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Charakterisierung von Heterosiseffekten fir WurfgréRe bei der Maus durch
DNA-Marker-Analysen

Langjdhrige Forschungsarbeiten konnten die genetische, biochemische und physiologische
Basis der Heterosis bis heute nicht kléren. Das Promotionsprojekt ist Bestandteil eines
langerfristigen Heterosisforschungsprojektes zur molekulargenetischen Charakterisierung der
Ursachen von Heterosis. Ziel der Dissertation ist die Analyse von Chromosomenregionen bei
der Maus, von denen ein Einflu® auf die Entstehung von Heterosis fir Fruchtbarkeit ausgeht.
Dabei wurde sowohl die Superdominanz- as auch die Dominanztheorie der Heterosis
berticksichtigt. Es wurde eine reziproke Kreuzung der Inzuchtstémme C57BL/6J und Balb/cJ
mit anschliefRendem F;-Interkross zur Erzeugung einer F,-Generation durchgefihrt. Von den
948 weiblichen F,-Tieren sind Leistungsgruppen mit extrem hoher und niedriger Wurfgrofie
gebildet worden, um an diesen Tieren 56 Mikrosatelliten zu analysieren. Die Mikrosatelliten
sind im Genom der Maus in einem durchschnittlichen Abstand von 32 cM lokalisiert. 12 von
diesen Mikrosatelliten charakteriseren DNA-Loci mit Assoziationen zur Fruchtbarkeit.
Entsprechend den Analysen nach der Superdominanztheorie der Heterosis konnte fir sechs
Mikrosatelliten eine signifikante Beziehung zwischen dem Heterozygotiegrad und der
Heterosis fur WurfgrofRe nachgewiesen werden. Die Mikrosatelliten charakterisieren Regionen
auf den Chromosomen 17 (18,2 - 22,3 cM), 18 (50 cM) und 19 (8 - 12 cM). Auf Chromosom
17 befinden sich in diessm Bereich die mit Fruchtbarkeit assoziierenden Gene Ped
(Preimplantation embryonic development, 19,5 cM), Cyp2lal (Cytochrome P450, 21, steroid
21 hydroxylase, 18,7 cM) und H2 (Histocompatibility-2, MHC, 23 cM). Nach dem
Dominanzmodell zur Erkl&rung von Heterosis konnte fir zwei Mikrosatelliten eine signifikante
Beziehung zwischen dem Anteil Genotypen mit dominantem Leistungsallel und der Heterosis
fir Wurfgrélze ermittelt werden. Die Mikrosatelliten sind auf Chromosom 5 (72 und 88 cM)
lokalisiert. In diesen chromosomalen Regionen befinden sich die mit Fruchtbarkeit assoziierten
DNA-Loci Pdgfa (Plateled derived growth faktor alpha, 77 cM) und Pmv12 (Polytropic

murine leucemiavirus-12, 88 cM).

Schlagworter: Heterosis, DNA-Marker, Fruchtbarkeit, Maus



Characterization of heterotic effects in litter size using DNA marker analyses in mice

Long dated research could not explain the genetic, biochemical and physiological base of
heterosis up to date. The dissertation project is a part of along term heterosis research project
concerning the molecular genetic characterization of the reasons of heterosis. The objective of
the dissertation was to find out chromosomal regions of the mouse with a presumable influence
on the rise of heterosis in fertility. Both the overdominance and the dominance theory of
heterosis have been considered. A reciprocal cross of inbred strains C57BL/6J and Balb/cJ
with following F; intercross was accomplished to establish a F, generation. From the 948
femae F, animals were formed performance groups with extreme high and low litter sizes to
analyse 56 microsatellites on these animals. The microsatellites are located in an average
distance of 32 cM in the mouse genome. Twelve of these microsatellites characterize DNA loci
with associations to fertility. Corresponding to the analyses based on the overdominance
theory of heterosis a significant correlation between the degree of heterozygosity and heterosis
in litter size have been demonstrated for six microsatellites. The microsatellites characterize
regions on the chromosomes 17 (18.2 - 22.3 cM), 18 (50 cM), and 19 (8 - 12 cM). The DNA
loci Ped (Preimplantation embryonic development, 19,5 cM), Cyp21al (Cytochrome P450, 21,
hydroxylase, 18,7 cM) and H2 (Histocompatibility-2, MHC, 23 cM) showing associations to
fertility are located on chromosome 17 in these region. On the base of dominance theory as the
reason of heterosis a significant relation between the portion of genotypes with dominant
performance allel and heterosis in litter size have been found for two microsatellites. The
microsatellites are located on chromosome 5 (72 and 88 cM). The DNA loci Pdgfa (Plateled
derived growth factor apha, 77 cM) and Pmv12 (Polytropic murine leucemia viruses 12, 88

cM) with known associations to fertility are located on these chromosomal regions.

Keywords: heterosis, DNA marker, fertility, mouse
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1 Einleitung

Die erfolgreiche Nutzung der Heterosis in der Tierziichtung setzt eine wirksame Selektion von
zwei oder mehreren Populationen auf ihre spezielle Kombinationseignung voraus. Dies fihrt in
der Nutztierziichtung aufgrund der geringen Vermehrungsraten und des grofien
Generationsintervalls landwirtschaftlicher Nutztiere zu erheblichen organisatorischen und
finanziellen Aufwendungen. Nach LEUTHOLD (1972) sollte somit versucht werden, mit Hilfe
von biochemischen und genphysiologischen Kennwerten Hinweise auf Loci zu gewinnen, die
fur die wiederholte Auddsung von Heterosis bei 6konomisch relevanten Merkmalen von

Interesse sind.

Zahlreiche Forschungsprogramme konnten die genetische, biochemische und physiologische
Basis der Heterosis nicht ausreichend kldren (z.B. SAX, 1923; HIERL, 1976; STUBER, 1986;
MENG et a., 1996) . Eine exakte Vorhersage der Heterosis aus der phanotypischen Leistung
der Elterntiere scheint nicht moglich (MOSER und LEE, 1994; GAVORA et a., 1996), so dai3
die Feststellung der speziellen Kombinationseignung Uber Testanpaarungen weliterhin
notwendig ist. Die Auswahl der gingtigsten Paarungspartner anhand eines
molekulargenetischen Tests zur Marker-gestiitzten Vorhersage von Heterosis wéare von
grof3em Interesse. In der Tierzlichtung wird zur Charakterisierung der Ursachen der Heterosis
mittels DNA-Markern von BRUNSCH et al. (1994, 1995, 1997) ein Forschungsansatz
beschrieben, der sich auf die zahlreichen verfigbaren Inzuchtlinien des Modelltieres Maus
stutzt.

Die vorliegende Arbeit ist Bestandteil eines langerfristigen Forschungsprojektes, das sich mit
der molekulargenetischen Charakterisierung von unter Fruchtbarkeitsselektion stehenden
Genloci am Modédlltier Maus beschéftigt. Das Heterosisprojekt verfolgt das Ziel, geeignete
Paarungspartner fur Hybridzuchtprogramme mit Hilfe einer molekulargenetischen Analyse
auszuwahlen, d.h. Heterosiseffekte auf der Basis von Markergenen vorhersagen zu kdnnen
(LEUTHOLD, 1993). Dazu werden DNA-Marker (Mikrosatelliten), die in zahlreichen
Inzuchtlinien polymorph sind, an F.-Tieren verschiedener Inzuchtlinienkreuzungen typisiert.
Das Promotionsprojekt  beinhaltet die  Auswertung der  Inzuchtlinienkreuzung
C57BL/6J x Balb/cJ mit dem Zidl, fir Fruchtbarkeits-Heterosis rel evante

Chromosomenregionen zu ermitteln.



2 Literaturtbersicht
2.1 Heterosis

Heterosiserscheinungen wurden bereits 1766 von KOLREUTER an Pflanzenkreuzungen
beschrieben. 1868 erkannte DARWIN, dal3 Kreuzungen von genetisch unterschiedlichen Eltern
oft Nachkommen mit stark Uberlegener Leistung hervorbringen, dagegen Kreuzungen eng
verwandter Individuen (Inzucht) besonders unterlegene Leistungen zeigen (in FISCHER,
1978). 1914 wurde von SHULL der Heterosisbegriff gepragt. Er stellte fest, dal3 Heterosis und

Inzuchtdepression als zwel Aspekte desselben Phanomens betrachtet werden kdnnen.

Das Streben nach einer moglichst genauen Definition bei bisher ungeklérter genetischer
Ursache fihrte zu vielféltigen Begriffsbezeichnungen wie z.B. , Hybridvigor",
,Bastardwichsigkeit”, ,Luxurieren” sowie ,Kombinationseffekt” und ,Hybrideffekt". Die
Begriffe ,,Kombinations- und Hybrideffekt* wurden bereits als nicht korrekt interpretiert, da
Heterosis as positiver Leistungszuwachs eines quantitativen Merkmals definiert ist und
Kombinations- und Hybrideffekte auch negativ bzw. an qualitativen, fir den Zichter
Okonomisch uninteressanten Merkmalen, auftreten konnen. SCHNELL (1961) stellte folgende
Definition der Heterosis auf: ,Mit Bezug auf ene quantitative Manifestation (der
physiologischen Kraft) eines heterozygoten Organismus ist Heterosis der Uberschul dieser
Manifestation Uber das Mittel derjenigen entsprechenden Manifestationen, die die elterlichen
Gameten des Organismus in der Form von homozygoten Individuen unter gleichen
Umweltbedingungen zeigen wirden”. In der Haustierzucht 1&3t sich nach dieser Definition die
eigentliche Heterosis nicht ermitteln, da es nicht mdglich ist, beztiglich der Leistungsmerkmale
homozygote Ausgangdinien zu erzeugen. In diesem Fall geht man davon aus, dal3 die Eltern
bereits einen bestimmten Heterozygotiegrad aufweisen und dieser von den Nachkommen
Uberschritten wird (LEUTHOLD, 1968). Fur die Belange der Tierzucht sollte daher die
Differenz zwischen der Nachkommenleistung und dem Elternmittel nicht as Heterosiseffekt
sondern al's Heterosi szuwachs bezeichnet werden (STAHL et al., 1969).

Aus einer Fulle von Erklarungsversuchen zur Ursache der Heterosis werden nachfolgend die
Superdominanz- und Dominanzhypothese, bekannt as die klassischen Heterosishypothesen,

besonders berticksichtigt. Weiterhin wird die Epistasiehypothese diskutiert.



211 Hypothesen Uber die Ursachen der Heterosis

2111 Superdominanzhypothese

SHULL und EAST stellten 1908 unabhéngig voneinander fest, dal? die Heterozygotie einen
physiologischen Stimulus auf den Organismus ausibt, d.h. da3 der stdrkere Wuchs von
Hybriden im Vergleich zu den Eltern auf Heterozygotie zurickzufuhren st
(Heterozygotiehypothese). Weiterhin gehen SHULL und EAST (1908) davon aus, dal3 die
Heterosis durch zwel verschiedene Allele des gleichen Gens verursacht wird und dal3 sich mit
zunehmendem Strukturunterschied der beiden Allele der Heterosiseffekt verstdrkt. Die
Uberschreitung der Leistung von Tréagern des heterozygoten Genotyps gegeniiber denen mit
homozygoten Genotypen wird von HULL (1946) als Superdominanz definiert. Die Begriffe
Heterozygotie-, Uberdominanz- bzw. Stimulationshypothese gelten im gleichen Sinne wie der

Ausdruck Superdominanzhypothese, der im folgenden Verwendung findet.

BREWBAKER (1967) gab vier Antworten auf die Frage nach den Ursachen des Auftretens

von Superdominanz, die von FISCHER (1978) durch zwei weitere ergénzt wurden.

Supplementére Allelwirkung: Jedes Allel besitzt eine unabhangige Wirkung und ist fur seine
eigene Aufgabe dominant (komplementdre Dominanz oder Mosaikdominanz), die

Heterozygoten sind zu beiden Funktionen beféhigt.

Alternative Syntheseabléufe: Die beiden Allele fiihren zu unterschiedlichen umweltbedingten
Leistungsoptima, so dal3 der heterozygote Genotyp bel wechselnden Umweltbedingungen
Leistungsvorteile bedingt.

Hybridsubstanzen: Jedes homozygote Allel produziert eine eigene Substanz (X bzw. Y).
Die beiden unterschiedlichen Allele des Heterozygoten produzieren zusdtzlich eine
Hybridsubstanz Z.

Balancehypothese: Der homozygote Genotyp codiert zu viel oder zu wenig einer

bestimmten Substanz, wéhrend der Heterozygote zur optimalen Menge fuihrt.



Jedes Allel bt eine unabhangige Priméarfunktion aus, die zu vorteilhaften Interaktionen
fuhrt. Der Heteros seffekt entsteht durch die Kombination der Funktionen beider Allele.

Ein Defektalle codiert eine schadigende Substanz, die jedoch im heterozygoten Organismus

e ne stimulierende Funktion auf bestimmte Prozesse auslibt.

2112 Dominanzhypothese

Das Auftreten von Heterosis ist an das Zusammenwirken mehrerer Gene gebunden, bei denen
das jeweils guinstigere Allel partiell oder vollstdndig dominant ist. Die dominanten Allele fir die
verschiedenen Leistungsparameter werden im heterozygoten Organismus vereinigt. Dieser
heterozygote Zustand hat jedoch keinen positiven Einflu® auf die Leistungsfahigkeit des
Organismus, d.h. zwischen den Genotypen mit dominanten Allelen in homozygoter bzw.
heterozygoter Form treten keine Leistungsunterschiede auf. Begrinder dieser
Dominanzhypothese sind DAVENPORT (1908), KEEBLE und PELLEW (1910), BRUCE
(1910) sowie JONES (1917).

21.13 Epistasienypothese

MINVIELLE (1987) zeigte, da3 Heterosis vorwiegend durch multiplikative epistatische
Interaktionen entsteht und Dominanz fir die Entstehung von Heterosis nicht notwendig ist.
Nach WILLIAMS (1959) kann Heterosis auf epistatische Wechselwirkungen zwischen
verschiedenen Genen zurtickgefuhrt werden. Dabei kann die Epistasie sowohl das Resultat
unterschiedlicher Gene zweier parentaler Linien sein, die im Heterozygoten Interaktionen
zeigen, als auch auf unterschiedlichen homozygoten epistatischen Genkombinationen der
Elternlinien beruhen, die, @nlich dem Dominanzmodell, im Heterozygoten vereinigt werden
(SHERIDAN, 1981). Diese Formen wurden von SHERIDAN (1980) ,F;-Epistasie’ und
,Parentale Epistasie” genannt, wobel er darauf hinwies, dal3 die parentale Epistasie fur die

Ausbildung von Heterosis weniger von Bedeutung ist.

10



21.2 Bedeutung verschiedener Heterosi shypothesen

Welche Hypothese zur Deutung des jeweiligen Phanomens im Vordergrund steht, hangt
vorwiegend von den zu beurteilenden Eigenschaften ab. Die Steigerung der Fruchtgrofie lief3
sich z.B. besonders gut mit der Addition von Dominanzeffekten erklaren. Im Mittelpunkt stand
hier vor allem die Kompensation letaler bzw. subletaler, leistungsschwacher Allele durch
dominante, intakte Allele. Jedes ,positive” Allel, welches ein subletales Allel nicht zur Wirkung
kommen &%, beseitigt einen Engpal? und tragt zur Normalisierung des biologischen Systems
bei (FISCHER, 1978). Darlber hinaus wurde die Steigerung der Leistung durch die
Kombination bestimmter leistungsstarker Allele, als Grundgedanke verschiedener erfolgreicher
Zuchtverfahren, ebenfalls vor allem mit der Dominanzhypothese interpretiert. HULL (1945)
fihrte zugunsten der Superdominanzhypothese folgende Uberlegung an: Nach der
Dominanzhypothese resultiert die hohe Leistung der Hybriden aus der Addition der ginstigen
Geneffekte der jeweiligen Ausgangdinien. Die Leistung der Hybriden dirfte somit die Summe
der Leistung beider Eltern nicht Ubersteigen. Da in zahlreichen Untersuchungen dieses
theoretische Le stungsmaximum von den Hybriden Ubertroffen wurde, schluf¥folgerte HULL,
dald die Superdominanz eine bedeutende Rolle spielt. Die Steigerung der Vitaitd und
Anpassungsfahigkeit an verschiedene Umweltbedingungen lief3en sich ebenfalls gut mit der

Superdominanzhypothese erklaren.

Ausgehend von der Superdominanzhypothese wurde fir Pflanzen die Hypothese der
»Maximalen Heterozygotie" beschrieben (BONIERBALE et a., 1993). Die Theorie besagt,
dai3 die Leistung autopolyploider Pflanzen stark von der Intra-Locus-Diversitédt abhangig ist.
Eine tetraploide Pflanze kann bis zu vier unterschiedliche Allele pro Locus aufweisen, wobei
eine positive Beziehung zwischen der Intra-Locus-Heterogenitét und der Heterosis besteht
(KIDWELL et al., 1994).

Die anfangs starken Gegensdize in der Interpretation der Dominanz- und
Superdominanzhypothese verloren mit zunehmendem Erkenntnisstand immer mehr an
Bedeutung. Obwohl jede Theorie durch zahlreiche V ersuchsergebnisse untermauert wurde, hat
sich vielfach gezeigt, dald mit zunehmenden Erkenntnissen die Phanomene mit beiden

Hypothesen erklért werden konnten. Erscheinungen, die urspringlich der Superdominanz
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zugeordnet wurden, sind spater mit dem Auftreten von Gen-Interaktionen in Verbindung

gebracht worden.

MOLL et a. (1965) und FALCONER (1980) wiesen darauf hin, dald die Kreuzung stark
differenzierter Populationen keine Heterosis zeigte und in der F,-Generation sogar eine
reduzierte Fitness auftrat. Dieses Phanomen kann auf epistatische Wechselwirkungen
zuruckgefuhrt werden. Die Populationen sind an die jewelligen lokalen Bedingungen stark
adaptiert, so dald bel den Hybriden in der F,-Generation die ginstigen epistatischen
Genkombinationen durch Segregation verlorengehen. Demgegeniber konnten SCHNELL et
al. (1992), POONI et al. (1994), POONI und TREHARNE (1994) sowie LI und WU (1996)
eine begunstigende Wirkung der Interaktionen auf die Heterosis nachweisen. HILL (1982)
unterstrich die Notwendigkeit des Vorhandenseins von Dominanz und Epistasie und wies
darauf hin, dal3 bei der Wirkung ausschliefdich dominanter Effekte, d.h. ohne Epistasie, eine
absolute Proportionalitét zwischen Heterosis und Heterozygotie bestehen muifte. Die
Bedeutung der Epistasie ist nach GEIGER (1987) vom reproduktiven System der Spezies,
vom Ursprung des Zuchtmaterials und vom betrachteten Merkmal abhangig. Der Einfluf3 der

Epistasie scheint zwar sekundér sollte aber nicht vernachléssigt werden.

Berlicksichtigt man, dal3 zwei Gene eng aneinander gekoppelt vorliegen, so kann durch die
Kopplung von vorteilhaften Genen bzw. durch Gen-Interaktionen auch Superdominanz
vorgetduscht werden (Pseudo-Superdominanz). Die Unterscheidung von  Pseudo-
Superdominanz und echter Superdominanz ist nach STUBER (1994) nahezu unmdglich.

Ein weiteres 1966 von Mc DANIEL und SARKISSIAN beschriebenes Heterosi sphanomen ist
die mitochondriale Heterosis. Erkannt wurde sie durch die unterschiedliche Effizienz der
oxidativen Phosphorylierung bei der Synthese von ATP. Hybriden wiesen eine intensivere
Atmung und eine hohere enzymatische Aktivitét als homozygote Individuen auf. Nach ENGEL
und NEBIOLO-LINDGREN (1991) und COINTRY et a. (1994) ist sowohl das Kern- als
auch das Motochondrien-Genom fir die Ausprdgung von Heterosis verantwortlich. Ein
weiteres Phanomen ist die Chloroplastenheterosis, die sich in einer erhéhten Photosyntheserate
der Hybriden &uf3ert. Untersuchungen dieser Erscheinungen erfolgten ausschliefdich auf
physiologischer Ebene mit Hilfe von Enzymparametern als biochemische Marker. Der Einfluf3

auf die Gesamtheterosis wird allgemein als gering eingeschétzt (FRANKEL, 1983).
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Die zahlreichen Hypothesen verdeutlichen die Komplexitdt des Heterosis-Phéanomens und
fuhrten immer mehr zu der Erkenntnis, dald3 die Existenz balancierter Systeme und das
Vorhandensein  harmonisch aufeinander abgestimmter Genkomplexe bedeutsam sind
(LEWIS, 1955; FISCHER, 1978; BORGHI und PERENZIN, 1994).

2.1.3 Formen der Heterosis

Anaog zur Vidfat der Interpretationen und Begriffsbestimmungen der Heterosis wurden im
Verlaufe langjdhriger Studien fir ein besseres Versténdnis und eine genauere Beschreibung des
Phanomens unterschiedliche Formen und Einteilungen beschrieben. Auf einige dieser Begriffe

wird im folgenden eingegangen.

Individuelle Heterosis: Die individuelle Heterosis umfaldt eine hohere Uberlebensfahigkeit,
beginnend im pranatalen Lebensabschnitt, durch die Fitnef3liberlegenheit der heterozygoten

Individuen.

Maternade Heterosis. Sie beinhatet die Fruchtbarkeitsiiberlegenheit des heterozygoten
Muittertieres und beguinstigt Zyklusablauf, Ovulation, Nidation, Plazentation, Erndhrung des
Fetus, Erhaltung der Tréchtigkeit sowie Abwehr von Genitalinfektionen.

Paternale Heterosis: Die paternale Heterosis bezieht sich vor allem auf die Samenqualitét
und Samenfunktion.

Um das Mal3 der Hohe der Heterosis zu verdeutlichen, wurden die Begriffe , absolute- und
relative Heterosis' geprégt (FISCHER, 1978). Bel der absoluten Heterosis handelt es sich um
die gesamte absolute Leistung bzw. um den Ertrag der Hybriden, wogegen die relative
Heterosis nur den Ertrags- bzw. Leistungszuwachs gegentiber dem Elternmittel beschreibt. Das
Elternmittel als Bezugsbasis wurde in  diessm Zusammenhang oft diskutiert
(SCHNELL, 1961). WHALEY (1944) geht davon aus, dal3 der Mittelwert der jewelligen
Ausgangspopul ationen den Mal3stab fur die Hohe der Heterosis bilden sollte. Diesist vor allem

in der Tierzucht sinnvoll, da es hier unmdglich ist, homozygote Ausgangspopulationen als
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Bezugsbasis zu erzeugen. Auffassungen von MATHER und JINKS (1971) orientierten sich an

der Differenz zwischen dem Mittel der F;-Generation und dem besseren Elternpartner.

Im allgemeinen kann davon ausgegangen werden, dal3 mit einer Steigerung der Leistung der
Eltern die durchschnittliche relative Heterosis der Hybriden sinkt, d.h. wenn die Leistung der
Eltern relativ hoch ist, kann in der Kreuzungsgeneration nur noch ein geringer
Leistungszuwachs erwartet werden. In diesem Fall wird bereits fur die Elterngeneration ein
bestimmter Heterosiseffekt angenommen, den HIORTH (1963) als ,Cisheterosis’, d.h. die
»bloflke Aufhebung der Inzuchtdepression”, definiert. Demgegeniiber bezeichnete er die durch

Kreuzung dartber hinaus zusétzlich erzielte Wichsigkeit as , Transheterosis'.

Von MALINOWSKI (1952) wurden die Begriffe hypothetische- und echte Heterosis
eingefuhrt. Die hypothetische Heterosis bezeichnet den Leistungszuwachs, der das
Elternmittel, jedoch nicht den besseren Elternpartner Ubersteigt. Die echte Heterosis dagegen

definiert den Zuwachs gegeniiber dem besseren Elternpartner.

Eine weitere Unterteilung der Heterosis wurde von GUSTAFSSON (1951) in somatische,
reproduktive und adaptive Heterosis vorgenommen. Die reproduktive Heterosis &uf3ert sich in
einer erhohten Fruchtbarkeit, die adaptive Heterosis tritt bei Organismen auf, die gut an ihre
Umwelt angepald sind (Anpassungsheterosis, Euheterosis) und die somatische Heterosis fuhrt

zu einem verstérkten vegetativen Wuchs (vegetative Heteros's).
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2.2 Stand der Heterosisforschung

Klassische Studien zur Analyse von Heterosis beschéftigten sich mit Korrelationsanalysen
zwischen Lestungseigenschaften und ausschliefdlich morphologischen Merkmalen (SAX,
1923). Es wurde erkannt, dal3 die Leistung von Einzelkreuzungshybriden mit der
morphologischen Merkmalsdifferenzierung der Ausgangspopulationen positiv - korreliert
(EAST, 1936; PATERIANI and LONNQUIST, 1963). Die positive Beziehung zwischen der
Heterosis und der genetischen Distanz zweier Kreuzungspartner fihrte zu der Bestrebung, die
genetische Distanz zwischen den Ausgangspopulationen anhand ihrer individuellen
Leistungsdifferenzen sowie anhand morphologischer Merkmalsunterschiede zu bestimmen.
Dariiber hinaus wurde jedoch auch festgestellt, dal? die Heterosis zwischen extrem divergenten
Kreuzungen sinkt (MOLL, 1965; PRASAD und SINGH, 1986). Als Ursache wird die
unvertrégliche Genkombination der Hybriden angefiihrt, die eine Stérung der algemeinen

genetischen Balance bewirkt.

In weiteren Untersuchungen wurden Enzyme und Proteine als biochemische Marker gepriift
(z.B. HUNTER und KANNENBERG, 1971; HIERL, 1976; SCHLEGER et a., 1978;
TANKSLEY et a., 1982; KAHLER und WEHRHAHN, 1986; GLODEK et a., 1993);
CAMERON und CLIENFUEGROS-RIVAS, 1994; CEPICA et a., 1995). Uberwiegend
konnte festgestellt werden, dald die spezifische Kombinationseignung mit der Anzahl
heterozygoter 1sozymloci korreliert (HEIDRICH-SOBRINHO und CORDEIRO, 1975), daf3
Proteinpolymorphismen jedoch nicht dazu geeignet sind, Aussagen Uber das gesamte Genom
zu treffen (MITTON und PIERCE, 1980). Obwohl STUBER (1986) am Mais die weitaus
hohere Heterosis bei Inzuchtlinienkreuzungen differenzierter Ausgangslinien gegeniber der
Kreuzung verwandter Ausgangsinien fand, wies er darauf hin, dal3 die Vorhersage der
Hybridleissung anhand biochemischer Marker as sehr fragwirdig einzuschédtzen ist.
HADJNOV (1982) konnte keine positive Beziehung zwischen der 1sozymdiversitét und der
spezifischen Kombinationseignung nachweisen. Die relativ geringe Polymorphie dieser
biochemischen Marker liefd se mit der zunehmenden Verflgbarkeit von DNA-Markern fir
Projekte der Heterosisforschung bzw. Marker-gestiitzten Selektion an Bedeutung verlieren.
Mit Hilfe der DNA-Analytik standen seit den 80er Jahren zunehmende Zahlen hoch
informativer genetischer Marker zur Verfligung. Bei der Analyse der Heterosis rickt die

chromosomale Lokalisation der fir die betreffenden Merkmale verantwortlichen Gene immer
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mehr in den Vordergrund wissenschaftlicher Studien. Im Mittelpunkt stehen QTL-Anaysen
(Qantitative Trait Loci) mit Hilfe von genetischen Markern (z.B. GELDERMANN, 1975;
BECKMANN und SOLLER, 1978, SIMPSON, 1989; EDWARDS et al., 1987, 1992,
HALEY und KNOTT, 1992; AJMONE-MARSAN et al., 1995; HU et a., 1995).

221 Heterosisforschung in der Pflanzenzucht

SINGH und ZOUROS (1978), PIRCHNER (1979), TURELLI und GINZBURG (1983),
MITTON und GRANT (1984), SMOUSE (1986) und BUSH et a. (1987) schluf¥folgerten
aufgrund der starken positiven Beziehung zwischen der Leistungshohe quantitativer Merkmale
und dem Heterozygotiegrad, dal} die Heterosis eng mit der Anzahl heterozygoter Loci der
entsprechenden Merkmale korreliert. Dies fuhrte zu dem Ansatz, die Ermittlung des Anteils
heterozygoter Loci mit Hilfe molekulargenetischer Marker zu realisieren, um damit eine
Vorhersage der Hybridleistung zu ermdglichen (HALLAUER und MIRANDA, 1988;
BOPPENMEIER et a., 1992, BERNARDO, 1992, 1994). BURR et al. (1983) schlugen
erstmals die Nutzung von RFLPs zur Schétzung der genetischen Divergenz und zur Ermittlung
des Heterozygotiegrades von Genloci vor. In kirzester Zeit waren zahlreiche RFLPs bekannt,
die, gleichméfdig Uber das gesamte Genom verteilt, eine reprasentative Aussage ermoglichten
(z.B. NIENHIUS et al., 1987; PATERSON et a., 1988; LANDER und BOTSTEIN, 1989;
PLASCHKE et al., 1993; REDONA und MACKILL, 1996).

LEE et a. (1989) selten anhand von RFLP-Analysen am Mais eine positive Beziehung
zwischen der genetischen Distanz von Inzuchtlinien und dem Kornertrag sowie der
spezifischen Kombinationseignung fest. Aufgrund dieser Beziehung wurden Mais-Inzuchtlinien
in genetische Gruppen eingeteilt. Der Pflanzenziichter konnte somit Maislinien unbekannter
genetischer Herkunft testen und eine Anpaarung verwandter Inzuchtlinien im Vorfeld
vermeiden. MELCHINGER et al. (1990) konnten fir den Mais zwar eine positive Beziehung
zwischen der genetischen Distanz, gemessen anhand zufdllig ausgewahiter Marker, verteilt
Uber das gesamte Genom, und der Ertragseistung sowie der Heterosis nachweisen, jedoch mit
einem geringen Korrelationskoeffizienten, der eine Vorhersage der Heterosis ausschliefdt. Es
wird darauf hingewiesen, dal3 bedeutende Loci fur quantitative Merkmale nur auf bestimmten

Chromosomen lokalisiert sind und sich die Untersuchungen auf die jeweiligen Regionen mit
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Hilfe von spezifischen Markern reduzieren sollten. Auf die Nutzung von , effizienten Markern”
wird in weiteren Untersuchungen ebenfals hingewiesen (CHARCOSSET et a., 1991 und
1994; TERSAC et d., 1994). MELCHINGER et d. (1991) stimmten jedoch dahingehend mit
den Untersuchungen von LEE et a. (1989) Uberein, dal3 sie ebenfalls mittels RFLP-Markern
die Mdoglichkeit der Eintellung unbekannter Maidinien in heterogene Gruppen sowie die
Quantifizierung der genetischen Ahnlichkeit zwischen verwandten Linien bewiesen. Dariiber
hinaus ist in Verbindung mit den Ergebnissen aus der QTL-Forschung nach SMITH et al.
(1990) eine Vorhersage der Hybridleistung durch RFLP-Analysen prinzipiell moglich.

Mit 76 Markern konnten STUBER et a. (1992) eine positive Beziehung zwischen dem Anteil
heterozygoter Loci und dem Kornertrag mit einer Korrelation von 0,68 nachweisen. Sechs bis
acht QTLs wurden an verschiedenen Kreuzungsvarianten fir 60 % der phanotypischen Varianz
verantwortlich gemacht. Es wurde geschluf¥olgert, dal3 ein Merkmal, welches durch en
Majorgen kontrolliert wird, eine geringe Korrelation zwischen dem Phanotyp und der
durchschnittlichen Heterozygotie des Gesamtgenoms aufweist und ein Merkmal, welches durch
viele Loci kontrolliert wird, eine hohe Korrelation zwischen der allgemeinen Heterozygotie

und dem Phanotyp zeigt.

ZHANG et a. (1994) wiesen anhand von RFLP- und Mikrosatellitenanalysen am Rels nach,
dai3 eine Vorhersage der Heterosis auf der Basis einer geringen Zahl an informativen Markern
snnvoller ist, als die Nutzung von vielen Markern, vertellt Uber das gesamte Genom. Die
Korrelation zwischen der Heterosis und der allgemeinen Heterozygotie war gering, wogegen
eine hohe Korrelation zwischen der Heterosis und der spezifischen Heterozygotie festgestel It
wurde. In weiteren Untersuchungen wiesen ZHANG et al. (1996) jedoch darauf hin, dal3 der
Informationsgehalt spezifischer Marker zwischen verschiedenen Linien oder Familien
schwankt. Die Beziehungen zwischen der Heterozygotie molekularer Marker und der
Heterosis variiert und scheint sehr komplex zu sein. Bei der Kreuzung von Reis-Subspezies
konnten die hochsten Korrelationen zwischen Heterosis und Heterozygotie fir die
Pflanzenhthe festgestellt werden, teilweise jedoch nur geringe Korrelationen fir

Ertragsmerkmale.

In Ubereinstimmung mit anderen Untersuchungen konnten MOSER und LEE (1994) anhand

von RFLPs an Elite-Haferlinien verdeutlichen, dal’ eine genaue Schétizung der genetischen

17



Divergenz zwischen den Linien moglich, jedoch eine Vorhersage der Heterosis und der
genetischen Varianz in der Population nicht realiserbar ist. Die Autoren stellten fest, dai3
maoglichst viele Elternlinien und eine mdoglichst grof’e Anzahl von Markern sowie mehr
Informationen Uber die Kopplungsbeziehungen zwischen RFLP-Markern und QTL in die

Untersuchungen einbezogen werden sollten.

CHARCOSSET et a. (1991) wiesen fUr ein quantitatives Merkmal eine lineare Beziehung
zwischen einem genetischen Abstandsindex zweier Elternlinien, gemessen anhand von
Markeranalysen, und der Heterosis der F;-Hybriden nach. Der Korrelationskoeffizient wurde
geschétzt und daraus geschluf¥folgert, dal3 bel einer gleichméaligen Markerabdeckung des
Genoms digienigen QTL, die nicht durch einen Marker gekennzeichnet sind, und die Marker,
die keinen QTL beschreiben, den Korrdationskoeffizienten stark vermindern. Auf eine

merkmal shezogene Auswahl der Marker wird hier ebenfalls hingewiesen.

KIDWELL et al. (1994) verglichen mit Hilfe von RFLP-Analysen isogene diploide und
tetraploide Luzernepopulationen. Es wurde festgestellt, dal3 die genetische Distanz mehr mit
dem Ertrag der tetraploiden als mit dem Ertrag der diploiden Populationen korreliert. Ursachen
sehen die Autoren vor alem im Vorhandensein rezessiver Allele, die in den Diploiden zur
Geltung kommen und in den Tetraploiden maskiert sind, d.h. nicht in Erscheinung treten.
Weiterhin wiesen tetraploide Familien mit der htchsten Heterozygotie auch den hdchsten

Ertrag auf.

KATO et a. (1994) konnten bei der Kreuzung verschiedener Reisspezies signifikante
Beziehungen zwischen der Heterosis und der genetischen Distanz, gemessen anhand von
Isozym- und RFLP-Markern, feststellen. Obwohl die Korrelation signifikant war, wurde sie as
nicht sehr eng interpretiert. Die Messung der genetischen Distanz mit nicht-morphol ogischen
Markern zur Vorhersage der Heterosis wird als nicht effektiv eingeschétzt. Als ein weiteres
Ergebnis dieser Untersuchungen konnte festgestellt werden, dal3 mehr als 10 Gene, verteilt

Uber das gesamte Genom, fur die Ausbildung von Heterosis fir Biomasse verantwortlich sind.

Resultate von XIAO et al. (1996 a b) zeigen an Kreuzungsanalysen beim Reis, dal3 die
Beziehung zwischen der genetischen Distanz, gemessen anhand genetischer Marker (RAPDs

und Mikrosatelliten), und der Hybridleistung bzw. der Heteross vom Typ der Hybriden
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abhéngig ist. Es wurden Reishybriden von Intra-Subspezies und Inter-Subspezies verglichen
und gravierende Unterschiede festgestellt. Es bestand eine signifikante Korrelation zwischen
dem Ertrag bzw. der Heterosis von Intra-Subspezies-Hybriden und der genetischen Distanz.
Analog zu den Aussagen von ZHANG et a. (1994, 1996) wird unterstrichen, dal3 eine
Vorhersage der Heterosis fur Intra-Subspezies-Hybriden mdglich ist. LI und WU (1996)
ermittelten an Kreuzungsanalysen zwischen verschiedenen Espenspezies eine hthere Heterosis
bei der Kreuzung von Interspezies as bei der Kreuzung von Intraspezies und stimmten damit
mit den Untersuchungen von ALI et a. (1995) Uberein. Es wurde darauf hingewiesen, dal3 die
Heterosis fur das Espenwachstum einer multigenen Kontrolle unterliegt. Fir den
Stammdurchmesser bzw. das Volumen scheinen 9 bis 10 Loci verantwortlich zu sein, fur das
Hohenwachstum dagegen nur 6 bis 8 Loci. Weiterhin wurde in Ubereinstimmung mit
ARCADE et a. (1996) postuliert, dal3 Merkmale, die keine signifikante Heterosis zeigen,
durch weniger Gene beeinflul® werden, as Merkmale mit signifikanter Heterosis (z.B.

Kornertrag bei Mais).

ARCADE et a. (1996) bestétigten ebenfalls, dald mit einer Erhohung der genetischen Distanz
die Wachstumdeistung der Hybriden steigt. Er fuhrte diese Untersuchungen mit RAPD-
Analysen an europaischen und japanischen Larchen durch. Analog zu den Ergebnissen von
JAIN et a. (1994) und VAILLANCOURT et a. (1995) wird diese Technik, gegeniiber den
RFLP-Analysen, als effektiver sowie kosten- und zeitsparender eingeschétzt.

Trotz der zahlreichen nachgewiesenen positiven Beziehungen zwischen Heterosis und
Heterozygotie bzw. Heterosis und genetischer Distanz wurden auch gegenteilige Aussagen
bekannt. GODSHALK et a. (1990) erkannten keine Zusammenhdnge zwischen der
genetischen Distanz, basierend auf 47 RFLP-Anaysen, und dem Kornertrag von 47
Kreuzungen aus Linien unterschiedlicher heterotischer Gruppen. PENG et al. (1991)
ermittelten eine negative Korrelation zwischen der Heterosis und der genetischen Divergenz
innerhalb von Reisspezies. Ahnliche Aussagen wurden von DUDLEY et a. (1991) getroffen,
die mit Hilfe von RFLP-Untersuchungen keine Korrelation zwischen der genetischen Distanz
und dem Hybridertrag beim Mais feststellen konnten. Clusteranalysen stimmten mit den

Abstammungsinformationen Uberein, jedoch nicht mit den Ertragswerten.
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222 Heterosisforschung in der Tierzucht

Forschungsansétze zur Untersuchung der Heterosis in der Tierproduktion sind zahlreich,
beziehen sich jedoch vorwiegend auf phéanotypische und biochemische Ergebnisse. Die
Tabelle 1 gibt anhand einiger Beispiele einen Uberblick tiber Heterosis-Forschungsprojekte in

der Tierzucht.
Tab. 1: Beispiele flr Heterosisprojekte bei Nutztieren
Nutztier  Untersuchtes Merkmal Literaturquellen
Rind Besamungsindex CUNDIFF et a. (1974)
Abkalberate GAINES (1966)
Wachstumsintensitét LEUTHOLD (1966), BROWN et al. (1997),
RODRIGUEZALMEIDA et a.(1997)
Milchleistung LEUTHOLD (1974), BROWN et al. (1996),
KRESS et al. (1996)
Fleischleistung MASON (1966)
Schwein ~ WurfgroRe SELLIER (1976), FU et al. (1995), HALEY et
al. (1995)
Samenqualitét, Testisgewicht BUCHANAN (1987)
Wachstumsintensitét SILVA et d. (1994)
Schaf Befruchtung, Lebensfhigkeit SIDWELL et a. (1962)
Wurfgrofe, Wollei stung NITTER (1978), ALNAKIB et a. (1997),
BITTANTE et a. (1996), RATHIE et a. (1994)
Geflugel  Schlupf, Legeleistung NORDSKOG et al. (1954)
Eigewicht MERRIT und GLOWE (1960), MORITSU et

Sterblichkeit, Korpergewicht al. (1997), ZEMAN et a. (1997), BRENOE
(1996), VELEZ et al. (1996), L1U et al. (1995)

Kaninchen Wachstumsintensitét NOTFAL et al. (1997), AFIFI et d. (1994),
WurfgréRe NOFAL und TOTH (1996), AFIFI et al. (1994)

Ziege Wachstumsintensitét HIROOKA et al. (1997)
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Bereits PLUM (1959) bezogen Enzyme und Proteine als Marker ein und stellten mit der
Anayse von 20 Blutgruppenfaktoren eine positive Korrelation zwischen der Abkalberate und
der Anzahl unterschiedlicher parentaler Blutgruppenfaktoren fest. Ahnliche Untersuchungen
wurden von CONNEALLY et a. (1963) durchgefiihrt, die 35 Blutgruppenfaktoren
analysierten und mit einer Steigerung der durchschnittlichen Heterozygotie eine Verringerung

im Prozentsatz umrindernder Tiere nachwiesen.

HIERL (1976 a, b) schédtzte den Heterozygotiegrad verschiedener Rinderrassen mittels
neun Blutgruppenfaktoren und vier biochemischen Markern, um diesen mit der
Fruchtbarkeitseistung, gemessen anhand der Zwischenkalbezeit und der Anzahl notwendiger
Besamungen pro Konzeption, zu vergleichen. In Abhéngigkeit des untersuchten Tiermaterials
konnte teillweise ein nur lockerer Zusammenhang zwischen Heterozygotiegrad und
Besamungserfolg festgestellt werden. Es wird darauf hingewiesen, dald die Zahl der
untersuchten Marker sehr gering ist und der Heterozygotiegrad nur indirekt geschétzt werden
konnte. SCHLEGER et al. (1978) fanden wiederum eine positive, lineare Beziehung zwischen
dem Heterozygotiegrad, ermittelt mit 13 genetischen Systemen, und der Fruchtbarkeit beim
Rind. Weitere Autoren fanden positive Beziehungen zwischen Fitnef3eigenschaften und der

durchschnittlichen Heterozygotie weniger polymorpher Enzymsysteme.

Die vidfach in der Pflanzenzucht nachgewiesene positive Beziehung zwischen der genetischen
Distanz von Individuen und deren Heterozygotiegrad sowie den Leistungseigenschaften war
auch Ausgangspunkt entsprechender Untersuchungen in der Tierzucht. WOLF et a. (1995)
schétzten die genetische Distanz zwischen sechs Schweinerassen und ermittelten mit 38
polymorphen Systemen (Blutgruppenfaktoren, Enzym- und Proteinpolymorphismen) die
durchschnittliche Heterozygotie der Schweinerassen und deren Kreuzungsnachkommen. Erste
Ergebnisse zeigten, dal3 mit einer Steigerung der genetischen Distanz zwischen den einzelnen

Rassen der Heterozygotiegrad der Kreuzungsnachkommen im Durchschnitt um 10 % steigt.

Bel Untersuchungen am Gefligel wurden DNA-Fingerprint-Muster erstellt, wobel die Anzahl
vorhandener Banden Auskunft Uber die Diversitét der jewells untersuchten Linie bzw. Gruppe
gibt (KUHNLEIN et al., 1989; HABERFELD et a., 1992; DUNNINGTON et a., 1993,
1994 a, b). Die Vorteile von DNA-Fingerprints liegen vor alem in der Untersuchung einer
grofRen Anzahl variabler Regionen pro Analyse und in der Einbeziehung und Reprasentation

21



vieler Loci. MENG et a. (1996) untersuchten fir die Linien der Beijing White Leghorn die
Variabilitdt innerhalb und zwischen parentalen Linien durch DNA-Fingerprint-Muster und
verglichen diese mit Produktionsmerkmalen der Legehennen und deren F,-Hybriden. Es konnte
eine dgnifikante Beziehung zwischen der Inter-Linien-Variabilitét, als Ausdruck der
genetischen Distanz, und der Eizahl, Eimasse sowie der Uberlebensrate festgestellt werden.
Weiterhin wurde nachgewiesen, dal3 die Kreuzung innerhalb zweier Mutter- bzw. Vaterlinien
bei den Hybriden zwar zu einer Steigerung der Eizahl und Eimasse fuihrte, jedoch auch zu einer
Verringerung der Uberlebensrate. GAVORA et al. (1996) diskutierten die Eignung des DNA-
Fingerprinting zur Vorhersage von Heterosis, wenn multiple Proben verwendet werden, d.h.
die DNA von 10-15 Tieren in einem DNA-Mix, die das Genom einer Gruppe bzw. einer Linie
reprasentieren. Es wird darauf hingewiesen, dal3 mit der Bandenzahl die Genauigkeit der

Messung der genetischen Distanz steigt.

223 Bedeutung und Nutzung der Heterosis in der Landwirtschaft

Ein Problem der praktischen Nutzung der Heterosis liegt in ihrer Reproduzierbarkeit. Die
Abhangigkeit der Heterosis vom Dominanzgrad, der genetischen Divergenz der
Kreuzungspartner und dem Anteil heterozygoter Loci bei den Kreuzungsnachkommen setzt
einen bestimmten Anteil komplement&r homozygoter DNA-Loci und damit einen gewissen
Inzuchtgrad bel den Elternlinien voraus (LEUTHOLD, 1966). Die Eignung
landwirtschaftlicher Nutztiere fur die Nutzung von Heterosiseffekten kann in folgender
Reihenfol ge angegeben werden (SCHONMUTH et al., 1986):

Huhn > Schwein > Schaf > Rind > Pferd.

Die Nutzung der Heterosis erfolgt tUber Hybridzuchtprogramme, d.h. Uber eine systematische
Erzeugung von Kreuzungsprodukten, die von der Zucht ausgeschlossen sind.
Hybridzuchtprogramme umfassen die Bildung von Zucht- bzw. Inzuchtlinien, den Test auf
Kombinationseignung mit anschlief}ender Selektion der besten Kreuzungspartner sowie das
Kreuzungsverfahren zur Erzeugung der Hybriden. SCHONMUTH (1966) weist darauf hin,
dald jedoch nicht nur Heterosiseffekte genutzt werden, sondern vor alem auch gunstige

Kreuzungs- und Kombinationseffekte, wie z.B. die Neukombination epistatisch und additiv
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wirkender Gene, die 6konomisch, aber nicht genetisch, der Heterosis gleichzusetzen sind. Ein
Verfahren, welches die nicht-additiv genetischen Varianzanteile ausnutzt, ist das Verfahren der
gezielten Selektion auf Kombinationseignung, von COMSTOCK et a. (1949) als , reciproca
recurrent selection RRS’ bezeichnet (COMBERG, 1980). Das Zid ist vor dlem die
Weliterentwicklung hoch selektierter Eltern- und Grof3elternpopulationen zur Verbesserung
heterotischer Merkmale wie Fruchtbarkeit und Vitalitét. Aufgrund der hohen Kosten der RRS

gewann deren Anwendung nur in der Gefliigel zucht an Bedeutung.

2.3 Die Wurfgrol3e a's quantitatives Merkmal

Die Fruchtbarkeit ist eines der bedeutendsten quantitativen Leistungsmerkmale bel den
Nutztieren. Bis heute existieren nur vage Vorstellungen tber die Anzahl, Lokalisation und die
Effekte der an der Auspragung eines quantitativen Merkmals beteiligten Gene. Bisher wurden
verschiedene satistische Methoden zur Schéatzung der effektiven oder minimalen Zahl
verantwortlicher Gene entwickelt. Das Basismodell entwarf WRIGHT bereits 1921, welches
1968 vervollstandigt wurde (in ZENG et al. 1990) und dem weitere Modelle folgten (LANDE,
1981; COCKERHAM, 1986; ZENG et a., 1992).

Fur eine Schédtzung der Anzahl an Genorten, die an der Auspragung des Merkmals Wurfgréfie
bei der Maus betelligt sind, stellte FALCONER (1980) folgende ,Theorie der
Selektionsgrenzen” auf:

Die Grundelemente der Tierzucht bestehen aus einer gezielten Selektion und Anpaarung.
Voraussetzung fur die Verbesserung eines Leistungsmerkmals und damit des Zuchtfortschritts
ist eine moglichst grole genetische und phéanotypische Varianz des zu verbessernden
Merkmals, die in positiver Beziehung zu der Anzahl an Genen steht, die an der Auspréagung
dieses Merkmals beteiligt sind. Bel einer grof3en Anzahl von Genorten sind extreme Genotypen
in der Basispopulation selten und die Selektionsgrenzen von dem urspriinglichen
Populationsmittel weit entfernt. Es besteht somit eine positive Beziehung zwischen der Anzahl
an Genen und den Selektionsgrenzen eines Merkmals. Da weder die Anzahl der Gene noch ihre
Effekte bekannt sind, ist es jedoch nicht méglich, die Selektionsgrenzen exakt

vorauszuschéatzen.
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An enem Modédlversuch mit Mausen ermittelte FALCONER fur die Merkmale Sechs-
Wochen-Gewicht und WurfgrélRe durch scharfe, einseitige Selektion die theoretischen
Selektionsgrenzen dieser Merkmale (Tab. 2). Die Anzahl an Genorten wurde nach folgender
Formel geschétzt:

n= RZ/ 8V2A

mit  n Anzahl effektiver Faktoren (Genorte),
R%  quadrierte Differenz zwischen der oberen und unteren Selektionsgrenze,

V°a:  additiv genetische Varianz.

Tab. 2: Zuchtversuch zur Ermittlung der Anzahl von Genorten fir die Ausprégung
der Merkmale Sechs-Wochen-Gewicht und Wurfgrof3e bel der Maus

Sechs-Wochen-Gewicht Wurfgroie
Effektive Populationsgrofie 15 22
Anzahl selektierter Generationen 25 20
Anzahl Loci 32 2

Die mit dieser Gleichung erhatenen Schéatzwerte fur die Anzahl Loci gelten unter drei
Bedingungen:

(1)  anbeiden Selektionsgrenzen sind alle jewells erwiinschten Allele fixiert,

(2)  dle Gene haben gleiche Effekte,

(3  ale Gene haben Ausgangseffekte von 0,5.

FALCONER (1980) wies jedoch darauf hin, dal3, sobald eine Bedingung nicht zutrifft, der fur

n geschétzte Wert zu niedrig oder zu hoch ist. Nach FALCONER belegt der geschétzte Wert

von nur zwei Loci fur die Wurfgrofie der Maus, dal3 die Bedingungen nicht erfillt waren.
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Die Wurfgrofie als ein Fruchtbarkeitsmerkmal ist im allgemeinen gering erblich, d.h. der
Heritabilitétswert liegt unter 0,2 (FALCONER, 1980). Die Tabelle 3 enthalt genetische und
phénotypische Korrelationskoeffizienten fir das Merkma Wurfgrofe bei der Labormaus
(HERRENDORFER und SCHULER, 1987).

Tab. 3: Phanotypische und genetische Korrelationskoeffizienten fur das Merkmal
Wurfgrof3e bei der Labormaus

Merkmal 1 Merkmal 2 Korrelationskoeffizienten
phéanotypisch genetisch
Wurfgrofie Wurfmasse 1. Tag 0,88 1,00
Wurfgrofie Ovulationsrate 0,20 0,21
Wurfgrofie Implantationsrate 0,28 0,69
Wurfgroie Embryonae Mortalitét -0,09 -0,41

Mc GLOUGHLIN (1980) nahm zur Ermittlung der Wurfgrof3e eine gezielte Verpaarung
ingezichteter Laborméuse vor. Ausgehend von Inzuchtlinien mit einem theoretischen
Heterozygotiegrad von anndhernd 0% wurden diese mit ener zu erwartenden
durchschnittlichen Heterozygotie von annghernd 100% untereinander verpaart. Kreuzt man
wiederum die Individuen der F;, entsteht eine F, mit einem Heterozygotiegrad von 50%.
Anhand dieses Zuchtversuches ermittelte Mc GLOUGHLIN eine nahezu perfekte lineare
Beziehung zwischen der Heterosis fur Wurfgrofe und dem Heterozygotiegrad am Modelltier
Maus:

Heterozygotie (%) 0 25 50 75 100

Heterosis (%) (0,00 56 162 220 308

Da fur vidle Fruchtbarkeitsmerkmale die nicht-additiven Effekte eine grof3e Rolle spielen (FU
et a., 1995), sind diese Merkmale fur die Nutzung von Heterosis besonders relevant
(BIDANEL, 1993). NIEUWENHUIZEN et al. (1982) haben z.B. firr die WurfgroRe der Maus
heterotische Effekte von ca. 22 % festgestellt, NAGAI et al. (1984) von bis zu 33 %, GOTZ et
al. (1991 a, b) sogar bis zu 38 %. Das Merkma Wurfgrof3e ist leicht bestimmbar und fir
ModelIversuche hinsichtlich der Ubertragbarkeit auf Nutztierpopul ationen am besten geeignet.
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2.4 DNA-Loci mit Assoziationen zur Fruchtbarkeit

Fur die Maus wurden mehrere Loci beschrieben, bel deren Genotypen Assoziationen zur
Fruchtbarkeit bestehen. Zusétzlich wurden solche Gene betrachtet, die einen physiologischen
EinfluR’ auf das Fruchtbarkeitsgeschehen ausiiben. Die Tabelle 4 fuhrt DNA-Loci auf, die im
Anschlul? ndher beschrieben werden.

Tab. 4 DNA-Loci mit Einflul? auf das Fruchtbarkeitsgeschehen und deren
Lokalisation im Genom der Maus

DNA-Locus Bezeichnung Chromosom Lokalisation
(cM)
Inha Inhibin apha 1 41,6
Inhbb Inhibin beta B 64,1
Fshb Follicle-stimulating hormone-beta 2 60,0
Cga Glycoprotein hormones, alpha subunit 4 9,5
Pmvi12 Polytropic murine leucemiavirus-12 5 77,0
Pdgfa Plateled derived growth factor, apha 88,0
Ryrl Ryanodine receptor 1, skeletal muscle 7 10,0
Lhb Luteinizing hormone, beta 22,0
Jdf Juvenile development and fertility 46,1
Cypl9 Cytochrome P450, 19, aromatase 9 31,0
Estr Estrogen receptor 10 9,5
Igfl Insulin-like growth factor-1 46,0
Pmv2 Polytropic murine leucemia virus-2 11 50
Shbg Sex hormone binding globulin 35,0
Inhba Inhibin beta A 13 10,0
Pri Prolactin 14,0
Pl Placental lactogen-1 17,0
Pdgfb Plateled derived growth factor, beta 15 43,3
Cyp2lal Cytochrome P450, 21, steroid 21 hydroxylase 17 18,7
Ped Preimplantation embryonic development 19,5
H2 Histocompatibility-2, MHC 23,0
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Inha und Inhba/-b: Die Gene bilden Untereinheiten des gonadalen Glykoprotein-Hormons

Inhibin, welches eine hemmende Wirkung auf das Follikelstimulierende Hormon ausiibt (DE
KRETSER und ROBERTSON, 1989). Bei Booroola-Merinos wurde eine geringere
Inhibinkonzentration gegentber Kontrollmerinos nachgewiesen (CUMMINS et a., 1983).

Eshb: Das Gen bildet eine Untereinheit des Follikelstimulierenden Hormons FSH (GLASER et
al., 1985), welches fur die Entwicklung und Funktion der Gonaden verantwortlich ist. ES regt
im Hoden die Spermatogenese an, wirkt auf die Reifung des Follikels im Zyklus weiblicher
Tiere und bewirkt, im Zusammenspiel mit Progesteron, die hormonae Regulation des

Genitalzyklus.

Cga Das Gen bildet eine gemeinsame Untereinheit fur das Glykoprotein-Hormon
Gonadotropin, das Luteinisierende Hormon und das Follikelstimulierende Hormon (NAYLOR
et al., 1983).

Pmv2 und Pmv12: Pmv-Loci werden durch ihre hohe Polymorphie fir genetische
Analyseverfahren genutzt (JOHNSON, 1991). Mit Hilfe von RFLP-Analysen wurden Allele in

der Nahe dieser Loci lokalisiert, die eine positive Assoziation mit einer bis zu sechsfachen
Steigerung der Ovulationsrate nach hormoneller Induktion aufwiesen (SPEAROW et d.,
1992).

Pdgfal-b: Als Wachstumsfaktor erfolgt die Expression der Gene im frihen embryonaen
Stadium. Die Gene sind fur die Entwicklung spezifischer Gewebe notwendig, fordern die LH-
Rezeptorenbildung und stimulieren die Ostrogensynthese im Ovar (SCHATTEMANN et
al.,1992),

Ryrl: Ryrl bezeichnet das Gen fur ein Protein, das als Ryanodinrezeptor die Ausschittung von
Ca’*-lonen im sarkoplasmatischen Retikulum der Skelettmuskelzellen beeinfluit (Mc KENZIE
et a., 1990). Eine Mutation innerhalb des Gens ist Hauptursache fir das Maligne
Hyperthermie Syndrom (MHS) beim Schwein (TAKESHIMA et al., 1989). Fir spezifische
Ryrl-Genotypen  konnte eine Assoziation zu besseren  Fruchtbarkeitss  und

Flei schbeschaffenheitsparametern nachgewiesen werden (REINER et al., 1993).
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Lhb: Das Gen codiert fur das Luteinisierungshormon, welches zyklisch sezerniert wird und im
Ovar die Interdtitiellen- und Theka-Zellen stimuliert. Der préovulatorische Anstieg im Blut
fahrt zur Ovulation. Bei Rind, Schaf und Schwein ist das Hormon weitestgehend fir die
Progesteronproduktion verantwortlich (RAPOPORT, 1977).

Jdf: Der Locus ist verantwortlich fir den normalen Verlauf der Spermiogenese und der
Tréchtigkeit. Weiterhin besitzt er einen Einfluf auf die allgemeine Fitness der Tiere (LEWIS et
a., 1978; KLEBIG et d., 1992; BAUMRUCKER und BLUM, 1993).

Cypl19: Hierbei handelt es sich um ein Gen, das zur Codierung des Aromatase Enzym P450,m
fihrt. Dieses Enzym ist die terminde Oxidase bei der Synthese von Ostrogenen aus
Androgenen. In Verbindung mit dem glatten endoplasmatischen Retikulum kommt es u.a. in
den Granulosazellen der Ovarien, den Leydig- und Sertolizellen und in der Plazenta vor.
Bestimmte Allele in der N&he von Cyp19 sind mittels RFLP-Anaysen in Verbindung mit einer
gesteigerten hormoninduzierten Ovulationsrate nachgewiesen worden (SPEAROW et d.,
1992).

Estr: Es handelt sich um das Gen fur Ostrogen, das fiir die Oozytenreifung wesentlich ist und
dessen Bildung vom Ostrogenrezeptor vermittelt wird (WU et al., 1992). Ein Allel dieses Gens
der Rasse Meishan steht in signifikanter Beziehung zu einer Steigerung der Wurfgrofe um 1,5
Nachkommen (ROTHSHILD et al., 1995).

Igfl: Das Gen codiert ein Peptidhormon, welches wahrend der Tréchtigkeit vom Embryo und
dem maternalen reproduktiven Trakt gebildet wird und das lineare Wachstum, den
Glukosestoffwechsel, die Organhomeostase und die Entwicklung des Immun- und
neurologischen Systems beeinfluld (KIRKPATRICK, 1992; POWELL-BRAXTON et al.,
1993).

Shbg: Shbg ist das Gen fir ein extrazelluldres Hormon-Transportprotein, welches ein weiteres
Protein, das ABP (androgen binding protein), synthetisiert (JOSEPH et al., 1991).
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Prl: Das Gen Prl codiert das Proteohormon, welches zu den Gonadotropinen gehort und fir
die Initialiserung und Aufrechterhaltung der Laktation verantwortlich ist (RAPOPORT, 1977).
Pl1: PI1 gehort zur Prolaktin-Wachstumshormon-Genfamilie. Die davon codierten Proteine
werden in der Plazenta as Vorstufen synthetisiert und anschlief3end zu funktionsfahigen
Produkten gespalten (JACKSON-GRUSBY et al., 1988).

Cyp21al: Es wird vermutet, dal3 das Gen eine immunmodulatorische Rolle bei der Regulation
der Glukokortikoid-Biosynthese spielt (WHITE et a., 1984). Bestimmte Allele in der Nahe
dieses Gens stehen mit einer gesteigerten hormoninduzierten Ovulation in Verbindung
(SPEAROW et al., 1992).

Ped: SPEAROW (1988 a, b) und SPEAROW et al. (1983, 1992) nehmen an, dal3 dieses Gen
die Ovulationsrate kontrolliert. Weiterhin vermutet SPEAROW (1988), dal3 eine gewisse
Anaogie zur Wirkung des Booroola-Fruchtbarkeitsgens beim Schaf besteht. WARNER et al.

(1991) wiesen einen Vortell auf die reproduktive Leistung nach.

H2: Das Gen liegt im H2 Komplex, der eine Vielzahl an Aktivitéten kontrolliert (WARNER,
1986, 1987; WILLER et a., 1989), u.a. Transplantationsreaktivitédt, Regulation der T- und B-
Lymphozyten-Differenzierung, Interaktionen immunkompetenter Zellen, aber auch Nicht-
Immunph&nomene wie z.B. Fruchtbarkeitsmerkmale (WILLER et a., 1989). GOLDBARD et
al. (1982 a, b) konnten bei der Maus nachweisen, dal3 Gene des H2-Komplexes den Zeitpunkt
der ersten Zelltellung und auch die Geschwindigkeit der nachfolgenden pramplantdren

Entwicklung bestimmen.
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3 Material und Methoden
3.1 Materid
311 Tiere

Fur den Inzuchtlinien-Kreuzungsversuch zur Erzeugung von F,-Tieren nach F-Intercross
wurden die Stdmme C57BL/6J und Balb/cJ verwendet. Sie sind wie folgt charakterisiert
(Firmenunterlagen Bomholtgard Breeding and Research Centre, Danemark, 1995):

C57BL/6JBom: Der Inzuchtstamm wurde vom Bomholtgard Breeding and Research Centre
Ltd. in der ca 145. Inzuchtgeneration bezogen. Der Ausgangsstamm ist 1921 aus dem
Substamm C57BL/6 hervorgegangen, der zu den am meisten verwendeten Inzuchtstammen
zahlt. Er zeichnet sich durch eine gute Zuchtleistung und eine mittlere Lebenserwartung von
700-800 Tagen unter normalen Haltungsbedingungen und 1200 Tagen unter SPF-Bedingungen

aus.

Balb/cJBom: Der Inzuchtstamm wurde vom Bomholtgard Breeding and Research Centre Ltd.
in der ca. 72. Inzuchtgeneration bezogen. Der Ausgangsstamm wurde 1913 von H. Bagg und
nach 1940 vom Jackson Laboratorium Uber 150 Generationen ingeziichtet und besitzt eine

gute und lange reproduktive Leistung.

3.1.2 Labormaterialien

SIGMA, Deisenhofen: 3-Methacryloxypropyltrimethoxysilan (haftendes Silan),
Bromphenolblau, Mineraldl, HCL, Dithioeritrithol (DTE)

Roth, Karlsruhe: TEMED, Natriumacetat, Borsaure, Formaldehyd,

NaCl, Ammoniumperoxodisulfat (APS), Agarose,
Lauryl Sulfate (SDS), 100 % Essigsdure, Proteinase K, NaOH,
Rotiphorese Gel 40, NaBH,4, Methanol, Na,COs, Ethanol

Merck, Darmstadit: Titriplex (EDTA), Tris-hydroxymethyl-aminomethan
Research Genetics, Kanada:  fluoreszenzmarkierte und unmarkierte Primer (MapPairs)
Fluka, Buchs: Fluka Gel Repd | (nicht haftendes Silan)

INVITEK, Berlin: Tag-Polymerase, ANTP-Mix
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3.1.3 Puffer und Ldsungen

Alle Lésungen wurden mit bidestilliertem Wasser angesetzt und anschlief3end autoklaviert.

Losungen fur die DNA-Isolierung

Tris- Puffer: 50 mmol/l Tris-hydroxymethyl-aminomethan
100 mmol/| EDTA
1 mmol/l DTE
1 % (w/v) SDS
pH-Wert 8,0 eingestellt und mit Wasser auf 1000 ml aufgefullt

NaCl-Ldsung: fur 500 ml 6 mol/l NaCl
175.32 g NaCl mit Wasser aufgefullt

10 x TE- Puffer: 100 mmol/I Tris-hydroxymethyl-aminomethan
10 mmol/l EDTA
mit 32 % HCI auf pH-Wert 8,0 eingestellt

Lésungen fir die Polyacrylamidgel-Elektrophorese

12 % iges PAA-Gel 30,0 ml Rotiphorese Gel 40

fur Silbernitratfarbung: 10,0 ml 10 x TBE-Puffer
mit Wasser auf 100 ml aufgefullt
0,5ml 10 % APS
40 yl TEMED

10 x TBE- Puffer: 890 mmol/l Tris-hydroxymethyl-aminomethan
890 mmol/l Borsaure

25 mmol/l EDTA, pH 8,3

10 % APS-L6sung: 1 g Ammoniumperoxodisulfat auf 10 ml Wasser aufgefullt
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Silanldsung (haftend): 50 pl 3-Methacryloxypropyltrimethoxysilan
30 pl 100 % Essigsdure
300 Wl Wasser
9.62 ml 98 % Ethanol

Ldsungen fur die Silbernitratfarbung

Losung 1: 100 ml Methanol
5ml 100 % Essigsdure
auf 1000 ml mit Wasser aufgefuillt

Losung 2: 15 g NaOH
0,1 g NaBH,
4 ml Formaldehyd
auf 1000 ml mit Wasser aufgefuillt

314 Geréte

Sequenzieranlage: SS 1000, Frobel, Wasserburg

Elektrophorese-Doppelkammer: Blue Vertical 160/C, Serva, Heidelberg

A.L.F.-Sequenzierautomat: Pharmacia, Biotech, Freiburg

Horizontal el ektrophorese-Apparatur: Standard-device A5 ISS, UniEquip, Martinsried

Thermocycler: Omnigene, MWG Biotech, Ebersberg
Crocodile, Appligene, Heidelberg

Gle chstromspannungsquellen: E 452 und E 734 Consort, Frobel, Wasserburg

Hybridiserungsofen: 7601, GFL Hannover

Magnetrihrwerk mit Heizplatte: MR 3001, Heidolph, Kelheim

Spektral photometer: Ultrospec 3, Pharmacia, Schweden

Tischzentrifuge: Universal 30 RF, Hettich, Tuttlingen

Trans [luminator: TVR 312, Schubert, Schwandorf

Mikrowelle: Seemens, Berlin
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3.2 Methoden
3.21 Zuchtversuch

Im Kreuzungsversuch C57BL/6J x Balb/cJ wurden die Tiere der Parentalgeneration reziprok

miteinander angepaart. Zur Erzeugung der F, erfolgte innerhalb der reziproken Varianten ein

Intercross der gesamten F,. Diese wurden anschlief3end fur die Ermittlung der WurfgrofRen der

F.-Tiere mit ménnlichen Tieren der F, verpaart. Die F,-Tiere mit einer hohen Wurfleistung von

3 11 Nachkommen pro Wurf wurden get6tet und Ohren, Schwanz, Leber, Nieren und Milz bel

-80 °C gelagert. F,-Tiere mit einer Wurfleistung von £ 10 Nachkommen pro Wurf wurden

erneut mit mannlichen F;-Tieren angepaart, um die Genauigkeit bei der Ermittlung der

geringen Wurfleistung durch die Erfassung eines zweiten Wurfes zu erhéhen. Ein Uberblick

Uber den Zuchtversuch ist in Abbildung 1 dargestellt.

AA X @ p
|
X Aa F,
|

| I
|:| mannliche Tiere
O weibliche Tiere
Abb. 1: Zuchtschema der Inzuchtlinienkreuzung C57BL/6J x Balb/cJ

Die Heterosis- (h) und Maternaleffekte (m) fur Wurfgréf3e wurden nach (BOUJENANE,

1990) ermittelt:

h(F) =05 (F.CB + F,BC) - 0,5 (C + B)
h(F,) = 0,5 (F,CB + F,BC) - 0,5 (C + B)
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m (Fl) =K BC - F1CB
m (Fg) =F BC - FzCB

Hierbei bedeuten:

C: Inzuchtstamm C57BL/6J

B: Inzuchtstamm Balb/cJ

h (F.): Heterosiseffekt h in der ersten Kreuzungsgeneration

h (F): Heterosiseffekt h in der zweiten Kreuzungsgeneration

m (F.): Maternaleffekt m in der ersten Kreuzungsgeneration

m (F,): Maternaleffekt m in der zweiten Kreuzungsgeneration

F, CB, F. BC: F; ausder Kreuzung C57BL/6J x Balb/cJ (F, CB) bzw.
Balb/cd x C57/BL/6J (F, BC)

F, CB, F, BC: F, aus der Kreuzung F CB x F CB (Fg CB) bzw F BC x F BC (Fg BC)

322 Bildung von Tiergruppen mit unterschiedlicher Wurfgrofie

Bildung extremer Leistungsgruppen fir Wurfgrolie

Als Leistungsmerkmal fur die Fruchtbarkeit wurde die Wurfgrélze gewdahlt, die s Merkmal
mit hohen heterotischen Effekten bekannt ist. Selektionskriterium war die Anzahl geborener
Tiere je Wurf (insgesamt Geborene). Die Merkmalserfassung erfolgte taglich, bei stindlicher

Kontrolle werfender Weibchen.

Aus der F,-Gesamtpopulation wurden extreme Leistungsgruppen mit hohen und niedrigen
Wurfgrélien gebildet. Ziel war eine moglichst hohe Spannweite der Wurfgrof3en zwischen den
Gruppen. Die Grofen der Leistungsgruppen richteten sich nach der Tierzahl, welche die
geforderten Leistungen erbrachten. F,-Tiere mit folgenden Wurfgrofien bildeten die extremen

L eistungsgruppen:

Hochleistungsgruppe 1 (HLG 1): 3 13 Nachkommen in einem Wurf
Niedrigleistungsgruppe 1 (NLG 1): £ 5 Nachkommen in jedem von zwel

aufeinanderfolgenden Warfen
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Bildung erweiterter Leistungsgruppen fur Wurfgrofie

Spezifische Mikrosatellitenloci, die in Chromosomenregionen mit Fruchtbarkeit assoziierten
DNA-Loci liegen (Tab. 4, S. 26), wurden an F,-Tieren einer grof3eren Stichprobe getestet.
Dazu efolgte eine zusdizliche Selektion von F,-Tieren, um die Hoch- und
Niedrigleistungsgruppe zu vergroRern und eine Mittelleistungsgruppe zu bilden. Die
Leistungen der Tiere der Mittelleistungsgruppe entsprachen der durchschnittlichen Leistung
der F,-Gesamtpopulation des ersten bzw. zweiten Wurfes. Tiere der F, mit folgenden

Leistungswerten wurden zusétzlich berticksichtigt:

Hochleistungsgruppe 2 (HLG 2): 3 11 Nachkommen in eéinem Wurf

Niedrigleistungsgruppe 2 (NLG 2): £ 6 Nachkommen in jedem von zwel
aufeinanderfolgenden Warfen

Mittelleistungsgruppe (MLG): im ersten Wurf 8 Nachkommen, im zweiten Wurf

9 Nachkommen

3.2.3 Recherchen in der Datenbank Mouse Genome Database zur Auswahl von
Mikrosatelliten

Die Arbeitsgruppe um E. Lander am Whitehead Institute/Mit Center for Genome Research in
Cambridge, Massachusetts erstellte eine Kopplungskarte mit 6183 SSLP-Markern (Simple
Sequence Length Polymorphism, Stand Ma 1996). Die Fragmentléngen der Mikrosatelliten
wurden an 12 Maéusestdmmen gepruft. Die notwendigen Vorinformationen Uber die
Lokalisation und Polymorphie zwischen den getesteten Inzuchtstémmen der Maus standen fir
die Auswahl von Mikrosatelliten durch die Datenbank Mouse Genome Database (MGD) zur
Verfligung.
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3.24 Auswahl von Mikrosatelliten

Die Auswahl der Mikrosatelliten erfolgte zunéchst in Abhangigkeit der aus der Literatur
ermittelten DNA-Loci mit Beziehung zur Fruchtbarkeit. Hierbei wurden solche Mikrosatelliten
berticksichtigt, die sich anhand der in der Datenbank MGD angegebenen Lokalisation am
selben Locus befanden wie Loci, die fir Fruchtbarkeit bedeutungsvoll sind, bzw. in einem
minimalen Abstand von diesen entfernt lagen. Dartiber hinaus wurden Mikrosatelliten gewaht,
die als Marker eine gleichméllige Abdeckung des Genoms redlisierten. Ein Abstand von
30-35 cM zum benachbarten Mikrosatelliten bzw. zum Randbereich des Chromosoms und die
Verfugbarkeit verschiedener Allele zwischen den beiden zu untersuchenden St&mmen
C57BL/6J und Balb/c] gdten as Voraussetzung. Bei Vorhandensein mehrerer polymorpher
Mikrosatelliten fr einen Locus sind solche gewéhlt worden, deren Fragmentldngen nicht Uber
200 bp liegen, da die Optimierung und Darstellung langer Fragmente sehr aufwendig ist. Die
Tabelle 5 enthdlt die Lokalisationen der mit Fruchtbarkeit assoziierten DNA-Loci und die

Zusammenstellung der diese Loci reprasentierenden Mikrosatelliten.
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Tab. 5:

Zusammenstellung von Mikrosatelliten, die mit Fruchtbarkeit assoziierte Loci
der Maus charakterisieren (Datenbank MGD, Stand Mai 1996)

Locus* Chromosom Lokalisation (cM) Mikrosatellit Lokalisation (cM)
Inha 1 41,6 D1Mit23 41,0
Inhbb 64,1 D1Mit91l 64,0
Fshb 2 60,0 D2Mit58 60,0
Coa 4 9,5 D4Mit193 12,3
Pmv12 5 77,0 D5Mit30 ** 72,0
Pdgfa 88,0 D5Mit101 88,0
Ryrl 7 10,0 D7Mit22 ** 8,0
Lhb 22,0 D7Mit158 23,0
Jdf 46,1 D7Mit301 46,4
Cyp19 9 31,0 DIMit162 30,0
Estr 10 9,5 D10Mit2 9,0
lgfl 46,0 D10Mitl117 45,4
Pmv2 11 50 D11Mitl162 8,0
Shbg 35,0 D11Mit339 35,0
Inhba 13 10,0 D13Mit115 10,0
& 14.0 D13Mit136 ** 15,0
Pl 17,0

Pdgfb 15 43,3 D15Mit158 41,8
Cyp21al 17 18,8

Ped 195 D17Mit16 ** 18,2
H2 23,0 D17Mit52 ** 22,3

*  Legende zu den Abkirrzungen siehe Tab. 4, S. 26
**  Genotypisierung der Mikrosatelliten an F-Tieren erweiterter Leistungsgruppen

Zusétzlich zu den in Tabelle 5 genannten 19 Mikrosatelliten wurden weitere 37 Mikrosatelliten

ausgewahlt, die, gleichmaldig verteilt, das gesamte Genom der Maus charakterisieren. Einige
der Loci (D2Mit368, D5Mit229, D13Mit76, D17Mit1ll und D19Mit61) wurden zu einem

spéteren Zeitpunkt in die Untersuchungen einbezogen, um diese Chromosomenregionen

genauer as andere untersuchen zu konnen (Wiederholungsmarker). Die angegebenen
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Lokalisationen wurden der Datenbank MGD entnommen (Stand Mai 1996). Die Abbildungen
2 und 3 zeigen alle 56 typisierten Mikrosatelliten.

Chr. 1 Chr. 2 Chr. 3
20,7 —+ D1Mit211 27,0 - D2Mit372, D2Mit368*
32,1 T D3Mit120
41,0 4 D1Mit23
60,0 -1 D2Mit58
64,0 1+ Di1IMit9l
70,3 T D3Mit127
78,7 — D2Mit410
90,6 | Di1Mit113

Chr. 4 Chr. 5 Chr. 6
12,3 4 D4AMIt193 18,0 4+ D5Mit148, D5Mit229*
26,0 - D6MIt93
44,0 T D4Mitl75 47,0 —|— D5Mit236
62,5 7| D6Mit290
63,0 + D4Mit148 72,0 + D5Mit30
88,0 -~ D5Mit101
Chr. 7 Chr. 8 Chr. 9
8,0 T~ D7Mit22
23,0 7T D7Mit158 22,0 7T D8Mmit191

30,0 + D9IMit162

46,4 - D7Mit301

54,0 —— D8Mit112 52,0 - D9Mit35
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Abb. 2: Verteilung der insgesamt berticksichtigten Mikrosatelliten auf den
Chromosomen 1 - 9 (* Mikrosatelliten als Wiederholungsmarker
typisiert)

Chr. 10 Chr. 11 Chr. 12

— D11Mit162

9,0 —-}-D10Mit2 8,0
26,0 1-D12Mit54

350 — D11Mit339

45,0 — D10OMit117

55,0 - D11Mit213 58,0 1-D12Mit20
Chr. 13 Chr. 14 Chr. 15 Chr. 16
10,0 - D13Mit115
15,0 T~ D13Mit136 15,0 7|~ D14Mmit141

21,0 4-D16Mit166

30,6 | Dilsmitl21

33,0 - D13Mit13

480 T D14Mit265 41,8 T D15Mit158
53,7 | D16Mit189
58,5 -} D13Mit130
59,0 | D13Mit76*

Chr. 17 Chr. 18 Chr. 19 Chr. X
8,0 —1D19Mit61*
18,2 -} D17Mit16 12,0 }D19Mit28
21,6 = D17Mit11* 19,0 T DXMit73
22.3 D17Mit52 31,0 |+ Di18Mmit123
40,5 -1~ D19Mit36
47,4 4 D17Mit142
50,0 7|~ D18Mit106
550 —DXMit130
Abb. 3: Verteilung der insgesamt berticksichtigten Mikrosatelliten auf den
Chromosomen 10 - X (* Mikrosatelliten als Wiederholungsmarker
typisiert)
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Die Fragmentlangen der getesteten 56 Mikrosatelliten sowie deren Auswahlkriterien sind in der
Tabelle 6 enthalten.

Tab. 6: Zusammenstellung ausgewahlter Mikrosatelliten, ihre Lokalisationen und
Fragmentlangen fir die Mé&use-Inzuchtlinien C57BL/6J und Balb/cJ
(Datenbank MGD, Stand Mai 1996)

Chromosom/ Mikrosatellit Lokalisation Allele, Fragmentléngen Art der
Gesamtlange (c™M) C57BL/6J  Balbl/cJ Auswahl
D1Mit211 20,7 139 149 1
v D1Mit23 41,0 134 130 2
112,19 cM DiMit9l 64,0 148 142 2
D1Mit113 90,6 206 224 1
2/ D2Mit372 27,0 123 127 1
114,5cM D2Mit368 27,0 100 98 1,3
D2Mit58 60,0 134 168 2
D2Mit410 78,7 116 121 1
3/ D3Mit120 32,1 148 160 1
95 cM D3Mit127 70,3 176 168 1
4/ D4Mit193 12,3 138 123 2
8lcM DAMIt175 44,0 110 126 1
D4Mit148 63,0 128 140 1
D5Mit148 18,0 149 135 1
5/ D5Mit229 18,0 150 154 1,3
102 cM D5Mit236 47,0 192 188 1
D5Mit30 72,0 144 140 2,4
D5Mit101 88,0 130 118 2
6/ D6Mit93 26,0 140 152 1
85cM D6Mit290 62,5 127 117 1
7/ D7Mit22 8,0 220 222 2,4
79 cM D7Mit158 23,0 151 159 2
D7Mit301 46,4 115 131 2
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Forts. Tab. 6: Zusammenstellung ausgewahlter Mikrosatelliten, ihre Lokalisationen und

Fragmentlangen fir die Mé&use-Inzuchtlinien C57BL/6J und Balb/cJ

(Datenbank MGD, Stand Mai 1996)

Chromosom/ Mikrosatellit ~ Lokalisation Allele, Fragmentléngen Art der
Gesamtlange (cM) C57BL/6J Bab/cJ  Auswahl
8/ D8Mit191 22,0 144 132 1,4
84 cM D8Mit112 54,0 122 128 1
9/ DIMit162 30,0 140 122 2
74 cM DIMit35 52,0 124 112 1
10/ D10Mit2 9,0 124 132 2
80,5 cM D10Mit117 45,4 142 126 2
11/ D11Mitl62 8,0 123 131 2
80 cM D11Mit339 35,0 127 175 2
D11Mit213 55,0 141 143 1,4
12/ D12Mit54 26,0 154 146 1
86,6 cM D12Mit20 58,0 200 208 1
13/ D13Mit115 10,0 151 141 2
78 cM D13Mit136 15,0 97 101 2,4
D13Mit13 33,0 148 138 1
D13Mit130 58,5 143 117 1
D13Mit76 59,0 106 98 1,3
14/ D14Mit141 15,0 141 125 1
69 cM D14Mit265 48,0 148 178 1
15/ D15Mit121 30,6 148 163 1
72,5cM D15Mit158 41,8 152 170 2
16/ D16Mit166 21,0 149 155 1
71,9 cM D16Mit189 53,7 199 185 1
17/ D17Mit16 18,2 118 106 2,4
60 cM D17Mit11 21,6 174 150 2,3
D17Mit52 22,3 154 156 2,4
D17Mit142 47,4 147 123 1
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Forts. Tab. 6: Zusammenstellung ausgewahlter Mikrosatelliten, ihre Lokalisationen und
Fragmentlangen fir die Mé&use-Inzuchtlinien C57BL/6J und Balb/cJ
(Datenbank MGD, Stand Mai 1996)

Chromosom/ Mikrosatellit Lokalisation Allele, Fragmentlangen Art der

Gesamtlange (cM) C57BL/6J Bab/c]  Auswahl

18/ D18Mit123 31,0 116 125 1
74,95 cM D18Mit106 50,0 115 135 1

19/ D19Mit61 8,0 131 149 1,3
57,32 cM D19Mit28 12,0 148 154 1
D19Mit36 40,5 164 174 1
X/ DXMit73 19,0 113 125 1
82,2 cM DXMit130 55,0 168 146 1

1) Mikrosatdliten zur gleichméalZigen Abdeckung des Genoms

2) Mikrosatelliten zur Charakterisierung von DNA-Loci mit Assoziation zur Fruchtbarkeit
3) Zusdtzlich als Wiederholungsmarker ausgewahlte Mikrosatelliten

4) Genotypisierung der Mikrosatelliten an F-Tieren erweiterter Leistungsgruppen

Von den in Tabelle 6 aufgefiihrten 56 Mikrosatelliten wurden sieben fir die Untersuchung an
einer grofReren Stichprobe von F,-Tieren mittels A.L.F.-Sequenzierautomat verwendet. Die

Auswahl dieser Mikrosatelliten erfolgte unter folgenden Gesichtspunkten:

funf Mikrosatelliten zur Charakterisierung der DNA-Loci Ped, Cyp21al, H2, Pmv12, Ryrl,
Prl und PI1 als Gene mit Assoziation zur Fruchtbarkeit (Tab. 5, S. 37) sowie

zwel Mikrosatelliten (D8MIt191, D11Mit213), welche der gleichmélligen Abdeckung des

Genoms dienten und mit der Methode der Silbernitratfarbung schwer nachzuweisen waren.

Die Mikrosatelliten wurden mit fluoreszenzmarkierten Primern amplifiziert und mit dem
A.L.F.-Sequenzierautomaten dargestellt.

42



325 Isolierung genomischer DNA aus Gewebe

Zur Isolierung der DNA aus Knorpelgewebe wurde eine Kurzmethode angewandt
(Zentralinstitut fur Versuchstierkunde Hannover, Dr. Prokop), die sich bereits mehrfach in
Voruntersuchungen durch eine ausreichende DNA-Menge und DNA-Qualitét bewdahrte. Es
fand ein Verdau des Materials in 1 ml Tris-Puffer iber Nacht auf dem Uberkopfschiittler im
Hybridisierungsofen bel 55°C durch 60 yl Proteinase K (10 mg/ml) statt. Bis dahin ungeloste
Zéellsubstanzen wurden mittels Zentrifugation (11.400 x g, 10 min) von der freigesetzten DNA
im Uberstand getrennt. Das Aussalzen noch vorhandener Restproteine aus dem Uberstand
erfolgte mit 500 W NaCl-Ldsung (6 mol/l) und anschlief3ender Zentrifugation (11.400 x g,
10 min). Die im Uberstand enthaltene DNA wurde mit 96% Ethanol (2 Volumen pro
1 Volumen Uberstand) prazipitiert und nachfolgend zweifach in jeweils 1 ml 70%-igem
Ethanol gewaschen. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen, um das DNA-Pellet
Uber Nacht zu trocknen. Die abschlief3ende Hinzugabe von 200 pl TE-Puffer ohne zusétzliche
Phenol-Chloroform-Extraktion flhrte zu einer qualitativ und quantitativ guten DNA-Ausbeute.

3.2.6 Kontrolle der DNA

Fur die Kontrolle der DNA-Reinheit und zur Bestimmung ihrer Konzentration wurde am
Spektralphotometer die optische Dichte bei 260 nm und 280 nm gemessen. Die DNA hat ein
Absorbtionsmaximum von 260 nm, Proteine bei 280 nm. Die DNA-Konzentration und der

Reinheitsgrad wurden mit folgender Formel berechnet:

DNA-Konzentration (ug/pl): ( OD2eo X 47,5 x 100 ) x 1000™
Rel nhat%raj ( ODgeo X 50) X ( ODggo X 40 )_1

Der Quotient der Absorbtion von 260 nm und 280 nm sollte etwa zwischen 1,6 und 1,8 liegen.
Er spiegelt den Reinheitsgrad der DNA wider. Niedrigere Werte weisen  auf
Proteinverunreinigungen hin. Der strukturelle Zustand der DNA wurde Uber ein Testgel
kontrolliert. Dabel erfolgte die Auftrennung der isolierten DNA in einem 0,8%-igem
Agarosegel in TBE-Puffer bei einer Feldstérke von 3 V/cm. Zur anschlieffenden optischen
Erkennung auf dem Transilluminator wurde dem Gel 0,05 pg/ml Ethidiumbromid hinzugesetzt.
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3.2.7 Analyse von Mikrosatelliten mit Hilfe der Silbernitratfarbung

3271 Amplifizierung von Mikrosatelliten mit unmarkierten Primern

Die Amplifizierung der Mikrosatelliten erfolgte mittels PCR im Thermocycler Omnigene der
Firma MWG Biotech. Die in Tabelle 7 dargestellten Programmvarianten fanden Anwendung.

Tab. 7: Programmvarianten der PCR zur Amplifizierung von Mikrosatelliten mit
unmarkierten Primern

Zah! der Programm 1 Programm 2
Zyklen Temp. (°C) Zeit () Temp. (°C) Zeit ()
Denaturieren 94 180 94 180
1 Annagling 56-58 30 - -
Synthese 72 40 - -
Denaturieren 94 120 94 15
30 Annedling 56-58 120 56-58 120
Synthese 72 60 72 120
Denaturieren 94 60 - -
1 Annedling 56-58 30 - -
Synthese 72 300 72 350

Die Einsatzmengen an MgCl,, Primer und Tag-Polymerase wurden optimiert und anschlief3end
weitestgehend standardisiert verwendet. Ein Einflul? der DNA-Konzentration hat sich in
friheren Untersuchungen als sehr gering herausgestellt, so dal? die préparierte DNA-LAsung
nicht standardisiert eingesetzt wurde. Die Optimierung der PCR-Bedingungen erfolgte an
Tieren der beiden Inzuchtstéamme C57BL/6J und Balb/cJ und an F;-Nachkommen. Ziel war die
eindeutige Analyse der Allele der Inzuchtstamme und der heterozygoten Genotypen der
jeweiligen F;-Nachkommen. Folgende PCR-Optimierungsparameter wurden fur  die
Amplifizierung von Mikrosatelliten mit unmarkierten Primern mittels Silbernitratférbung

ermittelt:



DNA-Konzentration: 200 - 1000 ng,
Primer-K onzentration: 0,13 uM,
Tag-Polymerase: 1U.

Die Angaben beziehen sich auf einen PCR-Ansatz von 30 pl. Bei den Reithenuntersuchungen
wurden Stammansétze fur 30-40 Tiere pipettiert. Primerspezifische Optimierungsparameter

werden in der Tabelle 8 zusammengefalit.

Tab. 8: PCR-Bedingungen zur Amplifizierung von Mikrosatelliten mit unmarkierten
Primern
Mikrosatellit MgCl,-Konzentration Annealing- PCR-Programm
(mM) Temperatur (°C) (vgl. Tab. 7)
Di1Mit211 1,2 58 1
D1Mit23 1,2 56 2
DiMit9l 1,2 56 2
D1Mit113 11 56 2
D2Mit372 1,2 58 1
D2Mit368 1,2 56 1
D2Mit58 1,2 58 1
D2Mit410 1,2 58 1
D3Mit120 1,2 58 1
D3Mit127 1,2 56 2
D4Mit193 1,2 58 1
D4AMitl175 1,2 58 1
D4Mit148 1,2 56 2
D5Mit148 1,2 58 1
D5Mit229 1,2 56 1
D5Mit236 11 56 2
D5Mit101 1,2 58 1
D6Mit93 1,2 58 1
D6Mit290 1,2 56 2
D7Mit158 1,2 58 1
D7Mit301 1,2 56 2
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Forts. Tab. 8: PCR-Bedingungen zur Amplifizierung von Mikrosatelliten mit unmarkierten

Primern
Mikrosatellit MgCl,-Konzentration Annealing- PCR-Programm
(mM) Temperatur (°C) (vgl. Tab. 7)
D8Mit112 1,2 56 2
DIMit162 1,2 58 1
DIMit35 1,2 58 1
D10Mit2 1,2 58 1
D10Mit117 11 56 2
D11Mitl62 1,2 58 1
D11Mit339 1,2 58 1
D12Mit54 1,2 56 2
D12Mit20 1,2 56 2
D13Mit115 1,2 58 1
D13Mitl13 1,2 56 2
D13Mit130 1,2 56 2
D13Mit76 1,2 56 1
D14Mit141 1,2 58 1
D14Mit265 1,2 58 1
D15Mit121 1,2 58 1
D15Mit158 1,2 58 1
D16Mit166 1,2 56 2
D16Mit189 1,2 56 2
D17Mitl142 1,2 58 1
D17Mit11 1,2 56 1
D18Mit123 1,2 58 1
D18Mit106 1,2 58 1
D19Mit28 1,2 58 1
D19Mit61 1,2 58 1
D19Mit36 1,2 58 1
DXMit73 1,2 56 2
DXMit130 1,2 56 2
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3272 Polyacrylamidgel-Elektrophorese zur Auftrennung unmarkierter Mikrosatelliten

Die Auftrennung der Mikrosatelliten erfolgte in einem 12%-igem Polyacrylamidgel mit einem
Anteil von 2% Bisacrylamid. Die Polyacrylamidgele hatten eine Dicke von 0,4 mm. Als Puffer
wurde 0,6 x TBE verwendet. Die jeweiligen Laufbedingungen sind in Tabelle 9 angegeben. Die

Elektrophoresen erfolgten ungekiihit bei Raumtemperatur.

Tab. 9: Bedingungen fir die Polyacrylamidgel -Elektrophorese zur Auftrennung
unmarkierter Mikrosatelliten

Elektrophorese-A pparatur
SS-1000 Sequencer Blue Vertical 160/C

Probenanzahl pro Gel 36 2x25
Gellange 43 cm 18cm
Bedingungen: Tagedauf 1500 V, 50 mA, 30 W 300V, 50 mA

Nachtlauf 500V, 25 mA, 30 W 100V, 25 mA
Laufzeit: Taged auf 5h 5h

Nachtlauf 17h 17h
Auftragsvolumen (ul) * 12 9

* Zwei Volumen PCR-Produkt und ein VVolumen Bromphenol blaul 6sung

Fur die Auftrennung unmarkierter Mikrosatelliten fanden 2zwel  unterschiedliche
Elektrophorese-Apparaturen mit einer Kapazitdét von 36 Proben und 2 x 25 Proben
Anwendung. Pro Polyacrylamidgel wurde ein Mikrosatellit fur alle 32 zu testenden Tiere der
beiden extremen Leistungsgruppen (HLG 1 und NLG 1) analysiert. Weiterhin sind auf das Gel
zusétzlich die Inzuchttiere und ein F;-Tier aufgetragen worden, um durch den unmittelbaren
Vergleich zu einem homozygoten bzw. heterozygoten Genotyp, die Tiere der F, typisieren zu
kénnen. Nach der Elektrophorese erfolgte die Farbung der PCR-Fragmente direkt im
Polyacrylamidgel, welches einer Glasplatte als Tragermaterial anhaftete. Die Farbung begann
mit der Fixierung der Mikrosatelliten im Gel durch Eisessig fur 10 min in Losung 1 (S. 32).
Anschlief?end wurde das Gel fur 14 min in Silbernitratlosung (1g/l) gefarbt und darauffolgend
zweimal kurz in Wasser abgesplilt. Die eigentliche Farbféllung erfolgte in Losung 2 (S. 32) fur
ca. 20 min Die abschlief¥ende Inkubation in NaCO; (7,5 g/l) fir ca. 2 min ermoglichte eine
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Haltbarkeit des Geles Uiber mehrere Tage. Das noch feuchte Polyacrylamidgel wurde mit einer
Folie abgedeckt und nach kurzem Trocknen fotokopiert. Aul3er der unmittelbar vor Gebrauch
angesetzten Losung 2 wurden alle Ldsungen der Silbernitratfarbung dreimal verwendet. Die
Genotypen der Mikrosatellitenloci wurden anhand der Bandenmuster ohne weitere Hilfsmittel
erfalit.

3.2.8 Anayse von Mikrosatelliten mit dem A .L.F.-Sequenzierautomaten

3281 Amplifizierung von Mikrosatel liten mit fluoreszensmarkierten Primern

Mit dem Ziel der Untersuchung von sieben spezifischen Mikrosatelliten an einer grof3eren
Stichprobe von F, -Tieren wurden wahrend eines Aufenthaltes an der Universitée Hohenheim
(Fachgebiet Tierziichtung, Leitung Prof. Dr. H. Geldermann) fur einen hohen Probendurchsatz
Multiplex-Ansétze etabliert. Die Amplifizierung der Mikrosatelliten erfolgte im Thermocycler
Crocodile der Firma Appligene (Tab. 10).

Tab. 10: PCR-Programm fur die Amplifizierung von Mikrosatelliten mit
fluoreszenzmarkierten Primern

Zah! der :
Temp. (°C) Zeit ()
Zyklen

1 Denaturieren 9 180
Denaturieren 9 15
25 Annedling 56 120
Synthese 72 120
1 Synthese 72 300
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Fur sechs der sieben Mikrosatelliten wurden zwel Multiplex-Ansétze mit je drei Mikrosatelliten
etabliert. Ein Mikrosatellit konnte in keinen der beiden Multiplex-Ansétze eingehen, da sich
seine Fragmentldngen mit denen von anderen Mikrosatelliten Uberlagerten. Alle dre

PCR-Ansdtze hatten ein Volumen von je 30 pl. Die Resktionen verliefen unter folgenden

Bedingungen:

MgCl,-K onzentration: 1,1 mM,

DNA-Konzentration: 200 - 1000 ng,

Tag-Polymerase: 3 U fur Multiplex-Ansétze, 1 U fir Einzelansatz.

Die Tabelle 11 zeigt die eingesetzten Primerkonzentrationen fir die PCR-Reaktionen.

Tab. 11: PCR-Bedingungen fir die Amplifizierung von Mikrosatelliten mit
fluoreszenzmarkierten Primern

PCR-Ansatz Mikrosatellit Konzentration je Primer (UM)
D17Mit16 0,16
Multiplex-Ansatz 1 D8Mit191 0,08
D17Mit52 0,16
Multiplex-Ansatz 2 D13Mit136 0,13
D5Mit30 0,16
D7Mit22 0,16
Einzelansatz D11Mit213 0,08
3.2.8.2 Polyacrylamidgel-Elektrophorese zur Auftrennung von Mikrosatelliten im

A.L.F.-Sequenzierautomaten

Das Arbeiten mit dem A.L.F.-Sequenzierautomaten setzt die Markierung der Fragmente mit
Fluorescein voraus. Die Fragmentanalyse efolgt durch einen im unteren Tell des Geles
fixierten Laserstrahl, der das Gel in der gesamten Breite durchdringt. In dieser Hohe befindet
sich hinter der Glasplatte an jeder Trennspur eine Photozelle. Wenn eine Bande diese Stelle
erreicht, werden die fluoreszierenden DNA-Fragmente durch das Laserlicht angeregt und

emittieren Lichtsignale. Eine Registrierung dieser Lichtsignale im Computer schlief3t sich an.
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Die Losungen mit den PCR-Produkten wurden 10-fach verdunnt und anschlief3end in einem
Volumenverhdtnis mit der Bromphenolblaulésung von 2:1 aufgetragen. Auferdem wurden
den Ansétzen jeweils ein interner Standard (95 und 216 bp bzw. 110 und 274 bp) zugesetzt.
Die Auftrennung erfolgte unter denaturierenden Bedingungen, d.h. die Proben wurden
unmittelbar vor dem Auftragen fir 1,5 min einer Temperatur von 90 °C ausgesetzt und sofort
auf Eis gestellt, um den denaturierten Zustand zu erhaten. Folgende
Elektrophoresebedingungen wurden verwendet (Tab. 12).

Tab. 12: Laufbedingungen fir die Polyacrylamidgel-Elektrophorese mit dem
A.L.F.-Sequenzierautomaten

A.L.F.-Sequenzierautomat

Probenanzahl pro Gel 40

Gellange 40 cm

Laufzeit 100 min

Bedingungen 1500V, 45 mA, 34 W

Temperatur 50 °C

Laser: Leistung 3mw
Sampling Intervall 1,25s

Auftragsvolumen (ul)* 3

* Zwei Volumen PCR-Produkt und ein VVolumen Bromphenol blaul 6sung

Zur Sicherung gleichbleibender, genauer Untersuchungsbedingungen wurden die Reagenzien
standardisiert. Den Vergleichen der Fragmentldngen standen wéahrend der Optimierung der
PCR die Genotypen jeweils mehrerer Tiere der beiden Inzuchtstdmme und die entsprechenden
Fi-Nachkommen zur Vefigung, mit denen auch die Wiederholbarkeit der
Genotypenbestimmungen Uberpriift werden konnte. Im Verlaufe der Reihenuntersuchungen
wurden bel den PCR-Reaktionsansdizen fir jeden Mikrosatellitenlocus Stammansétze
hergestellt, so dal3 nachfolgend nur noch die DNA der einzelnen Tiere hinzugegeben werden
muidte. Aufgrund der genauen Fragmentldngenanalyse mit dem A.L.F.-Sequenzierautomaten
und der Moglichkeit der computergestiitzten Auswertung war bei der fluoreszenzmarkierten
Darstellung der Mikrosatelliten eine genaue Erfassung der Fragmentlangen moglich. Auf dieser

Datenbasis lief3en sich direkt die homozygoten bzw. heterozygoten Genotypen der F,-Tiere
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ablesen. Die Gelkapazitdt von 40 Proben konnte voll ausgenutzt werden, da interne Standards

verwendet wurden.

3.29 Schétzung des Dominanzgrades

Bel den F,-Tieren markiert der Besitz verschiedener elterlicher Allele an Mikrosatellitenloci
zugleich die Vererbung der betreffenden Chromosomenabschnitte. Von den so als Markerloci
verwendeten Mikrosatelliten wurde der Dominanzgrad (fir den damit markierten
Chromosomenabschnitt) nach folgender Formel berechnet (FALCONER, 1980):

Dominanzgrad = OI/a

d: Dominanzabweichung, Differenz zwischen dem Merkmalswert der heterozygoten Tiere
und dem Merkmalsmittel der Tiere mit verschiedenen homozygoten Genotypen,

a Additive Genwirkung, halbe Differenz zwischen Merkmalswerten von Tieren mit den

verschiedenen homozygoten Genotypen.

Dabei wurden alle fir den jeweils betrachteten Mikrosatellitenlocus untersuchten Tiere in die
Berechnung einbezogen. In Abhangigkeit der Werte des Dominanzgrades wurden die in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Mikrosatellitenloci daraufhin statistisch Gberpriift, ob sie mit

Superdominanz oder Dominanz assoziiert waren.

3.2.10 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die datistische Auswertung des Datenmaterials erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS
Verson 6.1 fur Windows. Die Beziehung zwischen dem Heterozygotiegrad verschiedener
Leistungsgruppen bzw. dem Anteil Genotypen, die mit Dominanz assoziiert auftraten, und der
Heterosis fur WurfgrofRe wurde anhand einer 2 x 2 Kontingenztafel mit dem Chi-Quadrat-Test
nach Pearson untersucht. Im Falle erwarteter Haufigkeiten unter 5 wurde der Exakte Test nach
Fisher genutzt. Als Signifikanzniveau gat der fur biologische Systeme Ubliche Wert von
a =0,05.
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3.210.1 Statistische Analyse von Geneffekten

Mikrosatelliten-Genotypen, die im Zusammenhang mit einer superdominanten Genwirkung

auftraten, wurden, ausgehend von folgendem Modell, statistisch gepruift:

AA <Aa>aa

Nach der Superdominanztheorie ist Heterosis an das Auftreten heterozygoter Genotypen
gebunden. Es wurde geprift, ob die fur Fruchtbarkeits-Heterosis relevanten Markerloci in der
Hochleistungsgruppe gegentiber der Niedrigleistungsgruppe einen signifikant erhdhten Anteil

heterozygoter Genotypen aufwiesen.

Mikrosatelliten-Genotypen, die im Zusammenhang mit einer dominanten Genwirkung

auftraten, wurden, ausgehend von folgendem Modell, statistisch gepruift:

AA =Aa>aa

Nach der Dominanztheorie ist Heterosis an das Vorhandensein dominanter Leistungsallele
gebunden. Es wurde geprift, ob die fur Fruchtbarkeits-Heterosis relevanten Markerloci in der
Hochleistungsgruppe gegentiber der Niedrigleistungsgruppe einen signifikant erhohten Anteil

Genotypen mit Dominanz assoziiertem Allel aufwiesen.

3.2.10.2 Berechnung der Allelfrequenzen fur Mikrosatellitenl oci

Ausgehend von der Kreuzung zweier, in bezug auf die betrachteten Markerloci, genetisch
divergenter Inzuchtstémme ist bei Zufalspaarung eine F; mit einem Heterozygotiegrad von
100 % und in der F, ein Heterozygotiegrad von 50 % zu erwarten. In der F, sollten somit die
beiden Allele A und a in einem Verhdtnis von 1 : 1 auftreten. Fir Mikrosatellitenloci, die an
F,-Tieren erweiterter Leistungsgruppen typisiert wurden, erfolgte die Berechnung der

Allefrequenzen nach folgenden Formeln:
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g=(05H+Q)/N,
p=1-q.

Hierbei bedeuten:
q Frequenz fur das Alld A,

p Frequenz fur das Allel &,

Q Anzahl homozygoter Genotypen fir das Allel A,
H Anzahl heterozygoter Genotypen,

N Stichprobenumfang.

Signifikante Abweichungen der beobachteten von den zu erwartenden Allelfrequenzen wurden

mit dem Chi-Quadrat-Wert nach Pearson (p £ 0,05) berechnet.
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4 Ergebnisse
4.1 Zuchtversuch
411 Wurfgrolien der Tiere der Inzuchtlinienkreuzung C57BL/6J x Balb/cJ

Die Fruchtbarkeitdeistungen in den verschiedenen Generationen der Inzuchtlinienkreuzung
C57BL/6J x Bab/cJ, gemessen anhand der Wurfgréfie, werden in Tabelle 13 aufgefihrt. Die
Wurfgréfzen von F,-Tieren mit zweifacher Anpaarung wurden zu einem Durchschnittswert

zusammengefal.

Tab. 13: Wurfgréfien in verschiedenen Generationen der |nzuchtlinienkreuzung
C57BL/6J x Balb/cJ

| nzuchtstamm/ n Mittel- Median Min Max
Generation mannlich weiblich wert + s

C57BL/6J (C) 30 50 72 + 2,13 7 1 11
Balb/cJ (B) 31 42 6,7 £ 2,78 7 2 11
F, (CB) 135 135 9,8 + 3,06 10 1 16
F, (BC) 138 169 10,3 + 2,57 10 1 14
F;-Gesamtpopul ation 304 10,1 + 2,82 10 1 16
F, (F. CB x F, CB) 135 398 8,3 + 2,51 8 1 18
F, (F1 BCx F, BC) 185 550 78 + 2,64 8 1 15
F,-Gesamtpopul ation 948 8,0 = 2,60 8 1 18
C: Inzuchtstamm C57BL/6J CB: C57BL/6Jx Balb/cJ s. Standardabweichung
B: Inzuchtstamm Balb/cJ BC: Balb/cIx C57BL/6J



4.1.2 Heterosiseffekte fur das Leistungsmerkmal Wurfgrélie

Die Tabelle 14 enthélt die ermittelten Heterosiseffekte fir die Wurfgrofe sowie die Hohe der
Maternaleffekte in den Kreuzungsgenerationen.

Tab. 14: Heterosis fur Wurfgrofie der Inzuchtlinienkreuzung C57BL/6J x Balb/cJ
Inzuchtstamm/ Wurfgroie Heterosiseffekte Maternal effekte
Generation (geborene Tiere/Wurf)  absolut % absolut %
C57BL/6J 7,2 - - - -
Balb/cJ 6,7 - - - -
F. 10,1 3,2 45,3 0,5 49
F, 8,0 11 151 0,5 6,2

Die Abbildung 6 zeigt die durchschnittlichen Wurfgréfen der F, und der F, gegeniiber den

jeweiligen Mittelwerten der Wurfgrol3en beider Inzuchtstamme.

12

10 +
gL C57BI/6J
Mittelwert

v von P

Balb/cJ

WurfgroRle
o

Generation

Abb. 4. Ermittelte WurfgrofRen in den verschiedenen Generationen (P, F, )
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4.1.3 Wurfgréfien von Tieren verschiedener L eistungsgruppen

Fur die Bildung von Leistungsgruppen mit Tieren extrem hoher und niedriger Wurfgréfie
standen 948 F,-Tiere zur Verfugung. Fur die Hochleistungsgruppe 1 mit einer Mindestleistung
von 13 Nachkommen ergaben sich diein Tabelle 15 aufgefthrten Wurfgrofen.

Tab. 15: Zusammensetzung der Hochleistungsgruppe 1 beziiglich Tierzahlen und
Wurfgréfzen

Anzahl der F-Tiere Wurfgroéle (geborene Tiere/Wurf)
11 13
4 14
2 15
1 18

Gesamttierzahl: 18 Durchschnittliche Wurfgrof3e: 13,7

Fur die Tiere der Niedrigleistungsgruppe 1, die in zwel aufeinanderfolgenden Wirfen eine

Wurfgrolee jeweils von £ 5 Nachkommen aufwiesen, wurden die Ergebnisse in Tabelle 16

zusammengefal.
Tab. 16: Zusammensetzung der Niedrigleistungsgruppe 1 beziiglich Tierzahlen und
Wurfgréfzen

Anzahl der F,-Tiere Wurfgrofee in zwei Wirfen

(geborene Tiere/Wurf)
14 £5
davon: 9 £4
4 £3
1 £2
Gesamttierzahl: 14 Durchschnittliche Wurfgroi3e: 3,3
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Bel den 18 Tieren mit extrem hoher Leistung und 14 Tieren mit extrem niedriger Leistung
handelte es sich um 3,38% der Tiere der F,-Gesamtpopulation (Abb. 5). Die Leistungsdifferenz

zwischen den extremen L el stungsgruppen betrug 10,4 Nachkommen.

180 +
160 +
140 +
120 +
100 +
80 +
60 +
40 +
20 +
0

—+—1. Wurf
- - & - 2. Wurf

Tierzahl

012 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18
Wurfgroie

Abb. 5: Darstellung der extremen Leistungsgruppen fur Wurfgrof3e in der F,
(HLG 1: Hochleistungsgruppe 1, NLG 1: Niedrigleistungsgruppe 1)

Spezifische Mikrosatelliten, die die mit Fruchtbarkeit assoziierten DNA-Loci Cyp2lal, Ped,
H2, Pmv12, Ryrl, Prl und PI1 charakterisieren, wurden an einer grofReren Stichprobe von
F,-Tieren getestet. Durch die VergroRerung der Tierzahl der Hoch- und
Niedrigleistungsgruppe verringerte sich die Leistungsdifferenz zwischen den beiden Gruppen
von 10,4 Nachkommen auf 7,6 Nachkommen. Zusdizlich erfolgte die Bildung einer
Mittelleistungsgruppe, deren Tiere Wurfgrof3en von 8 Nachkommen im ersten Wurf und
9 Nachkommen im zweiten Wurf aufwiesen. Die F,-Tiere der erweiterten Leistungsgruppen,

die mit spezifischen Mikrosatelliten untersucht wurden, sind in der Tabelle 17 dargestellt.

Tab. 17: Leistungsgruppen fur Wurfgrof3e in der F, zur Untersuchung spezifischer
Mikrosatelliten
L eistungsgruppen
Hoch (HLG 2) Niedrig (NLG2) Mittel (MLG)
Tierzahlen 100 33 30
Auswahlkriterium fr die Wurfgrofie 311 £6 1. Wurf 8
(geborene Tiere/Wurf) (in 2 Wirfen) 2. Wurf 9
AEWurfgrof3e in den Leistungsgruppen 11,7 4,1 8,5
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Die Abbildung 6 zeigt die erweiterten Leistungsgruppen fir Wurfgrofze in der F,.

180 +
160 +
140 +
120 +

Tierzahl

40 +
20 +

0

Abb. 6: Darstellung der erweiterten Leistungsgruppen fur Wurfgrof3e in der F,
(HLG 2: Hochleistungsgruppe 2, NLG 2: Niedrigleistungsgruppe 2,
MLG: Mittelleistungsgruppe)

4.2 DNA-Anaytik zur Typisierung von Mikrosatelliten

421 Isolierung genomischer DNA aus Gewebe

Bel der DNA-Isolierung aus einem Ohr bzw. Schwanzstiick konnten 40 - 150 pg DNA pro
Tier gewonnen werden. Die DNA-Qualitét ist sowohl spektralphotometrisch als auch Uber ein
0,8%-iges Agarosegel kontrolliert worden. Das Extinktionsverhdtnis von Eyggogo as Mal3 fir
Proteinverunreinigungen lag im Durchschnitt bei 1,8. Dabel konnte festgestellt werden, dal3 die

aus einem Schwanzstiick extrahierte DNA, gegenuber der DNA aus einem Ohr, in einem

100 +
80 +
60 +

—+—1. Wurf
=== - 2. Wurf

01 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
WurfgréRe

hoheren Reinheitsgrad vorlag.
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4.2.2 Darstellung der Mikrosatelliten im Polyacrylamidgel

Mit unmarkierten Primern amplifizierte Mikrosatelliten wurden mit der Silbernitratfarbung im
Polyacrylamidgel nachgewiesen. Abbildung 7 stellt als Beispiel den Mikrosatelliten DXMit130

dar.
168 bp
146 bp
C B F CB BB CB BB CB CB CB CC
\
F,-Tiere
Abb. 7: Mikrosatellit DXMit130 nach Silbernitratfarbung im Polyacrylamidgel

(Nach Einscannen vergrof3erte, nicht nachbehandelte Fragmentléngenmuster
C: C57BL/6J, B: Babl/cJ, F;: C57BL/6Jx Bab/cJ

CC: Homozygoter Genotyp vom Inzuchtstamm C57BL/6J

BB: Homozygoter Genotyp vom Inzuchtstamm Balb/cJ

CB: Heterozygoter Genotyp)

Mit fluoreszenzmarkierten Primern  amplifizierte Mikrosatelliten wurden durch die
Laserdetektion nachgewiesen. Die Abbildung 8 stellt als Beispiel fur den Multiplex-Ansatz 1
(Tab. 11, S. 49) fur drei Mikrosatelliten jeweils die Genotypen eines Tieres der Inzuchtlinien
C57BL/6J und Balb/cJ sowie eines heterozygoten F;-Tieres dar. Dabei zeigte sich fur den
Locus D17Mit52, dal’ bei heterozygoten Genotypen stets ein Allel stérker als das andere
amplifiziert wurde. Dies beeinfluf3te jedoch nicht die Differenzierbarkeit der Genotypen, wie

anhand umfangreicher Wiederholungsanalysen zu erkennen war.
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D17Mit16 D17Mit52
D8Mitl 91
. C57Bl/6J
D17Mit16 D17Mit52
" D8Mit191 : Balb/cJ

- A -

D17Mit52
D8Mitl191
D17Mitl6
C57Bl/6] x Balb/cl

; . — : —

100 110 120 130 140 150 160 bp

Abb. 8: Multiplex-Darstellung von drei Mikrosatelliten

4.2.3 Schétzung des Dominanzgrades

Um sowohl Superdominanz as auch Dominanz als Erkldrung fur Heterosiseffekte bel der
Auswertung der Ergebnisse der DNA-Marker-Analysen zu beriicksichtigen, wurde der
Dominanzgrad anhand der Mikrosatellitenloci geschétzt. Die Tabelle 18 beinhaltet

Mikrosatel liten-Genotypen, die mit einem Dominanzgrad von > 1 assoziiert auftraten.

60



Tab. 18: Mikrosatelliten-Genotypen, die mit einem Dominanzgrad > 1 assoziiert

auftraten
Durchschnittliche Wurfgrof3e (geborene

Mikrosatelliten- Tiere/Wurf) bel Tieren mit den Genotypen

locus CC CB BB Dominanzgrad
D1Mit211 7,70 11,14 8,00 21,90
D1Mit23 7,16 10,75 9,87 1,65
D1Mit192 7,82 10,46 8,50 6,76
D1Mit113 7,26 9,81 9,80 1,01
D2Mit372 2,50 10,45 7,20 2,38
D2Mit410 8,23 10,59 5,62 2,81
D5Mit236 5,20 10,83 8,56 2,35
D7Mit22 9,68 10,12 9,03 2,35
D7Mit301 9,22 10,56 5,25 1,67
D8Mit112 8,60 10,18 7,50 3,87
DI9Mit162 9,15 10,00 7,50 2,03
DOMit35 6,77 10,78 9,11 2,42
D11Mit339 7,64 10,12 8,56 4,39
D13Mit13 8,78 9,50 8,87 15,00
D13Mit130 6,66 10,00 8,50 2,63
D16Mit189 7,66 9,71 8,16 7,20
D17Mit16 8,99 10,33 9,56 3,70
D17Mit52 9,10 11,70 8,40 8,43
D17Mit142 8,28 9,71 9,50 1,34
D18Mit106 4,83 10,89 8,28 2,50
D19Mit28 8,19 10,90 8,36 30,88
D19Mit36 8,68 9,03 8,50 4,88
DXMit73 4,93 10,55 9,83 1,29

CC Homozygoter Genotyp vom Inzuchtstamm C57BL/6J
CB Heterozygoter Genotyp der Kreuzung C57BL/6J x Balb/c)
BB Homozygoter Genotyp vom Inzuchtstamm Balb/cJ

Die Tabelle 19 beinhaltet Mikrosatelliten-Genotypen, die in Verbindung mit einem
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Dominanzgrad von > 0 < 1 assoziiert auftraten.

Tab. 19: Mikrosatelliten-Genotypen, die mit einem Dominanzgrad zwischen O und 1
assoziiert auftraten

Durchschnittliche Wurfgrofie (geborene

Mikrosatelliten- Tiere/Wurf) bel Tieren mit den Genotypen

locus CC CB BB Dominanzgrad
D2Mit58 6,66 10,16 10,20 0,98
D4AMIit175 11,72 9,64 6,87 0,14
D4Mit148 10,55 10,43 8,30 0,89
D5Mit30 8,30 9,90 10,30 0,60
D5Mit101 5,40 10,53 11,00 0,83
D7Mit158 10,55 8,84 5,33 0,34
D11Mit162 9,83 9,25 8,33 0,23
D11Mit213 8,91 10,07 10,87 0,18
D12Mit54 7,64 9,41 10,00 0,50
D13Mit136 10,29 9,84 8,56 0,48
D14Mit141 4,92 9,50 11,09 0,48
D14Mit265 5,87 9,00 12,10 0,01
D15Mit121 6,00 9,88 10,90 0,58

CC Homozygoter Genotyp vom Inzuchtstamm C57BL/6J
CB Heterozygoter Genotyp der Kreuzung C57BL/6J x Balb/c)
BB Homozygoter Genotyp vom Inzuchtstamm Balb/cJ

Die Mikrosatellitenloci aus den Tabellen 18 und 19 wurden hinsichtlich ihrer Assoziation zu

Superdominanz- bzw. Dominanzwirkung statistisch geprdift.
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Die Tabelle 20 beinhaltet Mikrosatelliten-Genotypen, die in Verbindung mit einem negativen

Dominanzgrad erschienen.

Tab. 20: Mikrosatelliten-Genotypen, die mit einem negativen Dominanzgrad assoziiert
auftraten

Durchschnittliche Wurfgrofie (geborene

Mikrosatelliten- Tiere/Wurf) bel Tieren mit den Genotypen

locus CC CB BB Dominanzgrad
D3Mit120 10,78 8,40 7,35 -0,38
D3Mit127 12,75 9,53 6,95 -0,11
D4Mit193 11,83 9,31 7,83 -0,26
D5Mit148 11,40 8,60 9,00 -1,37
D6Mit93 9,44 8,66 10,00 -3,78
D6Mit290 7,64 8,67 13,40 -0,64
D8Mit191 9,77 8,44 8,77 -1,66
D10Mit2 10,57 9,00 8,25 -0,35
D10Mit117 13,20 8,95 7,00 -0,37
D12Mit20 13,00 9,11 8,94 -0,92
D13Mit115 9,50 7,33 11,25 -3,48
D15Mit158 10,08 8,29 10,27 -19,48
D16Mit166 10,33 9,03 8,75 -0,65
D18Mit123 7,6 8,55 10,93 -0,43
DXMit130 9,2 8,81 10,50 -1,60

CC Homozygoter Genotyp vom Inzuchtstamm C57BL/6J
CB Heterozygoter Genotyp der Kreuzung C57BL/6Jx Balb/cJ
BB Homozygoter Genotyp vom Inzuchtstamm Balb/cJ
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Fur Mikrosatelliten, die an F,-Tieren erweiterter Leistungsgruppen getestet wurden, erfolgte
die Schazung des Dominanzgrades vergleichend mit Tieren extremer bzw. erweiterter

Leistungsgruppen (Tab. 21).

Tab. 21: Schétzung des Dominanzgrades vergleichend mit F,-Tieren extremer und
erweiterter Leistungsgruppen

Dominanzgrad

Mikrosatelliten- extreme L eistungsgruppen erweiterte L e stungsgruppen
locus (HLG 1 und NLG 1) (HLG 2, NLG 2 und MLG)
D5Mit30 0,19 0,46
D7Mit22 1,31 2,35
D8Mit191 -16,73 -1,66
D11Mit213 0,68 0,18
D13Mit136 0,89 0,48
D17Mit52 24,02 11,14
D17Mit16 2,36 3,7

HLG /-2 Hochleistungsgruppe 1/-2

NLG 1/-2 Niedrigleistungsgruppe 1/-2

MLG Mittellei stungsgruppe

4.2.4 Ergebnisse der statistischen Analyse von Geneffekten

Mikrosatellitenloci, deren Genotypen mit unterschiedlicher Genwirkung assoziiert auftraten
(Tab. 18 und 19), wurden mit dem fir die betreffende Genwirkung entsprechenden Modell
(vgl. S. 52) ausgewertet. Die Anzahl bestimmter Genotypen pro Mikrosatellit und
Leistungsgruppe und die Ergebnisse der satistischen Analyse wurden, getrennt nach
Genwirkungsmodell, in den Tabellen 22 bis 25 dargestellt.

Mikrosatellitenloci, deren Genotypen mit superdominanter Genwirkung assoziiert auftraten
Mikrosatelliten, die mit superdominanter Genwirkung assoziiert auftraten, wurden auf der
Grundlage des Superdominanzmodells auf signifikante Abweichungen im Heterozygotiegrad
zwischen den Leistungsgruppen mit hoher und niedriger Wurfgréfde geprift (Tab. 22).



Tab. 22: Mikrosatellitenloci, deren Genotypen mit superdominanter Genwirkung
assoziiert auftraten

-Superdominanzmodel |-

F.-Tiere mit heterozygotem Genotyp Aa

Mikrosatelliten- Hochleistungsgruppe Niedrigleistungsgruppe p
locus Anzahl % Anzahl %

D1Mit211 11 61 4 29 0,08
D1Mit23 9 50 3 21 0,15
D1Mit192 10 56 5 36 0,31
D1Mit113 13 72 8 57 0,37
D2Mit372 14 78 7 50 0,14
D2Mit410 12 67 5 36 0,15
D5Mit236 13 72 5 36 0,07
D7Mit22 F 54 54 13 42 0,24
D7Mit301 12 67 5 36 0,15
D8Mit112 10 56 6 43 0,48
DOMit162 9 50 6 43 0,69
DIMit35 10 56 4 29 0,16
D11Mit339 11 61 6 43 0,30
D13Mitl13 10 56 7 50 1,00
D13Mit130 14 78 8 57 0,27
D16Mit189 12 67 7 50 0,34
D17Mit16 F 76 63 16 50 0,19
D17Mit52 F 45 62 9 35 0,01*
D17Mit142 11 61 6 43 0,30
D18Mit106 14 78 5 36 0,03*
D19Mit28 16 89 6 43 0,008*
D19Mit36 11 61 7 50 0,53
DXMit73 13 72 6 43 0,15

F  Genotypisierung der Mikrosatelliten an F,-Tieren erweiterter Leistungsgruppen
p  Wahrscheinlichkeit nach Pearson bzw. Fisher
*  Signifikant (p £ 0,05)
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Wie aus der Tabelle 22 hervorgeht, waren drei der 23 berlicksichtigten Markerloci signifikant
mit Superdominanz assoziiert. Die durchschnittlichen Wurfgrofen der F,-Tiere mit den
Genotypen AA, Aaund aa sind fur diese Mikrosatelliten in Abbildung 9 dargestellt.

1471 11,7
12 4+ ! 11,0 10,9

10 —+ 91 8.4
’ 8.3 OAA

HAa

6+ 4.8 Oaa

Durchschnittliche Wurfgrée

D17Mit52 D18Mit106 D19Mit28

Abb. 9: Durchschnittliche Wurfgrof3en (geborene Tiere/Wurf) der F,-Tiere mit den
Genotypen AA, Aaund aa fur Mikrosatelliten mit signifikanter Beziehung
zwischen Heterozygotiegrad und Heterosis fir Wurfgrofle

Fur Mikrosatelliten, die mit fluoreszenzmarkierten Primern amplifiziert und an F.-Tieren
erweiterter Leistungsgruppen getestet wurden, erfolgte zusétzlich ein Vergleich der Ergebnisse
unter Einbeziehung von Tieren extremer und erweiterter Leistungsgruppen (Tab. 23).
Aufgrund der hochsignifikanten Beziehung zwischen dem Heterozygotiegrad und der
Heterosis fur Wurfgréle fur den Mikrosatelliten D19Mit28, wurden fur diesen

Mikrosatellitenlocus zusétzlich Tiere der erweiterten Leistungsgruppen typisiert.

Tab. 23: Vergleich der Wahrscheinlichkeit p unter Einbeziehung von F,-Tieren
verschiedener Wurfgrof3en

Wahrscheinlichkeit p unter Einbeziehung von F,-Tieren verschiedener

Mikrosatelliten- Wurfgréfien (geborene Tiere/Wurf)

locus £5« 311 £6« 311 £5« 313 £6« 313
D7Mit22 0,25 0,24 0,18 0,13
D17Mit16 0,68 0,19 0,13 0,016*
D17Mit52 0,38 0,01* 0,02* 0,0005*
D19Mit28 0,086 0,003* 0,008* 0,0002*

*  Signifikant (p £ 0,05)
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Mikrosatellitenloci, deren Genotypen mit dominanter Genwirkung assoziiert auftraten

Mikrosatelliten der Tabelle 24 wurden auf der Grundlage des Dominanzmodells auf
sgnifikante Abweichungen im Antell Genotypen mit Dominanz assoziirtem Allel zwischen den
Leistungsgruppen mit hoher und niedriger Wurfgrél3e gepriift. Zu diesem Zweck erfolgte ein
statistischer Vergleich der Tiere mit verschiedenen Mikrosatelliten-Genotypen innerhalb der
Hoch- und Niedrigleistungsgruppe. Die Genotypen von zwei Mikrosatellitenloci traten

signifikant mit dominanter Genwirkung assoziiert auf.

Tab. 24: Mikrosatellitenloci, deren Genotypen mit dominanter Genwirkung assoziiert
auftraten

- Dominanzmoddll -

Anzahl an Genotypen

Mikrosatelliten- Hochleistungsgruppe Niedrigleistungsgruppe p
locus AA + Aa aa AA + Aa aa

D2Mit58 15 3 8 6 0,13
D4AMIt175 14 4 6 8 0,06
D4Mit148 11 7 5 8 0,28
D5Mit30 F 83 16 19 13 0,004*
D5Mit101 16 2 7 7 0,02*
D7Mit158 17 1 9 5 0,06
D11Mitl62 15 3 11 3 1,00
D11Mit213F 46 8 16 5 0,49
D12Mit54 15 3 10 4 0,67
D13Mit136 F 35 19 12 8 0,70
D14Mmit141 10 8 11 3 0,06
D14Mit265 10 8 12 2 0,12
D15Mit121 17 1 9 3 0,27

F  Genotypisierung der Mikrosatelliten an F,-Tieren erweiterter Leistungsgruppen
p  Wahrscheinlichkeit nach Pearson bzw. Fisher
*  Signifikant (p £ 0,05)
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Zusitzlich erfolgte der Vergleich der Wahrscheinlichkeit p unter Berticksichtigung von
F,-Tieren extremer und erweiterter Leistungsgruppen (Tab. 25). Fir den Mikrosatelliten
D5Mit30, der an Tieren extremer Leistungsgruppen signifikant mit dominanter Genwirkung
assoziiert auftrat, galt dies in dhnlicher Weise auch unter Berlicksichtigung von Tieren

erweiterter Leistungsgruppen.

Tab. 25: Vergleich der Wahrscheinlichkeit p unter Einbeziehung von F,-Tieren
verschiedener Wurfgrof3en

- Dominanzmoddll -

Wahrscheinlichkeit p unter Einbeziehung von F,-Tieren verschiedener

Mikrosatelliten Wurfgréfzen (geborene Tiere/Wurf)

locus £5 « 313 £6 « 311
D5Mit30 0,02* 0,004*
D11Mit213 0,33 0,49
D13Mit136 0,44 0,70

*  Signifikant (p £ 0,05)
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4.2.5 Heterozygotiegrad von F,-Tieren verschiedener Leistungsgruppen fir
Wurfgrofie

Der durchschnittliche Heterozygotiegrad von F,-Tieren der Hochleistungsgruppe 1
(® 13 Nachkommen) und der Niedrigleistungsgruppe 1 (£ 5 Nachkommen) wurde anhand von
56 Mikrosatelliten berechnet und signifikante Abweichungen von den zu erwartenden 50 %
statistisch gepriift (Abb. 10).

59,7
~ 60 +
§
° 50 +
8 40|
3
2 30 +
S
8 20 +
[}
T 104
O -
HLG 1 NLG 1
p = 0,00006 p=0,33
Abb. 10: Durchschnittlicher Heterozygotiegrad von F,-Tieren der

Hoch- und Niedrigleistungsgruppe 1 (HLG 1 und NLG 1)

Sieben mit fluoreszenzmarkierten Primern amplifizierte Mikrosatelliten wurden an F-Tieren
einer groleren Stichprobe untersucht, von denen sich entsprechend der Werte des
Dominanzgrades drei (D7Mit22, D17Mit16 und D17Mit52) in das Modell der Superdominanz
und drei (D5Mit30, D11Mit213 und D13Mit136) in das Modell der Dominanz einordnen
lieen (vgl. Tab. 22 u. 24, S. 65 u. 67). Fir diese sechs Mikrosatelliten wurden die
Heterozygotiegrade an Tieren der erweiterten Leistungsgruppen (HLG 2, NLG 2 und MLG)
ermittelt und in Abbildung 11 dargestellt.
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Abb. 11: Heterozygotiegrade fir Mikrosatellitenloci, vergleichend an F,-Tieren
verschiedener Leistungsgruppen fir Wurfgrofie (geborene Tiere/Wurf)
a) LocusD7Mit22 d) Locus D5Mit30
b) Locus D17Mit16 e) LocusD11Mit213
¢) Locus D17Mit52 f) Locus D13Mit136
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4.2.6 Allelfrequenzen von Mikrosatellitenl oci

Durch die Kreuzung zweier Inzuchtlinien und den anschlie3enden Intercross der F;-Tiere
wurde eine F, mit einer fir jeden Locus zu erwartenden Allelfrequenz von 0,5 erzeugt. Fir
Mikrosatelliten, die mit fluoreszenzmarkierten Primern amplifiziert und an einer grof3eren
Stichprobe von F,-Tieren untersucht wurden, sind die Allelfrequenzen bestimmt und auf

signifikante Abweichungen statistisch gepriift worden (Tab. 26).

Tab. 26: Allelfrequenzen von Mikrosatellitenloci, die an F.-Tieren erweiterter
L eistungsgruppen typisiert wurden

Mikrosatelliten- Allefrequenzen

locus C B p
D5Mit30 0,50 0,50 1,00
D7Mit22 0,52 0,48 0,65
D8Mit191 0,58 0,42 0,15
D11Mit213 0,50 0,50 1,00
D13Mit136 0,60 0,40 0,10
D17Mit16 0,52 0,48 0,68
D17Mit52 0,53 0,47 0,59

C  Alld vom Inzuchtstamm C57BL/6J
B Alld vom Inzuchtstamm Balb/cJ
p  Wahrscheinlichkeit nach Pearson fur ein Abweichen der Allelfrequenzen von 0,5

Die zu erwartenden Allelfrequenzen eines Locus von 0,5 treffen auch fir die Allele aller Loci
zu. Eine fir alle 56 Mikrosatelliten zusammengefaldte Auswertung der Allelfrequenzen erfolgte

fur die Hoch- bzw. Niedrigleistungsgruppe 1. Die Ergebnisse gehen aus Tabelle 27 hervor.
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Tab. 27: Allelfrequenzen von 56 Mikrosatel litenloci der Hoch- und
Niedrigleistungsgruppe 1

Alldfrequenzen
C B p
Hochleistungsgruppe 1 (3 13 Nachkommen) 0,47 0,53 0,25
Niedrigleistungsgruppe 1 (£ 5 Nachkommen) 0,49 0,51 0,75

C:. Alldevom Inzuchtstamm C57BL/6J
B: Alldevom Inzuchtstamm Balb/cJ
p:  Wahrscheinlichkeit p nach Pearson fur eéin Abweichen der Allelfrequenzen von 0,5

4.2.7 Vergleichende Analyse von zwel eng gekoppelten Mikrosatellitenloci

Der Dominanzgrad zweier eng gekoppelter Mikrosatellitenloci wurde vergleichend mit den
F.-Tieren extremer Leistungsgruppen (HLG 1 und NLG 1) geschétzt (Tab. 28).

Tab. 28: Genotypen von zwel Mikrosatellitenloci, die einen Chromosomenbereich
charakterisieren, und dazugehorige Dominanzgrade

Durchschnittliche Wurfgréfie von
Mikrosatelliten-  Chromosom/ F.-Tieren mit den Genotypen

locus cM CC CB BB Dominanzgrad
D2Mit372 2/127,0 25 10,4 7,2 2,38
D2Mit368 2/127,0 7,3 10,4 25 2,29
D5Mit148 5/18,0 11,4 8,6 9,0 -1,37
D5Mit229 5/18,0 11,4 8,7 91 -1,34
D13Mit130 13/58,5 6,7 10,0 8,5 2,63
D13Mit76 13/59,0 6,7 10,0 8,5 2,63
D17Mit52 17/ 22,3 54 10,8 49 24,02
D17Mitl11 17/ 21,6 5,6 10,4 55 80,50
D19Mit28 19/12,0 33 11,0 6,8 30,88
D19Mit61 19/ 8,0 33 10,4 6,8 3,07

CC Homozygoter Genotyp vom Inzuchtstamm C57BL/6J
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CB Heterozygoter Genotyp der Kreuzung C57BL/6J x Balb/cJ
BB Homozygoter Genotyp vom Inzuchtstamm Balb/cJ
Mit Ausnahme der Mikrosatelliten D5Mit148 und D5Mit229 konnte bei den Ubrigen Loci aus

den berechneten Dominanzgraden eine mit Superdominanz assoziierte Genwirkung festgestel It
werden. Entsprechend des Modellansatzes der Superdominanztheorie der Heterosis (vgl.
S. 52) wurde die Wahrscheinlichkeit berechnet, mit der die Anteile heterozygoter Genotypen
zwischen den Tieren extremer Leistungsgruppen (HLG 1 und NLG 1) differieren. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 29 enthalten. Wie zu erkennen ist, entsprachen sich die Ergebnisse
bei Analyse von zwei eng gekoppelten Markerloci durchgehend.

Tab. 29: Heterozygotiegrade fir jeweils zwel eng gekoppelte Mikrosatellitenloci von
F.-Tieren der Hoch- und Niedrigleistungsgruppe 1

- Superdominanzmodel| -

F.-Tiere mit heterozygotem Genotyp Aa

Mikrosatelliten- Hochleistungsgruppe 1 Niedrigleistungsgruppe 1

locus Anzahl % Anzahl % p
D2Mit372 14 78 7 50 0,14
D2Mit368 14 78 7 50 0,14
D13Mit130 14 78 8 57 0,27
D13Mit76 14 78 8 57 0,27
D17Mit52 16 89 7 50 0,02*
D17Mit11 16 89 8 57 0,045*
D19Mit28 16 89 6 43 0,008*
D19Mit61 16 89 6 43 0,008*

*  Sgnifikant (p £ 0,05)
p  Wahrscheinlichkeit nach Pearson bzw. Fisher
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5 Diskussion

51 Beitrage experimenteller Arbeiten zur Heterosi sforschung am Tier

Fur Pflanzen existiert eine umfangreiche Literatur zur Heterosisforschung. Dies gilt fur Tierein
eingeschranktem Male, wobel insbesondere experimentelle Beitrage zu molekulargeneti schen
Anaysen von Heterosiseffekten nur in geringem Umfang vorhanden sind. Heterosis-
Forschungsprojekte an Nutztieren sind aul3erordentlich aufwendig und langwierig, so dal3 in
den durchgefiihrten Arbeiten im Rahmen der vorliegenden Dissertation die Maus als Model ltier
gewdhlt wurde. Vorteile der Maus sind neben der physiologischen Verwandtschaft mit den
Nutztieren und dem kurzen Generationsintervall die Verfugbarkeit von Inzuchtstdmmen, die
bei einer strikten Bruder-Schwester-Verpaarung nach mindestens 20 Generationen eine
Heterozygotie von nur 1,6 % besitzen. Die Maus ist eines der bedeutendsten Versuchstiere und
spielt in zahlreichen Forschungsbereichen eine vordergriindige Rolle. Bel der Vidfalt der heute
existierenden Mausestamme ist eine Auswahl des fir die Untersuchungszwecke am besten
geeigneten Stammes moglich. Von der Maus existieren genaue Kenntnisse auf
morphologischer, biochemischer und molekulargenetischer Basis. So wurde das Maus-Genom,

abgesehen vom menschlichen Genom, am eingehendsten untersucht.

Die fur das Heterosisprojekt verwendeten Inzuchtlinien C57BL/6J und Balb/cJ gehtren zu den
bekanntesten Linien, die sich durch Langlebigkeit, gute Vitaitdt und eine konstante
Fruchtbarkeitdeistung auszeichnen. Beide Linien wurden vdllig unabhéngig voneinander
geziichtet, so dal3 in beiden Linien unterschiedlich positive Allele fruchtbarkeitsrelevanter Gene

erwartet wurden.

5.2 Inzuchtlinienkreuzung C57BL/6J x Balb/cJ

Die durchschnittlichen Wurfgrof3en der F;- und Fo-Tiere lagen mit 10,1 Nachkommen bzw. mit
8,0 Nachkommen weit Uber der mittleren Leistung der Inzuchtstdmme von 6,95 Nachkommen,
so dal? Heterosiseffekte in der Grofdenordnung von 45 % in der F; und 15 % in der F, auftraten
(Tab. 14, S. 55). Aus der Literatur sind von Kreuzungsversuchen mit Mausen in der F;
Heterosiseffekte fur Wurfgrof3e zwischen 20 und 40 % bekannt (NIEUWENHUIZEN et a.,
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1982; NAGAI et al., 1984; GOTZ et al., 1991 a, b). Die Werte liegen damit tiber den aus der
Literatur bekannten Heterosi seffekten fur Wurfgrofie.

Voraussetzung fur die Entstehung von Heterosis ist das Vorhandensein komplementér
homozygoter DNA-Loci bel den Elterntieren. Je gréf3er die genetische Divergenz, desto hoher
snd die zu erwartenden Heterosiseffekte (SCHNELL, 1961, LEE et a., 1989;
MELCHINGER et a., 1990). Aus der Datenbank MGD (Mouse Genome Database) waren fir
die ausgewahlten Inzuchtlinien die Fragmentlangen von mehr als 6000 Mikrosatellitenloci
bekannt (Stand Mai 1996), so da3 Aussagen lber die genetische Ahnlichkeit der beiden
berticksichtigten Inzuchtlinien getroffen werden konnen. Die Inzuchtlinien C57BL/6J und
Balb/cJ wiesen, gemessen anhand dieser Mikrosatelliten-Marker, divergente Allele im Umfang

von 51 % auf.

5.3 Auswahl verschiedener Leistungsgruppen fur Wurfgrof3e in der F,

Bel der Inzuchtlinienkreuzung C57BL/6J x Balb/c] wurde als Merkma die Wurfgrofie
(geborene Tiere/Wurf) betrachtet. Mit 948 F,-Tieren wurden Leistungsgruppen hoher und
niedriger Wurfgrof3e gebildet, um nachfolgend DNA-Marker-Analysen an vergleichenden
Tiergruppen der F, mit extremer Leistungsdifferenz fur das Merkma Wurfgrof3e durchfiihren

zu konnen.

Eine besondere Bedeutung kam der Auswahl der Tiere der extremen Leistungsgruppen zu, da
an diesen Tieren die Beziehung zwischen Genotypen und Heterosis fur Wurfgrofe erfolgte. In
die Hochleistungsgruppe 1 (HLG 1) wurden Tiere selektiert, die eine Wurfgrof3e von
8 13 Nachkommen aufwiesen (& 13,7) und damit 5,7 Nachkommen Uber der
durchschnittlichen Leistung der gesamten F,, 3,5 Nachkommen Uber der durchschnittlichen
Wurfgrof3e der F; und 6,75 Nachkommen Uber dem Mittelwert der Inzuchtlinien lagen (vgl.
Tab. 15, S. 56). Neben der Verfugbarkeit von Tieren, die Heterosis zeigten, wurden im
Vergleich dazu Tiere benttigt, die keine Heterosis aufwiesen. Die Niedrigleistungsgruppe 1
(NLG 1) mit einer extrem geringen Wurfgrof3e erfillte diese Voraussetzung, da pro Tier zwei
Wirfe fur die Leistungsgruppenbildung zugrunde lagen. Tiere der Niedrigleistungsgruppe 1

wiesen in beden Wirfen £ 5 Nachkommen auf. Mit einem Durchschnitt von 3,3 Nachkommen
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lagen diese Tiere 4,7 Nachkommen unter der durchschnittlichen Leistung der gesamten F,
6,9 Nachkommen unter der durchschnittlichen Wurfgréfie der F, und 3,65 Nachkommen unter
dem Mittelwert der Ausgangspopulation (vgl. Tab. 16, S. 56).

Die Anzahl von 18 bzw. 14 ausgewdhlten Tieren der F, fur die jeweiligen extremen
Leistungsgruppen HLG 1 und NLG 1 mit hoher und niedriger Wurfgréfe ergab sich aus der
vorhandenen Tierzahl mit den festgelegten extrem hohen bzw. extrem niedrigen
Leistungswerten. Die Selektion von nur 3,38 % der Tiere der F,-Gesamtpopulation, mit dem
Zid der Gewahrleistung einer extremen Leistungsdifferenz zwischen den Tiergruppen, sicherte
eine ausreichende Genauigkeit bei der Bildung der Leistungsgruppen und minimierte den

Aufwand bei den molekulargenetischen Untersuchungen.

Um bestimmte, mit Fruchtbarkeit assoziierte DNA-Loci umfassender zu charakterisieren,
wurden fur eine Hochleistungsgruppe 2 (HLG 2) zusétzlich F,-Tiere mit einer Wurfgréf3e von
11 und 12 Nachkommen, fir eine Niedrigleistungsgruppe 2 (NLG 2) zusétzlich F,-Tiere mit
£ 6 Nachkommen in jedem von zwei aufeinanderfolgenden Wurfen und fir ene
Mittelleistungsgruppe (MLG) F.-Tiere mit acht Nachkommen im ersten Wurf und neun
Nachkommen im zweten Wurf ausgewdhit. Der Anteill selektierter Tiere der Fo-
Gesamtpopulation erhdhte sich damit von 3,38 % auf 15,4 %, wodurch die Leistungsdifferenz
der Wurfgroéfe zwischen den Hoch- und Niedrigleistungsgruppen der extremen bzw.
erweiterten Leistungsgruppen von 10,4 auf 7,6 Nachkommen sank. Die Gesamittierzahl erhdhte
sich von 32 Tieren fir die extremen Leistungsgruppen HLG 1 und NLG 1 auf 163 Tiere fur die
erweiterten Leistungsgruppen HLG 2, NLG 2 und MLG (Tab. 17, S. 57). Die zusétzlich
analysierten F,-Tiere erhdhten den experimentellen Aufwand, ergaben jedoch eine zusétzliche
Signifikanz fur den Mikrosatellitenlocus D17Mit16.

54 Stichprobengréf3e von Leistungsgruppen ausgewahlter Fo-Tiere

Fur 8 von 56 getesteten DNA-Loci konnten entsprechend dem jeweiligen Heterosismodell,
zwischen den Hoch- und Niedrigleistungsgruppen signifikante Unterschiede (p < 0,05) im
Antell  bestimmter  Genotypen  nachgewiesen werden. Bei der  gewdhlten

Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,05 sind also 5 % der gepruften Differenzen zufallsméldig
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signifikant, d.h. etwa 3 der gefundenen Signifikanzen haben eventuell keine biologische
Ursache. Hervorzuheben ist aber auch, dal3 die Mehrzahl der gefundenen Assoziationen
zwischen bestimmten Genotypen und der Heterosis fur Fruchtbarkeit genetisch determiniert ist.

Stéarkere Effekte konnten in dem Experiment erkannt werden.

Aus der Zahl der in diesem Versuch einbezogenen Tiere ergibt sich auch die Frage, wie grof3
ein Genotypenunterschied zwischen den betrachteten Tiergruppen mit differenten Leistungen
sein mufdte, um statistisch signifikant zu sein. Unter Voraussetzung gleicher Stichprobengréfzen
und einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,05 183 sich nach HASEMANN (1978) ableiten, dal3
bei einem Antell heterozygoter Genotypen von 90 % in der Hochleistungsgruppe und 40 % in
der Niedrigleistungsgruppe in den beiden Gruppen jeweils 13 Tiere bei einer Power von 0,8
(bzw. jeweils 17 Tiere bei einer Power von 0,9) benttigt werden (Superdominanzmodell).
Diese Gruppengrof3en konnten in diesem Versuch redlisert werden. Auf der Basis der
vorliegenden Daten konnten jedoch nur sehr grof3e Genotypdifferenzen abgesichert werden. In
bezug auf die Analyse von Heterosiseffekten wére jedoch weiterhin interessant, Unterschiede
im Antell heterozygoter Genotypen von 20 % zwischen Gruppen mit extrem unterschiedlichen
Leistungen erkennen zu konnen. Es mifte jedoch eine Stichprobengrof3e von jeweils ca
85 F,-Tieren (bei Heterozygotiegraden von 60 % in der Hochlei stungsgruppe und 40 % in der
Niedrigleistungsgruppe) getestet werden, zu deren Erstellung ca. 5000 F,-Tiere nétig waren.
Ein Experiment mit diesem Umfang wére unter entsprechenden Voraussetzungen durchaus
realisierbar (grofere Raumlichkeiten, ausreichend Personal), da sowohl bel der Gestaltung der
Tierexperimente (z.B. Messung der Nachkommen vor der Geburt) als auch im Bereich der
Laborarbeiten (z.B. Multiplex-PCR, automatisierte Genotypisierung) vielfaltige Moglichkeiten

fur Aufwandssenkungen bestehen.

55 Mikrosatelliten zur Charakterisierung von F,-Tieren verschiedener

L eistungsgruppen fur Wurfgrofde

Mikrosatelliten als genetische Marker sind fur die Identifizierung und Kartierung quantitativer

Merkmale von grof3er Bedeutung. Fur die Maus existieren bereits eine grof3e Anzahl von
Mikrosatelliten, die Uber die Datenbank MGD dem Nutzer zuganglich sind. Mit der Auswahl
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von 56 Mikrosatelliten, davon funf als Wiederholungsmarker, konnte eine durchschnittliche

Distanz zwischen den Markern von 32 cM realisiert werden.

BOTSTEIN et a. (1980) schlugen vor, Uber die Genkopplung unbekannte Gene mit Hilfe
polymorpher Marker zu charakterisieren. Fir eine Untersuchung des gesamten Genoms ist eine
gleichméldige Markerverteilung in einem maoglichst geringen Abstand entscheidend. SOLLER
et al. (1976) und GELDERMANN (1988) empfehlen bel einer gleichmalligen Abdeckung des
Genoms mit polymorphen DNA-Markern einen Abstand von 40 cM zwischen den Markern
und damit eine maximale Distanz von 20 cM zwischen Marker und Gen. BECKMANN und
SOLLER (1983) smulierten die zufdlige und gleichmélige Abdeckung eines Genoms mit
Markern und die damit mogliche Beurteilung von QTLs in F,-Populationen. Sie stellten fest,
dald bei Absténden von ca. 20 cM zwischen den Markerloci noch QTLs mit Effekten zu
analysieren sind. In weiterfihrenden Projekten sollten fir Regionen, die in dieser Arbeit einen

Einflul auf Heterosi seffekte zeigten, zusétzliche Markerloci Verwendung finden.

Mit dem Ziel der Charakterisierung ausgewahlter DNA-Loci an einer grof3eren Stichprobe von
F.-Tieren wurden von den 56 Mikrosatelliten funf Mikrosatelliten ausgewahlt, mit denen die
DNA-Loci Ped (Preimplantation embryonic development), Cyp2lal (Cytochrome P450, 21,
steroid 21 hydroxylase), H2 (Histicompatibility-2, MHC), Pmv12 (Polytropic murine leucemia
virus 12), Ryrl (Ryanodine receptor 1, skeletal muscle), Prl (Prolactin) und PI1 (Placenta
lactogen 1) mit besonderer Assoziation zur Fruchtbarkeit charakterisiert wurden. Fir zwel
damit markierte Chromosomenabschnitte liefen sich signifikante Effekte auf die Heterosis

erfassen.

5.6 DNA-Anaytik zur Typisierung von Mikrosatelliten

Mit dem Ziel eines sparsamen Umganges mit Arbeitszeit und Material wurde die Eignung einer
Kurzpréparation der DNA-Isolierung hinsichtlich ihrer qualitativen und quantitativen DNA-
Ausbeute getestet. Dazu ist Knorpelgewebe (Ohr und Schwanz) der Maus genutzt worden.
Aufgrund des sehr feinen Hautgewebes von Mauseohren lief3en sich diese im Vergleich zum
Knorpelgewebe des Schwanzes sehr leicht manuell zerkleinern. Schwanzgewebe fiihrte jedoch

im Vergleich zum Ohrgewebe zu einer htheren DNA-Ausbeute mit einem besseren
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Extinktionsverhaltnis von Ejsozs0 as Mald fir Proteinverunreinigungen. Die DNA-Extraktion
ohne Phenol-Chlorophorm-Aufbereitung ist eine arbeitszeit- und materiasparende
Préparationsmethode, die fir die Fragmentlangendarstellung von Mikrosatelliten zu qualitativ
und quantitativ guten Ergebnissen fiihrte. Eine Langzeitlagerung geloster DNA als
Referenzmaterial ist wahrscheinlich, aufgrund verbleibender Proteinreste, nur bedingt moglich.

Fur die Amplifizierung von Mikrosatelliten mit unmarkierten Primern konnten die
Einfluf3grofien Annealing-Temperatur, Zykluszahl im PCR-Ablauf, Tag-Polymerase-, dNTP-
und MgCl,-Konzentration so optimiert werden (EHRLICH et al., 1991; ROLFS et a., 1991,
NADEAU et a., 1992), dal3 nur zwei PCR-Varianten und zwei MgCl-Konzentrationen fur
den Nachweis aler Mikrosatelliten ausreichten. Dies wurde genutzt, um fir die Anayse
weiterer Versuchstiere im Rahmen des Heterosis-Forschungsprojektes den Optimierungs- und

Pipettieraufwand zu minimieren.

Die Darstellung unmarkierter Mikrosatelliten erfolgte nach der Elektrophorese direkt im
Polyacrylamidgel durch die Farbung der Fragmente mit Silbernitrat. Die Sengitivitét war fur die
Anayse des Homo- bzw. Heterozygotiestatus von Mikrosatelliten ausreichend. Die Vorteile
der Silbernitratfarbung gegentiber der Fluoreszenzdetektion lagen vor alem in einem finanziell
nicht sehr aufwendigen Material- und Gerétebedarf. Durch den nichtautomatisierbaren
Nachweis und die Einmalnutzung der Gele entstand jedoch ein relativ hoher Zeitaufwand fir
die Genotypisierung, d.h. es konnten bel optimalem Verlauf maxima 80 Proben pro Tag,

einschliefdich aler Nebenarbeiten, analysiert werden.

Sieben Mikrosatelliten wurden fir die Analyse einer grof3eren Anzahl F,-Tiere ausgewahlt und
mit dem A.L.F.-Sequenzierautomaten durch die Laserfluoreszenzdetektion nachgewiesen. Als
Vortell des Seguenzierautomaten ist ein hoher Probendurchsatz, verbunden mit der
Moglichkeit einer exakten computergestiitzten Auswertung, hervorzuheben. Pro Tag wurden
bel vierfacher Verwendung eines Geles und Multiplex-PCR mit drei Loci ca 300
Genotypisierungen erreicht. Die Nutzung dieser Technik ist daher fur die zukinftigen Analysen
von DNA-Markern in Hinblick auf weiterfihrende Heterosis-Untersuchungen interessant. Die

Chemikalienaufwendungen sind fir beide Nachwei sverfahren ahnlich.
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5.7 Anayse von Heteros seffekten mit Hilfe von Markerloci

Bel der Auswertung wurde sowohl die Superdominanz- als auch die Dominanzhypothese der
Heterosis betrachtet, obwohl in Hinblick auf ©Okonomisch relevante Merkmale die
Superdominanz im Vordergrund steht (z.B. STUBER et al., 1992; ZHANG et al., 1994,
MITCHELL-OLDS, 1995). In Abhangigkeit des geschétzten Dominanzgrades wurde geprift,
ob Superdominanz oder Dominanz zu den Heterosiseffekten fuhrte. Hohe Heterosi seffekte fir
Wurfgrofde der Hochleistungsgruppe sind stets an das Auftreten dominanter Leistungsalele
gebunden. Ergab die Schédzung des Dominanzgrades einen negativen Wert, sind die
V oraussetzungen fr das Auftreten von Heteros seffekten als nicht gegeben betrachtet worden,
S0 dal3 diese Mikrosatelliten in die anschlief3enden Analysen nicht einbezogen wurden.

Die Genauigkeit der Schdtzung des Dominanzgrades konnte Uberpriift werden, indem fir
sieben Mikrosatelliten der Dominanzgrad erst ausschliefdich mit den 32 Tieren der extremen
Leistungsgruppen und anschlieffend zusdtzlich mit den Tieren der erweiterten
Leistungsgruppen (80 - 163 Tiere) ermittelt wurde. Als Ergebnis dieses Vergleiches konnte der
Dominanzgrad, basierend auf den Tieren der extremen Leistungsgruppen, durch die
Einbeziehung von Tieren erweiterter Leistungsgruppen in jedem Fal bestdtigt werden
(Tab. 21, S. 64).

571 Statistische Analyse von Mikrosatelliten auf der Grundlage des

Superdominanzmodells der Heterosis

Mit dem Zid des Auffindens von Chromosomenregionen, die nach dem Model der
Superdominanztheorie einen Einfluld auf die Entstehung von Heterosiseffekten fur das
Merkmal Wurfgrof3e ausiiben, wurde der Heterozygotiegrad von 27 Mikrosatelliten an
F.-Tieren extremer und erweiterter Leistungsgruppen untersucht. Vier dieser Mikrosatelliten

wurden a's eng gekoppelte Wiederholungsmarker einbezogen.

In Auswertung der Ergebnisse des Heterozygotiegrades von 27 Mikrosatelliten an F,-Tieren
extremer und erweiterter Leistungsgruppen konnten fur die sechs Mikrosatelliten D17Mit16
(p=0,016), D17Mit52 (p=0,02), D17Mit11l (p=0,045), D18Mit106 (p=0,03), D19Mit28
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(p=0,008) und D19Mit6l (p=0,008) signifikante Beziehungen zwischen dem
Heterozygotiegrad und der Heterosis fur WurfgrofRe festgestellt werden. Unter der
Beriicksichtigung, dal3 die Mikrosatelliten D19Mit28 und D19Mit61 (Abstand 4 cM) sowie
D17Mit52, D17Mitll und D17Mit16 (Abstand 4 cM) im Genom eng nebeneinander liegen,
charakteriseren diese sechs Mikrosatelliten insgesamt drei  Chromosomenregionen mit
Relevanz fir Heterosis der Wurfgréfle. Es handelt sich hierbel um Regionen auf dem
Chromosom 17 (18,2, 21,6 und 22,3 cM), dem Chromosom 18 (50 cM) und dem Chromosom
19 (8 und 12 cM). Die Mikrosatelliten D17Mit16, D17Mit52 und D17Mit1l charakterisierten
die besonders fruchtbarkeitsrelevanten Gene Ped (Preimplantation embryonic development),
Cyp2lal (Cytochrome P450, 21, steroid 21 hydroxylase) und H2 (Histocompatibility-2,
MHC). Die Mikrosatelliten D18Mit106, D19Mit28 und D19Mit61 dienten der gleichméfdigen
Abdeckung des Genoms mit DNA-Markern. Benachbart zu diesen Loci sind keine Gene
bekannt, fir die ein Einfluld auf die Fruchtbarkeit nachgewiesen wurde bzw. schliissig zu

vermuten ist.

Die signifikante Beziehung zwischen dem Heterozygotiegrad und der Heterosis fir Wurfgrofie,
die fur die Mikrosatelliten D17Mit52 und D19Mit28 ermittelt wurde, blieb bei der Auswertung
der Genotypen der Tiere der erweiterten Leistungsgruppen bestehen (Tab. 23, S. 66).
Lediglich fir den Mikrosatelliten D17Mit16 konnte ausschliefdich durch die Analyse der
Hochleistungsgruppe 1 (¢ 13 Nachkommen) und der Niedrigleistungsgruppe 2
(E 6 Nachkommen) eine signifikante Beziehung zwischen dem Heterozygotiegrad und der
Heterosis fir Wurfgrof3e ermittelt werden. Die Gegenlberstellung extremer Leistungsgruppen
(HLG 1 und NLG 1) bzw. erweiterter Leistungsgruppen (HLG 2 und NLG 2) lieferte keinen
signifikanten p-Wert. Die Bestétigung der Signifikanz fur die Mikrosatelliten D17Mit52 und
D19Mit28 |& die Schlul¥olgerung zu, dad die Analyse von F,-Tieren mit
3 13 Nachkommen und £ 5 Nachkommen die Erkennung relevanter Chromosomenregionen fiir
Heterosis der Wurfgrole ermdglicht. Die Analyse einer grof3eren Stichprobe durch die Tiere
der Niedrigleistungsgruppe 2 (£ 6 Nachkommen) kann dabei, wie fur den Mikrosatelliten
D17Mitl6 dargestellt, zusdizliche Ergebnisse liefern. Aus diesem Grunde ist fur die
Auswertung  weiterer  Mikrosatellitenloci  eine Erhthung der  Tierzahl  der
Niedrigleistungsgruppe zu  empfehlen. Die Einbeziehung von F,-Tieren  der
Hochleistungsgruppe 1 (3 13 Nachkommen) und der Niedrigleistungsgruppe 2 (E 6
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Nachkommen) ergab fur die drei Mikrosatelliten D17Mit16, D17Mit52 und D19Mit28 den
niedrigsten p-Wert und damit die hdchste Signifikanz. Eine generelle Erhéhung der Tierzahlen
beider Leistungsgruppen erscheint dagegen nicht notwendig.

5.7.2 Statistische Analyse von Mikrosatelliten auf der Grundlage des

Dominanzmodells der Heterosis

Mikrosatelliten, deren Genotypen mit dominanter Genwirkung assoziiert auftraten, wurden auf
der Grundlage des Dominanzmodells der Heterosis statistisch gepriift. In das Modell der
Dominanztheorie lief3en sich 13 Mikrosatelliten einordnen. Nach dem Dominanzmodell wurde
davon ausgegangen, dal’ der leistungsstérkere homozygote Genotyp dominant Uber den
lei stungsschwécheren homozygoten Genotyp ist. Entsprechend dieser Voraussetzung sollte in
Verbindung mit Markerloci in der Hochlei stungsgruppe gegentiber der Niedrigleistungsgruppe
ein signifikant erhdhter Anteil Genotypen, die mit dem dominanten Leistungsallel assoziiert
sind, vorhanden sein. Dies gilt fur die auf Chromosom 5 lokalisierten Mikrosatelliten D5Mit30
(p=0,004) und D5Mit101 (p=0,02). Der Mikrosatellit D5Mit30 befindet sich auf Chromosom 5
im Bereich 72 cM. Der Mikrosatellit D5Mit101 ist im Bereich 88 cM lokalisert und
charakterisiert damit das mit Fruchtbarkeit assoziierte Gen Pdgfa (Plateled derived growth
factor, apha, 88,0 cM). Zwischen diesen Mikrosatelliten befindet sich der Locus Pmv12
(Polytropic murine leucemia virus 12) im Bereich 77 cM. Durch RFLP-Analysen konnte
SPEAROW (1992) fur bestimmte Allele in der Nahe dieses Locus einen Einflu3 auf die

Ovarfunktion nachweisen.

Fur den Mikrosatelliten D5Mit30 konnte nach dem Dominanzmodell der Heterosis mit den
Tieren der extremen Leistungsgruppen ein signifikanter Einflu@ auf die Heterosis fir
Wurfgrofie ermittelt werden. Auch in diesem Fall blieb bel einer Erhdhung der Tierzahl die
signifikante Beziehung bestehen (Tab. 25, S. 68).
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5.8 Allelfrequenzen und Heterozygotiegrade von Mikrosatelliten in den
L eistungsgruppen

Die Berechnung der Allelfrequenzen wurde ausschliefdich fir solche Mikrosatelliten
durchgefihrt, deren Typisierung an F,-Tieren einer erweiterten Stichprobe, d.h. an F-Tieren
der Hoch- und Niedrigleistungsgruppe 2 und der Mittelleistungsgruppe, erfolgte. Fur diese
Mikrosatelliten konnten keine signifikanten Abweichungen von der zu erwartenden
Allelfrequenz von 0,5 : 0,5 (A : @) festgestellt werden (Tab. 26, S. 71). Die Berechnung der
Allelfrequenzen Uber ale Mikrosatelliten ergab ebenfalls keine signifikanten Abweichungen
(Tab. 27, S. 72). Es kann geschluf¥folgert werden, dal? bestimmte Allele in den untersuchten

L eistungsgruppen nicht bevorzugt auftraten.

Fur die an F,-Tieren einer grofReren Stichprobe untersuchten Mikrosatelliten wurden die
Heterozygotiegrade fir verschiedene Leistungsgruppen berechnet. Fir die Mikrosatelliten
D7Mit22, D17Mitlé und D17Mit52, die bei der Schdtzung des Dominanzgrades
Superdominanz zeigten, konnten in der Tendenz positive Beziehungen zwischen den
Heterozygotiegraden und der Heterosis fur Wurfgrél3e dargestellt werden (Abb. 11, S. 70).
Tiere mit extrem hoher WurfgrofRe (> 12 Nachkommen) wiesen enen sehr hohen
Heterozygotiegrad auf. Fir die Mikrosatelliten D5Mit30, D11Mit213 und D13Mit136, die bei
der Schéatzung des Dominanzgrades der Dominanztheorie der Heterosis entsprachen, waren die

Heterozygotiegrade in den verschiedenen Leistungsgruppen fur Wurfgrof3e uneinheitlich.

Anhand von 56 Mikrosatelliten, die durch ihre gleichméldige Vertellung das gesamte Genom
der Maus charakterisierten, wurde der durchschnittliche Heterozygotiegrad von F,-Tieren
extremer Leistungsgruppen berechnet (Abb. 10, S. 69). Berlicksichtigt man entsprechend der
Superdominanztheorie der Heterosis, dald ene positive Beziehung zwischen dem
Heterozygotiegrad und der Heterosis besteht, erscheint der Heterozygotiegrad der
Hochleistungsgruppe 1 (3 13 Nachkommen) von 59,7 % bel einer extrem hohen
durchschnittlichen Wurfgréfe von 13,7 Nachkommen as niedrig, obwohl eine signifikante
Abweichung von den zu erwartenden 50 % besteht (vgl. Abb. 10, S. 69). Der in dieser Arbeit
an Tieren der Niedrigleistungsgruppe 1 (E 5 Nachkommen) ermittelte Heterozygotiegrad von
480 % (Abweichung von 50 % nicht signifikant) erscheint bei der sehr geringen
durchschnittlichen Wurfgréf3e von 3,3 Nachkommen als relativ hoch. Dabei sollte jedoch nach
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PIRCHNER (1979) und BUSH (1987) berticksichtigt werden, dal? lediglich zwischen der
Heterosis eines Merkmals und der Anzahl heterozygoter Loci, die dieses Merkmal auspragen,
eine enge Korrelation zu erwarten ist. Auch ZHANG et al. (1994) und CHARCOSSET et d.
(1991) schluf¥olgerten anhand von RFLP-Analysen, dal3 eine nur geringe Korrelation zwischen
der Heterosis und der Heterozygotie aller Loci, jedoch eine starke Korrelation zwischen der
Heterosis und der Heterozygotie spezifischer Loci besteht. Der Einfluld der wenigen fir
Fruchtbarkeits-Heterosis relevant erkannten Bereiche auf den Gesamtheterozygotiegrad des
Genoms ist sehr gering, so dald es nur zu geringen Abweichungen in den Leistungsgruppen

kam.

59 Schluf¥folgerungen und Ausblick

Die im Fachbereich Zuchtungsbiologie und Molekulare Tierziichtung der Humboldt-
Universitét durchgefihrten Experimente zur Heterosisforschung sind in mehrere Phasen
gegliedert (BRUNSCH et a., 1995). Die erste Phase beinhaltete die Ermittlung der Hohe der
Heterosiseffekte fur Wurfgrol3e verschiedener Inzuchtlinienkreuzungen. Als Ergebnis dieser
ersten Projektphase wurde die Kreuzungsvariante C57BL/6J x Bab/cJ mit der héchsten
Heterosis fur WurfgrofRe ausgewahit. Im Promotionsvorhaben, as zweite Projektphase, wird
auf das Auffinden von Chromosomenregionen mit Relevanz fir Heterosis des Merkmals
Wurfgrole orientiert. Aus den Ergebnissen der vorliegenden Dissertation lassen sich folgende

Schluf¥folgerungen ziehen:

Mit der Genotypisierung von 18 Tieren der Hochleistungsgruppe 1 (3 13 Nachkommen)
und 14 Tieren der Niedrigleistungsgruppe 1 (E 5 Nachkommen) konnte fir sieben
Mikrosatelliten eine signifikante Beziehung zwischen dem Anteil bestimmter Genotypen und
der Heterosis fur Wurfgrofie ermittelt werden. Die Anzahl von 32 F,-Tieren mit extremer
Leistungsdifferenz, selektiert aus einer Gesamtpopulation von 948 F,-Tieren, war damit
ausreichend, um Chromosomenregionen mit einem Einflul? auf die Heterosis fir Wurfgrofie

zu erkennen.



Fur einen Mikrosatelliten (D17Mit16) konnte durch die Analyse einer grof3eren Anzahl von
F.-Tieren, d.h. durch die Einbeziehung von Tieren der erweiterten Leistungsgruppen, eine
zusétzliche Signifikanz zwischen dem Anteil heterozygoter Genotypen und der Heterosis fr
Wurfgrof3e nachgewiesen werden. Weiterhin wurde festgestellt, dal3 sich fir vier
Mikrosatelliten (D7Mit22, D17Mitl6, D17Mit52 und D19Mit28) bei der statistischen
Auswertung unter Einbeziehung der Tiere der Hochleistungsgruppe 1 (3 13 Nachkommen)
und der Niedrigleistungsgruppe 2 (£ 6 Nachkommen) die geringsten p-Werte ergaben, d.h.
die hochste Signifikanz. Fur die Auswertung weiterer Mikrosatellitenloci sollte, bel
gleichbleibender Selektionsgrenze fur Tiere der Hochleistungsgruppe von 3 13
Nachkommen, die Anzahl der Tiere der Niedrigleistungsgruppe durch die Verdnderung der
Selektionsgrenze von £ 5 Nachkommen auf £ 6 Nachkommen erhoht werden, um weitere

Chromosomenregionen mit Relevanz fur Heterosis der Wurfgole erkennen zu kdnnen.

Die Regionen auf Chromosom 5 (72 und 88 cM), Chromosom 17 (18,2 bis 22,3 cM),
Chromosom 18 (50 cM) und Chromosom 19 (8 und 12 cM), die nach den vorliegenden
Ergebnissen einen entscheidenden Einflul? auf die Heterosis fir Wurfgrof3e austiben, sollten
in weiterfUhrenden Untersuchungen mittels Intervallkartierung auf das VVorhandensein von

QTLs Uberprtft werden.

Die Mikrosatellitenloci der fir Heterosis der Wurfgrof3e relevanten Chromosomenbereiche
sollten auch in nachfolgenden Projektphasen mit Reziproker Rekurrenter Selektion genutzt
werden. Durch die wiederholte Selektion nach der Wurfgrof3e im Rahmen der RRS wird
dabel erwartet, dal3 die unter Selektion stehenden Genloci zweier Linien komplementar

homozygot werden.

Die Ergebnisse der Charakteriserung von Chromosomenregionen mit Relevanz fir
Fruchtbarkeits-Heterosis sollten auf Schweine Ubertragen werden. Hierfir bestehen
aufgrund der Homologien zwischen den Saugetierspezies viele Ansatzpunkte. Es wére das
Ziel anzustreben, mit Hilfe von Markerloci enen Tell der bisher notwendigen

Testkreuzungen zur Ermittlung der speziellen Kombinationseignung zu ersetzen.
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6 Zusammenfassung

Mit Hilfe von DNA-Markern wurden in enem Moddlversuch mit Mausen
Chromosomenregionen analysiert, die Beziehungen zur Heterosis der Wurfgrof3e aufwiesen.
Den Literaturrecherchen zur Heterosis war zu entnehmen, dald Projekte der
Heterosisforschung am Modelltier Maus und an anderen Saugetierspezies mit DNA-Markern

nicht bekannt waren.

Als Materia standen aus einem Zuchtversuch mit Mausen die F,-Tiere der reziproken
Inzuchtlinienkreuzung C57BL/6J x Balb/cJ zur Verfiigung. Von den 948 weiblichen Tieren der
F, ist die Fruchtbarkeitsleistung anhand der Wurfgrofde ermittelt worden, um mit ca. 3 % der
F.-Tiere extreme Leistungsgruppen und mit ca. 15 % der F,-Tiere erweiterte L eistungsgruppen
zu bilden. Die Markerloci betrafen insgesamt 56 Mikrosatelliten (A Abstand 32 cM). 32 Loci
waren aufgrund einer gleichmaliigen Abdeckung des Genoms ausgewahlt worden. Weiterhin
wurden 19 Loci einbezogen, die mit Fruchtbarkeit assoziierte DNA-Loci markierten und 5
Loci, die as Wiederholungsmarker eine enge Kopplung zu bereits gewdahlten Loci aufwiesen.
Bei den Markerloci handelt es sich um Mikrosatelliten, die nach Auswahl der Primer mit der
PCR amplifiziert wurden. Die PCR-Produkte sind elektrophoretisch aufgetrennt und
anschliefiend mit Silbernitrat gefarbt worden, um aus den Mustern direkt die Genotypen zu
efassen. FUr bestimmte Mikrosatelliten erfolgte die Genotypenerfassung nach
Fluoreszenzmarkierung in einem DNA-Sequenzierautomaten. Unter Berticksichtigung von
Superdominanz und Dominanz a's Ursachen von Heterosis wurden die Daten des Versuches an

einer grof3eren Tierzahl statistisch ausgewertet.

Die Ergebnisse lassen sich wie folgt gliedern:

In der F, traten Heterosiseffekte fur Wurfgrofde in Hohe von 45,3 % und in der F, in Héhe
von 151% auf. Die extremen Leistungsgruppen unterschieden sich in  den
durchschnittlichen Wurfgrof3en um 10,4 Nachkommen (HLG 1 mit 3 13 Nachkommen und
NLG 1 mit £ 5 Nachkommen), die erweiterten Leistungsgruppen um 7,6 Nachkommen

(HLG 2 mit 3 11 Nachkommen und NLG 2 mit £ 6 Nachkommen).
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Bei Annahme von Superdominanz zur Erklérung von Heterosiseffekten konnte fur die
Mikrosatelliten D17Mitl16, D17Mit52, D17Mitll, D18Mit106, D19Mit28 und D19Mit61l
eine signifikante Beziehung zwischen dem Heterozygotiegrad und der Heterosis fir
Wurfgrofe ermittelt werden. Die Mikrosatelliten D17Mit16, D17Mit52 und D17Mit1l sind
auf Chromosom 17 im Bereich von 18,2 - 22,3 cM lokalisiert. In dieser Region befinden
sich die fruchtbarkeitsrelevanten Gene Ped (Preimplantation embryonic development),
Cyp2lal (Cytocrome P450, 21, steroid 21 hydroxylase) und H2 (Histocompatibility-2,
MHC). Die Mikrosatelliten D18Mit106, D19Mit28 und D19Mit61 liegen auf Chromosom
18 (50 cM) und Chromosom 19 (8 und 12 cM).

Nach dem Dominanzmodell zur Erkléarung von Heterosiseffekten konnte fir die
Mikrosatelliten D5Mit30 und D5Mit101 eine signifikante Beziehung zwischen dem Anteil
Genotypen mit Dominanz assoziiertem Allel und der Heterosis fur WurfgroRe ermittelt
werden. Beide Mikrosatelliten sind auf Chromosom 5 im Bereich von 72 ¢cM und 88 cM
lokalisiert, in denen sich auch die mit Fruchtbarkeit assoziierten DNA-Loci Pdgfa (Plateled
derived growth factor, apha, 88,0 cM) und Pmv12 (Polytropic murine leucemia virus-12,
77 cM) befinden.

Die fur Heterosis der Wurfgrofle relevanten Mikrosatelliten D17Mit52, D19Mit28 und
D5Mit30 wurden an F,-Tieren extremer und erweiterter Leistungsgruppen typisiert. Durch
die Einbeziehung von F,-Tieren der erweiterten Leistungsgruppen konnte fur alle drel
Mikrosatelliten die signifikante Beziehung zwischen dem Antell bestimmter Genotypen und
der Heterosis fur Wurfgrof3e bestétigt werden.

Aus den Ergebnissen ist zu erkennen, dald Mikrosatelliten als optimae Marker zur
Charakterisierung der Segregation von Chromosomen in F,-Generationen gelten kdnnen. Die
Inzuchtlinienkreuzung der Maus erwies sich fur die Analyse von Heterosiseffekten as
besonders geeignet. Mit dem Promotionsprojekt konnten Chromosomenregionen erkannt

werden, die hohe Effekte auf die Heterosis fir Wurfgrole zeigten.
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