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1 Einleitung

1.1 Bedeutung der Zucht auf Resistenz gegen gastrointestinale

Nematoden beim Schaf

Infektionen mit Magendarm-Parasiten sind ein groflies Problem fiir die Haltung von Wie-
derkduern. Allein die Verluste durch Trichostrongyliden werden in der amerikanischen
Schafproduktion jahrlich auf US$ 20 Mio. geschatzt (Parasites and Parasitological
Resources, URL-a).

Strategien zur Kontrolle der Nematodeninfektionen basieren derzeit vor allem auf ei-
ner Kombination eines gezielten Weidemanagements und dem regelmaéssigen Einsatz von
Anthelmintika. Neben dem hohen Kostenaufwand ist die Anwendung von Anthelmintika
aufgrund von Riickstandsproblemen auf der Weide, der Akkumulation von Derivaten im
Fleisch, und der Resistenzentwicklung der Parasiten kritisch zu beurteilen (Jackson 1993).
Daher gewinnen alternative Kontrollstrategien wie zum Beispiel die selektive Zucht auf
Resistenz verstiarkt an Bedeutung (Raadsma et al. 1998).

Die Variabilitat der Anfalligkeit fiir Nematodeninfektionen wird von genetischen Fak-
toren und umweltbedingten Effekten beeinflusst. Der Anteil der genetisch bedingten Va-
riation (Heritabilitat) liegt zwischen 0,11 und 0,55 (Bishop et al. 1996, Raadsma et al.
1997, Baker 1999). Die unterschiedliche Nematodenanfalligkeit einzelner Tiere oder Zucht-
linien beruht auf Resistenzmechanismen der angeborenen und erworbenen Immunitét. Da
MHC-Gene bei der spezifischen Immunantwort eine wichtige Rolle spielen, werden diese
als Kandidatengene betrachtet und sind Gegenstand mehrerer Studien (Blattman et al.
1993, Schwaiger et al. 1995, Paterson et al. 1998).

Im Rahmen dieser Arbeit soll untersucht werden, ob MHC-Gene die Resistenz gegen

Ostertagia circumcincta beim Scottish Blackface Schaf beeinflussen.

1.2 Entwicklungszyklus und Pathogenese von O. circumcincta

O. circumecincta (neuere Form: Teladorsagia circumcincta) ist eine ungefahr 10 mm grofe,
rotlich gefarbte, gastrointestinale Nematodenart (Familie Trichostrongylidae, Unterstamm

Nematoda), die den Labmagen von Wiederkduern parasitiert. Sie spielt besonders in
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gemaBigten Klimazonen eine vorherrschende Rolle (Reid und Armour 1975). Aufgrund

der wirtschaftlichen Bedeutung ist O. circumecincta eine der am besten erforschten Arten.

1.2.1 Entwicklungszyklus von O. circumcincta

In den Arbeiten von Armour (1970) und Urquhart et al. (1987) wird der Entwicklungszy-
klus von O. circumcincta ausfithrlich dargestellt. Informationen dazu kénnen im Internet

abgerufen werden (Parasitology 4001, The Trichostrongyloidea, URL-b).

&

L3 -L5

ety "I

Aufnahme von Gras
mit bescheideter
L3

il ;

Sexuelle Begattung <
und Eiablage 00p Eierim Kot

L3 wandert L2
in Gras ein

L3
bescheidete
Infektionslarve

Abb. 1-1: Entwicklungszyklus von O. circumecincta

Trichostrongyliden sind Endoparasiten, die einen direkten, exogenen Entwicklungszyklus
durchlaufen (Abb. 1-1). Die Wurmeier werden mit dem Kot auf der Weide abgesetzt.
Innerhalb von zwei bis drei Wochen entwickelt sich iiber das erste und zweite Larven-
stadium (L1 und L.2) die bescheidete Infektionslarve (L3), die noch die Haut der 1.2
tragt. Bei ausreichender Feuchtigkeit wandert die bescheidete Infektionslarve (L3) aus
dem Kot in das Gras (Rossanigo und Gruner 1995), wird von den Weidetieren iiber die

Nahrung aufgenommen und gelangt in den Pansen. Dort induzieren wirtsspezifische Fak-
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toren (z.B. Temperatur, pH-Wert) die Hautung der 1.3 (Abwerfen der Haut der 1.2), in-
dem Leucin-aminopeptidasen und alkalische Phosphatasen sekretiert werden (Mallet und
Lesage 1987). Erst nach dieser Hautung ist die Larve infektionsfahig. Die infektiose 1.3
wandert in das Abomasum und dringt in die Labmagendriisen ein. Nach drei Tagen hautet
sie sich zur 1.4 und entwickelt sich durch eine weitere Hautung zur praadulten Larve (L5).
Innerhalb von 16-18 Tagen erreichen die Larven die Geschlechtsreife. Die obligat sexuelle
Begattung der Nematoden und die Eiablage findet in der Mukosa des Labmagens statt.
Die prepatente Phase (,,prepatent period“, Zeitpunkt der Infektion durch die L3 bis zum
Erscheinen neuer Eier im Kot) dauert bei optimalen Umweltbedingungen zwei Wochen.
Eine wichtige Uberlebensstrategie der Parasiten in gemiBigten Klimazonen ist der
Ubergang der Larven in Ruhestadien, wie zum Beispiel die Uberwinterung der L3 im Feld
und die Hypobiose der L4 (Armour 1970, McKellar 1993). Beeinflusst wird dies sowohl
durch klimatische Bedingungen als auch durch die Kondition des Wirts (z. B. Erndhrungs-
zustand, Immunabwehr, Hohe der Wurmlast und Reproduktionsphase) (Dunsmore 1960,
Reid und Armour 1975, Coop et al. 1990, Barger 1993, Jorgensen et al. 1998). Desweiteren
spielt die genetisch bedingte, unterschiedliche Fahigkeit verschiedener O. circumcincta-

Stamme Ruhestadien einzulegen eine wichtige Rolle (Connan 1969).

1.2.2 Klinische Symptome und Pathogenese bei Infektionen mit

O. circumcincta

Die klinischen Symptome und die mit der Infektion einhergehenden biochemischen sowie
serologischen und hadmatologischen Veranderungen werden von Jennings et al. (1966),
Armour (1970), Entrocasso et al. (1986), Fox (1993, 1997) sowie Johnstone und Murray
(1996, URL - c) eingehend beschrieben.

Infektionen mit gastrointestinalen Nematoden duflern sich durch Appetitverlust, Di-
arrh6 sowie durch eine Beeintréchtigung der Verdauung mit Verédnderungen im Protein-,
Energie- und Mineralstoffmetabolismus. Gleichzeitig treten Verdnderungen im Wasser-
haushalt auf, welche sich durch eine reduzierte Gewichtszunahme oder Gewichtsverlust
negativ auf Korperkonstitution und Schlachtgewicht auswirken (Fox 1993).

Mit der Entwicklung von O. circumcincta in den Labmagendriisen sind erhebliche pa-

thophysiologische Prozesse verbunden, die eine Veranderung in der Struktur und der Funk-
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tion der Magendriisen bedingen. Durch das Parasitieren der Larven in den Magendriisen
kommt es lokal und im weiteren Umkreis zur Erosion der salzsdureproduzierenden Beleg-
zellen und der pepsinogenproduzierenden Hauptzellen. Mit fortschreitender Entwicklung
der Larven wird das differenzierte Epithel durch ein unreifes nichtsekretierendes ersetzt.
Dies fithrt zu einem drastischen Anstieg des pH-Werts in der Magenfliissigkeit (Murray
et al. 1970, McKellar 1993), der die Etablierung weiterer intestinaler Nematodenarten
hemmt (Coop et al. 1988). Gleichzeitig steigt die Pepsinogen- und die Gastrinkonzentra-
tion im Blut. Die Ursachen dafiir sind komplexer Natur (Murray et al. 1970).

Die Diagnose von Ostertagia wird mit Hilfe der Kriterien klinische Symptome, Jah-
reszeit, Eizahl im Kot, Pepsinogen- und Gastrinkonzentration sowie Antikorpertiter im
Blut und Ermittlung der Anzahl der adulten Nematoden im Labmagen erstellt (Armour

1970, Vercruysse und Hilderson 1993).

1.3 Anfilligkeit—Resistenz

Ein Individuum ist anfillig (suszeptibel), wenn es die vom Pathogen benétigte physio-
logische Lebensgrundlage bietet. Im Gegensatz dazu ist ein Individuum resistent, wenn
es in der Lage ist, Befall und Besiedelung durch einen Pathogen oder die Einwirkung
von schadigenden Faktoren zu verhindern oder zu begrenzen. Die Anfalligkeit und Wider-
standsfdhigkeit haben eine genetische Grundlage. Beide sind jedoch bei gleichbleibender
genetischer Konstitution in bestimmtem Umfang verdnderbar.

Bei Infektionen mit gastrointestinalen Nematoden werden Tiere mit geringer Wurm-
last als resistent bezeichnet (Raadsma et al. 1998). Dabei kann die Resistenz des Wirts
nach Gruner (1991) durch verschiedene, genetisch determinierte Mechanismen ausgelost

werden:
e Hemmung der Etablierung der Infektionslarven;
o Hemmung der vollstandigen Entwicklung der Larven;

e Kontrolle der Infektion durch die verstarkte Eliminierung der adulten Wiirmer und

Hemmung der Wurmfruchtbarkeit.



1.4 Genetisch bedingte Variation der Resistenz gegen

Magendarm-Nematoden

Zur Identifikation der Gene, die zur Resistenz gegen Magendarm-Nematoden beitragen,
werden vor allem Mausmodelle ( Trichinella spiralis (Wassom et al. 1984), Trichuris muris
(Else und Wakelin 1988), Heligmosomoides polygyrus (Behnke und Wahid 1991)) herange-
zogen. Im Rahmen dieser Studien konnte mit Hilfe von MHC-congenen Mausestd&mmen ge-
zeigt werden, dass MH(C-Gene mafigeblich zur Resistenz beitragen. Erst durch die effektive
Présentation von parasitdren Antigenen durch MHC-Molekiile an die T-Zellen, kann eine
adaquate adaptive Immunreaktion gegen Parasiten ausgelost werden (Abb. 1-2, Wakelin
und Blackwell 1988). Allerdings gelang es bis jetzt nur in wenigen Studien, bei denen
der Wirt einem natiirlichem Infektionsrisiko ausgesetzt war, den Einfluss spezieller MHC-
Gene auf die Resistenz gegen bestimmte Parasiten nachzuweisen (z. B. Marek Krankheit
beim Huhn (Briles et al. 1977), Malaria (Hill et al. 1991)).

Die unterschiedliche Resistenz gegen gastrointestinale Nematoden wird neben der Va-
riation der MHC-Gene vor allem durch die Variation der Gene, welche die Mechanismen
der adaptiven Immunantwort regulieren, bedingt. Aus diesem Grund ist es unerlésslich
das komplexe Zusammenspiel der verschiedenen Mechansimen der erworbenen Immunitét
(T-Zellreaktion, Effektormechanismen), die vor gastrointestinalen Nematoden schiitzt, zu
klaren. Die Abbildung 1-2 zeigt eine schematische Darstellung der erworbenen Immun-
antwort von der Présentation parasitarer Antigene durch MHC-Molekiile bis zur Bildung

der Effektormechansimen nach einer Infektion mit intestinalen Nematoden.



Abb. 1-2:

MHC-Gene

! codieren fir
i Oberflichenmolekiile

MHC-Klasse-II-Molekiil

exprimiert u. a. auf Monozyten, Makrophagen
T-Zellen, B-Zellen, dendritischen Zellen

l

priasentieren den CD4+-T-Helferzellen parasitire Antigene
Bildung eines Komplexes aus MHC-Antigen und T-Zellrezeptor

Th1-Zellreaktion bei . . Th2-Zellreaktion bei
. . X Gleichgewicht R .
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IL-2 IL-4, IL-5, IL-6,
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zytotoxische Zellreaktion Effektormechanismen
lokale Entziindungsreaktion (Mastozytose,
Antikorperreaktion,

Eosinophile, 1L.-4)

Schema der erworbenen Immunantwort nach einer Infektion mit intestinalen Nematoden
bei der Maus. MHC-Gene codieren fiir glykosylierte Oberflichenmolekiile der Klasse-T und
-TT. MHC-Klasse-TT-Molekiile binden Peptide extrazellularer Parasiten (z. B. gastrointestinale
Nematoden) und présentieren sie an der Zelloberfliche von Immunzellen den T-Zellen
(Braciale 1992, Stern et al. 1994). Diese konnen nach ihrer Stimulation eine Tmmunant-
wort einleiten (Zinkernagel und Doherty 1974). Aus naiven CD4+-T-Helferzellen entwickeln
sich entweder T-Helferzellen vom Typ 1 (Th1), die meist gegen intrazelluldre oder vom Typ 2
(Th2), die meist gegen extrazelluldre Parasiten (z.B.gastrointestinale Nematoden) gerich-
tet sind. Die Th2-Zellantwort ist durch die Sekretion von 1L-4, 1L-5, I1-6, TL-9, TL-10 und
I1-13 gekennzeichnet. Die Polarisierung in Richtung Th2-Zellantwort wird vor allem durch
die Affinitdt, mit der parasitdre Antigene an MHC-Molekiile binden und durch TL-4, das
von naiven CD4%1-T-Helferzellen produziert wird, bestimmt. IL-4 beeinflusst die Bildung
der Th2-abhéingigen Zytokine. Diese fordern die Mastozytose, die Bildung von Eosinophi-
len und die Antikdrper-Produktion durch B-Zellen (Reiner und Locksley 1995, Urban et al.
1996). Fiir eine wirksame Immunreaktion ist das Gleichgewicht zwischen der Th1- und Th2-
Antwort von zentraler Bedeutung. Zytokine wie zum Beispiel 1L-4, IL-10 und TFN~y kénnen
eine bereits etablierte Th1- oder Th2-Antwort wieder aufheben und revertieren (Grencis

1993, Else et al. 1994, Mosmann und Sad 1996, Else und Finkelman 1998).
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1.5 Das Merkmal ,,Eizahl im Kot*“ als ein Maf} der Resistenz

gegen Nematodeninfektionen

Die Héaufigkeitsverteilung der Nematodeneizahl in einer bestimmten Schafpopulation ist
durch eine stark positive Schiefe charakterisiert (Donald 1968). Diese entspricht der Wurm-
lastverteilung einer Population, da bei Nematodeninfektionen in der Regel eine geringe
Anzahl an Individuen eine hohe Wurmlast trédgt, wihrend der Grofiteil der Populati-
on mit einer geringen Wurmzahl belastet ist (Schad und Anderson 1985, Anderson und
May 1985). Wie auch Langzeitselektionen mit Haemonchus contortus, Trichostrongylus
colubriformis und Ostertagia spp. infizierten Herden zeigten, ist die Eizahl im Kot stark
mit der Wurmlast korreliert. Es wurden Korrelationskoeffizienten zwischen 0,58 und 0,89
ermittelt (Le Jambre et al. 1971, Roberts und Swan 1981). Durch Selektion war es méoglich,
die Eizahl gezielt zu erhohen oder zu erniedrigen (Raadsma et al. 1997). Die Eizahl wird
als ein Maf fiir die Resistenz eingesetzt und findet bei zahlreichen Zuchtprogrammen so-
wohl in Australien als auch in Neuseeland Anwendung (Albers et al. 1987, Anon 1994,
McEwan et al. 1995).

Die Variation der Fizahl zwischen Individuen einer Population aus Scottish Blackface
Lémmern, die einem natiirlichem Infektionsrisiko mit O. circumcincta ausgesetzt waren,
basiert neben Effekten bedingt durch Vater, Geschlecht, Zwillings- oder Einlingsgeburt,
Ernahrungszustand und Witterung vor allem auf genetischen und maternalen Faktoren
sowie auf Messfehlern bei der Bestimmung der Eizahl (Bishop et al. 1996, Stear et al.
1997).

Wie aus der Tabelle 1-1 hervorgeht kann bei vier bis acht Wochen alten Lammern
keine, durch die erworbene Immunitét bedingte, genetische Variation der Eizahl ermittelt
werden. Bei diesen Lammern geht die Heritabilitdt gegen Null. Die mit dem Alter stei-
gende Heritabilitét ist ein Indiz dafiir, dass eine genetische Variation nur fiir die Resistenz
durch eine erworbene Immunitét besteht, die sich mit dem Alter der Limmer zunehmend
entwickelt. Bei sechs Monate alten Laémmern betragt die Heritabilitdt 0,22 und entspricht
den meisten publizierten Schiatzwerten (Raadsma et al. 1997). Im Gegensatz dazu sinkt
mit dem Alter der Lammer der maternale Umwelteffekt (Antikorper in der Milch, Wei-

deverhalten der Mutter und maternaler genetischer Effekt). Jedoch ist dieser bei sechs
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Monate alten Lammern immer noch zu beobachten (0,16). Zuséatzlich wird die Variation
der Eizahl bis zu 30 % durch den Messfehler bei der Bestimmung der Eizahl bedingt. Wird
dieser durch das mehrfache Auszdhlen einer Kotprobe eines Tieres reduziert, steigt die

Heritabilitat (Bishop et al. 1996).

Tab. 1-1: Heritabilitdt und Varation der Fizahl, bedingt durch maternalen Umwelteffekt
und Messfehler bei der Ermittlung der Eizahl, beim Scottish Blackface Schaf
in den Lebensmonaten 1 bis 6 (Bishop et al. 1996)

Alter der Limmer| Heritabilitdit maternaler Umwelteffekt Messfehler bei der
(Monate) (hz) (dz) Bestimmung der Eizahl (ez)
1 0,01 0,36 -
2 0,00 0,20 -
3 0,12 0,27 -
4 0,14 0,06 0,30
5 0,15 0,15 0,39
6 0,22 0,16 0,30

1.6 Der Major Histocompatibility Complex (MHC)

Haupthistokompatibilitatsproteine der Klasse-I und -IT sind membranstéandige glykosy-
lierte Proteine, welche Peptide aus dem Zellinnern binden und an der Zelloberflache
prasentieren (Braciale 1992, Stern et al. 1994). T-Zellen erkennen diese Peptide mit ihren
spezifischen Rezeptoren als antigene Strukturen nur im Zusammenhang mit den ent-
sprechenden MHC-Molekiilen (MHC-Restriktion). Sie konnen nach ihrer Stimulation die
Immunantwort einleiten (Abb. 1-2, Zinkernagel und Doherty 1974).

Jeder Mensch besitzt nur eine begrenzte Zahl von unterschiedlichen Histokompatibi-
litdts-Molekiilen (heterozygote Individuen maximal 6 Klasse-I-Molekiile) die eine enorme
Anzahl (20°) an Peptidfragmenten prasentieren miissen. Dies wird durch einen selektiven
Bindemechanismus erméglicht. An die antigenen Bindestellen des MHC-Molekiils wer-

den nur Aminosaurereste, die meist an den Positionen zwei und neun des prozessierten
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Peptids lokalisiert sind, gebunden (Rammensee et al. 1995, Chelvanayagam und Easteal
1997). Folglich kann ein MHC-Molekiil eine groie Anzahl an Peptiden prasentieren und

gewahrleistet somit eine Immunantwort gegen eine Vielzahl von Pathogenen.

1.6.1 Struktur der MHC-Molekiile

Klasse-I- und -1I-Molekiile weisen in ihrer Sequenz und Struktur deutliche Homologien auf.
Diese Homologien kennzeichnen sie als Mitglieder der Immunoglobulin-Supergenfamilie
(Hood et al. 1985, Williams und Barclay 1988). Sie verfiigen {iber immunoglobulin-ahn-
liche Doméanen und eine Peptid-Bindestelle, die in Form einer Tasche aus zwei a-Helices
und einer kombinierten g-Faltblattstruktur gebildet werden (Bjorkman et al. 1987, Brown
et al. 1993).

PBR PBR
o o o B1
Extrazellular
o3 Bam o B2
Transmembran
Zytoplasmatisch
Klasse - | Klasse - Il -

Abb. 1-3: Schematische Darstellung der Struktur der MHC-Klasse-I- und -1I-Molekiile,
PBR: Peptidbindestelle

Die Klasse-I-Molekiile sind Heterodimere, die aus einer 44 kD a-Kette und einer 12 kD
Pa-Mikroglobulinkette zusammengesetzt sind (Abb. 1-3). Die a-Kette besteht aus drei ex-
trazellularen Doméanen (o, ag, a3), einer transmembranen Region und einer zytosolischen
Domaéne. Die ffo-Mikroglobulinkette besteht aus einer Domé&ne und ist nicht kovalent an
die azg-Doméne gebunden (Guillemot et al. 1988).

Die Klasse-II-Molekiile sind Heterodimere, bestehend aus je einer 33-44 kD a-Kette
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und einer nicht kovalent gebundenen 28 kD 8-Kette (Abb. 1-3). Beide Ketten sind an ihren
transmembranalen und zytoplasmatischen Anteilen miteinander assoziiert und extrazel-
lular in je zwei Doménen, oy und ag sowie 31 und f,, unterteilt. Der Polymorphismus

der Klasse-1I-Molekiile wird weitgehend durch Sequenzvarianten der - und $;-Doméne,

welche die Peptidbindestelle (PBR) bilden, bestimmt (Brown et al. 1993).

1.6.2 Genetische Organisation des MHC-Komplexes

1.6.2.1 Humaner MHC-Komplex

Der MHC des Menschen liegt auf Chromosom 6 (HSA 6p21.1-21.3) in einer Region von ca.
3500 kb geclustert vor und wird als HLA-Komplex (Human Leucocyte Antigen) bezeich-
net (Abb. 1-4). Inzwischen wurde die komplette Sequenz sowie eine Genkarte des HILA-
Komplexes erstellt (The MHC sequencing consortium, 1999). Davon haben schitzungs-
weise 40 % der exprimierten Gene eine Funktion im Immunsystem.

Funktionell unterscheidet man drei Klassen. Den grofiten Teil des MHC bilden Gene,
die fiir die Klasse-I- und Klasse-1I-Molekiile codieren. Einige der Klasse-11I-Gene codieren
Produkte, die eine Rolle in der Immunabwehr spielen, wie zum Beispiel Komponenten
des Komplementsystems (Klein und Figueroa 1986). Die Klasse-1-Gene liegen auf der te-
lomeren Seite des Chromosom 6. Zentromerwarts schliefit sich die Klasse-TTI-Region an.
Die HLA-Klasse-II-Genorte liegen auf der zentromeren Seite des MHC-Komplexes. Die
HIL A-Klasse-1I-Region wird in die Subregionen DR, D), DO, DM, DN und DP unterglie-
dert (Bodmer et al. 1993). Die DR~ und DQ-Subregionen codieren jeweils fiir die a- und
B-Kette der Molekiile.

Fiir die f-Kette des HLA-DR-Locus existieren bis zu 9 Gene. HLA-DRB6-9 représen-
tieren Pseudogene. Es gibt fiinf verschiedene Haplotypen (Bodmer et al. 1993), die aus
einer unterschiedlichen Anzahl verschiedener DR B-Gene zusammengesetzt sind. Der hoch-
gradig polymorphe HLA-DRB1-Locus ist bei allen dieser fiinf Haplotypen vertreten. Bei
den DR-Molekiilen konzentriert sich der Polymorphismus fast ausschliefllich auf die anti-
genen Bindestellen der ersten extrazellularen Doméne der -Kette (Marsh und Bodmer
1993), die vom zweiten Exon codiert wird. Dagegen wird die DR-a-Kette nur von einem
Gen codiert und ist kaum polymorph.

In der HLA-D@Q-Region sind zwei a- und drei p-Kettengene lokalisiert. Von diesen
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werden nur die DQA I- und DQB1-Gene exprimiert. DQA2 und DQB2 sind Pseudogene.
DQ-Molekiile sind durch polymorphe a1- und f1-Doménen ausgezeichnet.

Zentromer
D E— DP DM DO DR
| A2 Al | | A |DOB| A2 Bl | | B2 B9
Klasse-Il B2  BJ DNA B B2 B3 Al Bl B3 A
Loci |:| |:| |:| |:| |:| |:| |:| |:| |:| |:| |:| |:|
<~ —> — > - - —> - 4 —> - < - = —> <

TNFpB
HSP TNF«
- - - - > - < - <«

Klasse-1
Loci

- - - -

Telomer
—

Abb. 1-4: Chromosomale Organisation der HLA-Klasse-I-, Klasse-II- und Klasse-III-
Gene (verandert nach Roitt et al. 1995)

1.6.2.2 Oviner MHC-Komplex

Der ovine MHC-Komplex ist auf Chromosom 20 (OAR 20q15—q23) lokalisiert (Hediger et
al. 1991). Die Lage der einzelnen Regionen ist wie beim Menschen konserviert. So folgt
nach dem zentromerisch gelegenen Klasse-I1-Bereich die Klasse-II1- und anschliefend die
Klasse-I-Region (Chardon et al. 1985, Crawford et al. 1995), die in ihrer Komplexitét sehr
dem humanen MHC &hneln.

Es wurden homologe Gene zu HLA-DRA, -DRB, -DQA, -D@B, -DOB und -DNA
gefunden, wahrend sich kein Hinweis auf einen homologen DP-Locus ergab (Scott et al.

1987, Deverson et al. 1991, Wright et al. 1995, 1996).
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Wright et al. (1994) konnten beim Schaf die Existenz der fiir Wiederkéauer typischen
Subregion mit den Genen DYA- und -DYB nachweisen. Vermutlich ist dieser Genort
nahe dem DNA-Gen lokalisiert (Abb. 1-5), da diese Gene auch beim Rind miteinander
segregieren (Stone und Muggli-Cockett 1993). Anders als beim humanen MHC-Komplex
sind die Gene OLA-DYA, -DYB, -DNA und -DOB in der Klasse-ITb- und die exprimierten
Gene OLA-DRA, -DRB, -DQA und -D@B in der Klasse-Ila-Region geclustert. Beim Rind
sind diese Untergruppen 17 ¢M voneinander entfernt (Andersson et al. 1988, van Fijk et
al. 1995). Das bovine DYA-Gen wurde durch Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)
auf BTA 23q12-13 kartiert (Friedl et al. 1996, Skow et al. 1996).

Am genauesten sind die OLA-DR- und OLA-D@Q-Regionen untersucht. Es wurden drei
verschiedene DR B-Gene nachgewiesen (Ballingall et al.1992). Davon wird das DRB1-Gen
exprimiert (Ballingall et al. 1992, 1995), wihrend das DRB2-Gen ein nichtfunktionales
Pseudogen ist (Scott et al. 1991b). Arbeiten von Dutia et al. (1994) und Ballingall (1992)
sprechen fiir die Expression eines weiteren DR B-Gens. Die Existenz weiterer Pseudogene
und funktioneller Gene ist nicht auszuschliefien (Deverson et al. 1991).

Mit Hilfe tiberlappender Cosmide gelang es Wright und Ballingall (1994) die Anord-
nung der ovinen DQA- und D@)B-Gene zu ermitteln. In einem Bereich von etwa 130 kb
sind zwei DQA/B-Genpaare jeweils ,tail-to-tail“ angeordnet (Abb. 1-5). Fiir das Genpaar
DQA1 und DQBI konnte die Expression nachgewiesen werden (Wright und Ballingall
1994). Dagegen werden die Gene DQA2 und DQB2 transkribiert, aber nicht translatiert
(Deverson et al. 1991). Da einige Tiere aus verschiedenen Schafrassen iiber kein DQA I-
Gen verfiigen (Scott et al. 1991a, Escayg et al. 1996), existieren vermutlich wie bei der
humanen DRB-Region verschiedene Haplotypen, die aus einer unterschiedlichen Anzahl
verschiedener DQA-Gene zusammengesetzt sind. Die funktionalen DQ-Molekiile dieser
Schafe sind wahrscheinlich Produkte weiterer exprimierter DQ)A-Gene, die mit einer kom-
patiblen g-Kette gepaart sind (Wright und Ballingall 1994, Snibson et al. 1998).

Anhand von Sequenzvergleichen des zweiten Exons konnte eine Sequenz (EMBL
Accession No. U07034) identifiziert werden, die equivalent zum exprimierten BoL A-DQB3-
Gen (EMBL Accession No. U77799) ist (van Oorschot et al. 1994). Scott et al. (1991h)
bestatigen die Existenz eines D@)B-Pseudogens.

Wie bei anderen Vertebraten sind auch die OLA-D@QB-Gene vor allem im zweiten
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Exon, das fiir die antigene Bindestelle codiert, hoch polymorph (Scott et al. 1991b, van

Oorschot et al. 1994).

Cosmid 4
Cosmid 39.1 ——
—— Cosmid 22.1 —
—— Cosmid 9.2 —
Cosmid 62 ——

DQAlI DQBI DQA2 DQB2

Cosmid
klone

DY DQ DR
| | l
Bl A2 B2
A B DNADOB Al B2 Bl B3 A
|

|

L |
Klasse-IIb Klasse-Ila
Zentromer Telomer
<« —>

Abb. 1-5: Chromosomale Organisation der OLA-Klasse-1I-Gene beim Schaf (verandert
nach Wright und Ballingall 1994)

1.6.3 Diversitidt der MHC-Gene und Resistenz gegen Parasiten

MHC-Gene sind durch folgende Figenschaften ausgezeichnet:
e MHC-Gene sind im Vergleich zu anderen Genen extrem hoch polymorph (Hetero-

zygositat von 80-90 %) (Klein 1987).

o Die Anzahl der Nukleotid-Differenzen zwischen den Allelen eines MHC-Gens ist oft

so hoch wie bei homologen Genen auflerhalb des MHC-Komplexes verschiedener

Tierarten (Klein 1987).
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e Im Bereich der antigenen Bindestelle iibersteigt die Rate der nichtsynonymen die

der synonymen Nukleotidsubstitutionen signifikant (Hughes und Nei 1988, 1989).

e Das Beibehalten der Polymorphismen tiber mehrere Millionen von Jahren (Trans-

spezies Polymorphismus) (Klein 1987, Takahata und Nei 1990).

Als Ursache dieser Eigenschaften werden neben der Hypothese der erhéhten Muta-
tionsrate (Bailey und Kohn 1965), der Genkonversion (Ohta 1982, Mellor et al. 1983) und
der sexuellen Selektion (Reusch et al. 2001) vor allem bestimmte Formen der balanzierten
Selektion wie zum Beispiel die iiberdominante Selektion (Doherty und Zinkernagel 1975,
Maruyama und Nei 1981, Takahata und Nei 1990, Hughes und Yeager 1998) und die durch
Parasiten und Pathogene induzierte frequenzabhéangige Selektion (Snell 1968, Bodmer
1972, Hill et al. 1991) diskutiert.

Im Hinblick auf die biologische Funktion der MHC-Molekiile erklérten Doherty und
Zinkernagel (1975) als erste den hohen Polymorphismus der MHC-Gene durch die Hypo-
these der iiberdominanten Selektion (Heterozygotenvorteil). Da Heterozygote tiber zwei
verschiedene MHC-Allele pro Genort verfiigen, sind diese im Vergleich zu homozygoten
Individuen in der Lage, ein grofleres Repertoire verschiedener Antigene den T-Zellen zu
prasentieren. Dies ermdglicht ihnen ein breiteres Spektrum an Pathogenen durch eine
entsprechende Immunantwort abzuwehren (Doherty und Zinkernagel 1975, Lazaro et al.
1999). Somit zeichnen sich Heterozygote im Vergleich zu Homozygoten durch eine hohere
Fitness aus. Durch balanzierte Selektion werden Heterozygote bevorzugt und Homozygote
reduziert (Black and Salzano 1981, Hedrick und Thomson 1983, Tiercy et al. 1992).

Die Mehrzahl der Polymorphismen der MHC-Molekiile liegen im Bereich der antigenen
Bindestellen. Bei Klasse-I- und Klasse-II-Genen iibersteigt in diesem Bereich die Rate der
nichtsynonymen die der synonymen Nukleotidsubstitutionen. Fiir den restlichen Bereich
und fiir nahezu alle anderen Gene ist das Gegenteil der Fall. Auf dieser Tatsache aufbauend
und unter Beriicksichtigung der Funktion der MHC-Molekiile bei der Peptidbindung, wel-
che mafigeblich die Resistenz beeinflusst, konnten Hughes und Nei (1988, 1989) zeigen,
dass positive (Darwinische) Selektion eine erhohte Diversitat der Aminosauren im Bereich
der antigenen Bindestellen hervorruft.

Wie anhand von Studien gezeigt wurde, kann fiir die hohe Heterozygositdt am MHC-
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Locus die sexuelle Selektion eine wichtige Rolle spielen. Durch die gezielte Wahl von
Geschlechtspartnern, die iiber eine grole Anzahl verschiedener MHC-Allele verfiigen, wird
gewahrleistet, dass Nachkommen ein breiteres Spektrum an Parasiten abwehren kénnen
(Reusch et al. 2001, Bakker und Zbinden 2001).

Die Hypothese der frequenzabhéngigen Selektion besagt, dass Individuen, die seltene
MHC-Allele tragen, durch selektive Vorteile ausgezeichnet sind, da der Hauptanteil einer
Parasitenpopulation in der Regel an das hédufigste MHC-Allel in der Wirtspopulation
angepasst ist. Da die Wirt-Parasiten Interaktion ein dynamischer Prozess ist, andert sich
infolge dessen die Allelfrequenz in der Wirtspopulation. Der Parasit reagiert auf diesen
selektiven Druck, indem sich dieser auf genetischer Basis anpasst und neue Antigenvarian-
ten hervorbringt (Bodmer 1972). Folglich wird durch die antagonistische Beziehung die
genetische Diversitdt sowohl des Parasiten-, als auch die des Wirtsgenoms und besonders

der MHC-Gene gefordert (Anderson und May 1982, Hill et al. 1991).

1.7 Studien zum Einfluss des MHC auf die Nematodenresistenz

beim Schaf

Hohenhaus und Outteridge (1995) fassen in ihrem Artikel samtliche Studien zum Einfluss
der MHC-Gene auf die Nematodenresistenz ( Trichostrongylus colubriformis, Haemonchus
contortus) zusammen. Bei diesen Studien wurde der Kandidatengenansatz gewahlt, wo-
bei der direkte Zusammenhang zwischen den verschiedenen Allelen des Kandidatengens
(MHC-Gene) und dem phéanotypischen Erscheinungsbild (Eizahl im Kot) untersucht wur-
de.

Outteridge et al. (1985, 1986, 1988) infizierten Merinoschafe nach einer Impfung mit
T. colubriformis. AnschlieBend wurde untersucht, ob bestimmte Tiere eine besonders
geringe bzw. hohe Eizahl im Kot aufweisen (gutes bzw. schlechtes Ansprechen auf die
Impfung). Die Autoren fanden bei Tieren, die gut auf die Impfung ansprachen, eine
Assoziation zwischen dem OLA-Klasse-I-Allel SY7 und einer erhéhten Resistenz gegen
T. colubriformis. Bei Tieren, die schlecht auf die Impfung ansprachen, zeigte das Allel

SY1 keinen signifikanten Einfluss auf die Eizahl. Da nur bei Tieren mit gutem Anspre-

chen auf die Impfung ein Effekt des OLA-Klasse-I-Allels SY1 auf die Reduktion der Eizahl
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vorliegt, ist vermutlich nicht das SY7-Allel, sondern ein anderes Gen fiir die Resistenz ver-
antwortlich. Dieses Gen ist bei Tieren mit schlechtem Ansprechen auf die Impfung nicht an
das SYI-Allel gekoppelt (Outteridge 1991). Ebenso konnten Douch und Outteridge (1989)
bei New Zealand Romney Schafen eine Assoziation des in geringer Frequenz vertretenen
Allels SYTa+1b mit einer erhéhten Resistenz gegen Infektionen mit T. colubriformis,
nachweisen. Auch Stear et al. (1996) berichten von einer Assoziation zwischen dem OLA-
Klasse-I-Antigen (/1 3br und der Redukion der Eizahl bei einer Infektion von Scottish
Blackface Schafen mit O. circumcineta. Dagegen konnten Cooper et al. (1989) keinen Zu-
sammenhang zwischen ovinen Klasse-I-Antigenen und der Anfélligkeit fiir H. contortus in

den Nachkommen von sechs Bocken bestatigen.

Anhand einer RFLP-Studie, konnte unter Verwendung von humanen cDNA-Klonen
mit DRB-, DQA- und D@)B-Genen, gezeigt werden, dass Gene innerhalb oder nahe der
MHC-Region einen signifikanten Einfluss auf die Resistenz gegen T'. colubriformis ausiiben
(Hulme et al. 1991). Blattman et al. (1993) konnten keine Assoziation zwischen Polymor-
phismen der MHC-Klasse-I1-Gene mit der Resistenz gegen H. contortus in Merinoschafen,
die aus einer resistenten UNE (,,Univeristy of New England“) Herde stammten, nachwei-
sen. In einer Studie mit Scottish Blackface Schafen, die einem natiirlichen Infektionsrisiko
mit O. circumeincta ausgesetzt waren, konnten hingegen Schwaiger et al. (1995) eine si-
gnifikante Assoziation des DRB1-Allels (G2 mit einer reduzierten Fizahl feststellen. In der
gleichen Herde wurde eine signifikante Erhohung der Eizahl bei Anwesenheit des im DY-
Bereich lokalisierten haufigsten Mikrosatellitenallels Q1 entdeckt (Buitkamp et al. 1996).
Stear et al. (1996) postulieren, dass wenigstens ein ,Resistenzlocus® der mit dem DRB-
und DY-Locus im Kopplungsungleichgewicht liegt, fiir die Resistenz verantwortlich ist.
Paterson et al. (1998) gelang es beim Soay Schaf ebenfalls einen Effekt bestimmter Mikro-
satellitenallele im zweiten Intron des DRBI-Gens auf die Resistenz gegen O. circumecincta
nachzuweisen.

Crawford et al. (1997) verwendeten fiir ihre QTL-Analyse gegen Nematoden resistente
und anfillige Romney-Schafe, die aus einer Langzeitselektion hervorgegangen sind. Sie
konnten keine Segregation der auf Chromosom 20, einschliefllich der im MHC-Komplex
lokalisierten Marker und damit der Kandidatengene, mit bestimmten Phanotypen der

Nematodenresistenz nachweisen. Auf der [ISAG-Konferenz 1998 in Auckland berichten die
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Autoren aber von drei MHC unabhingigen QTL, die zur Nematodenresistenz beitragen.
Auch Meszaros et al. (1999) fanden bei einer Studie mit 4397 Merinoschafen einen fiir die
Resistenz gegen H. contortus verantwortlichen QTI.. Dieser tragt zu 25 % bis 30 % zur

gesamten genetischen Variation bei.

1.8 Typisierung der Polymorphismen im Exon 2 oviner DRBI1-

Allele mit Hilfe eines angrenzenden Mikrosatelliten

MHC-Allele unterscheiden sich oft nur durch die Anordnung bestimmter Sequenzmotive,
so dass eine eindeutige Typisierung mittels sequenzspezifischer Oligohybridisierung erst
nach Auftrennung der beiden Allele eines Tieres méglich ist. Schafe besitzen wie Primaten
und Nagetiere im zweiten Intron einen Mikrosatelliten, dessen Variabilitdt mit Polymor-
phismen im zweiten Exon hoch korreliert ist (Riefl 1990, Ammer et al. 1992, Schwaiger et
al. 1993, 1996, Epplen et al. 1997, Bergstrom 1998). Die Auftrennung der beiden Allele
eines Tieres kann, nach der gemeinsamen Amplifikation des zweiten Exons mit einem im
angrenzenden zweiten Intron lokalisierten Mikrosatelliten, iiber ein denaturierendes Po-
lyacrylamidgel erfolgen (Schwaiger et al. 1993). Nach der Ubertragung der aufgetrennten
Fragmente auf eine Nylonmembran ist eine Typsisierung der Polymorphismen im Exon 2
mit Hilfe einer Hybridisierung von sequenzspezifischen Oligonukleotiden moglich. Um al-
le hypervariablen Regionen des zweiten Exons zu erfassen, werden nacheinander mehrere

sequenzspezifische Oligonukleotide hybridisiert (Abb. 1-6).
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Exon 2 ‘ Intron 2
‘ Mikrosatellit ‘

— —1

S -
5'Primer 3‘Primer
— —— —
— e
— —

sequenzspezifische Oligonukleotide

Abb. 1-6: Schematische Darstellung des PCR-Systems zur gleichzeitigen Amplifikation
des zweiten Exons des ovinen DRBI-Gens mit einem im angrenzenden Intron
lokalisierten Mikrosatelliten (verdandert nach Schwaiger et al. 1993). Bei der
PCR lagert sich der Downstreamprimer am 5’-Ende des zweiten Exons und

der Upstreamprimer am 3’-Ende des zweiten Introns an.

1.9 ,Reference strand mediated conformation analysis*

(RSCA) zur Typisierung von MHC-Allelen

Die ,Reference strand mediated conformation analysis“ (RSCA), auch als ,Double strand
conformation polymorphism“ (DSCP) (Barros et al. 1994, Saad et al. 1997) bekannt,
ist eine Form der Heteroduplexanalyse (White et al. 1992, Savage et al. 1996). Diese
Methode erméglicht die Typisierung sowohl einfacher als auch komplex polymorpher Loci.
Es kénnen gleichzeitig bekannte und unbekannte Allele bzw. Mutationen detektiert werden
(Argiiello et al. 1998).

Die RSCA basiert auf der Hybridisierung des fluoreszenzmarkierten PCR-Produkts
eines Referenzallels mit dem Amplifikat der zu typisierenden Probe. Durch Erhitzen und
langsames Abkiihlen werden die PCR-Produkte des Referenzallels und der Probe dena-

turiert und anschlieBend renaturiert. Dabei kénnen aufgrund der Ahnlichkeit der Nukleo-
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tidsequenz des Referenzallels mit der Probe, Duplexe zwischen den Sense- und Antisense-

strangen aller DNA-Molekiile gebildet werden (Abb. 1-7).

) S . ===t Allel
......................... + + Allel 2
Referenzallel \ / Heterozygote Allele

Hybridisierung
6% PAA-Gel
l N Laserdetektion
h S Allel 1
Heteroduplexe B - —
......................... *
) S + Allel 2
- — —
—_————. +
K + Homoduplex
......................... + > —
Homoduplexe —=::=::=:+
+

Abb. 1-7: Schematische Darstellung der ,Reference strand mediated conformation
analysis® (RSCA), PAA-Gel: Polyacrylamidgel (verdndert nach Argiiello et
al. 1998)

Im komplementaren Bereich der Stréange von Referenzallel und Probe bilden sich Wasser-

stoffbriicken aus. Dagegen ist dies an Stellen mit unterschiedlicher Nukleotidsequenz nicht
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moglich und es entsteht eine offene Doppelstrang-Konfiguration. Die daraus resultieren-
den Konformationsunterschiede zwischen den Heteroduplexen und Homoduplex bewirkt
eine unterschiedliche Mobilitat der Molekiile wahrend der Elektrophorese im nativen Po-
lyacrylamidgel. Infolge dessen laufen Heteroduplexmolekiile langsamer als Homoduplex-
molekiile und es kann dhnlich wie bei der SSCP ein komplexes Bandenmuster detektiert
werden (White et al. 1992). Durch die Fluoreszenzmarkierung speziell des Sensestranges
werden nur Duplexe, die mit dem markierten Referenzstrang gebildet wurden, detektiert

(Argiiello et al. 1998).

1.10 Mikrosatelliten-Marker

Fiir Kopplungs- und Assoziationsanalysen geeignete Markersysteme sollten sich durch Ei-
genschaften wie zum Beispiel eine geringe Mutationsrate und eine optimale Dichte mit
gleichméfBiger Verteilung iiber das Genom auszeichnen. Bei dichter Lokalisation der Mar-
ker kénnen die QTL-Effekte zuverldssiger geschatzt werden. Gleichzeitig ist die hohe Mar-
kerdichte eine Voraussetzung fiir eine markerunterstiitzte Selektion und ein positionelles
Klonieren. Da bei Kopplungsanalysen nur heterozygote Eltern informativ sind, sollten die
Marker einen hohen Heterozygotiegrad aufweisen.

Derzeit entsprechen Mikrosatelliten diesen Anforderungen am besten. Sie haben einen
durchschnittlichen Abstand von 10000 kb und sind mit oft mehr als 10 Allelen hoch
polymorph. Deshalb werden sie beim Nutztier hauptsachlich zur Kartierung von Merk-
malen durch Kopplungsanalysen (Montgomery et al. 1994, Kirkpatrick 2000, Ohba et al.
2000) und zur Erstellung von genomweiten Kopplungskarten eingesetzt. De Gortari et
al. (1998) schitzen mit Hilfe der Kopplungskarte die genetische Lange des Schafgenoms
auf 3190 cM. Zur Erstellung der aktuellsten ovinen Kopplungskarte wurden 1093 Marker
mit einem Auflésungsvermogen von 3,4 ¢M etabliert (Maddox et al. 2001). Beim Rind
konnten derzeit bis zu 1600 anonyme Mikrosatelliten kartiert werden (Barendse und Fries
1999).

Seit 1997 werden die Mikrosatelliten mehr und mehr von den biallelischen SNP-
Markern (,single nucleotide polymorphism®) abgelost. Mit einer Haufigkeit von etwa

einem Basenaustausch auf 1 kb DNA (Chakravarti 1999) haben SNPs eine sehr hohe
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Dichte. Sie weisen eine sehr geringe Mutationsrate auf. Durch die derzeitige Entwicklung
der DNA-Chiptechnologie wird bald eine schnelle, automatisierte Typisierung von SNPs

moglich sein.

1.11 Ziele der Arbeit

In vorausgegangenen Studien mit Scottish Blackface Schafen des Jahrgangs 1993 wurde
ein erheblicher Einfluss des ovinen DRB1-Gens (Schwaiger et al. 1995) und der im MHC-
Klasse-1 und -IT liegenden Marker DYMS1 und OMHC1 (Buitkamp et al. 1996) auf die
Eizahl von O. circumeineta im Kot festgestellt. Unter Verwendung eines Regressionsmo-

dells konnte eine h8-fache Reduktion der Eizahl gemessen werden, wenn ein Tier statt

dem haufigsten DRBI-Allel I das Allel G2 besitzt (Schwaiger et al. 1995).

Die Ziele der vorliegenden Arbeit bestanden im einzelnen darin:

1. Verifizierung der signifikanten Effekte des DRBI-Locus (Hauptkandidatengen) so-
wie der Marker DYMS1 und OMHC1 anhand der:

e Reanalyse des DRB1-Locus sowie der Marker DYMS1 und OMHC1 aus dem
Jahrgang 1993 mit Hilfe eines optimierten Auswertungsverfahrens;

e Typisierung und Regressionsanalyse eines unabhangigen Tiermaterials der glei-

chen Rasse aus dem Jahrgang 1996;

o Regressionsanalyse des gemeinsamen Datensatzes aus den Jahrgéngen

1993 + 1996;

e Priifung auf Abweichung von der intermedidren Vererbung, Auftreten von par-
tieller oder vollstandiger Dominanz sowie Uberdominanz anhand der Analyse

des DRBI1-Locus und der anderen Marker mit einem weiteren Modell.

2. Typisierung und Analyse weiterer Marker auf Chromosom 20 zur Abdeckung der

Kandidatengenregion

3. Schaffung von Grundlagen fiir eine Assoziationsstudie zwischen D@B-Allelen und

der Nematodenresistenz durch die:
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e Klonierung und Sequenzierung verschiedener oviner DQB-Allele;

e Ftablierung der ,Reference strand mediated conformation analysis“ (RSCA)

zur hochauflésenden Typisierung oviner DQB-Allele.

2 Tiere und Material

2.1 Schafhaltung

Die Scottish Blackface Schafe aus den Jahrgéngen 1993 und 1996 wurden unter 6kono-
mischen Bedingungen auf einer Farm im Stidwesten von Strathclyde im Hochland von
Zentralschottland gehalten. Die Tiere waren einem natiirlichen Infektionsrisiko mit Ne-
matoden ausgesetzt. Dabei entsprach O. circumeincta dem Hauptanteil der Nematoden-
population (Stear et al. 1995b). Samtliche Lammer wurden wahrend der zweiwochigen Ab-
lammperiode (Ende April bis Anfang Mai) geboren und bis zum Absetzen Ende Juli mit
den Muttertieren zusammengehalten. Um eine &hnliche Infektionsintensitat zu gewéhrleis-
ten, standen anschlieflend alle Jungtiere auf derselben Weide.

Ab Ende Mai erfolgte monatlich eine parasitologische Untersuchung und Bestimmung
der Fizahl im Kot der Lammer. Nach jeder Probenentnahme wurde eine Behandlung mit
einem Breitbandanthelmintikum aus der Klasse der Benzimidazole (Albendazol-Sulfoxid;
Rycoben 2,5 %, Young’s Animal Health, Leyland, England) durchgefiihrt. Die verabreichte
therapeutische Dosis (5 mg/kg Korpergewicht) richtete sich nach dem schwersten Tier in
der Herde, um eine vollstindige Entwurmung zu gewéhrleisten. Bei den Tieren aus den
Jahrgéangen 1993 und 1996 ergab sich kein Hinweis auf eine Resistenz der Parasiten (Stear,

personliche Mitteilung).

2.2 Datenmaterial

Zur Anfertigung dieser Arbeit wurde die DNA von Scottish Blackface Schafen aus den
Jahrgingen 1993 und 1996 sowie die Daten zur Abstammung und Eizahl (Ubersichten A 1
und A 2) von Prof. Dr. M. Stear (Faculty of Veterinary Medicine, University of Glasgow,
URIL-d) zur Verfigung gestellt. Desweiteren wurden zur Reanalyse die von Schwaiger

et al. (1995) und Buitkamp et al. (1996) erstellten Typisierungsdaten des DRBI-Locus
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sowie der Marker DYMS1 und OMHCT von den Tieren aus dem Jahrgang 1993 verwendet
(Ubersicht A 3).

2.2.1 Datenerfassung und Datenbeschreibung

2.2.1.1 Stammdaten

In den Ubersichten A 1 und A 2 im Anhang sind Abstammungsdaten, Geburtsdatum
und Geschlecht der Tiere der Jahrgange 1993 und 1996 dargestellt. Die Tiere aus den
verschiedenen Jahrgangen waren nicht verwandt. 1993 und 1996 bestanden die Herden
jeweils aus 10 und 18 Halbgeschwisterfamilien (Tab. 2-1). Von je 200 Lammern wurden
168 und 150 als Zwillinge geboren. In beiden Jahrgéngen war die Anzahl der Nachkommen
pro Vater sehr unterschiedlich. Es waren sowohl Vater mit nur einem, als auch Vater mit

bis zu 28 Nachkommen vertreten.

Tab. 2-1: Anzahl der Tiere aus den Herden der Jahrgédnge 1993 und 1996

Anzahl der
Jahrgang Lammer Viiter Miitter mit Nachkommen als
Zwilling Einling
1993 200 10 34 32
1996 200 18 75 50

2.2.1.2 Eizahlen

Es liegen von jeweils 200 Lammern der Jahrgiange 1993 und 1996 die monatlich (Mai bis
Oktober) bestimmten Eizahlen vor. 1993 wurden im August, September und Oktober pro
Kotprobe zwei Zahlungen durchgefiithrt. 1996 wurde jede Kotprobe vier mal ausgezahlt.
In den Ubersichten A 1 und A 2 im Anhang sind die Durchschnittswerte angegeben. Jeder
Wert entspricht der Eizahl pro Gramm Kot (epg bzw. fec).

In beiden Jahrgangen wird der maximale Mittelwert der Eizahl im Juli erreicht und
sinkt in den folgenden Monaten (Tab. 2-2). Im Vergleich zu 1996 nimmt bei den Tieren
aus dem Jahrgang 1993 die Eizahl in den Monaten September und Oktober starker ab.
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Tab. 2-2: Mittel-, Maximal- und Minimalwerte der Eizahl in den Monaten Mai bis Ok-

tober bei den Lammern aus den Jahrgdngen 1993 und 1996

Jahrgang 1993 Jahrgang 1996
Monat Tierzahl [ Eizahl pro Gramm Kot (epg) | Tierzahl | FEizahl pro Gramm Kot (epg)

(n) |Mittelwert [ Maximum| Minimum (n) [Mittelwert | Maximum| Minimum
Mai 147 49 1150 0 - - - -
Juni 178 137 1750 0 165 521 3050 0
Juli 190 572 1900 0 180 617 3175 0
August 175 285 2275 0 177 201 1250 0
September| 190 190 1875 0 179 488 2300 0
Oktober 187 191 1000 0 187 440 2438 0

Die tatsdchliche Wurmlast einer Population kann aus der Haufigkeitsverteilung der
Eizahl entnommen werden, da die Hohe der Wurmlast mit der Hohe der Fizahl korreliert
ist (Kap. 1.5). In der Abbildung 2-1 ist die Haufigkeitsverteilung der Eizahl im Monat
Oktober von den Tieren aus den Jahrgéngen 1993 und 1996 dargestellt. Im Vergleich zu
1996 zeigt 1993 die Haufigkeitsverteilung der Fizahl eine starkere positive Schiefe. Das
bedeutet, dass 1993 mehr Tiere mit einer geringeren Eizahl und wenig Tiere mit einer
hohen FEizahl belastet sind. Dagegen tragen 1996 weniger Tiere eine geringe und mehr

Tiere eine hohere Eizahl.

z
w
o
w
}—
[any
[1N)
[a]
|
. ---- 1993
= —— 1996
T epg

Abb. 2-1: Haufigkeitsverteilung der Eizahl (epg) im Oktober von Lidmmern aus den
Jahrgdngen 1993 und 1996. Auf der x-Achse ist die Eizahl pro Gramm Kot
(epg) mit einer Klassenbreite von 100 epg aufgetragen. Auf der y-Achse ist die
Anzahl der Tiere in [%] dargestellt.
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2.2.1.3 Genotypisierung

Vermutlich tragen MHC-Gene zur Nematodenresistenz bei. Deshalb wurden auf Chro-
mosom 20 Marker untersucht, die sowohl innerhalb als auch auflerhalb des MHC' liegen
(Abb. 2-2).

In der Abbildung 2-2 ist der relative Abstand der typisierten Marker in Centimor-
gan (cM) angegeben. Der DRBI-Locus (Hauptkandidatengen, amplifiziert mit Primer
OLADRB) liegt im MHC-Klasse-II-Bereich. 19 ¢M davon entfernt (zentomerwérts) ist
der Marker DYMS1 in der MHC-Klasse-1Ib-Region lokalisiert (Buitkamp et al. 1996). Bei
der genetischen Karte liegt der bovine Mikrosatellit BM1815 zwischen dem DRB-Locus
und dem DYMSI1-Marker. Dieser Marker kénnte einen ersten Hinweis darauf geben, dass
die 1993 mit der Resistenz assoziierten Allele am DRBI-Locus (Schwaiger et al. 1995) und
des DYMS1-Markers (Buitkamp et al. 1996) jeweils unabhéangig voneinander zur Resistenz
beitragen, oder dass beide an ein anderes Resistenzgen gekoppelt sind. Der Mikrosatellit
OMHCT befindet sich im MHC-Klasse-I-Bereich. Der Maker CSRD226 liegt vermutlich
zwischen der Klasse-I-Region und dem DR B-Locus. Der bovine Mikrosatellit BM1905 ist

telomerisch lokalisiert.

0 —_
N I DYMS1 (9,7 ¢cM)
""" T~ BM1815(12,7¢cM)
20 —
e OLADRB (28,1 cM )
[---17~~ CSRD226
40 | *~ OMHC1 (33,4cM)
60 —
________ BM1905 (64,3 cM )

Abb. 2-2: Lokalisation der typisierten Marker auf Chromosom 20 (verdndert nach
de Gortari et al. 1998)
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Die Typisierungsdaten des DRBI-Locus sowie der Marker DYMS1 und OMHCI1 aus
dem Jahrgang 1993 sind in der Ubersicht A 3 im Anhang dargestellt. Die Ubersicht
A 4 zeigt die Typisierungsdaten des DRBI-Locus sowie der Marker DYMS1, OMHCI,
CSRD226, BM1815 und BM1905 fiir den Jahrgang 1996. In der Tabelle 2-3 ist die Anzahl

der pro Marker typisierten Tiere aufgelistet.

Tab. 2-3: Anzahl der pro Marker typisierten Tiere aus den Jahrgingen 1993 und 1996

Tierzahl (n)
Jahrgang | DRBI DYMS1 OMHCI CSRD226 BMI815 BM1905
1993 ‘ 179 162 154 - - -
1996 326 328 330 328 324 330

2.2.2 Bereinigte Daten fiir die Assoziationsanalyse

Von jeweils 200 Lammern aus den Jahrgangen 1993 und 1996 (Tab. 2-1) konnte etwa nur
die Halfte bei der Assoziationsanalyse zwischen Markerallelen und der Resistenz gegen
O. circumcincta beriicksichtigt werden (Kap. 4-2).

Die drastische Datenreduktion beruht vor allem auf den Ausschluss aller Einzelnach-
kommen bei der Varianzanalyse. Weiterhin entfallen fiir die Analyse Lammer mit Fehl-
abstammung (gepriift durch Mikrosatelliten) sowie mit fehlender Eizahl und Genotypi-
sierung. Desweiteren wurde bei jedem Marker fiir simtliche Modelle die Verteilung der
Residuen untersucht. Es wurden alle Einzelbeobachtungen, deren Residuen um mehr als
drei Standardabweichungen vom Mittelwert abwichen, ausgeschlossen.

Bei der Analyse wurde nur mit den Fizahlen vom Oktober gearbeitet, da ab diesem
Zeitpunkt mit einer Heritabilitit von 0,22 ein genetischer Finfluss auf die Resistenz,

welche durch die erworbene Immunitét verursacht wird, bestand (Kap. 1.5).

2.3 Gebrauchsmaterial
2.3.1 Gerate

ABT PRISM® 377 DNA Sequencer Applied Biosystems/Perkin Elmer
Agarose-Gelelektrophoresekammer AGS
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Elektrophorese Spannungsgerat Biotec Fisher, PHERO-stab 500
Electrophoresis Powersupply
LKB Bromma, 2297 Macrodrive 5

Hybridisierungsofen Hybrid, MWG Biotech

Messgerat fiir f-Strahlung LB 122, Berthold, $-Counter
Photometer Pharmacia LKB GmbH, Ultrospec 111
Schiittelinkubator Sanjo, Typ 10X400.XX2.C
Thermoblock Eppendorf Thermostat 5320
Thermocycler (96-well) PTC-100TN Programmable

Thermal Controller, MJ Research, INC
Biometra, UNO Thermoblock

Tisch-Kiihlzentrifuge Eppendorf Zentrifuge 5402
Tisch-Laborzentrifuge Bachhofer, Typ HAB
Vakuummembranpumpe Vaccubrand GmbH + Co

Vakuumzentrifuge mit Vakuumpumpe Savant, Speed Vac® Plus SC 110A
und Universal Vacuum

UV Lampe/Photodokumentationsanlage ~ INTAS, (365 nm, 5,2 mW/cm?)

2.8.2 Verbrauchsmaterial

Electroporationskiivetten (1 mm) Eurogentec, CE-0001
Microcon-30 Microconcentratoren Amicon, 42410

Microcon-100 Microconcentratoren Amicon, 42413

Nylonmembran Hybond ™-N+ Amersham Pharmacia, RPN203B

PCR-Folie (Microseal ™) ’A’ Film M7  MJ-Research, Inc.Cat. No. MSA-5001
Rontgenfilme Kodak Scientific Imaging Film
X-OMAT™ AR 35 x 43, Cat. 165 1678
Fuji, Siemens, 3221397
Rotilabo®-Verschlussfilm fiir Roth, H7691
Mikrotiterplatten
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2.3.3 Chemikalien, Enzyme und Reagenzien

40 % Acrylamid (NF-Acrylamid/Bis 29:1) Roth, A124-1
Agar (Luria Agar) Gibco BRI, 12945-030
Agarose Type I (Low EEO) Sigma, A6013
Alconox® Sigma
Ammoniumperoxidsulfat Serva, 13375
Borséure Roth, 6943.1
D(+)-Glukose Merck, 8337
D(+)-Sucrose Sigma, S0389
Desoxyribonukleotide (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) MBI Fermentas, R0O181
Dextranblau Fluka, 31393
Dye Terminator Cycle Sequencing Perkin Elmer, 403044
Ready Reaktion Kit
Elektrokompetente Zellen TOP10F~ Invitrogen, C664-55
Essigsaure 96 % Merck, 1.00063
Ethanol (EtOH) Fisher Scientific, 100986
Ethidiumbromid (10 mg/ml) Amresco, X328
Ficoll Type 400 Sigma, F4375
Formamid Fluka, 47670
Amresco, 0606-UL-APP

[v-**P]-dATP (10 mCi/ml) Amersham Pharmacia, PB10204
Glycerol Sigma, 6-7757
Harnstoff, ultra pure Life Technologies, Gibco BRIL,

15505-027
HCI (25 %) Merck, 1.00316
Hefe Extrakt DIFCO Laboratories, 0123-01-7
[sopropanol Merck, 1.09634.2500
Kaliumacetat Fisher, 104820.1000
Kanamycin Sulphat Gibco BRI, 11815-032
KCl Merck, 7478966
Lennox L (Low Salt Agar) Gibco BRI, 22700-025
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Léngenstandard
GeneScan — 1000™ ROX
GeneScan — 500™ ROX
GeneScan — 500™ TAMRA
MgCl,
Mineraldl
MOPS
(3-IN-Morpholin]propansulfonséure)
Na-Acetat
Na-Citrat (tri-Natrium-Citrat-2-Hydrat)
NaCl
Nay-EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
NayHPO402H,0
NaH,PO4eH,0
Natriumhydroxyd (Platzchen)
PCR-Kit
MgCl, (50 mM)
Taq DNA-Polymerase (500 U)
PCR-Puffer (10x), ohne MgCl,
Phenol
pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker
QIAGEN Plasmid Mini Kit
QTAquick PCR Purification Kit
Restriktionsenzym Xhol
T4 DNA-Ligase
Ligationspuffer (10x)
RNase A
S(—)-Methyl-1-Butanol (Isoamylalkohol)
SDS (Natriumdodecylsulfat)
TEMED (Tetramethylethylendiamin)

Tetenal Entwickler Rontgenfilm

29

Perkin Elmer,
401098
401734
401733

Merck, 9655288

Sigma, M-5904

Sigma, R-5503

Merck, 101539
Merck, 1.12005.1000
Fisher, 1.06404.5000
Sigma, £D299
Merck, 106580
Merck, 106346
Merck, 1.06404.5000
Eurobio, 018910

Biometra, 220-945

MBI Fermentas, SM0221

QIAGEN, 12125
QIAGEN, 28104

MBI Fermentas, EL0014

Sigma, R-5503
Merck, 100979
Roth, 2326.2

Amresco, 0761-25-UL-APP

Siemens, 3246071



Tetenal Fixierer Rontgenfilm Siemens, 3205300

Tris (Tris-HCI) Roth, 9090.3

TrisBase (Tris-(hydroxymethyl)-amino-methan) Roth, 4855.2

Triton X-100 Serva, 37240

Trypton DIFCO Laboratories, 0123-01-1
Zero Background™ /Kan Cloning Kit Invitrogen, K2600-01

(pZErO™.2)

2.3.4 Losungen

Die Loésungen wurden nach Bedarf autoklaviert. Fiir jeden Ansatz wurde bidestilliertes

Wasser verwendet.

Church-Puffer 0,3 M NayHPO4e2H,0
0,2 M NaH,PO4eH,0
7% SDS
0,001 M EDTA

Ladepuffer fiir native PAA-Gele (6x) 2% Dextranblau
15 % Ficoll
in Hy0

Luria-Agarplatten (Low Salt) 1,0 % Trypton
0,5 % Hefe Extrakt
0,5% NaCl
1,5% Agar
pH 7.5

Luria Broth-Medium (Low Salt) 1,0 % Trypton
0,5 % Hefe Extrakt
0,5% NaCl
pH 7.5
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P1 (Resuspendierungspuffer)

P2 (Lysis Puffer)

P3 (Neutralisationspuffer)

Proteinase K-Puffer

QBT (Equilibrierungspuffer)

QC (Waschpuffer)

QF (Elutionspuffer)

SOC-Medium

SSC (20)

50 mM Tris-Cl, pH 8,0
10 mM EDTA
vor Gebrauch 100 pg RNase A/ml zugeben

200 mM NaOH
1% SDS

3 M Kaliumacetat, pH 5.5

20 mM Tris-Cl, pH 7,4
4 mM EDTA
100 mM NaCl

750 mM NaCl

50 mM MOPS, pH 7.0
15 % Isopropanol

0,15 % Triton X-100

1 M NaCl
50 mM MOPS, pH 7,0
15 % Isopropanol

1,25 M NaCl
50 mM Tris-Cl, pH 8,5

15 % Isopropanol

2,00 % Trypton

0,50 % Hefe Extrakt
0,05 % NaCl

2,50 mM KCl

10 mM MgCl,

20 mM Glukose

3 M Na(l
0,3 M Na-Citrat, pH 7,0
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TBE (10x) 0,89 M Tris-Cl
0,89 M Borsaure
0,02 M Nay-EDTA

TE-Puffer 10 mM Tris-Cl, pH 8,0
1 mM EDTA

2.3.5 Primer

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Primer zur Mikrosatellitentypisierung, RSCA, Sequen-

zierung und Klonierung eingesetzt (Tab. 2-4).

Tab. 2-4: Sequenzen (5'-3’) und Fluoreszenzmarkierung der verwendeten Primer

Fluoreszenz-
Name Primersequenz markierung ~ Referenz*

Mikrosatellitentypisierung
OLADRB up TAC CCA GAG/T TGA GTG AAG TAT C HEX Schwaiger et al. 1995

dn TCT CTG CAG CAC ATT TCC TGG
BMI1905 up GTC CAT GGG TTC ACA AAG AG HEX Bishop et al. 1994

dn ACG CCT GCT GATGCT GTAG
CSRD226 up TGG AGA ATT CCA TGG TTA GAG GAG FAM Davies et al. 1995

dn GAT GGC TGG AAG CAG ATA CTCTAA
DYMSI up AAC ACC ATC AAA CAG TAA GAG TAMRA Buitkamp et al. 1996

dn CAT AGT AAC AGA TCT TCCTAC A
OMHC1  up ATC TGG TGG GCT ACA GTC CATG TET Groth und Wetherall 1994,

dn GCA ATG CTT TCT AAA TTC TGA GGA A Crawford et al. 1995
BMI1815 up AGA GGA TGA TGG CCTCCTG TET Crawford et al. 1995,

dn CAA GGA GAC AAGTCA AGTTCCC Morkos et al. 1994
RSCA und Klonierung®
IMO5 up TACTCGAGTCTCCCCGCAGAGGATTTCGTG van Oorschot et al. 1994'
IMO06 dn TACTCGAGCTCGCCGCTGCCAGGTGAAGG TAMRA van Oorschot et al. 1994
IMO7 dn TACTCGAGGCCGCTGCAAGGAGGTGATGAG FAM van Oorschot et al. 1994'
Sequenzierung
Sp6 up AAGCTATTTAGGTGACACTATAG Invitrogen 1997
T7 dn CCCTATAGTGAGTCGTATTAC Invitrogen 1997

*http:46:46//sol.marc.usda.gov/genome/sheep/sheep.html
° bei Klonierung ohne Fluoreszenzmarkierung
1 modifiziert
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Fiir die Analyse mit dem ABI PRISM® 377 DNA Sequencer wurde jeweils ein Primer
am 5’-Ende mit einem der fluoreszierenden Farbstoffe FAM, TAMRA, TET oder HEX
markiert. Samtliche Primer wurden zur Synthese bei der Firma Eurogentec in Auftrag
gegeben. Fiir die sequenzspezifische Oligohybridisierung (SSO) wurden die verwendeten
Oligonukleotide von Herrn Dr. Winfried Maueler an der Universitat Bochum hergestellt
(Tab. 2-5).

Tab. 2-5: Primersequenzen (5'-3’) fiir die sequenzspezifische Oligohybridisierung (SSO).
Die Namen der Oligonukleotide resultieren aus den Aminosduren an den ent-
sprechenden Positionen (fett gedruckt) im Exon 2 des DRBI-Gens. Bei den
Oligonukleotiden ZB TKK, ZB STS, ZB HKS bezeichnen die fettgedruckten

Tripletts die Aminosdure-Position 11. T = Inosin

Name Primersequenz Referenz

ZB TKK |AGTATACTAAGAAAGAGTGTCITT Schwaiger et al. 1995
ZB STS |AGTATTCTACGAGCGAGTGTCA Schwaiger et al. 1995
ZB HKS |TATCATAAGAGCGAGTGTCATTT Schwaiger et al. 1995
Z28D GTGIGGTTCCTGGACAGATAC Schwaiger et al. 1995
Z32H AGATACTTCCATAATGGAGAA Schwaiger et al. 1995
732Y AGATACTTCTATAAIGGAGA Schwaiger et al. 1995
Z37F GGAGAAGAGTTCGTGCGITTC Schwaiger et al. 1995
Z59K CCGIICGCCAAGTACTGGAA Schwaiger et al. 1995
Z67F GCCAGAAGGACTTCCTGGAG Schwaiger et al. 1995
Z78Y TGTGTCTGCAGTACGTGTCCA Schwaiger et al. 1995
Z86F AAACTCTCAAAGACCCCGTAGT Schwaiger et al. 1995
736G AACTCTCACCGACCCCGTAG Schwaiger et al. 1995
7861 AAACTCTCAATGACCCCGTAGT Schwaiger et al. 1995

2.4 Computersoftware zur Datenauswertung

ABT PRISM® 377 Perkin Elmer Applied Biosystems
DNA Sequencing 1.4 Analysis Software
GeneScan™ 3.1 Analysis Software

Genotyper® 2.1 Analysis Software

Sequencher™ 3.0 Gene Codes Corporation
VOSTROG package V5.0 Zharkikh et al. (1991)
SAS 6.12 TS020 Statistikpaket, SAS Institute Inc., Cary,

North Carolina, USA
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3 Methoden

3.1 Erhebung phinotypischer Daten

Die Erhebung der phanotypischen Daten wurde von der Faculty of Veterinary Medicine,
University of Glasgow unter der Leitung von Dr. M. Stear (URL-d) durchgefiihrt.

Ab Mai wurde den Lammern der Jahrgénge 1993 und 1996 alle vier Wochen rektal
Kotproben entnommen und die Eizahl pro Gramm Kot (epg bzw. fec) ermittelt. Dafiir
wurde die modifizierte McMaster Methode eingesetzt (Gordon and Whitlock 1939). Es
wurden jeweils 3 g Kot untersucht. Jedes, aus einem Aliquot gezahlte Ei reprasentiert 50
Eier pro Gramm Kot. 1993 wurden von August bis Oktober pro Kotprobe zwei und 1996

von jeder Kotprobe vier Wiederholungen ausgezéhlt.

3.2 Erhebung genotypischer Daten
3.2.1 Konzentrationsmessung von Nukleinsduren

Die Konzentration der genomischen DNA und der Plasmid-DNA wurde durch die Mes-
sung der Absorption bei 260 nm im Spektralphotometer bestimmt. Eine DNA-Lésung der
Konzentration 50 ug/ul weist bei einer Wellenldnge von 260 nm die Absorptionseinheit
1 OD auf (Sambrook et al. 1989).

Zur Konzentrationsmessung von Oligonukleotiden wurde die Absorption einer 1:250

Verdiinnung bei 260 nm photometrisch gemessen und die Konzentration nach Sambrook

et al. (1989) ermittelt.

3.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Fiir die Beurteilung der Qualitdt und der Quantitdt der genomischen DNA und der
Plasmid-DNA sowie zur Kontrolle der PCR-Produkte bzw. der Restriktionsverdaue wur-
den Agarosegele verwendet.

DNA-Fragmente langer als 500 bp (genomische DNA, Plasmid-DNA) wurden in 0,8 %-
igen Agarosegelen mit 1 x TBE bei 6-8 V/cm iiber einen Zeitraum von 0,5-1,75 h aufge-

trennt. Zur Groéflenbestimmung wurde ungeschnittene Lambda-Phagen-DNA verwendet.
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Fiir Auftrennung von DNA-Fragmenten kleiner als 500 bp (PCR-Produkte, Restrik-
tionsverdaue) wurden 2,0 %ige Agarosegele eingesetzt. Die Fragmentauftrennung erfolgte
bei 6-8 V/em in 0,5-1,75 h mit 1 xTBE . Der Mspl verdaute Marker pUC19 diente als

Léngenstandard.

3.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

3.2.3.1 Standardreaktion

Die Standard-PCR wurde in Mikrotiterplatten durchgefithrt. Zum Verdunstungsschutz
wurde das PCR-Gemisch in jeder Kavitat mit 2 Tropfen Mineraldl iiberschichtet und
die Platte mit einem Verschlussfilm abgedeckt. In den Tabellen 3-1 und 3-2 ist jeweils
die Zusammensetzung einer PCR-Standardreaktion und das Temperatur-/Zeitprogramm

dargestellt.

Tab. 3-1: Zusammensetzung einer PCR-Standardreaktion (20 pl)

Komponenten Konzentration der =~ Endkonzentrationen
Stocklosungen (20 pb)

DNA 50 ng

PCR-Puffer 10 x I x

MgCl, 50 mM 1,5%-2-3mM

dNTPs 1 mM/Nukleotid 0,1 mM/Nukleotid

Primer A 10 pmol/ul 3-5-7-10 pmol/ul

Primer B 10 pmol/ul 3-5-7-10 pmol/ul

Taq-Polymerase |5 U/ul 0,025 U/ul

Wasser ad 20 ul

* fiir Sequenzierung

Tab. 3-2: Temperatur-/Zeitprogramm einer Standard-PCR

Funktion Temperatur [°C] Zeit [min] Zyklenzahl
Initialdenaturierung 94 5 1
Denaturierung 94 1

Annealing 55-65 1 30
Extension 72 1

SchluBextension 72 10 1
Abkiihlung 4 00.00.00
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3.2.3.2 Optimierung der PCR-Reaktion
Um ein spezifisches PCR-Produkt zu erlangen, mussten fiir jeden Primer die Parameter
Annealingtemperatur, Zeitverlauf, Magnesiumchlorid- und Taqg-Polymerase-Konzentration

optimiert werden (Tab. 3-3).

Tab. 3-3: Optimale PCR-Bedingungen fiir die in der Arbeit eingesetzten Primer

Annealing- Primer-

Primer Temperatur MgCl, [mM] Konzentration

[°C] / Zyklenzahl [pmol/20 pl]
Mikrosatelliten
OLADRB 58-55/3 55727 1,5 10
DYMSI1 61-58/3 58/27 1,5 7
OMHCI1 62-57/5 57/27 1,5 3
CSRD226 58-55/3 55727 3,0 7
BM1815 63-58/5 58/27 1,5 7
BM1905 62-59/3 59/27 3,0 7
Klonierung
JMO5/IM06 65/30 1,5 7
JMO5/IMO7 65/30 1,5 7
RSCA
genomische DNA
JMO5/IM06 63-57/5 57/27 1,5 7
JMO5/IMO7 63-57/5 57/27 1,5 7
Plasmid-DNA
JMO5/IM06 65/25 1,5 5
JMO5/IMO7 65/25 1,5 5
Kolonie-PCR
Sp6/T7 55/30 1,5 7

Bei einigen PCR-Systemen konnte nur mit einer Touch-Down-PCR ein optimales Am-
plifikat erzielt werden (Tab. 3-3). In den ersten drei Zyklen wird die Annealingtemperatur
jeweilsum 1 °C gesenkt, die restlichen Zyklen werden mit konstanter Temperatur, die beim
dritten Touch-Down-Schritt erreicht wird, duchgefiihrt.

Beim Mikrosatelliten BM1815 gelang es erst mit einem verédnderten Zeitprogramm
eine Nebenbandenbildung nahezu zu unterbinden. Zur Amplifikation genomischer DNA
mit den Primersystemen JM05/JM06 und JM05/JM07 wurde ebenfalls ein verandertes
Zeitprogramm eingesetzt (Tab. 3-4).
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Tab. 3-4: Modifizierte Zeitprogramme zur PCR

Funktion Zeit

Marker BM1815 RSCA (genom. DNA)
Denaturierung 30 sec 30 sec
Annealing 10 sec 30 sec
Extension 5 sec 1 min

Fiir die ausreichend starke Amplifikation genomischer DNA mit den Primersyste-
men OLADRB und JM05/JM06 bzw. JM05/JM07 mussten die Konzentration der Taq-
Polymerase jeweils auf 0,03 U/ul und 0,05 U/ul erhoht werden.

3.2.4 Sequenzierung mit Hilfe des ABI PRISM® 377 Sequencers

3.2.4.1 Sequenzierreaktion und Probenaufbereitung
Die Sequenzierreaktion wurde nach dem Kettenabbruchprinzip nach Sanger et al. (1977)

durchgefiihrt. Verwendet wurden Sequenzieransiatze mit 10 pl und 20 pl Reaktionsvolumen

(Tab. 3-5).

Tab. 3-5: Kleiner und grofier Sequenzieransatz (modifiziert nach ABI User’s Manual,

PRISM™-Tips 5)

Reagenzien kleiner Ansatz  grofler Ansatz
(10 pl) (20 pl)
Sequenziermix 4 ul 4 ul
Primer (1 pmol/ul) 1,6 ul 3,2ul
Templat bis 4,4 ul bis 12,8 ul
H,0 ad 10 pl ad 20 ul

Als Templat dienten PCR-Fragmente und Plasmide. Fiir die Direktsequenzierung wurde
die benotigte Templatmenge (ng) an Hand der Formel — Basenldnge des PCR-Produkts
dividiert durch 10 — ermittelt (ABI User’s Manual, PRISM™.-Tips 5). Fiir die Sequenzier-
reaktion mit Plasmiden wurde bei Ansatzen mit 10 ul und 20 pl jeweils 300 ng und 500 ng
Templat eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden mittels des QIAquick PCR Purification
Kit aufgereinigt (Qiagen 1997). Die Plasmide wurden mit dem Plasmid Mini Kit der
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Firma Qiagen nach den Angaben des Herstellers isoliert (Oiagen 1997a).

Fiir die Sequenzierung von PCR-Fragmenten wurden genspezifische Primer und fiir
Plasmid-DNA die Primer Sp6 und T7 verwendet. Der Reaktionsansatz wurde mit zwei
Tropfen Mineraldl iiberschichtet und mit einem Verschlussfilm fiir Mikrotiterplatten ab-
gedeckt.

Der Reaktionsansatz wurde in einen Thermocycler gestellt und das in Tabelle 3-6

dargestellte Temperaturprogramm gestartet.

Tab. 3-6: Thermocycler-Protokoll fiir die Sequenzierreaktion

Funktion Temperatur Zeit
Aufheizen 96 °C 00.00.00
Denaturierung 94 °C 23 sec
Hybridisierung 52 °C 15 sec
Extension 60 °C 4 min
Abkiihlung 4°C 00.00.00

Die Schritte Denaturierung, Hybridisierung und Extension wurden 24 mal wiederholt.
Anschlieend wurden die Proben nach einem modifizierten Protokoll aus dem ABI
User’s Manual, PRISM™.-Tips 5 iiber eine Ethanolfillung mit Zentrifugation prazipitiert
(50 pl, 100 % EtOH, 0,3 M NaAc, 20 min, 14000 rpm) und gewaschen (200 wl, 70 % EtOH,
15 min, 14000 rpm).
Das in der Speed Vac 3 min lang getrocknete Pellet wurde in 4 pl Formamid resus-

pendiert und 3 min bei 95 °C denaturiert.

3.2.4.2 Auftrennung der Sequenzierprodukte
Die Sequenzierprodukte wurden in einem denaturierenden 5 %-Polyacrylamidgel mit 1680
V wéhrend 10 h bei 51 °C Geltemperatur aufgetrennt. Als Elektrophoresepuffer diente
1 xTBE. Die optimale Lademenge betrug 1,0-1,6 pl.

3.2.4.3 Analyse und Auswertung der Sequenzierreaktion

Zur Laserdetektion der Fragmente wurde die Sequenzierreaktion mit fluoreszenzmarkierten

Abbruchnukleotiden durchgefiihrt. Der ABI PRISM® 377 Sequencer kann, aufgrund der
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spezifischen Emissionscharakteristika, vier Fluoreszenzfarben unterscheiden. Dafiir ist bei
der Sequenzierung das Filterset A notwendig (Kap. 3.2.5.3). Die Daten wurden mit Hilfe
der DNA Sequencing Analysis Software verarbeitet und analysiert.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Sequencher™ Software. Die erhaltenen Sequen-

zen wurden dann mit Sequenzen der Datenbank des Européaischen Molekularbiologischen

Laboratoriums (EMBL, URL-e) verglichen.

3.2.5 Mikrosatellitentypisierung mit Hilfe des ABI PRISM® 377 Sequencers

Die Polymorphismen der Mikrosatelliten kénnen durch Amplifikation mit Hilfe der PCR
und durch die anschlieende Auftrennung in einem Polyacrylamidgel dargestellt werden
(Weber und May 1989, Tautz 1989). Der Nachweis der Langenvariationen erfolgte iiber
fluoreszenzmarkierte Primer und die Analyse mit dem ABI PRISM® 377 DNA Sequencer.

3.2.5.1 Amplifikation der Mikrosatelliten und Probenaufbereitung

Bei der Amplifikation der Mikrosatelliten wurde wie in Kapitel 3.2.3 dargestellt verfahren.
Je nach Konzentration der PCR-Produkte wurden diese 1:3 bis 1:60 verdiinnt. Die mit den
Primern OLADRB, DYMS1, CSRD226 und BM1905 gewonnenen PCR-Produkte wurden
zur einer Probe vereinigt (Set 1). Das Set 2 bestand aus dem Gemisch mit PCR-Produkten
der Primer OMHC1 und BMI1815. Von diesen Proben wurde 1 pl zu 2 ul Formamid

gegeben, mit 0,3 ul Langenstandard versetzt und 3-5 min bei 95 °C denaturiert.

3.2.5.2 Mikrosatellitenauftrennung
Je nach Fragmentlénge wurden die Mikrosatelliten 4-6 h mit 3000 V und bei 51 °C Gel-
temperatur in einem denaturierenden 5 %-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Fiir die Elektro-

phorese wurde 1 xTBE eingesetzt. Die Lademenge betrug 2,3 pl.

3.2.5.3 Analyse und Auswertung der Mikrosatelliten

Die Laserdetektion der Mikrosatelliten mit Hilfe des ABI PRISM® 377 DNA Sequencers
entspricht dem Prinzip der Sequenzierung (Kap. 3.2.4.3). Pro Spur kénnen drei Fluores-
zenzspektren fiir die Marker sowie einer fiir den Langenstandard geladen und ausgewertet

werden.
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Je nach Markierung der Primer wurden folgende Filter verwendet:

Filter A HEX (griin)
FAM (blau)
TAMRA  (gelb)
ROX (rot)

Filter ¢ HEX (gelb)
FAM (blau)
TET (griin)
TAMRA (rot)

Das Set 1 und Set 2 wurde jeweils mit dem Lingenstandard GeneScan — 1000™ ROX
(Filter A) und GeneScan — 500™ TAMRA (Filter C) versetzt.

Die Rohdaten wurden mit der GeneScan™ Analysis Software verarbeitet und die
Allelgroien anhand des internen Léangenstandards, der Fragmente genau definierter Grofie
enthélt, in Basenpaaren ermittelt.

Die Allellangen wurden mittels der Genotyper® Software ausgegeben und fiir die

weitere Auswertung in Exceltabellen exportiert.

3.2.6 ,Reference strand mediated conformation analysis“ (RSCA) mit Hilfe
des ABI PRISM® 377 Sequencers (verindert nach Argtiello et al. 1998)

Mit Hilfe der RSCA kénnen in einem nativen Polyacrylamidgel Allele gleicher Lénge auf-
getrennt werden (Kap. 1.9). Die Hybridisierung der zu typisierenden Allele mit einem Re-
ferenzallel, bedingt eine Konformationsidnderung, welche die Mobilitdt im Gel beeinflusst
und damit eine Auftrennung der verschiedenen Allele erlaubt. Die Fluoreszenzmarkierung
des Referenzalls ermoglicht den Nachweis der aufgetrennten Fragmente mit Hilfe des ABI
PRISM® 377 DNA Sequencers. Die Bestimmung der Fragmentléngen erfogt analog zur
Mikrosatellitenanalyse (Kap. 3.2.5).

3.2.6.1 Herstellung der Heteroduplexe und Probenaufbereitung

Die PCR-Bedingungen zur Amplifikation der zu typisierenden Allele und des Referenz-
allels sind in Kapitel 3.2.3 beschrieben. Fiir die PCR der Allele mit genomischer DNA
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wurden unmarkierte Primer eingesetzt. Zur Herstellung des Referenzallels wurde Plasmid-
DNA, in die das entsprechende Allel einkloniert war, als Templat verwendet.

Fiir die Hybridisierung wurden die PCR-Produkte des Referenzallels und der zu typi-
sierenden Probe im Verhiltnis 1:3 bis 1:4 zusammengemischt. Nach der Uberschichtung
der Proben mit Mineraldl wurden diese zur Bildung der Homo- und Heteroduplexe im

Thermocycler reannealt. Das Temperaturprogramm ist in Tabelle 3-7 dargestellt.

Tab. 3-7: Temperaturprogramm fiir die Heteroduplexbildung

Funktion Temperatur [°C]  Zeit [min]
Denaturierung 94 4
Reannealing 55 5
Abkiihlung 15 5

Nach der Hybridisierung wurde 1 pl vom 1:3 verdiinnten Produkt zu 2 ul Ficoll gegeben
und mit 0,3 pl Lingenstandard GeneScan — 500™ ROX versetzt.

3.2.6.2 Auftrennung der Heteroduplexe

Die Fragmente wurde in einem nativen 6 %-Polyacrylamidgel (ohne Harnstoff) bei 1680 V
mit 40 °C Geltemperatur 3,5 h lang aufgetrennt. Die Elektrophorese wurde mit 1 xTBE
durchgefiithrt. Von der Probe wurden 2,3 ul geladen.

3.2.6.3 Analyse und Auswertung

Die Bestimmung der Fragmentléngen wurde analog zur Mikrosatellitentypisierung durch-
gefithrt (Kap. 3.2.5.3). Jeder Fragmentlangenwert in Basenpaaren entsprach einem cha-
rakteristischen Mobilitatswert fiir ein bestimmtes Allel, das mit einem definierten Refe-

renzallel hybridisiert wurde.

3.2.7 Sequenzspezifische Oligohybridisierung (SSO)

Fiir die eindeutige Typisierung der Polymorphismen im Exon 2 des DRB1-Gens ist die
Auftrennung der beiden Allele eines Tieres notwendig. Dies ist durch die gemeinsame
Amplifikation des zweiten Exons mit einen im angrenzenden Intron liegenden Mikrosa-

telliten, dessen Lange mit den Polymorphismen im zweiten Exon korreliert ist, moglich

(Kap. 1.8).
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3.2.7.1 PCR und Auftrennung der PCR-Produkte im Polyacrylamidgel
Mit Hilfe des Primers OLADRB wurde das Exon 2 des DRBI-Gens gemeinsam mit dem
angrenzenden Mikrosatelliten amplifiziert. Die PCR-Bedingungen sind in Kapitel 3.2.3
beschrieben.

2 ul PCR-Produkt wurden mit 4 pl Formamid gemischt und 5 min bei 95 °C dena-
turiert. Davon wurde ein 2,5 ul Aliquot in die Geltasche eines 6,0 %igen denaturierenden

Polyacrylamidgels geladen und 5 h lang bei 65 W mit 1 x TBE aufgetrennt.

3.2.7.2 Transfer der aufgetrennten PCR-Produkte auf Membranen

Aufgrund der Silanisierung bleibt nach dem Offnen der Gelplatten das Gel auf der Plat-
tenunterseite haften. Auf das Gel wurde eine Nylonmembran mit entsprechender Grofie
unter Vermeidung von Luftblasen gelegt und mit drei Lagen Filterpapier bedeckt. Diese
Schichten wurden mit der Plattenoberseite abgedeckt und zur Forderung des Transfers
der PCR-Produkte vom Gel auf die Membran mit ungeféhr einem Kilogramm Gewicht be-
schwert. Nach dem Blotten tiber Nacht wurde die Membran vorsichtig vom Gel abgezogen

und zur Fixierung der transferierten DNA 2 h lang bei 70 °C gebacken.

3.2.7.3 Radioaktive Markierung der Oligonukleotide (veréindert nach Thein
und Wallace 1986)

10 pmol Oligonukleotid (20-24 bp) wurden mit 5 ul [y-**P]-dATP (50 uCi/pul) und 1 U
T4 Polynukleotidkinase (PNK) in einem Gesamtvolumen von 10 ul in 1xPolynukleotid-

kinasepuffer phosphoryliert. Nach einstiindiger Inkubation bei RT wurde die Reaktion
mit 400 pl 0,05 M EDTA abgestoppt.

3.2.7.4 Hybridisierung (verindert nach Church und Gilbert 1984)

Alle Hybridisierungen erfolgten in Glasréhren in temperierbaren Drehinkubatoren. Die
Membranen wurden fiir 10 min mit 20 ml 6xSSC bei RT &quilibriert und 1 h lang
mit 10 ml Church-Puffer auf Hybridisierungstemperatur prahybridisiert. Dann wurde
der Church-Puffer erneuert und 100 ul (10° cpm/ml) vom markierten Oligonukleotid
zugegeben und 2 h lang bei der optimalen Hybridisierungstemperatur (Ty) hybridisiert

(Tab. 3-8). Diese wurde entsprechend der Basenzusammensetzung errechnet (Thein und

Wallace 1986).
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Nach der Hybridisierung wurden die Membranen mehrere Male gewaschen. Im ersten
Waschschritt wurden 10 ml 2xSSC, versetzt mit 0,1 % SDS, zugegeben und 5 min bei RT
inkubiert. Nach dem Entfernen der Waschlosung wurde dieser Schritt wiederholt. Danach
wurden die Membranen 5 min lang mit 10 ml vorgewarmtem 1xSSC und 0,1 % SDS bei
Hybridisierungstemperatur gewaschen. Der anschliefende Waschgang erfolgte mit eben-
falls vorgewarmtem 0,5 %igem SSC, gemischt mit 0,1 % SDS, bei Hybridisierungstempe-
ratur. Dieser Schritt wurde drei mal wiederholt.

Die Membranen wurden mit Filterpapier abgetrocknet, in Klarsichtfolie eingeschlagen
und auf Rontgenfilme mit Verstarkerfolie 16 h lang bei —80 °C in Roéntgenkassetten
exponiert. Bei schwachen Signalen wurde die Expositionsdauer auf bis zu 48 h erhéht.

Zur Entfernung des radioakiven Oligonukleotids wurden die Membranen mindestens
2 h lang bei 80 °C in einer Stripplosung (5 mM EDTA, pH 8,0, 0,1 % SDS) gewaschen.

Der Hybridisierungsvorgang wurde fiir alle in Tabelle 3-8 dargestellten Oligonukleotide

wiederholt.

Tab. 3-8: Hybridisierungstemperaturen der Oligonukleotide

Schmelz- Hybridisierungs-
Primer Temperatur (7'),) Temperatur (7' ;)
[°C] [°C]
ZB TKK 63 61
ZB STS 64 61
ZB HKS 62 61
728D 65 61
Z32H 56 51
732Y 53 50
Z37F 65 60
759K 64 58
Z67F 64 61
7778Y 65 64
Z86F 64 61
786G 64 65
7861 64 63
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3.2.7.5 Entwicklung und Auswertung der Réntgenfilme

Die Entwicklung der Réntgenfilme erfolgte mittles handelsiiblicher Chemikalien nach An-
gaben des Herstellers.

Ausgewertet wurde das Vorhandensein einer Bande.

3.2.8 Klonierung von PCR-Produkten mit ,,iiberstehenden* Enden

3.2.8.1 Vorbereitung der PCR-Fragmente zur Klonierung
Die Klonierung von PCR-Fragmenten erfolgte durch die Ligation mit pZErO™-2 Vekto-
ren nach dem Protokoll des Herstellers (Invitrogen 1997). Kompatible Enden von Vektor
und PCR-Produkt wurden durch den Verdau mit dem Restrikionsenzym Xhol erzeugt.
Der Reaktionsansatz ist in Tabelle 3-9 dargestellt.

Die Ansédtze wurden 2 h bei 37 °C inkubiert und anschliefend das Enzym durch 20
miniitiges Erhitzen im Wasserbad bei 65 °C inaktiviert. Zum Abtrennen der Primer und
der durch den Verdau entstandenen Fragmente wurde der gesamte Ansatz mit Hilfe der

Microcon-100 Saulen aufgereinigt.

Tab. 3-9: Reaktionsansatz fiir den Verdau von PCR-Produkten

Komponenten eingesetztes Volumen
(100 pl)

PCR-Produkt 20 ul

Puffer + BSA (10 x) 10 ul

Enzym (40 U/ul) 4 ul

Wasser 66 ul

3.2.8.2 Ligation
Die aufgereinigten PCR-Fragmente wurden mit Hilfe des Enzyms T4 DNA-Ligase in einen
pZErO™.2 Vektor ligiert. Es wurde ein zweifacher molarer Uberschuss von Insert zu
Vektor angestrebt. Der Ligationsansatz ist in Tabelle 3-10 dargestellt.

Die Inkubation erfolgte 30 min bei 16 °C im Wasserbad. Anschlielend wurde die Ligase
10 min bei 65 °C inaktiviert.
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Tab. 3-10: Ligationsansatz

Komponenten eingesetztes Volumen (10 pl)
pZErOTM-2 (linearisiert) x ul

verdautes Insert y ul
Ligationspuffer (10 x, mit ATP) I ul

T4 DNA-Ligase (4 U/ul) 0,5 ul

Wasser ad 10 ul

3.2.8.3 Transformation von Plasmid-DNA
Elektrotransformation (Elektroporation) Fiir die Transformation der Bakterien
(E. coli) wurde eine Elektroporation mit 1600V, 2010 und 25uF durchgefiihrt.

Dazu wurden 40 pl Zellsuspension auf den gesamten Ligationsansatz pipettiert und
1 min auf Eis inkubiert. Nach der Transformation wurde die Lésung in 1 ml SOC-Medium
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde 1-2 h bei 37 °C mit 200-220 rpm inkubiert. Davon
wurden 100 gl auf LB-Agarplatten (mit 25-50 pg/ml Kanamycin) ausgestrichen und bei
37 °C im Brutschrank tiber Nacht inkubiert.

Gewinnung des Plasmids Die Isolierung der Plasmid-DNA wurde mit dem Plasmid Mi-
ni Kit von der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers durchgefiithrt (Qiagen 1997a).
Verwendet wurden 5 ml LB-Medium, inokuliert mit einer Einzelkolonie.

Alternativ wurde das Insert durch die Kolonie-PCR gewonnen. Dabei diente fiir die
PCR (Tab. 3-3) eine Einzelkolinie als Templat. Fiir die Amplifikation wurden die Primer

Sp6 und T7 eingesetzt.

3.3 Statistische Methoden
3.3.1 Charakterisierung der typisierten Mikrosatelliten-Loci

3.3.1.1 Berechnung der Allelfrequenz
Die Allelfrequenzen der verschiedenen Marker wurden anhand der Elterntiere ermittelt.
Die Frequenz eines Allels ¢; ergibt sich aus dem Verhéltnis der absoluten Haufigkeit des

Allels z; und der Gesamtzahl der im Untersuchungspanel vertretenen Allele.
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Die Allelfrequenz ¢; wird nach folgender Formel berechnet:

Ty

Z?:l €T

3.3.1.2 Informationsgehalt der Marker (PIC)

Der Markerpolymorphismus kann durch die von Botstein et al. (1980) beschriebene Kenn-
zahl PIC (,,polymorphism information content“) dargestellt werden und dient als ein Maf}
fiir den Informationsgehalt eines Markers. Er ist abhdngig von der Anzahl der Markerallele

(n) und deren Frequenz (¢;) in der Population.

n n—1 n

PIC = 1= a)— (> Y 24%q°) (2)

=1 i=1 j=i+1

Der Polymorphiegrad kann am Anteil der Individuen, die fiir den entsprechenden Mar-
ker heterozygot sind geschitzt werden. Durch den Markerpolymorphismus wird die Wahr-
scheinlichkeit, eine genetische Kopplung zwischen Allelen eines Locus und eines Markers
zu detektieren, mafigeblich beeinflusst.

Die Werte des PIC liegen zwischen 0 und 1. Dabei kennzeichnen Werte héher als 0,5

einen hoch informativen Marker (Botstein et al. 1980).

3.3.2 Assoziationsanalyse zur Resistenz gegen O. circumcincta

Zur Schétzung des Finflusses bestimmter Markerallele auf die Eizahl und damit auf die
Resistenz gegen O. circumecincta wurden lineare Modelle eingesetzt und Varianzanalysen
durchgefiithrt. Als Basiskonzept fiir das Schatzverfahren unabhéngiger Einflussvariablen
auf ein abhingiges Merkmal wurde die ,,Methode der kleinsten Quadrate® herangezogen.
Dabei wurden die Einflussfaktoren so geschitzt, dass bei den Stichprobendaten die Summe
der quadrierten Abweichungen zwischen Beobachtungswert und Schatzwert ein Minimum

wird.
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Zur Analyse der Daten wurde das Statistik Paket SAS eingesetzt und die Varianzana-
lyse-Prozedur PROC GLM (General Linear Models) verwendet. Der Test der Effekte auf
Signifikanz unter der globalen Nullhypothese wurde mit Hilfe der Summenquadrate (SQ)
Typ I durchgefiihrt.

3.3.2.1 Einflussfaktoren

Die Effekte bedingt durch Vater, Mutter und Geschlecht iiben einen mafigeblichen Einfluss
auf das Merkmal Eizahl aus (Bishop et al. 1996, Stear et al. 1997, Kap. 1.5). Deshalb
wurden diese Faktoren im Modell als Haupteffekte beriicksichtigt. Der Muttereffekt war
dabei innerhalb des Vaters genestet.

Die Datensétze der Tiere aus dem Jahrgang 1993 und 1996 wurden sowohl separat
als auch gemeinsam mit zwei linearen Modellen analysiert. Bei der Analyse des gemein-
samen Datensatzes wurde dementsprechend der Faktor Jahr als Haupteffekt in das Modell
aufgenommen. Die Viter und Miitter aus beiden Jahrgingen gehen als genestete Effekte
innerhalb des Jahrgangs in das Modell ein. Der Einflussfaktor Mutter ist dann innerhalb
der Faktorkombination Jahr x Vater genestet.

Fiir samtliche Marker entstanden bei der Analyse mit dem zweiten Modell mehre-
re Teildatensitze (Sets), zwischen denen keinerlei Verbindung (,,disconnected*) hinsicht-
lich der eingesetzten Miitter und den Genotypen bestand (Searle 1971). Zum Beispiel
wurden bei der Analyse des DRBI-Locus (Primer OLADRB) 13 Sets gebildet. Diese
Teildatensétze resultieren aus der fiir MHC-Gene typischen grofien Anzahl von Allelen
von denen einige selten vertreten oder spezifisch fiir den jeweiligen Jahrgang sind. Inner-
halb dieser Datenséitze waren die Einflussfaktoren Mutter und Genotyp kreuzklassifiziert.
Die einzelnen Datensatze (Sets) wurden als Haupteffekte bei der Analyse beriicksichtigt.
Gleichzeitig geht der Genotyp als genesteter Effekt innerhalb dieser Datensitze in das
Modell ein. Die Mutter ist bei der Analyse des gemeinsamen Datensatzes innerhalb der

Faktorkombination aus Set x Jahr x Vater genestet.

3.3.2.2 Statistische Modelle
Fir den DRBI-Locus sowie fiir die Mikrosatelliten DYMS1 und OMHC1 wurde unter

Verwendung von zwei linearen Modellen der Einfluss bestimmter Allele und Genotypen
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auf das Merkmal Fizahl ermittelt. Bei den Markern CSRD226, BM1815 und BM1905
wurde nur der Einfluss der Genotypen auf die Resistenz untersucht.

Im folgenden werden die zwei verwendeten Modelle am Beispiel des DRB1-Locus mit
dem vereinigten Datensatz aus den Jahrgéangen 1993 und 1996 erklart. Bei der Analyse

der iibrigen Marker wurden die Modelle entsprechend angepasst.

Modell 1: Lineares Modell mit Regression auf die Anzahl Allele

Yikipm = P+ sexj + ag + sp + drip + 0121 jkipm + -+ bun jrkipm + €jkipm

Modell 2: Lineares Modell mit direkter Beriicksichtigung der Genotypen

Yiikipnm = [t + set; + sexj + ag + Sp + digip + (mher X mhes)im + €iikipnm

Yiklpm s Yijklpnm

set;
sex;
ay,
Skl
dklp

dikip

Ty jklpm

(mhey X mhes)in

€ikipm s Eijkipnm

log(epgjnipm + &) bzw. log(epgijhipnm + &) mit & = 15, epg ent-
spricht der Eizahl pro Gramm Kot des Lammes im 6. Monat
»Mittelwert® von y

fixer Effekt des Teildatensatzes i (i =1,...,13)

fixer Effekt des Geschlechts j = 1 (ménnlich), 2 (weiblich)
fixer Effekt des Jahres k=1 (1993), 2 (1996)

fixer Effekt des Vaters [ genestet innerhalb des Jahres &
(fixer) Effekt der Mutter p genestet innerhalb Jahr x Vater
(fixer) Effekt der Mutter p genestet innerhalb

Teildatensatz x Jahr x Vater
Regressionskoeffizienten (n = 1,...,21), b, gibt die Regres-
sion von y auf die Anzahl des Allels n wider

Anzahl des Allels n beim Tier jklpm (x = 0,1,2)

Einfluss des Genotypen n (n =1,...,66) am DRBI- Locus
genestet innerhalb der Teildatensatze ¢

Restgrosse von yixipm bzw. Yijkipnm, die nicht durch die ande-

ren Effekte des Modells erklart werden konnen
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Das Modell 1 (Regressionsmodell) hat eine Besonderheit. Es gilt bei jedem Tier:

21
Z Ty jklpm = 2
n=1

Die Spalten der Matrix fiir die Regressionen (by, ..., by1) sind voneinander linear abhéngig,
da eine der vorhandenen Spalten als Linearkombination der anderen dargestellt werden
kann. Damit hat diese Matrix keinen vollen Spaltenrang, so dass nicht alle 21 Regressions-
koeffizienten schétzbar sind. Um eine Losung zu erhalten, wird ein Regressionskoeffizient
auf Null gesetzt. In der folgenden Auswertung wurde der Regressionskoeffizient b; (fiir
das Allel 1) auf Null gesetzt. Somit kann zum Beispiel die Differenz zwischen dem Regres-
sionskoeffizienten fiir das Allel D und dem fiir das Allel I geschatzt werden.

Da das Regressionsmodell bei intermediédrer Vererbung giiltig ist, konnen zur Interpre-
tation der oben genannten Ergebnisse die Erwartungswerte fiir die Eizahl der Genotypen

betrachtet werden:

Eyrr = p+sex;+ o+ sp+ diy + 0
FEyip = p+sex;+ ap+ sk + dyy + bp

FEypp = p+sex;+ op+ sp+ duy + 2bp

Der Erwartungswert fiir die Eizahl des Genotypen Il dient als Ausgangs- oder Vergleichs-
niveau. Die Erwartungswerte der anderen Genotypen stellen eine Abweichung von /7 dar.
Beim Genotyp ID tréagt nur das Allel D zur Abweichung bei. Beim Genotyp DD gehen
beide Allele in die Differenz ein.

Wie in der Abbildung 3-1 dargestellt wird, ist das Regressionsmodell bei intermediarer
Vererbung optimal (keine Dominanz oder Uberdominanz). Dominanz bezeichnet hier jeg-
liche Abweichung von der intermedidren Vererbung (partielle, vollstandige Dominanz und

Uberdominanz).
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Evy

EY pp

11 ID DD

——— intermediéarer Erbgang
------- vollstdndige Dominanz
R Uberdominanz

Abb. 3-1: Erwartungswerte der Eizahl (Fy) verschiedener Genotypen bei intermedirer
Vererbung, vollstandiger Dominanz und Uberdominanz. Auf der x-Achse sind
die Genotypen aufgetragen. Auf der y-Achse sind die Erwartungswerte (Fy)
der entsprechenden Genotypen dargestellt.

Bei intermediédrer Vererbung entspricht der Erwartungswert fiir die Eizahl des Heterozy-
goten (ID) dem Mittelwert der jeweiligen Homozygoten (117 und DD). Bei vollstandiger
Dominanz von Allel D liegt der Erwartungswert des Heterozygoten ID auf der Hohe des
Homozygoten DD. Bei Uberdominanz zeigt der Heterozygote ID im Vergleich zu den Ho-
mozygoten Il und DD einen niedrigeren Erwartungswert fiir die Eizahl (Falconer und
Mackay 1996). Dementsprechend ist die Dominanz als eine Abweichung von der linea-
ren Regression zu interpretieren und kann mit Hilfe des Regressionsmodells nicht erfasst

werden.

Das Modell 2 lasst die Schétzung des Genotypeffekts zu. Es ermdglicht damit die
Schatzung von Dominanz, da der Wert des Heterozygoten mit den beiden zugehérigen

Homozygoten verglichen und getestet werden kann.
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Zur Klassifikation der Schatzwerte im Ergebnisteil wurden folgende Grenzen der Trr-

tumswahrscheinlichkeiten fiir die angegebenen Signifikanzniveaus gewéhlt:

p < 0,001 *** hochst signifikant
p<0,01 **  hoch signifikant
p<0,05 * signifikant

p> 0,05 n.s. nicht signifikant

3.3.2.3 Logarithmische Transformation des Merkmals Eizahl

Die Anwendung der beiden Modelle bzw. der verwendeten Testverfahren setzt eine Nor-
malverteilung der Residuen (€;kipm, €ijkipnm ) voraus. Um eine Normalverteilung moglichst
gut zu approximieren, wird eine logarithmische Transformation der Eizahlen durchgefiihrt,
wobei der Wert ¢ zu den urspriinglichen Eizahlen addiert wird (logio(epg + d)). Der bes-
te 6-Wert wird anhand der Haufigkeitsverteilung der Residuen, die das Verhalten einer
Stichprobe aus einer Normalverteilung mit Mittelwert Null widerspiegeln soll, ermittelt.
Die Giite der approximativen Normalverteilung wird iiber die Mafizahlen der Schiefe und

Kurtosis, welche bei Normalverteilung Null sind, beurteilt (Precht 1987).

Schiefe (e) = E(

— K. 4
Kurtosis (e) = E(e ) -3 (4)

e Restgrofie
FE. FErwartungswert der Restgrofie
o. Standardabweichung der Restgrofie
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4 FErgebnisse

4.1 Markertypisierung

4.1.1 Polymorphismen der DRB1-Allele bei Tieren aus den Jahrgéingen 1993
und 1996

Zur Typisierung der DRB1-Allele wurden sowohl die Polymorphismen im Exon 2 als
auch die Allellingen eines im angrenzenden Intron liegenden Mikrosatelliten erfasst. Die
Bezeichnung der Allele, die anhand der kombinierten Typisierung der exonischen und
intronischen Polymorphismen unterschieden werden kénnen, erfolgte in Grofibuchstaben.
Diese Allelbezeichnung wurde von Schwaiger et al. (1995) iibernommen, da beim Schaf
noch keine offizielle Nomenklatur fiir DRBI-Allele existiert.

Bei den Tieren aus den Jahrgingen 1993 und 1996 wurden die exonischen Polymor-
phismen mit Hilfe der sequenzspezifischen Oligohybridisierung (SSO) typisiert. Mit Hilfe
von 13 Oligonukleotiden (Tab. 2-5) wurden im Exon 2 des DRBI-Gens 8 hypervariable
Regionen typisiert (Tab. 4-1, Abb. 4-1). Die verwendeten Oligonukleotide wurden auf der
Basis von DRB1-Sequenzdaten von Schaf, Ziege und Rind fiir polymorphe Positionen in-
nerhalb des zweiten Exons des DRB1-Gens abgeleitet (Andersson et al. 1991, Ammer et
al. 1992, Schwaiger et al. 1993, 1995). Mit den Oligonukleotiden ZB TKK/ZB STS/7ZB
HKS und 7Z32H/732Y wurden schafspezifische Aminoséduren an den Positionen 11 und 32

erfasst.

Die Mikrosatellitenlange der Tiere des Jahrgangs 1993 wurde im Rahmen der SSO
tiber die Allelauftrennung im Polyacrylamidgel bestimmt (Schwaiger et al. 1995). Die
Mikrosatellitentypisierung des Jahrgangs 1996 erfolgte mit Hilfe des ABI PRISM® 377
DNA Sequencers. Die Allelbezeichnung der Mikrosatelliten am DRB1-Locus bezieht sich
auf die Fragmentlange und ist dementsprechend in Basenpaaren angegeben (Tab. 4-1). Die
Fragmentléngen resultieren aus der Lange der zweiten Fxons und der Linge des angren-
zenden Mikrosatelliten, da diese mit dem Primersystem OLADRB gleichzeitig amplifiziert

wurden.

Wie aus der Tabelle 4-1 hervorgeht konnten im Jahrgang 1993 durch die kombinier-

te Typisierung der exonischen und intronischen Polymorphismen 19 verschiedene Allele
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detektiert werden. Bei den Tieren aus dem Jahrgang 1996 wurden 18 Allele gefunden.
Gleichzeitig wird in dieser Tabelle dargestellt welche exonischen und intronischen Poly-
morphismen miteinander korreliert sind. Fiir jedes Allel ist die Mikrosatellitenlange und

das entsprechende Hybridisierungsmuster der 13 Oligonukleotide dargestellt.

Tab. 4-1: Darstellung der verschiedenen DR B1-Allele beim Scottish Blackface Schaf aus
den Jahrgiangen 1993 und 1996, die durch die kombinierte Typisierung der in-
tronischen und exonischen Polymorphismen ermittelt wurden. Die umrahmten
Allele zeigen ein identisches Hybridisierungsmuster, sind aber an unterschied-

lich lange Mikrosatelliten gekoppelt.

DRBI -AlleleMikrosatellit Hybridisierungsmuster der verschiedenen Oligonukleotide
19931 1996 (bp) TKK STS HKS 28D 32H 32Y 37F 59K 67F 78Y 86F 86G 86l

A 462 - - - -+ -+ - -
B 490 - -+ o+ - - - -
C 496 - -+ 4+ +

D 500 S L S S

+ - -
- -+

+ +

- + -
. 498 . +

F 512 -

GI 524 v -
G2 524 - -
HO 534
534
H3 536

+ +

QAT T AW
+ +

=

534
540
546

+ |+ + + |+ + +
1
1

554

1
+
1

580

I
K
L
M 562
N
0 584

- 852
>800
876
872
914
944

xR v = (E = ~ T

+ + + + + |+ +|+ F|+ + H|+ + + + + + + + + +
1
1

+ + + 4+ + + [+ +
+ + + + + +

< T 93
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Wie aus der Tabelle 4-1 ersichtlich ist, zeigten die fiir den Jahrgang 1993 spezifischen
Allele P, @, R, die fiir den Jahrgang 1996 spezifischen Allele T, U, V, die Allele N, O
und die Allele H2, I, K jeweils ein gleiches Hybridisierungsmuster auf, waren aber an
unterschiedlich lange Mikrosatelliten gekoppelt. Dagegen waren die Allele G7 und G2
sowie die Allele H0, HI und H2 jeweils mit einem gleich langen Mikrosatelliten korreliert.
Die jahrgangstypischen Allele traten in sehr geringer Frequenz auf.

In der Abbildung 4-1 sind die Aminosdure-Sequenzen der im Jahrgang 1993 und 1996
typisierten Allele mit den polymorphen Bindestellen fiir die Oligonukleotide dargestellt.
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Oligonukleotide

HLA-DRBI1
OLA-DRBI
OLA-DRBI
OLA-DRBI1
OLA-DRBI
OLA-DRBI
OLA-DRBI
OLA-DRBI
OLA-DRBI1
OLA-DRBI1
OLA-DRBI
OLA-DRBI
OLA-DRBI
OLA-DRBI
OLA-DRBI1
OLA-DRBI
OLA-DRBI
OLA-DRBI
OLA-DRBI

S I I B N ve B

G1
G2*
HO
HI
H3
H2
T*
K
*
M*
N O

PORTUYV

ZB TKK 232Y 786G
ZB STS Z32H Z86F
ZB HKS 728D Z37F Z59K Z67F Z78Y 2861
11 21 31 41 51 61 71 81

EQSKSECHFEFNGTERVRFLDRYFYNQEEYVREDSDVGEYRAVTELGRPDAEYWNSQKDLLEQRRAAVDTYCRHNYGVGESEFTVQRR
“-YYR-———xX-X——————-xX-2-—-H-G-—-F-——-xX-W-—————-X———————2——————— 2 - —XXXXXX——2——————————— X———=
-YH-————x—-xX——————— X————= 2-G—-2-————x-W—————- X——————= 2——————= Fo—XXXXXXx—————————— Fo——x———-
-VH-———xX—-X——————— X——————= G——2-————-x"W-—————- X——————= 2——————= F—xXxxXxxx—————————— I———x————
—-Y222-—-xX—-X——————— X—2————— G——2-————-x-W-—————- X——————= K= 2 —XXXRRR—————————————— X——==
“YH-——-X-X——————— X————= 2-G——2-———-x-W-—————— X——————= 2——————= F-—XXXXXX—————————————— X———=
“YH-———X-X——————— R——————= G—-2-————x-W-—————- R——————= 2——————= 2= —XXXRRR—————————— F——x———-
“YT-K-—X-X——————— R——————= G—-2-————x-W-—————- R——————= 2——————= 2-—XXXXRR—————————————— X———=
—Y-T————————————— X——————— G--TL-———- w—————— A——————- K—————— EI--RK———————————————————————
-YT-K-——x—-x——————— X——————= G-——2-———-xxW-—————- X——————= 2——==——= 2-—XXXXRR—————————— I———x——-—
-YT-K-——x—————————— X——————= G-——2-————x"W-—————- X——————= 2——————= 2 —XXXXRR—————————— 2———x————
“-YT-K-——x-xXx—-—————-x-————-H-G-—-2-——-xXW-——---"X——————-K-——————F -~ XXXXXX—————————————— X———=
“YT-K-—x-xXx—-————~—-xXx-————-H-G-—-2-——-xXW-———---"X——————-K-——————F - —XXXXXX—————————— I———x————
—YT-K-——-S————————————— H-G--TL---—- W-————— A-——————- K-—————— F-—RA-————————————— I-——————-
-YT-K-—xXx-x————---xX-————-H-G——-2-——--xXx-W-——----x———----K-——————F = XXX XXX —————————— I-——x——-
—YT-K———————————————————— e W-————- A——————- K——————— F-—R--T———————————— T-——————-
R G G-———————— W—————— A——————- K—————— EI--R--TE-—————————— I-—-S—-—-
“-YT-K-—x-xX-—————-x-———-H-G-—-2-——-xX-W-———--X—-—————-K-—————— 2 - —XXXXXX—————————— I———x————
“YT-K-—X—-X——————="X-2-———-G——2-———XW-—————X———————2———— === 2~ —XXXXXX—————————————— R———=

Ab. 4-1: Darstellung der abgeleiteten AS-Sequenz des zweiten Exons der bei den Tieren aus den Jahrgéngen 1993 und 1996
typisierten ovinen DRBI-Allele, verglichen mit der humanen HLA-DRBI-Konsensussequenz (EMBL Accession No.
AF142463). Der Name des Oligonukleotids gibt die Aminosaure an der korrespondierenden Position innerhalb des zwei-
ten Exons des DRB1-Gens an. Zum Beispiel sind die Oligonukleotide Z86F, Z86G und Z861 jeweils spezifisch fiir das
86. Codon Phenylalanin, Glycin und Isoleucin. *das Exon 2 dieser Allele wurde 1993 sequenziert (Schwaiger et al.
1996). — entspricht der AS der HLA-DRB1-Konsensussequenz. 2: hybridisiert mit keinem Oligonukleotid. x: polymorphe
Position, fiir die kein Oligonukleotid konstruiert wurde.



4.1.2 Charakterisierung der typisierten Mikrosatelliten-Loci bei Tieren aus

dem Jahrgang 1996

Die Typisierung des Mikrosatelliten am DRB1-Locus und der Marker DYMS1, OMHC1,
CSRD226, BM1815 und BM1905 bei den Tieren aus dem Jahrgang 1996 erfolgte mit Hilfe
des ABT PRISM® 377 DNA Sequencers. Die Allelldngen sind in Basenpaaren angegeben.

4.1.2.1 Fragmentlidngen und Anzahl der Allele pro Marker
Fiir die Multiplexanalyse mehrerer Mikrosatelliten-Loci in einer Spur wurden unterschied-
liche Fluoreszenzmarkierungen verwendet und verschiedene Mikrosatelliten unterschied-
licher Fragmentlangenbereiche mit der gleichen Farbmarkierung kombiniert.

In der Tabelle 4-2 ist fiir jeden Marker der gefundene Fragmentldngenbereich sowie

die Anzahl der Allele im Vergleich zur publizierten Allelgréfie und Allelzahl dargestellt.

Tab. 4-2: Fragentlange und Anzahl der Allele der typisierten Marker

Marker | erwartete Fragment- Anzahl publizierter| analysierte Fragment- Anzahl gefundener
linge (bp)* Allele* linge (bp) Allele
OLADRB 461 - >800 19 462 - 944 18
BM1905 170 - 199 11 192-194 2
CSRD226 149 - 195 18 204 - 242 12
DYMSI1 180 - 224 17 180 - 226 16
OMHC1 182-210 11 182 - 206 11
BM1815 140 - 170 6 137-163 12

* http:46:46/ /sol. marc.usda.gov/genome/sheep/sheep.html
http:46:46//sol.marc.usda.gov/genome/cattle/cattle.html
Schwaiger et al. (1996)

Mit Ausnahme der Marker CSRD226 und BM1905 lagen bei samtlichen analysierten Mar-
kern die Fragmentlangen und die Anzahl der Allele im erwarteten Bereich. Beim Scottish
Blackface Schaf war der Mikrosatellit CSRD226 um etwa 50 bp ldnger und weniger poly-
morph. Im Gegensatz zum Rind war der Marker BM1905 beim Scottish Blackface Schaf

mit zwei Allelen kaum polymorph.

4.1.2.2 Allelfrequenz und PIC der typisierten Mikrosatelliten

In der Tabelle 4-3 sind sémtliche Allelldingen der verschiedenen Mikrosatelliten aufgefiihrt
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(GeneScan-Fragmentgrofien). n gibt die Anzahl der Tiere (Eltern und Nachkommen) aus
denen die identischen AllelgroBen und ihre Standardabweichung (SD) ermittelt wurden.
Pro Marker wurden die PIC-Werte und die Allelfrequenzen (¢;) (Kap. 3.3.1.1) anhand
von n Elterntieren ermittelt.

Der PIC-Wert gibt iiber den Polymorphiegrad jedes einzelnen Mikrosatelliten Aus-
kunft. Die Anzahl der Allele je Locus lag zwischen 2 und 18 (Tab. 4-3). Mit Ausnahme
des Mikrosatelliten BM1905 waren sdamtliche Marker mit einem PIC tiber 0,79 hoch po-

lymorph.
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Tab. 4-3: Allelgrofien, Standardabweichung (SD), Allelfrequenzen (¢;) und PIC-Wert der typisierten Mikrosatelliten bei den Tieren
aus dem Jahrgang 1996. Die Allelgréfie und deren Standardabweichung wurde aus n Eltern und Nachkommen ermittelt.

Die Allelfrequenzen und PIC-Werte wurden aus n Elterntieren berechnet.

Gen-/MS- | AllelgroBe | AllelgroBe  SD Allel- PIC-Wert MS- | AllelgroBe| AllelgroBe  SD Allel- PIC-Wert
Locus (bp) (gemittelt) frequenz (q;) Locus (bp) | (gemittelt) frequenz (¢ ;)
OLADRB [462 (A) 462,10 0,30 0,05 0,85 CSRD226 204 203,90 0,04 0,01 0,79
490 (B) 490,29 0,09 0,004 206 205,65 0,08 0,14
496 (C) 495,67 0,04 0,05 210 209,67 0,05 0,30
500 (D) 500,14 045 0,21 212 211,69 0,13 0,15
512 (F) 512,89 0,11 0,04 214 213,60 0,10 0,03
524(G1/G2)| 524,36 0,30 0,11 216 215,87 0,05 0,01
534 (HO) 534,16 045 0,01 218 217,51 0,08 0,07
536 (H3) 536,42 0,32 0,01 220 21947 0,19 0,05
540 (I) 539,49 0,02 0,26 222 221,47 0,22 0,21
546 (K) 54591 0,10 0,04 224 223,775 0,05 0,003
554 (L) 553,12 0,04 0,09 240 240,85 0,01 0,003
562 (M) 562,62 0,02 0,05 242 242,10 0,02 0,02
580 (N) 579,43 0,06 0,04 Tierzahl (n=328) (n=142)
584 (0) 583,17 0,08 0,02 OMHCl1 182 182,47 0,02 0,07 0,84
872 (T) 871,95 0,54 0,01 188 188,60 0,04 0,02
914 (U) 914,65 044 0,01 190 190,26 0,08 0,25
944 (V) 94395 0,56 0,01 192 192,20 0,06 0,14
Tierzahl (n=326) (n=142) 194 194,14 0,02 0,07
196 196,09 0,01 0,09
198 198,10 0,05 0,16
200 200,07 0,00 0,05
202 201,81 0,38 0,02
204 203,94 0,08 0,10
206 205,95 0,05 0,004
Tierzahl (n=330) (n=141)




MS- AllelgroBe | AllelgroBe — SD Allel- PIC-Wert MS-  [AllelgroBe| AllelgroBe  SD Allel- PIC-Wert
Locus (bp) (gemittelt) frequenz (¢ ;) Locus (bp) | (gemittelt) frequenz (¢ ;)
DYMSI 180 179,57 0,09 0,004 0,84 BMIS15 137 136,76 0,06 0,03 0,84
182 181,25 0,12 0,05 139 139,02 0,07 0,14
196 195,78 0,11 0,14 141 140,05 0,04 0,03
200 200,60 0,35 0,03 147 146,83 0,03 0,02
202 201,87 0,02 0,04 149 14890 0,04 0,05
204 204,39 0,08 0,06 151 150,98 0,04 0,14
206 206,53 0,07 0,02 153 153,80 0,05 0,01
208 208,03 0,04 0,004 155 155,77 0,19 0,08
210 210,62 0,07 0,02 157 156,85 0,01 0,07
212 212,30 0,03 0,01 159 159,59 0,04 0,24
216 21598 0,39 0,07 161 161,02 0,06 0,01
218 217,80 0,15 0,16 163 163,47 0,03 0,19
220 21992 0,35 0,27 Tierzahl (n=324) (n=139)
222 222,61 0,42 0,09 BM1905 192 19282 0,01 0,13 0,20
224 224,41 0,08 0,01 194 194,71 0,09 0,87
226 226,03 0,23 0,01 Tierzahl (n=330) (n=142)
Tierzahl (n=328) (n=141)




4.2 Assoziationsanalyse zwischen genetischen Markern und der
Resistenz (gemessen an der Hohe der Eizahl im Kot) gegen

0. circumcincta

Das DRBI-Allel G2 (Schwaiger et al. 1995), das DYMSI-Allel 216 und das OMHC1-Allel
194 (Buitkamp et al. 1996) zeigte im Jahrgang 1993 bei der Regressionsanalyse nach
dem Modell 1 jeweils einen signifikanten Einfluss auf die Eizahl (Tab. 4-4). Der Marker

BM1815 war nicht mit der Resistenz assoziiert (Buitkamp, personliche Mitteilung).

Tab. 4-4: Ergebnisse der Assoziationsanalyse am DRBI-Locus (OLADRB) sowie mit den
Markern DYMS1 und OMHCT1 bei den Lammern aus dem Jahrgang 1993

Marker |Allel Schitzwert fiir Alleleffekt Signifikanzniveau Referenz

OLADRB (G2 -1,76 kx Schwaiger et al. 1995
DYMSI 216 (Q1)° +2,41 ok Buitkamp et al. 1996
OMHC1 194 (L) +0,90 ok Buitkamp et al. 1996

° () Nomenklatur nach Buitkamp et al. (1996)

Bei der Regressionsanalyse des DRBI-Locus sowie der Marker DYMS1 und OMHCI1
aus dem Jahrgang 1993 addierten die Autoren zur logarithmischen Transformation der
Fizahl den Wert § = 1. Auflerdem wurden seltene Allele (bei weniger als fiinf Tieren

vertreten) von der Analyse ausgeschlossen.

In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse der mit Hilfe des ersten Modells
durchgefiithrten Reanalyse des DR BI-Locus sowie der Mikrosatelliten DYMS1 und OMHC1
aus dem Jahrgang 1993 dargestellt. Weiterhin werden die Ergebnisse der analogen Aus-
wertung dieser Marker aus dem Jahrgang 1996 und des gemeinsamen Datensatzes der

Jahrgénge 1993 und 1996 aufgefiihrt.

Im Rahmen dieser Analysen wurde mit dem Modell 1 fiir jeden Marker die Nullhypo-
these, dass die Allele keinen Unterschied in threm Einfluss auf die Eizahl zeigen, gepriift.
Das Modell 1 ist nur bei intermediérer Vererbung optimal und beriicksichtigt nicht voll

den Einfluss von Dominanz oder Uberdominanz (Kap. 3.3.2.2).

Die Ergebnisse der Auswertung des DR BI-Locus (Hauptkandidatengen) mit dem Mo-
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dell 2 werden am ausfithrlichsten dargestellt. Die Analysen dazu sowie die der Mikrosatel-
liten DYMS1 und OMHC1 wurden mit dem gemeinsamen Datensatz der Jahrgange 1993
und 1996 vorgenommen. Weiterhin sind die Ergebnisse der mit dem Modell 2 augewerteten
Marker BM1815, CSRD226 und BM1905 aus dem Jahrgang 1996 aufgelistet.

Im Rahmen dieser Analysen wurde anhand des zweiten Modells fiir jeden Marker die
globale Nullhypothese, dass sich die Genotypen nicht in ihrem Finfluss auf die Fizahl
unterscheiden, gepriift. Im Anschluss daran wurden einzelne Kontraste zwischen den Ge-
notypen getestet, sowie ob Dominanz oder Uberdominanz vorliegt (Kap. 3.3.2.2).

Bei den Analysen sdmtlicher Marker nach den Modellen 1 und 2 wurde zur logarith-
mischen Transformation der Eizahl der Wert ¢ zu den Originaldaten addiert, bei dem die
beste Annaherung der Residuen an die Normalverteilung zu erreichen ist (Kap. 3.3.2.3).
Desweiteren wurden bei allen Analysen sdmtliche Allele beriicksichtigt, fiir die ein Schéatz-
wert ermittelt werden konnte.

Die fiir die Analysen angefertigten SAS-Programme und ausfiihrlichen Ergebnistabel-
len sind jeweils in den Ubersichten A 5 bis A 12 und A 13 bis A 32 im Anhang dargestellt.

4.2.1 Assoziationsanalyse zwischen Allelen des DRB1-Locus und der
Resistenz gegen O. circumcincta
4.2.1.1 Beriicksichtigte Tierzahl und deren Allel- bzw. Genotypfrequenzen

1993 und 1996 wurden von je 200 Lammern 120 bzw. 118 und 108 einbezogen, da bei den
hier verwendeten Modellen nur Geschwisterpaare beriicksichtigt werden kénnen (Tab. 2-1,

Tab. 4-5).

Tab. 4-5: Anzahl der bei der Assoziationsanalyse am DRBI-Locus beriicksichtigten
Tiere der Jahrgdnge 1993, 1996 und 1993 + 1996

Jahrgang Limmer Viiter Miitter
Modell I Modell 2 | Modell 1 Modell 2 | Modell 1  Modell 2
1993 118 120 9 9 59 60
1996 108 108 14 14 54 54
1993+ 1996 | 226 228 23 23 113 114
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Die Tabelle 4-6 zeigt die Anzahl der Allele und Genotypen am DRBI-Locus der fiir

die Varianzanalyse relevanten Tiere.

Tab. 4-6: Anzahl der in die Auswertung eingehenden Allele und Genotypen am DRBI-

Locus der Jahrgénge 1993, 1996 und 1993 + 1996

Jahrgang Allele Genotypen
Modell 1 Modell 2
1993 15 16 46
1996 17 17 39
1993 + 1996 21 22 66

Aus den Tabellen 4-7 bis 4-9 kann fiir die Jahrgénge 1993, 1996 und 1993 + 1996

die Haufigkeit der bei der Analyse beriicksichtigten Allele und Genotypen entnommen

werden.

Tab. 4-7: Allele und Genotypen am DRBI-Locus der Lammer aus dem Jahrgang 1993.

Fiir jedes Allel sind in der letzten Spalte und in der letzten Zeile jeweils die

entsprechenden Randhéufigkeiten angegeben.

Allell A | B|C |D |E | F |GI|G2|HI|H2|1 |L [M| N |O | R |Total
A 1 (1] 4 21111 21814 1] 25
B 2 2
C 2 3 5
D 1 211 119121 ]2]3 22
E 1 2 3
F 212]13]|1 8 1| 20

Gl 111 2
G2 5 2122 13
HI 1 1
H2 2 2
1 1413|142 24
L 1 1
M
N
0
R
Total 1 1 7 7 4 4 1 3 5 15 5 8 7 2120
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Tab. 4-8: Allele und Genotypen am DRBI-Locus der Lammer aus dem Jahrgang 1996.
Fiir jedes Allel sind in der letzten Spalte und in der letzten Zeile jeweils die
entsprechenden Randhéufigkeiten angegeben.

Allel| A |C D | F |GI|G2|HO|H3| I | K|L|M|N|O|T Total
A 2 1 3
C 1|2 1|1 1 6
D 7 2113 3[3[1]1]2 35
F 1 2 3

Gl 4 2 6
G2 5 1 [13]3]1 31412 35
HO 1 1 2
H3
1 4 213 9
K
L 6|1 7
M 1|1 2
N
o
T
U
|4
Total 1 11 3 22 1 1 26 6 11 6 6 5 2 108

Tab. 4-9: Allele und Genotypen am DRB1-Locus der Lammer aus dem vereinigten Da-
tensatz 1993+ 1996. Fiir jedes Allel sind in der letzten Spalte und in der letzten

Zeile jeweils die entsprechenden Randhéufigkeiten angegeben.

Allel|A |B|(C |D | E | F |GI|G2|HO|HI|H2|H3| I | K|L | M|N|O|[R V [Total
A 1[1]6 21111 2 9 4 1 28
B 2 2
C 1{4 1{1 3 1 11
D 8 3[13]13 1 12{3]13]12[4]3 58
E 1 2 3
F 21313 1 10 3 1 23
Gl 4 3 1 8
G2 5 11183 [|3]2]|5(]6 3| 48

HO 1 1 2
Hl 1 1
H2 2 2

H3
1 18 5(414]2 33
K
L 62 8
M 1]1 2
N
%

R
T
U
|4
Total 1 2 18 8 7271 1 3 1 8 6 2611 14 12 2 2 2 3| 228
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In den Jahrgdngen 1993 und 1996 &ndert sich vor allem die Frequenz der Allele I und
(G2 sehr stark. Wahrend 1993 das Allel 7 79 mal im Untersuchungspanel vertreten war,
erschien es 1996 nur 35 mal. 1993 waren 14 Tiere homozygote Trager dieses Allels, 1996
nur 4. Das Allel G2 verhélt sich genau umgekehrt. 1993 wiesen 17 Tiere dieses Allel auf.
Es gab keine Homozygoten. 1996 trat das Allel G2 mit 5 Homozygoten 58 mal auf.

Wie aus der folgenden Frequenztabelle (Tab. 4-10) hervorgeht, waren im Jahrgang
1993 4+ 1996 die Allele D, I und (G2 mit einem Anteil von 56 % vertreten.

Tab. 4-10: Frequenzen (¢;) der DRBI-Allele aus den Jahrgéingen 1993, 1996 und

1993 + 1996
Allelfrequenz (¢ ;) im Jahrgang
Allel| 1993 1996 1993 + 1996
A 0,104 0,014 0,061
B 0,013 - 0,007
C 0,025 0,032 0,029
D 0,121 0,213 0,167
E 0,013 - 0,007
F 0,113 0,019 0,068
Gl 0,025 0,041 0,033
G2 0,071 0,267 0,164
HO - 0,014 0,007
HI 0,008 - 0,004
H2 0,021 - 0,011
H3 - 0,005 0,002
1 0,329 0,162 0,250
K - 0,027 0,013
L 0,067 0,083 0,075
M 0,021 0,037 0,029
N 0,033 0,028 0,031
0 0,029 0,023 0,026
R 0,008 - 0,004
T - 0,009 0,004
U - 0,009 0,004
Vv - 0,014 0,007
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4.2.1.2 Logarithmische Transformation der Eizahlen

Die Anwendung der Modelle 1 und 2 zur Analyse des DRB1-Locus erfordert eine Normal-
verteilung der Residuen. Deshalb wurden die Eizahlen nach der Addition des Wertes ¢ lo-
garithmisch transformiert (logio(epg+3)). Der Additionswert §, bei dem die beste Annéhe-
rung der Residuen an die Normalverteilung zu erzielen ist, wird durch diejenigen Werte
der Schiefe und Kurtosis, die am stérksten gegen Null gehen angezeigt (Kap. 3.3.2.3). In
den Tabellen 4-11 und 4-12 sind fiir die Jahrgdange 1993, 1996 und 1993 + 1996 die mit

verschiedenen Additionswerten § ermittelten Werte der Schiefe und Kurtosis dargestellt.

Tab. 4-11: Schatzwerte der Schiefe und Kurtosis der Residuen am DRBI-Locus fiir die
Jahrgidnge 1993, 1996 und 1993 4 1996, ermittelt mit dem Modell 1: Lineares
Modell mit Regression auf die Anzahl Allele

1993 / 118 Tiere 1996 / 108 Tiere 1993+1996 / 226 Tiere

) Schiefe Kurtosis Schiefe Kurtosis Schiefe Kurtosis
1 -0,250 1,027 -0,859 3,091 -0,435 2,082
5 -0,104 0,498 -0,290 0,787 -0,316 0,792
10 -0,030 0,213 -0,167 0,421 -0,256 0,305
15 0,010 0,167 -0,127 0,305 -0,230 0,077
50 0,095 0,116 -0,090 0,075 -0,170 -0,302
100 0,130 0,220 -0,074 -0,053 -0,140 -0,344

Tab. 4-12: Schatzwerte der Schiefe und Kurtosis der Residuen am DRBI-Locus fiir die
Jahrgidnge 1993 4+ 1996, ermittelt mit dem Modell 2: Lineares Modell mit di-
rekter Berticksichtigung der Genotypen

1993+1993 / 228 Tiere

) Schiefe Kurtosis
1 -0,201 3,693
5 -0,128 2,380
10 -0,099 1,901
15 -0,084 1,663
50 -0,060 1,146
100 -0,044 1,016
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Bei der Analyse des Jahrgangs 1993 und 1993 4+ 1996 mit dem Modell 1 wurde durch die
Addition des Wertes § = 15 die beste Anndherung der Residuen an die Normalvertei-
lung erzielt (Tab. 4-11), da im Vergleich zu anderen -Werten die Werte der Schiefe und
Kurtosis am starksten gegen Null gehen (1993: 0,010 und 0,167, 1993 + 1993: -0,230 und
0,077). Um die Ergebnisse zwischen den Jahrgangen 1993 und 1996 vergleichen zu kénnen,
wurde fiir die Analyse des Jahrgangs 1996 ebenfalls die [ogio-Transformation der Fizahlen
mit dem Wert § = 15 durchgefiihrt, obwohl durch die Addition von §-Werten grofier 15
eine bessere Annéherung der Residuen an die Normalverteilung zu erzielen ware. Dies
war auch fiir die Auswertung des Datensatzes 1993 + 1996 mit dem Modells 2 zutreffend
(Tab. 4-12).

4.2.1.3 Ergebnisse der Assoziationsanalyse am DRB1-Locus
Modell 1: Lineares Modell mit Regression auf die Anzahl der Allele
Bei der Analyse der Jahrgange 1993, 1996 und 1993 4+ 1996 wurde der Regressionsko-

effizient fiir das Allel I auf Null gesetzt, da dieses am haufigsten im Untersuchungspanel
vertreten war (Tab. 4-10, Kap. 3.3.2.2). Im folgenden sind fiir alle Jahrgdnge neben der
mit Hilfe des Modells 1 durchgefithrten Varianzanalyse, die Schiatzwerte fiir den Einfluss
des jeweiligen Allels auf die Eizahl im Kot im Vergleich zum Allel I dargestellt.

Varianzanalyse des Jahrgangs 1993

Fiir das Allel H1 konnte kein Schéatzwert fiir die Eizahl ermittelt werden. Dieses Allel trat
nur bei den Vollgeschwistern b83 und b84 auf. Somit war kein Vergleich des Alleleffekts
anderen Alleleffekten moglich. Es wurde deshalb von der Analyse ausgeschlossen. Die

Ergebnisse der Analyse sind in der Tabelle 4-13 dargestellt.
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Tab. 4-13: Varianzanalyse des DRB1-Locus mit Modell 1 fiir den Jahrgang 1993

Varianzanalyse

Varianzursache FG SQ MQ F-Wert  Signifikanzniveau
Geschlecht 1 0.044 0.044 0.28 n.s.

Vater 8 1.906 0.238 1.50 n.s.
Mutter(Vater) 50 8.554 0.171 1.08 n.s.

Rest 44 6. 996 0.159

Regression

Allel Schitzwert  Schitzfehler Signifikanzniveau
-0.154 0.380 n.s.
B -0.458 0.389 n.s.
C -0.639 0.467 n.s.
D -0.406 0.214 n.s.
E -0.754 0.881 n.s.
F -0.386 0.165 *
Gl -0.517 0.485 n.s.
G2 -0.652 0.325 +
H2 1.069 0.603 n.s.
I 0.000
L -0.321 0.284 n.s.
M -0.199 0.564 n.s.
N 0.287 0.678 n.s.
0 -0.386 0.382 n.s.
R -0.381 0.410 n.s.
+ p < 0,051

Wie aus den Ergebnissen der Regressionsanalyse (Tab. 4-13) ersichtlich ist, war das am
haufigsten vertretene Allel I mit den héchsten Schétzwerten fiir die Fizahl gekoppelt. Da
mit Ausnahme der Allele H2 und N sdamtliche Allele negative Schatzwerte fiir die Eizahl
zeigten, waren diese im Vergleich zu [ mit einer geringeren Eizahl assoziiert. Jedoch war
nur das Allel F'signifikant. Das in der Analyse von Schwaiger et al. (1995) hoch signifikant
mit Reduktion der Eizahl assoziierte Allel G2 (Tab. 4-4) grenzte bei der Reanalyse an die

Signifikanzschwelle.

Das unterschiedliche Ergebnis basiert auf dem, mit § = 1 von Schwaiger et al. (1995)

anderes gewahlten Additionswert bei der [ogip-Transformation der Fizahlen und auf dem

Ausschluss der seltenen Allele B, F, Hl und R (Kap. 5.2).
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Varianzanalyse des Jahrgangs 1996

Im Rahmen der Varianzanalyse des Jahrgangs 1996 konnte bei samtlichen Allelen ein

Schatzwert fiir die Eizahl ermittelt werden (Tab. 4-14).

Tab. 4-14: Varianzanalyse des DRB1-Locus mit Modell 1 fiir den Jahrgang 1996

Varianzanalyse

Varianzursache | FG SQ MQ F-Wert  Signifikanzniveau
Geschlecht 1 0.651 0.651 6.10 *

Vater 13 1.327 0.102 0.96 n.s.
Mutter(Vater) 40 4.724 0.118 1.11 n.s.

Rest 37 3.947 0.107

Regression

Allel Schitzwert  Schitzfehler Signifikanzniveau
A -0.238 0.508 n.s.
C -0.161 0.180 n.s.
D -0.058 0.168 n.s.
F -0.285 0.330 n.s.
Gl -0.637 0.586 n.s.
G2 -0.448 0.346 n.s.
HO -0.675 0.497 n.s.
H3 -0.572 0.686 n.s.
I 0.000

K 0.378 0.367 n.s.
L -0.418 0.418 n.s.
M -0.323 0.403 n.s.
N -0.172 0.273 n.s.
0 -0.019 0.508 n.s.
T -1.139 0.467 *
U -0.337 0.406 n.s.
Vv 0.089 0.686 n.s.

Wie 1993 waren, mit Ausnahme von K und V, samtliche Allele im Vergleich zu I mit einer
geringeren Eizahl gekoppelt. Dabei zeigte das Allel T einen signifikanten Effekt. Allerdings
war dieses Allel mit zwei von 108 Tieren in der Population sehr selten vertreten (Tab. 4-8,
Tab. 4-10). Wie der hohe Schatzfehler widerspiegelt, war aufgrund der geringen Frequenz
von T keine genaue Schatzung der Eizahlen moglich. Im Jahrgang 1996 konnte das 1993
signifikant mit der Reduktion der Eizahl assoziierte Allel F' nicht bestitigt werden. Im
Gegensatz zu 1993 wirkte sich das Geschlecht 1996 signifikant auf die Eizahl aus.
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Varianzanalyse der Jahrgéinge 1993 + 1996

Um den Einfluss eines Allels auf die Eizahl moglichst genau schiatzen zu kénnen, wurden
die Jahrgénge 1993 und 1996 zur Vergréflerung des Datenumfangs vereinigt und erneut
analysiert. Fiir das Allel H1, das ausschlieBlich im Jahrgang 1993 auftrat, konnte kein
Schatzwert ermittelt werden. Wie 1993 wurde es von der Analyse ausgeschlossen. Die

Ergebnisse der Analyse sind in Tabelle 4-15 dargestellt.

Tab. 4-15: Varianzanalyse des DRB1-Locus mit Modell 1 fiir die Jahrgénge 1993 + 1996

Varianzanalyse

Varianzursache FG SQ MQ F-Wert  Signifikanzniveau
Geschlecht 1 0.497 0.497 3.94 *

Jahr 1 3.172 3.172 25.13 ok
Vater(Jahr) 21 3.870 0.183 1.46 n.s.
Mutter(Jahr*Vater) 90 13.383 0.149 1.18 n.s.

Rest 92 11.612 0.126

Regression

Allel Schitzwert ~ Schitzfehler Signifikanzniveau
A -0.218 0.280 n.s.
B -0.335 0.322 n.s.
C -0.329 0.166 n.s.
D -0.271 0.122 *
E -1.119 0.565 n.s.
F -0.367 0.129 ok
GlI -0.430 0.315 n.s.
G2 -0.507 0.199 *
HO -0.181 0.573 n.s.
H2 0.935 0.517 n.s.
H3 -0.780 0.522 n.s.
I 0.000

K 0.317 0.383 n.s.
L -0.253 0.192 n.s.
M -0.169 0.225 n.s.
N -0.078 0.258 n.s.
0 -0.410 0.276 n.s.
R -0.414 0.362 n.s.
T -0.978 0.398 *
U -0.385 0.386 n.s.
4 -0.302 0.573 n.s.
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Wie 1993 und 1996 waren, mit Ausnahme von H2 und K, samtliche Allele im Vergleich zu
I'mit geringeren Eizahlen assoziiert (Tab. 4-13, Tab. 4-14). Davon zeigte das Allel F einen
hoch signifikanten Effekt. Die Allele G2, T und D waren signifikant mit einer geringeren
Eizahl gekoppelt.

Im Gegensatz zum héufig vertretenen Allel G2 konnten aufgrund der sehr geringen
Frequenz des, fiir den Jahrgang 1996 typischen Allels T, keine genauen Schiatzwerte zur
Eizahl ermittelt werden. Im Vergleich zu G2 war der Schatzfehler fiir dieses Allel fast
doppelt so hoch.

Der Einflussfaktor Jahr zeigte einen hochst signifikanten Effekt auf die Eizahl. Dieser
kann durch eine andere Zusammensetzung der Umweltfaktoren und durch unterschied-
liches Tiermaterial der Jahrgange 1993 und 1996 erklart werden. Wie 1996 hatte das

Geschlecht im Gesamtmaterial einen signifikanten Einfluss auf die Eizahl.

Modell 2: Lineares Modell mit direkter Beriicksichtigung der Genotypen

Wie in der Tabelle 4-16 dargestellt ist, konnte bei der Analyse am DRBI-Locus mit
dem Modell 2 der Gesamtdatensatz (66 Genotypen) 13 Teildatensdtzen (Sets) zugeord-
net werden, zwischen denen keine Verbindung hinsichtlich der eingesetzten Miitter und

Genotypen bestand (Kap. 3.3.2.1).

Tab. 4-16: Einteilung Gesamtmaterials aus den Jahrgangen 1993 + 1996 in 13 Teilda-
tensitze (Sets) am DRBI-Locus

Set |Genotypen

1 |AB, AD, AF, AG2, Al, AL, AR, BI, CC, CD, CI, CL
DD, DH2, DI, DL, DM, DO, EF, EI, FF, FG2, FI, FL, FR,
GIF, GlI, G2C, G2D, G2H3, G2I, G2K, G2N, G20, G2V,
HOO, 11, IL, IM, IN, 10, LM, LL, MM, MN

2 |DF, DK, DN, DU
3 |G2G2, G2L, G2T
4 |AC AGI

5 [DGI, GIL

6 |FHI, HII

7 |CHO, HOI

8 |GIG2

9 |(GID

10 |H2I

11 [(AH2

12 |FGI

13 |G2M
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Im Rahmen der folgenden Varianzanalyse wurde die globale Nullhypothese, dass sich
die Genotypen nicht in ihrem Einfluss auf die Eizahl unterscheiden, gepriift. Die Ergeb-
nisse sind in der Tabelle 4-17 dargestellt.

Tab. 4-17: Varianzanalyse des DRB1-Locus mit Modell 2 fiir die Jahrgénge 1993 + 1996

Varianzursache FG SQ MQ F-Wert  Signifikanzniveau
Set 12 2.356 0.196 1.43 n.s.
Geschlecht 1 0.139 0.139 1.01 n.s.

Jahr 1 1.326 1.326 9.64 Hk
Vater(Jahr) 21 1.200 0.095 0.69 n.s.
Mutter(Set*Jahr*Vater) 79 10.872 0.138 1.00 n.s.
MHC1*MHC2(Set) 53 7.837 0.148 1.07 n.s.

Rest 60 8.254 0.138

Die Ergebnisse der Varianzanalyse zeigen dhnlich der Regressionsanalyse einen hoch si-
gnifikanten Effekt des Einflussfaktors Jahr auf die Eizahl (Tab. 4-15). Jedoch konnte kein
signifikanter Einfluss der Genotypen auf die Eizahl nachgewiesen werden. Somit kann die
Nullhypothese nicht abgelehnt werden.

Trotz des nicht signifikanten Tests der Globalhypothese wurden weitere Analysen
durchgefiihrt, weil gezeigt werden kann, dass dieser Globaltest bei dieser Versuchsanlage
mit vielen Stufen (Genotypen), sehr kleinen Blocken (Miitter) und hoher Unbalanziert-
heit keine hohe Méchtigkeit hat. Die Ergebnisse der weiteren Analysen miissen mit der
entsprechenden Vorsicht interpretiert werden, da es sich um viele Einzeltests mit einer
[rrtumswahrscheinlichkeit von o = 5% handelt (im entsprechenden Fall wird nicht mehr
darauf hingewiesen). Im Rahmen dieser Analysen wurde untersucht, ob Dominanz und
Uberdominanz vorliegt.

Pro Teildatensatz (Set 1 bis 7) wurde die Differenz der Effekte auf die Eizahl der
einzelnen Genotypen zum jeweils haufigsten Genotypen geschitzt. Dies war fiir die Sets
8 bis 13 nicht moglich, da diese nur aus je einem Genotypen bestanden. Dementspre-
chend wurde fiir das Set 1 die Differenz zu Il geschiatzt. Somit gibt der Genotyp [T das
Vergleichsniveau an, anhand dessen sdmtliche Effekte der anderen Genotypen verglichen
werden kénnen. Da fiir die weitere Auswertung nur das Set 1 Bedeutung hat, sind in der
Tabelle 4-18 die geschatzten Differenzwerte der Eizahl fiir diesen Teildatensatz dargestellt.
Fiir das Set 2 bis 7 sind die Schatzwerte im Anhang (Ubersicht A 17) nachzulesen.
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Tab. 4-18: Schatzwerte fiir die Eizahl (Fy) samtlicher Genotypen im Set 1 am DRBI-

Locus im Vergleich zum haufigsten Genotypen [I7 fiir die Jahrgange 199341996

Genotypen | Schitzwert Schitzfehler Signifikanzniveau (t-Test)
MN-11 -0.643 0.238 ot
DI-11 -0.702 0.262 **
FI-1I -0.650 0.277 *
G2I-11 -0.787 0.325 *
IM-11 -0.032 0.374 n.s.
DD-11 -0.412 0.377 n.s.
FL-11 -0.557 0.385 n.s.
IL-11 -0.359 0.422 n.s.
G2D-I1 -1.202 0.432 *x
AD-II -0.479 0.438 n.s.
FG2-11 -1.031 0.438 *
G2N-11 -0.552 0.461 n.s.
BI-1I -0.737 0.477 n.s.
Al-Il -0.626 0.480 n.s.
G20-11 -1.393 0.519 ok
DH2-I1 0.664 0.525 n.s.
HOO-11 -0.591 0.525 n.s.
10-11 0.000 0.525 n.s.
CD-11 -0.331 0.529 n.s.
CI-11 -1.154 0.533 *
FF-11 -0.337 0.593 n.s.
CcC-11 -0.682 0.598 n.s.
GlI-11 -0.297 0.598 n.s.
AF-11 -1.240 0.607 *
GIF-1I -1.261 0.617

G2K-11 -0.614 0.622 n.s.
DL-11 -0.140 0.644 n.s.
DM-I1 -0.070 0.673 n.s.
G2C-11 -1.080 0.680 n.s.
CL-11 -0.965 0.682 n.s.
AL-I1 -0.697 0.684 n.s.
G2H3-11 -1.657 0.685 *
IN-11 -0.001 0.689 n.s.
AR-11 -0.877 0.710 n.s.
AG2-11 -1.158 0.738 n.s.
G2V-1I -1.284 0.738 n.s.
DO-11 0.007 0.748 n.s.
FR-11 -0.494 0.792 n.s.
LM-11 -0.152 0.853 n.s.
EI-Il -1.042 0.866 n.s.
AB-I1 -0.565 0.872 n.s.
LL-I1 -0.123 1.002 n.s.
EF-II -2.176 1.019 *
MM-I1 -0.123 1.131 n.s.
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Mit Ausnahme der Genotypen DH2 und DO waren samtliche Genotypen im Vergleich zu
I'I'mit einer geringeren Eizahl assoziiert. Dies war fiir die Genotypen G2D, G20 und MN
hoch signifikant und fiir die Genotypen AF, CI, DI, FF, FG2, FI, G1F, G2H3, G2] und
G2V signifikant zutreffend. Keiner der Homozygoten zeigte im Vergleich zu I signifikant
geringere Schitzwerte fiir die Eizahlen.

Die Abbildung 4-2 veranschaulicht, wie sich die Heterozygoten im Vergleich zu den
entsprechenden Homozygoten beziiglich ihres Einflusses auf die Fizahlen verhalten. Da der
Genotyp [T als Vergleichsniveau fungiert, wurden zum direkten Vergleich die Schiatzwerte
der Eizahl fiir die Heterozygoten mit dem Allel I und den entsprechenden Homozygoten
dargestellt. Die Schatzwerte der Eizahl fiir die Genotypen [C-CC, ID-DD, [F-FF, IL.-LL
und IM-MM wurden aus der Tabelle 4-18 entnommen.
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Abb. 4-2: Schitzwerte fiir die Eizahl (Fy) am DRBI-Locus der Heterozygoten im Ver-
gleich zu den entsprechenden Homozygoten in den Jahrgéngen 199341996. Die
x-Achse entspricht dem Nullniveau (/7). Auf der y-Achse ist die Differenz der

Schatzwerte fiir die Eizahl (Ey) der verschiedenen Genotypen zu I I angegeben.
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Von den in der Abbildung 4-2 dargestellten Genotypen waren mit Ausnahme von IM alle
Heterozygoten im Vergleich zu den entsprechenden Homozygoten mit einer geringeren
Eizahl assoziiert. Liegt keine Dominanz oder Uberdominanz vor, miissten die Schétzwer-
te der Heterozygoten dem Durchschnitt aus den Schatzwerten der beiden Homozygoten
entsprechen (Kap. 3.3.2.2). Dies war fiir keinen der Heterozygoten zutreffend, da mit Aus-
nahme von IM fiir alle Heterozygoten deutlich geringere Eizahlen geschatzt wurden. In
diesem Fall ist davon auszugehen, dass eine Abweichung von der intermediaren Vererbung
vorliegt.

Die Abbildung 4-3 veranschaulicht am Beispiel der Genotypen I I-IC-CC'wie sich die
geschitzte Fizahl des heterozygoten Genotypen IC und die durchschnittliche geschétzte
Eizahl der beiden entsprechenden Homozygoten [T und CC' unterscheidet. Der Durch-
schnitt der geschétzten Eizahl von I'Tund CC' betrug -0,34 und lag damit deutlich iiber
dem Schatzwert von IC (-1,15). Gleichzeitig war die geschatzte Eizahl von IC wesentlich
kleiner als die von CC (-0,68).
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Iy - -0,68 % 0,60
(i,
Qo
N
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Abb. 4-3: Hohe der geschitzten Eizahl (Ey) des heterozygoten Genotypen IC im Ver-
gleich zum Durchschnitt der beiden entsprechenden Homozygoten I'Tund CC
am DRBI-Locus in den Jahrgangen 1993 + 1996. Auf der x-Achse sind die
Genotypen aufgetragen. Auf der y-Achse sind die Schiatzwerte fiir die Eizahl
(Fy) der entsprechenden Genotypen dargestellt.
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In weiteren Analysen wurde fiir die in der Abbildung 4-2 dargestellten Genotypen
1C-CC, ID-DD, IF-FF, IL-LL und IM-MM die Eizahl der Heterozygoten im Vergleich
zum Durchschnitt der entsprechenden Homozygoten geschatzt (Tab. 4-19).

Tab. 4-19: Schatzwerte fiir die Eizahl (Fy) der Heterozygoten im Vergleich zum
Durchschnitt der beiden entsprechenden Homozygoten am DRBI-Locus der
Jahrgénge 1993 4 1996

Genotypen Schitzwert  Schitzfehler Signifikanzniveau
IC-((CC+11)/2) -0.813 0.620 n.s.
ID-((DD+11)/2) -0.496 0.212 *
IF-((FF+11)/2) -0.481 0.297 n.s.
IL-((LL+11)/2) -0.297 0.501 n.s.
IM-(MM+11)/2) 0.030 0.678 n.s.

Mit Ausnahme von M waren alle Heterozygoten im Vergleich zum Durchschnitt der
Homozygoten mit einer geringeren Eizahl assoziiert. Der Genotyp ID zeigte einen si-
gnifikanten Unterschied zum Mittelwert der entsprechenden Homozygoten.

Im folgenden wurde gepriift, ob die Abweichung der Heterozygoten im Vergleich zum
Durchschnitt der entsprechenden Homozygoten zuféllig ist (Tab. 4-19, Abb. 4-2). Dazu
wurde die Nullhypothese, dass die durchschnittliche gewichtete Abweichung der Hetero-
zygoten vom Durchschnitt der entsprechenden Homozygoten Null ist, gepriift (Tab. 4-20).
Aufgrund der Unbalanziertheit der Versuchsanalage ergaben sich ungleich genaue Kon-
traste. Der ungewichtete Durchschnitt dieser Kontraste war daher ebenso ungenau. Um
diesen Effekt zu eliminieren, wurde ein gewichteter Durchschnitt dieser Kontraste ge-
bildet, wobei der Wichtungsfaktor proportional dem reziproken Wert der Varianz des
Kontrastes war (Tab. 4-20).

Tab. 4-20: Test der Nullhypothese, dass die durchschnittliche gewichtete Abweichung der
Heterozygoten vom Durchschnitt der entsprechenden Homozygoten am DR B1-

Locus der Jahrgdnge 1993 + 1996 Null ist

Schitzwert Schitzfehler Signifikanzniveau
-0.466 0.163 ok
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Wie aus der Tabelle 4-20 hervorgeht, konnte die Nullhypothese abgelehnt werden. Es
wurde hoch signifikant eine durchschnittliche gewichtete Abweichung von der interme-
diaren Vererbung nachgewiesen. Das heifit die heterozygoten Genotypen IC, ID, IF und
IL tragen signifikant zur Reduktion der Fizahl bei.

Da mit Ausnahme von IM alle Heterozygoten im Vergleich zu den entsprechenden
Homozygoten geringere Eizahlen zeigten wurde gepriift, ob Uberdominanz vorliegt. Da-
zu wurde die Differenz der Eizahl zwischen den Heterozygoten und den entsprechenden

besseren Homozygoten geschétzt. Das Frgebnis ist in Tabelle 4-21 dargestellt.

Tab. 4-21: Schatzwerte fiir die Fizahl (Fy) der Heterozygoten im Vergleich zum entspre-
chenden besseren Homozygoten am DRB1-Locus der Jahrginge 1993 + 1996

Genotypen Schitzwert  Schitzfehler Signifikanzniveau
IC-CcC -0.473 0.815 n.s.
ID-DD -0.290 0.304 n.s.
IF-FF -0.312 0.525 n.s.
IL-LL -0.235 0.909 n.s.
IM-MM 0.091 1.192 n.s.

Mit Ausnahme von IM waren alle Heterozygoten im Vergleich zum besseren Homozygoten
mit einer geringeren Eizahl assoziiert. Allerdings war keiner der Heterozygoten signifikant
besser.

Im Anschluss daran wurde die Nullhypothese, dass die durchschnittliche Uberdomi-
nanz Null ist, gepriift (Tab. 4-22).

Tab. 4-22: Test der Nullhypothese, dass die durchschnittliche Uberdominanz am DRBI-
Locus der Jahrginge 1993 + 1996 Null ist

Schitzwert Schitzfehler Signifikanzniveau
-0.244 0.447 n.s.

Wie die Tabelle 4-22 zeigt, konnte die Nullhypothese nicht abgelehnt werden.
Jedoch kann aus den vorliegenden Ergebnissen gefolgert werden, dass beim Scottish
Blackface Schaf eine Resistenz gegen O. cirucumcincta, die nicht auf intermediarer Ver-

erbung beruhen kénnte, vorliegt.
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4.2.2 Assoziationsanalyse zwischen Allelen des Mikrosatelliten DYMS1 und

der Resistenz gegen O. circumcincta

4.2.2.1 Anzahl der fiir die Analyse relevanten Tiere und Allelfrequenzen
In der Tabelle 4-23 ist die bei der Assoziationsanalyse des Markers DYMS1 beriicksichtigte
Tierzahl der Jahrgédnge 1993, 1996 und 1993 4 1996 und deren Allelefrequenz dargestellt.

Tab. 4-23: Anzahl der bei der Assoziationsanalyse des Markers DYMS1 in den Jahrgédngen
1993, 1996 und 1993 4 1996 beriicksichtigten Tiere und deren Allelfrequenzen

Allelfrequenz (¢;) im Jahrgang

Allel 1993 1996 1993 + 1996
180 (B)° 0,029 0,005 0,017
182 - 0,023 0,012
196 (H) 0,137 0,095 0,116
200 (K1) 0,034 0,023 0,029
200* (K2) 0,009 - 0,005
202 - 0,005 0,003
204 (L) 0,078 0,159 0,120
206 - 0,018 0,009
208 - 0,018 0,009
210 (N) 0,059 0,023 0,041
212 (0) 0,015 - 0,008
214 (P) 0,005 - 0,003
216 (Q1) 0,049 0,068 0,059
218 (R) 0,255 0,145 0,200
220 (S) 0,304 0,300 0,302
222 (2) 0,025 0,105 0,065
224 - 0,014 0,007
Anzahl Lammer 100 110 210

° () Nomenklatur nach Buitkamp et al. (1996)

Wie beim DRBI-Locus existierten beim Marker DYMSI1 fiir den jeweiligen Jahrgang
typische Allele. Die Allele 200*, 212 und 214 waren ausschliefllich 1993 vertreten. Dagegen
waren nur im Jahrgang 1996 Trager der Allele 182, 202, 206, 208 und 224 zu finden. Wie

aus der Tabelle 4-23 ersichtlich ist, &nderte sich mit dem Jahrgang die Frequenz fast aller
Allele sehr stark.
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4.2.2.2 Ergebnisse der Assoziationsanalyse mit dem Marker DYMS1

Zur logarithmischen Transformation der Eizahlen wurde bei samtlichen Analysen mit den

Modellen 1 und 2 der Wert § = 10 addiert (Kap. 3.3.2.3).

Modell 1: Lineares Modell mit Regression auf die Anzahl der Allele

In den Jahrgéngen 1993 und 1996 war das Allel 220 am haufigsten vertreten (Tab. 4-23).
Deshalb wurde bei der Analyse der Regressionskoeffizient bygg (fiir das Allel 220) gleich
Null gesetzt (Kap. 3.3.2.2).

Varianzanalyse des Jahrgangs 1993

Bei der Analyse des Markers DYMS1 wurde das Allel 200* nicht beriicksichtigt. Da dieses
Allel ausschlieflich bei den Vollgeschwistern b53 und b54 auftrat, war ein Vergleich des
Alleleffekts auf die Vollgeschwister beschriankt und es konnte kein Schétzwert fiir die

Fizahl ermittelt werden.

Die Schéatzwerte fiir den Einfluss der einzelnen Allele auf die Fizahl im Vergleich
zum Allel 220, sowie deren Schatzfehler und Signifikanzniveaus sind in der Tabelle 4-24
dargestellt.

Tab. 4-24: Schatzwerte fiir die Eizahl der Allele des Markers DYMS1, deren Schétzfehler

und Signifikanzniveaus im Jahrgang 1993

Allel Schitzwert Schitzfehler Signifikanzniveau
180 (B)° -0.616 0.665 n.s.
196 (H) 0.005 0.165 n.s.
200 (K1) 0.651 0.914 n.s.
204 (L) 0.030 0.276 n.s.
212 (O) 0.000 0.627 n.s.
214 (P) 0.682 1.100 n.s.
216 (Q1) 1.264 0.448 ok
218 (R) -0.014 0.182 n.s.
220 (S) 0.000

222 (Z2) 0.360 0.412 n.s.

° () Nomenklatur nach Buitkamp et al. 1996

Im Jahrgang 1993 war das Allel 216 hoch signifikant mit der Erh6hung der Eizahl asso-
ziiert. Dieses Ergebnis entspricht dem Befund von Buitkamp et al. (1996) (Tab. 4-4).
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Varianzanalyse des Jahrgangs 1996
Die Tabelle 4-25 zeigt die Ergebnisse der Analyse mit dem Marker DYMS1 des Jahrgangs
1996. Bei der Regressionsanalyse konnten bei simtlichen Allelen Schatzwerte fiir die Fizahl

ermittelt werden.

Tab. 4-25: Schatzwerte fiir die Eizahl der Allele des Markers DYMS1, deren Schétzfehler

und Signifikanzniveaus im Jahrgang 1996

Allel | Schitzwert  Schitzfehler Signifikanzniveau
180 0.586 0.472 n.s.
182 -0.282 0.257 n.s.
196 0.046 0.164 n.s.
200 0.184 0.446 n.s.
202 -0.732 0.548 n.s.
204 0.142 0.107 n.s.
206 0.708 0.309 *
208 -0.526 0.374 n.s.
210 0.231 0.367 n.s.
216 0.294 0.159 n.s.
218 0.230 0.140 n.s.
220 0.000

222 -0.241 0.201 n.s.
224 0.470 0.442 n.s.

Im Gegensatz zu 1993 waren die Allele 180 und 218 mit einer hoheren und das Allel 222
mit einer niedrigeren Fizahl assoziiert. Im Jahrgang 1996 war das geringfrequente Allel
206 (Tab. 4-23) signifikant mit der Erhohung der Eizahl gekoppelt. Dieses Allel war bei
den Tieren aus dem Jahrgang 1993 nicht vertreten. Im Gegensatz zu 1993 zeigte das Allel
216 im Jahrgang 1996 keine signifikante Assoziation mit einer erhéhten Eizahl.
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Varianzanalyse der Jahrgéinge 1993 + 1996

Analog z7um DRB1-Locus wurden die Datensédtze der Jahrgénge 1993 und 1996 zusammen-
gefithrt und mit Hilfe des Regressionsmodells ausgewertet (Tab. 4-26). Beim ausschlieilich
im Jahrgang 1993 vertretenen Allel 200* konnte wiederum kein Schatzwert fiir die Eizahl

ermittelt werden. Es wurde analog zur Analyse des Jahrgangs 1993 ausgeschlossen.

Tab. 4-26: Schatzwerte fiir die Eizahl der Allele des Markers DYMS1, deren Schétzfehler
und Signifikanzniveaus in den Jahrgdngen 1993 + 1996

Allel | Schitzwert  Schitzfehler Signifikanzniveau
180 -0.206 0.369 n.s.
182 -0.254 0.329 n.s.
196 0.074 0.114 n.s.
200 0.685 0.446 n.s.
202 -0.649 0.721 n.s.
204 0.092 0.111 n.s.
206 0.812 0.400 *
208 -0.612 0.471 n.s.
210 0.231 0.473 n.s.
212 0.000 0.552 n.s.
214 0.728 0.715 n.s.
216 0.418 0.166 *
218 0.101 0.114 n.s.
220 0.000

222 -0.030 0.195 n.s.
224 0.465 0.568 n.s.

Wie die Ergebnisse zeigen, konnte im gemeinsamen Datensatz 199341996 die Assoziation
mit der Erhohung der Eizahl sowohl beim 1993 hoch signifikanten Allel 216 (Tab. 4-24),
als auch beim 1996 signifikanten Allel 206 (Tab. 4-25) bestatigt werden.

Modell 2: Lineares Modell mit direkter Beriicksichtigung der Genotypen

Bei der Analyse des Markers DYMSI konnte der Gesamtdatensatz (50 Genotypen) 11
Teildatensatzen zugeordnet werden (Tab. 4-27, Kap. 3.3.2.1). Zwischen den Sets bestand

keinerlei Verbindung beziiglich der eingesetzten Miitter und Genotypen.
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Tab. 4-27: Einteilung der Genotypen des Markers DYMS1 in 11 Sets fiir die Jahrgénge

1993 + 1996

Set [Genotypen

1 [180*220, 182*218, 182%220, 196*196, 196*204, 196*216

2
3
4
5
6
7
8 |210*216
9 [212%220
10 |180%204
11 |180*218

196*218, 196*220, 200*204, 200*220, 202*220, 204*204
204*218, 204*220, 204*222, 206*220, 206%222, 208*210
208%*222, 210%218, 210*220, 212*218, 214*220, 216*216
216%*218, 216%220, 216*222, 216*224, 218%*218, 218*220
218%222, 218%224, 220%220, 220%222
180*200, 200*218

200%*218, 200*110

180*210, 200%210

182*196, 182%222

196*208, 204*208

196%222, 222%222

Im Rahmen der Varianzanalyse des Markers DYMS1 konnte kein signifikanter Unter-

schied der Genotypen im Einfluss auf die Eizahl nachgewiesen werden (Tab. 4-28). Wie

bei der Auswertung des DRBI-Locus, hatte der Einflussfaktor Jahr einen signifikanten

Effekt auf die Eizahl.

Tab. 4-28: Varianzanalyse mit Modell 2 des Markers DYMS1 fiir die Jahrgénge

1993 4+ 1996
Varianzursache FG SQ MQ E-Wert Signifikanzniveau
Set 10 1.141 0.114 0.68 n.s.
Geschlecht 1 0.232 0.232 1.38 n.s.
Jahr 1 1.106 1.106 6.59 *
Vater(Jahr) 20 4.849 0.242 1.44 n.s.
Mutter(Set*Jahr*Vater) 73 13.169 0.180 1.07 n.s.
DYMSI11*DYMS12(Set) 39 5.536 0.142 0.85 n.s.
Rest 65 10.912 0.168
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4.2.3 Assoziationsanalyse zwischen Allelen des Mikrosatelliten OMHC1 und

der Resistenz gegen O. circumcincta

4.2.3.1 Anzahl der fiir die Analyse relevanten Tiere und Allelfrequenzen
Die bei samtlichen Varianzanalysen des MHC-Klasse-I-Markers OMHC1 beriicksichtigen
Tiere der Jahrgange 1993, 1996 und 1993 + 1996 und deren Allelfrequenzen sind aus der
Tabelle 4-29 zu entnehmen.

Tab. 4-29: Anzahl der bei der Assoziationsanalyse des Markers OMHCI in den Jahr-
gangen 1993, 1996 und 1993 + 1996 beriicksichtigten Tiere und deren

Allelfrequenzen

Allelfrequenz (¢;) im Jahrgang
Allel 1993 1996 1993 + 1996
182 (G)° 0,133 0,023 0,078
184 (D) 0,006 - 0,003
188 (H) 0,061 0,009 0,035
190 (I) 0,244 0,254 0,249
192 (K) 0,089 0,246 0,168
194 (L) 0,056 0,040 0,048
196 (M) 0,233 0,063 0,148
198 (N) 0,150 0,107 0,129
200 (O) 0,067 0,116 0,091
202 (P) 0,017 0,009 0,013
204 (Q) 0,050 0,129 0,090
210 (R) 0,033 - 0,017
Anzahl Lammer 90 112 202

° () Nomenklatur nach Buitkamp et al. (1996)

Die Allele 184 und 210 waren nur im Jahrgang 1993 vertreten. Wie auch beim DRB1-
Locus und beim Marker DYMS1 war die Frequenz der meisten Allele in den Jahrgédngen
1993 und 1996 sehr unterschiedlich.
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4.2.3.2 Ergebnisse der Assoziationsanalyse mit dem Marker OMHC1

Bei der mit Hilfe der Modelle 1 und 2 durchgefithrten Varianzanalyse des Markers OMHC1
wurde bei saimtlichen Jahrgéngen zur logio-Transformation der Fizahl der Wert § = 100

addiert (Kap. 3.3.2.3).

Modell 1: Lineares Modell mit Regression auf die Anzahl der Allele

Sowohl 1993 als auch 1996 war das Allel 190 am haufigsten vertreten. Um die Effekte der
anderen Allele mit dem des Allels 190 vergleichen zu kénnen, wurde der Regressionsko-

effizient bigg gleich Null gesetzt (Kap. 3.2.3.2).

Varianzanalyse des Jahrgangs 1993

Die Ergebnisse zur Assoziationsanalyse des Jahrgangs 1993 mit dem Marker OMHCT1 sind
in der Tabelle 4-30 dargestellt. Neben den Schatzwerten fiir den Einfluss der einzelnen
Allele auf die Eizahl, werden die Schétzfehler und Signifikanzniveaus gezeigt.

Tab. 4-30: Schatzwerte fiir die Fizahl der Allele des Markers OMHC1, deren Schétzfehler

und Signifikanzniveaus im Jahrgang 1993

Allel Schitzwert  Schitzfehler Signifikanzniveau
182 (G)° 0.093 0.157 n.s.
184 (D) 0.018 0.307 n.s.
188 (H) -0.512 0.307 n.s.
190 () 0.000

192 (K) 0.201 0.149 n.s.
194 (L) 0.189 0.145 n.s.
196 (M) 0.020 0.137 n.s.
198 (N) 0.018 0.158 n.s.
200 (0) 0.002 0.212 n.s.
202 (P) -0.111 0.185 n.s.
204 (Q) 0.054 0.146 n.s.
210 (R) -0.122 0.200 n.s.

° () Nomenklatur nach Buitkamp et al. (1996)

Mit Ausnahme der OMHC1-Allele 188, 202 und 210 waren alle mit einer Erhéhung der

Eizahl assoziiert. Jedoch zeigte keines der Allele einen signifikanten Einfluss auf die Eizahl.
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Dagegen fanden Buitkamp et al. (1996) eine hoch signifikante Assoziation des Allels
194 mit einer Steigerung der Eizahl (Tab. 4-4). Im Gegensatz zu dieser Arbeit wihlten
Buitkamp et al. (1996) fiir die logyo-Transformation der Eizahlen den Additionswert § = 1

und schlossen das Allel 184 aufgrund der geringen Frequenz aus.

Varianzanalyse des Jahrgangs 1996

Das Allel 188 des Markers OMHC1 aus dem Jahrgang 1996 wurde von der Regressions-
analyse ausgeschlossen, da der Vergleich des Effekts auf die Eizahl auf das Geschwisterpaar
y157 und y158 beschrankt war (Tab. 4-31). Folglich konnten keine Schatzwerte fiir die

Fizahl ermittelt werden.

Tab. 4-31: Schatzwerte fiir die Fizahl der Allele des Markers OMHC1, deren Schétzfehler

und Signifikanzniveaus im Jahrgang 1996

Allel | Schitzwert Schitzfehler Signifikanzniveau
182 -0.490 0.337 n.s.

190 0.000

192 -0.139 0.115 n.s.

194 0.007 0.163 n.s.

196 -0.122 0.116 n.s.

198 0.023 0.122 n.s.

200 -0.028 0.138 n.s.

202 0.396 0.247 n.s.

204 -0.039 0.119 n.s.

Im Gegensatz zu 1993 waren die Allele 182, 192, 196, 200 sowie 204 mit einer Reduktion
der Eizahl und das Allel 202 mit einer Erhéhung der Eizahl gekoppelt. Wie 1993 war im
Jahrgang 1996 kein Indiz fiir eine signifikante Assoziation eines OMHC1-Allels mit der

Eizahl gegeben.

Varianzanalyse der Jahrgéinge 1993 + 1996

In der Tabelle 4-32 sind die Ergebnisse der Regressionsanalyse des Marker OMHCT mit
dem Datensatz der Jahrgange 1993 4 1996 dargestellt. Wie daraus hervorgeht, war das
Allel 210 signifikant mit einer Reduktion der Eizahl assoziiert. Dieses im Jahrgang 1993

selten vertretene Allel konnte bei den Tieren im Jahrgang 1996 nicht detektiert werden.
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Tab. 4-32: Schatzwerte fiir die Fizahl der Allele des Markers OMHC1, deren Schétzfehler

und Signifikanzniveaus in den Jahrgdngen 1993 + 1996

Schitzfehler Signifikanzniveau

Allel Schitzwert
182 -0.035
184 0.042
188 -0.487
190 0.000
192 -0.043
194 0.173
196 -0.029
198 0.042
200 0.028
202 0.080
204 0.007
210° -0.410

0.103
0.328
0.328

0.086
0.106
0.086
0.093
0.102
0.153
0.089
0.182

n.s.
n.s.
n.s.

n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.

n.s.
&

° Fiir das Allel 210 ergab sich im Gesamtmaterial ein niedrigerer Schitz-
wert fiir die Eizahl, weil fiir das wichtigste Vergleichsallel (192) im Jahr-
gang 1996 eine wesentlich niedrigere Eizahl geschétzt wurde als 1993

Modell 2: Lineares Modell mit direkter Beriicksichtigung der Genotypen

Bei der Varianzanalyse des Markers OMHC1 wurde der Gesamtdatensatz, bestehend aus

46 Genotypen in 6 Teildatensiatze unterteilt (Tab. 4-33, Kap. 3.3.2.1).

Tab. 4-33: Einteilung der Genotypen des Markers OMHC1 in 6 Sets fiir die Jahrgénge

1993 + 1996
Set |Genotypen
1 [182*182, 182*190, 182*192, 182*194, 182*198, 182*204

AN B~ W

182%*196, 182%202
182*200

190*190, 190*192, 190*194, 190*196, 190*198, 190*200
190*202, 190%204, 190%210, 192*192, 192*194, 192*196
192*198, 192%200, 192*204, 192%210, 194*196, 194*198
194*200, 196*196, 196*200, 196*204, 198+200, 198*204
198%210, 200%202, 200*204, 204*204

184*188, 188*188, 188*198
188*196, 188+202, 188*204
182*188, 188*190, 188*194

Die Varianzanalyse ergab keinerlei Hinweise auf die Existenz von Genotypen, welche

sich im Einfluss auf die Eizahl von O. circumcineta unterscheiden (Tab. 4-34). Wie bei
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der Analyse des DRBI-Locus und des Markers OMHC1 zeigte der Einflussfaktor Jahr

einen hoch signifikanten Effekt auf die Eizahl.

Tab. 4-34: Varianzanalyse mit Modell 2 des Markers OMHCI fiir die Jahrgénge

1993 + 1996

Varianzursache FG SQ MQ F-Wert  Signifikanzniveau
Set 5 0.317 0.063 1.24 n.s.
Geschlecht 1 0.039 0.039 0.76 n.s.

Jahr 1 0.448 0.448 8.76 **
Vater(Jahr) 20 1.163 0.058 1.14 n.s.
Mutter(Set*Jahr*Vater) 74 4.046 0.055 1.07 n.s.
OMHCI11*OMHCI12(Set) 40 2.021 0.050 0.99 n.s.

Rest 60 3.073 0.051

4.2.4 Assoziationsanalyse zwischen Allelen der Mikrosatelliten BM1815,

CSRD226, BM1905 und der Resistenz gegen O. circumcincta

Die Tabelle 4-35 zeigt die bei der Varianzanalyse der Marker BM1815, CSRD226 und

BM1905 des Jahrgangs 1996 beriicksichtigte Anzahl der Laémmer und Genotypen. Zusétz-

lich ist der pro Marker gewdhlte Additionswert ¢ zur logarithmischen Transformation der

Eizahl dargestellt.

Tab. 4-35: Anzahl der beriicksichtigten Laimmer und Genotypen, sowie die Additionswerte

6 zur logarithmischen Transformation der Eizahl bei der Varianzanalyse der

Marker BM1815, CSRD226 und BM1905 des Jahrgangs 1996

Marker | Limmer Genotypen Additionswert &
BM1815 31 100
CSRD226 24 15
BM1905 3 100

Der Gesamtdatensatz der Marker BM1815, CSRD226 und BM1905 wurde jeweils in 4,

3 und 2 Teildatensétze (Sets) untergliedert, zwischen denen keine Verbindung hinsichtlich

der eingesetzten Miitter und Genotypen bestand (Tab. 4-36, Kap. 3.3.2.1).
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Tab. 4-36: Einteilung der Genotypen der Marker BM 1815, CSRD226 und BM1905 in Sets

fiir den Jahrgang 1996

Marker
Set BM1815 CSRD226 BM1905
1 139%149, 139*151, 139*155 [204*210, 204*214, 206*%210 |192*194, 194*%194
139*157, 139*159, 141*151 (206*214, 206%218, 206%222
147*155, 149*%149, 149*%151 (210%210, 210¥212, 210*214
149*155, 149*159, 151*151 (210%*218, 210%220, 210%222
151%153, 151*155, 151*%157 (212*214, 212%222, 214%222
151%159, 151*163, 155*%155 (216%242, 218%242, 220%222
155%157, 155%159, 157*157 (222%222,222%242
157*159, 159*159, 159*163
161*163, 163*163
2 137*139, 157*163 212%242, 242%242 192*192
3 139%139, 139*147 214%220, 218%220
4 155*%163
Tab. 4-37: Varianzanalyse mit Modell 2 der Marker BM1815, CSRD226 und BM1905 fiir
den Jahrgang 1996
Marker |Varianzursache FG SQ MQ  F-Wert Signifikanzniveau
BM1815 ([Set 0.061 0.020 0.29 n.s.
Geschlecht 1 0.111 0.111 1.60 n.s.
Vater 11 0.460 0.042 0.60 n.s.
Mutter(Set*Vater) 38 2369 0.062 0.90 n.s.
BM18151*BM18152(Set) 27 1.331 0.049 0.71 n.s.
Rest 25 1.735 0.069
CSRD226 [Set 2 0.147 0.073 1.40 n.s.
Geschlecht 1 0.162 0.162 3.11 n.s.
Vater 11 0.870 0.079 1.52 n.s.
Mutter(Set*Vater) 38 2412 0.063 1.22 n.s.
CSRD2261*CSRD2262(Set) | 21 1.298 0.062 1.18 n.s.
Rest 30 1.567 0.052
BMI1815 |[Set 1 0.001 0.001 0.01 n.s.
Geschlecht 1 0.743 0.743 7.60 *k
Vater 13 2.756 0.212 2.17 *
Mutter(Set*Vater) 41 5.566 0.136 1.39 n.s.
BM19051*BM19052(Set) 1 0.368 0.368 3.77 +
Rest 54 5.275 0.098
+ p < 0,057
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Wie aus der Tabelle 4-37 ersichtlich ist, zeigten weder die Genotypen des Markers BM1815
noch des Markers CSRD226 einen signifikanten Einfluss auf die Eizahl. Beim Marker
BM1905 hatte der Einflussfaktor Geschlecht einen hoch signifikanten und der Einfluss-
faktor Vater einen signifikanten Effekt. Der Einfluss der Genotypen auf die Eizahl grenzte

an die Signifikanzschwelle.

4.3 Sequenzierung oviner D@QB-Allele und Etablierung der
~Reference strand mediated conformation analysis“

(RSCA) zur Typisierung von DQ@QB-Allelen

Die erstmalige Ftablierung der ABI PRISM® 377 DNA Sequencer unterstiitzten RSCA
zur Typisierung des hoch polymorphen zweiten Exons oviner D@)B-Gene, setzt die Kennt-
nis der Sequenzabfolge voraus. Da zum Zeitpunkt der Arbeit nur 12 verschiedene ovine
D@B-Sequenzen publiziert waren (van Oorschot et al. 1994) und vom Scottish Blackface
Schaf keine D@)B-Sequenzinformationen zur Verfiigung standen, wurde zuerst eine Reihe

von D@B-Allelen sequenziert.

4.3.1 Klonierung und Sequenzierung des zweiten Exons oviner DQB-Allele

Zunachst wurden 11 unverwandte Scottish Blackface Schafe aus dem Jahrgang 1996 mit
unterschiedlichen DRBI1-Allelen ausgewéhlt und das klonierte Exon 2 des DQB-Gens se-
quenziert. Die Tabelle 4-38 zeigt die DRB1- und D@QB-Typisierung dieser Tiere.

Fiir die Amplifikation des zweiten Exons der D@QB-Allele wurden zwei Primersyste-
me (JM05/JM06 und JMO05/JMO07) eingesetzt. Mit Hilfe dieser Primer kénnen mindestens
zwei DQ)B-Gene amplifiziert werden. Jedoch liefern diese Primer kein genspezifisches Pro-
dukt (van Qorschot et al. 1994).

Es wurden 16 neue Allele gefunden, so dass derzeit fiir 28 Allele die Sequenzinfor-
mation des zweiten Exons vorliegt. Die Abbildung 4-4 zeigt die Aminosédure-Sequenz
des zweiten Exons der 16 neuen, sowie der bereits publizierten ovinen Allele DQB*1
(EMBL Accession No. M84611) und DQB*2 (EMBL Accession No. L.08792) im Vergleich
mit der Aminosaure-Sequenz des bovinen Allels BoLA-DQB*0101 (EMBL Accession No.
1.23944). Erganzend ist die humane DQB-Sequenz HLA-DQB1*03011 (EMBIL Accession
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No. U83582) angegeben. Die Nomenklatur wurde am Beispiel von van Qorschot et al.
(1994) durchgefithrt und bei OLA-DQB*13 fortgesetzt.

Mit wenigen Ausnahmen lagen sdmtliche Allele in mindestens drei verschiedenen Klo-
nen vor. Allele, von denen nur zwei Klone sequenziert wurden, konnten zusatzlich durch
Direktsequenzierung bestétigt werden.

Mit dem Primerpaar JM05/JM06 konnten sechs und mit JM05/JM07 10 verschie-
dene ovine D@B-Allele identifiziert werden. Ein Individuum (G062/E) zeigte mit dem
Primer JM05/JM06 nur ein Allel. Mit dem Primerpaar JM05/JMO07 ergab sich kein
PCR-Produkt. Dagegen konnte bei den Tieren W97/E und R151/E mit dem Primer-
paar JM05/JMO7 jeweils nur ein Allel und mit dem Primerpaar JM05/JM06 kein Allel
amplifiziert werden. Bei sieben Tieren ergab sich jeweils mit beiden Primersystemen ein
PCR-Produkt, wobei das Tier W7/E vier verschiedene D@QB-Allele aufwies (Tab. 4-38).
Dies ist ein Hinweis auf die gleichzeitige Amplifikation von mindestens zwei DQ)B-Genen

mit den Primersystemen JM05/JM06 und JM05/JMO7.

Tab. 4-38: DRBI1- und D@)B-Typisierung der sequenzierten Scottish Blackface Schafe

OLA-DRBI* OLA-DQB*
Tier IMO05/IM06 IMO05/IMO07
Allel 1 Allel2| Allel1 Allel2 | Allel1  Allel 2
R37/E 546 580 24 - 13 28
0246/E 580 914 24 20 13 -
PUR12/E 512 914 18 20 26 -
G116/E 462 554 27 - 15 -
GO062/E 500 500 23 - - -
WS57/E 580 580 24 - 13 -
W7/E 462 554 27 21 15 14
R151/E 540 540 - - 17 -
0233/E 540 944 - - 25 22
WI7/E 540 872 - - 15 -
y181 562 562 n.s. n.s. 16 19

n.s.: nicht sequenziert
—: ein bzw. kein Allel vorhanden

Van Oorschot et al. (1994) gehen davon aus, dass die Allele OLA-DQB*1 und -D@QB*2
unterschiedlichen Genen zuzuordnen sind. Im Vergleich zu DQB*1 zeigt das Allel DQB*2

signifikante Sequenzunterschiede, wie zum Beispiel eine Deletion von drei Basen an der
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Aminosaureposition 44 und ein unterschiedliches 3’-Ende (Abb. 4-4). Unter den 16 neu
sequenzierten Allelen war jedoch keines dabei, das ebenso wie das mit dem Primerpaar
JMO05/IM07 amplifizierte Allel OLA-DQB*2 eine Basendeletion an der Position 44 auf-
weist.

Das in dieser Arbeit sequenzierte Allel OLA-D(QB*25 wies neben der Basendeletion an
der Position 57 an den Positionen 5, 20, 22, 29, 43 und 56 die gleichen Aminosduren wie die
publizierten Allele OLA-DQB*12 (EMBL Accession No. U07034), sowie BoL.A-DQB3*1
(EMBL Accession No. U77799) und BoLA-D@B3*1.2 (EMBL Accession No. X79349)
auf. Anhand dieser Basendeletion und Aminosduren kénnen diese Allele eindeutig von
anderen D@)B-Sequenzen der Wiederkduer unterschieden werden. Die charakteristischen
Aminoséurepositionen sind in der Abbildung 4-5 grau gekennzeichnet.

Die hypervariablen Regionen (HVR) des zweiten Exons der D@QB-Sequenzen wurden
von der Maus und vom Menschen (Lundberg und McDevitt 1992) auf ovine und bovi-
ne D@B-Sequenzen tibertragen (van Oorschot et al. 1994). Diese Regionen sind in den
Abbildungen 4-4 und 4-5 unterstrichen.
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Ab. 4-4: Aminosaure-Sequenzen des zweiten Exons der 16 neu sequenzierten ovinen Allele DQB*13 bis DBQ&2sowie der bereits
publizierten ovinen Allele DQB*1 (EMBL Accession No. M84611) und DQB*2 (EMBL Accession No. L08792) verglichen
mit der Aminosaure-Sequenz des bovinen Allels BoLA-DQB*0101 (EMBL Accession No. 1.23994). Zuséatzlich ist in
der letzten Zeile die humane Sequenz HLA-DQB1*03011 (EMBL Accession No. U83582) dargestellt. Unterstrichene
Aminosduren kennzeichnen die hypervariablen Regionen (HVR). —entspricht der AS der BoLA-DQB*0101-Sequenz.
*reprasentiert eine Basendeletion. Die Zahlen in der rechten Spalte geben die Anzahl der sequenzierten unabhiangigen
Klone an. fzusédtzliche Bestéatigung der Sequenz durch Direktsequenzierung. JM05/JM06 und JM05/JMO7 entsprechen

den eingesetzten Primerpaaren.



HVRI HVRII HVRIII HVRIV HVRV

1 11 21 31 a1 51 61 71
BoLA-DQB3*1 YQF I¥OCYFTNGTERVRSVKKQT YNRQEHVRFDSDVNEFRAVSPLGORDAEYFNSHADFLKQTRAEVDTVCRENYQLELL
OLA-DQB*12 ~  ————m——————————m o= = RK———————= A———E-————— T ? JM05/JM07
OLA-DQB*25 e C L-=Re——————=————— N--—————F——— RQ-—————-= e I 2t JM05/JM07

HLA-DQB1*03011 YQFKAMCYFTNGTERVRYVTRYIYNREEYARFDSDVEVYRAVTPLGPPDAEYWNSQKEVLERTRAELDTVCRHNYQLELG

Ab. 4-5: Darstellung der ovinen Allele DQB*12 (EMBL Accession No. U07034) und DQB*25, verglichen mit der bovinen Ami-
noséure-Sequenz DQB3*1 (EMBL Accession No. U77799). Zusatzlich ist in der letzten Zeile die Sequenz fiir HLA-
DQB1%03011 (EMBL Accession No. U83582) angegeben. — entspricht der AS der BoLA-DQB3*1-Sequenz. * repréasen-
tiert eine Basendeletion. Graue Unterlegung: fiir Wiederkauer untypische Aminoséduren. Die Zahlen in der rechten Spalte
geben die Anzahl der sequenzierten unabhangigen Klone an. { zusitzliche Bestétigung der Sequenz durch Direktsequen-

zierung. JM05/JM06 und JMO05/JMO07 entsprechen den eingesetzten Primerpaaren.



4.3.2 Typisierung oviner D@QB-Allele mittels der ,,Reference strand mediated
conformation analysis“ (RSCA)

4.3.2.1 Etablierung der RSCA

Zur Typisierung oviner D@)B-Allele wurde die ABI PRISM® 377 DNA Sequencer un-
terstiitzte RSCA, welche auf der Methode der Heteroduplexanalyse basiert, etabliert.
Dazu wurde die von Argiiello et al. (1998) beschriebene Methode modifiziert (Kap. 1.9)
und zur Allelauftrennung und -detektion erstmals der ABI PRISM® 377 DNA Sequencer
eingesetzt.

Da bei dieser Methode speziell der Sensestrang des Referenzallels fluoreszenzmarkiert
wird, kénnen nur Duplexe, die mit dem markierten Referenzstrang gebildet wurden, la-
serdetektiert werden. Mit Hilfe der GeneScan™ Analysis Software werden die Duplexe
als Peak dargestellt. Liegt eine vom Referenzallel unterschiedliche Probe vor, werden ein
Peak fiir das Referenzallel (Homoduplex) und ein oder zwei Peaks (Heteroduplex) fiir
die jeweiligen Allele der Probe aufgezeigt. Mit jeder zu typisierenden Probe lauft ein
fluoreszenzmarkierter Langenstandard mit. Unter konstanten Elektrophoresebedingungen
ist die Laufgeschwindigkeit der Duplexe relativ zum Langenstandard konstant, so dass fiir
jedes einzelne Allel ein spezifischer Wert, der repriasentativ fiir seine Mobilitét ist, ermit-
telt werden kann. Wie bei der Mikrosatellitenanalyse wurden mit Hilfe der Genotyper®
Analysis Software die entsprechenden Mobilitatswerte ermittelt und in Basenpaaren (bp)

dargestellt.

Etablierung der PCR- und Gellaufbedingungen Zur Etablierung der RSCA wurde
die DNA von Tieren eingesetzt, deren D@B-Allele durch Sequenzierung ermittelt wurden
(Tab. 4-38). Dadurch kann die Zuverlassigkeit dieser Typisierungsmethode kontrolliert
werden.

Zuerst wurden die PCR-Bedingungen zur Amplifikation des Referenzallels optimiert
(Kap. 3.2.3.2). Dazu wurden die von van Oorschot et al. (1994) entwickelten Primersyste-
me JM05/JM06 und JM05/JMO7 eingesetzt, wobei die 5-Fnden der Primer JM06 und
JMO7 jeweils mit dem Fluoreszenzfarbstoff TAMRA und HEX markiert wurden (Tab.
2-4). Als Templat diente die aus der Sequenzierung stammende Plasmid-DNA, die das
zweite Fxon des entsprechenden D@)B-Allels enthielt. Dies geschah zur Sicherstellung,
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dass nur ein Allel in der Referenz-DNA vorliegt.

Bei der Amplifikation des zweiten Exons der zu typisierenden DQ)B-Allele mit den Pri-
mern JMO05/JM06 und JM05/JMO07 diente genomische DNA als Templat (Kap. 3.2.3.2).

Im folgenden wurden die optimalen Bedingungen fiir die Herstellung der Heteroduplex-
DNA ermittelt. Das jeweilige Referenzallel wurde mit den PCR-Produkten der Proben-
DNA hybridisiert (Kap. 3.2.6).

Im néchsten Schritt wurden die elektrophoretischen Bedingungen fiir die Auftrennung
der D@)B-Allele iiber ein nichtdenaturierendes Polyacrylamidgel mit Hilfe des ABI PRISM®
377 DNA Sequencers ermittelt (Kap. 3.2.6). Eine optimale Fragmentauflésung konnte bei
Verwendung eines 6 % igen Polyarcylamidgels ohne Harnstoff, mit einer Spannung von
1680 V und 40 °C Geltemperatur in 3,5 h erreicht werden.

Zur Berechnung der Mobilitatswerte (bp) der Allele wurde der Langenstandard
GeneScan — 500™ ROX eingesetzt.

Etablierung der Referenzallele mit dem besten Auflésungsvermégen Der Ein-
satz verschiedener Referenzallele erlaubt die gezielte Beeinflussung der Konformation und
damit die Kontrolle iiber die Laufgeschwindigkeit sowie das Auftrennungsvermogen der
verschiedenen Heteroduplexe im Polyacrylamidgel.

Zur Ermittlung der Referenzallele mit dem besten Auflosungsvermégen der DQB-
Allele vom Typ JM06 und JM07 wurden jeweils sechs verschiedene Referenzallele mit den
aus genomischer DNA gewonnenen D@)B-Allelen hybridisiert. Die mit Hilfe der Genotyper®
Analysis Software ermittelten Mobilitatswerte (bp) sind in den Tabellen 4-39 und 4-40

dargestellt.
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Tab. 4-39: Mobilitatswerte (bp) der D@QB-Allele vom Typ JMo6 mit verschiedenen Referenzallelen

JMO5 / IM06 Moblilitdatswerte (bp) mit Referenzallel
Tier OLA-DQB* DQOB*18 DQB*20 DQOB*21 DQB*23 DQB*24 DQOB*27
Genom-DNA| Allel 1 Allel 2 |Allel 1 Allel 2| Allel 1 Allel 2 Allel 1 Allel 2| Allel 1 Allel 2| Allel 1 Allel 2| Allel 1 Allel 2
0246/E 24 20 391 306 400 291 347 338 329 355 291 347 346 325
G116/E 27 - 350 - 347 - 341 - 353 - 351 - 288 288
WST/E 24 - 391 - 400 - 347 - 329 - 291 - 346 -
W7/E 27 21 350 322 347 347 n.t. n.t. 353 351 351 343 288 322
PURI2/E 18 20 291 306 329 291 321 338 351 355 347 347 340 325
GO062/E 23 - - 428 462 - 370 - 289 - 354 - 364 -
—: nur ein Allel vorhanden
n.t.: Mobilitdtswert nicht ermittelt
Tab. 4-40: Mobilitatswerte (bp) der D@QB-Allele vom Typ JMO7 mit verschiedenen Referenzallelen
JMO5 / IMO7 Moblilitdatswerte (bp) mit Referenzallel
Tier OLA-DQB* DQOB*13 DQOB*14 DQOB*15 DOB*17 DQB*22 DQOB*28
Genom-DNA| Allel 1 Allel 2 |Allel 1 Allel 2| Allel 1 Allel 2 Allel 1 Allel 2| Allel 1 Allel 2| Allel 1 Allel 2| Allel 1 Allel 2
0246/E 13 - 286 - 311 - 325 - 341 - 448 - 407 -
G116/E 15 - 319 - 330 - 286 - 315 - 441 - 363 -
WST/E 13 - 286 - 311 - 325 - 341 - 448 - 407 -
W7/E 15 14 319 319 330 288 286 334 315 344 441 441 363 367
R37/E 13 28 286 364 311 382 325 379 341 352 448 405 407 288
R151/E 17 - 325 - 322 - 309 - 289 - 404 - 324 -

—: nur ein Allel vorhanden




Nach der Hybridisierung mit dem Referenzallel DQB*23 (JM05/JM06) zeigten die
Allele DQB*20, DQB*21 und DQB*27 trotz erheblicher Sequenzunterschiede (Abb. 4-4)
mit 355 bp, 351 bp und 353 bp &dhnliche Migrationsraten (Abb.4-6, Tab. 4-39). Im Ge-
gensatz dazu war mit dem Referenzallel DQB*18 eine optimale Auftrennung dieser Allele

moglich (306 bp, 322 bp und 350 bp).
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Abb. 4-6: Genotyperergebnisse nach der Duplexauftrennung der jeweils heterozygoten
Tiere 0246/E und WT7/E mit den Referenzallelen DQB*23 und DQB*18
(JM05/IM06). In den Zeilen 1 und 4 sowie 2 und 5 sind die Mobilitatswerte
der Allele in Basenpaaren (bp) der heterozygoten Tiere 0246/E und WT7/E,
nach der Auftrennung der Duplexe mit den zwei Referenzallelen DQB*23 (Zei-
le 1 und 2) und DQB*18 (Zeile 4 und 5), dargestellt. In der dritten Zeile ist
der Léngenstandard GeneScan —500™ ROX abgebildet. In den iibrigen Zeilen
repréasentiert der erste Peak das Homoduplex des Referenzallels, wihrend die
folgenden zwei Peaks den Hetereroduplexen der beiden verschiedenen DQB-

Allelen entsprechen.
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Wie mit dem Referenzallel DQB*23 war auch mit den Referenzallelen DQB*21 und
DQB*2/ keine optimale Allelauftrennung zu erzielen (Tab. 4-39). Wird Letzteres als Refe-
renzallel verwendet, lassen sich die Allele DQB*18 und DQB*20 nicht trennen. Die Refe-
renzallele DQB*13und DQB*22vom Typ JMO7 erwiesen sich ebenfalls aufgrund dhnlicher
Mobilitatsraten verschiedener Allele als nicht geeignet zur Typisierung von D@ B-Allelen
(Tab. 4-40).

Um eine optimale Auflésung der Duplexe zu erzielen, wurden fiir die Primersysteme
JMO05/JM06 und JMO05/JMO07 jeweils zwei Referenzallele ausgewahlt, welche in Kombina-
tion die beste Auflésung der einzelnen D(@)B-Allele erlaubten. Zur Typisierung der Allele
vom Typ JM06 wurden die Referenzallele DQB*20 und DQB*27 eingesetzt (Abb. 4-7).
Bei der Typisierung der Allele vom Typ JM07 waren die Referenzallele DQB*17 und
DQB*28 am besten geeignet (Tab. 4-39, Tab. 4-40).

Mobilitits- 500

wert (bp) ® DOB*20

450 ¢ (0246/E)
DOB*27
400 - o (G116/E)
350 - o o
o
300
DQB -Allele

250 - ©

Abb. 4-7: Mobilitatswerte (bp) der D@QB-Allele vom Typ JM06, die mit den besten Refe-
renzallelen DQB*20 und DQB*27 ermittelt wurden. Auf der x-Achse sind die
verschiedenen D(Q)B-Allele, auf der y-Achse die Mobilitdtswerte in Basenpaaren
(bp) angegeben.
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Wie aus der Abbildung 4-7 ersichtlich ist, erméglicht der Finsatz von mindestens zwei
Referenzallelen eine sichere Typisierung der D@QB-Allele. Wahrend mit dem Referenzallel
DQB*20 keine Auftrennung der Allele DQB*21 und DQB*27 moglich war, konnten diese
mit Hilfe des zweiten Referenzallels DQB*27 eindeutig zugeordnet werden. Zudem kénnen
anhand neuer Kombinationen der Mobilitdtswerte zweier Referenzallele auch unbekannte
Allele zuverlassig typisiert werden.

Anhand der beiden ausgewahlten Referenzallele vom Typ JMO06 (DQB*20, DQB*27)
und vom Typ JMO7 (DQB*17, DQB*28) wurde fiir jedes einzelne D@QB-Allel der spe-
zifische Mobilitatswert ermittelt (Tab. 4-41, Tab. 4-42). Die mit Hilfe dieser Referenzalle-
le aufgetrennten D(QB-Allele wiesen mit Ausnahme der mit dem Referenzallel DQB*20
hybridiserten Allele DQB*21 und DQB*27 keine Uberlappung in den Mobilitétswerten
auf. Gleichzeitig sind die Mobilitdtswerte der einzelnen D@QB-Allele zuverlassig reprodu-
zierbar, da die Standardabweichungen (SD) der, aus mehreren Allelen von verschiedenen

Gellaufen gemittelten, Mobilitdtswerte mit nur drei Ausnahmen unter 1,0 lagen.

Tab. 4-41: Mobilitatswerte (bp) der D@QB-Allele vom Typ JMO06, aufgetrennt mit den
Referenzallelen OLA-DQB*20 und OLA-DQB*27

Referenzallel |detektiertes Allel Mittelwert Median SD  Maximum Minimum Vorkommen
OLA-DQB*20 |OLA-DQB*18 328,93 329,11 0,56 329,37 328,30
OLA-DQB*20 290,99 290,20 0,49 291,39 290,24
OLA-DQB*21 34754 347,44 0,18 347,83 34734
OLA-DQOB*23 462,02 461,85 0,68 462,81 460,94
OLA-DQB*24 400,55 400,35 1,36 401,98 399,02
OLA-DQB*27 347,54 34744 0,18 347,83 34734
OLA-DQB*27 |OLA-DQB*18 340,14 340,01 0,52 340,83 339,59
OLA-DQB*20 325,39 32522 0,76 32425 326,69
OLA-DQB*21 321,79 321,28 1,11 323,06 321,03
OLA-DQB*23 364,54 364,44 044 365,73 363,99
OLA-DQB*24 345,78 345,84 0,32 346,23 345,28
OLA-DQB*27 287,68 287,80 0,65 288,42 286,90

NS NwzTuwuauwao v w

Mittelwert: Mobilitatswert (bp), gemittelt von mehreren Allelen aus verschiedenen Gelldufen
Vorkommen: Anzahl der Allele aus denen der Mittelwert gebildet wurde
SD: Standardabweichung
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Tab. 4-42: Mobilitatswerte (bp) der D@QB-Allele vom Typ JMO07, aufgetrennt mit den
Referenzallelen OLA-DQB*17 und OLA-DQB*28

Referenzallel |detektiertes Allel Mittelwert Median SD  Maximum Minimum Vorkommen
OLA-DQB*17 |OLA-DQB*13 340,98 340,77 0,36 341,56 340,64 7
OLA-DQB*14 344,03 34491 0,63 344,77 343,28
OLA-DQB*15 31485 314,32 0,67 315,63 314,26
OLA-DQB*26 349,63 349,55 0,10 349,70 349,56
OLA-DQB*neu 347,88 347,73 0,58 348,71 347,09
OLA-DQB*28 |OLA-DQB*13 407,35 407,58 0,87 408,18 406,20
OLA-DQB*14 366,61 366,50 0,38 367,03 366,30
OLA-DQB*15 363,11 363,09 0,10 363,22 363,02
OLA-DQB*26 373,95 372,81 1,61 375,09 372,81
OLA-DQB*neu 287,77 287,55 0,92 288,83 286,44

AN W LW AN R

Mittelwert: Mobilitatswert (bp), gemittelt von mehreren Allelen aus verschiedenen Gelldufen
Vorkommen: Anzahl der Allele aus denen der Mittelwert gebildet wurde
SD: Standardabweichung

4.3.2.2 D@B-Familientypisierung

Aufgrund der kodominanten Vererbung der D@B-Allele kann die Zuverlédssigkeit der mit
Hilfe der RSCA erstellten Typisierungsergebnisse sowie die Eignung der ausgewahlten
Referenzallele anhand der Typisierung eines Familienmaterials gepriift werden. Deshalb
wurde die Typisierung der mit Hilfe der Primersysteme JM05/JM06 und JM05/JM07
amplifizierten D@ B-Allele von vier Halbgeschwisterfamilien mit insgesamt sieben Miittern
vorgenommen (Tab. 4-43, Tab. 4-44). Dazu wurden fiir das Primersystem JM05/JM06
die Referenzallele DQB*20 und DQB*27 eingesetzt. Die Allele vom Typ JM07 wurden
mit den Referenzallelen DQB*17 und DQB*28 aufgetrennt. Von den D@B-Allelen der
Miitter dieser Halbgeschwisterfamilien waren die spezifischen Mobilitdtswerte aus den
Etablierungsarbeiten bereits bekannt.

Wie aus den Tabellen 4-43 und 4-44 ersichtlich ist, konnten bei samtlichen Nachkom-
men die Allele der Eltern wiedergefunden werden. Neben den bereits bekannten Alle-
len befand sich unter den nicht sequenzierten Vatern (G200/R und G175/R) ein neues
DQ@B-Allel (OLA-D@QB*neu), fiir das zum Zeitpunkt der Arbeit noch keine Mobilitatswer-
te vorlagen. Aufgrund der bei beiden Vatern identischen Mobilitédtswerte ist von einem

D@B-Allel mit gleicher Sequenzabfolge auszugehen.
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Tab. 4-43: Mobilitatswerte (bp) der D@QB-Allele vom Typ JMO06, ermittelt mit den Refe-
renzallelen DQB*20 und DQB*27 bei vier Halbgeschwisterfamilien

Tier OLA-DQB -Allele |Mobilitdtswert (bp) mit Referenzallel

OLA-DQOB* OLA-DQOB*20 OLA-DQB*27
G199/R 23 - 462 - 364 -
R37/E 24 - 400 - 346 -
y075 23 - 462 - 364 -
y076 23 24 462 400 364 346
0246/E 24 20 400 291 346 325
y183 23 24 462 400 364 346
y184 23 20 462 291 364 325
PURI12/E 18 20 329 291 340 325
y197 23 18 462 329 364 340
y198 23 20 462 291 364 325
G200/R - - - - - -
G062/E 23 - 462 - 364 -
yl12 23 - 462 - 364 -
WS57/E 24 - 400 - 346 -
y095 24 - 400 - 346 -
y096 24 - 400 - 346 -
G175/R - - - - - -
G116/E 27 - 347 - 288 -
yl116 27 - 347 - 288 -
G179/R 23 - 462 - 364 -
W7/E 27 21 347 347 288 322
y097 23 21 462 347 364 322
y098 23 27 462 347 364 288
grau unterlegt: Vater —: nur ein bzw. kein Allel

fett gedruckt: Mutter
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Tab. 4-44: Mobilitatswerte (bp) der D@QB-Allele vom Typ JMO07, ermittelt mit den Refe-
renzallelen DQB*17 und DQB*28 bei vier Halbgeschwisterfamilien

Tier OLA-DQB -Allele |Mobilitatswert (bp) mit Referenzallel

OLA-DQB* OLA-DQB*17 OLA-DQB*28
G199/R - - - - - -
R37/E 13 28 341 352 407 288
y075 n.t. n.t n.t.
y076 13 - 341 - 407 -
0246/E 13 - 341 - 407 -
y183 13 - 341 - 407 -
y184 - - - - - -
PUR12/E 26 - 350 - 374 -
y197 26 - 350 - 374 -
y198 - - - - - -
G200/R neu - 348 - 288 -
GO062/E - - - - - -
yl12 neu - 348 - 288 -
WS7/E 13 - 341 - 407 -
y095 neu 13 341 - 407 -
y096 neu 13 341 - 407 -
G175/R neu - 348 - 288 -
G116/E 15 - 315 - 363 -
y116 neu 15 348 315 288 363
G179/R - - - - - -
W7/E 15 14 315 344 363 367
y097 14 - 344 - 367 -
y098 15 - 315 - 363 -
grau unterlegt: Vater —: nur ein bzw. kein Allel

fett gedruckt: Mutter n.t.: nicht typisiert

4.3.2.3 DRB1-D@B-Haplotypenbildung
Gleich der Typisierung eines Familienmaterials kann anhand der DRB1-D()B-Haplo-
typenbildung die Zuverlassigkeit der mit Hilfe der RSCA ermittelten Typisierungsergeb-
nisse kontrolliert werden. Wie beim Menschen sind auch beim Schaf die DR- und D@-
Gengruppen eng gekoppelt und werden in der Regel als Haplotypen kodominant vererbt
(Kap. 1.6.2). Die Haplotypen koénnen anhand der Familientypisierung der DRBI- und
D@ B-Allele, sowie durch die Typisierung DRBI- und D@B-homozygoter Tiere abgeleitet
werden.

Die Vererbung der elterlichen Haplotypen an ihre Nachkommen ist in Abbildung 4-8
dargestellt.
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G199/R Vater

R37/E Mutter

y075/Lamm

y076/Lamm

0246/E Mutter

y183/Lamm

y184/Lamm

PUR12/E Mutter

y197/Lamm

y198/Lamm

DRBI DOB/IMO6 DOB/IMO7

500 DOB*23

500 DOB*23

580 DOB*24 DOB*13
546 DOB*28
500 DOB*23 n.t.

546 n.t.

500 DOB*23

580 DOB*24 DOB*13
580 DOB*24 DOB*13
914 DOB*20

500 DOB*23

580 DOB*24 DOB*13
500 DOB*23

914 DOB*20

512 DOB*18 DOB*26
914 DOB*20

500 DOB*23

512 DOB*18 DOB*26
500 DOB*23

914 DOB*20
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DRBI DQB/IM06 DQOB/IMO7

524/G2 DQB*neu
G200/R Vater
562
500 DQB*23
G062/E Mutter
500 DQB*23
524/G2 DQB*neu
yl112/Lamm
500 DQB*23
580 DQB*24 DQOB*13
WS7/E Mutter
580 DQB*24 DQOB*13
524/G2 DQB*neu
y095/Lamm
580 DQB*24 DQOB*13
524/G2 DQB*neu
y096/Lamm
580 DQB*24 DQOB*13
524/G2 DQB*neu
G175/R Vater
524/G2 DQB*neu
554 DQB*27 DQOB*15
G116/E Mutter
490
524/G2 DQB*neu
yl16/Lamm

554 DOB*27 DOB*15
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DRBI DQB/IM06 DQB/IMO07

500 DQB*23
G179/R Vater
500 DQB*23
554 DQB*27 DQB*15
W7/E Mutter
462 DQB*21 DQOB*14
500 DQB*23
y097/Lamm
462 DQB*21 DQOB*14
500 DQB*23
y098/Lamm

500 DOB*27 DOB*15

Abb. 4-8: Darstellung der Vererbung oviner DRBI-D@B-Haplotypen am Beispiel von
vier typisierten Halbgeschwisterfamilien. Pro Familienmitglied sind iiber und
unter dem Strich die ovinen DRBI-D@)B-Haplotypen der beiden homologen
Chromosomen dargestellt. Dabei wird immer die Reihenfolge Vater-Mutter-
Nachkomme eingehalten. n.t.: nicht typisiert

Wie die Abbildung 4-8 zeigt, war bei sémtlichen typisierten Halbgeschwisterfamilien ein-
deutig eine Vererbung der DRB1- und D@B-Allele als Haplotypen zu erkennen. Zum Bei-
spiel war der Haplotyp DRBI1*500-DQB*23 bei allen Halbgeschwisterfamilien zu finden.
Desweiteren lagen die Allele DRB1*580, DQB*2/und DQB*13sowie die Allele DRB1*55/,
DQB*27 und DQB*15 in zwei Familien als Haplotypen vor. Diese Ergebnisse bestitigen
die zuverlassige Typisierung von D@)B-Allelen mit Hilfe der RSCA.

5 Diskussion

5.1 Charakterisierung der typisierten Marker

Die Polymorphismen im zweiten Exon der DRBI1-Allele spiegeln sich auf Proteinebene
in der Variabilitdt der Antigenbindungsstelle der MHC-Klasse-I1-Molekiile wieder. Die
dadurch beeinflusste Affinitat, mit der Peptide an die MHC-Molekiile binden, kann sich
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erheblich auf die Effektivitdt der sich entwickelnden Immunantwort und damit auf die
Resistenz auswirken. Deshalb wurden im Rahmen dieser Arbeit die exonischen Polymor-
phismen des DRB1-Gens mit Hilfe der sequenzspezifischen Oligohybridisierung erfasst.

Die hohe Korrelation zwischen den Polymorphismen im Exon 2 und der Variabilitét
des im zweiten Intron lokalisierten Mikrosatelliten des DRB1-Gens beim Scottish Black-
face Schaf aus dem Jahrgang 1993 (Schwaiger et al. 1993, 1996) und dem Jahrgang 1996
entspricht den Befunden bei Primaten, Nagetieren, Rinder und Ziegen (Rief et al. 1990,
Ammer et al. 1992, Epplen et al. 1997, Bergstrom et al. 1998). Mit wenigen Ausnahmen
war jeder exonischer Polymorphismus mit einem bestimmten Mikrosatelliten unterschied-
licher Lange gekoppelt (Tab. 4-1).

Wie bei Scottish Blackface Schafen aus dem Jahrgang 1993 (Schwaiger et al. 1996)
konnten auch bei den Tieren aus dem Jahrgang 1996 anhand der Mikrosatellitenlénge
drei verschiedene Allelgruppen unterschieden werden. Dabei zeigt auch das Exon 2 je-
weils ein charakteristisches Hybridisierungsmuster (Tab. 4-1). Die Gruppe eins umfasst
PCR-Produkte mit einer Liange von 460 bp. Davon kann eine zweite Gruppe mit den
Allelen der Lénge 490 bis 584 bp abgegrenzt werden. Zur Gruppe drei gehéren die Allele
mit einer Lénge iiber 800 bp. Sequenzanalysen zeigten fiir jede Gruppe einen bestimm-
ten Mikrosatellitentyp mit einer charakteristischen Basensequenz (Schwaiger et al. 1996).
Allerdings waren diese Mikrosatellitengruppen in der Population unterschiedlich stark
vertreten. 90 % der Scottish Blackface Schafe aus dem Jahrgang 1993 und 1996 verfiigten
iiber Mikrosatellitenallele aus der zweiten Gruppe mit einer Linge von 490 bis 584 bp
(Tab. 4-3). Die beim Scottish Blackface Schaf sehr selten vertretenen auBergewohnlich
langen Mikrosatellitenallele der Klasse drei sind jedoch nicht rassenspezifisch, da diese
auch beim Merinoschaf detektiert wurden (Griesinger et al. 1999).

Beim Scottish Blackface Schaf aus dem Jahrgang 1996 entsprach mit Ausnahme der
Mikrosatelliten CSRD226 und BM1905 die Anzahl und Lange der Allele am DRBI-Locus
sowie der Marker DYMS1, OMHC1 und BM1815 im wesentlichen den bereits publizierten
Daten (Tab. 4-2). Der Marker BM1905 ist beim Scottish Blackface Schaf, im Gegensatz
zum Rind, mit zwei Allelen kaum polymorph und weist einen geringen PIC-Wert auf.

Alle anderen Marker waren hoch informativ und sind demnach fiir Assoziationsanalysen

geeignet (Tab. 4-3).
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5.2 Assoziationsanalysen zwischen Allelen verschiedener

Marker und der Resistenz gegen O. circumcincta

Anhand von Assoziationsanalysen wurde gepriift, ob beim Scottish Blackface Schaf be-
stimmte Allele oder Genotypen des DRBI-Locus sowie der Marker DYMS1, OMHCI,
CSRD226, BM1815 und BM1905 Unterschiede in der Resistenz gegen eine Infektion mit

O. circumcincta bedingen.

Bei der Beurteilung der Frgebnisse der Analysen sémtlicher Marker sollte beriicksich-
tigt werden, dass fiir die Studie Tiere eingesetzt wurden, die monatlich mit Anthelmintika
behandelt wurden. Wie Infektionsversuche beim Scottish Blackface Schaf zeigten, werden
nach einer Albendazolbehandlung maximal halb so hohe Eizahlen wie nach einer Erstin-
fektion erreicht. Gleichzeitig steigt die Eizahl nach der Reinfektion langsamer an (Stear
et al. 1995a). Folglich weisen resistente und suszeptible Schafe nach mehrmaliger Anthel-
mintikabehandlung deutlich geringere Unterschiede in der Eizahl auf wie unbehandelte
Tiere. Dadurch wird der Nachweis von genetischen Finfliissen auf die Resistenz durch

Assoziationsanalysen schwieriger.

Der DRBI-Locus wird, aufgrund seiner zentralen Bedeutung bei der Antigen-Prasen-
tation von parasitiaren exogenen Peptiden und des mit Hilfe von Labormodellen nachge-
wiesenen Zusammenhangs zwischen der Resistenz gegen gastrointestinale Parasiten und
MHC-Klasse-1I-Genen (Wassom und Kelly 1990, Behnke und Wahid 1991), als ein Haupt-
kandidatengen betrachtet. Aus diesem Grund konzentriert sich diese Arbeit besonders auf

die Typisierung und statistische Auswertung des DRB1-Locus.
Das Modell 1, das die Regression der Eizahl auf die Anzahl der Allele beschreibt

und bei intermedidrer Vererbung optimal ist, wurde bereits zur Analyse des DRB1-Locus
(Schwaiger et al. 1995) und der Marker DYMS1 bzw. OMHC1 (Buitkamp et al. 1996)
aus dem Jahrgang 1993 eingesetzt. Deshalb wurden diese Marker aus dem Jahrgang 1996
und 1993 4+ 1996 ebenfalls mit dem Regressionsmodell ausgewertet. Zur Vergleichbarkeit
der Ergebnisse von Schwaiger et al. (1995) und Buitkamp et al. (1996) wurden die Daten
aus dem Jahrgang 1993 nach Modell 1 mit den Analysekriterien des Jahrgangs 1996

reanalysiert.

Den Schwerpunkt dieser Arbeit stellen die Analysen des DRB1-Gens (Hauptkandida-
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tengen) mit dem Modell 2, das die Genotypen direkt beriicksichtigt, dar. Mit diesem Mo-
dell kann ermittelt werden, ob am untersuchten Locus Dominanz vorliegt. Dieses Modell
ist besonders fiir die Studie am DRBI-Locus geeignet, da bei MHC-Genen viele Indizien

fiir das Vorliegen von Uberdominanz sprechen (Doherty und Zinkernagel 1975, Hughes
und Yeager 1998).

5.2.1 Analyse des Jahrgangs 1993 und 1996 am DRB1-Locus mit dem
Modell 1 (Regressionsmodell)

Bei der Reanalyse des Jahrgangs 1993 grenzte das nach Schwaiger et al. (1995) hoch
signifikant mit der Reduktion der Eizahl assoziierte Allel G2 an die Signifikanzschwelle
(Tab. 4-13). Dagegen zeigte dieses Allel 1996 keinen Effekt (Tab. 4-14).

Im Gegensatz zu Schwaiger et al. (1995) wurden bei der Reanalyse samtliche Allele,
auch solche mit geringer Frequenz beriicksichtigt, um Informationsverluste zu vermei-
den. Dadurch konnte 1996 und 1993 4 1996 bei der Regressionsanalyse ein signifikanter
Effekt des geringfrequenten Allels T nachgewiesen werden (Tab. 4-14, Tab. 4-15). Um zu
gewahrleisten, dass die Voraussetzungen fiir die im Rahmen der Varianzanalyse durch-
gefithrten Tests erfiillt sind, wurde zur logarithmischen Transformation der Wert § zu
den urspriinglichen Eizahlen addiert, bei dem die beste Annéherung der Resisduen an
die Normalverteilung erzielt wurde. Deshalb wurde von der Addition des Wertes § = 1
(Schwaiger et al. 1995) abgesehen und statt dessen der Wert § = 15 addiert.

Die im Rahmen der Reanalyse ermittelte Signifikanz des Allels F'beruht auf die gleich-
zeitige Anderung des beriicksichtigten Tiermaterials und des Additionswertes & zur loga-
rithmischen Transformation der Eizahl (Tab. 4-13). Wurden entweder nur die seltenen
Allele ausgeschlossen oder nur der Additionswert § gedandert, blieb das Allel G2 im Ver-
gleich zu den anderen Allelen am starksten signifikant (diese Daten sind im Ergebnisteil

nicht dargestellt).
5.2.2 Analyse des vereinigten Datensatzes der Jahrgéinge 1993 und 1996 am
DRB1-Locus mit dem Modell 1 (Regressionsmodell)

Wie aus der Auswertung des gemeinsamen Datensatzes der Jahrgange 1993 und 1996 mit

Hilfe des Regressionsmodells hervorgeht, wird die Resistenz gegen O. circumcincta durch
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mehrere Allele beeinflusst (Tab. 4-15). Im Vergleich zu I war das Allel F hoch signifikant
mit einer Reduktion der Fizahl assoziiert. Gleichzeitig trugen die Allele G2, T und D
signifikant zur Reduktion der Fizahl bei.

Auffallend ist jedoch, dass das 1993 und 1996 am h&ufigsten im Untersuchungspanel
vertretene Allel [ gleichzeitig mit der hochsten Eizahl gekoppelt war (Tab. 4-10, Tab.4-13,
Tab. 4-14, Tab. 4-15). Demnach war bis zu einem Drittel der Tiere, fiir eine Infektion
mit O. circumcincta verstarkt anfallig. Dieser Befund koénnte, bei Beriicksichtigung des
Kopplungsungleichgewichts vieler Loci im MHC-Bereich (Andersson et al. 1988, Grain
et al. 1993), als ein Hinweis darauf bewertet werden, dass nicht das DRBI-Gen selbst,
sondern ein eng benachbarter Locus zur erhéhten Resistenz beitragt.

Andererseits konnte die hohe Frequenz des Allels [ auf Pleiotropie am DRBI-Locus
beruhen, welche die Auspragung mehrerer Merkmale beeinflusst. Zum Beispiel existiert
bei der Maus auf Chromosom 1 ein Resistenzlocus, der gleichzeitig vor Infektionen mit
Mycobacterium bovis, Leishmania donovani und Salmonella typhimurium schiitzt (Vidal
et al. 1995). Das Allel I kénnte Schutz gegen einen anderen Parasiten, der im Vergleich
zu O. circumeincta der Schafpopulation einen gréfleren Schaden zufiigt, bieten. Zugleich
wird eine starkere Anfalligkeit fiir O. circumeincta in Kauf genommen.

Die erhohte Nematodenanfalligkeit der Allel -Trager kénnte bei natiirlicher Selektion
auch durch die frequenzabhéngige Selektion (Snell 1968, Bodmer 1972) erklart werden.
Dabei werden seltene Allele selektiv bevorzugt. Der Parasit O. circumeincta kénnte sich
aufgrund einer Mutation der Antigenerkennung und -présentation durch das urspriingliche
Resistenzallel I entzogen haben. Dieser wére dann in der Lage den Wirt weiterhin zu besie-
deln. Verfiigt nun der Wirt iiber ein seltenes Allel, wie zum Beispiel das Allel T, das durch
die Prisentation eines anderen parasitdren Peptids Infektionsschutz gewédhrt, wird dieses
selektiv bevorzugt. Dadurch dndert sich langfristig die Allelfrequenz am DRBI-Locus des
Wirts. Die Frequenz des Allels T wiirde steigen, wihrend die des im Moment noch am
haufigsten vertretenen Allels I abnimmt. Daraufhin werden in der Parasitenpopulation
Individuen mit neuen Epitopen, die vom Immunsystem des Wirts nicht erkannt werden,
selektiv bevorzugt. Dies fithrt dann zu einer verdnderten genetischen Zusammensetzung
in der Parasitenpopulation. Der durch diesen Selektionsdruck induzierte gegenseitige An-

passungsprozess fordert sowohl im Wirt, als auch im Parasiten die genetische Diversitét.
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Auch Hill et al. (1991) konnten anhand ihrer Studie zeigen, dass ein immer wahrender,
durch Pathogene induzierter, Selektionsdruck auf die menschliche Population ausgeiibt
wird. Die Autoren erkliaren die, im Gegensatz zu anderen ethnischen Gruppen, in der
westafrikanischen Bevélkerung hohe Frequenz bestimmter mit der Resistenz gegen Malaria

assoziierten HLA-Allele durch die Mechanismen der frequenzabhéngigen Selektion.

5.2.3 Analyse des vereinigten Datensatzes der Jahrgéinge 1993 und 1996 am
DRB1-Locus mit dem Modell 2, mit direkter Beriicksichtigung der

Genotypen

Das nicht signifikante Resultat des F-Tests der Varianzanalyse nach Modell 2 ergab keinen
sicheren Riickschluss auf unterschiedliche Resistenz der Genotypen gegen eine Infektion
mit O. circumcineta (Tab. 4-17). Bei der Interpretation dieses Ergebnisses muss jedoch die
geringe Méchtigkeit des Globaltests beriicksichtigt werden (Kap. 4.2.1.3). Diese resultiert
aus der Versuchsanlage mit vielen Stufen (Genotypen), sehr kleinen Blocken (Miitter) und
hoher Unbalanziertheit. Die weiterfithrenden Analysen waren auf die Genotypen IC, ID,
IL, IF und IM und deren zugehérige Homozygoten beschrankt, da fiir weitere Heterozy-
gote mit dem Allel I keine entsprechenden Homozygoten vorlagen, oder in einem anderen
Teildatensatz analysiert wurden.

Sémtliche Analysen weisen auf eine verstarkte Resistenz gegen O. circumcincta he-
terozygoter Individuen mit dem Allel [ hin. Anhand der Analysen konnte signifikant eine
Abweichung von der intermedidren Vererbung nachgewiesen werden (Tab. 4-20). Ob diese
auf partielle bzw. vollstindige Dominanz oder Uberdominanz beruht konnte nicht ein-
deutig geklart werden. Allerdings waren mit Ausnahme des Genotypen IM die geschétzen
Eizahlen der Heterozygoten im Vergleich zum entsprechenden besseren Homozygoten mit
einer niedrigeren Eizahl assoziiert (Abb. 4-2) und deuten sehr suggestiv auf Uberdomi-
nanz hin. Zudem spricht auch der untersuchte Genort fiir eine iiberdominante Wirkung
Heterozygoter mit dem Allel I. MHC-Gene codieren fiir Oberflachenmolekiile, die bei der
Immunabwehr eine wichtige Funktion einnehmen. Im Vergleich zu Homozygoten verfiigen
am DRBI-Locus heterozygote Individuen tiber die Féhigkeit ein grofleres Repertoire von
Peptiden an Oberflachenmolekiile zu binden und den T-Zellen zu prasentieren. Dies er-

laubt eine effektivere Immunabwehr von Pathogenen (Lazaro et al. 1999). Der durch Pa-
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thogene induzierte Selektionsdruck bevorzugt Heterozygote, so dass diese im Vergleich zu
homozygoten Individuen iiber eine hohere Fitness (Uberdominanz der Fitness) verfiigen
(Doherty und Zinkernagel 1975, Tiercy et al. 1992, Falconer und Mackay 1996). Deshalb
ist fiir eine effektive Immunantwort die Variabilitdt der im MHC-Bereich lokalisierten
Gene innerhalb eines Individuums von groer Bedeutung. Dieser Heterozygotenvorteil in
Bezug auf MHC-Gene konnte bereits bei anderen Infektionskrankheiten wie zum Beispiel
HIV-1 (Carrington 1999) und Hepatitis-B (Thursz et al. 1997) nachgewiesen werden.
Gleichzeitig kénnte durch die iberdominante Wirkung Heterozygoter mit dem Allel 1
die hohe Frequenz des Allels I der Jahrgénge 1993 und 1996 wenigstens teilweise erklért

werden.

5.2.4 Eignung der verwendeten Modelle bei verschiedenen Erbgéngen (inter-

medidre Vererbung, Dominanz, Uberdominanz)

Das Regressionsmodell ist nur bei der Analyse von Genorten mit nachgewiesenem inter-
mediirem Erbgang optimal. Bei Dominanz oder Uberdominanz entsprechen die mit dem
Regressionsmodell ermittelten Schatzwerte fiir die Fizahl nicht dem tatséchlichen Verlauf,
da diese Erbgénge von der Linearitat abweichen und zudem der Regressionskoeffizient von
der Allelfrequenz abhéangig ist. Dieser Sachverhalt wird anhand des folgenden Beispiels
erklart.

Im Untersuchungspanel liegen die Allele A7 und A2 mit den Genotypen A1A1, A1A2
und A2A2 im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht vor. Die Frequenz des Allels A7 betrégt
p, die des Allels A2 ist ¢. Das Allel A7 ist bei A242 Homozygoten mit 0, bei ATA2
Heterozygoten mit 1 und bei A741 Homozygoten mit 2 vertreten. Den Genotypen werden

folgende Genotypwerte zugeordnet:

ATAl +a
A1A2 d
A2A2 —a

Das Allel A1 erhoht den Genotypwert. Diese konnen auf einer Skala angeordnet werden.
Den Nullpunkt in dieser Skala stellt das Mittel zwischen den Werten der beiden homozy-

goten Genotypen dar. Der Wert d des heterozygoten Genotyps hédngt vom Dominanzgrad
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ab. Bei vollig intermediarer Vererbung wird d gleich 0. Ist A7 dominant tiber 42, so wird
d positiv, und im umgekehrten Fall negativ. Bei vollstandiger Dominanz wird d gleich 4+a
oder —a, und bei Uberdominanz wird d grofler als +a oder kleiner als —a (Falconer und
Mackay 1996).

Folgende Regressionsgleichung gibt den Zusammenhang zwischen der durchschnitt-

lichen Hohe der Eizahl Fy; und dem Allel z; einer Population wieder:
FEy; = by + byz;

x; kann den Wert 0, 1 oder 2 annehmen. by gibt den Regressionskoeffizienten an und wird

folgendermafien definiert:

b — Cov(XY)
' Var(X)

Allgemein kann die Covarianz zwischen der Anzahl des Allels x; und dem Merkmalswert
y; durch nCov(XY) =3 (x; — 7)(y; — y) und die Varianz durch nVar(X) =¥ (z; — 5)2
beschrieben werden. Dabei entspricht das Populationsmittel 7 = a(p — ¢) + 2pgd dem
Durchschnitt aller y-Werte und = = 2p* + 2pg = 2p dem Durchschnitt der Allelfrequenz.

Fiir zwei Allele gilt Cov(XY') = 2pgla + d(q— p)] = 2pqa, wobei o den Durchschnitts-
effekt eines Allels darstellt (Falconer und Mackay 1996), und Var(X) = 2pg. Wie aus fol-
gender Gleichung hervorgeht, entspricht der Regressionskoeffizient by dem Durchschnitts-

effekt a, welcher unter anderem von der Allelfrequenz abhéangig ist:

p - Covley) _ 2pgla+d(q —p)]
! Var(zx) 2pq

=at+dlg—p)=a

Durch die bekannte Eigenschaft der Regressionsgeradengleichung 7 = by + by T kann

die Regressionsgleichung der Grundgesamtheit geschatzt werden. Daraus ergibt sich b:

bo - y— glf
Eby = Ej—bET=a(p—q)+2pqd —[a+d(qg—p)|2p = —a + 2p*d
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Die Tabelle 5-1 zeigt wie sich bei Dominanz und Uberdominanz der Regressionsko-
effizient mit der Allelfrequenz &ndert. Dagegen bleibt bei intermedidrer Vererbung der
Regressionskoeffizient trotz sich dndernder Allelfrequenz konstant. Zur Ermittlung der
Regressionskoeffizienten wurden fiir das Allel A2 die Frequenzen ¢ — 0, ¢ = 0,5 und

q — 1 eingesetzt.

Tab. 5-1: Abhdngigkeit des Regressionskoeffizienten b; von der Allelfrequenz bei inter-

medidrer Vererbung, Dominanz und Uberdominanz

b, b, b,

Erbgang =a=a+d(qgp)|qg>0 ¢g=05 ¢g> 1 |[Minimum Maximum
intermedidr d=0 a a a a a a
dominant d=a alq 0 a 2a 0 2a

d=-a azp 2a a 0 2a 0
tiberdominant | a =0 d(2q-1) -d 0 d 0 d

Die Abhéngigkeit des Regressionskoeffizienten von der Allelfrequenz bei intermediarer
Vererbung, Dominanz oder Uberdominanz kann an einem Zahlenbeispiel verdeutlicht wer-
den (Tab. 5-2). Es sollen die Allele A7 und A2mit den Genotypen A1A1, ATA2und A2A2
im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht vorliegen. Dem jeweiligen Erbgang entsprechend wer-
den fiir die Hohe der Eizahl Ya141, Ya142, Ya242 einfache Werte (2,1,0) eingesetzt. Unter
Beriicksichtigung der Allelfrequenzen pyy = 0,1, p4y = 0,5 und psy = 0,9 werden fiir
intermedisre Vererbung, Dominanz und Uberdominanz die entsprechenden Regressions-
koeffizienten b45 ermittelt.

Wie das Zahlenbeispiel aus der Tabelle 5-2 zeigt, bleibt bei intermediarer Vererbung
der Regressionskoeffizient konstant, wihrend er sich bei Dominanz und Uberdominanz
mit der Allelfrequenz éndert. Sind {iberwiegend die Genotypen A242 und A1A2 oder die
Genotypen A1A17 und A1A2 vertreten, kehrt sich bei Uberdominanz das Vorzeichen des

Regressionskoeffizienten um.
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Tab. 5-2: Darstellung des Regressionskoeffizienten b4, in Abhéngigkeit von der Allel-

frequenz bei intermedidrer Vererbung, Dominanz und Uberdominanz an einem

Zahlenbeispiel
Erbgang mit Hohe intermedidr dominant iiberdominant
Allelfrequenz der Eizahl Yu141=2, Y g1a20 =L | Y u141 =2, Y a1a21 =1, Y 4141 =2, ¥ aga21 =1,
Y
P ar) Y 4242=0 Y jon2=1 Y pon2=2
0,1 1,00 0,10 -0,80
0,5 1,00 0,50 0,00
0,9 1,00 0,90 0,80
Regressionskoeffizient (b 4, )

Aufgrund der vorhergehenden Ausfithrungen kénnten die sich in den Jahrgdngen 1993,
1996 und 1993+1996 tendenziell mit der Allelfrequenz &ndernden Regressionskoeffizienten
einen weiteren Hinweis auf eine durch Dominanz oder Uberdominanz bedingte Resistenz
gegen O. circumcincta geben. Beispielsweise wurde im Vergleich zu 1993 und 1996 im
Jahrgang 1993 + 1996 bei mittlerer Frequenz des Allels F' ein mittelhoher Wert fiir den
Regressionskoeffizienten by ermittelt. 1993 war das Allel F' am hé&ufigsten vertreten und
zeigte dementsprechend den negativsten Regressionskoeffizienten. 1996 war das Gegenteil
zutreffend. Diese Tendenz ist auch bei anderen Allelen zu erkennen (Tab. 4-13, Tab. 4-14,
Tab. 4-15).

Der Widerspruch, dass das Allel I den hochsten Schéatzwert fiir die Eizahl aufweist
und trotzdem am haufigsten im Untersuchungspanel vertreten ist, kénnte durch Uberdo-
minanz der Heterozygoten mit dem Allel I erkléart werden. Die hohe Frequenz des Allels
I konnte auf iiberdominante Selektion beruhen. Gleichzeitig wiirde bei Uberdominanz
die Anwendung des Regressionsmodells zu einem Regressionskoeffizienten fiir das Allel 1

fithren, der nicht den tatséchlichen Verlauf wiedergibt.

Liegt dagegen ein intermediarer Erbgang (keine Dominanz und Uberdominanz) vor, 1st
die Anwendung des Regressionsmodells vorteilhaft, da dieses im Vergleich zum Modell 2
weniger zu schétzende Parameter umfasst. Bei der Analyse des DRB1-Locus miissen ma-
ximal 21 Regressionskoeffizienten fiir samtliche Allele geschatzt werden, wahrend bei der

Anwendung des Modells 2 die Parameter fiir 66 Genotypen geschéitzt werden miissen.
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Dadurch wird die Analyse ungenauer. Zudem kann im Vergleich zum Modell 2 bei der
Regressionsanalyse die Restvarianz besser geschiatzt werden, da mehr Freiheitsgrade zur

Schatzung der Restkomponente zur Verfiigung stehen.

5.2.5 Analyse von weiteren auf Chromosom 20 lokalisierten Mikrosatelliten

mit den Modellen 1 und 2

Ob eine Resistenz gegen Magendarm-Nematoden durch ein Hauptkandidatengen oder
durch mehrere Gene beeinflusst wird, ist noch nicht geklart. Deshalb wurden die Tiere
aus dem Jahrgang 1993 und 1996 mit Mikrosatelliten aus dem MHC-Klasse-I- (OMHC1)
und -I1Tb-Bereich (DYMS1), der genetisch vom Klasse-ITa Bereich getrennt und fast am
Zentromer lokalisiert ist, untersucht.

Bei der zum DRBI-Marker analogen Reanalyse des Markers DYMS1 aus dem Jahr-
gang 1993 wurde die von Buitkamp et al. (1996) detektierte signifikante Assoziation mit
der Erhohung der Suszeptibilitiat des Allels 216 bestéatigt (Tab. 4-24). 1996 zeigte dieses
Allel keinen Effekt, wahrend das 1993 nicht vertretene Allel 206 signifikant zur erhéhten
Anfalligkeit fiihrte (Tab. 4-25). Die Analyse des gemeinsamen Datensatzes 1993 + 1996
wies dhnlich dem DRBI1-Locus auf die Existenz mehrerer signifikant zur Suszeptibilitét
beitragender Allele (206 und 216) hin (Tab. 4-26).

Fiir die bei der Regressionsanalyse ermittelten signifikanten Effekte der Allele sowohl
am DRBI-Locus als auch des DYMSI1-Markers konnen zwei Erklarungsansétze in Be-
tracht gezogen werden. Zum einen konnte ein Resistenzlocus innerhalb der DRBI- und
DY-Region lokalisiert sein und mit diesen im Kopplungsungleichgewicht liegen. Da beim
Rind nachgewiesen werden konnte, dass bei bis zu 50 ¢cM oder weiter entfernten Loci ein
Kopplungsungleichgewicht vorliegen kann (Farnir et al. 2000), wére es sinnvoll zu priifen,
ob dies fiir das DRB1-Gen und den Marker DYMSI1 trotz einer Entfernung von 19 ¢cM
zutrifft. Allerdings zeigte der genetisch zwischen dem DRBI-Locus und dem DYMSI-
Marker liegende bovine Mikrosatellit BM1815, weder 1993 (Buitkamp, personliche Mit-
teilung) noch 1996 (Tab. 4-37) bei der Assoziationsanalyse einen signifikanten Einfluss
auf die Eizahl. Zum anderen kénnte der DRBI - und der DY-Locus jeweils unabhangig
voneinander die Eizahl beeinflussen.

Ob im MHC-Klasse-I1Tb-Bereich lokalisierte Gene einen Einfluss auf die Fizahl ausiiben,
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oder ob jeweils benachbarte Genorte dafiir verantwortlich sind, kann noch nicht geklért
werden. Gegen eine direkte Beteiligung der DY-Gene an der Antigenprasentation spricht
die Tatsache, dass es bis jetzt weder beim Rind noch beim Schaf gelungen ist, eine Ex-
pression von DY-Molekiilen auf der Zelloberflache nachzuweisen (Wright et al. 1994). Da
jedoch die Transkription des DY-Gens nachgewiesen werden konnte (Wright et al. 1994),
muss von einem funktionellen Gen mit einer unbekannten Funktion ausgegangen werden.

Im Gegensatz zu Buitkamp et al. (1996) konnte bei der Reanalyse des im Bereich
der MHC-Klasse-I liegenden Markers OMHC1 aus dem Jahrgang 1993 kein signifikanter
FEinfluss bestimmer Allele auf die Eizahl nachgewiesen werden (Tab. 4-30). Auch 1996
ergaben sich keine Hinweise auf Allele, die zur Resistenz beitragen (Tab. 4-31). Erst
bei der Regressionsanalyse des vereinigten Datensatzes 1993 4+ 1996 war das Allel 210
signifikant mit einer Reduktion der Eizahl assoziiert (Tab. 4-32). Vermutlich kénnen erst
bei der Analyse eine grofleren Datenumfangs genauere Schatzungen durchgefiithrt werden,
so dass signifikante Effekte sichtbar werden.

Bei der Analyse mit dem Modell 2 erbrachten mit Ausnahme des Mikrosatelliten
BM1905 weder der Marker CSRD226 noch der Marker BM1815 aus dem Jahrgang 1996
einen signifikanten Hinweis auf das Vorliegen von Genotypen, die sich in ihrem Einfluss
auf die Hohe der Eizahl unterscheiden (Tab. 4-37).

Der gegen das Telomer des Chromosom 20 liegende Marker BM1905 zeigte einen an
der Signifikanzschwelle liegenden Einfluss der Genotypen auf die Eizahl (Tab. 4-37). Da
bei diesemm Marker nur drei Genotypen existent waren, konnten sehr genaue Vergleiche
zwischen den Effekten der Genotypen vorgenommen werden. Somit werden im Vergleich
zum DRBI-Locus oder zum DYMSI1-Marker viel genauere Schatzwerte ermittelt. Aller-
dings war der Marker BM1905 mit nur zwei Allelen kaum polymorph und war dementspre-
chend kaum informativ. Fiir weitere Aussagen dariiber, ob sich im Bereich des Markers
BM1905 Gene befinden, welche die Resistenz gegen O. circumcincta beeinflussen, wire

es sinnvoll weitere Marker in dieser Region zu etablieren und zu analysieren.

5.2.6 Schlussfolgerungen zur Assoziationsanalyse am DRB1-Locus

Die Ergebnisse samtlicher Analysen des DRBI-Locus sprechen fiir eine erhéhte Resistenz

gegen O. circumecincta, die auf Uberdominanz beruht:
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e Die Abweichung von der intermediiren Vererbung durch Dominanz oder Uberdo-
minanz konnte signifikant nachgewiesen werden. Die heterozygoten Genotypen IC),
ID, IF und IL fiithrten im Vergleich zum entsprechenden besseren Homozygoten zu

einer erhéhten Resistenz gegen eine Infektion mit O. circumeincta.

e Das Allel [war am hdufigsten im Untersuchungspanel vertreten. Dennoch war es bei
der Regressionsanalyse im Vergleich zu den anderen Allelen mit der héchsten Fizahl
assoziiert. Liegt Uberdominanz vor, entspricht der durch die Regressionsanalyse
ermittelte Schatzwert der Eizahl fiir das Allel I nicht dem tatséchlichen Verlauf,
da dieser Erbgang von der Linearitdt abweicht und der Regressionskoeffizient von
der Allelfrequenz mit abhangig ist. Gleichzeitig kann die hohe Frequenz des Allels T
durch eine iiberdominante Wirkung der Genotypen mit dem Allel I erklért werden,

da diese selektiv bevorzugt werden.

e Bei Vorliegen von Dominanz und besonders von Uberdominanz andert sich der Re-
gressionskoeffizient mit der Allelfrequenz. Somit kénnte der sich pro Jahrgang mit
der Allelfrequenz dndernde Regressionskoeffizient der Allele, wie zum Beispiel des

Allels F, als ein Hinweis auf Dominanz oder Uberdominanz bewertet werden.

e Die Figenschaften und Funktion der MHC-Molekiile bei der Bindung von Anti-
genen implizieren das Vorliegen von Uberdominanz. Heterozygote Individuen sind
durch einen erhéhten Schutz vor Infektionskrankheiten wie zum Beispiel HIV-T und

Hepatitis-B ausgezeichnet.

Schwaiger et al. (1995) erwarten beim Ersatz des Allels I durch das Allel G2 hoch
resistente Tiere. Allerdings ist, aufgrund der hohen Frequenz des Allels [ und der gleich-
zeitig im Vergleich zu samtlichen anderen Genotypen erhdhten Nematodenanfalligkeit der
homozygoten Allel IFTrager, das Vorliegen von pleiotropen Effekten nicht auszuschlieflen.
Die Reduktion des Allels I kénnte dann zur erhdhten Anfélligkeit fiir andere Krankhei-
ten fithren. Auflerdem konnte bei Epistasie der Austausch des Allels I durch ein anderes
die Wechselwirkung zwischen verschiedenen Genen beeinflussen. Die Folgen daraus sind

kaum abzuschéatzen.

116



Bei Uberdominanz der Genotypen mit dem Allel I stellt sich eine Gleichgewichtsfre-
quenz zwischen den verschiedenen Genotypen ein. Das Ersetzen des Allels [ bedingt dann
eine Abweichung von dieser Gleichgewichtsfrequenz. Dadurch kann die Fitness der Ge-
samtpopulation negativ beeinflusst werden. Somit wére bei abnehmender Frequenz des
Allels T ein Sinken der Fitness in der Population und gleichzeitig eine Steigerung der
Anfalligkeit fiir O. circumecincta zu erwarten.

Die Resulte der Studie am DRBI-Locus weisen auf eine Abweichung von der interme-
didren Vererbung hin, die wahrscheinlich auf Uberdominanz beruht. Diese Uberdominanz
konnte allerdings nicht signifikant nachgewiesen werden. Jedoch sprechen die Ergebnisse
dieser Arbeit dafiir, dass es bei anderen Studien mit &hnlichem Forschungsbereich und

Tiermaterial auf jeden Fall sinnvoll ist, das Datenmaterial auf Uberdominanz zu priifen.

5.3 Sequenzierung und Typisierung des zweiten Exons oviner

DQB-Allele mittels der RSCA

Aufgrund ihrer Funktion bei der Présentation eines umfangreichen Repertoirs von pa-
rasitdren Antigenen spielen DQ- wie auch DR-Molekiile eine essentielle Rolle bei der
Immunabwehr (Baas et al. 1999). Zahlreiche Studien bestatigen den Einfluss von HLA-
DQ-Molekiilen auf die Resistenz oder Anfalligkeit fiir verschiedene Autoimmun- und an-
dere Krankheiten. Eiermann et al. (1998) konnten bei einer Studie zur Echinokokkose
zeigen, dass bei Patienten mit progressivem Krankheitsverlauf die Frequenz eines be-
stimmten D@B-Allels im Vergleich zu den Kontrollpersonen deutlich erhéht war. Auch
bei der Onchozerkose beim Menschen scheint ein Zusammenhang von D(-Allelen und der

Immunitét zu bestehen (Meyer et al. 1994).

5.3.1 Sequenzierung des zweiten Exons oviner DQB-Allele

Da vom Scottish Blackface Schaf zum Zeitpunkt der Arbeit keine Sequenzinformationen
zur Verfiigung standen, wurde das zweite Exon einiger DQB-Allele sequenziert. Mit den
Primersystemen JM05/JM06 und JM05/JMO7 kénnen mindestens zwei verschiedene DQB-
Gene erfasst werden, da mit beiden Primersystemen bis zu vier Allele pro Tier amplifiziert

wurden (Tab. 4-38). Da auch Tiere gefunden wurden, die nur mit einem der beiden Primer-
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paare ein Allel aufwiesen, existieren in der D@)B-Region vermutlich verschiedene Haplo-
typen, die sich aus einer unterschiedlichen Anzahl verschiedener D@B-Gene zusammen-
setzen.

Aufgrund signifikanter Unterschiede im Exon 2, einschliellich einer Basendeletion und
einem unterschiedlichen 3’-Ende, kann das OLA-D@QB*1- und DQB*2-Allel verschiedenen
D@QB-Genen zugeordnet werden. Entsprechend wurde vom Allel DQB*1 das Primerpaar
JMO05/JM06 und vom Allel DQB*2 das Primerpaar JM05/JMO07 abgeleitet. Allerdings
liefern diese kein genspezifisches PCR-Produkt (van Qorschot et al. 1994). Im Gegensatz
zu van Qorschot et al. (1994) war beim Scottish Blackface Schaf keine Gruppierung der
D@ B-Sequenzen entsprechend ihrer fiir die Amplifikation eingesetzten Primer mit dem
Allel DQB*1 und DQB*2 erkennen (Abb. 4-4).

Van Qoschot et al. (1994) konnten das mit dem Primerpaar JM05/JM07 amplifizierte
Allel OLA-DQ@QB*12 weder mit DQB*1 noch mit DQB*2 gruppieren. Bei einem Vergleich
der Nukleotid- und der Aminosaduresequenz des zweiten Exons humaner, boviner und ovi-
ner DQB-Allele, erwies sich das ovine Allel DQB*12 mit einer Ubereinstimmung der Nu-
kleotidsequenz von 95 % und der Aminosauresequenz von 93 % dem bovinen Allel DQB3*1
(EMBL Accession No. U77799) am &hnlichsten. Dieses wird aufgrund der divergenten Se-
quenz vermutlich von einem dritten DQB-Gen codiert (Sigurdardottir et al. 1992). Fiir
die Allele OLA-DQB*12 und BoLLA-DQB3*1 sind mehrere Sequenzmotive, die sie eindeu-
tig von anderen D(@)B-Sequenzen der Wiederkduer unterscheiden, charakteristisch. Kenn-
zeichnend sind eine Basendeletion an der Position 57 und einzigartige Aminoséuren an
den Positionen 5, 20, 22, 29, 43 und 56 (van Oorschot et al. 1994). Das in dieser Arbeit
sequenzierte Allel OLA-DQB*25 zeigte an der gleichen Position eine Basendeletion und
war durch dieselben charakteristischen Aminoséduren ausgezeichnet (Abb. 4-5). Diese In-
dizien sprechen dafiir, dass die ovinen Allele DQB*12 und DQB*25 wie das bovine Allel
DQB3*1 (EMBL Accession No. U77799) von einem dritten Gen codiert werden.

5.3.2 Eignung der RSCA zur Typisierung des zweiten Exons oviner DQB-
Allele

Im Gegensatz zum Menschen und zur Maus ist beim Schaf wenig iiber die Sequenzva-

riation innerhalb der D@)B-Gene bekannt. Da konventionelle Typisierungsmethoden wie
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zum Beispiel RFLP, SSO und SSCP die Kenntnis der Nukleotidsequenz voraussetzen, ist
derzeit keine zuverlassige Identifikation von ovinen D@B-Allelen moglich (Grain et al.
1993, van Oorschot et al. 1994, Scott et al. 1991b, Escayg et al. 1996). Zudem ist bei
MHC-Allelen, die sich nur in der Anordnung verschiedener Sequenzmotive unterscheiden,
weder mit Methoden wie zum Beispiel der RFLP und SSO, noch mit Hilfe der Direkt-
sequenzierung eine eindeutige Allelzuordnung moglich (Ramon et al. 1998). In diesen
Féallen kann eine eindeutige Typisierung nur iiber die Trennung der beiden Allele erfol-
gen. Gleichzeitig konnen sich MHC-Allele nur an einer Position der Nukleinsduresequenz
unterscheiden. Auch fiir die Detektion dieser Allelunterschiede weisen die bis jetzt {ibli-
chen Typisierungsmethoden nicht das nétige Auflésungsvermégen auf. Da die RSCA all
diesen Anforderungen geniigt, sollte diese zur Typisierung oviner D@QB-Allele etabliert
werden.

Die Ergebnisse der D@)B-Familientypisierung belegen die Zuverlassigkeit und das hohe
Auflosungsvermogen der nach Argiiello et al. (1998) modifizierten RSCA. Bei samtlichen
Familien war es moglich, anhand der Mobilitatswerte die Vererbung der D@Q)B-Allele von
den Eltern an ihre Nachkommen nachzuweisen (Tab. 4-43, Tab. 4-44). Anhand der DRBI1-
D@ B-Haplotypenbildung konnte die Zuverlassigkeit der mit Hilfe der RSCA erstellten
Typisierungsergebnisse ebenfalls bestétigt werden, da ein eindeutiges Vererbungsmuster
von DRB1- und D@B-Allelen zu erkennen war (Abb. 4-8). Allerdings erlaubt erst die
Untersuchung einer grofleren Tierzahl eine gesicherte Aussage dariiber, welche Haplotypen
beim Scottish Blackface Schaf existieren.

Wie im Rahmen der Familientypisierung gezeigt wurde, erlaubt die RSCA zuverldssig
eine gleichzeitige Typisierung bekannter und noch unbekannter D@)B-Allele. Zum Beispiel
konnte ein noch nicht sequenziertes, bisher unbekanntes Allel eindeutig bei zwei unver-
wandten Vitern und deren Nachkommen typisiert werden (Tab. 4-44). Aufgrund der
identischen Mobilitdtswerte unter Verwendung der beiden entsprechenden Referenzalle-
le ist bei diesen Vétern von einem D@B-Allel mit gleicher Sequenzabfolge auszugehen.
Deshalb ist die Sequenzierung des neuen D@)B-Allels von einem Vater ausreichend.

Die Anwendung von zwei Referenzallelen mit unterschiedlichem Auflésungsvermaégen
gewahrleistet eine liickenlose und fehlerfreie Typisierung auch von bisher noch nicht be-

kannten Allelen. Kann mit einem bestimmten Referenzallel ein noch unbekanntes Allel
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nicht aufgetrennt werden, wird es mit grofler Wahrscheinlichkeit durch das Zweite erfasst
(Abb. 4-7, Tab. 4-41, Tab. 4-42). Dies konnte auch am Beispiel des neu detektierten Allels
D@QB*neu bestatigt werden (Tab. 4-42).

Aufgrund der geringen Sequenzinformationen oviner D@B-Allele, ist bei der Typisie-
rung mit Hilfe der RSCA mit vielen bisher noch nicht bekannten Allelen zu rechnen.
Diese unbekannten Allele kénnten bei der Auftrennung mit Hilfe eines bereits etablierten
Referenzallels Mobilitatswerte aufweisen, die den bereits bekannten Allelen sehr dhnlich
sind. Deshalb konnte es zur Sicherstellung einer fehlerfreien Typisierung nétig werden, ein

neues Referenzallel zu etablieren.

5.3.3 Vergleich der ABI PRISM® 377 Sequencer unterstiitzten RSCA zu

anderen Typisierungsmethoden

Die RSCA ist vor allem durch den Einsatz des ABI PRISM® 377 DNA Sequencers
anderen Methoden wie zum Beispiel der SSCP, SSO und RFLP iiberlegen.

Vorteil der RSCA ist die aktive Beeinflussung der Allelauftrennung durch die He-
teroduplexbildung. ITm Gegensatz zur SSCP, bei der Einzelstrange aufgetrennt werden,
kann durch die gezielte Wahl des Referenzallels eine gerichtete Konformationsénderung
der Heteroduplexe vorgenommen werden. Dadurch wird deren Laufgeschwindigkeit im
Polyacrylamidgel und damit die Allelauftrennung beeinflusst.

Die RSCA ist aufgrund der Alleltrennung besonders zur Typisierung von Allelen die
von MHC-Genen codiert werden geeignet, da sich viele dieser Allele nur in der Zusammen-
setzung verschiedener Sequenzmotive unterscheiden. Dagegen ist die Typisierung dieser
Allele mit Hilfe der SSO nur méglich, wenn die entsprechenden Allele in einem zuséatzlichen
Arbeitsschritt aufgetrennt werden. Beispielsweise ist die Auftrennung oviner DRBI-Allele
durch die gleichzeitige Amplifikation des zweiten Exons mit einem im angrenzenden Intron
lokalisierten Mikrosatelliten méglich. Voraussetzung ist die Korrelation der Polymorphis-
men im Exon 2 mit der Variabilitdt des Mikrosatelliten. Allerdings findet dieser Ansatz,
aufgrund der Voraussetzungen nur beschrinkt Anwendung. Zum Beispiel ist mit dieser
Methode eine Typisierung der Polymorphismen im zweiten Exon von D@B-Allelen nicht
moglich.

Mit Hilfe der RSCA gelingt es aber auch Finzelbasenaustausche in bis zu 1 kb groflen
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DNA-Fragmenten nachzuweisen (Argiiello et al. 1998). Im Gegensatz dazu ist bei der
SSCP mit einem erheblich héheren Arbeits- und Materialaufwand zu rechnen, da hochstens
300 bp lange Fragmente analysiert werden kénnen. Auch die Methoden wie zum Bei-
spiel S5O und RFLP sind zur Detektion unbekannter Basenaustausche nicht geeignet, da
aufgrund der Hybridisierung mit sequenzspezifischen Oligonukleotiden nicht die gesamte
Sequenzabfolge abgedeckt wird. Es konnen nur bestimmte Positionen mit bekannter Ba-
senabfolge typisiert werden.

Durch die Laserdetektion kann im Gegensatz zur SSO auf den Einsatz von Radio-
aktivitdt verzichtet werden. Zugleich kénnen durch die Markierung der Referenzallele
mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen wéhrend eines Gellaufs mindestens drei ver-
schiedene Proben in einer Spur typisiert werden. Dagegen miissen zur Typisierung eines
DRB1-Allels mit Hilfe der sequenzspezifischen Oligohybridisierung 8 hypervariable Re-
gionen mit mindestens 13 Oligonukleotiden nacheinander hybridisiert werden (Tab. 4-1).
Dies erfordert sowohl bei der Etablierung als auch bei der Typisierung eine Vielzahl von
Arbeitsschritten.

Gleichzeitig ermoglicht die Laserdetektion das Arbeiten mit geringen DNA-Konzen-
trationen. Neben dem geringeren Materialaufwand fithrt dies gleichzeitig zur Reduktion
eines eventuell stérenden Hintergrundes.

Vorteil des ABI PRISM® 377 DNA Sequencers ist die Detektion der fluoreszenz-
markierten DNA-Fragmente an einem fixierten Punkt, da alle Fragmente die gleiche Di-
stanz durchlaufen. Erfolgt dagegen der Gellauf iiber einen definierten Zeitraum, durchlau-
fen Molekiile mit geringerer Mobilitat im Vergleich zu Fragmenten mit hoherer Mobilitét
eine geringere Distanz. Daraus resultiert ein reduziertes Auflésungsvermégen.

Durch den Einsatz des ABI PRISM® 377 DNA Sequencers wird ein sehr hoher Stan-
dardisierungsgrad erreicht. So werden durch die Verwendung einer Warmeplatte kontrol-
lierte und konstante Elektrophoresebedingungen geschaffen. Der Finsatz eines Léngen-
standards und die Computeranalyse reduzieren eine Fehltypisierung aufgrund subjektiver
Datenauswertung und Inter- bzw. Intragelvariabilitdten. Trotz Variationen der Signalin-
tensitdt der Duplexe ermdglicht die Computeranalyse eine Alleldetektion und eine zu-
verlassige Typisierung.

Die ABI PRISM® 377 DNA Sequencer unterstiitzen RSCA Typisierungsergebnisse
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sind in der Zuverldssigkeit durchaus mit den Ergebnissen der auf dem ABI erstellten
Mikrosatellitentypisierungen vergleichbar. Wie die geringen Standardabweichungen der
aus mehreren Allelen von verschiedenen Gelldufen gemittelten Mobilitatswerte zeigen,
sind diese im hochsten MaB reproduzierbar (Tab. 4-41, Tab. 4-42).

Im Vergleich zum Menschen ist beim Nutztier wie zum Beispiel Rind, Schwein und
Schaf die genetische Organisation des MHC-Komplexes nur liickenhaft geklart. Zugleich
liegen nur mangelhafte Sequenzinformationen iiber Allele die von Klasse-I- und Klasse-
[I-Genen codiert werden vor. Gerade diese ist eine wichtige Voraussetzung fiir die Ty-
pisierung von MHC-Allelen mittels konventionellen Methoden, wie zum Beispiel RFLP
und SSO. In diesem Fall stellt die Typisierung mit Hilfe der ABI PRISM® 377 DNA Se-
quencer unterstiitzten RSCA eine optimale Alternative dar. Zugleich erméglicht der hohe
Standardisierungsgrad einen zuverldssigen Vergleich von Typisierungsergebnissen aus ver-
schiedenen Laboren. Da es sich bei der ABI PRISM® 377 DNA Sequencer unterstiitzten
RSCA gleichzeitig um eine kostengiinstige, leicht durchzufithrende Methode handelt, wére
eine generelle Anwendung dieser Methode zur MHC-Typisierung (Klasse-I und -IT) beim
Nutztier denkbar.

6 Zusammenfassung

Infektionen mit Magendarm-Nematoden wie O. circumcincta fithren in der Schafhaltung
zu erheblichen Produkionsverlusten. Die sinkende Effizienz bei der Anwendung von An-
thelmintika und die damit verbundene Riickstandsproblematik zwingt die Ziichter zur
Entwicklung alternativer Kontrollstrategien wie zum Beispiel die selektive Zucht auf Re-
sistenz.

Die Anfélligkeit oder Widerstandsfahigkeit gegen Nematoden haben eine genetische
Grundlage. Als Ma$ fiir die Resistenz dient die Eizahl im Kot. Da MHC-Gene bei der ITm-
munabwehr gegen Parasiteninfektionen eine wichtige Rolle spielen, wurden beim Scottish
Blackface Schaf Assoziationsanalysen zwischen der Fizahl von O. circumeineta und Mar-
kern durchgefiihrt, die sowohl innerhalb als auch aulerhalb des MHC lokalisiert sind. Es
wurden Lammer von Voll- und Halbgeschwisterfamilien aus den Jahrgéngen 1993 und

1996 untersucht.
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Das Exon 2 des DRB1-Gens (Hauptkandidatengen) wurde mittels sequenzspezifischer
Oligohybridisierung (SSO) typisiert. Zusétzlich wurde ein im angrenzenden Intron loka-
lisierter Mikrosatellit typisiert. Fiir den MHC-Klasse-II-Marker DYMS1 und die MHC-
Klasse-I-Marker OMHC1 und CSRD226 wurden Mikrosatellitentypisierungen durchge-
fithrt. Desweiteren wurden die auflerhalb des MHC liegenden Mikrosatelliten BM1815
und BM1905 typisiert.

Als Grundlage fiir eine Assoziationsanalyse zwischen D@)B-Allelen und der Anfallig-
keit fiir O. circumeincta wurde mit der ABI PRISM® 377 DNA Sequencer unterstiitz-
ten ,,Reference strand mediated conformation analysis“ (RSCA) erstmals ein System zur
hochauflésenden Typisierung des zweiten Exons oviner D@)B-Allele etabliert. Dieses Sys-
tem basiert auf einer Heteroduplexanalyse. Die zur Ftablierung verwendeten DQ)B-Allele
wurden amplifiziert, kloniert und sequenziert.

Zur Assoziationsanalyse wurden zwei lineare Modelle verwendet. Das Regressionsmo-
dell ist bei intermedidrer Vererbung optimal. Dieses wurde von Schwaiger et al. (1995)
und Buitkamp et al. (1996) zur Auswertung des DRBI-Locus sowie der MHC-Marker
DYMSI und OMHCI aus dem Jahrgang 1993 angewandt. Aus diesem Grund wurde die
Reanalyse des Jahrgangs 1993 am DRBI-Locus und der Marker DYMS1 und OMHCI1
ebenfalls mit dem Regressionsmodell durchgefithrt. Zur Verifizierung der Frgebnisse des
Jahrgangs 1993 wurde auch der Jahrgang 1996 und der aus beiden Jahrgéngen vereinigte
Datensatz 1993 + 1996 mit diesem Modell analysiert. Zum Test auf die Abweichung von
der intermedidren Vererbung, Auftreten von partieller oder vollsténdiger Dominanz sowie
Uberdominanz, wurden beim zweiten Modell die Genotypen direkt beriicksichtigt.

Die Normalverteilung der Residuen ist eine wichtige Voraussetzung fiir die im Rah-
men der Varianzanalyse durchgefithrten Tests. Deshalb wurden die Fizahlen logarithmisch
transformiert, wobei ein Wert § zu den Originaldaten addiert wurde. Fiir die Analyse
der verschiedenen Marker wurde jeweils derjenige Additionswert gewéhlt, bei dem die
Héaufigkeitsverteilung der Residuen die beste Annéherung an die Normalverteilung er-
reicht. Im Gegensatz dazu addierten Schwaiger et al. (1995) und Buitkamp et al. (1996)
bei der Auswertung eines jeden Markers den Wert 6 = 1. Um Informationsverluste zu ver-
meiden, wurden sdmtliche Allele, auch solche mit geringer Frequenz beriicksichtigt. Aus-

genommen davon waren diejenigen Allele, die bei der Regressionsanalyse nicht schatzbar
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waren. Dagegen schlossen Schwaiger et al. (1995) und Buitkamp et al. (1996) geringfre-
quente Allele von ihrer Analyse aus.

Bei der Reanalyse des DRBI-Locus grenzte das bei Schwaiger et al. (1995) hoch si-
gnifikant mit der Reduktion der Fizahl assoziierte Allel G2 an die Signifikanzschwelle.
Gleichzeitig war das hochfrequente Allel F'signifikant mit der Reduktion der Eizahl asso-
zitert. Im Jahrgang 1996 konnte dieser Effekt konnte fiir das selten vertretene Allel F'nicht
nachgewiesen werden. Im vereinigten Datensatz der Jahrgdnge 1993 + 1996 zeigte sowohl
das Allel G2 als auch das Allel F' einen signifikanten Einfluss auf die Eizahl. Ahnlich zu
Schwaiger et al. (1995) war das in jedem Jahrgang hochfrequente Allel I bei sémtlichen
Analysen mit der hochsten Eizahl assoziiert.

Anhand der Analysen des vereinigten Datensatzes 1993 4+ 1996 mit dem zweiten Mo-
dell wurde gezeigt, dass die heterozygoten Genotypen IC, ID, IF und IL im Vergleich zu
den entsprechenden Homozygoten mit einer geringeren Fizahl assoziiert sind. Der Test
auf die durchschnittliche Abweichung dieser Genotypen von der intermediéren Vererbung
war signifikant. Dieses Resultat scheint auf die dominante oder iiberdominante Wirkung
der Heterozygoten am DRBI-Locus zuriickzufiihren zu sein. Dafiir sprechen folgende Tat-

sachen:

e Das Allel [war am hdufigsten im Untersuchungspanel vertreten. Dennoch war es bei
der Regressionsanalyse im Vergleich zu den anderen Allelen mit der héchsten Fizahl
assoziiert. Liegt Uberdominanz vor, entspricht der durch die Regressionsanalyse
ermittelte Schatzwert der Eizahl fiir das Allel I nicht dem tatséchlichen Verlauf,
da dieser Erbgang von der Linearitdt abweicht und der Regressionskoeffizient von
der Allelfrequenz mit abhangig ist. Gleichzeitig kann die hohe Frequenz des Allels T
durch eine iiberdominante Wirkung der Genotypen mit dem Allel I erklért werden,

da diese selektiv bevorzugt werden.

e Bei Vorliegen von Dominanz und besonders bei Uberdominanz andert sich der Re-
gressionskoeffizient mit der Allelfrequenz. Somit kénnte der sich pro Jahrgang mit
der Allelfrequenz dndernde Regressionskoeffizient der Allele, wie zum Beispiel des

Allels F, als ein Hinweis auf Dominanz oder Uberdominanz bewertet werden.
e Die Figenschaften und Funktion der MHC-Molekiile bei der Bindung von Anti-
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genen implizieren das Vorliegen von Uberdominanz. Heterozygote Individuen sind
durch einen erhéhten Schutz vor Infektionskrankheiten wie zum Beispiel HIV-T und

Hepatitis-B ausgezeichnet.

Fiir das Allel 216 des Markers DYMS1 konnte bei der Regressionsanalyse in jedem
Jahrgang ein signifikanter Finfluss auf die Eizahl nachgewiesen werden. Dies entspricht
dem Befund von Buitkamp et al. (1996). Dagegen konnte der im Jahrgang 1993 nach
Buitkamp et al. (1996) signifikante Effekt des Makers OMHCI nicht bestétigt werden.
Die Marker BM1815 und BM1905 waren nicht mit der Eizahl assoziiert. Bei der Analyse
mit dem zweiten Modell ergab sich bei keinem Marker ein Hinweis auf Genotypen, die
sich in threm Einfluss auf die Eizahl unterscheiden.

Anhand der Familientypisierungen oviner D@B-Allele und der DRB1-D¢)B-Haplo-
typenbildung konnte bestédtigt werden, dass mit Hilfe der RSCA eine zuverldssige Ty-
pisierung komplex ploymorpher Loci mit einer groflen Anzahl bekannter und unbekannter
Allele moglich ist. Aufgrund der Alleltrennung ist auch eine eindeutige Typisierung von Al-
lelen die sich nur in der Anordnung bestimmter Sequenzmotive unterscheiden (z. B. MHC-
Allele) gewahrleistet. Die Anwendung von zwei Referenzallelen mit unterschiedlichem Mi-
grationsvermégen ermoglicht die Auflésung nahezu aller Allele. Durch den Finsatz des
ABI PRISM® 377 DNA Sequencers wird ein sehr hoher Standardisierungsgrad und da-
mit eine hohe Reproduzierbarkeit der Ergebnisse erreicht. Dies ist eine wichtige Voraus-
setzung fiir einen zuverlassigen Vergleich von Typisierungsergebnisse aus verschiedenen

Laboren und ermoéglicht damit den Einbezug von D@)B-Allelen in Assoziationsstudien.
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A Anhang

Ubersicht A 1: Abstammungsdaten, Geschlecht, Geburtsdatum und monatliche Eizah-

len (O. circumcincta) der Scottish Blackface Schafe aus dem Jahrgang
1993. Geschlecht: 1 = maénnlich, 2 = weiblich. Im August, September
und Oktober ist jeweils der Durchschnittswert aus zwei Zahlungen pro
Kotprobe angegeben. Die Daten wurden von Prof. Dr. M. Stear (Faculty
of Veterinary Medicine, University of Glasgow, URL-d) zur Verfiigung
gestellt.

Eizahl pro Gramm Kot (EPG / FEC)
Lamm |Mutter Vater Geschlecht Geburtsdatum | Mai Juni Juli Aug. Sept. Okt.
0001 P8O 83 1 25. 04. - - 900 50 25 125
0002 P8O 83 1 25. 04. - 0 1300 925 475 125
0003 B74 92 1 25. 04. 0 300 650 200 300 150
0004 B74 92 1 25. 04. - 150 1150 O 300 25
0005 Y82 83 1 19. 04. 0 200 100 0 400 -
0006 Y82 83 2 19. 04. 0 50 250 0 0 0
0007 G43 83 1 22.04. - 100 1850 100 100 175
0008 G43 83 2 22.04. 0 0 250 675 - 125
0009 G84 77 1 25. 04. 0 0 500 325 100 225
0010 G84 77 2 25. 04. - 100 300 125 325 300
o011 Y80 96 2 23. 04. 0 100 50 25 25 25
0012 Y80 96 2 23.04. 0 300 50 50 25 0
0013 063 78 1 25.04. 0 100 - 200 0 75
0014 063 78 2 25.04. - 150 700 0 150 325
0015 Y98 96 1 27.04. 0 100 550 - 125 500
0016 Y98 96 1 27. 04. 0 100 250 50 75 225
0017 W5 83 1 27.04. 0 100 600 150 125 575
0018 W5 83 2 27. 04. - 200 200 175 0 25
0019 G7 83 1 26. 04. - 150 1050 250 275 175
0020 G7 83 2 26. 04. 0 300 250 175 25 0
0021 B29 83 1 23. 04. - 100 350 450 275 175
0022 B29 83 1 23. 04. 0 300 750 250 300 375
0023 B23 92 2 25.04. 0 100 450 400 450 200
0024 B23 92 - 25. 04. - 0 900 125 75 200
0025 Y42 96 1 23. 04. 0 100 100 125 225 175
0026 Y42 96 1 23. 04. 0 200 1200 75 50 100
0027 B49 83 1 26. 04. 0 50 450 125 25 25
0028 B49 83 2 26. 04. - 50 100 525 - 150
0029 Y67 83 2 22.04. 0 300 1200 75 0 0
0030 Y67 83 2 22.04. 0 400 100 0 0 0
0031 Y198 92 1 27.04. - 150 500 1150 75 125
0032 Y198 92 1 27. 04. 0 0 200 75 50 150
0033 G56 95 2 28. 04. 0 100 400 350 450 150
0034 G56 95 1 28. 04. - 700 700 150 0 200
0035 TY151 99 1 27. 04. 0 200 300 50 0 0
0036 TY151 99 1 27.04. 0 400 - 50 0 -
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Eizahl pro Gramm Kot (EPG / FEC)

Lamm |Mutter Vater Geschlecht Geburtsdatum | Mai Juni Juli Aug. Sept. Okt.
0037  [PUR63 95 2 24. 04. 0 100 600 600 75 250
0038 |PUR63 95 2 24. 04. 0 - 850 275 275 225
0039  |G110 92 2 01. 05. 0 100 1400 125 100 100
o041  (B31 78 1 25. 04. - 100 O 25 25 200
o042 B3l 78 2 25. 04. 0 250 O 50 50 0
o043  [Y172 99 1 27. 04. 0 300 350 550 50 275
o044  |Y172 99 1 27. 04. 0 0 400 O 250 225
0045  |TR60 74 2 20. 04. - 0 250 125 500 175
o046  |TR60 74 1 20. 04. 0 100 200 75 150 225
o047  |TR49 74 1 20. 04. 0 - 250 - 25 0
o048  |TR49 74 1 20. 04. 0 - 300 375 550 150
0050 (W59 77 1 21. 04. 0 - 400 75 0 75
o051  [Y55 96 2 20. 04. 0 50 700 200 700 275
0052  |Y55 96 1 20. 04. 0 - 300 225 600 250
0053  |PURSS 78 2 20. 04. 0 100 200 150 100 25
o054 |PURSS 78 2 20. 04. 0 100 1100 150 200 75
o055  [W85 95 2 18. 04. 0 250 400 25 175 150
0056  |W85 95 2 18. 04. 50 300 700 475 183 125
0057  [Y32 96 2 19. 04. - 100 1300 - 600 100
o058 Y32 96 1 19. 04. - 50 400 600 350 350
0059  [|B65 78 2 19. 04. 0 100 200 25 0 -
0060  [B65 78 1 19. 04. 0 250 100 O 25 25
o061  |062 77 2 19. 04. 300 100 @ - 0 0 100
0062  [062 77 1 19. 04. 300 300 250 25 25 125
0063  |G65 95 2 20. 04. - 0 750 - 50 475
0064  |G65 95 1 20. 04. 0 - - 250 75 150
o065 [TG14 74 2 17. 04. 0 0 450 75 0 25
0066 |TG14 74 2 17. 04. 0 300 O - 25 100
0067  |TG93 74 2 19. 04. - 0 500 - 25 100
0068  |TG93 74 1 19. 04. 0 0 0 850 150 100
0069  |TRS50 74 2 22. 04. 0 100 50 50 0 100
0070  |TR50 74 1 22. 04. 0 350 0 225 O 25
o072 |Y157 99 1 30. 04. - 50 0 100 100 25
o073 [TGI11 74 2 28. 04. 0 0 500 50 75 225
o074 [TGI11 74 2 28. 04. 0 0 750 175 50 125
o075  [TGI1 74 2 23. 04. 0 0 100 300 50 0
0076  [TGI1 74 2 23. 04. 0 0 350 300 250 450
o077 |TG112 74 1 22.04. 0 200 50 125 O 0
o078 |TGl112 74 1 22.04. 100 0 750 175 125 175
o079  |G6l 78 2 27. 04. 0 50 550 @ - 75 300
0080  [G61 78 1 27. 04. 0 100 550 200 50 @25
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Eizahl pro Gramm Kot (EPG / FEC)

Lamm |Mutter Vater Geschlecht Geburtsdatum | Mai Juni Juli Aug. Sept. Okt.
o081 [WI100 77 - 30. 04. 0 100 200 @ - - -
o082 |W100 77 1 30. 04. 0 300 500 @ - 25 0
o083  [B71 77 1 29. 04. 0 50 550 - 100 75
o084 [B71 77 2 29. 04. - 0 600 175 800 525
0085  [Y155 99 2 30. 04. 0 300 650 100 175 125
o086  [Y155 99 2 30. 04. 0 300 100 450 225 325
o087  |Y127 99 - 30. 04. 0 50 700 50 50 0
o088  [Y127 99 2 30.04. 0 0 150 50 125 50
o089  [TRS51 74 - 28. 04. - - - - - -
0090  [TRS1 74 2 28. 04. 0 100 850 450 825 275
0092 (Y178 92 1 01. 05. 0 500 900 50 650 600
0093  |B9 78 1 01. 05. - - 350 775 550 75
0094  |B9 78 1 01. 05. 0 0 1400 700 125 25
0095  |G41 77 2 28. 04. - 0 700 50 75 0
0096  |G41 77 2 28. 04. 300 0 700 325 125 @ -
0097 (W50 83 2 01. 05. - 100 950 125 50 25
0098  [W50 83 1 01. 05. - 0 1750 600 450 475
0099 |W16 92 2 28. 04. 0 0 400 100 75 150
0ol00 |WI16 92 2 28. 04. 0 250 1150 225 25 100
y001  |Y103 94 2 30. 04. 0 0 1200 175 150 125
y002  |Y103 94 1 30. 04. 0 350 1050 150 125 250
y003  [Y9 96 1 29. 04. - 150 1900 - 600 100
y004 Y9 96 2 29. 04. 0 100 950 @ - 100 350
y005  |037 83 2 29. 04. - 400 400 100 100 75
y006  [O37 83 1 29. 04. 0 500 300 O 0 50
y007  |G32 78 1 29. 04. - 250 25 100 -
y008  |G32 78 1 29. 04. - - 1000 - 50 75
y009 (P61 96 1 24. 04. - 100 1500 50 100 @ -
y010  |P61 96 1 24. 04. - 100 850 225 @ - 75
y012  [TG113 93 2 25. 04. - 250 600 @ - 50 -
y013  (B90 99 2 18. 04. 0 300 750 100 50 350
y014  (B90 99 - 18. 04. 0 0 1550 750 500 300
y015  [B86 94 2 23.04. 0 100 150 O 0 50
y016  |B86 94 2 23. 04. 1000 300 100 150 - -
y017  |W62 78 2 26. 04. 0 0 200 O 50 200
y018  |W62 78 2 26. 04. 0 0 400 225 200 225
y019  |R33 88 1 - 50 300 250 600 350
y020  |R33 88 2 0 100 250 50 75 25
y021  [Gl114 92 1 27. 04. - 100 750 475 300
y022  [TG115 74 2 22.04. - 50 - 0 0 175
y023  |W26 96 1 26. 04. - 50 700 850 50 150
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Eizahl pro Gramm Kot (EPG / FEC)

Lamm |Mutter Vater Geschlecht Geburtsdatum | Mai Juni Juli Aug. Sept. Okt.
y024 (G229 78 1 30. 04. - 100 1150 50 100 -
y026  |B60 92 1 29. 04. 0 - 0 75 225 275
y027  [B38 83 1 19. 04. - 50 800 600 550 275
y028  |W37 96 1 26. 04. 0 500 750 100 1050 350
y029  |B32 83 - 19. 04. 0 - - : - -
y030  [NBS8I 96 1 30. 04. - 0 450 0 1875 375
y031  |Y147 99 1 18. 04. 0 300 650 450 375 400
y032  |W23 83 1 29. 04. 0 0 - 600 75 275
y033  |W78 96 1 26. 04. 0 0 250 425 625 725
y035  |B17 96 1 30. 04. 0 0 550 250 O 25
y036  [G49 83 1 19. 04. 0 200 500 650 O 25
y037 1092 96 1 30. 04. 0 100 1300 200 200 50
y038  |W28 96 2 26. 04. 0 50 700 1000 O 50
y039 (P68 83 1 29. 04. 0 50 400 100 50 75
y040  |B39 92 1 29. 04. 0 200 350 75 175 100
y041  |WOIl 96 2 26. 04. - - 350 - 375 700
y042  |R31 77 2 30. 04. 0 - 950 2275 975 750
y043 Y195 92 1 27. 04. 0 100 700 1025 575 225
y044 Y112 94 1 30. 04. 0 - 100 400 325 250
y045 (P81 83 1 29. 04. 0 50 1500 200 100 100
y046  |W8 77 1 30. 04. 0 0 150 175 400 175
y047  [TY2 93 1 - - 0 200 - 425 100
y048 |TGl116 93 1 - - 0 90 75 25 25
y050  |B50 99 1 29. 04. 100 0 80 400 250 O
y051  [Y66 96 1 26. 04. - 200 1850 1725 525 675
y052  [Y101 94 2 23.04. - 0 550 125 75 125
y053  |Y178 92 2 01. 05. 0 0 1200 300 225 200
y054  [P100 77 2 19. 04. 0 200 450 25 175 O
y055 |- - 2 - - 300 150 50 125 O
y056  |G110 92 1 01. 05. 0 0 1000 250 100 250
y057 |- - 1 - - 200 - - 525 525
y059 |TG113 93 1 25. 04. 0 0 150 50 25 125
y060  [Y157 99 1 30. 04. 200 300 600 200 350 75
b047  [B41 99 1 16. 04. 0 0 600 525 75 600
b048  |B41 99 1 16. 04. 100 - 250 550 425 475
b049  |021 77 2 16. 04. 100 400 400 - 0 400
b050  [021 77 1 16. 04. 700 50 450 0 150 75
b051  |WI19 77 1 16. 04. 0 50 300 100 50 100
b052 (W19 77 2 16. 04. 0 200 400 25 0 25
b053 |NB66 96 1 16. 04. 0 0 1650 500 - 1000
b054 |NB66 96 2 16. 04. 100 0 1450 325 O 225
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Eizahl pro Gramm Kot (EPG / FEC)

Lamm |Mutter Vater Geschlecht Geburtsdatum | Mai Juni Juli Aug. Sept. Okt.
b055 |06l 83 1 16. 04. 100 0 400 75 125 O

b056 |06l 83 2 16. 04. 150 100 450 425 200 150
b057  [B66 92 2 17. 04. - 0 1350 200 375 325
b058  |B66 92 2 17. 04. 0 0 100 550 325 200
b059  |Y97 96 1 17. 04. 0 0 800 - - 225
b060 (Y97 96 1 17. 04. - - 150 975 475 475
b063  |R15 94 2 17. 04. 0 0 150 500 100 @ -

b064  |R15 94 1 17. 04. 0 0 250 75 75 175
b065  (B20 78 1 18. 04. 50 300 1350 500 325 900
b066  |B20 78 2 18. 04. - 100 100 50 25 325
b067  [YI110 94 2 18. 04. 0 50 300 O 25 125
b068  [Y110 94 1 18. 04. 0 50 800 525 - 425
b069  |WS58 95 1 18. 04. - 0 250 25 25 100
b070  [WS58 95 1 18. 04. 50 1750 1350 350 325 175
b071  [O4 83 2 19. 04. 150 400 O 0 0 0

b072 |04 83 1 19. 04. 1150 600 400 50 150 25

b073  |034 77 2 16. 04. 0 150 350 - 50 75

b074  |034 77 2 16. 04. 300 200 900 1100 300 225
b075 |B75 78 2 18. 04. 0 150 250 375 50 75

b076  [B75 78 2 18. 04. - - 0 0 0 0

b077  |B6 78 1 18. 04. 300 50 1100 725 O 175
b078  |B6 78 1 18. 04. 100 - 200 275 25 175
b079  |W66 78 2 17. 04. 300 100 800 525 175 400
b080  |W66 78 1 17. 04. 100 400 100 525 75 275
b081  (B82 96 1 19. 04. 0 50 500 575 325 325
b082  |B82 96 2 19. 04. 0 50 400 550 100 475
b083  |077 83 1 21. 04. 0 100 - 25 75 0

b084  |077 83 1 21. 04. 0 150 750 300 200 125
b085  |P100 77 2 19. 04. 0 100 200 @ - 175 0

b087  |B27 83 1 21. 04. 0 400 350 625 25 0

b088  [B27 83 1 21. 04. 50 - 950 525 150 150
b089  |B47 92 1 20. 04. 50 250 1600 250 125 175
b090  (B47 92 1 20. 04. 150 50 550 50 200 300
b091  |GS5 95 1 21. 04. - 100 100 350 175 175
b092  |GS5 95 1 21. 04. 0 50 650 625 100 175
b093 (B2 78 1 18. 04. 700 0 700 @ - 125 250
b094 (B2 78 2 18. 04. 50 400 1100 250 25 0

b095  |G72 83 2 18. 04. 150 100 450 - 25 375
b0%  [G72 83 1 18. 04. 0 50 350 275 75 375
b097  |Y69 96 2 22.04. 0 100 800 1250 600 175
b098  |Y69 96 2 22. 04. 0 0 600 50 75 175
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Ubersicht A 2: Abstammungsdaten, Geschlecht, Geburtsdatum und monatliche Eizah-

len (O. circumcincta) der Scottish Blackface Schafe aus dem Jahrgang
1996. Geschlecht: 1 = ménnlich, 2 = weiblich. Von Juni bis Oktober ist je-
weils der Durchschnittswert aus vier Zahlungen pro Kotprobe angegeben.
Samtliche Daten wurden von Prof. Dr. M. Stear (Faculty of Veterinary
Medicine, University of Glasgow, URL-d) zur Verfiigung gestellt.

Eizahl pro Gramm Kot (EPG / FEC)
Lamm |Mutter Vater Geschlecht Geburtsdatum [ Juni  Juli Aug. Sept. Okt.
y001 0261 G199 1 23. 04. 1013 788 - 413 513
y002 0261 G199 1 23. 04. 563 663 88 1636 138
y003 PUR88 G180 1 26. 04. 888 750 213 0 113
y004 PURS8 G180 1 26. 04. 1650 938 0 100 313
y005 W191 G173 1 23.04. 625 950 275 450 600
y006 W191 G173 2 23. 04. 425 - 125 250 125
y007 Y125 G200 1 29. 04. - 825 150 388 163
y008 Y125 G200 2 29. 04. 713 200 - 38 75
y009 NY286 G181 2 17. 04. 438 663 275 563 1138
y010 NY286 G181 1 17. 04. - 525 475 150 375
yO11 W17 G182 1 17. 04. 775 550 0 50 250
y012 W17 G182 1 17. 04. 125 488 188 325 150
y013 0266 G199 2 23.04. - 288 13 388 263
y014 0266 G199 1 23.04. 350 513 338 375 750
y015 G045 G198 2 01. 05. 175 425 150 113 775
y016 G045 G198 2 01. 05. 250 1088 50 88 188
y017 NY264 G172 2 26. 04. 275 725 513 1075 625
y018 NY264 G172 2 26. 04. 650 1438 288 - 200
y019 W173 G173 2 03. 05. 600 575 75 650 313
y020 W173 G173 1 03. 05. 488 650 175 363 150
y021 0203 R94 1 06. 05. 525 - 38 825 475
y022 0203 R94 2 06. 05. 575 350 175 300 275
y023 w182 G173 2 02. 05. - 775 50 738 325
y024 w182 G173 1 02. 05. 475 - 0 - 238
y025 Y164 G200 2 28. 04. - 0 25 13 0
y026 Y164 G200 1 28. 04. 525 263 63 325 88
y027 NY240 G180 1 22. 04. 275 538 140 1025 475
y028 NY240 G180 2 22. 04. 675 50 13 25 38
y029 W153 G173 2 20. 04. 275 225 0 550 725
y030 W153 G173 1 20. 04. 1188 38 0 550 200
y031 NBS8I1 G182 2 19. 04. - 613 263 - 488
y032 NB&81 G182 2 19. 04. 725 138 313 88 488
y033 R199 G175 3 16. 04. 513 375 125 225 600
y034 R199 G175 2 16. 04. 650 550 138 138 600
y035 R145 G182 1 25. 04. 1750 575 138 1663 712
y036 R145 G182 1 25. 04. 513 200 163 475 150
y037 G117 G175 2 15. 04. 300 438 0 150 200
y038 G117 G175 1 15. 04. 150 300 13 638 338
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Eizahl pro Gramm Kot (EPG / FEC)

Lamm |Mutter Vater Geschlecht Geburtsdatum | Juni  Juli Aug. Sept. Okt
y039  |G054 G182 1 30. 04. 575 138 100 25 50
y040  |G054 G182 2 30. 04. 525 500 663 288 313
y041 (W97 G200 2 03. 05. 563 375 0 113 100
y042  |W97 G200 1 03. 05. 575 225 113 175 63
y043  |R58 G175 2 28. 04. - 25 0 313 50
y044  |R58 G175 1 28. 04. 1763 300 88 450 413
y045  [R150 G179 9 27. 04. - - - - -
y046  [R150 G179 1 27. 04. - 463 38 500 638
y047  [(W168 G173 2 20. 04. - 588 300 650 200
y048  |[W168 G173 2 20. 04. 338 - 150 463 588
y049 (0263 G172 9 27. 04. - - - - -
y050 |0263 G172 1 27. 04. 913 1613 338 2300 1338
y051  |0276 G175 2 15. 04. - 225 25 813 1800
y052 (0276 G175 9 15. 04. - - - - -
y053  |0277 G175 1 15. 04. 513 63 13 413 425
y054 |0277 G175 2 15. 04. 1150 1325 88 475 75
y055 (0278 G175 1 19. 04. 625 75 188 2200 525
y056  |0278 G175 2 19. 04. 288 25 63 188 250
y057 10279 G175 2 16. 04. - 488 - 925 725
y058 |0279 G175 1 16. 04. 1025 950 275 1088 600
y059 |0280 G175 1 25. 04. 250 1900 175 1175 750
y060 |0280 G175 1 25. 04. 450 1038 263 313 225
y061 0281 G175 2 03. 05. 75 500 300 263 675
y062 0281 G175 1 03. 05. 0 100 - 338 113
y063 (0282 G175 9 20. 04. - - - - -
y064 10282 G175 1 20. 04. 163 163 75 875 775
y065 10283 G175 2 26. 04. 138 375 88 313 113
y066  |0283 G175 1 26. 04. 325 638 125 975 838
y067 10284 G175 1 01. 05. 25 1425 100 350 250
y068 10284 G175 1 01. 05. 113 625 288 288 325
y069 (G184 G181 1 01. 05. 312 2775 363 1300 875
y070  |G184  Gl8l 1 01. 05. 263 1038 - 2150 -
y071  |Y160 G200 2 30. 04. 1000 1113 125 650 238
y072 (Y160 G200 2 30. 04. 288 750 0 0 150
y073 10249 P55 1 24. 04. 463 1113 363 925 788
y074 {0249 P55 1 24. 04. 275 - 200 125 188
y075  [R37 G199 2 27. 04. 450 913 63 1625 1000
y076  |R37 G199 1 27. 04. 113 1188 113 150 450
y077  |W21 G182 2 23.04. 238 975 113 - -
y078  |W21 G182 1 23. 04. 425 725 50 150 225
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Eizahl pro Gramm Kot (EPG / FEC)

Lamm |Mutter Vater Geschlecht Geburtsdatum | Juni  Juli Aug. Sept. Okt
y079  [NP91 G200 1 26. 04. 175 275 150 188 300
y080  |[NP91 G200 2 26. 04. - 700 0 200 125
y081 (W75 G200 1 19. 04. 50 250 488 25 50
y082  |W75 G200 2 19. 04. 63 288 1125 413 288
y083  |R38 G199 2 27. 04. 350 663 550 613 325
y084  [R38 G199 2 27. 04. 225 275 300 238 145
y085  [0256 G199 2 29. 04. 1012 763 25 1013 -
y086 (0256 G199 2 29. 04. 563 325 - 450 338
y087  [R102 G182 2 17. 04. 488 300 0 188 163
y088 |R102 G182 2 17. 04. 450 250 150 50 213
y089 (W70 G182 1 18. 04. 750 625 213 213 575
y090 (W70 G182 1 18. 04. 575 538 38 813 538
y091 |Y154 G200 2 28. 04. 875 425 125 113 163
y092 (Y154 G200 2 28. 04. 1050 1113 25 275 375
y093  |WI115 G183 1 17. 04. 913 175 213 550 313
y094 |WI115 G183 1 17. 04. - 613 75 1200 913
y095 (W57 G200 2 18. 04. 975 325 150 388 263
y09%6  |WS57 G200 2 18. 04. - 1738 650 688 163
y097 (W7 G179 2 04. 05. 2113 1238 363 1088 488
y098 (W7 G179 1 04. 05. 750 - 25 450 1350
y099 (0258 G199 1 30. 04. 1500 588 300 75 150
yl00 (0258 G199 2 30. 04. 613 413 313 300 113
yl0l Y159 G173 1 18. 04. 525 875 63 650 575
yl02  |W59 G182 3 21. 04. 1125 650 225 525 650
yl03 (G042 G198 1 19. 04. 588 1038 100 400 300
yl04 0255 G199 1 16. 04. 938 550 0 150 288
yl05  |W42 G179 1 17. 04. 275 175 38 438 413
yl06 (0230 G199 1 17. 04. 1313 3175 50 1450 438
yl07  |W88 G183 1 18. 04. - - 538 - 75
yl08 |G057 G183 1 22.04. 288 1175 O 175 213
yl09  [R123 G179 1 21. 04. 488 338 250 563 13
yl10  |[WI10 G198 1 22.04. 125 1150 25 975 263
yl11 (W18 G198 1 20. 04. 113 7877 263 1225 563
yl12 (G062 G200 1 19. 04. 250 88 50 - 113
yl13 (W22 G179 2 23. 04. 575 525 100 200 @ 252
yl14  |G035 G183 1 22.04. - 1100 - - 200
yl15  (W113 G183 9 24.04. - - - - -
yl16 (G116 G175 2 20. 04. 238 613 75 650 688
yl17 {0275 G199 2 24.04. 13 225 150 275 188
yl18  |WO9l R96 1 07. 04. 25 150 150 150 513
yl19  |W163 G198 3 27. 04. 275 588 163 375 275
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Eizahl pro Gramm Kot (EPG / FEC)

Lamm |Mutter Vater Geschlecht Geburtsdatum | Juni  Juli Aug. Sept. Okt

y120 |Y148 G200 1 28.04. 663 450 100 63 50
yl21 |Gl12 G175 1 26. 04. 275 300 0 8 150
yl22  |[W10 G179 1 10. 05. 988 1000 - 825 463
yl23 (W15 G198 1 26. 04. 375 663 250 25 238
yl24 |081  R94 2 09. 05. - 488 238 475 188
yl25 0220 R94 1 12. 05. 113 513 213 250 675
yl26 [W51 G180 1 21.04. 200 250 150 38 125
yl27 |GI31  R96 1 11. 05. 100 863 100 4838 850
yl28 |GI31 G180 1 24. 04. 575 288 - - 138
y129  [NY235 R96 1 07. 05. 300 600 275 - 925
y130 |GO78  R93 1 10. 05. 63 700 263 300 438
y131  |W6 G198 1 30. 04. 175 138 88 513 100
y132 Y142 G179 1 28. 04. 350 1013 200 250 363
y133 |NY241 G172 1 07. 05. 75 1075 175 - 163
y134 |NY236 R96 1 12. 05. 63 - 13 388 525
y135 NP1 G182 1 01. 05. - 1625 388 250 1400
y136  |W63  R93 1 15. 05. 75 250 75 688 288
y137  [NY233 G180 1 14. 05. 13 1963 888 1300 2350
y138 |W106 R94 1 13. 05. 200 88 125 500 563
yl39 |NB75 G177 1 08. 05. - 138 50 563 625
yl40 |G025 G179 1 27.04. 338 313 63 238 163
yl4l |Gl61 G172 1 23. 04. 350 600 63 775 376
yl42 |R26 PS5 2 08. 05. 75 475 350 525 613
yl43  |Y168  R93 1 12. 05. - 213 0 175 275
yl44  |W200 G177 1 15. 05. 0 575 75 1200 650
yl45 |R107 G177 1 16. 05. 25 388 388 925 763
yl46 |W143 R94 1 19. 05. - 538 2502 425 1850
yl47 |G155 R94 1 - 113 388 663 838 288
yl48  |W92  R94 1 i 13 313 313 438 863
yl49 |W43  R93 1 - 75 - - - -
y150 [0233 PS5 1 i 0 463 338 438 100
yl51 |0286 G180 2 19. 04. 725 325 - 163 575
yl52 0286 G180 1 19. 04. - - - 300 750
y153  |NY289 G181 1 04. 05. 175 238 238 663 663
y154 [NY289 Gl8l 1 04. 05. - - - - -
yl55 |W140 G172 2 21. 04. 938 513 425 1338 163
yl56  |W140 G172 2 21. 04. 700 325 13 25 725
y157  [NY208 R96 1 06. 05. 338 275 75 425 588
y158  |NY208 R96 1 06. 05. 100 675 0 550 1138
y159  [NY256 G174 1 26. 05. 13 188 175 613 775
yl60  [NY256 G174 2 26. 05. 88 550 - 638 638
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Eizahl pro Gramm Kot (EPG / FEC)
Lamm |Mutter Vater Geschlecht Geburtsdatum | Juni  Juli Aug. Sept. Okt
yl6l [Y105 G179 2 23.04. 100 1400 88 1050 288
yl62 Y105 G179 2 23.04. 275 838 113 538 313
yl63  |[NY224 G180 1 28. 04. 375 1325 100 613 2438
yl64  [NY224 G180 2 28. 04. 225 50 - 13 475
yl65  |WI138 G183 2 04. 05. 613 663 125 500 @ 425
yl66  |[W138 G183 2 04. 05. 188 25 63 213 200
yl67  [NY272 GI181 2 21. 04. 0 1825 1250 - 575
yl68  |NY272 GlIS8l 2 21. 04. 100 413 0 225 263
yl69  [R112 G200 1 02. 05. 488 488 388 1538 238
y170  [R112 G200 1 02. 05. 638 838 225 313 413
yl71  [R152 G200 1 19. 04. 1050 1075 675 900 650
y172  [R152 G200 1 19. 04. 1050 663 675 150 488
y173  [YI151 G183 2 21. 04. - 1175 0 250 325
yl74  |YI151 G183 1 21. 04. 838 838 213 163 50
yl175  [R142 G182 2 21. 04. - 475 800 525 938
yl76  [R142 G182 9 21. 04. - - : - -
y177  [R128 G179 1 02. 05. 3050 350 13 150 213
y178  [R128 G179 1 02. 05. - 538 50 563 250
yl79  |YI112 G182 2 24. 04. 1113 800 275 613 525
y180 (Y112 G182 2 24. 04. 1013 - 488 63 263
y181 (W47 G182 2 01. 05. 75 925 575 0 138
yl182  |W47 G182 2 01. 05. 713 588 188 113 -
y183 (0246 G199 1 18. 04. 850 625 138 713 775
yl84 (0246 G199 2 18. 04. 325 488 450 675 300
y18 0285 G175 1 03. 05. 775 475 113 338 250
y186 (0285 G175 2 03. 05. 138 63 300 88 75
y187  [W69 G182 1 17. 04. - - 550 775 363
y188  [W69 G182 2 17. 04. - - - - -
y189  [R151 G198 2 23.04. 1188 563 - 363 625
y190  [R151 G198 2 23.04. - 200 88 175 113
y191  [R101 G182 2 25. 04. 838 625 175 138 150
y192  [R101 G182 1 25.04. 1175 900 63 900 913
y193 (W49 G200 1 20. 04. 1375 338 13 313 475
y194 (W49 G200 2 20. 04. 875 213 13 25 88
yl195 [PUR6 G199 2 04. 05. 225 513 425 - 925
yl96 [PUR6 G199 2 04. 05. 988 413 925 1613 838
y197  [PUR12 G199 2 27. 04. 775 950 100 475 313
y198  [PUR12 G199 2 27. 04. 475 325 588 463 263
y199  (W114 G200 2 16. 04. 713 463 75 375 250
y200 (W114 G200 1 16. 04. 800 578 313 63 100
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Ubersicht A 3: Typisierungsdaten am DRBI-Locus, sowie der Marker OMHC1 und
DYMSI der Scottish Blackface Schafe aus dem Jahrgang 1993. Die Ty-
pisierungsdaten des DRBI-Locus wurden von Schwaiger et al. (1995)

zur Verfiigung gestellt. Die Typisierung der Mikrosatelliten OMHC1 und
DYMSI1 wurde von Buitkamp et al. (1996) durchgefiihrt.

Lamm DRBI1 OMHCI1 DYMSI1

0001 (524 (G1) S5S12(F) - - 220 212
0002 |524 (G1) 512(F) 192 198 220 212
0003 (524 (G2) S5S12(F) 192 190 196 196
0004 (524 (G2) 540(I) 182 190 196 220
0005 (500 (D)  S512(F) 192 210 220 218
0006 |500 (D) 512 (F) 192 210 196 180

0007 (534 (H2) 540(I) 192 188 196 204
0008 (534 (H2) 540(I) - - 196 220
0009 |500 (D)  540(I) 198 F 220 220
0010 (462 (A)  540(I) 198 182 218 218

o011 1496 (C) 462 (A) 188 196 218 222
0012 (524 (G1) 462 (A) 188 204 218 218
0013 (540 (1) 540 (1) 190 190 218 220
o014 540 (1) 540 (1) 182 190 204 220
o015 540 (1) 462 (A) 198 190 218 220
0016 (540 (1) 462 (A) 198 190 218 220
0017 540 (1) 512 (F) 210 196 196 220

o018 540 (1) 512 (F) - - 196 220
0019 540 (1) 540 (1) 192 200 196 216
0020 540 (1) 512 (F) - - 196 216
0021 (512 (F) 540 (1) 192 192 196 220
0022 (512 (F) 512 (F) - - 220 220
0023 (562 (M) 540(I) 182 204 220 200

0025 |500 (D) 462 (A) 188 190 218 220
0026 |554 (L) 462 (A) 188 204 218 220
0027 |554 (L) 512 (F) 210 198 220 204
0028 (540 (1) 540 (1) 192 194 196 204
0031 |540 (1) 512 (F) 192 190 196 218
0032|540 (1) 512 (F) 192 190 220 220
0033 |554 (L) 500 (D) - - - -

0034 (554 (L) 500 (D) - - - -

0035 (524 (G1) 554(L) 198 204 196 200
0036|540 (1) 554 (L) - - - -

0037 1540 (1) 500 (D) 190 204 218 220
0038 |500 (D) 500 (D) 190 190 218 220
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Lamm DRBI OMHCI DYMSI

0039 |540(I) 512 (F) i i i ;

0041 [540(1) 540 (I) ] ; ; ;

0042|540 () 540 (1) ; - 204 220
0043 |562 (M) 500 (D) 190 204 _ _

0044 |562 (M) 554 (L) - - - -

0045 |500(D) 540 (1) 194 190 | 210 218
0046 |580(N)  524(G2) | 200 196 | 210 220
0047 |540()  524(G2) - - 210 216
0048 [540 () 540 (1) 194 194 | 210 216
0050 |500 (D) 500 (D) 194 198 | 220 222
0051 [490(B) 462 (A) 188 194 | 218 220
0052 |554 (L) 462 (A) 188 194 | 218 204
0053|524 (G2) 540 (1) 182 196 | 204 220
0054 |524(G2) 540 (1) 182 196 | 218 220
0055 [496 (C) 500 (D) 190 196 | 218 200
0056 |496 (C) 500 (D) 190 196 | 218 200
0057 |500(D) 462 (A) 198 190 | 218 218
0058 [500(D) 462 (A) 198 190 | 218 218
0059 |524 (G2) 540 (1) 182 192 | 218 198
0060 [500 (D) 540 () 190 190 | 218 220
0061 |584(0) 500 (D) 190 198 | 220 214
0062 |584(0) 540 (1) - - ; -

0063 |540()  554(L) - - 218 200
0064 |540(I) 500 (D) 190 194 | 180 200
0065 |562 (M) 524(G2) | 200 204 | 210 218
0066 |562 (M) 524(G2) | 200 204 | 210 218
0067 |512(F) 524(G2) | 194 192 | 210 216
0068 [490 (B) 540 (1) 194 190 | 210 216
0069 |580 (N) 540 (1) 194 196 | 210 220
0070 |580(N) 524(G2) | 200 196 | 210 220
0072 |540()  554(L) 198 194 | 196 220
0073 |462(A) 524 (G2) - - ; -

0074 |584(0) 524(G2) | 200 198 | 210 196
0075 |512(F) 524 (G2) - - - -

0076 |540(I)  524(G2) | 200 194 | 210 220
0077 |584(0) 524(G2) | 200 202 | 210 180
0078 |554 (L) 540 (I) 194 198 | 210 200
0079 |540 (1) 540 (1) 190 194 | 204 220
0080 |540 (1) 540 (1) 182 190 | 218 218
0082 |540() 540 () 190 194 | 220 204
0083 |[500(D) 540 (1) 190 182 | 218 204
0084 |512(F) 540 (1) 190 182 | 218 222
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Lamm DRBI OMHCI1 DYMS1

0085 |584(0) 500 (D) 190 198 | 196 220
0086 |584(0) 500 (D) 190 198 | 220 220
0087 |500(D) 500 (D) 190 190 | 196 196
0088 [500 (D) 554 (L) 190 198 | 196 196
0089 [540(1)  524(G2) | 194 192 | 210 220
0090 [540 (1)  524(G2) | 194 200 | 210 220
0092 524 (G1) 540 (I) 182 204 | 196 218
0093 490 (B) 540 (I) 182 204 | 218 218
0094 [500 (D) 540 (1) 182 182 | 218 222
0095 [540 (1) 540 (1) 198 192 | 196 196
0096 540 (1) 540 (I) - - 220 196
0097 |462(A)  512(F) 210 198 | 220 220
0098 462 (A) 540 (I) 192 198 | 220 220
0099 |512(F)  512(F) 192 204 | 196 196
0100 |944 (R)  512(F) 192 204 | 220 218
y002 (540 (1) 540 (1) 190 194 | 220 212
y003 |540() 462 (A) 198 200 | 218 180
yo04 (540 (1) 462 (A) 198 200 | 218 180
y005 [462(A)  540(I) 192 198 | 220 220
y006 |462(A) 512 (F) 210 198 | 220 218
y007 [554 (L) 540 (1) 190 202 | 204 204
y008 |534 (HI) 540 (I) 190 192 | 204 218
y009 |500 (D) 462 (A) 198 196 | 218 220
yO10 |540() 462 (A) 198 204 | 218 180
yO12 |546 (K) 540 (I) - - ; ;

yO13 |554(L) 500 (D) 190 196 | 196 200
yO14 (554 (L) 500 (D) 190 198 | 220 216
y016 500 (D) 540 (I) 190 196 | 220 182
yO17 [462(A) 540 (1) 190 198 | 204 220
y021 (540 (1) 540 (1) 182 194 | 220 204
y022 500 (D) 540 (I) 194 190 | 210 220
y023 (500 (D) 462 (A) 198 190 | 218 220
y024 (500 (D) 540 (I) 182 198 | 204 218
y026 |462(A) 512 (F) 192 202 | 196 218
y027 (540 (1)  512(F) 210 196 | 220 224
y028 |540() 462 (A) 198 194 | 218 180
y029 (540 (1) 540 (1) 192 194 | 220 218
y030 |944 (R) 462 (A) 198 204 | 218 220
y031 |540()  554(L) 198 200 | 220 218
y032 (534 (H2) 512(F) 210 182 | 220 218
y033 546 (K) 462 (A) 188 202 | 218 220
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Lamm DRBI OMHCI1 DYMSI1
y035 |[580 (N) 462 (A) 184 200 | 218 220
y036 |500(D) 540 () 192 194 | 196 196
y037 |540(I) 462 (A) 188 198 | 218 220
y038 |546 (K) 462 (A) 198 192 | 218 212
y039 |512(F) 540 (I) 192 190 | 196 220
yO40 |462(A) 540 (I) 182 198 | 220 180
yO41 |540() 462 (A) 188 200 | 218 212
y042 |462(A) 500 (D) 190 198 | 218 220
y043  [580 (N) 540 (I) 182 196 | 220 220
yO44 |540() 540 (I) 190 192 | 220 182
y045 |490 (B) 512 (F) 210 192 | 196 208
y046 |584(0) 500 (D) 190 198 | 220 196
y050 |524 (GI) 554 (L) 198 196 | 196 200
y052 524 (G2) 540 () 190 192 | 220 204
b047 |524(G2) 554 (L) 198 200 | 220 204
b048 524 (G2) 554 (L) 198 200 | 196 204
b049 |534 (H2) 500 (D) 190 182 | 218 220
b050 [540 (1) 540 (I) 198 182 | 218 220
b051 |580(N) 500 (D) 190 196 | 220 220
b052 |580(N) 500 (D) 190 196 | 220 196
b053 |554 (L) 462 (A) 188 198 | 218 200
b054 |554(L) 462 (A) 188 188 | 218 200
b055 |498 (E) 512 (F) 210 190 | 220 220
b056 |498 (E) 540 (I) 192 190 | 196 18
b057 |540(1)  540(I) 182 194 | 196 204
b058 |562 (M) 540 (I) 182 204 | 196 204
b059 [500 (D) 540 (I) 188 198 | 218 220
b060 |500 (D) 462 (A) 188 198 | 218 220
b063 [540 (1) 540 (I) 190 198 | 216 218
b064 |872(T) 562 (M) 194 192 | 216 182
b067 [500 (D) 540 (I) - - 216 220
b068  |524 (G1) 540 (I) 190 204 | 216 220
b069 |S12(F)  554(L) 190 200 - -

b070 |462(A) 500 (D) 190 198 | 180 204
b071 |500(D) 512 (F) 190 190 | 196 220
b072 |500(D) 512 (F) 210 190 | 220 218
b073 500 (D) 540 (I) ] _ ] ]

b074 |540(1)  540(I) ; - ; ;

b075 [500 (D) 540 (I) 182 190 | 204 222
b076 |S12(F)  540(I) 190 192 | 218 222
b077 |540 (1) 540 (I) 182 202 | 218 212
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Lamm DRBI OMHCI DYMSI1
b078 |584(0) 540(I) 182 196 | 218 220
b079 496 (C) 540 (I) 182 198 | 218 218
b080 [496 (C) 540 (I) 190 196 | 218 220
b081 [944 (R) 462 (A) 198 204 | 218 196
b082 |540(I) 462 (A) 194 198 | 218 218
b083 |534 (HI) 540 (I) 192 190 | 196 220
b084 |534 (HI) 512 (F) 192 190 | 196 220
b085 [540 (1) 540 (I) 182 192 | 218 220
b087 [498 (E) 540 (I) 192 190 | 196 220
b0S8 [580 (N) 540 (I) 192 196 | 220 216
b089 |S80(N) 540 (I) 182 196 | 196 220
b090 |580 (N) 540 (I) 182 196 | 196 196
b091 |524 (G1) 500 (D) - ; - -

b092 [524 (GI) 554 (L) 190 200 | 180 204
b093 |540(1)  540(I) 182 192 | 218 220
b094 [496 (C) 540 (I) 190 196 | 220 204
b095 |554 (L) 512 (F) ] ; - ;

b096 |554 (L)  540(I) 192 6 | 196 220
b097 |534 (H2) 462 (A) 188 184 | - :

b098 |534 (H2) 462 (A) 188 198 | 218 220
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Ubersicht A 4: Typisierungsdaten am DRBI-Locus, sowie der Mikrosatelliten DYMSI,
OMHC1, CSRD226, BM1905 und BM1815 der Scottish Blackface Schafe
aus dem Jahrgang 1996.

Tiere DRBI DYMSI | OMHCI1 | CSRD226 | BM1905 | BM1815
G199 |(VATER [500(D) 500 (D) | 204 218|190 190 | 222 222|194 194|139 157
0261 |MUTTER |500 (D) 524 (G2)| 210 220|190 200|222 222|194 194|139 157
yo0l |Lamm (500 (D) 500(D) | 218 220|190 190|222 222|194 194|139 157
y002 |Lamm (500 (D) 524 (G2)| 218 220|190 200|222 222|194 194|157 157
0266 |MUTTER |500 (D) 524 (G2)| 218 222|190 206|214 242|194 194|157 159
yo13  |Lamm  [512(F) 562(M) | 218 222|190 204|222 242(192 194[139 159
y014 |Lamm  [500 (D) 500(D) | 218 222|190 190|222 214|194 194|157 159
R37 |MUTTER [546 (K) 580 (N) | 220 224|196 204|214 222|194 194|151 159
y075 |Lamm (500 (D) 546 (K) | 218 224|190 204|222 214|194 194|157 151
y076 |Lamm (500 (D) 580(N) | 204 220|190 196|222 222|194 194|139 159
R38 [MUTTER 500 (D) 500 (D) | 218 220|198 200|206 222|194 194|159 159
y083 |Lamm (500 (D) 500(D) | 218 218|190 198|222 206|194 194|157 159
y084 |Lamm (500 (D) 500(D) | 204 218|190 200|222 222|194 194|157 159
0256 |MUTTER |524 (G2) 540(I) | 182 220|192 204|210 218|194 194|163 163
y085 |Lamm (500 (D) 540(I) |204 220|190 204|222 218|194 194[139 163
y086 |Lamm (500 (D) 524 (G2)| 218 182|190 192|222 218|194 194|157 163
0258 |MUTTER |524 (GI) 580 (N) [ 200 204 | 196 198|210 220|192 194|139 151
y099 |Lamm (500 (D) 524 (GI1)| 218 204|190 198|222 220|194 192|139 151
y100 |[Lamm  [500 (D) 524 (GI)| 204 204|190 198|222 220|194 194|157 151
0255 |MUTTER [462 (A) 500(D) | 218 220|198 198|206 210|194 194|139 141
yl04 |Lamm (500 (D) 462(A) | 218 218|190 198|222 210|194 194|157 139
0230 |MUTTER |540 () 546(K) [ 220 220|182 192|210 212|194 194|151 159
yl06 |Lamm  [500 (D) 546 (K) | 218 220|190 192|222 212|194 194|157 159
0275 |MUTTER |500 (D) 554 (L) {220 220|190 190|220 222|194 194|159 161
y117 |Lamm (500 (D) 500 (D) | 204 220|190 190|222 222|194 194|139 159
0246 |MUTTER |580 (N) 914 (U) | 196 220|192 196|206 210|192 194|159 159
y183 |Lamm (500 (D) 580(N) | 204 220|190 196|222 210|194 192|139 159
y184 |Lamm (500 (D) 914(U) | 218 220|190 192|222 206|194 192|157 159
PUR6 |[MUTTER 496 (C) 500 (D) | 220 220|190 190|212 222|194 194|137 163
y195 |Lamm (500 (D) 500(D) | 218 220|190 190|222 222|194 194|157 163
y196 |Lamm (500 (D) 496 (C) | 204 220|190 190|222 212|194 194|139 137
PURI2 [MUTTER |512 (F) 914 (U) | 196 220|192 192|206 206|192 194|155 159
y197 |[Lamm  |500(D) 512(F) | 204 220|190 192|222 206|194 194|139 155
y198 [Lamm  [500(D) 914 (U) | 218 196|190 192|222 206|194 192{157 159
G172 |VATER |[512(F) 524(G2)| 220 222|190 200|214 222|194 194|139 155
NY264 [MUTTER |524 (GI1) 540 (I) | 206 206|190 196|204 212(192 194|157 163
y017 |Lamm (524 (G2)540(I) | 222 206|200 190|222 212|194 194|155 157
yo18 |Lamm  [512(F) 524(GI)[ 222 206|190 196|214 204|194 192[139 157
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Tiere DRBI DYMSI | OMHCI1 | CSRD226 | BM1905 | BM1815
0263 [MUTTER [500 (D) 546 (K) | 182 200 | 190 204 | 210 222|194 194|149 149
y049 |Lamm - - - - - - - - - - - -
y050 |Lamm  [524 (G2) 500 (D) | 222 218|190 204|222 242|194 194|161 163
NY241|MUTTER |500 (D) 540(I) |220 220|182 190|212 222|194 194|151 159
y133 |Lamm  [524(G2) 500 (D) | 222 220|200 190|222 222|194 194| - -
G161 [MUTTER |500 (D) 540(I) | 182 218|190 198|210 222|194 194|151 163
yl41 |Lamm  [512(F) 540(I) |222 182|190 198|214 210|194 194|139 151
G173 |VATER |524(G2) 524 (G2)| 204 220|192 200 | 210 222|192 194 (149 151
W191 [MUTTER [500 (D) 540(I) | 196 202|190 198|206 212|194 194|159 163
y005 |Lamm  [524 (G2) 500 (D) | 204 204 [ 200 198|222 206|192 194|149 159
y006 |Lamm  |524(G2) 500 (D) | 220 196 | 192 198|210 206|194 194|151 159
W173 |MUTTER (540 (I) 540(I) [204 220|190 192|212 212|192 194|139 155
y019 |Lamm  [524 (G2) 540(I) | 204 204|192 192|210 212|192 194|149 155
y020 |Lamm  [524(G2) 540 (I) | 220 204|200 190|222 212|192 194|149 139
W182 [MUTTER |524 (G1) 540 (I) | 196 204|192 196|204 210|194 194|139 141
y023 |Lamm  [524 (G2) 524 (G1)| 204 204 | 192 192|210 210|194 194|151 141
y024 |Lamm  [524 (G2) 524 (GI1){ 220 196 | 192 196 | 210 204|192 194|151 139
W153 |MUTTER (500 (D) 580(N) [220 220|190 190|220 222|192 194|151 151
y029 |Lamm  [524 (G2) 500 (D) | 220 220|200 190|222 222|192 192|149 151
y030 |Lamm  [524 (G2) 500 (D) | 204 220|200 190|222 222|192 192|149 151
W168 |MUTTER (524 (G2) 562 (M) | 204 220|200 204|222 240|192 194|149 163
y047 |Lamm  [524 (G2) 524 (G2)| 204 220 | 192 200|210 222|192 194|151 149
y048 |Lamm  [524 (G2) 524 (G2)| 204 220 | 192 200|210 222|192 194|151 149
Y159 [MUTTER |540 (1) 540(I) |218 218|200 204|218 218|194 194|151 163
yl101 |Lamm  [524(G2) 540 (I) | 204 218|200 204|222 218|194 194|149 151
G062 [MUTTER [500 (D) 500(D) | 196 220|190 190|222 224|192 194|157 163
y112 |Lamm  [524 (G2) 500 (D) | 220 196 | 200 190|222 222|194 194|155 163
Y148 |MUTTER |500 (D) 540(I) | 196 220|190 194|210 222|194 194|163 163
y120 |Lamm  [524 (G2) 500 (D) | 220 220|200 190|222 222|194 194|155 163
G174 |VATER (524(G2) 540(I) | 196 220|192 196|210 220|194 194 139 159
NY256{MUTTER 540 (I) 562 (M) | 202 218|182 204|212 242|194 194|159 163
y159 |Lamm  [540(I) 554(L) | 220 218|182 202|206 212|194 194|155 159
y160 |Lamm  [540(I) 540(I) | 196 202|196 182|220 212|194 194|139 163
G175 |VATER (524 (G2) 524(G2)| 220 220|192 192|210 210|194 194|151 155
R199 [MUTTER (500 (D) 524 (G2){ 210 218|198 200|210 222|194 194|147 157
y033 |Lamm - - - - - - - - - - - -
y034 |Lamm  [524(G2) 500 (D) | 220 210|192 198|210 210|194 194|151 157
G117 |MUTTER |500 (D) 584(0) | 196 202|196 198|220 222192 194|139 151
y037 |Lamm  [524 (G2) 584 (0) | 220 196 | 192 198|210 222|194 194|151 139
y038 |Lamm  [524(G2) 500 (D) | 220 196 | 192 196 | 210 220|194 194|155 139
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Tiere DRBI DYMS1 | OMHC1 | CSRD226 | BM1905 | BM1815

R58 |MUTTER |540 (1) 546(K) |220 220 194 194 (206 210 194 194|139 141
y043 (Lamm 524(G2) 546 (K) |[220 220 192 194 (210 206 | 194 194151 139
y044 |(Lamm - - - - [ 192 194 - - [ 194 194|151 139
0276 |MUTTER |540 (1) 584 (0) 220 222|190 198|212 222|192 194|151 163
y051 [Lamm 524(G2) 540(1) 220 220|192 190|210 212|194 192|155 163
y052 |Lamm - -
0277 |MUTTER |500 (D) 540(I) |206 220|190 198|206 222|194 194|147 159
y053 [Lamm 524 (G2) 540 (1) 220 206|192 198|210 206 | 194 194|155 147
y054 |Lamm 524(G2) 500 (D) |220 220 192 190 (210 222 194 194155 159
0278 |MUTTER |524 (GI) 580 (N) | 196 216|196 198|210 210|194 194|139 159
y055 [Lamm 524 (G2) 524 (GI1)| 220 196|192 198|210 210 194 194|155 139
y056 |Lamm 524(G2) 524 (GI1)| 220 216|192 198 (210 210 194 194155 159
0279 IMUTTER |540 (1) 546 (K) |220 220|192 194|206 206|194 194{139 139
y057 |Lamm 524 (G2) 546 (K) | 220 220|192 194|210 206 | 194 194|155 139
y058 |Lamm 524(G2) 540(I) [220 220 192 192210 206 | 194 194151 139
0280 (MUTTER |500 (D) 500(D) | 182 220|190 192|210 222|194 194(159 159
y059 [Lamm 524 (G2) 500 (D) | 220 220|192 190|210 222 194 194|155 159
y060 |Lamm 524(G2) 500 (D) [220 182192 190 (210 222 194 194151 159
0281 [MUTTER |524 (G2) 872 (T) |202 210|200 204|218 222|192 194157 163
y061 |Lamm 524(G2) 524 (G2)| 220 210 192 200|210 222|194 194|155 157
y062 |(Lamm 524(G2) 872(T) |[220 202|192 204|210 218|194 192|151 163
0282 (MUTTER |500 (D) 540(I) | 196 206|190 196|210 222|194 194(159 159
y063 |Lamm - - - - - - - - - - - -
y064 |(Lamm 524(G2) 540(1) 220 196|192 196|210 210 194 194|151 159
0283 [MUTTER |524 (G2) 540(I) | 196 204|194 200|210 222|192 194|147 149
y065 |Lamm 524 (G2) 524 (G2)| 220 204|192 200 (210 222194 192|151 149
y066 [(Lamm 524 (G2) 524 (G2)| 220 204|192 200|210 222194 192|151 149
0284 (MUTTER |584(0) 944 (V) 200 216|190 198|210 222|194 194|151 155
y067 |Lamm 524(G2) 584 (0) [220 200 192 198|210 222|194 194|151 155
y068 [Lamm 524 (G2) 944 (V) 1220 216|192 190|210 210|194 194|151 155
G116 |MUTTER |490 (B) 554 (L) | 182 220|192 202|206 220|192 194| - -
y116 (Lamm 524(G2) 554 (L) |[220 182|192 202|210 206|194 194|151 155
G112 [MUTTER |554 (L) 584 (0) | 182 200|198 202|206 222|194 194151 155
y121 |Lamm 524(G2) 584(0) [220 182|192 198|210 222|194 194|151 155
0285 [MUTTER |540 (1) 580(N) |210 216|194 196|210 210|194 194(159 159
y185 [Lamm 524 (G2) 580(N) | 220 216|192 196|210 210 194 194|151 159
y186 |Lamm 524(G2) 540(I) [220 210|192 194 (210 210 194 194155 159
G177 |VATER |[462(A) 540(I) | 182 222|190 198|210 210|194 194|139 151
0249 IMUTTER |500 (D) 540(I) |220 220|182 190|212 222|192 194151 163
y073 |[Lamm 500(D) 500(D) | 200 220|190 190|222 222|194 194(163 163
y074 |Lamm 500(D) 540(I) 200 220|190 182|222 212|194 194|151 163

157



Tiere DRBI DYMSI | OMHC1 | CSRD226| BM1905 | BM1815
NB75 |MUTTER|500 (D) 540(I) | 204 220|182 190|212 222|194 194|139 157
y139 [Lamm  |540(I) 500 (D) [ 222 220|190 190|210 222|194 194|151 139
W200 |MUTTER|536 (H3) 554 (L) | 196 196 | 192 204|212 218|192 192|155 163
yl44 |Lamm |540(I) 536(H3)[ 222 196|190 192|210 212|194 192|151 155
R107 [MUTTER|500 (D) 540(I) | 196 218|190 198|206 210|194 194|155 159
yl45 |Lamm  [|462(A) 500 (D) | 182 196|198 198|210 206 | 194 194|139 159
G179 |VATER |[500(D) 500(D) 218 218|190 190|222 222|194 194|151 163
R150 [MUTTER|512(F) 554(L) | 196 222|194 204|210 218|194 194|151 163
y045 |Lamm - - - - - - - - - - - -
y046 |Lamm  |500 (D) 554 (L) | 218 222|190 204|222 218|194 194|151 163
W7 |MUTTER|462 (A) 554(L) | 182 222|198 202|206 210|194 194|155 159
y097 |Lamm  |500 (D) 462 (A) | 218 222|190 198|222 210|194 194|163 159
y098 |Lamm  |500 (D) 500 (D) | 218 182|190 202|222 210|194 194| - -
W42 |MUTTER|500 (D) 540(I) |220 220|182 190|218 222|194 194|151 163
yl05 |Lamm |500(D) 540(I) |218 220|190 182|222 222|194 194|151 163
R123 [MUTTER|540 (1) 562 (M) | 220 220|190 194|210 212|194 194|139 163
y109 |Lamm |500 (D) 562 (M) | 218 220|190 194|222 210|194 194|151 163
W22 [MUTTER (462 (A) 500 (D) | 218 220|198 198|206 210|194 194|139 153
yl113 |Lamm |500 (D) 500 (D) | 218 218|190 198|222 206 | 194 194|151 139
Y142 [MUTTER|(540 (1) 554 (L) | 212 216|182 196|206 210|194 194|149 157
y132 |Lamm |500(D) 554 (L) | 218 216|190 196|222 210|194 194|151 157
G025 [MUTTER|500 (D) 524 (G2)| 204 220|192 198|210 210|192 194|155 159
yl40 [Lamm  |500(D) 500 (D) | 218 204|190 198|222 210|194 192|151 159
Y105 |MUTTER|546 (K) 562 (M) | 202 222|190 204|214 220|194 194|151 163
yl61 |Lamm |500 (D) 546 (K) | 218 222|190 204|222 214|194 194|151 163
y162 |Lamm |500 (D) 546 (K) | 218 222|190 204|222 214|194 194|151 151
R128 |MUTTER[496 (C) 500 (D) | 220 220|190 196|206 222|194 194|153 159
y177 |Lamm |500 (D) 500 (D) | 218 220|190 190|222 222|194 194|151 153
y178 |Lamm  |500 (D) 496 (C) | 218 220|190 196|222 206|194 194|151 153
G180 |VATER (496 (C) 540(I) | 196 222|190 204|214 218|194 194|151 159
PURSS{MUTTER (500 (D) 540 (I) |220 220|190 190|212 222|194 194|139 163
y003 |Lamm |540(I) 500 (D) | 222 220|190 190|214 222|194 194|151 163
y004 [Lamm  |540(I) 540(I) | 196 220|190 190|214 212|194 194|151 139
NY240[MUTTER [536 (H3) 540 (I) | 196 218 | 182 182|210 212|194 194|139 159
y027 |Lamm  |540(I) 536(H3)[ 196 196|190 182|214 210|194 194|151 139
y028 |Lamm  [496 (C) 536 (H3)[ 222 218|204 182|218 210|194 194|159 159
W51 |MUTTER|462 (A) 540(I) | 182 220|194 198|210 222|194 194|141 157
y126 |Lamm  [496 (C) 462 (A) | 222 182|204 198|218 222|194 194|159 141
G131 [MUTTER[496 (C) 500 (D) | 196 218|190 198|206 212|194 194 | 137 159
y128 |Lamm |540(I) 500 (D) | 196 220|190 190|214 222|194 194|151 163
0286 [MUTTER[496 (C) 500 (D) | 222 222|196 198|206 206|194 194|151 153
yI151 |Lamm |540(I) 500(D) | 222 222|190 198|214 206|194 194|151 153
y152 |Lamm  [496 (C) 496 (C) | 196 222|204 196|218 206|194 194|159 151

158



Tiere DRBI DYMS1 | OMHCI [CSRD226| BM1905 | BM1815
NY224\MUTTER (554 (L) 554 (L) | 182 220|190 190|220 220 194 194|163 163
y163 |[Lamm 540 (1) 554(L) | 196 182|190 190|214 220| 194 194|159 163
yl64 |Lamm 496 (C) 554 (L) |222 182204 190|218 220| 194 194|159 163
G181 |VATER (540(I) 554(L) |216 220|198 204|212 218|194 194|141 159
NY286(MUTTER 554 (L) 554 (L) | 196 202 | 188 204|218 218| 194 194|155 163
y009 [Lamm 554 (L) 554 (L) |[216 196 198 204|212 218|194 194|159 163
y010 |Lamm 554 (L) 554(L) 220 196|198 204|212 218|194 194|159 163
G184 |MUTTER |496 (C) 562 (M) | 202 216|194 204|210 218|192 194|163 163
y069 [Lamm 496 (C) 562 (M) | 216 216|204 194|218 210|194 194|155 163
y070 |Lamm 500(D) 562 (M) | 216 216|198 194|206 210|194 192|155 163
NY289|MUTTER (496 (C) 524 (G1)| 220 222|190 198|210 212|194 194|139 151
y153 |Lamm 540 (1) 496(C) | 216 220|204 190|218 212|194 194|141 151
y154 |Lamm - - - - - - - - - - - -
W140 (MUTTER |500 (D) 500(D) | 206 216|190 202|206 222|194 194|139 151
y155 |Lamm 524(G2) 500 (D) |[222 216|200 190|222 222|194 194|155 139
y156 |Lamm 524 (G2) 500 (D) | 222 206|200 202|222 206|194 194|139 151
NY272(MUTTER |500 (D) 580 (N) | 200 200 | 188 198|222 222|194 194| - -
y167 |Lamm 540 (1) 496(C) | 218 220|190 190|212 214|194 194| - -
y168 |Lamm 554(L) 500(D) | 216 200|198 188|212 222|194 194|159 163
G182 |VATER (S54(L) 562 (M) | 216 218|198 204|210 242|194 194|159 163
W17 |MUTTER |512(F) 540(I) |220 222|190 192|210 222|192 194|139 147
y011 [Lamm 562 (M) 512(F) |216 222|204 190|242 222|194 192|163 147
y012 [Lamm 500 (D) 500(D) | 204 218|190 190|214 222|194 194|139 157
NB81 [MUTTER |554 (L) 554(L) | 196 220|204 204|218 218|194 194|151 163
y031 [Lamm 562 (M) 562 (M) | 216 220|204 204|242 218|194 194|163 151
y032 |[Lamm 554 (L) 554(L) | 218 196|198 204|210 218|194 194|159 163
R145 [(MUTTER |500 (D) 554 (L) | 216 220|190 204|218 222|194 194|159 161
y035 |Lamm 554 (L) 554(L) | 216 216|198 204|210 218|194 194|163 161
y036 |Lamm 554 (L) 554(L) | 216 220|198 204|210 218|194 194|163 159
G054 [MUTTER (462 (A) 540(I) |218 218|190 198|210 212|194 194|157 159
y039 [Lamm - - - - - - - - - - - -
y040 |Lamm 562 (M) 540(I) | 218 218|204 190|242 212|194 194|159 157
W21 |MUTTER 462 (A) 540(I) | 196 218|188 194|210 216| 194 194|141 149
y077 |Lamm 562 (M) 540(I) | 216 218|204 194|242 210|194 194|163 141
y078 |Lamm 554 (L) 540(I) |216 196|204 194|242 210| 194 194|163 149
R102 [MUTTER |500 (D) 540(I) |220 224|190 194|210 216|194 194|139 151
y087 |Lamm 554(L) 500(D) | 216 224|198 194|210 210|194 194|163 151
y088 |Lamm 562 (M) 540 (I) | 218 224|204 190|242 216|194 194|159 151
W70 |[(MUTTER |512(F) 554(L) | 196 196|192 204|206 218|192 194|157 163
y089 |Lamm 554 (L) 554(L) | 216 196|198 204|210 218|194 194|163 163
y090 [Lamm 562 (M) 554 (L) |218 196|204 204|242 218|194 194|159 163
W59 |[MUTTER |524 (G1) 562 (M) | 216 220 | 194 198|210 210| 194 194|139 163
y102 |Lamm 562 (M) 562 (M) | 216 220|204 198|242 210| 194 194|159 163

159




Tiere DRB1 DYMS1 | OMHCI | CSRD226 | BM1905 | BM1815
R142 [MUTTER (496 (C) 546 (K) | 182 206|196 204|206 210|194 194|139 163
y175 |Lamm 562 (M) 546(K) |216 206|204 204|242 210|194 194| 163 163
y176 |Lamm - - - - - - - - - - - -

Y112 [MUTTER |500 (D) 540 (I) 196 220|190 192|210 222|194 194|139 163
y179 |Lamm 562 (M) 500(D) |218 220|204 190|242 222|194 194|159 163
y180 |Lamm 554(L) 540(I) | 216 220|198 192|210 210 | 194 194|163 163
W47 [MUTTER (554 (L) 562 (M) | 196 218 | 196 198 | 210 220| 194 194| 149 159
y181 |Lamm 562 (M) 562 (M) | 216 196|204 196|242 220|194 194|159 159
y182 |Lamm 554 (L) 562 (M) | 218 196|204 198|242 210 194 194|159 159
W69 [MUTTER (462 (A) 540(¢1) |[218 222|192 198|210 210|194 194|139 139
y187 |Lamm 562 (M) 540(I) |[218 218|204 192|242 210|194 194|159 139
y188 |Lamm - - - - - - - - - - - -

R101 |MUTTER |540(I) 580 (N) | 182 218|190 196 (212 212|194 194|159 163
y191 |Lamm 562 (M) 580 (N) |218 182204 196|242 242|194 194|163 163
y192 [Lamm 562 (M) 540(I) | 218 218|204 190|242 212|194 194|159 159
G183 [VATER |540(I) 540(I) |208 218|192 204|206 222|192 194|139 139
WI115|MUTTER |512 (F) 540(1I) 196 204|190 200|212 214|194 194|139 147
y093 |Lamm 540 (1) 512(F) [208 196|192 190|206 214|192 194|139 139
y094 |Lamm 540 () 540(I) | 208 204|204 200|222 212192 194|139 147
G042 IMUTTER (524 (G2) 540(1I) 196 220|192 192|210 210|194 194|151 159
y103 |Lamm 540 (1) 540(1) 196 220|192 192|212 210|192 194|155 151
W88 |[MUTTER (462 (A) 540(1) |218 222|182 198|210 212|194 194|139 157
y107 |Lamm 540 () 540(I) | 218 222|204 182|222 212|194 194|139 157
G057 IMUTTER (496 (C) 524 (G2)| 218 220|190 192|210 212|192 194|137 155
y108 |Lamm 496 (C) 524 (G2)| 218 220|192 190|222 210 194 194|151 163
WI110(MUTTER |462 (A) 554 (L) | 220 220|190 198|210 220 | 194 194| 141 163
y110 |Lamm 540 () 462(A) | 204 220|196 198|212 210 | 194 194|155 141
W18 [MUTTER (500 (D) 580 (N) |[216 220|190 196 | 210 222|192 194|159 159
yl11 [Lamm 540 (1) 500(D) [ 196 216|192 190|212 222|192 194|155 159
G035 [MUTTER (540 (I) 540(I) |218 218|182 204|212 218|194 194| 151 159
y114 |Lamm 540 () 540(I) | 218 218|204 182|222 212|194 194|139 159
WI13|MUTTER (500 (D) 534 (HO)| 196 218 | 188 190|218 222|192 194|159 159
y115 |Lamm - - - - - - - - - - - -

W163|MUTTER |540 () 496 (C) | 218 218|182 190|212 212|194 194| 137 159
y119 |Lamm 540() 540(I) | 204 218|196 182|212 212|192 194|155 159
WI138|MUTTER (512 (F) 524 (G2)| 210 220 198 200|210 222|194 194|149 159
y165 |Lamm 540 (1) 512(F) | 218 220|204 198|222 210|194 194|139 149
y166 |Lamm 540 () 524 (G2)| 208 210|192 200|222 206|192 194|139 159
Y151 [MUTTER (524 (GI) 540 (1) |220 222|196 204|204 210|194 194|157 163
y173 |Lamm 540 () 524 (GI)| 218 222|204 204|222 210|194 194|139 157
y174 |Lamm 540 () 524 (GI)| 208 222|192 204|206 210|192 194|139 157

160



Tiere DRBI DYMSI | OMHCI1 [CSRD226| BM1905 | BM1815
R151 [MUTTER (540 (I) 540(I) | 196 218|182 182[212 212|194 194|149 159
y189 [Lamm  |540(I) 540(I) |204 218|192 182|212 212|192 194|155 159
y190 |Lamm - - 220 220|182 200|222 212|194 194 | 149 159
G184 [VATER [500(D) 580(N) | 220 222|190 196|210 222|194 194|155 159
W10 |MUTTER [554 (L) 554(L) [202 218|188 202|206 218|194 194|155 159
y122 [Lamm  |500 (D) 554 (L) |218 218|190 202|222 206|194 194|163 159
G198 [VATER |536 (H3) 540(I) | 196 204|192 196|212 212|192 194|155 155
G045 [MUTTER (540 (1) 584(0) | 204 210|194 196|210 210|192 194 | 157 159
y015 [Lamm  |540(I) 540(I) |204 210|196 194|212 210|192 194|155 157
y016 [Lamm  |536 (H3) 584 (0) | 204 210|196 196|212 210|192 194|155 157
W15 |MUTTER [S12(F) 554(L) | 196 218|192 202|206 206|194 194|155 157
y123 |Lamm - - - - - - - - - - - -
W6 |MUTTER [500 (D) 512(F) | 196 212|190 192|210 222|194 194|157 159
y131 [Lamm  |540(I) 512(F) | 196 196|196 192|212 210|194 194|155 159
G200 [VATER (524 (G2) 562 (M) | 204 220|192 200|210 222|194 194|149 155
Y125 |MUTTER (540 (I) 540(I) |212 222|192 194|210 210| 194 194|163 163
y007 |Lamm  |524 (G2) 540(I) |204 222(200 192|222 210|194 194|149 149
y008 |Lamm  |524 (G2) 540(I) | 220 222( 192 192|210 210|194 194|155 155
Y164 [MUTTER (546 (K) 546 (K) | 220 222|204 204|210 214|194 194|151 159
y025 |Lamm  |524 (G2) 546 (K) | 204 220|200 204|222 210|194 194|149 159
y026 [Lamm 524 (G2) 546 (K) | 204 222200 204| - - |[194 194|149 151
W97 [MUTTER (554 (L) 872(T) | 180 196|190 204|220 222|194 194|163 163
y041 [Lamm 524 (G2) 554 (L) | 220 180|192 190|210 220| 194 194|155 163
y042 [Lamm 524 (G2) 872(T) | 204 196|192 204|210 222|194 194|155 163
Y160 [MUTTER [496 (C) 584(0) | 200 218|196 198|222 242|192 194|149 151
y071 [Lamm  |524 (G2) 584 (0) | 220 200 | 192 198|210 222|194 194|155 151
y072 [Lamm  |524 (G2) 584 (0) | 204 200|192 198|210 222|194 194|155 151
NP91 |MUTTER (540 (I) 540(I) |202 222|192 194|210 210|192 194|139 159
y079 |Lamm  [524(G2) 540(I) | 220 222|192 192|210 210|194 192|155 139
y080 [Lamm  |524(G2) 540(I) |220 222|192 192|210 210|194 194|155 139
W75 [MUTTER (540 (I) 944 (V) | 196 216|190 192|210 210|194 194|139 155
y081 [Lamm  |524(G2) 944 (V) | 204 196|200 190|222 210|194 194|149 155
y082 [Lamm 524 (G2) 944 (V) | 220 216|200 190|222 210|194 194|155 155
Y154 [IMUTTER | - -
y091 |[Lamm - - 220 220|192 194|210 210|194 194|139 155
y092 |Lamm - - 204 220|194 200|222 206|194 194 | 139 149
W57 [MUTTER (580 (N) 580(N) | 218 220|190 196|220 222|192 194|159 159
y095 [Lamm  |524(G2) 580(N) |220 218|200 190|222 220|194 194|149 159
y096 [Lamm  |524 (G2) 580(N) |220 220|192 196|222 210|194 194|149 159
NP1 [MUTTER [500 (D) 500(D) | 216 226|198 198|206 220|192 194|151 153
y135 [Lamm  |562 (M) 500(D) | 218 216|204 198|242 220|194 194|159 153

161




Tiere DRBI DYMSI | OMHCI1 |CSRD226| BM1905 | BM1815
R112 [MUTTER (540 (I) 540() |[202 220|182 182|212 212|194 194|159 163
y169 |Lamm  [524 (G2) 540(I) |220 220|192 182|210 212|194 194|155 159
y170 |Lamm  [546 (K) 546 (K) | 196 196|192 182|212 212|192 194 149 155
R152 [MUTTER [496 (C) 500(D) | 204 218|190 196|206 222|194 194|151 159
y171 |Lamm  [524 (G2) 496 (C) [ 220 218|192 196|210 206|194 194 155 151
y172 |Lamm  [524 (G2) 500 (D) | 204 204|200 190|222 222|194 194|149 159
W49 |MUTTER |540(I) 540(I) | 196 204|182 190|212 212|194 194|157 159
y193 |Lamm  [524 (G2) 540 (I) |204 196|200 182|222 212|194 194|149 159
y194 |Lamm  [524 (G2) 540(I) |220 196|200 182|222 212|194 194|155 159
W114|MUTTER |500 (D) 534 (HO)| 218 222|192 198|206 206|194 194|149 159
y199 |Lamm  [524 (G2) 500 (D) | 204 218|192 198|210 206|194 194|155 159
y200 [Lamm  [524 (G2) 534 (HO)| 204 222|192 192|210 206| 194 194|155 149
P55 |VATER |500(D) 524(G2)|200 216|190 200|222 222|194 194|159 163
R26 |MUTTER [496 (C) 554(L) | 218 222|190 196|210 212|194 194|137 151
y142 |Lamm  [524 (G2) 496 (C) | 216 218|200 190|222 212|194 194|159 137
0233 I[MUTTER |540 (I) 944 (V) | 216 218|182 190|210 212|194 194|155 159
y150 |Lamm  [500 (D) 540(I) |200 218|190 182|222 212|194 194|163 159
R93 |VATER |540() 562(M) | 216 220|190 194|210 212|192 194|163 163
G078 IMUTTER |540 (I) 562(M) | - - | 194 198|206 210|194 194|151 163
y130 |Lamm  [562 (M) 500 (D) [ 220 220|190 194|210 214|194 194 163 151
W63 |[MUTTER (462 (A) 500(D) | 196 218|198 198|210 210|194 194|139 159
y136 |Lamm (540 (1) 462 (A) [220 196|190 198|212 210|192 194|163 159
Y168 [MUTTER |524 (G2) 554 (L) | 204 222|196 200|210 222|194 194|151 163
y143 |Lamm  [540 (1) 554(L) [220 222|190 196|212 210|192 194|163 151
W43 |MUTTER |524 (G2) 540(I) | 206 220|182 192|210 222|194 194|151 139
y149 |Lamm - - - - - - - - - - - -
R94 |[VATER |[540(I) 562(M) |216 220|190 194|210 212|192 194|163 163
0203 [MUTTER |534 (HO) 540 () |220 222|190 192|206 210|194 194|139 163
y021 |[Lamm (562 (M) 540(I) |216 222|194 192|210 210|192 194|163 139
y022 |Lamm (540 () 540(I) |220 222|190 192|212 210|192 194|163 139
081 |MUTTER |540 () 914 (U) | 196 218|192 204|206 222|192 194|159 159
y124 |Lamm (540 (1) 512(F) [ 216 218|190 192|212 206|192 192 163 159
0220 I[MUTTER |500 (D) 500 (D) | 216 218|190 198|206 222|194 194|159 159
y125 |Lamm  [562 (M) 500 (D) | 216 216|194 190|210 222|194 194|163 159
W106|MUTTER |500 (D) 524 (G2)| 196 204|190 200|222 222|192 192| - -
y137 |Lamm  [562 (M) 524 (G2)|216 196|194 200|210 222|192 192 163 163
W143|MUTTER |512 (F) 524 (G2)| 182 216|192 192|206 210|194 194|155 159
y146 |Lamm  [540(I) 512(F) [ 216 182|190 192|212 206|194 194|163 155
G155 [MUTTER |540 (I) 546 (K) | 204 212|190 204|210 212|194 194|157 159
y147 |Lamm (562 (M) 546 (K) | 216 204|194 204|210 210|194 194|163 157
W92 [MUTTER [500 (D) 540(I) | 218 220|182 198|206 222|194 194|151 151
y148 |Lamm  [540(I) 540(I) |220 218|190 182|212 222|192 194|163 151

162




Tiere

DRB1

DYMSI1

OMHCI

CSRD226

BM1905

BM1815

R96
Wol
yl18
G131
yl127
NY235
y129
NY236
y134
NY233
y138
NY208
y157
y158

VATER
MUTTER
Lamm
MUTTER
Lamm
MUTTER
Lamm
MUTTER
Lamm
MUTTER
Lamm
MUTTER
Lamm
Lamm

462 (A) 462 (A)
500 (D) 546 (K)
462 (A) 546 (K)
496 (C) 500 (D)
462 (A) 496 (C)
540 (1) 540 (I)
462 (A) 540 (I)
500 (D) 914 (U)
462 (A) 914 (U)
524 (G1) 562 (M)
524 (G1) 540 (I)
500 (D) 540 (I)
462 (A) 540 (I)
462 (A) 500 (D)

218 218
222 226
218 222
196 218
218 218
220 220
218 220
182 196
218 196
182 216
196 182
216 218
218 216
218 218

163

188 198
198 204
198 204
190 198
198 190
190 194
198 190
192 192
188 192
194 198
190 198
182 190
188 182
188 190

210 216
206 214
210 214
206 212
210 212
212 242
210 212
206 210
216 206
210 210
214 210
210 222
216 222
216 222

194 1%4
194 194
194 194
194 194
194 194
194 194
194 194
192 194
194 192
192 194
194 194
194 194
194 194
194 194

139 141
151 151
141 151
137 159
141 137
139 163
139 139
159 163
139 159
163 163
151 163
137 157
141 157
141 137



Ubersicht A 5: SAS-Programm zur Auswertung des DRBI-Locus mit dem Modell 1
(Regressionsmodell) fiir den vereinigten Datensatz aus den Jahrgdngen

1993 + 1996 (Tab. 4-15)

options 1ls =72;

Data one;
infile ’c:\ErgebnisseDRB\sasl996\PedEpgTyp96\osnat96neu.ped’;
input lamb $ sire $ dam $ type $ field age sex;

run;

proc sort;
by lamb;
run;

data two;
infile ’'c:\ErgebnisseDRB\sasl996\PedEpgTyp96\os96epg.dat’;
input lamb $ epg2a epg2b epg2c epg2d epg3a epg3b epg3c epg3d
epgd4a epgd4b epgdc epgdd epgba epgbb epgbc epgbd;
run;

proc sort data=two;
by lamb;
run;

data three;
infile ’'c:\ErgebnisseDRB\sasl996\PedEpgTyp96\os96epgb.dat’;
input lamb $ epg6a epgbb epgb6c epgbd;

run;

proc sort data=three;
by lamb;
run;

data four;
merge one two three;

by lamb;

epg2 = (sum (epg2a, epgl2b, epg2c, epg2d)/4);
logepg2 = 1loglO (epg2+l);

epg3 = (sum (epg3a, epg3b, epg3c, epg3d)/4);
logepg3 = 1loglO(epg3+1l);

epgd = (sum (epgda, epgdb, epgdc, epgdd)/4);
logepg4 = 1loglO (epg4d+l);

epg5 = (sum (epgba, epgbb, epgbc, epgbd)/4);
logepg5 = 1loglO (epg5+1l);

epgb6 = (sum (epgba, epgbb, epgbc, epg6d)/4);

logepg6 = 1loglO (epgb+15);
keep lamb sex field dam sire logepg6 epgb6;
run;

data five;

infile ’'c:\ErgebnisseDRB\sasl996\PedEpgTyp96\Typl-2.dat’;

input lamb $ code $ bml19051 bml19052 bm21131 bm21132 csrd2261 csrd2262
drbl drb2 pl91 pl92 bml2251 bml2252 bml8151 bml8152
eth2251 eth2252 huj6251 huj6252 i1s0051 i1s0052 i11s0111 ils0112
rm0061 rm0062 smhccl smhcc2;

keep lamb mhcl mhc2 XA XB XC XD XF XGl XG2 XHO XH3 XI XK XL XM XN XO

XT XU XV;
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if drbl

XX

drbl

drb2
end;

if drbl
if drb2

if code

if drbl

if drb2

if drbl
if drb2

if drbl
if drb2

if drbl
if drb2

if drbl
if drb2

if drbl
if drb2

if drbl
if drb2

if drbl
if drb2

if drbl
if drb2

if drbl
if drb2

if drbl
if drb2

if drbl
if drb2

if drbl
if drb2

if drbl
if drb2

if drbl
if drb2

drb2 then do;
drbl;
drb2;

XX;

then delete;
then delete;

"L’ then delete;

462 then mhcl
462 then mhc2

490 then mhcl
490 then mhc2

496 then mhcl

496 then mhc2 =

500 then mhcl
500 then mhc2

512 then mhcl
512 then mhc2

1 then mhcl =
1 then mhc2 =

2 then mhcl =

2 then mhc2

534 then mhcl
534 then mhc2

536 then mhcl
536 then mhc2

540 then mhcl
540 then mhc2

546 then mhcl
546 then mhc2

554 then mhcl
554 then mhc2

562 then mhcl

562 then mhc2 =

580 then mhcl

580 then mhc2 =

584 then mhcl
584 then mhc2

"A
"A

= IR/

= rqc’
rcr

"D’
= D’

T
= I|F/

IGlI;
IGlI;

G2';

='G2";

=" HO’
=" HO’

rTr
= 11’

TR’
= 'K’

= 1’
= 11’

= M’
"M’

INI
INI

ro’
= 10’

r .

r .

rH3' .
= ’H3'
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if drbl = 872 then mhcl = "T’;
if drb2 = 872 then mhc2 = "T’;
if drbl = 914 then mhcl = 'U’;
if drb2 = 914 then mhc2 = 'U’;
if drbl = 944 then mhcl = 'V’;
if drb2 = 944 then mhc2 = 'V’;
if lamb = ’'y012’ then delete;
if lamb = ’y013’ then delete;
if lamb = ’y050’ then delete;
if lamb = 'y069’ then delete;
if lamb = ’y070’ then delete;
if lamb = ’y108’ then delete;
if lamb = ’y128’ then delete;
if lamb = ’y130’ then delete;
if lamb = 'y159’ then delete;
if lamb = ’'y167’ then delete;
if lamb = ’"y170’ then delete;
if lamb = ’'y190’ then delete;
XA=0;
if mhcl="A’" and mhc2”='A’ or mhcl”= ’"A’and mhc2="A’ then XA=1;
if mhcl="A’" and mhc2 ='"A’ then XA=2;
XB=0;
if mhcl='B’ and mhc2”='"B’ or mhcl”= ’'"B’and mhc2='B’ then XB=1;
if mhcl='B’ and mhc2 ="B’ then XB=2;
XC=0;
if mhcl="C’ and mhc2”='C’ or mhcl”= ’C’and mhc2="C’ then XC=1;
if mhcl=’"C’ and mhc2 ='C’ then XC=2;
XD=0;
if mhcl='D’ and mhc2”='D’ or mhcl”= ’'D’and mhc2='D’ then XD=1;
if mhcl=’D’ and mhc2 ='D’ then XD=2;
XF=0;
if mhcl='"F’ and mhc2”='F’ or mhcl”= ’'F’and mhc2='F’ then XF=1;
if mhcl='F’ and mhc2 ='"F’ then XF=2;
XG1=0;
if mhcl="Gl’ and mhc2”='Gl’ or mhcl”= "Gl’ and mhc2='G1l’
if mhcl="Gl’ and mhc2 =’Gl’ then XGl=2;
XG2=0;
if mhcl='G2’ and mhc2”"=’'G2’ or mhcl”= ’G2’ and mhc2='G2’
if mhcl='G2’ and mhc2 =’'G2’ then XG2=2;
XHO0=0;
if mhcl='HO’ and mhc2”='"HO0’ or mhcl”= ’"HO’and mhc2='"HO’ then XHO0=1;
if mhcl="HO0’ and mhc2 =’HO0’ then XH0=2;
XH3=0;
if mhcl='H3’ and mhc2”='H3’ or mhcl”= "H3’and mhc2='"H3’ then XH3=1;
if mhcl="H3’ and mhc2 =’"H3’ then XH3=2;
XI=0;
if mhcl="I’" and mhc2”='I’ or mhcl”= I’ and mhc2='I’ then XI=1;
if mhcl="I’" and mhc2 ='I’ then XI=2;
XK=0;
if mhcl="K’ and mhc2”='K’ or mhcl”= 'K ’"and mhc2='K’ then XK=1;
if mhcl="K’ and mhc2 ='K’ then XK=2;
XL=0;
if mhcl="L’ and mhc2”='L’ or mhcl”= 'L’ and mhc2='L’ then XL=1;
if mhcl='L’ and mhc2 ="1L" then XL=2;
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XM=0;
if mhcl="M’
if mhcl="M’

and
and

mhc27="M’
mhc2 ="M’

or mhcl”=
then XM=2;

XN=0;

if mhcl=’N’ and mhc2"='N’

if mhcl=’N’ and mhc2 ='N’
X0=0;
if mhcl='0’ and mhc2"="0’
if mhcl="0’" and mhc2 ='0’
XT=0;
if mhcl=’"T’ and mhc2"="T’
if mhcl=’T’ and mhc2 ="T’
XU=0;
if mhcl=’U’ and mhc2"='TU’
if mhcl=’U’ and mhc2 ='TU’
Xv=0;

if mhcl="V’
if mhcl=’V’
run;

and mhc2"="V’
and mhc2 ="'V’

proc sort data=five;
by lamb;
run;

data six;
merge four five;

by lamb;
if logepg6b = then delete;
if sex = then delete;
if XG2 ge 0;

run;

proc sort data=six;
by dam;
run;

data seven;

set six;

by dam;

if first.dam eg last.dam then
run;

data y1996;

set seven;

tier = 9600+sex;
run;

data eight;

or mhcl”=
then XN=2;

or mhcl”=
then X0=2;

or mhcl”=
then XT=2;
or mhcl”=

then XU=2;

or mhcl”=
then XV=2;

rM’

’N’

IOI

rT

’U’

’V’

delete;

and mhc2="M’

and mhc2="N’

and mhc2="0’

and mhc2="T'

and mhc2="TU"’

and mhc2="V’

infile ’'c:\ErgebnisseDRB\sasl1993\tand93.dat’;

input lamb $ wtl wt2 wt3 wt4d wt5 eosla eoslb eos2a eos2b eos3a eos3b

then XM=1;

then XN=1;

then XO0=1;

then XT=1;

then XU=1;

then XV=1;

eos4a eos4b eosbSa eosbSb sex field epgl epg2 epg3 epgda epgidb
epgb5a epgbb dam $ sire $ age $ epgba epgbb;

epgb6=sum (epg6a+epgbb) /2;
logepgb6=10gl0 (epg6+1l5) ;

keep lamb sex field dam sire logepg6 epgb;

run;

proc sort data=eight;
by lamb;
run;



data nine;

infile ’'c:\ErgebnisseDRB\sasl993\mhctcr.dat’;
input lamb $ mhcl $ mhc2 $ tcrl $ tcr2 $;

mhcl mhc2 XA XB XC XD XE XF XGl XG2 XH1 XH2 XI

keep lamb
if mhcl > mhc2 t
xx = mhcl;

mhcl = mhc2;
mhc2 = xXx;

end;

XA=0;

if mhcl="A’" and

if mhcl="A’" and

XB=0;

if mhcl="B’ and

if mhcl="B’ and

XC=0;

if mhcl="C’ and

if mhcl="C’ and

XD=0;

if mhcl="D’ and

if mhcl="D’ and

XE=0;

if mhcl="E’ and

if mhcl="E’ and

XEF=0;

if mhcl="F’ and

if mhcl="F’ and

XG1=0;

if mhcl="Gl’ and

if mhcl="Gl’ and

XG2=0;

if mhcl=’"G2’ and

if mhcl=’"G2’ and

XH1=0;

if mhcl="H1’ and

if mhcl="H1’ and

XH2=0;

if mhcl=’"H2’ and

if mhcl=’"H2’ and

XI=0;

if mhcl='I’ and

if mhcl="1I’ and

XK=0;

if mhcl="K’ and

if mhcl="K’ and

XL=0;

if mhecl="L’" and

if mhcl="1L" and

XM=0;

if mhcl="M’ and

if mhcl="M’" and

XN=0;

if mhcl="N’ and

if mhcl="N’ and

X0=0;

if mhcl="0’" and

if mhcl=’0’ and

XR=0;

if mhcl="R’ and

if mhcl="R’ and

hen do;
mhc2*="A’
mhc2 ="A'
mhc2"='B’'
mhc2 ='B’
mhc2"="C’
mhc2 ="C’
mhc2"='D’
mhc2 ="D’
mhc2"="E"'
mhc2 ="E’
mhc2"="F"'
mhc2 ='F'
mhc27="G1’
mhc2 ="G1’
mhc27="G2’
mhc2 ="G2’
mhc27="H1'
mhc2 ="H1’
mhc2~="H2'
mhc2 ="H2'
mhc27="1"
mhc2 ="1'
mhc27="K'
mhc2 ='K’
mhc27="1L"'
mhc2 ='L'
mhc2~="M’
mhc2 ="M’
mhc27="N'
mhc2 ="N’
mhc27="0"
mhc2 ='0'
mhc2*="R'
mhc2 ="R’

or mhcl”= 'A’and mhc2="A’ then XA=1;
then XA=2;
or mhcl”= ’'B’and mhc2='"B’ then XB=1;
then XB=2;
or mhcl”?= ’'C’and mhc2="C’ then XC=1;
then XC=2;
or mhcl”= ’'D’and mhc2='D’ then XD=1;
then XD=2;
or mhcl”?= ’'E’and mhc2="E’ then XE=1;
then XE=2;
or mhcl”= ’'F’and mhc2='F’ then XF=1;
then XF=2;
or mhcl”= 'Gl’” and mhc2=’"Gl’ then XGl=1;
then XG1=2;
or mhcl”?= G2’ and mhc2=’G2’ then XG2=1;
then XG2=2;
or mhcl”= "Hl’and mhc2=’'H1’ then XH1l=1;
then XH1=2;
or mhcl”= "H2’and mhc2=’'H2’ then XH2=1;
then XH2=2;
or mhcl”= "I’ and mhc2="1I' then XI=1;
then XI=2;
or mhcl”?= 'K "and mhc2="K’ then XK=1;
then XK=2;
or mhcl”?= 'L’ and mhc2='L" then XL=1;
then XL=2;
or mhcl”= 'M’ and mhc2='M’ then XM=1;
then XM=2;
or mhcl”?= ’'N’and mhc2="N’ then XN=1;
then XN=2;
or mhcl”®= 0O’ and mhc2="0’" then X0=1;
then X0=2;
or mhcl”= 'R’ and mhc2=’'R’ then XR=1;
then XR=2;
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if XH1=1 then delete;

if lamb='"b59’ then delete;

if lamb="b60’ then delete;
run;

proc sort data = nine;
by lamb;
run;

data ten;
merge eight nine;

by lamb;
if logepg6 = . then delete;
if sex = . then delete;
if XG2 ge 0;
run;

proc sort data=ten;
by dam;
run;

data eleven;

set ten;

by dam;

if first.dam eqg last.dam then delete;
run;

data y1993;
set eleven;
tier=9300+sex;
run;

data bothyear;
set y1996 y1993;

if tier gt 9400 then year = 96;
if tier 1t 9400 then year 93;

if year = 93 then XHO0=0;
if year = 93 then XH3=0;
if year = 93 then XT =0;
if year = 93 then XU =0;
if year = 93 then XV =0;
if year = 96 then XE =0;
if year = 96 then XH2=0;
if year = 96 then XP =0;
if year = 96 then XR =0;

run;

proc sort data = bothyear;
by vyear;

run;

proc glm data=bothyear;
class year sire dam sex;
model logepg6 = year sire(year) dam(year sire) sex XA XB XC XD XE XF
XGl XG2 XHO XH2 XH3 XK XL XM XN XO XR XT XU XV/ ss3 solution;
run;

quit;
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Ubersicht A 6: SAS-Programm zur Assoziationsanalyse des DRBI-Locus mit dem Mo-
dell 2 fiir den vereinigten Datensatz aus den Jahrgéngen 1993 4 1996
(Tab. 4-17)

options 1ls =72;
libname schaf ’c:\ErgebnisseDRB’;

Data datal;
* work.bothyear enthdlt die Daten (Eizahlen, Typisierung) von 1993 und
1996 entsprechend der Regressionsanalyse (Ubersicht A5)
set work.bothyear;

run;
if mhcl2 IN ('A*B''A*F''A*G2''A*L''A*R'"'B*I''C*C''C*D'"'C*I''F*I') then set='01"';
1if mhcl2 IN ('C*L''D*H2''D*L''D*M'"'D*Q''E*F'"'E*I'"'F*F''F*G2") then set='01";
if mhcl2 IN ('F*L'"'F*R''GLl*F''G1l*I''G2*C''G2*D''G2*H3"''G2*1") then set='01";
if mhcl2 IN ('G2*N''G2*Q''G2*V''I*L''I*N''I*Q''L*M"' 'M*M' '"M*N") then set='01";
lf mhclz IN ( I*IIVD*II ID*DI lL*L'lA*I"A*DV lI*MllHO*O' IGZ*K ) then Set:'Ol';
if mhcl2 IN ('D*F' 'D*K' 'D*N' 'D*U') then set='02";
if mhcl2 IN ('G2*G2' 'G2*L' 'G2*T') then set='03"';
if mhcl2 IN ('A*C' 'A*Gl') then set='04";
if mhcl2 IN ('D*G1l' 'G1l*L") then set='05";
if mhcl2 IN ('F*H1' 'H1*I'") then set='06";
if mhcl2 IN ('C*HO' 'HO*I') then set='07";
if mhcl2 IN ('Gl*G2") then set='08";
if mhcl2 IN ('G1l*D') then set='09"';
if mhcl2 IN ('H2*I') then set='10";
if mhcl2 IN ('A*H2') then set='11";
if mhcl2 IN ('F*G1l') then set='12";
if mhcl2 IN ('G2*M') then set='13";

set_sire=trim(set| |trim(left (sire)));
set_dam=trim(set| |trim(left (dam)));
set_mhc=trim(set| |trim(left (mhcl2)));

run;

proc sort data=datal;
by set;

run;

proc glm data=datal;

class set sex year sire dam mhcl2;

model logepg6=set sex year sire(year) dam(set year sire) mhcl2(set)/ss3;
run;

quit;
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Ubersicht A 7: SAS-Programm zur Schitzung der Eizahl (Ey) der DRB1-Genotypen im
Vergleich zum héaufigsten Genotypen des jeweiligen Sets der Jahrgénge
1993 + 1996 (Tab. 4-18)

options 1ls =72;
libname schaf ’c:\ErgebnisseDRB’;

Data datal;
* work.bothyear enthdlt die Daten (Eizahlen, Typisierung) von 1993 und
1996 entsprechend der Regressionsanalyse (Ubersicht A5)
set work.bothyear;

run;
if mhcl2 IN ('A*B''A*F''A*G2''A*L''A*R''B*I''C*C''C*D'"'C*I''F*I') then set='01"';
1if mhcl2 IN ('C*L''D*H2''D*L''D*M'"'D*Q''E*F''E*I'"'F*F''F*G2") then set='01";
if mhcl2 IN ('F*L'"'F*R''GLl*F''G1l*I'"'G2*C''G2*D''G2*H3"''G2*1") then set='01";
if mhcl2 IN ('G2*N''G2*Q''G2*V''I*L''I*N''I*Q''L*M"' 'M*M' '"M*N") then set='01";
lf mhclz IN ( I*IIVD*II ID*DI lL*L'lA*I"A*DV lI*Mll O*Ol IGZ*K ) then Setzloll;
if mhcl2 IN ('D*F' 'D*K' 'D*N' 'D*U') then set='02";
if mhcl2 IN ('G2*G2' 'G2*L' 'G2*T') then set='03";
if mhcl2 IN ('A*C' 'A*Gl') then set='04";
if mhcl2 IN ('D*G1l' 'G1l*L") then set='05";
if mhcl2 IN ('F*H1' 'H1*I'") then set='06";
if mhcl2 IN ('C*HO' 'HO*I') then set='07"';
if mhcl2 IN ('Gl*G2") then set='08";
if mhcl2 IN ('G1l*D') then set='09"';
if mhcl2 IN ('H2*I') then set='10";
if mhcl2 IN ('A*H2') then set='11";
if mhcl2 IN ('F*G1l') then set='12";
if mhcl2 IN ('G2*M') then set='13";

set_sire=trim(set| |trim(left (sire)));
set_dam=trim(set| |trim(left (dam)));
set_mhc=trim(set| |trim(left (mhcl2)));

run;

proc sort data=datal;
by set;

run;

proc glm data=datal;
class set sex year sire dam mhcl2;

model logepg6 = set sex year sire(year) dam(set year sire) mhcl2(set) / ss3;

estimate 'set 1; A*B - I*I' mhcl2(set)

100000000O0OO0O0COODOOOODOOOOODOOOODODOOOODOODOD O -1

0000O0O0OO0O 0000 000 00 00 00 00 00000 0;
estimate 'set 1; A*D - I*I' mhcl2(set)

01 0000000O0OO0OO0COODOOOOODOOOODOOOODODOOODODOODOD O -1

0000O0OO0OO 00O00O 00O 00 00 00 00 00000 0;
estimate 'set 1; A*F - I*I' mhcl2(set)

001 000000O0OO0O0OOODOOOODODOOOODOOOODODOOOODOODOD O -1

0000O0O0OO0O 0000 000 00 00 00 00 00000 0;
estimate 'set 1; A*G2 I*I' mhcl2 (set)

00010000O0O0O0OO0O0OOODOOCOODOOOOODOOOODODOOOODOODOO O -1

0000O0OO0OO0O 00O00O 00O 00 00 00 00 00000 0;
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mhcl2 (set)

"set 1; A*I - I*I’

estimate
00001000000DO0O00ODO0OO0ODOO0OODODOODODOODODOODODOODOOOO -1

00000O0O0O

00000 O0;

00

00

0
A*L, — I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
000001 00000D000ODO0O0ODOO0ODODOODODOODODOOODOOOOOO -1

0000O0O0O0O

00000 0y

0

0

0
A*R - I*I’

0000
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
0000001 0O0OODO0OOO0CODODOODOOODOOODOOODOODODOOOOODO -1

00000O0O0CO

00000 O0;

00

00

0
B*I - I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
00000001 000000ODO0OO0ODOO0ODODOODODOODODOODODOOOOOO -1

000O0O0O0O0CO

0000 O0 0y

0

0

0
C*C - I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
000000001 0000O0DO0O0ODOO0ODODOODODOOODOOODOOOOOO -1

0000O0O0O0O

00000 0y

00

0

0
C*D — I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
00000O0O0D0ODO010000O0DO0OO0ODOO0OODODOODODOODODOODODOODOOOO -1

0000O0O0O0CO

0000 O0 0y

00

0

0
C*I - I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
00000000001 000ODO0OO0ODOO0OODODOODODOODODOODODOOOOODO -1

000O0O0O0O0O

0000 O0 0y

0

0

0
C*L - I*I’

0000
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
0000OO0O0OO0OOODO1IO0OO0ODODOODOOODOOODOODODOOODOOODODODO -1

00000O0O0CO

00000 O0;

00

00

0
D*D - I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
00000O0O0D0ODO0DO0ODO0O100O0O0DO0OO0OODODOODODOODODOODODOODOOOO -1

0000O0O0O0O

00000 0y

0

0

0

D*H2 - I*I’
c0o0o000000O0C0OOO0CO1O00O0O0OO0OO0OO0OOO0OODOOOOOOOOO-1

0000O0O0O0O

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate

00 0O0O0 0y

00

0

0
D*I — I*I'

0000
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
0000O00OO0OODODOODOOLIOOODOOODOOODOOODOOODOOODODODO -1

0000O0O0O0CO

0000 O0 0y

0

0

0

0
D*L — I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
00000O0O0DODO0DO0DODODODODO1IO0OO0OO0ODODOODODOODODOOODOOOOOO -1

0000O0O0O0O

00 0O0O0 0y

0

0

0
D*M — I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
0000OO0O0OOODOOODOOODOLIOOOODOOODOOODOOODOOODODODDO -1

00000O0O0CO

00O0O0O0 O0;

00

00

0
D*O - I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
00000O0O0DODO0DO0ODOODODOOOD1IO0ODOOODODOODODOOODOOOOOO -1

0000O0O0O0CO

0000 O0 0y

0

0

0
E*F — I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
0O0000OO00O0OO0OOODOCODODOODODOODLILOODOOODOODOOODOOOOOODO -1

0000O0O0O0O

000O0O0 0y

00

0

0
E*I - I*I'

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
00000O0O0DODO0O0DODOODODOOODOOLIOOODODOODODOODODOOOOOO -1

00000O0CO0O

00000 O0;

00

00

0
F*F — I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
00000O0O0DODO0DO0DODODODODOOODOOOD1IO0OO0OODOODODOOODOOOOOO -1

000O0O0O0O0O

00 0O0O0 0y

0

0

0
FxG2 - I*I'

0000
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
0O0000OO00O0OO0OOODOODODOODODOODOOODLOODOOODOOOOOOOODO -1

00000O0O0CO

00000 O0;

00

00

0
F*I — I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
00000O0O0DODO0DO0ODOODODOOODOOODODOLIOOODODOOODOOOOOO -1

000O0O0O0O0O

0000 O0 0y

0

00

0000
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mhcl2 (set)

"set 1; F*L - I*I’

estimate
00000O0O0DODO0DO0ODOODODOOODOOODODOODLIOODODOOODOOOOOO -1

0000O0O0O0CO

00000 0y

00

00

0
F*R — I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
00000O0O0DODO0DO0ODODODODOOODOOODODOODODLOODOOODOOOOOO -1

00000O0O0CO

00000 O0;

00

00

0
Gl*F - I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
00000O0O0DODO0DO0DODOODODOOODOOODOOODOOLIOOOODOOOOOO-1

00000O0O0O

00000 O0;

00

00

0
Gl*I - I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
00000O0O0DODO0DO0ODODODODOOODOOODODOODODOODLIOOODOOOOOO -1

0000O0O0O0O

00000 0y

00

00

0
G2*C - I*I’

0000
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
0O0000OO00O0OO0OOODOOODOODODOODOOODOOODOODODILIOOOOOOODO -1

00000O0CO0CO

00000 O0;

00

00

0
G2*D — I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
00000O0O0DODO0DO0ODODODODOOODOOODODOODODOODODOILIOOOOOOO-1

000O0O0O0OCO

0000 O0 0y

00

00

0
G2*H3 - I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
0000O0OO0ODODO0DO0OODOODODOOODOOODODOODODOOODOOLOOOOOO -1

0000O0O0O0O

00 0O0O0 0y

00

00

0
G2*I - I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
0000O00O0OO0OODODOODODOODOOODOOODOOODOODODODOOLOODOODO -1

0000O0O0O0CO

00000 0y

0

0

00

0
G2*K — I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
00000O0O0DODO0DO0ODODODODOOODOOODODOODODOODODOOODOLIOOOO-1

0000O0O0OO

0000 O0 0y

00

00

0
G2*N - I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
0000O00O0OO0OODODOODODOODOOODOOODOOODOOODOOODOOILOODO -1

00000O0CO0CO

00000 O0;

00

00

0
G2*0 — I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
00000O0O0DODO0DO0ODOODODOOODOOODODOODODOODODOOODOOOT1IO0OO0O-1

0000O0O0OCO

0000 O0 0y

00

00

0
G2*V — I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
0O0000OO00O0OOODODOODODOODODOODOOODOOODOODOOODOOOOO11T O -1

0000O0O0O0O

00 0O0O0 0y

00

00

0
HO*O - I*I'

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
0000O0O0OOODODOODODOODOOODOOODOOODOOODOOODOOODODOTLI -1

0000O0O0OCO

0000 O0 0y

00

00

0
I*I — I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
00000O0O0D0ODO0DO0ODODODODOOODOOODODOODODOODODOOODOOOOOO -1

0000O0O0CO0CT1

00 0O0O0 0y

00

00

0
I*L — I*I’

0000
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
0O0000O0O0OO0OOODOODODOODOOODOOODOOODOOODOOODOOODODODO -1

10000000

00000 O0;

00

00

0
I*M — I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
00000O0O0DODO0DO0ODOODODOOODOOODODOODODOODODOOODOOOOOO -1

01000O0O00O0

00000 0y

00

00

0
I*N — I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
00000O0O0DODO0DO0ODODODODOOODOOODODOODODOOODOOOOOOOOO -1

0010O00O0O

00000 O0;

00

00

0
I*O — I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
00000O0O0DODO0O0DODOODODOOODOOODODOODOOODODOODODOOOOODO -1

00010000

00000 O0;

00

00

0
L*L - I*I’

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
00000O0O00ODO0DO0ODODODODOOODOOODODOODODOODODOOODOOOOOO -1

00001O00O00O0

00000 0y

00

000

0000
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mhcl2 (set)

"set 1; L*M - I*I’

estimate
00000O0O0D0ODO0DO0ODOODODOOODOOODODOODODOODODOODODOOOOOO -1

0000O01O00O0

00000 0y

00

00

0
M*M - I*I'

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

estimate
00000O0O0DODO0DO0ODODODODOOODOOODODOODODOODODOOODOOOOOO -1

00000O01IO0

00000 O0;

00

00

0
M*N - I*I’
.023
.023

0 00O
"set 1;

mhcl2 (set)

.023
.023

estimate

.023
.023
.023

.023
.023

.023
.023

.023
.023

.023
.023

.023
.023

.023
.023

.023
.023

.023
.023

.023
.023
.023

.023
.023
.023

.023
.023
.023

0

estimate
000000O0D0ODO0O0DODOODODOOODODOODODOODODOOODOOOODOODODOODO

00000O0O0O

.023
.023
.023

.023 .023 .023 .023 .023 .023 O

.023

0
mhcl2 (set)

989

.023 -,

000O0O0O0;

0

00

0000

D*F - D*N’

"'set 2;

00O0O0O0O0;

00

00

0
D*K — D*N’

1 0-10
"set 2;

mhcl2 (set)

estimate
0O000000O00ODO0DO0DODODODODOOODODOODODOOODOOODOOOODOOODOODO

000O0O0O0O0O

00 0O0O0 0y

00

00

0
D*N - D*N’

01 -10
"set 2;

mhcl2 (set)

estimate
0000O00O0ODO0OODODOODODOODOOODOOODOODODOODODODOODOOODODODOO

00000O0O0CO

00000 O0;

00

0

0
D*U - D*N’

00-11

mhcl2 (set)

"'set 2;

estimate
000000O0D0ODO0OO0DODOODODOOODODOODODOODODOOODOOOODOODODOODO

000O0O0O0O0CO

000O0O0 O0;

00

00

0.5 0.5 -10

G2*L —-G2*G2’ mhcl2 (set)

"set 3;

estimate
0O00000000O0DO0O0ODODODODODOODODOOODOOODOOODOOOODOOODOODO

0000O0O0O0O

00000 0y

00

-1 10 00

G2*T - G2*G2’

0 00O
"'set 3;

mhcl2 (set)

estimate
0000OO00O0ODO0DODODOODODODODODODODODOODOODODOODODODOODOOOODODOO

0000O0O0O0CO

0000 O0 0y

0

0

0
mhcl2 (set)

0

-1 01
A*C - A*Gl'

0 00O
"set 4;

estimate
0O000000O00O0DO0O0ODODODODODOODODOODODOOODOOODOOOODOOODOODO

0000O0O0O0O

0000 O0 0y

00

00

0
D*Gl - G1*L'

0 00O
"set 5;

mhcl2 (set)

estimate
0000OO0O0OODO0OODODOODODOODODODODOOODOODODOODODOOODOOODODODOO

00000O0O0CO

00000 O0;

00

00

0
F*H1 - H1*I'

0 00O
"set 6;

mhcl2 (set)

estimate
0O00000O0O0D0ODO0DO0DODODODODOOODODOODODOOODOOODOOOODOODODOODO

0000O0O0O0CO

0000 O0 0y

00

00

0
DC*HO - HO*I'

0 00O
"'set 7;

mhcl2 (set)

estimate
0O000O0OO00O0OOO0OODODOODODOODODOODOODOOOODOODODOOOOOOODODOO

00000 0y

-1

1

00

0

0000

0000O0O0O0O

run;

quit;
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Ubersicht A 8: SAS-Programm zur Schitzung der Eizahl (Fy) der Heterozygoten im
Vergleich zum Durchschnitt der beiden entsprechenden Homozygoten am

DRBI-Locus fiir die Jahrgange 1993 4+ 1996 (Tab. 4-19)

options 1ls =72;
libname schaf ’c:\ErgebnisseDRB’;

Data datal;
* work.bothyear enthdlt die Daten (Eizahlen, Typisierung) wvon 1993 und
1996 entsprechend der Regressionsanalyse (Ubersicht A5)
set work.bothyear;
run;

if mhcl2 IN ('A*B''A*F''A*G2''A*L''A*R''B*I''C*C''C*D'"'C*I'"'F*I') then set='01"';

(
if mhcl2 IN ('C*L''D*H2''D*L''D*M''D*Q''E*F''E*XI"'F*F''F*G2") then set='01";
if mhcl2 IN ('F*L''F*R''GL1*F''G1*I''G2*C''G2*D''G2*H3"''G2*1") then set='01";
if mhcl2 IN ('G2*N''G2*Q''G2*V''I*L'"'I*N''I*Q''L*M' '"M*M' '"M*N") then set='01";
if mhcl2 IN ('I*I'"'D*I'"'D*D''L*L''A*I'"'A*D''I*M'"HO*O''G2*K") then set='01";
if mhcl2 IN ('D*F' 'D*K' 'D*N' 'D*U') then set='02";
if mhcl2 IN ('G2*G2' 'G2*L' 'G2*T') then set='03";
if mhcl2 IN ('A*C' 'A*Gl'") then set='04";
if mhcl2 IN ('D*G1l' 'Gl*L'") then set='05";
if mhcl2 IN ('F*H1' 'H1*I'") then set='06";
if mhcl2 IN ('C*HO' 'HO*I'") then set='07";
if mhcl2 IN ('G1l*G2"'") then set='08";
if mhcl2 IN ('Gl*D'") then set='09"';
if mhcl2 IN ('H2*I') then set='10";
if mhcl2 IN ('A*H2') then set='11";
if mhcl2 IN ('F*G1l'") then set='12";
if mhcl2 IN ('G2*M') then set='13";

set_sir=trim(set| |trim(left (sire)));
set_dam=trim(set| |trim(left (dam)));
set_mhc=trim(set||trim(left (mhcl2)));

run;

proc sort data=datal;
by set;

run;

proc glm data=datal;
class set sex year sire dam mhcl2;
model logepg6 = set sex year sire(year) dam(set year sire) mhcl2(set) / ss3;

.5C*C-.5I*I-C*I' mhcl2(set)
00000O0O0O0ODOO0OOOOO
000 00 00 00
.5D*D-.5I*I-D*I' mhcl2 (set)
.5010000000O0O0CDO0TO

000 00 00 00 00 000O0O0O0;
SE*F—-.5I*I-F*I' mhcl2 (set)
00000O0O0-.501000

000 00 00 00 00 000O0O0 O0;
SL*L-.5I*I-L*I' mhcl2 (set)
00000O0DO0DODODOOOOOOOOOOOOOOGO -.5

estimate 'set
00000DODO0ODO-.50
0000O0OOO0DO 00
estimate 'set
00000O0DODOOODO
000O0O0OOO0DO 00
estimate 'set
0000O0OOODOOO0ODO
000O0O0OO0DO 00
estimate 'set
000O0O0OOODOOODO

~
o O |
o O
o

o

(@]

o

o

o

o

~

~. ~. ~.
o o | o |
o o
o o
o o
o o
o o
o o
o o
o o
o o
o o
| |
(€} @)

O OProOoORroor oo ORF
O O |

1000 -.5000 0 0 000 00 00 00 00 00O0O0O0 O0;
estimate 'set 1;-.5M*M-.5I*I-M*I' mhcl2 (set)

000O0O0OOODOOODO 000000O0ODODODODODOOOOOOOOOOOOG O -.5

010000-.50 0 00 000 00 00 00 00 00000 O0;

run;

quit
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Ubersicht A 9: SAS-Programm zum Test der Nullhypothese, dass die durchschnittliche
gewichtete Abweichung der Heterozygoten vom Durchschnitt der entspre-

chenden Homozygoten am DRB1-Locus der Jahrgange 1993 4+ 1996 Null

ist (Tab. 4-20)

options 1ls =72;

libname schaf ’c:\ErgebnisseDRB’;

Data datal;
set work.bothyear;

run;
if mhcl2 IN ('A*B’/’A*F/’A*G2'"A*L/"A*R'"B*I''C*C’'C*D'’C*I""F*I’) then set='01';
if mhcl2 IN (/C*L’’D*H2’’'D*L’’'D*M’'’'D*Q/’"E*F'"E*XI'"F*F''F*G2") then set="01";
if mhcl2 IN (/F*L''F*R’'GL*F’'G1*I’'"G2*C'"G2*D'"G2*H3""G2*1") then set="01’;
if mhcl2 IN ('G2*N’’/G2*Q''G2*V//I*L'"I*N//I*0’"L*M’''M*M’’'M*N’) then set="01";
if mhcl2 IN (/I*I’'D*I’'D*D'’'L*L’"A*I’'"A*D’"I*M’'’"HO*O’'G2*K") then set="01";
if mhcl2 IN (/D*F’ ’'D*K’ ’'D*N’ ’'D*U’) then set='02';
if mhcl2 IN (/G2*G2’ '"G2*L’" 'G2*T') then set=’'03’";
if mhcl2 IN (’A*C’ "A*Gl’") then set='04’;
if mhcl2 IN ('D*Gl’ ’'G1*L’) then set="05";
if mhcl2 IN (/F*HL1’ ’H1*I'") then set=’'06";
if mhcl2 IN (/C*HO’ "HO*I’) then set="07";
if mhcl2 IN ('G1*G2'") then set="08";
if mhcl2 IN ('G1l*D’) then set='09";
if mhcl2 IN ('H2*I') then set="10";
if mhcl2 IN (’A*H2') then set="11";
if mhcl2 IN ('F*G1l’") then set="12";
if mhcl2 IN ('G2*M’) then set="13";
set_sir=trim(set||trim(left (sire)));
set_dam=trim(set | |trim(left (dam)))
set_mhec=trim(set| |trim(left (mhcl2)
run;
proc sort data=datal;
by set;
run;
proc glm data=datal;
class set sex year sire dam mhcl2;
model logepgb=set sex year sire(year) year sire) mhcl2 (set) /ss3;
contrat ’Vergleich’
/*estimate 'Vergleich CC-CI-II'*/ mhcl*mhc2
0000000000 0-0.500100000 0000000000 OOOOOOOOOO O0OOOOO
00000 0000000 -0.50000000
/*estimate 'vergleich DD-DI-II'*/ mhcl*mhc2
0000000000 00O0O0OO0O0O-0.5000 1000000000 OOOOOOOOOO OOOOO
00000 0000000 -0.500000000,
/*estimate 'vergleich FF-FI-II'*/ mhcl*mhc2
0000000000 OOOOOOOOOO 000000000-0.50001000000 000O0O0
00000 0OOO0OOO0O0-0.500000000,
/*estimate 'Vergleich II-IL-LL'*/ mhcl*mhc2
0000000000 0OOOOOOOOOO 0000000000 0OOOOOO0O0O0OOO0 O0OOOO
00000 0000000 -0.51000 -0.5 ,
/*estimate 'vergleich II-IM-MM'*/ mhcl*mhc2
0000000000 OOOOOOOOOO 0000000000 0OOOOOO0OOOO0O O0OOOO
00000 0000000-0.5010000 - ;
run;
estimate 'Gesamtvergleich' mhcl*mhc2
0000000000 0 -0.03071556381 0 0 0.06143112762 0 -0.2627060949 0 0 0 0.5254121898 0 0 0
00000 -0.1338532659 0 0 0 0.2677065317 0 00 0000000000000 0000000O0 -0.5
0.09407980629 0.05137034454 0 0 -0.04703990314 0 -0.02568517227 0;
run;
quit;
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Ubersicht A 10: SAS-Programm zur Schitzung der Fizahl (Fy) der Heterozygoten im
Vergleich zum entsprechenden besseren Homozygoten am DRBI-Locus

fiir die Jahrgange 1993 4+ 1996 (Tab.4-21)

options 1ls =72;
libname schaf ’c:\ErgebnisseDRB’;

Data datal;

set work.bothyear;

run;
if mhcl2 IN ('A*B’'A*F//A*G2'"A*L''A*R//B*I//'C*C’’'C*D''C*I'""F*1’) then set='01';
lf thlZ IN ( C*LI’D*HZIVD*LI ID*MI ID*OI!E*FI’E*IV IF*FI!F*G2 ) then Set=, Oll;
if mhcl2 IN ('F*L''F*R’/GL*F’’G1l*I''G2*C""G2*D’'"G2*H3'"G2*1") then set="01";
1f mhcl2 IN ('G2*N’7/G2*Q''G2*V'/ " I*L/"I*N/’I*Q’'L*M' "M*M’ "M*N’) then set='01’;
if mhcl2 IN (/I*I’'D*I'’'D*D'’'L*L’'A*I'"A*D'"I*M’'"HO*Q’'G2*K") then set='01’;
if mhcl2 IN ('D*F’ ’'D*K’ ’'D*N’ ’'D*U’) then set="02";
if mhcl2 IN ('G2*G2’ 'G2*L' '"G2*T') then set="03’;
if mhcl2 IN ('A*C’ "A*Gl') then set='04";
if mhcl2 IN ('D*Gl’ ’'G1l*L’) then set=’'05";
if mhcl2 IN ('F*H1’ "H1*I') then set='06";
if mhcl2 IN (’C*HO’ 'HO*I'") then set="07’";
if mhcl2 IN ('G1l*G2') then set="08’";
if mhcl2 IN ('G1*D’) then set='09';
if mhcl2 IN ('H2*I') then set="10’";
if mhcl2 IN ('A*H2') then set="11";
if mhcl2 IN ('F*G1l') then set="12";
if mhcl2 IN ('G2*M’) then set="13’";

set_sir=trim(set| |trim(left (sire)));

set_dam=trim(set| |trim(left (dam)));

set_mhc=trim(set| |trim(left (mhcl2)));
run;
proc sort data=datal;

by set;

run;

proc gim data=datal;

run;

quit;

class set sex
model logepg6
estimate 'set

o
o
o

estimate 'se

estimate 'se

estimate 'se

estimate 'se

oo RO OO OO O
RO OONOONLOOW!m O
OOt OO OO+ OO+ O

year sire dam mhcl2;
= set sex year sire(year) dam(set year sire) mhcl2(set) / ss3;

1; c*C-C*I' mhcl2(set)
00000-1010000000000000000000000000O00O
00000 0000 000 OO 00 00O 00 00000O0DO;
1; D*D-D*I' mhcl2(set)
000000000-1010000000000000000000000O
00000 OOOO OOO OO OO OO OO O0OOOOOO;
1; F*F-F*I' mhcl2(set)
00000000000000000-1010000000000000O00O
00000 O0OOOO OOO OO OO OO OO O0OOOOOO;

1; L*L-L*I" mhcl2(set)
000000000O0O0O0O0OO0O0O0O00O0O0O0O0O0OOOOOO 0 O 0 0 000
0-1000 0000 O0OOO OO OO OO OO 00 0;
1; M*M-M*I' mhcl2(set)
0000000000000000O00000000000000000O00O0
000-10 0000 OOO OO OO OO OO O0OOOOOO;
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Ubersicht A 11: SAS-Programm zum Test der Nullhypothese, dass die durchschnittliche
Uberdominanz am DRBI1-Locus der Jahrginge 1993 + 1996 Null ist
(Tab. 4-22)

options 1ls =72;
libname schaf ’c:\ErgebnisseDRB’;

Data datal;
set work.bothyear;

run;
if mhcl2 IN ('A*B’'A*F//A*G2'"A*L''A*R//B*I/'C*C’’'C*D''C*I'"F*1’) then set='01';
lf th12 IN ( C*LI ID*HZI ’ D*LI ID*MI ID*OI 14 E*FI IE*IV IF*FI ’ F*G2 ) then Set=, Oll;
if mhcl2 IN ('F*L''F*R’/GL*F’'Gl*I'"G2*C’'G2*D'"G2*H3"'"'G2*1") then set="01";
1f mhcl2 IN ('G2*N’/G2*Q''G2*V'/ " I*L'"I*N/’I*Q0’'L*M' "M*M’ "M*N’) then set='01";
if mhcl2 IN ('I*I’''D*I'’'D*D'’'L*L’'A*I'"A*D'"I*M’'"HO*Q’'G2*K") then set='01’;
if mhcl2 IN ('D*F’ ’'D*K’ ’'D*N’ ’'D*U’) then set="02’;
if mhcl2 IN (/G2*G2’ "G2*L’ "G2*T') then set='03';
if mhcl2 IN ('A*C’ "A*Gl') then set='04';
if mhcl2 IN ('D*Gl’ ’'G1l*L’) then set=’'05";
if mhcl2 IN ('F*H1’ "H1*I') then set='06";
if mhcl2 IN (’C*HO’ 'HO*I") then set="07";
if mhcl2 IN ('G1l*G2') then set="08’";
if mhcl2 IN ('G1*D’) then set='09';
if mhcl2 IN ('H2*I') then set="10’;
if mhcl2 IN ('A*H2') then set="11";
if mhcl2 IN ('F*G1l') then set="12";
if mhcl2 IN ('G2*M') then set="13’";

set_sir=trim(set| |trim(left (sire)));
set_dam=trim(set| |trim(left (dam)));
set_mhc=trim(set| |trim(left (mhcl2)))

run;

proc sort data=datal;
by set;

run;

proc gIlm data=datal;
class set sex year sire dam mhcl2;
model logepgb = set sex year sire(year) dam(set year sire) mhcl2(set) / ss3;
contrat 'vergleich'
/*estimate 'set 1;-.5C*C-.5I*I-C*I'*/ mhcl2(set)

00000000-10100000000000000000000000000O
00000000 OOOO OOO OO OO OO OO OOOOOO,
/*estimate 'set 1;-.5D*D-.5I*I-D*I'*/ mhcl2(set)
000000000000-10100 0 0 0000 0 0 0000000000O00O
00000000 O0OOOO0O O0O0O 00 00 000O00O
/* estimate 'set 1;-.5F*F-. SI I F*1'*/ mhch(set)
00000000000000O000O00000-1010000000000000O00O
00000000 0000 000 0O 0O 00 00 0000ODO,
/* estimate 'set 1;-.5L*%L-.5I*I-L*I'*/ mhcl2(set)
00000000000000O00O00O000000000000000000000O00O0
1000-1000 OOOO OOO OO OO OO OO OOOOOO,
/* estimate 'set 1;-.5M*M-.5I*I-M*I'*/ mhcl2(set)
0000000000O00O0O0O00O00O00O00O00O0O00O0O0OO0O O 0 000000000O00O
010000-10 0000 OO0 OO OO 00 0000O0O0O;
run;

estimate 'Gesamtvergleich' mhcl2(set)
00000000-1010-10100000-101000 0 0 0 0 0000000110
0-10-10 0000 O0OOO OO OO 0O OO 0 00 / pivisor = 5;
run;

quit;
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Ubersicht A 12: L-Vektoren fiir die Erstellung der SAS-Programme zur Bildung der Kon-
traste am DRBI-Locus fiir die Jahrgédnge 1993 + 1996 (Tab. 4-18 bis

4-22)
Set Genotyp L-Vektor
1 AB L156
AD L157
AF L158
AG2 L159
Al L160
AL L161
AR L162
BI L163
cC L164
CD L165
Cl L166
CL L167
DD L168
DH?2 L169
DI L170
DL L171
DM L172
DO L173
EF L174
EI L175
FF L176
FG2 L177
FI L178
FL L179
FR L180
GIF L181
GlI L182
G2C L183
G2D L184
G2H3 L185
G2I L186
G2K L187
G2N L188
G20 L189
G2v L190
HOO L191
11 L192
IL L193
IM L19%4
IN L195
10 L196
LL L197
LM L198
MM L199
MN -L156-L157-L158-L159-L160-L161-L.162-L.163-L.164
-L.165-L166-L167-L.168-L169-1.170-L171-L172-L.173
-L174-L175-L176-L177-L178-L179-L180-L181-L182
-L.183-L.184-L.185-L.186-L187-L.188-L189-L.190-L191
-1.192-1.193-1.194-1.195-L.196-1.197-L.198-L.199
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Set Genotyp L-Vektor

2 DF L201

DK L202

DN L203

DU -L201-L202-L.203
3 G2G2 L205

G2L L206

G2T -L.205-L206
4 AC L208

AGI -L.208
5 DGI L210

GIL -L.210
6 FHI L212

HII -L212
7 CHO L214

HOI -1.214
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Ubersicht A 13: Varianzanalyse des DRBI-Locus mit Modell 1 fiir den Jahrgang 1993

(Tab. 4-13)
Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Modell 73 15.016 0.206 1.29 0.180
Rest 44 6.996 0.159
Gesamt 117 22.012
R? Variationskoeffizient \/ MOR y
0.682 18.657 0.399 2.137
Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Geschlecht 1 0.044 0.044 0.28 0.601
Vater 8 1.906 0.238 1.50 0.186
Mutter(Vater) 50 8.554 0.171 1.08 0.404
A 1 0.026 0.026 0.17 0.686
B 1 0.220 0.220 1.38 0.246
C 1 0.298 0.298 1.87 0.178
D 1 0.574 0.574 3.61 0.064
E 1 0.116 0.116 0.73 0.397
F 1 0.867 0.867 5.45 0.024
Gl 1 0.181 0.181 1.14 0.291
G2 1 0.641 0.641 4.03 0.051
H2 1 0.500 0.500 3.15 0.083
1
L 1 0.203 0.203 1.28 0.265
M 1 0.020 0.020 0.12 0.726
N 1 0.028 0.028 0.18 0.674
0 1 0.162 0.162 1.02 0.318
R 1 0.137 0.137 0.86 0.358
Allel Schitzwert t-Wert p-Wert  Schitzfehler
A -0.154 -0.41 0.686 0.380
B -0.458 -1.18 0.246 0.389
C -0.639 -1.37 0.178 0.467
D -0.406 -1.90 0.061 0.214
E -0.754 -0.86 0.397 0.881
F -0.386 -2.34 0.024 0.165
Gl -0.517 -1.07 0.292 0.485
G2 -0.652 -2.01 0.051 0.325
H2 1.069 1.77 0.083 0.603
I 0.000
L -0.321 -1.13 0.265 0.284
M -0.199 -0.35 0.726 0.564
N 0.287 0.42 0.674 0.678
(0] -0.386 -1.01 0.318 0.382
R -0.381 -0.93 0.358 0.410
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Ubersicht A 14: Varianzanalyse des DRBI-Locus mit Modell 1 fiir den Jahrgang 1996

(Tab. 4-14)
Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Modell 70 9.309 0.133 1.25 0.234
Rest 37 3.947 0.107
Gesamt 107 13.256
R? Variationskoeffizient \/ MOR y
0.702 13.081 0.326 2.497
Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Geschlecht 1 0.651 0.651 6.10 0.018
Vater 13 1.327 0.102 0.96 0.509
Mutter(Vater) 40 4.724 0.118 1.11 0.379
A 1 0.024 0.024 0.22 0.641
C 1 0.085 0.085 0.80 0.377
D 1 0.013 0.013 0.12 0.731
F 1 0.079 0.079 0.74 0.394
Gl 1 0.126 0.126 1.18 0.284
G2 1 0.179 0.179 1.68 0.203
HO 1 0.197 0.197 1.84 0.183
H3 1 0.074 0.074 0.69 0.410
1
K 1 0.113 0.113 1.06 0.310
L 1 0.106 0.106 1.00 0.325
M 1 0.068 0.068 0.64 0.428
N 1 0.042 0.042 0.40 0.532
0 1 0.0001 0.0001 0.00 0.970
T 1 0.634 0.634 5.94 0.020
U 1 0.074 0.074 0.69 0.411
Vv 1 0.002 0.002 0.02 0.898
Allel Schitzwert t-Wert p-Wert  Schitzfehler
A -0.238 -0.47 0.641 0.508
C -0.161 -0.90 0.377 0.180
D -0.058 -0.35 0.731 0.168
F -0.285 -0.86 0.394 0.330
Gl -0.637 -1.09 0.284 0.586
G2 -0.448 -1.30 0.203 0.346
HO -0.675 -1.36 0.183 0.497
H3 -0.572 -0.83 0.410 0.686
1 0.000
K 0.378 1.03 0.310 0.367
L -0.418 -1.00 0.325 0.418
M -0.323 -0.80 0.428 0.403
N -0.172 -0.63 0.532 0.273
0 -0.019 -0.04 0.970 0.508
T -1139 -2.44 0.020 0.467
U -0.337 -0.83 0.411 0.406
Vv 0.089 0.13 0.898 0.686
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Ubersicht A 15: Varianzanalyse des DRBI-Locus mit Modell 1 fiir die Jahrginge
1993 + 1996 (Tab. 4-15)

Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Modell 133 30.942 0.233 1.84 0.00T
Rest 92 11.612 0.126
Gesamt 225 42.555
R? Variationskoeffizient \/ MOR y

0.727 15.386 0.355 2.309
Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Geschlecht | 0.497 0.497 3.94 0.050
Jahr 1 3.172 3.172 25.13 0.0001
Vater(Jahr) 21 3.870 0.183 1.46 0.112
Mutter(Jahr*Vater) 90 13.383 0.149 1.18 0.218
A 1 0.077 0.077 0.61 0.438
B 1 0.137 0.137 1.09 0.300
C 1 0.495 0.495 3.92 0.051
D 1 0.619 0.619 4.90 0.029
E 1 0.496 0.496 3.93 0.051
F 1 1.021 1.021 8.09 0.005
Gl 1 0.235 0.235 1.86 0.176
G2 1 0.822 0.822 6.51 0.012
HO 1 0.012 0.012 0.10 0.753
H2 1 0.412 0.412 3.27 0.074
H3 1 0.281 0.281 2.23 0.139
1
K 1 0.086 0.086 0.69 0.410
L 1 0.219 0.219 1.73 0.191
M 1 0.071 0.071 0.56 0.455
N 1 0.012 0.012 0.09 0.763
o 1 0.279 0.279 2.21 0.140
R 1 0.165 0.165 1.31 0.256
T 1 0.764 0.764 6.06 0.016
U 1 0.126 0.126 1.00 0.321
Vv 1 0.035 0.035 0.28 0.600
Allel Schitzwert t-Wert p-Wert  Schitzfehler
A -0.218 -0.78 0.438 0.280
B -0.335 -1.04 0.300 0.322
C -0.329 -1.98 0.051 0.166
D -0.271 -2.21 0.029 0.122
E -1.119 -1.98 0.051 0.565
F -0.367 -2.84 0.005 0.129
Gl -0.430 -1.36 0.176 0.315
G2 -0.507 -2.55 0.012 0.199
HO -0.181 -0.32 0.753 0.573
H?2 0.935 1.81 0.074 0.517
H3 -0.780 -1.49 0.139 0.522
I 0.000
K 0.317 0.83 0.410 0.383
L -0.253 -1.32 0.191 0.192
M -0.169 -0.75 0.455 0.225
N -0.078 -0.30 0.763 0.258
0 -0.410 -1.49 0.140 0.276
R -0.414 -1.14 0.256 0.362
T -0.978 -2.46 0.016 0.398
U -0385 -1.00 0.321 0.386
Vv -0.302 -0.53 0.600 0.573
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Ubersicht A 16: Varianzanalyse des DRBI-Locus mit Modell 2 fiir die Jahrginge
1993 + 1996 (Tab. 4-17)

Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Modell 167 35.603 0.213 1.55 0.026
Rest 60 8.254 0.138

Gesamt 227 43.858

R? Variationskoeffizient ~/ MOR y

0,812 16.102 0.371 2.303
Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Set 12 2.356 0.196 1.43 0.179
Geschlecht 1 0.139 0.139 1.01 0.319
Jahr 1 1.326 1.326 9.64 0.003
Vater(Jahr) 21 1.200 0.095 0.69 0.824
Mutter(Set*Jahr*Vater) 79 10.872 0.138 1.00 0.504
MHCI*MHC2(Set) 53 7.837 0.148 1.07 0.392
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Ubersicht A 17: Schatzwerte fiir die Eizahl (Fy) der DRBI-Genotypen im Vergleich zum
haufigsten Genotypen des jeweiligen Sets der Jahrgénge 1993 + 1996

(Tab. 4-18)
Set Genotypen Schitzwert t-Wert p-Wert  Schiitzfehler
Set 1 MN-I1 -0.643 -2.71 0.009 0.238
DI-11 -0.702 -2.68 0.010 0.262
FI-I1 -0.650 -2.35 0.022 0.277
G2I-11 -0.787 -2.42 0.019 0.325
IM-I1 -0.032 -0.09 0.932 0.374
DD-II -0.412 -1.09 0.279 0.377
FL-1I -0.557 -1.45 0.153 0.385
IL-11 -0.359 -0.85 0.399 0.422
G2D-I11 -1.202 -2.78 0.007 0.432
AD-II -0.479 -1.09 0.279 0.438
FG2-11 -1.031 -2.35 0.022 0.438
G2N-11 -0.552 -1.20 0.235 0.461
BI-1I -0.737 -1.54 0.128 0.477
Al-11 -0.626 -1.30 0.197 0.480
G20-11 -1.393 -2.68 0.009 0.519
DH2-11 0.664 1.27 0.211 0.525
HOO-11 -0.591 -1.13 0.264 0.525
10-11 0.000 0.00 1.00 0.525
CD-11 -0.331 -0.63 0.534 0.529
CI-11 -1.154 -2.17 0.034 0.533
FF-I1 -0.337 -0.57 0.571 0.593
CcC-11 -0.682 -1.14 0.259 0.598
GII-11 -0.297 -0.50 0.621 0.598
AF-II -1.240 -2.04 0.045 0.607
GIF-11 -1.261 -2.04 0.045 0.617
G2K-11 -0.614 -0.99 0.328 0.622
DL-II -0.140 0.22 0.829 0.644
DM-11 -0.070 -0.10 0.918 0.673
G2C-11 -1.080 -1.59 0.117 0.680
CL-11 -0.965 -1.42 0.162 0.682
AL-11 -0.697 -1.02 0.312 0.684
G2H3-11 -1.657 -2.42 0.019 0.685
IN-I1 -0.001 0.00 0.999 0.689
AR-II -0.877 -1.24 0.221 0.710
AG2-11 -1.158 -1.57 0.122 0.738
G2V-11 -1.284 -1.74 0.087 0.738
DO-II 0.007 0.01 0.992 0.748
FR-11 -0.494 -0.62 0.535 0.792
LM-11 -0.152 -0.18 0.860 0.853
EI-Il -1.042 -1-20 0.234 0.866
AB-11 -0.565 -0.65 0.520 0.872
LL-11 -0.123 -0.12 0.903 1.002
EF-11 -2.176 -2.14 0.037 1.019
MM-I11 -0.123 -0.11 0.914 1.131
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Set Genotypen Schitzwert t-Wert p-Wert  Schitzfehler
Set 2 DU-DN 0.099 0.21 0.832 0.464
DK-DN 0.432 0.81 0.421 0.533
DF-DN -0.235 -0.31 0.755 0.748
Set 3 G2T-G2G2 -0.826 -1.55 0.126 0.533
G2L-G2G2 -0.562 -0.76 0.452 0.742
Set 4 AC-AGI 0.426 0.81 0.420 0.525
Set 5 DGI-GIL 0.000 0.00 1.000 0.525
Set 6 FHI-HII 0.970 1.85 0.069 0.525
Set 7 CHO-HOI -0.877 -1.65 0.105 0.533

Ubersicht A 18: Schitzwerte fiir die Eizahl (Fy) der Heterozygoten im Vergleich zum
Durchschnitt der beiden entsprechenden Homozygoten am DRB1-lLocus
fiir die Jahrgange 1993 4+ 1996 (Tab. 4-19)

Genotypen Schitzwert t-Wert p-Wert  Schitzfehler
IC-((CC+11)/2) -0.813 1.31 0.194 0.620
ID-((DD+11)/2) -0.496 2.34 0.023 0.212
IF-((FF+11)/2) -0.481 1.62 0.110 0.297
IL-((LL+11)/2) -0.297 0.59 0.555 0.501
IM-(MM+11)/2) 0.030 -0.04 0.965 0.678

Ubersicht A 19: Test der Nullhypothese, dass die durchschnittliche gewichtete Abwei-
chung der Heterozygoten vom Durchschnitt der entsprechenden Homo-

zygoten am DRBI-Locus der Jahrgédnge 1993 4+ 1996 Null ist (Tab. 4-20)

Schitzwert

t-Wert

p-Wert

Schitzfehler

-0.466

-2.66

0.006

0.163
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Ubersicht A 20: Schitzwerte fiir die Eizahl (Fy) der Heterozygoten im Vergleich zum ent-
sprechenden besseren Homozygoten am DRBI-Locus fiir die Jahrgénge

1993 + 1996 (Tab. 4-21)

Genotypen Schitzwert t-Wert p-Wert  Schitzfehler
Ic-cC -0.473 -0.58 0.564 0.815
ID-DD -0.290 -0.95 0.345 0.304
IF-FF -0.312 -0.60 0.554 0.525
IL-LL -0.235 -0.26 0.796 0.909
IM-MM 0.091 0.08 0.939 1.192

Ubersicht A 21: Test der Nullhypothese, dass die durchschnittliche Uberdominanz am
DRBI-Locus der Jahrgange 1993 4+ 1996 Null ist (Tab. 4-22)

Schitzwert t-Wert p-Wert  Schitzfehler
-0.244 -0.54 0.590 0.447
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Ubersicht A 22: Varianzanalyse des Markers DYMS1 mit Modell 1 fiir den Jahrgang 1993

(Tab. 4-24)
Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Modell 59 15.215 0.258 1.21 0.182
Rest 40 7.853 0.196
Gesamt 99 23.068
R’ Variationskoeffizient -~/ MOR y
0.659 21.405 0.443 2.070
Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Geschlecht 1 0.148 0.148 0.76 0.390
Vater 7 3.153 0.450 2.29 0.046
Mutter(Vater) 41 10.048 0.245 1.25 0.242
180 (B)° 1 0.168 0.168 0.86 0.360
196 (H) 1 0.0002 0.0002 0.00 0.975
200 (K1) 1 0.100 0.100 0.51 0.480
204 (L) 1 0.002 0.002 0.01 0.913
212 (O) 1 0.000 0.000 0.00 1.000
214 (P) 1 0.075 0.075 0.38 0.539
216 (Q1) 1 1.560 1.560 7.95 0.007
218 (R) 1 0.001 0.001 0.01 0.937
220 (S)
222 (Z) 1 0.149 0.149 0.76 0.388
Allel Schitzwert t-Wert p-Wert  Schitzfehler
180 (B)° -0.616 -0.93 0.360 0.665
196 (H) 0.005 0.03 0.975 0.165
200 (K1) 0.651 0.71 0.480 0.914
204 (L) 0.030 0.11 0.913 0.276
212 (O) 0.000 0.00 1.000 0.627
214 (P) 0.682 0.62 0.539 1.100
216 (Q1) 1.264 2.82 0.007 0.448
218 (R) -0.014 -0.08 0.937 0.182
220 (S) 0.000
222 (7Z) 0.360 0.87 0.388 0.412

° () Nomenklatur nach Buitkamp et al. (1996)
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Ubersicht A 23: Varianzanalyse des Markers DYMS1 mit Modell 1 fiir den Jahrgang 1996

(Tab. 4-25)
Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Modell 68 10.729 0.158 1.82 0.021
Rest 41 3.560 0.087
Gesamt 109 14.287
R? Variationskoeffizient -~/ MOR y
0.751 11.858 0.295 2.485
Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Geschlecht 1 0.457 0.457 5.27 0.027
Vater 13 2.118 0.163 1.88 0.063
Mutter(Vater) 41 6.842 0.167 1.92 0.020
180 1 0.133 0.133 1.54 0.222
182 1 0.104 0.104 1.20 0.280
196 1 0.007 0.007 0.08 0.779
200 1 0.015 0.015 0.17 0.682
202 1 0.155 0.155 1.78 0.189
204 1 0.154 0.154 1.77 0.190
206 1 0.455 0.455 5.24 0.027
208 1 0.170 0.170 1.97 0.168
210 1 0.034 0.034 0.40 0.531
216 1 0.298 0.298 343 0.071
218 1 0.232 0.232 2.68 0.109
220
222 1 0.125 0.125 1.44 0.237
224 1 0.098 0.098 1.13 0.293
Allel Schitzwert t-Wert p-Wert  Schitzfehler
180 0.586 1.24 0.222 0.472
182 -0.282 -1.10 0.280 0.257
196 0.046 0.28 0.779 0.164
200 0.184 0.41 0.682 0.446
202 -0.732 -1.33 0.189 0.548
204 0.142 1.33 0.190 0.107
206 0.708 2.29 0.027 0.309
208 -0.526 -1.40 0.168 0.374
210 0.231 0.63 0.531 0.367
216 0.294 1.85 0.071 0.159
218 0.230 1.64 0.109 0.140
220 0.000
222 -0.241 -1.20 0.237 0.201
224 0.470 1.06 0.293 0.442
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Ubersicht A 24: Varianzanalyse des Markers DYMS1 mit Modell 1 fiir die Jahrginge
1993 + 1996 (Tab. 4-26)

Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Modell 120 32.813 0.273 1.80 0.002
Rest 89 13.550 0.152
Gesamt 209 46.364
R’ Variationskoeffizient / MOR y

0.708 17.059 0.390 2.287
Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Geschlecht 1 0.401 0.401 2.64 0.108
Jahr 1 3.046 3.046 20.01 0.0001
Vater(Jahr) 21 5.454 0.260 1.71 0.044
Mutter(Jahr*Vater) 82 15.017 0.183 1.20 0.197
180 1 0.047 0.047 0.31 0.579
182 1 0.091 0.091 0.60 0.442
196 1 0.063 0.063 0.42 0.520
200 1 0.358 0.358 2.35 0.129
202 1 0.123 0.123 0.81 0.370
204 1 0.103 0.103 0.68 0.413
206 1 0.626 0.626 4.11 0.046
208 1 0.258 0.258 1.70 0.196
210 1 0.036 0.036 0.24 0.626
212 1 0.000 0.000 0.00 1.000
214 1 0.158 0.158 1.04 0.311
216 1 0.966 0.966 6.35 0.013
218 1 0.119 0.119 0.78 0.378
220
222 1 0.004 0.004 0.02 0.877
224 1 0.102 0.102 0.67 0.415
Allel Schitzwert t-Wert p-Wert  Schitzfehler
180 -0.206 -0.56 0.579 0.369
182 -0.254 -0.77 0.442 0.329
196 0.074 0.65 0.520 0.114
200 0.685 1.53 0.129 0.446
202 -0.649 -0.90 0.370 0.721
204 0.092 0.82 0.413 0.111
206 0.812 2.03 0.046 0.400
208 -0.612 -1.30 0.196 0.471
210 0.231 0.49 0.626 0.473
212 0.000 0.00 1.000 0.552
214 0.728 1.02 0.311 0.715
216 0.418 2.52 0.013 0.166
218 0.101 0.89 0.378 0.114
220 0.000
222 -0.030 -0.16 0.877 0.195
224 0.465 0.82 0.415 0.568
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Ubersicht A 25: Varianzanalyse des Marker DYMS1 mit Modell 2 fiir die Jahrginge
1993 + 1996 (Tab. 4-28)

Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Modell 144 35.604 0.247 1.47 0.040
Rest 65 10912 0.168

Gesamt 209 46.516

R?>  Variationskoeffizient / MOR y

0.765 17.906 0.410 2.288
Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Set 10 1.141 0.114 0.68 0.739
Geschlecht 1 0.232 0.232 1.38 0.244
Jahr 1 1.106 1.106 6.59 0.013
Vater(Jahr) 20 4.849 0.242 1.44 0.135
Mutter(Set*Jahr*Vater) 73 13.169 0.180 1.07 0.385
DYMS11*DYMS12(Set) 39 5.536 0.142 0.85 0.710
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Ubersicht A 26: Varianzanalyse des Markers OMHC1 mit Modell 1 fiir den Jahrgang 1993

(Tab. 4-30)
Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Modell 56 3.600 0.064 1.86 0.029
Rest 33 1.141 0.034
Gesamt 89 4.741
R? Variationskoeffizient -~/ MOR y
0.759 7.811 0.186 2.280
Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Geschlecht 1 0.002 0.002 0.06 0.805
Vater 0.420 0.060 1.74 0.134
Mutter(Vater) 37 1.581 0.043 1.24 0.270
182 (G)° 1 0.012 0.012 0.35 0.558
184 (D) 1 0.0001 0.0001 0.00 0.954
188 (H) 1 0.096 0.096 2.78 0.105
190 (I)
192 (K) 1 0.063 0.063 1.82 0.186
194 (L) 1 0.058 0.058 1.69 0.203
196 (M) 1 0.0007 0.0007 0.02 0.884
198 (N) 1 0.0004 0.0004 0.01 0911
200 (O) 1 0.000003 0.000003 0.00 0.992
202 (P) 1 0.012 0.012 0.36 0.553
204 (Q) 1 0.005 0.005 0.14 0.712
210 (R) 1 0.013 0.013 0.37 0.546
Allel Schitzwert t-Wert p-Wert  Schitzfehler
182 (G)° 0.093 0.59 0.558 0.157
184 (D) 0.018 0.06 0.954 0.307
188 (H) -0.512 -0.167 0.105 0.307
190 (I) 0.000
192 (K) 0.201 1.35 0.186 0.149
194 (L) 0.189 1.30 0.203 0.145
196 (M) 0.020 0.15 0.884 0.137
198 (N) 0.018 0.11 0911 0.158
200 (0O) 0.002 0.01 0.992 0.212
202 (P) -0.111 -0.60 0.553 0.185
204 (Q) 0.054 0.37 0.712 0.146
210 (R) -0.122 -0.61 0.546 0.200

° () Nomenklatur nach Buitkamp et al. (1996)
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Ubersicht A 27: Varianzanalyse des Markers OMHC1 mit Modell 1 fiir den Jahrgang 1996

(Tab. 4-31)
Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Modell 63 4.547 0.072 1.27 0.197
Rest 46 2.609 0.057
Gesamt 109 7.156
R’ Variationskoeffizient \/ MOR y
0.635 9.109 0.238 2.614
Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Geschlecht 1 0.187 0.187 3.29 0.072
Vater 12 0.415 0.035 0.61 0.822
Mutter(Vater) 42 2.754 0.065 1.16 0.315
182 1 0.120 0.120 2.11 0.153
190
192 1 0.083 0.083 1.46 0.233
194 1 0.0001 0.0001 0.00 0.964
196 1 0.063 0.063 1.11 0.298
198 1 0.002 0.002 0.03 0.852
200 1 0.002 0.002 0.04 0.837
202 1 0.146 0.146 2.57 0.116
204 1 0.006 0.006 0.11 0.742
Allel Schitzwert t-Wert p-Wert  Schitzfehler
182 -0.490 -1.45 0.153 0.337
190 0.000
192 -0.139 -1.21 0.233 0.115
194 0.007 0.05 0.964 0.163
196 -0.122 -1.05 0.298 0.116
198 0.023 0.19 0.852 0.122
200 -0.028 -0.21 0.837 0.138
202 0.396 1.60 0.116 0.247
204 -0.039 -0.33 0.742 0.119
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Ubersicht A 28: Varianzanalyse des Markers OMHC1 mit Modell 1 fiir die Jahrginge
1993 + 1996 (Tab. 4-32)

Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Modell 112 10.660 0.095 1.93 0.0007
Rest 89 4.398 0.049
Gesamt 201 15.058
R’ Variationskoeffizient / MOR y

0.708 8.844 0.222 2.513
Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Geschlecht 1 0.147 0.147 2.99 0.085
Jahr 1 1.445 1.445 29.24 0.0001
Vater(Jahr) 20 1.161 0.058 1.17 0.295
Mutter(Jahr*Vater) 79 4664 0.059 1.19 0.207
182 1 0.006 0.006 0.12 0.732
184 1 0.0008 0.0008 0.02 0.897
188 1 0.109 0.109 221 0.141
190
192 1 0.012 0.012 0.25 0.615
194 1 0.131 0.131 2.66 0.107
196 1 0.006 0.006 0.12 0.735
198 1 0.010 0.010 0.21 0.651
200 1 0.004 0.004 0.07 0.787
202 1 0.013 0.013 0.27 0.604
204 1 0.0003 0.0003 0.01 0.933
210 1 0.251 0.251 5.07 0.027
Allel Schitzwert t-Wert p-Wert  Schitzfehler
182 -0.035 -0.34 0.732 0.103
184 0.042 0.13 0.90 0.328
188 -0.487 -1.49 0.141 0.328
190 0.000
192 -0.043 -0.50 0.615 0.086
194 0.173 1.63 0.107 0.106
196 -0.029 -0.34 0.735 0.086
198 0.042 0.45 0.651 0.093
200 0.028 0.27 0.787 0.102
202 0.080 0.52 0.604 0.153
204 0.007 0.08 0.933 0.089
210 -0.410 -2.25 0.027 0.182
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Ubersicht A 29: Varianzanalyse des Markers OMHC1 mit Modell 2 fiir die Jahrginge
1993 + 1996 (Tab. 4-34)

Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Modell 141 11.985 0.085 1.66 0.014
Rest 60 3.073 0.051

Gesamt 201 15.058

R?>  Variationskoeffizient / MOR y

0.796 9.004 0.226 2.513
Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Set 5 0.317 0.063 1.24 0.303
Geschlecht 1 0.039 0.039 0.76 0.388
Jahr 1 0.448 0.448 8.76 0.004
Vater(Jahr) 20 1.163 0.058 1.14 0.341
Mutter(Set*Jahr*Vater) 74 4.046 0.055 1.07 0.399
OMHCI11*OMHCI12(Set) 40 2.021 0.050 0.99 0.511

Ubersicht A 30: Varianzanalyse des Markers BM1815 mit Modell 2 fiir den Jahrgang 1996

(Tab. 4-37)

Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Modell 80 5.069 0.063 0.91 0.632
Rest 25 1.735 0.069

Gesamt 105 6.804

R’  Variationskoeffizient ~/MOR y
0.745 10.105 0.263 2.607

Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Set 3 0.061 0.020 0.29 0.830
Geschlecht 1 0.111 0.111 1.60 0.217
Vater 11 0.460 0.042 0.60 0.808
Mutter(Set*Vater) 38 2369 0.062 0.90 0.625
BM18151*BM18152(Set) 27 1.331 0.049 0.71 0.807
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Ubersicht A 31: Varianzanalyse des Markers CSRD226 mit Modell 2 fiir den Jahrgang
1996 (Tab. 4-37)

Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Modell 73 4.656 0.064 1.22 0.275
Rest 30 1.567 0.052

Gesamt 103 6.222

R?  Variationskoeffizient ~/MOR y

0.748 8.716 0.228 2.622
Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Set 2 0.147 0.073 1.40 0.261
Geschlecht 1 0.162 0.162 3.11 0.088
Vater 11 0.870 0.079 1.52 0.178
Mutter(Set*Vater) 38 2.412 0.063 1.22 0.293
CSRD2261*CSRD2262(Set) 21 1.298 0.062 1.18 0.330

Ubersicht A 32: Varianzanalyse des Markers BM1905 mit Modell 2 fiir den Jahrgang 1996

(Tab. 4-37)
Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Modell 57 8.532 0.150 1.53 0.058
Rest 54 5.275 0.098
Gesamt 111 13.807
R’  Variationskoeffizient ~/MOR y
0.618 12.550 0.313 2.490
Varianzursache FG SQ MQ F-Wert p-Wert
Set 1 0.001 0.001 0.01 0.906
Geschlecht 1 0.743 0.743 7.60 0.008
Vater 13 2.756 0.212 2.17 0.024
Mutter(Set*Vater) 41 5.566 0.136 1.39 0.128
BM19051*BM19052(Set) 1 0.368 0.368 3.77 0.057
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