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Entwicklung der Tierzucht

A Domestikation
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ntung (Populationsgenetik, Statistik)

A Reproduktionstechnologien (KB, ET, etc)
A Molekulargenetik (Sequenzen, SNPs, etc)



Grundstruktur der modernen,

globalisierten Tierzucht
I
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Zuchtwertberechnung
I

A Der Zuchtfortschritt wird nach wie vor im Wesentlichen
uber die vaterliche Seite erreicht.

A Die Zuchtwertberechnung geschieht iiber die Leistungen
der Nachkommen (z.B. pro Testbulle 3-4000
Besamungen).

A Zur Zeit wird weltweit fur die wichtigen Populationen auf
den genomischen Zuchtwert umgestellt.

A Der Zuchtwert beriicksichtigt mehrere Parameter
A Die Zuchtwerte sind global verfiigbar.



Zusammenstellung eines Zuchtwerts am

Beispiel der Milchrinderzucht
NN

A Milchleistung (kg)

A Milchinhaltsstoffe (EiweiR, Fett,
Vitamine)

A Langlebigkeit/Robustheit
A Gesundheitsparameter
A Fruchtbarkeit

A Klauengesundheit

A u.a.

Die einzelnen Merkmale konnen prozentual
unterschiedlich gewichtet werden.



Klima-relevante Emissionen durch

landwirtschaftlich Nutztiere
I ——

A ~ein Drittel der globalen Klima-relevanten
Emissionen entstammen der landwirtschaftlichen
Produktion.

A Carbon-footprints (CO,,,) zeigen die CO,
Emissionen an.

A Carbon-footprints/Produkt: guter Indikator fur
die Futterverwertung.

A FAO: 1,3 kg CO,.,/Milch (Nordamerika, Europa);
7,5 COyeq/Milch (Afrika)



Methan Emissionen aus der deutschen
Tierhaltung

Trend: Methan aus der Tierhaltung in
Deutschland

Emissionen in Tgl:

CGuelle: UBA Treibhausgasinventar / in Gigatonnen

4000 Itr. Kuh: 123 kg Methan/Jahr
10.000 Itr. Kuh: 145 kg Methan/Jahr



Beitrag der deutschen Rinderproduktion zur
Emission von Klima-relevanten Gasen

A Weltweite CO, Emission: 0,08% aus
deutscher Rinderhaltung

A Weltweite Methan Emission: 0,04% aus
deutscher Rinderhaltung

A Beitrag der weltweiten Rinderhaltung zu
Methanemissionen: 3,7%




Projizierte Zunahme der Weltbevolkerung

ABB. 3 |
2100: 10,12 Mrd.
2083: 10 Mrd. 100
2043: 9 Mrd. 90
2025: 8 Mrd.
180 _
2011:7 Mrd. |50 2
1999: 6 Mrd. | o=
1987: 5 Mrd. | e0 2
1974:4er¢ 402
. m
1959: 3 Mrd. [ 2
1927: 2 Mrd. oo N
1804: 1 Mrd.
L —— - 10
I T T 1 1 1 T U
1700 1750 1800 1850 1900 1950 2000 2050 2100
Quelle: UN, World Population Prospects: The 2010 Revision, 2011




Ein neues Zeitalter der Biologie: Genomik,
epigenetische Reprogrammierung und
Plastizitat in der Entwicklung
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Sequenzierung und Annotierung des

Rindergenoms
I

A Bovines Genom hat ~22,000 Gene, ahnlich wie Mensch
und andere Sauger (http://BovineGenome.orq)

A Grosse des Genoms: 2,87 (Gbp) Gigabase pairs, 60
Chromosomen

A ~5% des Genoms sind genomisch aktiv, d.h. werden
abgelesen

A Hoher Grad der Homologie (14,345 orthologe Gene) der
bovinen Gensequenz mit Mensch, Hund, Ratte, Maus;
Transposons und Wiederkauer-spezifische Repeats

A Rinder-spezifische Variationen bei Genen, die mit
Laktation, Reproduktion, Energie Effizienz und
Immunabwehr zu tun haben,



Nutzung der neuen genomischen

Kenntnisse
NN

A Transcriptomics/Proteomics/Phenomics
A Genauere Zuchtprogramme
Genomische Zuchtwertschatzung, Direktsequenzierung
A Erstellung transgener Tiere
A Neue Erkenntnisse tiber genetische Vielfalt
A Abstammungsstudien
A Vergleichende Genomik



Genomische Zuchtwertschatzung

A SNP-Marker und Typisierungen (54 K Chip)

A Abgleichung der SNP Muster mit bekannten
Leistungsgenen

A Einbringen in genomische Schatzformel

A Voraussetzung ist gute phanotypische
Charakterisierung

A Erhebliche Kosten- und Zeiteinsparungen durch
Verwendung junger Tiere (Embryonen) statt
Testbullen.

A Hohere Aussagesicherheit als mit bisherigem
Pedigree basiertem Zuchtwert.



Sicherheit genomischer
Zuchtwerte

Si. dGW | Si. gzw




Entwicklung der Genomsequenzierung:

Schneller, kleiner, billiger
I

QUICKER, SMALLER, CHEAPER
Genome sequenced (publication year) HGP (2003) Venter (2007) Watson (2008)
Time taken (start to finish) 13 years 4 years 4.5 months
Number of scientists listed as authors > 2800 31 27
Cost of sequencing (start tofinish) $2.7 billion $100 million < £1.5 million
Coverage 8-10 = 15% 74 %
Mumber of institutes involved 16 5 .
Number of countries involved 6 3 1

Nature 452, 2008



Erstellung transgener Tiere mit Hilfe des
somatischen Kerntransfers

Klonierungsvektor
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Vor- und Nachteile von Mikroinjektion und
somatischem Kerntransfer zur Produktion

transgener Tiere
N

Mikroinjektion Somatischer Kerntransfer

Integrationseffizienz: + +4++
Integrationsort: zufallig zufallig/gezielt
Gen-knock-out: - +++
KonstruktgroBe: >50 kb (Art.Chr.) ~30-50 kb
Technische Anforder.: + + +4++
Chimarismus: +++ -

Expr. Screen. in vitro: (+) ++4++
Expressionsmuster: variabel kontrolliert, konsistent
Multi-Transgene + +++

Zeitaufwand ++++ +




Neue Methoden zur Produktion

transgener Nutztiere
e

A Meganukleasen (ZFN Molekiile, TALEN)
A Transposons (SB, PiggyBac, Tol 2)

A Pluripotente, reprogrammierte Zellen



Zinkfinger-Nucleasen (ZFN)

I
A Nucleasen dimerisieren, um DNA zu schneiden

A 2 ZFN Moleklule sind erforderlich
A Spezifische Erkennung von 18 bp

Py P Py

0 YBTC AAC CATGETACCAGT ATGATC TG W
\1/ \I/ \1/

p LAG TIG GCA TBAT GGTTCA TAC TAG Ac®
o0 YBTC AAC CGT ABRA CCAAGT ATG ATC F@GY



Effektivitat der ZFN vermittelten homologen

Rekombination (HR)
I
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Schweine aus Klonen mit Zellen mit einem
homozygoten Gen-Knockout, vermittelt uber
spezifische ZFNs

Left: First pig with an ZFN-induced homozygous KO of an endogenous gene (Liliy,
born 20.12.11, had to be euthanized) Right: Lia (born 06.01.11, still alive)

Three ZFN GalKO piglets born on
14.04.11 (two are still alive and
healthy)

Hauschild et al.(2011) PNAS publ online July 4th



Nutzung von Transposons fur die
Produktion transgener Tiere

pCMV-SB100X CMV-SB100X
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Produktion transgener Schweine durch
cytoplasmische Injektion von SB Transposon
basierten Konstrukten
I
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Transgene Mause und Schweine produziert
uber Transposon vermittelten Gentransfer

wt (-/-)

wt(-/-)

F5 outbred

Garrels et al., 2011, PLos One



Geklonte Rinder mit Resistenz gegen BSE

b PRNP~* PRNP -
H,0 N 3560-2 calf P

L A AA
C  PRNP-* calves
PRNP~T ' WT
H20 fetus 1 2 3 calf

Figure 1 Generation of PRNP '~ cattle. (a) PRNP '~ cattle at 13 months of age. (b) Verification of
PRNP-/~ genotype in the ear biopsy fibroblasts by genomic PCR. P, positive control®; N, negative

Richt et al., Nature Biotechnology 25, 132- 138, 2007



Transgene Kuhe mit Lysostaphin induzierter
Resistenz der Milchdruse gegenuiber Infektionen
mit Staphylococcus aureus

kDa 001 204 101 102 rLYS
40_;,:;,;._ Qe :
Tg 001
30 =— PR
20 =—
Tg 101
15 — 9
Assay method Tg 204
ELISA Lysis assay
Mean + s.e.m.  Mean + s.e.m. rLysostaphin
ID (Sex) Generation Founder ID (pg/ml) (pg/ml)
001 (F®  Founder 001 0.87 + 0.08  0.08 + 0.01 Non-tg 102
101 (F)y Founder 101 11.03 £ 0.38 2.50 = 0.20
204 (F)? Founder 204 0.92 + 0.03 0.13 + 0.01 No sample
214 (M)° G, 004 5.2 £ 0.5 na
215 (F)b G; 004 5.6 + 0.9 na
312.(F)P G; 104 138 + 4.4 na

Resistenz gegen St. aureus Infusionen: Tg: 18/21(85,3%)
(Infektion nur bel sehr hohen Dosen) vs. Nicht-Tg 13/47 (31,7%)

Wall et al. (2005), Nature Biotechnol., 23, 445-451



Produktion transgener Rinder mit

erhohtem Milchgehalt an 3- und k-Casein
I

A Transfektion zusatzlicher Kopien von CSN2 (R) und CSN3
(k) in bovine Fibroblasten

A Somatisches Klonen mit vier Zelllinien: 11 Kalber

A Induktion der Laktation durch hormonale Injektionen im
Alter von 7-9 Monaten

A Bei 9 Rindern:

U 8-20% mehr [3-casein,

U doppelt so viel k-Casein,

U Verandertes k-Casein und Gesamt-Casein Verhaltnis

Brophy et al. 2003, Nature Biotechnology 21, 157-162



Production of B-lactoglobulin free milks in
siRNA-B-lac transgenic cows

Targeted microRNA expression in dairy cattle directs
production of p-lactoglobulin-free, high-casein milk

Anceser lned BT oiafan Wagner~, Judl Molradcen®, David M Wells®, and Goetz Ladhie™"
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Transgene Schweine mit Expression von
Phytase in der Speicheldruse

Modified bacterial gene
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Freshwater cyanobacterial blooms environmental
: Hypoxia of fish damage .
Production of greenhouse gases Golovan et al. Nat. Biotechnol. 19,

741-745, 2001



Komplexes biologisches System zur Regulation
von Futteraufnahme und Futterungseffizienz

low glucose, ghrelin leptin insulin FGF21

AICAR !

hypothalamus

— @
\{
NPY/Agrp expression

neuronal firing

sympathetic nerves




Molekule mit Potential fur Studien zur

Produktion Futter-effizienterer Nutztiere, I
(transgene Nagermodelle)
O ——

Zielmolek. Expression Spezies Zielorgan Futteraufn. Kandidatengen
NPY Knock-in Ratte, PVN, LH y X
Maus
NPY Knock-out  Maus ubiquitar =
Agrp Knock-in Maus Sk-muskel V X
Agrp Knock-out  Maus ARC Z
CART Knock-in Ratte PVN y
CART Knock-out  Ratte ubiquitar =
POMC Knock-out  Maus ubiquitar y
MCH Knock-out  Maus ubiquitéar Z
GH Knock-in Maus ZNS y X
ObRb Knock-out  Maus NTS y
CCK1R Knock-out  Ratte ubiquitar y



Moleklule mit Potential fur Studien zur

Produktion Futter-effizienterer Nutztiere, I1
(transgene Nagermodelle)

Zielmolekiil Expression Spezies Transgene Futter- Kandidatengen
Expression aufnahme

MC4R Knock-out Maus ubiquitar y

Y2 Knock-out Maus ubiquitar Z

MCH1R Knock-out Maus ubiquitar y

GHR Knock-out Maus ubiquitar y

Ghrelin Knock-in Maus ubiquitar y X
PDK1 Knock-out Maus POMC Neuronen Yy

FoxO1 Knock-out Maus POMC Neuronen Z

AMPK dominant- Ratte Hypothalamus Z

negativ

AMPK dominant-aktiv  Ratte Hypothalamus =

MCD Knock-in Ratte Hypothalamus V

UCP2 Knock-in Maus ubiquitar y

UCP3 Knock-in Maus ubiquitar y

(MCD: Malonyl-CoA Decarboxylase, UCP: Uncoupling proteins 2 and 3)



Microbiome: Neue Optionen zur Reduktion

Klima relevanter Emissionen

b
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Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

A Nutztiere tragen nur in begrenztem Umfang zur Emission
Klima-relevanter Emissionen bei.

A Die Fortschritte in der Genomforschung ermoglichen
genauere und schnellere Zuchtprogramme als bisher.

A Die Verfugbarkeit von neuen molekularen Techniken erlaubt
die prazise und effiziente Veranderung des Genoms
landwirtschaftlicher Nutztiere.

A Die neuen genom-analytischen und gentechnologischen
Verfahren bieten Optionen zur zielgenauen und
effizienteren Zichtung von Nutztieren mit weniger Klima-
relevanten Emissionen.

A Allerdings ist davon auszugehen, dass viele
Leistungsmerkmale einer komplexen genetischen/
epigenetischen Regulation unterliegen, und deshalb
zUchterisch schwierig zu bearbeiten sein werden.
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