuerst in Drosophila
beschrieben wurden mit der Fahigkeit, segmentale homootische
Veranderungen des Korperbauplans zu bewirken, d. h. die Umwandlung
einer Korperstruktur in eine andere (LEWIS, 1963). Fliegen besitzen acht
Hox-Gene in einem einzigen Cluster, Saugetiere in vier Clustern
angeordnet 39 Hox-Gene (GOODMAN, 2003). Es wird angenommen, dass
das ursprungliche Hox-Gencluster aus einem einzigen Locus entstand und
als Ergebnis mehrere Tandem-Duplikationsereignisse gefolgt von Genom-
Duplikationen zu der Anzahl von Clustern fuhrten, die heute bei hoheren
Wirbeltieren zu finden sind. Bei Saugetieren entstand eine relativ feste
Anordnung der vier Cluster, die aus 13 paralogen Gruppen bestehen,
welche auf Sequenzahnlichkeiten und Positionen innerhalb des Clusters
zuruckzufuhren sind (WELLIK, 2007).
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Die Hox-Gene blieben wahrend der gesamten Evolution der Wirbeltiere
erhalten und sind wichtig fur die Strukturierung des Korperbauplans der
Wirbeltiere (WELLIK, 2007). Sie sind wahrend der Embryogenese an der
Bestimmung der positionsbezogenen ldentitat beteiligt und der Erwerb
oder der Verlust von Funktionsmutationen kann durch den Austausch
eines Korperteils oder Segments durch ein anderes zu dramatischen
Veranderungen fuhren (COATES & COHN, 1998). Ihre entscheidende Rolle
bei der anterior-posterioren Strukturierung des axialen Skeletts von
Wirbeltieren wurde sowohl durch Funktionsverstarkungs- als auch

Funktionsverlust-Experimente nachgewiesen (WELLIK, 2009).

Bei Versuchen mit paralogen Mutanten wurde entdeckt, dass die
Duplikationen von Genen auch redundantes genetisches Material unter
den paralogen Hox-Genen liefern. Deshalb fuhrt der Funktionsverlust
eines Hox-Gens aus einem Cluster in der Regel zu anterioren
ausgleichenden Umwandlungen entlang der Achse und damit zu weniger
schweren Folgen bei der axialen Strukturierung. Erst durch den
Funktionsverlust mehrerer Paraloge resultieren schwerwiegendere
Phanotypen (WELLIK, 2007).

So zeigten beispielsweise CONDIE und CAPECCHI (1994) als erste bei
Mausen, dass der homozygote Funktionsverlust von HOXD3 zu einer
Umgestaltung des kraniozervikalen Gelenks und einer teilweisen Fusion
des Atlas mit dem Hinterhauptbein fuhrt. Der Funktionsverlust von HOXA3
fuhrte zu keinen Defekten im kraniozervikalen Gelenk. Bei
HOXA3/HOXD3-Doppelmutanten ~ war  jedoch  der Atlas im

Neugeborenenstadium nicht mehr vorhanden.

Grunde fur den hohen Grad der Redundanz unter den Hox-Genen sind
wahrscheinlich die gemeinsamen Regulierungsmechanismen innerhalb
der Hox-Cluster, die fur die die Festlegung der kollinearen Expression
notwendig sind, die wiederum untrennbar mit ihrer physikalischen

Anordnung auf dem Chromosom verbunden ist. (WELLIK, 2007).
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Abbildung 25: Hox-Cluster bei
Drosophila und beim Menschen
(Quelle: modifiziert nach
GOODMAN (2003))

Die vier Hox-Cluster (Cluster A-D)
der Saugetiere befinden sich auf
vier verschiedenen Chromosomen
und beinhalten jeweils zwischen
neun und elf Gene. Insgesamt
umfassen sie 39 Gene, die in 13
paraloge Gruppen (1-13) unterteilt
werden. Wahrend der
Embryogenese  entspricht die
Reihenfolge der Gene in jedem
Cluster ihrer  zeitlichen und
raumlichen Expression. Gene am
3’-Ende jedes Clusters werden friih
und in  mehr rostralen und
proximalen Regionen des Embryos
exprimiert, wohingegen Gene am
5-Ende spater und in  mehr
kaudalen und distalen Bereichen
exprimiert werden. (GOODMAN,
2003).

Da es sich bei den Hox-Genen um
stark konservierte Gene handelt,
gibt es zwischen der
Embryogenese von Drosophila und
der Embryogenese der Wirbeltiere
enge Parallelen. Deshalb stellt
Drosophila mit ihren 8 Hox-Genen
in der molekularen Genetik ein
universelles  aber  einfacheres
Modell  fur die embryonale
Musterbildung dar (CLASSEN-
LINKE & BEIER, 2001)
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HOXB13 wird bei Mausen in den kaudalen Regionen des sich
entwickelnden Embryos im zweiten Drittel der Trachtigkeit exprimiert
(ZELTSER et al., 1996).

Fur diese Tierart zeigten ECONOMIDES et al. (2003), dass HOXB13
hemmend auf das axiale Wachstum wirkt, da eine Mutation mit
Funktionsverlust ein Uberwachstum des kaudalen Riickenmarks und der
Schwanzwirbel verursachte. Die Erklarung ist vermutlich seine Wirkung
als Hemmer der neuronalen Zellproliferation, als Aktivator apoptotischer
Signalwege im sekundaren Neuralrohr und als allgemeiner Hemmer des
Wachstums in den Schwanzwirbeln. Funktionsverlust-Mutationen in
HOXA13, HOXC13 und HOXD13, den weiteren Genen der paralogen
Gruppe der HOX13-Gene, verursachen jedoch keine Verlangerung der
Wirbelsaule (FROMENTAL-RAMAIN et al., 1996; GODWIN & CAPECCHI,
1998).

Cdx-Gene sind mit den Hox-Genen verwandt und werden ebenfalls
wahrend der Embryogenese exprimiert (DESCHAMPS & VAN NES, 2005).
Cdx-Mutationen haben in Mauseembryonen Einfluss auf die axiale
Langenausdehnung, indem sie die Produktion von kaudalem embryonalem
Gewebe in allen drei Keimschichten beeinflussen (YOUNG et al., 2009).
Cdx2 homozygote Nullmutanten sterben zwischen 3,5 und 5,5
Embryonaltagen aufgrund von Defekten im Trophoblasten, Cdx2
heterozygote Mutanten-Mause weisen neben einem gestorten Wachstum
oft auch Schwanzanomalien wie verkurzte oder geknickte Schwanze auf
(CHAWENGSAKSOPHAK et al., 1997). YOUNG et al. (2009) zeigten in ihrer
Studie an Mausen, dass eine Expression von HOXB13 aus dem Cdx2-
Promotor mit dem Uberleben der transgenen Tiere vereinbar war und dass

homozygot transgene HOXB13 Mause einen kurzeren Schwanz besalien.

Aufgrund des Einflusses auf die Schwanzlange bei Mausen und der
ahnlichen Wirkung von Hox-Genen bei allen Vertebraten, bleibt HOXB13
in unserer Studie ein wichtiges Kandidatengen fur die Schwanzlange bei

Merinolandschafen.

Die ebenfalls im Konfidenzintervall liegenden Gene HOXB9, HOXB8 und

HOXB5 werden wahrend der Entwicklung der Gliedmal3en exprimiert und
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alle drei Gene wurden mit dem Verhaltnis der GliedmaBBen zur
Strukturierung entlang der Korperachse assoziiert. (COATES & COHN,
1998). Neben der Rolle bei der GliedmaBBenentwicklung hat HOXBS
Einfluss auf die axiale Langenausdehnung und die embryonale

Lebensfahigkeit.

Bei Cdx2/4-mutierten Mausen wird die Abnahme der Lange des paraxialen
Mesoderms, d.h. der Somiten, wahrend der Embryogenese immer
gravierender, bis die axiale Ausdehnung bei Uberlebenden Mutanten nach
15,5 Embryonaltagen etwa im Sakralbereich endet (YOUNG et al., 2009).
Die Studie zeigte jedoch, dass der Erwerb einer HOXBS8-Expression in
Cdx2/4-Mutanten den Verlust der Cdx-Allele kompensierte und die axiale
Skelettmorphologie von Stamm und Schwanz signifikant wiederhergestellt
wurde. Daruber hinaus reduzierte die HOXBS8-Expression die
Uterussterblichkeit der Cdx2/4-Mutanten, indem sie Defizite in der

plazentaren Gefallversorgung beseitigte.

Somit konnte HOXBS8 auch in dieser Studie mit Merinolandschafen eine
Rolle spielen, einerseits aufgrund der Beeinflussung der axialen
Ausdehnung, also der Schwanzlange, und andererseits durch
Beeinflussung der moglicherweise damit zusammenhangenden
embryonalen Letalitat. Daher muss HOXB8 auch als weiteres

Kandidatengen betrachtet werden.

Das HOXBé6-Gen liegt ebenfalls innerhalb des 2-LOD-Intervalls und kann
neben einer Beteiligung an der Bildung des Thoraxbereichs durch seine
rippenfordernde Aktivitat auch die Somatogenese im kaudalen Embryo
durch einen Mechanismus storen, der unabhangig von den anderen
Eigenschaften ist (CASACA et al., 2016). Da HOXBé6-transgene Mause in
ihrer Studie geknickte Schwanze und eine Reduzierung der Schwanz- und
Korperlange zeigten, vermuteten CASACA et al. (2016) eine Beteiligung
dieses Gens an der korrekten Segmentierung in den Schwanzknospen-
Stadien.

Da die an diesem Regulierungsprozess beteiligten Mechanismen jedoch
nach unserem Kenntnisstand noch nicht vollstandig identifiziert sind, wird

HOXB6 in unserer Studie noch nicht als Kandidatengen betrachtet.
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Es sollte auch bedacht werden, dass die unterschiedliche Schwanzlange
auch durch verschiedene Kombinationen von Mutationen in den Hox-
Genen verursacht werden konnte. Da es sich bei der Schwanzlange
vermutlich um ein polygenes Merkmal handelt, und bei den Hox-Genen,
wie bereits dargestellt, Cluster mit Duplikationen auf verschiedenen
Chromosomen existieren, kann der Ausfall eines Hox-Gens durch die
Funktion der anderen Kopien kompensiert und die Schwanzlange somit
auf eine komplexe Art und Weise beeinflusst werden. Ebenfalls sollte
berucksichtigt werden, dass Hox-Gene Transkriptionsfaktoren sind und als
solche die Transkription von weiteren Genen oder Genkaskaden
beeinflussen. Somit stellen auch Gene, deren Transkription beispielsweise
durch HOXB13 beeinflusst wird, weitere Kandidaten dar.

5.5 Mogliche Kandidatengene in vorangegangenen
Studien

ZHI et al. (2018) identifizierten bei den chinesischen Hulunbuir
Kurzschwanz-Schafen eine ¢.G334T Mutation im T-Gen als
wahrscheinlichste Ursache fur den kurzschwanzigen Phanotyp. Um die
genomischen Regionen zu lokalisieren, die mit dem kurzschwanzigen
Phanotyp assoziiert sind, wurde eine Kombination aus Fixations-Index
(Fst) und Heterozygotie (Hp) angewandt. Zur ldentifizierung der Gene
wurden auch hier Schafe mit besonders kurzem Schwanz ausgewahlt und

eine Ganzgenomsequenzierung dieser durchgefuhrt.

Auch bei Mausen soll das T-Gen, auch Brachyurie-Gen genannt, mit der
Entwicklung der Wirbelsaule zusammenhangen und somit mit einem
kurzen Schwanz in Verbindung stehen. Mause, die heterozygot fur die
Mutation sind, besitzen einen kurzen, oft leicht geknickten Schwanz.
Embryonen mit einer homozygoten Form bilden keine richtige Allantois
und sterben aufgrund des fehlenden Notochords und fehlender Strukturen
hinter dem siebten Somit in der Mitte der Tragezeit (GLUECKSOHN-
SCHOENHEIMER, 1944; GRUNEBERG, 1958; BEDDINGTON et al., 1992).

BUCKINGHAM et al. (2013) zeigten, dass der kurzschwanzige Phanotyp
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bei Manx-Katzen auch durch naturlich vorkommende Mutationen in T
verursacht wird, insbesondere durch die drei Deletionen ¢.998delT,
c.1169delC und ¢c.1199delC.

In unserer Studie konnten wir jedoch bei Merinolandschafen keinen
Anstieg der LRT-Kurve im  Bereich des T-Gens (OARS:
87.796.143 bp - 87.805.552 bp) feststellen.

YOO et al. (2017) wollten den genetischen Ursprung kurzer Schwanze bei
der koreanischen Hunderasse DongGyeongi identifizieren. Dafur
vollzogen sie nach einer Ganzgenomsequenzierung eine Analyse der
Populationsstratifikation mit zehn anderen Hunderassen. Die Genotypen,
Selective sweep Regionen und die Demographie der DongGyeongi wurden
ebenfalls untersucht. Die Identifizierung der kausalen Variante des
Schwanzverlustes wurde mittels einer Varianzanalyse separat fur zwei
Stichprobengruppen mit schwanzlosen und kurzschwanzigen Tieren
durchgefuhrt. Daraufhin schlugen sie vor, dass die selektierten Gene
ANKRD11 und ACVRZB zur Reduzierung der Schwanzlange beitragen
konnten. AuBerdem fanden sie eine nichtsynonyme Variante in der
kodierenden Sequenz des T-Gens und eine CpG-Inselvariante des SFRP2-
Gens als mogliche kausale Varianten, die fur den Schwanzverlust

verantwortlich sein konnten.

Bereits in vorhergehende Studien wurde ebenfalls das T-Gen mit einem
kurzschwanzigen Phanotyp bei verschiedenen Hunderassen assoziiert
(HAWORTH et al., 2001; HYTONEN et al., 2009).

Bei den Merinolandschafen in unserer Studie wurde jedoch weder im
Bereich von ANKRD 17 (OAR14: 13.858.708 bp — 13.884.920 bp) noch von
ACVRZ2B (OAR19: 11.769.555bp - 11.793.283 bp) oder von SFRP2
(OAR17: 3.719.522 bp — 3.727.430 bp) ein signifikanter Anstieg des LRT-
Wertes beobachtet.

Bei asiatischen Hauskatzen wurde eine reine Kopplungskartierung, die auf
Daten von Ganzgenomsequenzierungen aus dem Stammbaum basierte,
durchgefuhrt. Dabei wurde das Kurzschwanz-Merkmal in einer Region auf
Chromosom E1 kartiert, in der die Substitution ¢.5T>C im Somit-

segmentierungs-bezogenen Gen HES7 als kausale Mutation identifiziert
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wurde, die zu einer Missense-Veranderung fuhrt (p.V2A). Da der kurze
Schwanz von einem Teil der in dieser Studie beprobten Tiere jedoch weder
auf die Mutation in HES7 noch auf das Manx-bezogene T-Gen
zuruckzufuhren war, vermuteten sie drei unabhangige Ereignisse, die zu
einem kurzschwanzigen Phanotyp bei den domestizierten Katzen fuhren
konnten (XU et al., 2016).

HES7 (OAR11: 27.325.471-27.327.193) liegt jedoch 10,00 Mb von dem
LRT-Maximum der cLDLA der vorliegenden Studie entfernt und wird
deshalb auch nicht als Kandidatengen fur die Schwanzlange beim

Merinolandschaf in Betracht gezogen.

5.6 Ausblick

Aus den Ergebnissen dieser Studie ist es nicht moglich, eine sichere
Aussage zum genetischen Hintergrund der Schwanzlangenvariation beim

Merinolandschaf zu treffen.

Um die LRT-Maxima zu uberprufen und bestenfalls zu erhohen, muss das
Tierset vergrofRert werden. Daher sollten mehr Tiere mit extrem kurzen
und extrem langen Schwanzen phanotypisiert, beprobt, genotypisiert und
der cLDLA unterzogen werden, um die genomweite Signifikanzschwelle
deutlich uberschreiten zu konnen. Anschlieend konnte es moglich sein,
die im 2-LOD-Intervall liegenden Kandidatengene zu bestatigen und die

zugrundeliegende(n) kausale Mutation(en) zu identifizieren.

Der Weg bis zur vollstandigen Aufklarung der genetischen Hintergrunde
der Schwanzlangenvariation beim MLS ist moglicherweise noch ein
weiter. Da vorausgegangene Studien die Vermutung aufkommen lassen,
dass es sich bei der Schwanzlangenvariation um kein monogenes Merkmal
handelt, sondern moglicherweise mehrere QTLs dieses Merkmal
beeinflussen, wird die Suche nach der zugrundeliegenden Mutation
erschwert. Dies bedeutet gleichzeitig, dass ein verbessertes
Kartierungsdesign nicht nur den LRT-Wert auf Chromosom 11 uber die
genomweite Signifikanzschwelle bringen soll, sondern auch weitere QTLs

mit kleineren Effekten als signifikant bestatigen soll.
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Parallel zum Ausbau eines verbesserten Kartierungsdesigns soll eine
Sequenzierung von ausgewahlten Haplotypentragern aus beiden
selektierten Gruppen mit sehr kurzen und sehr langen Schwanzen
vorbereitet werden. Die Sequenzierung soll parallel mit langen (NanoPore)
und kurzen Reads (lllumina) durchgefuhrt werden. Eine komparative
Analyse der eigenen Sequenzergebnisse mit verfugbaren Sequenzen von
kurz- und langschwanzigen Schafen sowie asiatischen Mufflons konnte zu

mehr Klarheit, zumindest in der ersten Kandidatenregion, beitragen.

Wenn es gelingt, die kausale(n) Mutation(en) und prazisere Haplotypen zu
identifizieren oder gekoppelte Varianten zu finden, um den Genotyp am
unbekannten Locus ableiten zu konnen, konnte eine Gen-assistierte
Selektion den Zuchtern helfen, die bestgeeignetsten Tiere fur eine
Anpaarung auf kurzere Schwanze auszuwahlen. Sowohl der bekannte
Locus bzw. die bekannten Loci als auch gekoppelte Varianten konnten
dann bei Bocken und wichtigen Mutterschafen per Gentest genotypisiert
werden, wodurch man homozygote und heterozygote Anlagetrager der
Mutation(en) unterscheiden konnte. Mit dieser genetischen Losung fur die
Zucht auf kurzere Schwanze konnte einem moglichen zukunftigen
Kupierverbot aufgrund moglicher zukunftiger Novellierungen des
Tierschutzgesetzes vorgebeugt werden. Bei dieser Zucht wurde es sich
auBerdem um einen Weg ,zurick zum Ursprung” handeln, da die
Vorfahren unserer heutigen domestizierten Schafe einen naturlich kurzen

Schwanz besitzen.

Beim Ausbau des Kartierungsdesigns sollte auch weiterhin die mogliche
Kopplung der Schwanzlange mit Fruchtbarkeitsloci im Auge behalten
werden. Wurden sich die Beobachtungen einer erhohten Letalitat bei der
Zucht auf kurzere Schwanze wie in vorhergegangen Studien gezeigt,
bestatigen, wurde es sich moglicherweise um einen grof3eren
wirtschaftlichen Nachteil fur Zuchter handeln. Dann konnte jedoch die
alternative Kreuzungszucht mit Kurzschwanzrassen, die eine naturlich
hohe Fruchtbarkeit haben und keine negativen Begleiterscheinungen

zeigen, starker in den Focus rucken.

Da das Verstandnis der Wirkungsweise von Hox-Genen von allgemeiner

entwicklungsbiologischer Bedeutung ist, konnten kausale Varianten fur
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die Schwanzlange beim Merinolandschaf ebenfalls von interdisziplinarem

wissenschaftlichen Interesse sein.
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6 Zusammenfassung

Schwanzkupieren bei jungen Lammern langschwanziger Schafrassen ist
eine weltweit gangige Praktik, die jedoch mit Schmerzen, Leiden und
Schaden bei den betroffenen Tieren verbunden ist. Da der Tierschutz
heutzutage eine immer wichtigere Rolle in der Gesellschaft einnimmt und
tierschutzwidrige Praktiken zunehmend vom Gesetzgeber verboten oder
strenger reguliert werden, ist die Notwendigkeit einer nicht-invasiven
Losung fur einen kurzeren Schwanz grol3, vor allem bei langschwanzigen
Rassen wie den Merinos, einer der wichtigsten und haufigsten Schafrassen
weltweit. Eine zuchterische oder Gen-gestutzte Ruckzuchtung der
Schwanzlange kann eine solche nicht-invasive Losung darstellen. Da alle
Wildschafsubspezies inklusive der Vorfahren unserer Hausschafe einen
kurzen Schwanz besitzen, ist eine Ruckzuchtung auf einen ursprunglichen

Phanotyp ethisch vertretbar und aus Tierwohlperspektive wunschenswert.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, die naturliche Schwanzlangenvariation
beim Merinolandschaf, der in Deutschland am haufigsten vertretenen
Schafrasse, zu untersuchen und mogliche kausale Gene fur den kurzen
Schwanzphanotyp zu ermitteln. Um die Autokorrelation von Schwanzlange
und individueller KorpergroBe im gewahlten Kartierungsdesign zu
berucksichtigen, wurden in dieser Studie zunachst geeignete
Korrekturfaktoren fur individuelle Korpergroe und ein geeigneter

Messzeitpunkt fur die Phanotypisierung identifiziert.

Fur diesen Zweck wurden insgesamt 88 Merinolandschaflammer von der
Geburt bis zum Absetzen in der 8. Lebenswoche wochentlich vermessen.
Neben der Schwanzlange selbst wurden dabei Korpergewicht,
Widerristhohe, Ruckenhohe, Korperlange sowohl mit einem KormaR als
auch mit einem MaBband gemessen, die Langen des Metakarpus und des
Femurs und die Lange von Anus bis Sprunggelenk erfasst. AuRerdem
wurde die Schwanzlange nach dem OviCap Schema eingeteilt, Geschlecht
und WurfgroBe wurden dokumentiert und die Wunde bei Lammern, die
aufgrund von Schwanzverletzungen kupiert werden mussten, wurde im

Heilungsverlauf untersucht.



Zusammenfassung 102

Nach statistischer Auswertung der Messdaten erwiesen sich
Widerristhohe, Korpergewicht und die Kombination aus
WurfgroRe x Geschlecht aufgrund einer hohen Reliabilitat in den
Wiederholungsmessungen, eines hoheren Determinationskoeffizienten im
linearen Regressionsmodell und einer hohen Korrelation mit der
Schwanzlange als am besten geeignete Korrekturfaktoren auf individuelle
KorpergroRe. Als optimaler Zeitpunkt fur die Phanotypisierung wurde ein
Alter von funf Wochen festgesetzt, da in diesem Alter Phanokopien durch
Schwanzkupieren bei Lammern mit einer Schwanzverletzung noch
erkennbar sind, ein hoherer Determinationskoeffizient im linearen
Regressionsmodell vorliegt und eine hohe Reliabilitat bei der

Wiederholung erzielt werden kann.

AnschlielRend wurden aus 2395 visuell betrachteten
Merinolandschaflammern 260 Lammer mit besonders kurzen und
besonders langen Schwanzen mittels selektiver Genotypisierung
ausgewahlt, phanotypisiert und beprobt. Die Genotypisierung dieser Tiere
erfolgte mit dem Illumina OvineSNP50 BeadChip mit 54.241 Markern, von
denen nach Anwendung diverser Filterkriterien noch 45.009 informative
Marker in den Analysen berucksichtigt wurden. Daraufhin wurde eine
kombinierte Kopplungsungleichgewichts- und Kopplungsanalyse (cLDLA)
durchgefuhrt, bei der Korpergewicht, Widerristhohe, Geschlecht und
WurfgroBe als fixe Effekte in das lineare Modell in der

Varianzkomponentenanalyse einflossen.

Die Kartierung ergab einen maximalen Likelihood ratio test statistic (LRT)
Wert von LRT =16,134 an Position 37.284.948 bp auf OAR11, der nur
knapp unter der genomweiten Signifikanzschwelle von LRT = 16,629, aber
deutlich uber der chromosomenweiten Signifikanzschwelle von
LRT=9,490 lag. Innerhalb des Konfidenzintervalls wurde HOXB13
aufgrund seiner Nahe zum LRT-Maximum und seines Einflusses auf die
Schwanzlange bei Mausen als wichtigstes potenzielles Kandidatengen
identifiziert. Da es sich bei der Schwanzlange jedoch vermutlich um ein
polygenes Merkmal handelt und bei den Hox-Genen paraloge Cluster auf
verschiedenen Chromosomen existieren, kann der Ausfall eines Hox-Gens

durch die Funktion der anderen Kopien kompensiert und die
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Schwanzlange somit auf eine komplexe Art und Weise beeinflusst werden.
Um die LRT-Maxima zu uberprufen und bestenfalls die genomweite
Signifikanzschwelle zu uberschreiten, sollten weitere Tiere mit extrem
kurzen und extrem langen Schwanzen phanotypisiert, genotypisiert und
der cLDLA unterzogen werden. Die hier erzielten Ergebnisse bilden
dennoch eine solide Basis fur eine vergleichende Analyse der

Sequenzdaten aus kurz- und langschwanzigen Schafen bzw. Mufflons.
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7 Summary

Tail docking in young lambs of long-tailed sheep breeds is a common
practice worldwide that is associated with pain, suffering and damage to
the affected animals. With increasing importance of animal welfare in
today’s society and tightening animal welfare laws, a non-invasive solution
for shorter tails is urgently needed, especially in long-tailed breeds like the
Merino, which is one of the most important and most numerous sheep
breeds worldwide. Classical breeding or gene-assisted selection for a
shorter tail might be such a non-invasive alternative. Since all subspecies
of wild sheep have short tails, breeding for the ancestral phenotype can be

ethically justified and, from an animal welfare point of view, is desirable.

This study thus aimed to investigate the natural variance in tail length in
Merinolandschaf, the most numerous sheep breed in Germany, to identify
possible candidate genes for the short-tail phenotype. To consider the
autocorrelation between tail length and individual body size in the selected
mapping design, suitable correction factors and the optimum time point

for phenotyping were to be identified first.

For this aim, different morphometric measurements were collected in 88
Merinolandschaf lambs weekly from birth until weaning. Besides tail
length, body weight, height at the withers, back height, length of the body
measured with a rule and a tape, length of the metacarpus and the femur
and the length from the anus to the hock were measured. Furthermore, tail
length was scored according to the OviCap scheme, gender and litter size
were documented and the tail wound of lambs that had to be docked due

to tail injuries was investigated in its healing process.

Statistical analysis of the collected measurements showed that height at
the withers, body weight and the combination of litter x gender were the
best suitable correction factors for individual body size due to high retest
reliability, a higher coefficient of determination in the linear regression
model and a high correlation with tail length. An age of five weeks was
identified as the optimum time point for phenotyping because phenocopies

due to tail docking were still visible and the coefficient of determination in
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the linear regression model as well as the retest reliabilities were high.

Subsequently, 260 lambs with especially short and especially long tails
were selected from 2395 visually inspected lambs via selective genotyping
approach, phenotyped and sampled. Genotyping of the samples was
carried out using the lllumina OvineSNP50 BeadChip with 54,241 markers.
After application of different filtering criteria, 45,009 informative markers
remained for the following analyses. A combined linkage disequilibrium
and linkage analysis (cLDLA) was carried out that included body weight,
height at the withers, gender and litter size as fixed effects in the linear

model of the variance component analysis.

The cLDLA resulted in a maximum likelihood ratio test statistic (LRT) value
of LRT =16.134 at position 37.284.948 bp on OAR11, which was only
slightly below the genome-wide significance threshold of LRT = 16.629 but
clearly exceeded the chromosome-wide significance threshold of
LRT = 9.490. Within the confidence interval of this peak, HOXB13 was
identified as an important potential candidate gene due to its close physical
position to the LRT maximum and its influence on tail length in mice.
However, Hox genes are distributed in paralogous clusters across different
chromosomes and impairment of one Hox gene can be compensated by its
paralogous copies. Furthermore, tail length is probably a polygenic trait
and may thus be influenced by different genes in a complex way. To verify
the LRT maxima and, in the best possible case, to exceed the genome-wide
significance threshold, additional animals with extremely short and long
tails should be phenotyped, genotyped and subjected to the cLDLA.
However, the results of this study build a solid basis for comparable

analyses of sequence data of short- and long-tailed sheep and mouflons.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Tail docking in young lambs of long-tailed breeds has become a regular practice worldwide, but nowadays
Sheep animal welfare also plays an increasingly important role in society. Consequently, a genetic solution to breed for
Lambs a shorter tail is needed, especially in long-tailed breeds like Merino, one of the most important and most nu-
TD:iile:gth merous sheep breeds worldwide. A serious genetic analysis of the natural diversity in tail length should consider

the autocorrelation of tail length and individual body size. This study aimed to compare different morphometric
measurements and their suitability as a correction factor for individual body size and to identify an optimal time
point for phenotyping of the main and correlated traits. For this purpose, a total of 88 Merinolandschaf lambs,
the most common German Merino variety, were measured weekly during their first eight weeks of life. Besides
absolute tail length itself, the following morphometric traits where phenotyped: body weight, withers height,
back height, length of the body measured with a rule, length of the body measured with a measuring tape, length
of the metacarpus, length of the femur and length from the anus to the hock. Additionally, the length of the tail
was scored according to the Ovicap scoring scheme, gender and litter were identified and the tail wound in
lambs that had to be docked due to injuries was examined. A high correlation (0.854) between initial tail length
and the length at weaning confirmed that predictions about the development of tail length from data at birth
should be possible. For correcting tail length for individual body size, withers height and body weight in five-
week-old lambs proved most suitable. Withers height and body weight were selected for their high coefficient of
determination in the linear model, their high correlation with tail length and the good retest reliability. The
advantages of phenotyping and genotyping five-week-old lambs are easier handling compared to adult sheep,
the ability to detect phenocopies produced by docking in case of tail injuries, a high coefficient of determination
in the linear regression model and a good retest reliability at this time point.

Morphometric measurements
Animal welfare

1. Introduction

Docking of tails in young lambs of long-tailed breeds is a common
procedure in sheep husbandry worldwide. It is primarily practiced to
reduce the accumulation of dags on the tail and hindquarters and thus
to prevent the risk of flystrike (Sutherland and Tucker, 2011). However,
there are also negative side effects like the risk for prolapse of the
rectum and a predisposition to cancer of the tail region, mainly the
vulva (Fisher et al., 2004).

With society successively shifting towards moderate biocentrism
and the thus growing importance of animal welfare, more and more
invasive animal husbandry procedures that cause pain and distress are
banned by law. In Finland, Norway, Estonia, and den, for pl

due to veterinary indication (Hannemann et al., 2017). In the Nether-
lands, three long-tailed English breeds have been temporarily excluded
from the docking ban under the condition that an effective breeding
program for shorter tails is established (Bohte-Wilhelmus et al., 2010).
According to the German Animal Welfare Act, tail docking without
anaesthesia is still legal in lambs younger than 8 days, although it has
been well shown in several studies that this intervention is painful for
lambs (Graham et al., 1997; Grant, 2004; Kent et al., 1998; Lester et al.,
1996). However, also currently more liberal laws are subject to change
and a future docking ban is possible, as can be best seen by the example
of piglet castration. Although farmers and the pharmaceutical industry
were not able to provide a practicable and marketable alternative for
the ‘cl I' castration of piglets, the German government wanted to

tail docking in lambs is already forbidden with the exception of docking
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and only postponed it to January 1* 2021 in the last minute (Bundesrat,
2018). This example clearly emphasizes the urgent and timely need for
non-invasive genetic alternatives to painful practices in animal hus-
bandry in general and to tail docking in sheep farming in particular.

Breeders in Australia and New Zealand have already tried to reduce
tail length in sheep with classical breeding methods. However, they
experienced two main problems: On the one hand, breeding for short
tails led to reduced vitality of embryos that are homozygous for some
putative alleles causing a shorter tail (Carter, 1976) and on the other
hand, it led to a higher incidence of rear end abnormalities (James
et al., 1991). A link between short tail phenotypes and genetic disorders
has also been observed in other species, for example malformations and
the Manx syndrome in cats associated with taillessness (DeForest and
Basrur, 1979) and taillessness as a lethal anomaly with embryonic
mortality in mice and dogs (Hamori, 1983).

Besides these vitality problems in species and breeds where a short
tail is the exception and long tails are the rule, it should also be men-
tioned that the short tail is an ancestral phenotype of all domesticated
sheep. This is due to fact that the wild ancestor of domesticated sheep,
the Asiatic Mouflon, is short-tailed (Shelton, 1977). Moreover, some
Nordic sheep breeds like the Finnish Landrace and Romanov with
naturally short tails are amongst the most fertile breeds in the world
(Mason, 1991). Consequently, it could be a possible alternative to
crossbreed long-tailed breeds like Merinolandschaf with short-tailed
breeds like Finnsheep that naturally have a short tail without negative
side effects. Greeff et al. (2015) showed a high heritability of 0.58 for
tail length in Merinos, and an even higher value of 0.77 was reported
for Finnish Landrace sires (Branford Oltenacu and Boylan, 1974).
Scobie and O’Connell (2002) studied crossbreds of short-tailed Finnish
Landrace and long-tailed Cheviot sheep and concluded that an in-
creasing proportion of Finnish Landrace leads to a decrease in tail
length. However, the problem with introgression of a shorter tail from
foreign breeds is a deficit in breed characteristics and a reduction of
some important production traits in the highly selected long-tailed
sheep breeds.

To breed for a shorter tail within breeds without side effects and
thus make tail docking unnecessary, the genes that determine tail
length need to be identified first. In the Merinolandschaf breed, which
is the most common breed in Germany (Roesicke and Planer, 2016) and
genetically related to the worldwide Merino breed group (Kijas et al.,
2012), there is natural diversity in tail length, like it was also shown by
James et al. (1991) for Australian Merinos. This natural spectrum of tail
lengths can be analyzed with molecular genetic methods to map the
underlying gene(s) and possibly identify causal mutations. The first step
in this endeavor will be to genotype Merinolandschaf animals from both
sides of the phenotype spectrum, i.e. animals with especially long or
short tails. Subsequently, diverse analyses will be conducted to unravel
the genetic basis of tail length with special attention on vitality and
fertility.

In order to consider some autocorrelations between tail length and
body size in a mixed linear model for mapping (e.g. like in Rothammer
et al. (2014); Kunz et al. (2016); Medugorac et al. (2017) and Miiller
et al. (2017)), tail length needs to be corrected for some body frame
measurements. Previous research used birth weight (Branford Oltenacu
and Boylan, 1974), body weight (Carter, 1976; Greeff et al., 2015;
James et al., 1990), age (Carter, 1976), total body length (Shelton,
1977), spinal length (Greeff et al., 2015) or the “length from the anus to
the hock, on a leg straightened and held perpendicular to the spine”
(Scobie and O’Connell, 2002) as correction parameters. However, none
of these studies have thoroughly investigated and compared different
morphometric measurements for their suitability as a correction factor
and identified the optimal time point for measurements. This study
aimed to answer these questions and to identify a suitable correction
factor as the basis for future mapping studies.

Small Ruminant Research xxx (xxxx) Xxx-xxx
2. Material and methods
2.1. Experimental design

In this study, different body measurements were taken in two co-
horts of Merinolandschaf lambs once per week from birth until
weaning, i.e. for a period of eight weeks. The lambs were located on a
farm in Lower Bavaria with no custom of tail docking and phenotyping
was performed by the same qualified staff.

The first cohort originally consisted of 50 lambs, 43 of which were
born on two successive days in November 2017. To increase group size,
seven lambs that were born one week later were added and handled in
the same way. From this entire group, 43 lambs could be measured
until an age of eight weeks, while seven lambs were excluded from the
first cohort, because one died prematurely and six suffered tail injuries.
According to Merinolandschaf breeders, the main reason for these in-
juries is enhanced motherliness with ewes excessively licking their
lambs after birth and eating parts of the placenta, which leads to ac-
cidental chewing on the tail. The breeders’ opinion is supported by the
fact that all tail injuries that were observed in this study happened in
the first week after birth. However, the direct observation of such be-
havior was not documented by the breeders or by this study.

The second cohort, born on two successive days in February 2018,
was reduced from primarily 51 lambs to 45 lambs until an age of eight
weeks due to the same reasons as mentioned above (four lambs died,
two lambs had to be tail docked).

Of the entire group of 88 lambs, 37 were male and 51 female.
Furthermore, this group consisted of 21 single-born and 67 multiple-
born lambs that were distributed between the genders as follows: 9
male singletons (m), 12 female singletons (f), 11 lambs from male twin
pairs (mm), 21 lambs from female twin pairs (ff) and 35 lambs from
mixed-sex pairs (mf). All lambs in our measuring group were suckled by
their mothers.

The total of 88 randomly selected Merinolandschaf lambs were
measured weekly for the following morphometric traits: tail length
(TL), body weight (BW), withers height (WH), back height (BH) and
length of the body measured with a rule (BL_r). Four additional mea-
surements were only measured in the first cohort of 43 lambs: length of
the body measured with a measuring tape (BL_t), length of the meta-
carpus (ML), length of the femur (FL) and length from the anus to the
hock (AH). Since an interim analysis of the data collected in the first
cohort revealed a high inaccuracy of the last four measurements, we
decided that there is no need to pursue these in the second cohort.

2.2. Morphometric measurements

Table 1 summarizes the measuring procedures for each morpho-
metric trait. BW was taken with an infant scale up to a weight of 20 kg
and with standard scales for heavier lambs. WH and BH were taken
with a metal measuring device that was originally intended to measure
withers height, body length and chest width of dogs in dog sports. BL
was measured twice, once with the metal measuring device and once
with a measuring tape. TL was measured with a custom-made wooden
board with a groove for the tail in the middle and a scale for metering
the tail length at the side. The board and thus the tail were held parallel
to the ground during measurements. Tail length was also scored ac-
cording to the OviCap scheme (Hager et al., 2017), which is part of the
OviCap collection system for estimation of diverse breeding values by
the German sheep breeding associations (Vereinigung Deutscher
Landesschaftzuchtverbénde e.V. (VDL)). To measure the length from
the anus to the hock, Scobie and O’Connell (2002) recommended
holding the straightened leg perpendicular to the spine. We modified
this technique by holding the right leg straightened and parallel to the
tail on the measuring board since the lambs did not stand still enough to
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Table 1
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Measuring procedures of nine traits weekly measured in growing lambs from birth to the eighth week of life.

Morphometric trait ~ Measuring instrument Measuring points

Measuring cohort

TL custom-made wooden board from the anus to the tip of the tail L2

BW infant scale, standard scales 1,2

WH metal measuring device from dog  from the floor to the highest point of the withers 1,2

sports

BH metal measuring device from the floor to the highest point of the sacral bone 1,2

BLr metal measuring device from the foremost point of the sternum to the ischial tuberosity 1,2

BL_t measuring tape from the foremost point of the sternum to the ischial tuberosity 1

ML measuring tape from the tuberosity of the metacarpal bone to the sagittal crest 1

FL measuring tape from the tip of the greater trochanter to the lateral condyle of the femur 1

AH custom-made wooden board holding the right leg straightened and parallel to the tail on the measuring board and measuring 1

from the anus to tuber of the calcaneus
be able to measure this size correctly. We also examined the tail wound 035
in lambs that had to be docked due to injuries weekly. Additionally B 03
assessed characteristics were gender and litter of the lambs. ‘é 2259
02 ——
§ o015 L —
2.3. Statistical treatment of data £ 04
% 0.05
To evaluate the reproducibility of the morphometric measurements O o
1 2 3 4 5 6 7 8

at different ages, repeated measurements of TL, WH, BH and BL_r were
performed in the second cohort (45 lambs) every week. For this pur-
pose, after measuring the whole group first, ten lambs were randomly
selected for a second measuring by the same person who had taken the
first measurements. The typical error that occurred between the first
and the second measurements in the same lamb on the same day was
then calculated according to Hopkins (2000).

To compare the measurements with regard to gender and litter, a t-
test was performed with two groups each (male and female; singletons
and multiples). Furthermore, to differentiate between males and fe-
males from single and twin births, an analysis of variance (ANOVA)
with the following five groups was performed: male singletons (m),
female singletons (f), male twin pairs (mm), female twin pairs (ff) and
mixed pairs (mf).

To investigate the relationship between TL and the other morpho-
metric measurements, Pearson correlations were calculated and a re-
gression analysis was performed in R for each week of life. For the
linear regression analysis, we used 19 models. To find the most suitable
regression model, a forward variable selection method was used in
which an additional variable was added to the model with the highest
coefficient of determination in each step. For comparing the models, the
coefficients of determination were averaged over a period of seven
weeks for all models that contained BW and over a period of eight
weeks for all models without BW, and these values were considered in
the comparison.

3. Results

Initial TL varied from 16.40 to 27.70 cm with the average at
22.00 cm, a standard deviation (SD) of 2.23cm and a coefficient of
variation (CV) of 10.12%. TL at weaning varied from 25.00 to 41.40 cm
with the average at 33.72cm (SD =3.55cm, CV = 10.53%). The
average growth rate of the tail during the whole measuring period was
0.21 ecm ( * 0.04 cm) per day with the highest growth rate of 0.29 cm
per day in the first week of life and the lowest growth rate of 0.16 cm in
the eighth week (Fig. 1). The retest reliability of these measurements
was high with a typical error (Hopkins, 2000) of 0.21 cm and a coef-
ficient of variation of 0.72% in the repeated measurements.

Initial BW varied from 3.50 to 7.50 kg with the average at 5.53kg
( + 0.81 kg, 14.68%). Due to a technical error in week eight of the
second measuring cohort, records of BW at weaning were not reliable.
The BW in the seventh week varied from 13.90 to 29.40 kg with the
average at 21.13kg ( * 3.14 kg, 14.84%).

Initial WH varied from 35.50 to 45.50 cm with the average at

Week of life

Fig. 1. Average growth of TL in cm per day.

40.55 cm ( * 2.18 cm, 5.39%). WH at weaning varied from 52.20 to
63.00 cm with the average at 57.58cm ( % 2.26 cm, 3.93%). The
average growth rate for WH during the eight weeks was 0.30cm
( % 0.03 cm) per day with the highest growth rate of 0.48 cm per day in
the first week and the lowest growth rate of 0.22 cm in the fourth week,
followed by 0.23 cm in the eighth week. The typical error of the re-
peated measurements of WH was 0.70 cm on average with a coefficient
of variation of 1.36%.

Comparing the development of TL and WH, an allometric growth
pattern was observed that can be described by the equation TL; = -
5.323 + 0.677 x WH; + e; (Fig. 2) where e, is the random error for
lamb i.

Initial BH varied from 36.20 to 45.60 cm with the average at
40.26 cm ( + 2.20 cm, 5.47%). BH at weaning varied from 52.00 to
63.00cm with the average at 57.82cm (= 2.49cm, 4.30%). The
average growth rate during the eight weeks was 0.31 cm ( = 0.04 cm)
per day with a maximum of 0.43 cm per day in the first week and a
minimum of 0.24 cm in the fourth week, followed by 0.25cm in the
eighth week. Repeated measurements had a typical error of 0.88 cm
and a coefficient of variation of 1.70%.

Initial BL_r varied from 28.00 to 40.00 cm with the average at
34.39cm ( * 2.44 cm, 7.10%). BL_r at weaning varied from 51.50 to
64.60 cm with the average at 57.53cm (= 2.95cm, 5.13%). The
average growth rate during the eight weeks was 0.41 cm ( * 0.05 cm)
per day with a maximum of 0.54 cm per day in the first and second
week and a minimum of 0.33 cm in the fourth week. In the repeated

45

40 |
35 +
30 +

Tail length in cm
N
S

35 40 45 50 55 60 65
Withers height in cm

Fig. 2. Development of TL against WH in cm.
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Fig. 3. Average FL, ML and AH in cm.

measurements, there was a typical error of 1.09 cm and a coefficient of
variation of 2.18% considered over the period of eight weeks.

BL_t depends strongly on body posture during measurements and
was measured only in the first cohort due to poor practicability in
young lambs.

Palpation of the bony landmarks for FL and ML became increasingly
difficult with increasing age of the lambs due to muscle and fat gain.
Measur of AH depended on the 1 of the joints and also
became more difficult with increasing strength of the lambs.
Consequently, the average values of FL, ML and AH did not increase for
all subsequent measurement weeks. For example, the average FL de-
creased by 0.05cm in the fifth week, the average ML decreased by
0.1 cm in the second week, and AH decreased by 0.26 cm in the fourth
week (Fig. 3). Thus, additional to BL_t, we considered also these three
morphometric measurements as less reliable and measured them only
in the first cohort.

Comparing the measurements for TL, BW and WH at different time
points in relation to gender, the following results were obtained in the t-
test:

Measurements of TL were higher for female lambs (n = 51) than for
male lambs (n = 37) at birth and at weaning (Table 2), but these dif-
ferences were not significant (P > 0.05).

Differences in birth weight and weight at weaning between male
and female lambs were also not significant (P > 0.05). Both at birth
and weaning, the male lambs were heavier than the female lambs
(Table 2).

The initial average WH was significantly higher in male lambs than
in female lambs (Table 2) (P < 0.05). At weaning, this difference was
still present with male lambs being still taller than female lambs but
without significance (P > 0.05).

Small Ruminant Research xxx (xxxX) XXX-XXX

With regard to the proportion TL/WH, the initial proportion for
female lambs was significantly higher than for male lambs (Table 2)
(P < 0.01). At weaning, measurements of WH in females were still
smaller and measurements of TL were still higher than in males, so their
TL/WH proportion was still higher, but this was not significant in the t-
test (P > 0.05). For both genders, the proportion TL/WH increased
continuously but at a lower rate in male lambs compared with female
lambs (Table 3).

Comparing differences in measurements with regard to litter, the t-
test gave the following results:

The average initial TL was higher for singletons (n = 21) than for
multiples (n = 67) (Table 2), but this was not significant (P > 0.05).
At weaning, TL in singletons was still higher than in multiples, this
difference being significant (P < 0.05).

The average BW was significantly higher in singletons than in
multiples (Table 2) at birth (P < 0.05) and at weaning (P < 0.001).

Both the initial and weaning measurements of WH were sig-
nificantly higher in singletons than in multiples (Table 2; P < 0.05 and
P < 0.001, respectively).

With regard to the proportion TL/WH, the initial proportion as well
as the proportion at weaning was higher for singletons than for multi-
ples (Table 2) but without significance (P > 0.05).

Considering gender and litter simultaneously in an ANOVA proce-
dure with five groups (m, f, mm, ff, mf), the differences in TL between
the groups were significant (P < 0.05) with female singletons having
the longest tails followed by female twin pairs, mixed pairs, male sin-
gletons and male twin pairs (Table 4). Differences in TL at weaning
were still significant (P < 0.01) with f having the longest tails followed
by m, ff, mf and mm.

Differences in initial BW were also significant in the ANOVA pro-
cedure (P < 0.01) with m being the heaviest followed by f, mf, ff and
mm (Table 4). At weaning, these differences were even highly sig-
nificant (P < 0.001) with m being the heaviest, followed by f, mf, mm
and ff.

Considering WH in the ANOVA procedure, the differences between
the five groups were also significant at birth (P < 0.05) with m being
the tallest followed by f, mf, mm and ff (Table 4). These differences
were still significant (P < 0.01) at weaning with m being still the
tallest followed by f, mf, ff and mm.

Differences in the proportion TL/WH between the five groups at
birth and at weaning were not significant (P > 0.05) in the ANOVA
procedure.

The Pearson correlations between TL and the different morpho-
metric measurements, considered over the period of eight weeks, were
the highest for WH, BL_r and BW (over seven weeks) with 0.411 fol-
lowed by BH (0.388) (Table 5).

Table 2
Comparison of measured values for TL, BW, WH and TL/WH between males and females and singletons and multiples.
Males Females Singletons Multiples
(n=37) (n=51) m=21) (n = 67)
TL in cm Birth 21.58 22.31 22.76 21.77
(£ SD in cm, CV in %) (£ 2.30, 10.66) (= 2.14, 9.60) (£2.68,11.77) (%£2.03,9.33)
Weaning 33.33 34.01 35.27 33.24
( % 3.36, 10.07) ( =3.69, 10.85) (*3.35,9.51) ( *3.49, 10.51)
BW in kg Birth 5.66 5.44 5.90 5.41
(% SD in kg, CV in %) (% 0.93, 16.40) (%£0.71, 13.09) (%091, 15.49) (%0.75, 13.79)
Weaning 21.90 20.59 23.90 20.26
( £ 3.28, 15.00) (£2.94,14.27) (£3.11, 13.03) (*261,12,89)
WH in em Birth 41.16 40.12 41.46 40.27
(% SD in cm, CV in %) (*241,5.86) (=1.91, 4.76) (%232,5.59) ( *2.08, 5.16)
Weaning 58.09 57.21 59.10 57.11
(*243,4.18) (% 2.08, 3.64) (% 2.06, 3.49) (*212,3.72)
TL/WH Birth 0.525 0.556 0.550 0.541
(= SD, CV in %) (£ 0.051, 9.81) ( £ 0.050, 8.92) (£0.061, 11.13) ( % 0.049, 9.03)
Weaning 0.574 0.594 0.597 0.582

(£ 0.053, 9.28)

(% 0.058, 9.73) ( % 0.053, 8.95) (% 0.057, 9.72)
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Table 3
Proportions TL/WH depending on gender.
weeks
) 1 2 3 4 5 6 7 8
Male TL/WH 0.525 0.533 0.547 0.549 0.564 0.566 0.570 0.568 0.574
SD 0.051 0.055 0.050 0.049 0.054 0.052 0.055 0.052 0.053
CV (in %) 9.81 10.35 9.16 8.85 9.55 9.16 9.72 9.09 9.28
Female TL/WH 0.556 0.557 0.568 0.575 0.587 0.586 0.592 0.593 0.594
SD 0.050 0.050 0.052 0.053 0.053 0.052 0.056 0.057 0.058
CV (in %) 8.92 8.90 9.17 9.16 9.04 8.88 9.47 9.63 9.73

The Pearson correlation between initial TL and the length in weeks
1-8 (Table 6) had the highest value in the first week of life. In the
second week of life, it changed by 4.45% from 0.943 to 0.901 and later
the change was only a decrease by 2% or less per week. Consequently,
at weaning in the eighth week of life, there was still a high correlation
of 0.854. Compared with the other measur at ing, the
Pearson correlation of TL was by far the highest over WH (0.663), BH
(0.628) and BW (0.611 in the seventh week). The lowest was the cor-
relation of BL_r with 0.404.

Applying the forward variable selection method to determine the
most suitable regression model, a total of 19 models containing the six
variables WH, BL_r, BW, BH, gender, litter, and gender combined with
litter (m, f, mm, ff, mf) alone and in different combinations were
evaluated (Table 7). A maximum coefficient of determination of
23.10% (averaged over a period of seven weeks; Table 7) was obtained
in model 17, which contained WH, BW, BL_r and the combination of
gender and litter, closely followed by models 14 (R? = 22.89%) and 15
(R? = 22.77%), which contained besides WH and Litter x Gender only
one of the factors BL_r and BW. The inclusion of all variables in the
model (Model 19) only led to a drop of the coefficient of determination
(Table 7) and was therefore of no advantage.

The tail length scores according to the Ovicap scheme mostly stayed
the same during the measuring period. Changes in scoring occurred in
25% of the lambs only during the first three weeks of life. An additional
nine borderline cases changed between two of the Ovicap grades almost
weekly.

The docking wound healed without any problems in all cases. The
tail wound in lambs that were docked in their first week of life due to
tail injuries was still visible in the fifth week of life as a little scab. After
a healing period of more than five weeks, it became more difficult to see
if a tail was docked or if it was naturally short.

4. Discussion

This study aimed to identify suitable morphometric measurements
to correct tail length for individual skeletal size. These measurements
should correctly record the body frame and have a low typical error in
the repeat measurements.

With regard to TL itself, the high Pearson correlation between the
measurements in the first week of life and in the eighth week (85.4%)
shows that it should be possible to draw conclusions from the length of
the tail in the first week about the later length (Table 6). This was also
shown in a previous study on Merinolandschaf lambs with a correlation
of 83.3% in the 14" week (Von Senden genannt Haverkamp et al.,
2015). The measurements of BW, WH, BH and BL_r on the first days of
life show significantly lower predictive values for corresponding values
at weaning (Table 6) and are thus possibly more influenced by the
environment.

Considered over the measuring period of eight weeks, there were
weak to moderate correlations between TL and the measured body
features of WH, BL_r, BW and BH (Table 5). These morphometric
measurements also showed the highest coefficients of determination in
the linear regression analysis models that considered only one variable,
which made BW, WH, BH and BL.r potential correction factors
(Table 7).

WH and BH both measure the height of the animals and were thus
very strongly correlated (0.908). It proved to be of greater benefit to use
WH as a correction factor instead of BH because the lambs stood better
on their forelegs than on their hind legs (humpback, joints not stretched
correctly), which could be seen in the better reproducibility of the
measurements.

Although the correlation between TL and BL_r was higher than the
one between TL and BW (Table 5), and also its coefficient of

Table 4
Measured values for TL, BW, WH and TL/WH in comparison between m, f, mf, mm and ff.
m f mm ff mf
n=9) (n=12) (n=11) (n=21) (n = 35)
TL in cm Birth 21.80 23.48 20.45 22.10 21.98
(£ SD in cm, CV in %) (% 2.90, 13.30) ( = 2.37,10.09) (*1.45,7.09) (% 2.14,9.68) (%= 2.00,9.10)
Weaning 34.46 35.88 32.50 34.42 32.76
(*4.10,11.90) (%270, 7.53) * 2.59, 7,97) (%*4.11,11.99 + 3.24, 9.89)
BW in kg Birth 5.91 5.90 4.94 5.19 5.70
( = SD in kg, CV in %) (% 1.14, 19.29) *0.76, 12.88) + 0.66, 13.36) + 0.67, 12.91) *0.71, 12.46)
Weaning 24.83 23.19 20.25 19.99 20.43
(+4.00, 16.11) + 2.18, 9.40) +2.87, 14.17) +2.62, 13.11) + 2,59, 12.68)
WH in cm Birth 41.67 41.30 39.75 39.57 40.85
( £ 8D in cm, CV in %) (*3.16,7.58) +*1.57, 3.80) =+ 1.78, 4.48) + 1.92, 4.85) *213,5.21)
Weaning 59.41 58.86 56.58 56.84 57.43
(%275, 4.63) + 1.45, 2.46) * 157, 2.77) +1.88, 3.31) * 2.39, 4.16)
TL/WH Birth 0.524 0.568 0.516 0.558 0.539
(£ 8D, CV in %) (% 0.067, 12,79) ( +0.054, 9.51) ( + 0.047, 9.109) ( *0.046, 8.24) ( % 0.049, 9.09)
Weaning 0.571 0.609 0.569 0.604 0.568

(% 0.066, 11.56)

( % 0.040, 6.57)

(% 0.045, 7.91) (% 0.067, 11.09) ( % 049, 8.627)
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Table 5
Development of Pearson correlations between TL and the different morphometric measurements (maximum values underlined).

Measurements Week

) 1 2 3 4 S 6 7 8 average

TL and BW 0.435 0.305 0.415 0.396 0.448 0.469 0.405 0.412 - 0.411

TL and WH 0.336 0.335 0.404 0.453 0.437 0.475 0.424 0.457 0.379 0.411

TL and BH 0.318 0.289 0.349 0.432 0.402 0.453 0.412 0.473 0.360 0.388

TL and BL.r 0.358 0.353 0.451 0.399 0.447 0.460 0.383 0.428 0.424 0.411
Table 6 Hampshire Down and Clun Forest, the birth weight of male lambs was

Development of Pearson correlations of single measurements.

Measurement  Correlation between weeks

0-1 0-2 0-3 0-4 0-5 0-6 0-7 0-8
TL 0.943 0901 0.899 0.881 0.872 0.863 0.856 0.854
BW 0.812 0742 0.677 0.663 0.657 0.620 0.611 -
WH 0.691 0.694 0.658 0.717 0.664 0.654 0.657 0.663
BH 0.551 0.605 0.603 0.595 0.640 0.625 0.652 0.628
BLr 0.621 0.529 0.537 0.449 0.405 0.528 0.489 0.404

determination was higher (Table 7), the retest reliability for BL_r was
worse than for WH and BH. Consequently, we suggest using BW instead
of BL_r as a correction factor in addition to WH. BW has already been
used by Carter (1976) and James et al. (1991) to adjust tail length to
individual skeletal size but without any additional correction factors.

In our measuring group, the correlation between TL and BW was
0.435 in the first week and 0.412 in the seventh week, but this was
lower than 0.518 in the first week and 0.472 in the 14" week in another
study on Merinolandschaf lambs (Von Senden genannt Haverkamp
et al., 2015). For Hampshire Down, the phenotypic correlation between
birth weight and tail length was 0.42 and for Clun Forest 0.48 (Bohte-
Wilhelmus et al., 2010). According to Greeff et al. (2015), the pheno-
typic correlation in Merino sheep was 0.53.

As Von Senden genannt Haverkamp et al. (2015) showed for the
Merinolandschaf breed and Bohte-Wilhelmus et al. (2010) for

higher than the one of female lambs. In this study, differences in birth
weight between genders were not significant (P > 0.05) in the t-test,
but the differences in BW at birth between the five gender-litter groups
in an ANOVA procedure were significant (P < 0.01) with male sin-
gletons being the heaviest (Table 4).

In contrast to these two previous studies, the female lambs in our
study had on average longer tails than the male lambs. These differ-
ences were without significance (P > 0.05) in the t-test but significant
(P < 0.05) in the ANOVA procedure with female singletons having the
longest tails (Table 4).

In agreement with Von Senden genannt Haverkamp et al. (2015)
and Bohte-Wilhelmus et al. (2010), singleton lambs in this study also
had longer tails than multiples. This can be explained by the higher
initial body weight and thus bigger body size in singletons compared
with multiples.

In the first step of the linear regression analyses, the highest value of
R? = 16.18% was obtained when the independent variable WH (Model
1) was used to explain the dependent variable TL. In the second step,
adding a second variable to WH, the combination of gender and litter
contributed to the highest value of R? = 20.82 (Model 13). Although
adding BL_r (Model 14) instead of BW (Model 15) in the third step
would explain more of the variance in TL, it is still of advantage to use
BW instead due to the high typical error of BL_r in the repeated mea-
surements. The inclusion of both BW and BL_r in the model (Model 17)
would even explain slightly more of the variance in TL. However, we
preferred a model without BL_r in order to prevent erroneous results

Table 7
Models in the linear regression analysis and their average coefficients of determination (in %).
dependent independent
Model variable variables . R
TL WH BL_r BW BH Litter Gender .~

1 x x 16.18
2 x x 16.11
3 x x 15.99
4 x x 14.38
5 x x 4.40
6 X x 0.64
7 x x 7.57
8 x x x 19.11
9 x x x 18.56
10 x x x 15.53
1 x x x 16.44
12 x x x 19.43
13 x x x 20.82
14 x x x x 22.89

[15 x x x x 22.77 |
16 x x x x 20.20
17 x x x x x 23.10
18 x x x x x 22.16
19 x x x x x x 22.56
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Table 8
Decision criteria for the best measuring time point.
Criteria Age (in weeks) Average
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Changes in Ovicap” 16 (+4) 4(+3) 2(+4) (5) 3 3) 3) (5)
Wound from tail docking” + + + + + + + + + - - -
CV (in %) repeated measure-ments TL 0.69 0.96 0.98 0.76 0.43 0.65 0.67 0.52 0.72
WH 1.87 1.21 1.85 1.22 0.98 1.22 0.86 0.73 1.36
R? in linear regression analysis (Model 15) 21.73 14.78 20.55 25.86 23.72 28.89 22.04 24.59 - 2277

“ borderline cases in brackets.
Y from + +: clearly visible to - -: cannot be seen anymore.

introduced by measurement inaccuracies. Consequently, Model 15
(R? = 22.77%), in which the variance of TL is explained by WH, BW
and the combination of gender and litter, seems to be the most suitable.

After excluding the morphometric measurements that could not be
measured with sufficient accuracy in young lambs or did not have a
statistical effect on the dependent variable TL in the regression model,
BW and WH remained as suitable body features to correct TL for in-
dividual body size in addition to the combination of gender and litter as
a fixed effect.

We decided not to use total body length (Shelton, 1977), spinal
length (Greeff et al., 2015) or our modified method for measuring the
length from the anus to the hock (Scobie and O’Connell, 2002) due to
the worse retest reliability compared with WH. In this study, it was also
of no benefit to use age (Carter, 1976) as a correction factor because
another aim was to identify an optimal time point for measuring and
sampling the lambs, i.e. to collect the data at a similar age.

In this respect, it proved favour able to measure and sample lambs
instead of adult sheep since they are small, easy to handle and it is still
possible to differ between naturally short tails or docked tails with the
help of the docking wound. However, for all morphometric measure-
ments, a good retest reliability should already be given.

It has been shown that the number of individuals genotyped to at-
tain a given power can be markedly decreased by a procedure termed
“selective genotyping” (Darvasi and Soller, 1992). With selective gen-
otyping, only individuals from the high and low phenotypic extremes
are genotyped. However, sporadic tail injuries in the first days of life, as
observed in this study, can mimic the shorter tail phenotype (pheno-
copy) in herds that are not docked routinely and in which emergency
docking and/or ‘self-docking’ (i.e. non-recorded tail necrosis after in-
juries) is not recorded. Phenotyping errors (e.g. phenocopies) reduce
the power in all mapping designs, but they could presumably affect a
selective genotyping design more seriously. For example, 8% of short-
tailed phenocopies (8 out of 101 in this study) in a design that geno-
types 10% of the phenotypic extremes would completely counter-
balance the short-tailed group. This emphasizes the importance of
phenotyping at an age where phenocopies are still apparent and the
main as well as the correlated traits can be measured with high relia-
bility.

Considering all our results, an age of 5 weeks seemed to be the most
suitable time point. For tail length, which is the dependent variable of
interest, the coefficient of variation in the repeated measurements was
already very low in the first four weeks of life but declined even more in
weeks five to eight with the lowest value in the fifth week (Table 8).
Furthermore, the lambs started to stand still and upright, which re-
sulted in a coefficient of variation in the repeated measurings that was
below the average coefficient of variation for the whole measuring
period for all sizes (Table 8). Furthermore, there were no more big
changes in Ovicap apart from borderline cases (Table 8), and a little
crust on the tail-docking wound was still visible to distinguish naturally
short tails from docked tails (Table 8). When Model 15 consisting of the
variables BW, WH and the combination of gender and litter was used in
the linear regression analysis to explain the dependent variable TL, the

fifth week was further confirmed as a very suitable time point for the
phenotyping and genotyping since the coefficient of determination R?
assumed its maximum value of 28.89% here (Table 8).

5. Conclusion

In order to be able to unravel the genetic basis of tail length in
sheep, future mapping studies should correct tail length for withers
height, body weight and the combination of gender and litter in a linear
model. Measuring and sampling should be done on lambs since they are
easy to handle and, most importantly, it is still possible to differ be-
tween naturally short tails or docked tails with the help of the docking
wound. Considering our results, we identified an age of 5 weeks as the
optimum time point for collecting reliable measurements.
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Anhang 2: Phanotypisierungsbogen

Assessment of tail length

Basic information on the animal

Animal identification number (AIN)

Date of birth

Gender
M =male
F =female

AIN of the ram

AIN of the ewe

Current location of the animal

Litter

Information on samples

Sampling date Sample taken by
Sample type Sample No.

B = blood

H = hair

T = tissue

Phenotypic assessment

1.) Ovicap

Keule

D kurz

——— —

D Sprunggelenk
mittel
— O —

Ricken  widerrist
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2.) Body weight, back height, withers height and length of the body

Body weight: kg

back height (in cm) | withers height (in cm)

length of the body (in cm)

rule

3.) Tail length

90°) |
a

Measuring instructions

Length (in cm)

from the anus to the tip of the tail along
the ventral surface of the tail
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