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1. Kurze Darstellung

1.1 Aufgabenstellung

Die Nutztiere stellen eine unverzichtbare Ressource fiir die langfristige bedarfsgerechte Erzeugung
hochwertiger Lebensmittel dar. Die weltweit wachsende Bevoélkerung, der zunehmende Wohlstand in
den Schwellenlandern und die Anderung der Verzehrsgewohnheiten werden die Nachfrage nach
Produkten tierischer Herkunft weiter steigern.

Die zukiinftige Erzeugung von Lebensmitteln tierischen Ursprungs wird zwingend die Tiergesundheit
als malgebliches Leitbild der tierischen Produktion erfordern, wobei Tiergesundheit und
Wohlbefinden das Bindeglied der notwendigen Verknlipfung von Tierschutz und gesundheitlichen
Verbraucherschutz darstellen. Hierbei ist zu erwarten, dass sich die europdische und nationale
Gesetzgebung dem Anliegen nach Vermeidung von Schmerzen und Leiden sowie der Verbesserung des
Wohlbefindens in einer verhaltensgerechten Unterbringung — (iber die bisherigen Regelungen in der
Tierhaltung hinaus — weiter 6ffnen werden. Als wichtige EinflussgroRe auf Verbraucherakzeptanz und
Wettbewerbsfahigkeit wird dies den Handlungsdruck auf die Tierhalter verscharfen und bedarf
deshalb einer begleitenden, multidisziplindren Forschung.

Das bessere Verstandnis der Merkmalsauspragung stellt die entscheidende Voraussetzung fir hohe
Leistungen, Gesundheit und Wohlbefinden der Tiere unter den jeweiligen Produktionsbedingungen
dar. Die Aufklarung der molekularen Mechanismen der Merkmalsauspragung beim
landwirtschaftlichen Nutztier stellt deshalb eine wichtige Zukunftsaufgabe der Nutztierforschung dar
und ist eine wesentliche Voraussetzung fiir die tiergerechte, ressourcen- und umweltschonende
Erzeugung von Lebensmitteln tierischen Ursprungs.

Mit den sich in einer rasanten Entwicklung befindlichen ,OMICS’-Technologien stehen
Hochdurchsatzverfahren zur Verfligung, die in Hinsicht auf die Generierung hochaufgeloster
Phanotypen qualitativ vollig neue Moglichkeiten fiir die Nutztierforschung eréffnen, diese aber auch
vor neue Herausforderungen stellen werden.

Hier setzt das nutztierspezifische Kompetenznetz PHANOMICS an. Es werden im Nutzerkontext
exzellente  Kompetenzen  der  funktionellen = Genomanalyse, der  Tierzucht- und
Veterindrwissenschaften, der Haustiergenetik, der Verhaltensbiologie, der Tierhaltung, der
Bioinformatik und Biomathematik im Rahmen eines systembiologischen Ansatzes zur Modellierung
und Nutzung der Merkmalsausprdgung im Kontext von Leistung, Gesundheit und Wohlbefinden bei
den Tierarten Rind und Schwein zusammengefihrt.

1.2  Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefiihrt wurde

Diese Initiative hatte die dauerhafte Etablierung eines Forschungsnetzes der Nutztierwissenschaften
an der AUF in engem Verbund mit exzellenten auBeruniversitiren regionalen Partnern, dem
Ressortforschungsinstitut des BMELV FLI Insel Riems und dem Leibniz-Institut FBN Dummerstorf zum
Ziel. Dieser Verbund reprasentierte die grofte nationale Ressource auf den Forschungsfeldern
Tiergesundheit und Wohlbefinden. Verstarkt wurde dieses Netzwerk durch exzellente Arbeitsgruppen
der Veterindrmedizin und funktionellen Genomics (LMU Miinchen, RFW Bonn), der Nutztierhaltung
(JLU Gottingen, CAU Kiel), der Haustiergenetik und Tierzucht (CAU Kiel) und der Bioinformatik (LMU
Miinchen, Universitat Libeck). Diese Vernetzung sicherte in hohem MaRe die notwendige kritische
Masse. Durch die nationale Vernetzung technologischer ,0MICS’-Ressourcen konnte in diesem
kostenintensivem Forschungsbereich ein international vergleichbares technologisches Niveau
geschaffen werden. Dies bildete auch die wesentliche Voraussetzung fir die Qualifizierung des
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wissenschaftlichen Nachwuchses. Das Forschungsprofil der einzelnen Partner sicherte neben der
kritischen Masse die notwendige fachliche Breite als auch die konsequente transdisziplindre
Ausrichtung des Kompetenznetzes. Alle wissenschaftlichen Fragen wurden im Nutzerkontext
bearbeitet. Durch die Einbindung des VIT als Rechenzentrums der Wirtschaft und der deutschen
Schweine- und Rinderzuchtunternehmen wurde von Beginn an der Bezug zur wirtschaftlichen Praxis
sichergestellt. Die Vernetzung von Forschergruppen der Grundlagen- und der angewandten
Forschung, die Integration von Erkenntnissen und Entwicklungen aus dem Human- und
Modelltierbereich sowie die Verkniipfung von funktioneller Genomics, Verhaltensforschung und
Bioinformatik stellten wesentliche Voraussetzungen fiir die erfolgreiche Bearbeitung des innovativen
Ansatzes zur systembiologischen Modellierung der Genotyp-Phanotyp-Abbildung bei den Nutztieren
Rind und Schwein dar.

13 Planung und Ablauf des Vorhabens

Durch die integrierte Anwendung von ,0MICS’-Technologien (Genom, Transkriptom, Proteom,
Metabolom) zur quantitativen genomweiten Messung von Genprodukten auf allen Ebenen der
Genexpression (s. Abbildung 1) zusammen mit neu entwickelten bioinformatischen Ansétzen konnten
das systembiologische Verstandnis biologischer Funktionen (z.B. Verkniipfung verhaltensbiologischer
und genomanalytischer Erkenntnisse) verbessert und neue biologisch hochaufgeloste Phanotypen
generiert werden. Durch ,0MICS’-Messungen an bekannten Phdnotypen wurden relevante Netzwerke
genomischer Faktoren sowie Gen-, Protein- und Metabolit-Konzentrationen auf verschiedenen
Ebenen abgeleitet (molekularer Phdnotyp) und dadurch spezifische Merkmale mit den molekularen
Parametern vernetzt.

Phédnom

_ - Merkmal

L .
L]y

Metabolom
Proteom

Molekulare Phénotypen
Biosignaturen { Biomarker

Abbildung 1: Die Ebenen der Merkmalsauspragung - Identifizierung der molekularen Phdnotypen,
Biosignaturen und Biomarker

Dieser experimentelle Ansatz zielte letztlich auf die Generierung genauer geschatzte Phanotypen der

funktionalen Merkmale bzw. auf repradsentative Indikatoren des Wohlbefindens. Zusammen mit den

modernen Verfahren der Tierziichtung bilden die biologisch hochaufgelosten Phanotypen die

wesentliche Voraussetzung fiir die weitere ziichterische Verbesserung der Leistungsmerkmale unserer

Nutztiere im Kontext von Gesundheit und Wohlbefinden.

Im Einzelnen verfolgte des Kompetenznetz PHANOMICS folgende inhaltliche Ziele:
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1.4

Phanotypisierung des Verhaltens: Generierung wissenschaftlich begriindeter und
reproduzierbar zu messender Parameter des Wohlbefindens bei Rind und Schwein,
Optimierung parallelisierter Hochdurchsatzverfahren zur Generierung komplexer ,OMICS’-
Datensatze zur Ableitung neuer molekularer Phanotypen,

Systembiologische Modellierung der Genotyp-Phanotyp-Abbildung ausgewahlter komplexer
Produktions-, Funktions- und Verhaltensmerkmale bei Rind und Schwein,

Entwicklung prognostischer Biosignaturen fiir ausgewadhlte Produktionsmerkmale bei Rind und
Schwein im Kontext von Gesundheit und Wohlbefinden,

Validierung der neuen Phanotypen/Biosignaturen in kommerziellen Herden und unter ver-
schiedenen endo- und exogenen Bedingungen (Rasse, Haltung, Futter, Infektion),
Implementierung der neuen Phanotypen in Anpaarungs- und Zuchtprogrammen bzw. in
Haltungsverfahren als wichtige Voraussetzung fiir eine nachhaltige effiziente und tiergerechte
Erzeugung von Lebensmitteln tierischer Herkunft.

Wissenschaftlicher und technischer Stand zu Projektbeginn

Mit dem AgroClustER ,PHANOMICS“ wurden international erstmalig die im Bereich der

Nutztierhaltung strategisch bedeutsamen Felder Genomics—Verhaltensforschung—Haltung—Zucht mit

dem Ziel der Genotyp-Phanotyp-Abbildung im Kontext von Leistung, Gesundheit und Wohlbefinden

synergistisch vernetzt.

15

Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Entsprechend der Vorhabenbeschreibung erfolgte eine intensive Zusammenarbeit mit allen

Projektpartnern, dem Wissenschaftlichen Beirat, dem Lenkungsausschuss sowie dem PtJ). Darliber

hinaus erfolgte ein kontinuierlicher Informationsaustausch mit den Koordinatoren des AgroClustErs

,Synbreed” und eine gegenseitige Beteiligung an Weiterbildungsveranstaltungen (Workshops, Kurse,

Summer/Winter School).
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2. Eingehende Darstellung

2.1 Untersuchungsansatz

Die in einem Langzeitansatz etablierte F2-Kreuzungspopulationen der Rassen Holstein und Charolais
beim Rind (SEGFAM-Ressourcenpopulation) stellte ein hoch informatives Tiermodell fir die
Untersuchungen bei der Tierart Rind dar und bot auf Grund der groRen Variabilitdt der betrachteten
Milchleistungs- und Verhaltensmerkmale in der F2-SEGFAM-Population (s.a. Abbildung 2) bei
einheitlichem genetischen Hintergrund eine sehr glinstige experimentelle Voraussetzung die
genetischen bzw. physiologischen Ursachen einer differenten Merkmalsauspragung bzw. eine
mogliche molekulare Verbindung zwischen diesen Merkmalen aufzuklaren.

Variabilitat
zwischen HF
und Cha

o Erwartete
] \ Variabilitat in
. L3 HFxCha-
y \ Kreuzung

T — Beobachtete

Variabilitat in

/r v der HFxCha-
Kreuzung

Milch- Tempera-
menge ment

Abbildung 2: Die SEGFAM-Ressourcenpopulation - F2-Kreuzungspopulationen der Milchrindrasse
Holstein und Fleischrindrasse Charolais.

Die Untersuchungen bei der Nutztierart Schwein erfolgten an einem seit 1998 als Tiermodell am FBN
Dummerstorf in einem geschlossenen System gehaltenen Nukleuszucht der Deutschen Landrasse. Als
Basiszuchtbetrieb ist das FBN dem Hybridschweinezuchtverband Nord Ost angeschlossen und aktiv an
der Landeszucht beteiligt. Fir Versuche konnen im 3-Wochen-Rhythmus kontinuierlich
Reinzuchtnachkommen bereitgestellt werden.

Inhaltlich wurde der Forschungsverbund in folgende Themengebiete strukturiert, die sich synergistisch
erganzen und im Rahmen von fiinf thematischen Verbundprojekten (VP1 — VP5) bearbeitet:

e die Entwicklung eines ,Animal Trait Ontology’-Ansatzes — die strukturierte Interspezies-
Merkmals- und Genomdatenbank im Kontext von Leistung - Gesundheit - Wohlbefinden,

¢ die Quantifizierung und das Monitoring von Wohlbefinden bei Rind und Schwein,
¢ die Generierung neuer molekularer Phanotypen durch Integration der ,OMICS’-Datensétze,

¢ die systembiologische Modellierung der Genotyp-Phanotyp-Abbildung im Kontext von Leis-tung
- Gesundheit - Wohlbefinden bei Rind und Schwein,

e die Validierung der neuen Phanotypen/Biosignaturen unter diversifizierenden ,inneren’
(genetischer Hintergrund) und ,duReren’ Bedingungen (Futterung, Infektion),
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¢ die Implementierung der neuen Phanotypen in Marker-unterstiitzte Anpaarungs- und Selekti-
onsprogramme bzw. in die Optimierung von Haltungsverfahren bei Rind und Schwein.

In der Abbildung 3 sind das Zusammenwirken der themenbasierten Projekte, die Verbindung zur
Nutztierpraxis und die Einbeziehung der weltweit verfligbaren Informationen dargestelit.

@- ! Schweine-Zuchtorganisa@ www

4

Neue Phianotypen
|
Merkmalsbe- o
VP5: Implementierung scf,:e?;i:g:n VP2: Phéanotypisierung |

der neuen Phanotypen des Verhaltens
[ Pedigrees, T

Phidnotypen
1typ Verhaltensmerkmale

Validierte neue =
DL i VP1: Integrative /paten _ Verhaitens-
Biosignaturen Bioinformatik \ bank phinotypen

I L
Molekulare Phdnotypen ,OMICS‘- und Merk-
und Biosignaturen malsdaten
VP4: Validierung der — | VP3: Integration der
neuen Phénotypen Proben ———»| ,OMICS‘-Ebenen

Proben

t_ Rinder-/Schweine-
Populationen

Abbildung 3: Die inhaltliche Struktur und Vernetzung der Verbundprojekte (VP) des AgroClustErs
PHANOMICS

Das Ziel dieses Kompetenznetzes bestand darin, auf der Grundlage des integrativen Zusammenwirkens
dieser Projekte ein Zentrum fir Nutztierphdanomics zu bilden, um die theoretischen und
technologischen Grundlagen fiir eine verbesserte, d.h. biologisch hochauflésende Phanotypisierung
der landwirtschaftlichen Nutztiere im Kontext von Leistung, Gesundheit und Wohlbefinden zu
entwickeln und fiir die Bearbeitung der geplanten Forschungsvorhaben bereitzustellen. Im Zentrum
dieses Netzes stand das Verbundprojekt VP1 ,Integrative Bioinformatik”, das Uber die
wissenschaftliche Bearbeitung der systembiologischen Modellierung der Genotyp-Phénotyp-
Abbildung hinaus allen anderen Projekten eine ,Animal Trait Ontology’ (ATO)-Plattform zum Komplex
Wohlbefinden und eine zentrale Datenbank zum effizienten Datenaustausch zur Verfiigung stellte. Das
in VP2 und VP3 generierte Expertenwissen (Merkmalsbeschreibungen) stellte eine wesentliche
Voraussetzung fir die Entwicklung der ATO dar. Ein terminlich fixierter Austausch von Erkenntnissen
und Substraten zwischen den Projekten sicherte nicht nur eine effiziente gemeinsame Nutzung der
generierten biologischen Ressourcen, sondern auch eine komplexe Merkmalserfassung. Durch VP2
und VP3 wurden in den Experimentalherden ,O0MICS’- und Merkmalsdaten gemessen, welche die
Datengrundlage fir die durch VP1 durchgefiihrte Ableitung der Biosignaturen bildeten, die durch VP4
in kommerziellen Rinder- und Schweineherden validiert wurden und in die im VP5 entwickelten
Modelle zur Marker-gestiitzten Selektion bzw. in die Expertensysteme zur Bewertung der
Tiergerechtheit von Haltungssystemen eingingen. Dariiber hinaus wurden die im VP1 zusammen mit
VP2 und VP3 generierten und in VP4 validierten biologisch hochaufgel6sten Phanotypen (Verhaltens-
und molekulare Phanotypen) Gber VP5 den Rinder- und Schweinezuchtunternehmen zur Verfiigung
gestellt.
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2.2 Erzielte Ergebnisse

2.2.1 Individuelle Verhaltensmuster (TP2.4)
Die Ziele des Teilprojekts bestanden in

e der Etablierung physiologischer Parameter zur Charakterisierung des autonomen
Nervensystems beim Rind,

e der Temperamentsbeschreibung beim Rind unter Verwendung von Verhaltensparametern und
e der ethologischen und physiologischen Charakterisierung individueller Reaktionsmuster.

Als eine Grundvoraussetzung fir die Untersuchungen wurde die Entwicklung und Evaluierung
standardisierter Verhaltenstests zur Erfassung temperaments-assoziierter Verhaltensmerkmale beim
Rind unter Stallbedingungen realisiert. Dazu zdhlten ein kombinierter open-field und novel-object Test.
Dariiber hinaus wurden das Verhalten und die Herzfrequenz von 361 F2-Kreuzungskalbern (Charolais
x Holstein Frisian) und 20 Reinzuchttieren jeder Ausgangsrasse in beiden Tests erfasst. Mittels eines
angepassten statistischen Verfahrens der Faktoranalyse an die Datenstruktur wurden die
Verhaltensdaten aus dem open-field/novel-object Test analysiert. Mit diesem Verfahren wurden zwei
Hauptfaktoren zur Beschreibung der Reaktionsnorm der Kélber erarbeitet. Dabei wurden in beiden
Verhaltenstests  dieselben  Hauptfaktoren mit relevanten ,loadings’ flr identische
Verhaltensparameter als wesentlich zur Beschreibung der Reaktionsnorm identifiziert. Insgesamt
lieRen sich so vier unterschiedliche Reaktionsnormen voneinander abgrenzen. Nach Verrechnung mit
den Herzfrequenzdaten (HR/HRV) ergab sich, dass, unabhangig vom Geschlecht der Tiere, zwei dieser
Normen parasympathisch und zwei sympathisch dominiert sind. Die vier ethophysiologisch
charakterisierten Reaktionsnormen wurden in Anlehnung an aktuelle Konzepte aus der Literatur
gelabelt. Die mittleren Scores von 361 Kélbern in den beiden Hauptfaktoren im ,novel-object’-Test, die
aus den in der Faktoranalyse generierten loadings errechnet wurden sind in der Abbildung 4
dargestellt.

Aktivitdt und Exploration “open field”
sympathische Aktivierung
F 9

i 3 -

gestresst ) W .
angstlich

Faktor 1

[ 5]
w

L 4
109[qo |9aaou,, uoijesodx3

ruhig al
desinteressiert .
=3 - Faktor2

parasympathische Aktivierung

Abbildung 4: Mittlere Scores von Kalbern (n=361) in den beiden Hauptfaktoren (,novel-object*Test)
und die vier resultierenden Reaktionsnormen.
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Unter Einbeziehung der Ergebnisse von Verhaltenstests, von soziometrischen Beobachtungen bzw.
von bioakustischen, kognitiven und emotionalen Elementen der Verhaltensreaktivitdt konnten
,Kognition und ,Emotion erfolgreich miteinander verknilipft werden. Affektive Reaktionen und
Wohlbefinden konnten in Hinsicht der emotional-relevanten Dimensionen ,Arousal’
(,Erregungszustand‘) und ,Valenz‘ (,emotionale Bewertung‘) mittels der Messungen ihrer autonomen
Balance unter einem kognitiven Verhaltensparadigma erfolgreich analysiert werden. Die vier
resultierenden Reaktionsnormen korrelieren mit Parametern der Herzfrequenzvariabilitat (p = 0,029
bis p < 0,001) und beschreiben eine vorwiegend sympathische bzw. parasympathische Aktivierung.
Diese Ergebnisse sind unabhdngig vom Geschlecht der Tiere. Auf Grundlage dieser Ergebnisse erfolgte
die Auswabhl reprasentativer Tiere der vier Reaktions-/Temperamentstypen fiir tiefergehende ,0MICS'-
Analysen verschiedener Organe bzw. Gewebe (s. Kapitel 2.2.2).

Die Berechnung der Scores fiir die jeweils 20 Reinzuchttiere der beiden Ausgangsrassen, die nach dem
gleichen Testprotokoll am 90. und wiederholt am 180. Lebenstag getestet wurden, erfolgte auf der
Basis der fir die Kreuzungstiere berechneten ,loadings’. Darliber hinaus wurde ein automatisierter
Zugtest zur objektiven Beschreibung des Duldungs- bzw. Fluchtverhaltens entwickelt. Zur Evaluierung
dieser Methode wurde ein multivariater Testdatensatz von 24 Kdlbern mit zwei verschiedenen
statistischen Methoden (Funktion ,kcca“ und Funktion ,hclust”; R version 2.12.1) analysiert. Beide
Analysen ergaben identische, klar voneinander getrennte Cluster, die jeweils dieselben Individuen
umfassten. Tiere in Cluster 1 zeigten in allen Parametern des Fluchtverhaltens ein kontinuierlich
hoheres Reaktionsniveau als Tiere in Clusters 2 (Abbildung 5). Die Cluster waren unabhangig von
Gewicht und Geschlecht der Tiere. Die Ergebnisse zeigten, dass mit dieser neuentwickelten Methode
Unterschiede im Muster des Fluchtverhaltens von Kalbern erkannt werden kénnen.

Tractive force
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Abbildung 5: Reaktion von 24 Kalbern in einem automatisierten Zugtest in den KenngrofRen Zugkraft,
maximale Zugkraft und Anzahl Zugereignisse (iber 30 min. Zwei unterschiedliche
Reaktionsmuster, unabhadngig von Geschlecht und Gewicht der Tiere, konnten
beschrieben werden.

2.2.2 ,0MICS’-Phdnotypen - Biosignaturen des Verhaltens (TP3.2)

Grundsatzlich wurden in diesem Teilprojekt folgende zwei Ziele verfolgt:

e der Ausbau einer integrierten Technologieplattform zur systematischen und komplexen
Erfassung und Interpretation der verschiedenen ,,OMICS“-Ebenen als neue molekulare
Phanotypen und

e experimentelle Untersuchungen zur Generierung molekularer Phanotypen/Biosignaturen
und systembiologische Modellierung der Genotyp-Phanotyp-Abbildung im Kontext von
Milchleistung und Verhalten beim Rind.

Mit der Neubeschaffung des Next Generation Sequencers (Fa. lllumina) und der SNP-Array-Plattform
(Fa. lllumina) im Rahmen von PHANOMICS sowie des Laser-Capture Microdissection Zeiss-Palm
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Systems und der Microarray-Plattform der Fa. Agilent aus Institutshaushaltsmitteln konnte die
,omics‘-Plattform am Standort (AUF/FBN) wie geplant ausgebaut werden.

Die wissenschaftlichen Zielstellungen dieses Teilprojektes waren:

e Erfassung von Milchleistungs- und Verhaltensmerkmale bei den Founder- und F2-Kiihen des
Dummerstorfer SEGFAM-Rinderfamilienpanels,

e Analyse der Genexpression auf verschiedenen ,0MICS‘-Ebenen der Founder- und F2-Kiihe des
Dummerstorfer SEGFAM-Rinderfamilienpanels,

e Generierung komplexer ,OMICS’-Phédnotypen (Transkripte, Proteine, Metaboliten),

e Kartierung exprimierter merkmalsbeeinflussender Loci (eQTL) unter Einbeziehung genomweit
erfasster SNP-Genotypen, Transkript-, Protein-, Metaboliten-Daten und komplexer ,OMICS’-
Phanotypen/Genomweite Assoziationsanalyse,

e Identifizierung und Definierung von mit Milchleistungs- und Verhaltensmerkmalen signifikant
assoziierten Biosignaturen (,0MICS’-Phanotypen).

Von insgesamt 160 milchleistungs- und verhaltensgetesteten Kilhen der F2-SEGFAM-
Ressourcenpopulation wurden nach deren Schlachtung Proben von fiir die genannten
Leistungsmerkmale relevanten Zielgeweben (Nebennierenrinde, Leber, Euter, Amygdala,
Hippocampus, Hypothalamus, prafontaler Cortex) gewonnen, die entsprechenden biologischen
Substrate (DNA, RNA, Proteine, Metaboliten) isoliert, mittels SNP-Chips genotypisiert und mittels
parallelisierter Hochdurchsatzverfahren ein Expressionsprofiling auf Transkriptom-, Proteom- bzw.
Metabolom-Ebene durchgefiihrt. Von 126 Kihen lagen komplette Datensdtze vor. Im Alter von 90
Tagen wurden diese Kiihe drei Verhaltenstests ausgesetzt: dem ,Open field‘-Test (OF), dem ,Novel
object’-Test (NO) und dem ,Novel human‘-Test (NH). Jeder dieser Tests dauerte 10 min. Wahrend der
Verhaltenstests wurden die Dauer, die Frequenz und die Latenz verschiedener Verhaltensmerkmale,
wie Aktivitat, Inaktivitat, Exploration und Kontakt gemessen. Als Milchleistung wurden folgende
Leistungsmerkmale der 1. Laktation einbezogen: mittlere Milchmenge je Laktationstag, Milchmenge
Tag 1 —Tag 5 der Laktation, Milchmenge Tag 6 — Tag 30 der Laktation, Ratio Milchmenge ein Tag vor
und nach einer Umstallung des Tieres, Ratio Milchmenge 3 Tage vor und nach Umstallung des Tieres
In der Tabelle 1 sind die Pearson’s Korrelationskoeffizienten zwischen der erfassten Milchleistungs-
und Verhaltensphanotypen dargestellt. Wahrend die erfassten Milchleistungs- bzw.
Verhaltensphanotypen untereinander hoch korrelieren, weisen die erfassten Milchleistungs- nur
geringe Korrelation mit den Verhaltensmerkmalen auf.

Tabelle 1: Pearson’s Korrelationskoeffizienten zwischen der erfassten Milchleistungs- und
Verhaltensphdnotypen

DI OF DAOF DEOF DINO DANO DENO MY Y5 Y30 R1 R3

DI OF -0,67** -0,75** 0,42** -0,42** -0,27* 0,08 0,09 0,08 0,03 -0,02
DA OF 0,10 -0,40** 0,48** 0,18 -0,02 -0,08 -0,01 -0,10 -0,07
DE OF -0,24* 0,16 0,24* -0,08 -0,05 -0,08 0,01 0,06
DINO -0,84** -0,82** 0,13 0,16 0,15 -0,10 -0,07
DANO 0,45** 0,00 -0,06 -0,05 0,02 0,02
DE NO -0,24*  -0,21* -0,22* 0,15 0,09
MY 0,75** 0,93** -0,38** -0,49**
Y5 0,82** -0,29* -0,29*
Y30 -0,45** -0,56**
R1 0,76**

R3
DI, Dauer Inaktivitat; DA, Dauer Aktivitat; DE, Dauer Erkundung; OF, Open-field-Test, NO, Novel object-Test; MY, Mittlere
Milchmenge je Laktationstag; Y5, Milchmenge Tag 1 —Tag 5; Y30, Milchmenge Tag 6 — Tag 30; R1, Ratio Milchmenge ein
Tag vor und nach Umstallung; R3, Ratio Milchmenge 3 Tage vor und nach Umstallung
*P<0,05
** P <0,001
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Mittels einer genomweiten Assoziationsstudie wurden genetische Marker mit signifikantem Einfluss
auf Verhaltensmerkmale beim Rind identifiziert. Fiir die Genotypisierung mittels lllumina Bovine
SNP50 BeadChip wurde DNA genutzt, die aus dem nach der Schlachtung (30 Tage post partum der 2.
Laktation) erhaltenen Eutergewebe isoliert wurde. Bei jeder der 126 Proben wurden mindestens 98
% der SNPs auf dem Chip erfolgreich gescannt. Aus der anschlieenden Qualitatskontrolle, bei der SNP-
Cluster, die hinsichtlich bestimmter Parameter auffillig waren, neu editiert oder ausgeschlossen
wurden, resultierten 37.204 SNPs, die in die Assoziationsanalyse einbezogen wurden. Diese SNPs
wiesen eine minimale Allelefrequenz (MAF) von mindestens 0.05 und eine Genotypisierungsrate von
mindestens 90 % auf. Die Assoziationsanalyse erfolgte mit dem Arbeitspacket ,SNP-Trait Association”
des Programms JMP® Genomics (SAS). Dabei wurden sowohl die Frequenz als auch die Dauer der
verschiedenen Verhaltensweisen betrachtet. Das genutzte statistische Modell wurde an den jeweiligen
Merkmalstyp angepasst, so wurden fiir die kontinuierlich verteilten Daten (Dauer) ein gemischtes
lineares Modell (MIX) verwendet und fiir die Frequenzen ein generalisiertes gemischtes lineares
Modell (GLIMMIXED). Fir die Dauer der Aktivitit und Inaktivitdt wurden zudem noch
Gewichtsmerkmale (Geburtsgewicht, durchschnittliche tagliche Zunahme bis zum Testtag) als zufallige
Effekte definiert, da in einer multiplen Regressionsanalyse ein signifikanter Einfluss der genannten
Parameter auf diese Verhaltensmerkmale festgestellt wurde. Um die Anzahl falsch positiver Ergebnisse
zu reduzieren, wurde die Bonferroni-Korrektur fiir ein Signifikanzniveau von p = 0,05 fiir jeden Test
angewandt. In der Abbildung 6 sind die genom-weiten Plots fiir die Merkmale Aktivitats- und
Inaktivitats-Dauer wahrend des OF-Tests und die Haufigkeit der Kontakte wahrend des NO-Tests
dargestellt.
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Abbildung 6: Genom-weite Plots der —log10(p-Werte) von SNPs, die mit der Aktivitdts- und Inaktivitats-
Dauer wahrend des OF-Tests oder der Kontakthdufigkeit wahrend des NO-Tests assoziiert sind
(Rote gestrichelte Linien: 5 % Type 1 Fehler nach Bonferroni-Korrektur).
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Tabelle2  ‘Single nucleotide polymorphism’ (SNPs) mit signifikanten Effekten (P < 0,05) auf

Verhaltensmerkmale

SNP

SNP name Chr Position (bp) Trait P-value Gene effect
,Open-field test’
ARS-BFGL-NGS-12099 2 62447051 DI 6,09 x 10°7** -
47,28
BTB-00121590 2 69774359 DI 1,35 x 10-°* -
71,39
Hapmap53343-ss46526328 6 69184582 DE 2,05 x 10-6* OCIAD2 -
31,59
ARS-BFGL-NGS-53616 8 98532984 DA 2,95 x 10-6* -
29,90
ARS-BFGL-NGS-33270 10 9339256 DI 1,27 x 10-°* 42,73
ARS-BFGL-NGS-84397 14 8984849 DI 2,21 x 10-%* ST3GAL1 44,41
Hapmap35693-SCAFFOLD203067_5292 19 38157880 DI 2,94 x 10-5* IGF2BP -
67,91
BTA-12468-no-rs 21 9375095 DA 8,61 x 10-6* LOC782362 -
26,79
ARS-BFGL-NGS-1111 21 9888915 DA 3,73 x 10-°* 31,58
ARS-BFGL-NGS-98658 22 52113096 DI 3,70 x 10-°* LOC101904056 -
35,55
ARS-BFGL-NGS-2942 22 52827405 DI 2,81 x 10-°* PTPN23 -
41,25
Hapmap36051-SCAFFOLD127864_2139 24 920520 DI 1,93 x 10-°* 44,39
Hapmap47669-BTA-59022 24 1094942 DI 1,55 x 10-°* NFATC1 42,13
ARS-BFGL-NGS-64563 24 21649461 DA 8,82 x 10-°* -
31,36
,Novel object test’

ARS-BFGL-NGS-79494 2 62890977 DI 5,65 x 10°7** TMEM163 -
51,34
BTA-122016-no-rs 3 38811314 DE 1,24 x 10-°* -
26,61
Hapmap59011-rs29027498 4 26490406 DE 1,28 x 10-°* -
29,35
Hapmap35118-BES3_Contigd14_932 7 112133700 DA 1,24 x 10-°* TMEM232 35,34
ARS-BFGL-NGS-27299 9 85002515 DE 1,81 x 10-°* LOC781799 27,90
ARS-BFGL-NGS-69908 9 94683820 DE 2,26 x 10-°* 27,81
ARS-BFGL-NGS-38535 10 20008636 DA 6,41 x 10-6* HCN4 -
56,55
ARS-BFGL-BAC-13522 10 46312239 DE 1,96 x 10-6* -
62,16
ARS-BFGL-NGS-3030 10 46548679 DE 1,37 x 10-6* UsP3 -
66,28
ARS-BFGL-NGS-76427 10 46665928 DI 2,86 x 10-°* 76,95
DE 9,35 x 10-6* -
44,28
Hapmap31150-BTA-152385 10 66687859 DE 9,99 x 10°7** 41,45
Hapmap48681-BTA-19661 12 33721124 DI 1,08 x 10-°* ATP8A2 46,36
ARS-BFGL-BAC-17008 14 44941560 DI 3,28 x 10-%* -
47,60
DE 1,48 x 10-6* 24,64
ARS-BFGL-NGS-33213 14 68599010 DI 1,56 x 10-°* MATN2 -
47,57
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UA-IFASA-7753 14 71025573 DI 2,72 x 10>* 58,25

ARS-BFGL-NGS-40602 15 53250782 DE 2,67 x 10->* FCHSD2 -
54,52

ARS-BFGL-NGS-28402 16 50798300 DE 1,88 x 10-°* MEGF6 -
29,61

ARS-BFGL-NGS-11665 19 17597495 DE 1,08 x 10-°* 35,78
Hapmap38959-BTA-44727 19 21950487 DE 3,21 x 10>* -
31,93

ARS-BFGL-NGS-105622 19 22157176 DI 2,52 x 10°7** 74,43
ARS-BFGL-NGS-42699 25 10305794 DA 3,00 x 10->* LITAF -
44,32

ARS-BFGL-NGS-1312 26 48583446 DI 7,97 x 10-6* -
61,62

DA 3,44 x 10>* 31,32

BTB-00981789 28 24751304 DA 2,94 x 10->* MYPN -
30,57

ARS-BFGL-NGS-3441 29 19234709 DE 4,27 x 10-5* LOC524642 -
33,50

ARS-BFGL-NGS-47918 29 19332326 DE 4,27 x 10-5* -
33,50

ARS-BFGL-NGS-78952 29 19376416 DE 4,27 x 10-5* -
33,50

Hapmap59851-rs29025765 X 15953283 DA 8,18 x 10>* -
35,62

DI, Dauer Inaktivitat; DA, Dauer Aktivitdt; DE, Dauer Erkundung
*, ‘significant chromosome-wide’; **, ‘significant genome-wide’

Definierte Chromosomenregionen (SNPs) beeinflussen die Verhaltensparameter Dauer der Aktivitat
und Inaktivitat sowie die Haufigkeit von Kontakten signifikant. Es wurden 41 signifikante SNPs, verteilt
Uber 10 Chromosomen, identifiziert, die mit der Dauer von Aktivitdt, Inaktivitdit oder dem
Explorationsverhalten wahrend der Verhaltenstests assoziiert waren (s.a. Tabelle 2). Auffallig ist, dass
die in den verschiedenen Verhaltenstests erfassten Verhaltensmerkmale jeweils von unterschiedlichen
Regionen im Genom beeinflusst werden.

Die einzige Ausnahme bildet die im OF-Test erfasste Dauer der Aktivitat und Inaktivitat, bei der auf
BTAS fiir beide Merkmale signifikante SNPs gefunden wurden. Auch unterscheiden sich die mit SNPs
signifikant assoziierten Verhaltensmerkmale zwischen den Verhaltenstests. Wahrend nur ein Marker
im OF-Test fir das Explorationsverhalten auf Chromosom 6 signifikant war konnten im NO-Test 16
Marker identifiziert werden, die mit dem Explorationsverhalten assoziiert waren, von denen keiner auf
Chromosom 6 lag.

Dariiber hinaus weisen erste Untersuchungen auf die teilweise Kopplung der Verhaltens- und
Milchleistungsmerkmal-beeinflussenden Genomregionen (s. Tabelle 3) hin, obwohl der weitaus grofite
Anteil der die Verhaltensparameter beeinflussenden Genorte (22 von 41) keine Assoziation mit
Milchleistungsmerkmalen aufweist. In Abbildung 7 sind die Genotypen-Effekte eines signifikant mit
Verhaltensmerkmalen assoziierten BTA14-SNPs auf Verhaltens- und Milchleistungsmerkmale
exemplarisch dargestellt.

Tabelle 3 ,Least Squares Means’ = Standardfehler (LSM + S.E.) der Genotypen von ,Single nucleotide
polymorphisms’ (SNPs) mit gleichzeitig signifikanten Effekten auf Verhaltens- (,novel
object test’) und Milchleistungsmerkmale

SNP Name Chr Merk- Genotype
mal o1 12 23
n LSM * S.E. n LSM * S.E. n LSM * S.E.
Hapmap35118-BES3_Contigd14_932 7 Y5 72 26,08 + 1,47 72 30,85+ 1,59* 3 2,00 + 7,25%*
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ARS-BFGL-NGS-38535

ARS-BFGL-BAC-17008

ARS-BFGL-NGS-33213

UA-IFASA-7753

Hapmap38959-BTA-44727

ARS-BFGL-NGS-3441

ARS-BFGL-NGS-47918

ARS-BFGL-NGS-78952

10

14

14

14

19

29

29

29

Y30
DA
Y5
DA
MY
R1
DI
DE
R1
R3
DI
Y5
DI
Y5
DE
Y30
MY
R3
DE
Y30
R3
MY
DE
R3
MY
Y30
DE

130

56

41

76

27

90

90

90

189,15 + 15,26
103,08 + 5,54
28,22 +1,22
75,46 + 15,31
4,28 £ 0,58
1,36+0,13
393,09 + 22,08
86,26 + 8,43
1,44+0,14
1,55+0,20
394,11 £13,39
30,95+ 1,66
441,98 + 20,69
33,15+£3,01
33,12 + 16,00
211,79 +£13,14
6,54 £ 0,76
1,16 £+ 0,14
51,00 + 14,17
211,79 +£13,14
1,16 £+ 0,14
6,54 £ 0,76
51,00 + 14,17
1,16 +0,14
6,54 £ 0,76
211,79 +£13,14
51,00 + 14,17

16

58

73

65

101

57

57

57

194,70 + 15,89
66,16 + 5,53**
24,99 + 3,30
128,67 + 18,98**
6,11 + 0,55*

1,16 £0,12
441,23 + 21,89*
57,82 £ 8,44**
1,19+0,13*
1,36+0,18
418,29 + 10,04
25,06 £ 1,59*
414,47 + 21,50
27,79+ 1,86
66,98 + 13,3**
145,75 + 17,49**
3,92 £0,82**
1,57 +0,16**
87,00 + 14,61**
145,75 + 17,49**
1,57 +0,16**
3,92 £0,82**
87,00 + 14,61**
1,57 +0,16**
3,92 £0,82%*
145,75 + 17,49**
87,00 + 14,61**

33

33

19

-16,41 £70,92*
54,43 + 26,79
12,84 + 4,25*
194,36 + 48,02*
7,40 £0,76**
0,98 £ 0,15**
479,49 + 25,08**
37,53 £10,37**
0,94 £0,16**
0,93 £0,23**
496,25 + 14,92**
26,54 +5,14
355,10 + 42,36*
22,49 £ 3,32*
91,71 + 16,62**

DI, Dauer Inaktivitat; DA, Dauer Aktivitat; DE, Dauer Erkundung; MY, Mittlere Milchmenge je Laktationstag; Y5, Milchmenge
Tag 1 —Tag5; Y30, Milchmenge Tag 6 — Tag 30; R1, Ratio Milchmenge ein Tag vor und nach Umstallung; R3, Ratio
Milchmenge 3 Tage vor und nach Umstallung

1 Homozygote Majorallele
2Heterozygote
3Homozygote Minorallele

Signifikant unterschiedlich vom Genotype 0 bei P = 0,05 (*); P = 0,005 (**)

Dauer Exploration [s]

100

50 -

AA AB

BB

Verhaltensmerkmal (NO-Test) @

Milchleistung

kg Milch/Tag
8
6
4 -
2 -
0 -
AA AB BB

Abbildung 7:

Genotyp-Effekte eines signifikant mit Verhaltensmerkmalen assoziierten BTA14-SNPs

auf Verhaltens- (NO: ,novel object’-Test) und Milchleistungsmerkmale (Mittelwert +

Standardfehler).

Abweichend vom urspriinglichen Arbeitsplan wurden unter Nutzung der neuen experimentellen
Moglichkeiten durch das Versuchsschlachthaus des Leibniz-Instituts fir Nutztierbiologie die in die
,omics‘-Untersuchungen einzubeziehenden Zielgewebe abgedndert. Da das Ziel dieser Studie darin
bestand, mogliche molekulare Verbindungen zwischen Milchleistungs- und Verhaltensmerkmalen
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durch die systembiologische Vernetzung der ,omics‘-Ebenen darzustellen, erschien die Einbeziehung
im Versuchsschlachthaus moglich zu gewinnender zentralnervéser Organe besonders zielflihrend. Aus
diesem Grund wurden die zwischenzeitlich entwickelten experimentellen Moglichkeiten zur
Gewinnung und Analyse verhaltensrelevanter Gehirnregionen (Amygdala, Hippocampus, prafrontaler
Cortex) sowie Organe der Stressachse (Hypothalamus, Nebennierenrinde) gezielt im Rahmen von
PHANOMICS genutzt. Die entstehenden Mehrkosten wurden dadurch kompensiert, dass auf die
Untersuchung der Michproben (Begrenzung auf laktierende Tiere) sowie Euterproben verzichtet
wurde, das Metabolomprofiling kostenglinstiger outgesourct werden konnte und die eigenen
Metabolomuntersuchungen auf die Darstellung einzelner Metaboliten konzentriert wurde.

Temperamentstypen des Rindes nach Metabolitenprofiling im prifrontalen
,Novel object’- und ,Human approach’- Cortex (d 1.341 4 98 p.p.) - Hauptkom-
Test (d90+ 3 p.p.) ponentenanalyse (PCA)
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Abbildung 8: Metabolitenprofiling ausgewahlter Rinder verschiedener Temperamentstypen (jeder
Punkt reprasentiert ein Tier, wobei die groRRen farbigen Punkte die fiir die PCA-Analyse
ausgesuchten Tiere reprasentieren).

In der Abbildung 8 ist das Ergebnis der Hauptkomponentenanalyse der im préfrontalen Cortex von
jeweils 5 extremen Tieren von vier Temperamentstypen ermittelten Metabolitenprofile dem Ergebnis
der mittels standardisierter Verhaltenstests (,Novel object’- und ,Human approach’-Test)
durchgefiihrten Temperamentstypisierung gegeniibergestellt. Es wird deutlich, dass nach MaRgabe
der Metabolitenprofile des prafrontalen Cortexes eine klare Differenzierung der verschiedenen
Temperamentstypen beim Rind moglich ist.

Die Temperamentstyp-Spezifitdt der Metabolitenprofile scheintin der Ontogenese der Tiere unter den
gewahlten Versuchsbedingungen relativ stabil zu sein, da die Typisierung des Temperaments der Tiere
bereits beim Kalb im Lebensalter von 90 *+ 3 Tagen erfolgte, wahrend das Metabolomprofiling zum
Zeitpunkt der Schlachtung der Tiere (1.341 + 98 Tage p.p.) durchgefiihrt wurde.

Der prafrontale Cortex steht fiir Lebenduntersuchungen am Tier nicht zur Verfligung und damit fiir die
Ableitung pradikativer Biosignaturen. Deshalb wurde parallel zum Metabolomprofiling des
prafrontalen Cortex ein Metabolomprofiling des Serums der Tiere durchgefiihrt, das nichtinvasiv von
allen Tieren auch unter Praxisbedingungen gewonnen werden kann. Ahnlich des Metabolomprofiling
im prafrontalen Cortex konnte anhand der Metabolitenprofile eine Differenzierung der
Temperamentstypen durchgefiihrt werden. Die Annotation der in Kiihen verschiedener
Temperamentstype im prafrontalen Cortex bzw. im Serum exprimierten Metaboliten ergab eine
Zuordnung zu Gberwiegend den gleichen Stoffwechselwegen (s. Tabelle 4).

Tabelle 4: Annotation der in Kiihen verschiedener Temperamentstypen im prafrontalen Cortex
bzw. im Serum exprimierten Metaboliten
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Stoffwechselweg
n Mol. n Mol. P

Biochemie kleiner Molekiile 48 <0,04 69 <0,04
Molekulartransport 47 < 0,04 63 < 0,04
Moleku- Zell. Wachstum u. Proliferation 36 <0,03
lareund 7 7ell-interaktion 26 <0,04 -
zelluldre
Funktion AS-Metabolismus 25 < 0,04 28 < 0,03
KH-Metabolismus - 39 < 0,04
Zelltod und -iiberleben - 48 = 0,04
. Nervensystem (Entw., Fkt.) 21 <0,04 28 <0,02
Physiol.
Entw. u. Organism. Entwicklung 20 < 0,02 31 < 0,00
Fkt. Verhalten - 19 < 0,04

Abweichungen vom urspriinglichen Zeitplan ergaben sich durch die Tatsache, dass die experimentellen
Arbeiten zu diesem Teilprojekt erst mit 15 monatiger Verspatung begonnen werden konnten.
Hauptursache dieser Verspatung war, dass erst im Juni 2011 eine geniigend grofRe Anzahl Milchleistung
und Verhalten phénotypisierter und zur Schlachtung anstehender F2-SEGFAM-Kiihe fir die
Probengewinnung zur Verfligung stand. Dabei haben sich insbesondere zwischenzeitlich in der F1-
Population auftretende Fortpflanzungsprobleme (dieses unikale Tiermodell befindet sich seit 1997 im
Aufbau) als auch die institutsintern beschlossene Verschiebung des Schlachttermins vom 100. auf den
30. Tag der 2. Laktation negativ ausgewirkt. Dariliber hinaus konnte erst mit 3-monatiger Verzégerung
eine geeignete Doktorandin fir die Projektbearbeitung gewonnen werden.

Dennoch konnte das Teilprojekt im Rahmen einer kostenneutralen Verlangerung bei durch das
Outsourcen eingesparten Mitteln vollinhaltlich realisiert werden. Durch die moglich gewordene
Einbeziehung verhaltensrelevanter Gehirnareale in die Untersuchungen ist eine hdohere
Aussagefahigkeit in Hinsicht auf die Darstellung der molekulare Verbindungen zwischen
Milchleistungs- und Verhaltensmerkmalen gegeben. Die Validierung der Ergebnisse im Serum ist eine
wesentliche Voraussetzung von Biomarkern, die unter Praxisbedingungen gemessen werden kénnen.

2.2.3 Validierung prognostischer Biosignaturen beim Rind (TP4.2)
Die Ziele des Teilprojekts bestanden grundsatzlich in

e Untersuchungen zur Ableitung verhaltensassoziierter Beobachtungsmerkmale bei Kiihen
verschiedener Rassen bzw. Kreuzungen in Weidehaltung, welche unter diesen praktischen
Haltungsbedingungen ein Temperamentscoring der Tiere ermdoglichen,

e Diagnose derin TP3.2 identifizierten verhaltensassoziierten Biomarker (SNPs, Serummetabolite)
bei diesen Tieren und

e Untersuchung der Assoziation der in TP3.2 identifizierten verhaltensassoziierten Biomarker
(SNPs, Serummetabolite) mit den unter Praxisbedingungen erfassten Phanotypen
(Milchleistung, Temperamentscore).

a. Untersuchungen zur Ableitung verhaltensassoziierter Beobachtungsmerkmale bei Kiihen
verschiedener Rassen bzw. Kreuzungen in Weidehaltung

In Kooperation mit zwei Praxisbetrieben wurde das Verhalten von 104 Milchrind- und 135
Fleischrindfarsen auf der Weide und wahrend einer standardisierten tierarztlichen Untersuchung
erfasst. Insgesamt lagen 205 komplette Datensatze von Farsen verschiedener Rassen bzw. Kreuzungen
vor, die unter Praxisbedingungen in Weidehaltung gehalten wurden (Betrieb 1: Deutsche Holstein
n=85 Tiere; Betrieb 2: Fleischrindkreuzungen n=120 Tiere). Die Phanotypisierung des Verhaltens
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erfolgte zum einen durch eine Habituation der Tiere im Rahmen von Vorversuchen durch
Weidebegehungen nach einem festgelegten Begehungsplan. Dazu wurde jeweils tGber acht Wochen
32-mal eine Weidebegehung durchgefiihrt. Wahrend der 21-30-miniitigen Begehung nahm die
begehende Person kontinuierlich die sich anndahernden Tiere auf, wahrend eine zweite Person
auBerhalb der Weide das Liegeverhalten protokollierte. Der Abstand der Tiere zur begehenden Person
wurde in vier Kategorien eingeteilt: Kontakt, bis 0,6 m, 0,6-2,5 m, 2,5-5,0 m. Zum anderen wurden
wahrend drei aufeinanderfolgender tierdrztlicher Untersuchungen 15 Verhaltensmerkmale
(Temperamentscore, Ohr-, Kopf- und Halsbewegungen, Eintritts- uns Austrittsgeschwindigkeit in
den/aus den Fangstand) anhand von Videoaufzeichnungen von den sich in den Weidefangstianden
befindenden Tieren sowie die Serumcortisolkonzentration bestimmt.

Der Weidefangstand bestand aus einem Korral zum Sammeln der Herde, einem Gang (ca. 5 m) vor
dem Fangstand in welchem sich die Tiere nicht umdrehen kénnen, dem Fangstand mit Fixiergitter fur
den Kopf und einem weiteren Gang (ca. 6 m, s.a. Abbildung 9).

Fangstand mit Fixiergitter flr den Kopf

L / |

Abbildung 9: Schematischer Aufbau des Weidefangstandes.

Die Erfassung der Verhaltensmerkmale erfolgte einheitlich nach folgender Verfahrensweise: Im
Fangstand wurde der Kopf des Tieres fixiert. Ab da begann die Zeitzahlung fiir den Fangstand: 15 sec.
keine Berlihrung, Tierarzt ndhert sich, 15 sec. Berithrung an Kopf und Hals, 15 sec. Beriihrung an Bauch
und Riicken, 15 sec. Beriihrung an Hinterteil und Schwanz. Danach wurde Blutentnahme aus
Schwanzvene durchgefiihrt und das Tier aus dem Fangstand freigelassen. Sollte sich das Tier nicht
freiwillig aus Fangstand und Gang entfernt haben, durfte nach 45 sec. getrieben werden.

Mittels der Spearman-Rangkorrelationsanalyse konnte gezeigt werden, dass die verschiedenen
Verhaltensbeobachtungsmerkmale untereinander bzw. mit der Serumcortisolkonzentration korreliert
sind (s. Tabelle 5).

Tabelle 5:  Spearman-Rangkorrelationskoeffizenten zwischen ausgewadhlten Verhaltens-
beobachtungsmerkmalen und Serumcortisolkonzentrationen beim Rind.

Merkmal 1 Merkmal 2 Spearman-Rang- P
korrelation (r)

Eintritt [m/s] Temperamentscore 0,4351 <0,0001
Austritt [m/s] Temperamentscore 0,3063 <0,0001
Eintritt [m/s] 0,4477 <0,0001
Cortisolkonzentration [ng/ml]  Temperamentscore 0,4463 <0,0001
Eintritt [m/s] 0,4693 <0,0001
Austritt [m/s] 0,5688 <0,0001

Ein Vergleich der erfassten Verhaltensbeobachtungswerte und der Serumcortisolkonzentration
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zwischen dem Milchrindfarsen der Rasse Holstein und den verschiedenen Fleischrindkreuzungen
ergab hoch signifikante Unterschiede (s. Tabelle 6).

Tabelle 6:  Mittlere Verhaltensbeobachtungsmerkmale und Serumcortisolkonzentrationen bei
Farsen  verschiedener  Rinderrassen  bzw. Kreuzungen (Mittelwerte +
Standardabweichung).

Merkmal Farsen der Rasse Holstein  Farsen verschiedener
Fleischrindkreuzungen

Temperamentscore 1,69 £0,6396 2,52 +£1,0542***
Eintritt [m/s] 0,69 +0,5304 1,46 £0,7519%**
Austritt [m/s] 0,49 +0,4232 2,18 £0,8881***
Cortisolkonzentration [ng/ml] 31,88 + 22,9927 87,24 £42,2342%**

*** P <0,0001

Dariber hinaus wurden die Beobachtungsdaten mittels eines an die Datenstruktur angepassten
statistischen Verfahrens der Hauptkomponentenanalyse ausgewertet. Mit diesem Verfahren konnten
zwei Hauptfaktoren (PC1 und PC2) zur Beschreibung der Reaktionsnorm der Tiere abgeleitet wurden.
PC1 erklart 33,0 % und PC2 22,6 % der Varianz der Verhaltensmerkmale. Dabei wurden in beiden
Tiergruppen dieselben Hauptfaktoren mit relevanten ,loadings’ fir gleiche Beobachtungsparameter
als wesentlich zur Beschreibung der Reaktionsnorm identifiziert. Die mittleren Scores der 205 Tiere in
den beiden Hauptfaktoren, die aus den in der Faktoranalyse generierten ,loadings’ errechnet wurden,
sind in der nachfolgenden Tabelle 7 fiir alle Beobachtungswerte dargestellt.

Insgesamt kann eingeschadtzt werden, dass mittels der im Rahmen von veterindrmedizinischen
Untersuchungen bei Kihen in Weidehaltung erfassten Beobachtungsmerkmale ein Scoring des
Temperaments unter diesen Haltungsbedingungen moglich ist. Nach MalRgabe der unter Einbeziehung
dieser Merkmale (s. Tabelle 5) ermittelten Hauptkomponenten PC1 und PC2 lassen sich zum einen die
Kihe in beiden Stichproben verschiedenen Temperamentstypen zuordnen und werden zum anderen
die bereits im Mittelwertvergleich beobachteten hochsignifikanten Unterschiede zwischen den
verschiedenen Rassen bzw. Kreuzungen deutlich.

Tabelle 7: ,Loadings’ der erfassten Beobachtungsparameter in den beiden Hauptfaktoren auf die
die geschatzten Temperamentscores (blau: signifikanter Effekt)

Beobachtungsmerkmal Hauptkomponente 1 Hauptkomponente 2
(PC1) (PC2)

Geschwindigkeit des Tieres in m/s vom Eintreten
in den Treibgang bis zum SchlieRen des 0,76747 0,09912
Fanggitters

Geschwindigkeit des Tieres in m/s vom Offnen des

Fanggitters bis zum Verlassen des Treibgangs 0,71614 0,13187
Hornansatz am Kopf befindet sich unterhalb der -0,49989 -0,10948
gedachten Verldangerung der Wirbelsaule

Hornansatz am Kopf befindet sich oberhalb, 0.34506 0.08487

wahrend Schnauze sich unterhalb der gedachten
Verlangerung der Wirbelsdule befindet; Kopf und
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Ricken bilden damit in etwa eine Linie

Schwanz hangt normal ohne sichtbare -0,75518 0,10684
Anspannung herunter

Schwanz macht schnelle, schlagende Bewegungen 0,85460 0,03895
nach links und rechts
Wechsel zwischen den einzelnen Ohrpositionen 0,00246 -0,02098
Wechsel zwischen den einzelnen Kopfpositionen 0,77592 0,13866
mindestens ein Ohr locker 0,15033 -0,34216
mindestens ein Ohr nach vorne gerichtet -0,03961 0,88446
mindestens ein Ohr nach hinten gerichtet -0,17433 -0,82448
beide Ohren nach vorne gerichtet 0,06948 0,87751
-0,14478 -0,76206

beide Ohren nach hinten gerichtet

Ob die Ergebnisse der Verhaltenstests (s. Kapitel 2.2.1) anhand der ausgewéahlten Merkmale der
Verhaltensbeobachtung auch Informationen (iber die emotional-relevanten Dimensionen ,Arousal’
(,Erregungszustand‘) und ,Valenz’ (,emotionale Bewertung’) liefern muss noch weiter untersucht
werden. Wahrend die Geschwindigkeit der Tiere beim Ein- bzw. Austritt in bzw. aus dem Treibgang und
die Schwanzbewegungen aufgrund der positiven Korrelation mit der Plasmacortisolkonzentration
offensichtlich Hinweise auf ihren Erregungszustand (,Arousal’) erlauben, kdnnte die Ohrstellungen der
Tiere offensichtlich eine Einschatzung der emotionalen Bewertung (,Valenz’) zulassen. Zur Validierung
der im Teilprojekt TP3.2 abgeleiteten Biosignaturen (SNPs, Serummetabolitenkonzentrationen, s.
Kapitel 2.2.2) wurde sich aufgrund der Unsicherheit in der Bewertung der Ohrstellung vorwiegend auf
die bereits in der Literatur und hauptsachlich den Erregungszustand beschreibenden Merkmale
Temperamentscore, Eintritts- und Austrittsgeschwindigkeit sowie die Plasmacortisolkonzentration
konzentriert.

b. Diagnose der verhaltensassoziierten Biomarker (SNPs, Serummetabolite)

Die experimentellen Untersuchungen (Serumprobengewinnung, SNP-Chip-Analysen, Serum-
Metabolomprofiling, Erfassung von Verhaltensphanotypen anhand von Videoaufzeichnungen)
konnten abgeschlossen werden. Fir die statistische Analysen wurden die Daten entsprechend
aufbereitet  (Verhalten: Test Normalverteilung ggf. Transformation (Box-Cox) und
Varianzheterogenitat (ANOVA mit , TU“, ,H”, ,Testtag” (fix) und ,Tier” (random) sowie ,Rasse” (fix);
Genotypen: Filter: MAF > 0,05, Number of missing genotypes < 90%). Insgesamt wurden 33.904 SNPs
und 356 Metabolite, von denen 159 Metabolite annotiert waren, in diesem Teilprojekt analysiert. Die
genetischen Analysen wurden getrennt nach Tierarztuntersuchung und Hofen durchgefiihrt. Als
Effekte wurden die Habituation und bei den Fleischrindern zusatzlich die Zusammensetzung der
Kreuzungsrassen bertcksichtigt. Von den 41 der im Teilprojekt TP3.2 identifizierten SNPs (s. Kapitel
2.2.2 Tabelle 2), die mit Verhaltensmerkmalen assoziiert waren, konnten 29 erfolgreich in der zu
untersuchenden Population typisiert werden. Ein Teil (12 SNPs) der 41 SNPs wurde hauptsachlich
aufgrund der MAF in der Qualitatskontrolle ausgeschlossen. Die Ergebnisse fiir die Merkmale
Temperamentscore, Eintritts- und Austrittsgeschwindigkeit sowie der Plasmacortisolkonzentration
sind in Tabelle 8 zusammengefasst.
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Tabelle 8:  ‘Single nucleotide polymorphism’ (SNPs) mit signifikanten Effekten auf
Verhaltensmerkmale in TP3.2 und TP4.2.

Hof TU

U R Y9 O AR AR ARAARARARARARRTIYVWWYWTOYWTUVAR"RARARTOVART©OVWARTVW™VW VW UV OV OV UV UV TV R TV TR RTV AR

K

P NNRP PP WNNWRNRRPRPREPNWNRPRENWNWRWNRWNRPRPNNRPRWERERNPW

3

Merkmal

austritt
austritt
austritt
austritt
austritt
austritt
austritt
austritt
austritt
austritt
austritt
austritt
austritt
austritt
austritt
austritt
Cortisol
Cortisol
Cortisol
Cortisol
Cortisol
Cortisol
Cortisol
Cortisol
Cortisol
Cortisol
Cortisol
Cortisol
eintritt
eintritt
eintritt
eintritt
eintritt
eintritt
eintritt
eintritt
score
score
score
score
score

p-value

0.0193
0.0233
0.0469
0.0317
0.00405
0.044
0.0354
0.006
0.0436
0.0403
0.0147
0.0436
0.0403
0.0147
0.0436
0.0147
0.0403
0.0369
0.0194
0.00151
0.0493
0.0268
0.0454
0.0468
0.0118
0.00955
0.00955
0.00955
0.0215
0.0121
0.0138
0.0468
0.0276
0.0378
0.0407
0.0407
0.013
0.0142
0.0357
0.033
0.0408

SNP Name
ARS-BFGL-NGS-2942
ARS-BFGL-BAC-17008
ARS-BFGL-NGS-40602
ARS-BFGL-NGS-105622
ARS-BFGL-NGS-105622
ARS-BFGL-NGS-42699
ARS-BFGL-NGS-42699
BTB-00981789
ARS-BFGL-NGS-3441
ARS-BFGL-NGS-3441
ARS-BFGL-NGS-3441
ARS-BFGL-NGS-47918
ARS-BFGL-NGS-47918
ARS-BFGL-NGS-47918
ARS-BFGL-NGS-78952
ARS-BFGL-NGS-78952
ARS-BFGL-NGS-84397
ARS-BFGL-NGS-1111
BTA-122016-no-rs
ARS-BFGL-NGS-33213
ARS-BFGL-NGS-33213
UA-IFASA-7753
UA-IFASA-7753
ARS-BFGL-NGS-40602
ARS-BFGL-NGS-42699
ARS-BFGL-NGS-3441
ARS-BFGL-NGS-47918
ARS-BFGL-NGS-78952
ARS-BFGL-NGS-79494
ARS-BFGL-NGS-33213
UA-IFASA-7753
ARS-BFGL-NGS-40602
ARS-BFGL-NGS-42699
ARS-BFGL-NGS-42699
ARS-BFGL-NGS-47918
ARS-BFGL-NGS-78952
ARS-BFGL-NGS-53616
ARS-BFGL-NGS-53616
BTA-12468-no-rs
ARS-BFGL-NGS-28402
ARS-BFGL-NGS-42699

Hof: K = Fleischrinder, P = Milchrinder; TU = Tierarztliche Untersuchung

Chromosom

22
14
15
19
19
25
25
28
29
29
29
29
29
29
29
29
14
21

3
14
14
14
14
15
25
29
29
29

2
14
14
15
25
25
29
29

8

8
21
16
25
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Insgesamt konnten flr 14 der insgesamt 29 in TP3.2 identifizierten SNPs eine Assoziation mit einem
Verhaltensmerkmal in einer der drei Tierarztuntersuchungen nachgewiesen werden. Auffallend sind
dabei SNPs auf Chromosom 14 und 29 die entweder mit mehr als einem Verhaltensmerkmal assoziiert
waren oder Uber mehrere Untersuchungen hinweg eine Assoziation mit einem bestimmten

Verhaltensmerkmal zeigten.

Um Habituation als Faktor zu bericksichtigen, wurden die Metabolomuntersuchungen wahrend der
zweiten tierarztlichen Untersuchung nach der Habituation durchgefihrt. Die
Hauptkomponentenanalyse der Metabolomdaten visualisiert 32,5 % (20,7 % + 11,8 %) der gesamten
Variation (s. Abbildung 10). Es gibt ein klares Clustering der Proben nach den Rassen bzw. Kreuzungen
(Pet: Holsteins; Klock: Fleischrindkreuzungen), wahrend fiir die Reaktions- bzw. Temperamentstypen
oder die Habituation der Tiere (1: ohne Habituation; 2: mit Habituation) weniger ein Clustering, denn

ein hohe Variabilitat deutlich wird.
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Abbildung 10: Hauptkomponentenanalyse der Serummetabolitenkonzentrationen der Milch- (blau)
und Fleischrind-Farsen (rot) ohne (Punkte, Quadrate) und mit Habituation (Dreiecke,

Pluszeichen).

Die in der Abbildung 11 dargestellte ,Heatmap® zeigt alle Metabolite und ihre relative Abundanz in den
Rassen- bzw. Kreuzungsgruppen mit und ohne Habituation. Obwohl in der Hauptkomponentenanalyse
die Habituationseinflisse nicht unterschieden werden konnte, weist die ,Heatmap’ und differentielle
Analyse auch auf Unterschiede zwischen den ,Subgruppen’ hin.

HF FR
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Abbildung 11: ,Heatmap’ der Serummetaboliten der Milch- (HF) und Fleischrind-Farsen
(FR) ohne (1) und mit Habituation (2).

Aus den vorhergehenden Untersuchungen (Teilprojekt TP3.2) wurden die Metaboliten Cystathionine,
Pregnenolone, Allopregnanolone und N-acetyl-cysteine als potentielle Kandidaten (Biomarker) des
Verhaltens/Wohlbefindens identifiziert. Mit Ausnahme von Pregnenolone konnten alle potentiellen
Kandidatenmolekiile in Serumproben der Farsen in Weidehaltung dargestellt werden. Die bei den
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Tieren der verschieden Rassen bzw. Kreuzungen gemessenen Serumkonzentrationen von
Allopreganolone, Cystathionine und N-acetyl-cysteine sind in der Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Verteilung der Serumkonzentrationen von Allopreganolone, Cystathionine und N-
acetyl-cysteine bei Milch- (Pet) und Fleischrind-Farsen (Klock) ohne (1) und mit
Habituation (2). Jeder Punkt reprédsentiert die mittlere Serumkonzentration [ng/ml]
eines Tieres.

Die Biomolekiile Allopreganolone und Cystathionine weisen bei allen Rassen bzw. Kreuzungen eine
hohe interindividuelle Variabilitdat der Serumkonzentrationen auf, wahrend N-acetyl-cysteine eine
rassenspezifische Konzentrationsverteilung zeigt. Wahrend bei den Fleischrindkreuzungen N-acetyl-
cysteine eine dhnliche Verteilung wie Allopreganolone und Cystathionine =zeigt, ist die
Serumkonzentration von N-acetyl-cysteine bei den Holsteins sehr gering bei ebenfalls geringer
Variabilitat. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die habituierten Fleischrinder eine geringere N-
acetyl-cysteine Konzentration gegentiiber den nicht habituierten Fleischrindern aufwiesen.

Bei der Bearbeitung dieses Teilprojektes haben sich Abweichungen vom urspriinglichen Zeitplan
ergeben. Bei kostenneutraler Verlangerung kdénnen die urspriinglichen Ziele des Teilprojekts erreicht
werden. Die experimentelle Projektarbeit sollte urspriinglich zum 01.01.2012 mit 12-monatiger
Verzégerung mit der Besetzung der Doktorandenstelle begonnen werden. Dieser urspriinglich
geplante verspatete Beginn ergab sich daraus, dass das TP4.2. auf den Ergebnissen des TP3.2. aufbaut
und dieses Projekt erst mit 15-monatiger Verspdtung begonnen werden konnte (Ursachen s.
Statusbericht TP3.2.). Allerdings konnte trotz viermaliger Ausschreibung der im Teilprojekt geplanten
Doktorandenstelle und der gezielten Werbung in mehreren Universitdten/Lehrstihlen kein/e fachlich
geeignete Bewerber/in gewonnen werden, so dass im Vergleich zum urspriinglich geplanten Beginn
(01.01.2011) ein Verzug des offizielle Projektbeginns inklusive Stellenbesetzung und
Mittelanforderung von 19 Monaten bestand. Durch erfolgreiche Bearbeitung der Arbeitsaufgaben 1
(Auswahl geeigneter Tierstrukturen und minimal-invasive Gewinnung der Gewebeproben) und 2
(Messung der Verhaltensphanotypen und Erfassung der Leistungsmerkmale) durch
haushaltsfinanzierte Mitarbeiter/innen und das ,Outsourcen’ der Arbeitsaufgabe 3 (Typisierung der
Tiere zur Darstellung der ausgewahlten Biosignaturen) konnte der Verzug weitestgehend kompensiert
werden.
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2.2.4 Biosignaturen und Fiitterungseinfliisse (TP 4.4)
2.2.4.1 Zielformulierung und abgeleitete Fragestellungen

Das Teilprojekt hatte das Ziel die Modulierbarkeit von Biosignaturen durch Fitterungseinfliisse zu
untersuchen. Als Zieltierart wurde das wachsende Schwein gewahlt und als Fitterungseinfluss die
Versorgung mit der essentiellen Aminosdure Methionin (Met), welche in vielfacher Hinsicht - auch
systemisch und (epi)genetisch - relevant ist und zwar in Besonderheit aus den folgenden Griinden:

a) Metist aus stofflicher Sicht eine bedeutsame essentielle Aminoséaure fiir die Synthese von Korper-
protein. Zudem startet bei der Translation die Proteinbiosynthese durch das Start-Codon AUC mit
Met. Damit ist Met zundchst immer die erste Aminosaure am N-Terminus eines entstehenden
Proteins, ggf. mit nachfolgenden Modifikationen.

b) Met fungiert als wesentlicher Methylgruppendonor und beeinflusst somit potentiell Gber DNA-
Methylierung die Expression von Genen.

c) Met fuhrt Giber den enthaltenen Schwefel zu einer Verschiebung des Sdure-Basen-Haushalts in
Richtung metabolische Azidose und beeinflusst damit unter anderem auch das Gleichgewicht von
Knochenformation zu -resorption.

d) Metwird bei monogastrischen Tieren ein verhaltensbeeinflussender Effekt zugeschrieben. Diesbe-
ziiglichen Berichten mangelt es indes bislang sowohl am theoretischen Konzept als auch am
experimentellen Beweis.

Aus den genannten Griinden und unter Bezugnahme auf den Tierwohlaspekt sollte an mit Hilfe des
Backtests von der AG Prof. Birger Puppe (TP 4.1) vorsortierten (Temperament entweder aktiv oder
passiv) Ferkeln untersucht werden, wie sich eine deutliche Unter- bzw. Uberversorgung
(Versuchgruppe [VG] bzw. Ration A und C) wachsender Schweine mit Met im Vergleich zu einer
bedarfsgerechten Versorgung (VG bzw. Ration B) auf

e zootechnische Merkmale (Futteraufnahme, Futteraufwand, Lebendmassezunahme, Schlachtkor-
perqualitat),

e klinisch-chemische Variablen des Knochenstoffwechsels und

e das Verhalten/die Stresskompensation von Schweinen in der Phase vom Absetzen bis zur Schlacht-
reife auswirkt.

Weiterhin sollte tGber Mikroarray-Analyse von aus den Mastschweinen post mortem gewonnenen
Leukozyten (PBMCs) in TP 2.1 (Prof. Klaus Wimmers) untersucht werden wie die Met-Versorgung sowie
die Verhaltenszuordnung (gemaf} Backtest aktive oder passive Tiere) bzw. eine Wechselwirkung aus
Beiden die Genregulation beeinflusst. Erste Ergebnisse dazu liegen vor. Diese Untersuchungen werden
im Rahmen der PHANOMICS Nachwuchs-Forschergruppe ,,Phanotypisierung des Tierwohls“ (Dr. Silke
TriBel) fortgesetzt, welche noch bis einschlieflich 2018 arbeitet. Ein Gesamtiiberblick lber die
Ergebnisse ist zum Zeitpunkt des Abschlusses der Arbeiten der Nachwuchs-Forschergruppe zu
erwarten.
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2.2.4.2 Tiere, Material und Methoden

Versuchsort

Die Tierexperimente erfolgten in der Versuchsstation ,Friedrich Harms“ der Universitat Rostock in
Dummerstorf. Dort bestehen umfangliche versuchstechnische Méglichkeiten fiir die Bearbeitung
tierexperimenteller Fragestellungen. Neben Ferkeln, Aufzucht- und Mastschweinen kénnen diverse
Nutzgefligelarten sowie kleine Wiederkauer im Versuch gehalten werden. Fiir die Bearbeitung der
Fragestellung im Rahmen von TP 4.4 wurden 60 Ferkel eingestallt.

Tiere

Die insgesamt flr die Untersuchungen im Rahmen von TP 4.4 eingestallten Absetzferkel entstammten
der Deutschen Landrasse. Aus Kapazitatsgriinden erfolgte der Versuch in zwei Durchgangen (Durch-
gang lund Il, DG | und Il) mit je 30 Tieren. Das Versuchsdesign, die Umweltbedingungen, Haltung und
Fitterung wurden in beiden Studien identisch gestaltet. Die Untersuchungszeit erstreckte sich von der
Einstallung als Absetzferkel bis zur Schlachtreife (Abb.13).

Ferkelphase Vormast Mast

Woche 1-5 Woche 6 - 7 Woche 8 - 14

Abb. 13: Versuchsaufbau in der Mehrphasenfiitterung

Die Ferkel flr diesen Versuch stammten aus der Experimentalanlage Schwein des Leibniz Instituts fir
Nutztierbiologie (FBN) in Dummerstorf. Die Geburtsmassen lagen in DG | bei 1,52 + 0,34 kg und in DG
Il bei 1,47 kg + 0,23. Die Geburtsverlaufe wurden dokumentiert. In DG | war bei den Ferkeln 5 und 6
aus Gruppe A und Tier 6 aus Gruppe C eine manuelle Geburtshilfe nétig. Im DG Il wurde bei den Tieren
3, 4, 10 aus Gruppe A, 2, 3, 7, 10 aus Gruppe B und 1,6 in Gruppe C manuell unterstitzt. Am 28.
Lebenstag erfolgte das Absetzen der Tiere und noch im Herkunftsstall eine homogene Einteilung der
Tiere bezlglich Geschlecht, Gewicht und Aktivitat. Die Ferkel wurden in drei Gruppen zu je 10 Tieren
zusammengestellt und bereits mit dem entsprechenden Ferkelfutter der jeweiligen Gruppe
angefittert. Am 32. bis 35. Lebenstag erfolgte mit Lebendmassen von 8,47 kg + 1,53 fiir DG 1 und 9,17
kg + 1,52 fiir DG Il die Einstallung in den Versuch.

Die Ferkel sind in den ersten 4 Lebenswochen durch geschulte Mitarbeiter der Verhaltensforschung
am FBN (TP 4.1; Prof. Dr. Birger Puppe) mittels Backtest in aktive oder passive Tiere eingeteilt worden.
Der Backtest wurde insgesamt 4-mal gemaR Hessing et al. (1993) durchgefiihrt (Alter: 5, 12, 19 und 26
Tage). Fiir den Backtest wurden die Ferkel riicklings in eine mit Zellulose gepolsterte Halterung gelegt
und in dieser Position fiir 60 Sekunden gehalten, die linke Hand lose tiber dem Thorax, die rechte tber
den Hinterbeinen. Der Test startete, sobald das Ferkel regungslos lag und endete nach exakt 60
Sekunden. Gemessen wurden die Latenz bis zur ersten Abwehrreaktion sowie die Anzahl (Frequenz)
und die Gesamtdauer aller Abwehrreaktionen (Zebunke et al. 2013). Nach den 4 Backtest-
Wiederholungen wurden die Tiere in 3 Kategorien eingeteilt: passiv (,low resisting” bzw. LR), aktiv
(,,high resisting” bzw. HR) und intermediar (,,doubtful“) bzw. D (van Erp-van der Kooij 2000). Zeigte ein
Tier in der Summe weniger als 4 Abwehrreaktionen, mit hoéchstens 2 Abwehrreaktionen je Test-
Wiederholung wurde es als LR klassifiziert. Zeigte es in der Summe mebhr als 4 Abwehrreaktionen, mit
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mindestens 2 je Test-Wiederholung wurde es als HR klassifiziert. Alle anderen Tiere wurden der
Kategorie D zugeordnet (Zebunke et al. 2013).

Es erfolgte, gemaR der Fragestellung, eine Einteilung der Tiere in 3 moglichst homogene Gruppen. Bei
der Gruppenzusammenstellung wurden Geschlecht, Lebendmasse (LM) zur Geburt und zur Einstallung,
Einstallalter und die Zuordnung aus dem Backtest beriicksichtigt. Jede Gruppe bestand
dementsprechend mit im Mittel anndhernd gleichen LM zur Geburt und zur Einstallung sowie einer
homogenen Verteilung aus dem Backtest. Die Gruppeneinteilung der Versuchstiere ist Abb. 14 zu
entnehmen.

Die Versuchsreihe endete mit der Schlachtung der Tiere. Als Schlachtmasse wurde Uber den
Durchschnitt der Gruppe 90 kg angestrebt. Dies ist mit dem praxistiblichen Schlachtgewicht von 90 bis
100 kg LM begriindet.

60 Tiere

Durchgang|
30 Tiere

Gruppe A
1,56 £ 0,33 kg
10 Tiere

5 aktive +

Gruppe B
1,53+0,44 kg
10 Tiere

5 aktive +

Gruppe C
1,44 + 0,23 kg
10 Tiere

5 aktive +

Durchgang i
30 Tiere

Gruppe A
1,38+ 0,29 kg
10 Tiere

5 aktive +

Gruppe B
1,45 +0,18 kg
10 Tiere

5 aktive +

Gruppe C
1,57 £0,17 kg
10 Tiere

5 aktive +

5 passive 5 passive 5 passive 5 passive Spassive 5 passive

Abb. 14: Versuchsanordnung der Tiere

Haltung

Die Ferkel wurden wahrend der anfanglichen, 5-wochigen Ferkelphase in Einzelflatdeckbuchten mit
den MaRen 1,20 m x 0,65 m gehalten. Die Tiere wurden einzeln aufgestallt und durch die Trenngitter
bestand ungehinderter Sichtkontakt zu den Nachbarn. Die Buchten waren mit Vollspaltenbéden, einer
Nuckeltranke und entnehmbaren Trogen ausgestattet. Die genaue Belegung der Buchten kann anhand
von Abb. 15 nachvollzogen werden. Bei der Belegung der Buchten wurden die Tiere so eingeordnet,
dass sie keinen direkten Nachbarn aus ihrer jeweiligen Versuchsgruppe haben.

Fir den anschlieBenden 9-wochigen Mastversuch wurden die Tiere umgestallt. Fir diese Versuchs-
phase wurden die Schweine in Einzelfutterbuchten auf Betonspaltenboden gehalten. Die Buchten
waren mit Trenngittern unterteilt. Der Sichtkontakt zu anderen Tieren war moglich. Jede Bucht konnte
einzeln geoffnet bzw. geschlossen werden. Auf diese Weise konnte jedes Tier separat aus der Bucht
entlassen werden. Die Mastpladtze waren mit einem Fresstrog versehen, der von oben aus befillt und
zur Futterriickwaage herausgenommen werden konnte. Die Anordnung der Buchten entspricht der
aus dem Ferkelstall wie in Abbildung 15 veranschaulicht.
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B10 | A10 B9 | A9 B8 | A8 B7 | A7 B6 | A6

m|la|m|p mfalm|a m(p|m|p w p|lw]|a wlip|lw|p
Futtergang
pim|p wip|lwl|a m|a|w|a mja|m|p wlalw]|a
Al B1 A2 | B2 A3 | B3 A4 | B4 A5 | B5
Abb. 15: Anordnung der Tiere im Ferkel- und Maststall (mannlich: m, weiblich: w; passiv: p,

aktiv: a; Versuchsgruppen: A, B und C; Tiernummern: 1 — 10 in jeder Gruppe)

Futterung

Zur Bearbeitung der Fragestellung inwieweit die Auslenkung eines Fiitterungsbestandteiles Einfluss auf
die Biosignaturen hat, wurde die Aminosdure Met als Variable der Ration ausgewahlt. Dabei sollte eine
unterschiedliche Deckung des Met-Bedarfes, bei Konstanz der anderen Bestandteile der Ration,
untersucht werden. Die Fitterung erfolgte als Mehrphasenfiitterung die sich in zwei Ferkel-, eine
Vormast- und 2 Mastphasen untergliedert (Abb. 16). Die Tiere wurden ad libitum mit Futter versorgt
und hatten Gber eine Nippeltranke permanenten Zugang zu frischem Trankwasser.

Woche Woche Woche
7-9 10-14 15-18

Ferkelstall Maststall

Woche
1-3

Woche
4-6

Abb. 16: Flitterungsregime wahrend der Versuchswochen (Ferkelaufzuchtfutter | und II, FAZ |
und Il; Vormastfutter, VM; Mastfutter | und I, Mast | und Mast Il)

In jedem Zeitabschnitt wurde ein dem Entwicklungstand entsprechendes Futter verabreicht. Die Tiere
erhielten zu Beginn des Versuches tiber Versuchswoche (VW) 1 bis 3 Ferkelaufzuchtfutter | (FAZ I). Ab
der 4. Versuchswoche (VW) wurden die Ferkel bei einer mittleren LM von etwa 20 kg auf FAZ Il
umgestellt. Ab der 6. VW bei einer mittleren LM von 30 kg erfolgte die Umstellung auf Vormastfutter.
Darauf folgend von VW 10 bis 14 wurde Mastfutter | ab 40 kg LM und anschlieBend Mastfutter I (70
kg LM) ab der 15. VW bis zur Schlachtung in der 18. Woche gefiittert.

Bei dem verabreichten Futter handelte es sich um ein pelletiertes Mischfutter, welches als Alleinfutter
mit Pelletdurchmessern von 2 mm fiir die FAZ und 3 mm fiir das Vormast- und die Mastfutter ad libitum
gegeben wurde. Jedes Futtermittel der drei VG (A, B, C) unterschied sich im Gehalt an Met. Die
Alleinfuttermittel der VG A sollten dazu fihren, dass der Met-Bedarf der Tiere um 30 % unterschritten
wird. Synthetisches Met wurde nicht zugesetzt. Es enthielt nur die origindr durch das Futtermittel
selbst schon enthaltene Menge an dieser Aminosdure. Die Alleinfuttermittel der VG B sollten bei
adaquater Aufnahme dem Bedarf der Tiere nach den aktuellen Versorgungsempfehlungen (GfE 2006,
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mod. nach Kriger 2011, pers. Mitteilung) Gber eine Zugabe von DL-Methionin angepasst sein
(Kontrolle). Die Tiere der Gruppe C erhielten dagegen Alleinfuttermittel, welche ebenfalls mit DL-
Methionin ergdanzt worden waren, und zu einer Met-Aufnahme von 30 % liber den Versorgungs-
empfehlungen fithren sollten. Einen Uberblick iber die Zusammensetzung und kalkulierten Nihrstoff-
konzentrationen in den eingesetzten Alleinfuttermitteln enthalten die Tabellen 9 und 10.

Tab. 9: Zusammensetzung und kalkulierte Nahrstoffkonzentration der Ferkelaufzuchtfutter
(FAZ)
FAZ | FAZ | FAZ | FAZ Il FAZ Il FAZ Il
VG A VG B VG C VG A VG B VG C
Anteil [%] Anteil [%]
TM [%] 88,8 88,9 88,9 88,6 88,6 88,6
SES (44 % XP) 23,5 23,5 23,5 15,5 15,5 15,5
Gerste 15,0 15,0 15,0 25,0 25,0 25,0
Weizen 36,0 35,6 35,2 44,0 43,7 43,3
Gerstenflocken 15,0 15,0 15,0 10,0 10,0 10,0
Molkenpulver,
suR 5,0 5,0 5,0 - - -
Mineralfutter
+ AMINO RAM RO 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
Sojaol 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
DL-Methionin - 0,37 0,8 - 0,34 0,7
[%] [%]

Rohprotein 19,0 19,0 19,1 16,4 16,4 16,5
Rohfett 3,4 3,4 3,4 3,6 3,6 3,6
Rohfaser 3,3 3,3 3,2 3,4 3,4 3,4
Rohasche 5,4 5,4 5,4 4,8 4,8 4,8
Starke 39,0 38,8 38,5 45,7 45,5 45,3
Lysin 1,3 1,3 1,3 1,1 1,1 1,1
Met + Cystein 0,6 0,8 0,9 0,5 0,7 0,8
Methionin 0,3 0,4 0,6 0,2 0,4 0,5
Threonin 0,9 0,9 0,9 0,7 0,7 0,7
Tryptophan 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Isoleucin 0,8 0,8 0,8 0,7 0,7 0,7
Valin 0,8 0,8 0,8 0,7 0,7 0,7
Leucin 1,3 1,3 1,3 1,0 1,0 1,0
Histidin 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,9
Arginin 1,2 1,1 1,1 0,9 0,9 0,9
Phenylalanin 0,8 0,8 0,8 0,7 0,7 0,7

Met, Methionin; SES, Sojaextraktionsschrot; TM, Trockenmasse; VG, Versuchsgruppe; XP, Rohprotein
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Tab. 10: Zusammensetzung und kalkulierte Nahrstoffkonzentration der Vormast- (VM) und

Mastfutter (MF)
VM VM VM Mastl Mastl Mastl | Mastll Mast Il Mast Il
VG A VG B VG C VG A VG B VG C VG A VG B VG C
Anteil [%] Anteil [%] Anteil [%]
™ [%] 87,9 88,0 88,0 87,8 87,8 87,8 87,7 87,7 87,7
SES (44 % XP) 15,5 155 155 | 13,0 13,0 13,0 9,3 9,3 9,3
Gerste 30,0 29,8 29,2 33,5 33,3 33,0 37,5 37,3 371
Weizen 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
Mineralfutter 3,5 35 35 | 30 30 30 2,8 2,8 2,8
+ AMINO MIN
Sojadl 1,0 1,0 1,0 0,5 0,5 0,5 1,5 1,5 1,5
DL-Methionin - 0,25 0,85 - 0,2 0,5 - 0,16 0,4
[%] [%] [%]

Rohprotein 16,4 16,5 16,6 | 15,7 15,7 15,8 14,5 14,5 14,5
Rohfett 3,0 3,0 3,0 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6
Rohfaser 3,4 3,4 3,4 3,5 3,5 3,4 3,4 3,4 3,4
Rohasche 5,1 5,0 5,0 4,6 4,6 4,6 4,2 4,2 4,2
Stirke 45,5 454 451 | 47,1 47,0 46,8 48,9 48,8 48,7
Lysin 1 1 1 0,9 0,9 0,9 0,8 0,8 0,8
Met + Cystein 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Methionin 0,2 0,3 0,6 0,2 0,3 0,4 0,2 0,3 0,4
Threonin 0,7 0,7 0,7 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
Tryptophan 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Isoleucin 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,5 0,5 0,5
Valin 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,6 0,6 0,6
Leucin 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,0 1,0 1,0
Histidin 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,3 0,3 0,3
Arginin 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,8 0,8 0,8
Phenylalanin 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,7 0,7 0,7 0,7

Met, Methionin; SES, Sojaextraktionsschrot; TM, Trockenmasse; VG, Versuchsgruppe; XP, Rohprotein

Mineralisches Ergdanzungsfuttermittel wurde den Alleinfuttermitteln in einem Anteil von 3 %
zugemischt. Die Angaben Uber Inhaltsstoffe und Zusatzstoffe des mineralischen Erganzungsfutter-
mittels laut Herstellerempfehlungen sind Tabelle 11 zu entnehmen.
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Tab. 11: Deklaration des im Alleinfutter verwendeten mineralischen Erganzungsfuttermittels

Inhaltsstoffe

je kg Alleinfuttermittel
(Gehalt im Alleinfutter: 3,0 %)

je kg Mineralfutter

Rohprotein [%] 0,420 14,0
Rohasche [%] 2,340 78,0
Lysin [%] 0,270 9,0
Threonin [%] 0,114 3,8
Calcium [%] 0,600 20,0
Phosphor [%] 0,045 15
Natrium [%] 0,180 6,0
Magnesium [%] 0,030 1,0
Zusatzstoffe

Vitamin A3 [ILE.] 10.500 350.000
Vitamin D3 [ILE.] 1.200 40.000
Vitamin E [mg] 75 2.500
Vitamin B1 [mg] 1,2 40
Vitamin B2 [mg] 3,6 120
Vitamin B6 [mg] 3,6 120
Vitamin B12 [mg] 24 800
Nicotinsdureamid [mg] 24 800
Ca-Pantothenat [mg] 9,6 320
Cholinchlorid [mg] 180 6.000
Betain [mg] 105 3,500
Eisen als Sulfat [mg] 124,99 4.166,6
Kupfer als Sulfat [mg] 15 500
Zink als Oxid [mg] 109,99 3.666,6
Mangan als Oxid [mg] 75 2.500
Jod als Jodat [mg] 1,05 35
Selen als Selenit [mg] 0,45 15
Kobalt als [mg] 0,15 5
Carbonat

Loxidan [mg] 45 1.500
3-Phytase FTU 750 25.000

Verhaltensbeobachtung

Zur Ermittlung von Verhaltensmerkmalen der Tiere wurden drei Beobachtungsverfahren angewendet.

Zum einen wurde der wochentliche Wiegetermin der Schweine gleichzeitig auch als Termin zum

Scoring des Verhaltens in der ungewohnten Situation genutzt. Weitere Beobachtungen erfolgten tber

eine 24-stiindige Videoliberwachung ausgewahlter Tiere. Die dritte Erfassung von Verhaltensmerk-
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malen wurde Uber Herzfrequenzmessung zu zwei definierten Zeitpunkten je Versuchswoche
vorgenommen. Eine Ubersicht iiber die Beobachtungsverfahren gibt Tabelle 12.

Wiegetermin und in Ruhe

Tab. 12: Zur Verfassung von Verhaltensmerkmalen angewendete Verfahren
Nr. Verfahren Anzahl Dauer der Beobachtung Variable
Tiere
1 Scoring des Verhaltens  2x30 1 x pro Woche lber die Note 1 bis 5
wahrend der gesamte Versuchsdauer
Wiegetermine
2 Videobeobachtung 2x12 1xproWoche tiber 24 h/d Beschreibung der
wahrend der gesamten Verhaltensweisen zu
Versuchsdauer ausgewahlten Zeitpunkten
3 Herzfrequenzmessung 30 2 x pro Woche zum Herzfrequenz und

Herzfrequenzvariabilitat

zu 1 - Scoring des Verhaltens wéihrend der Wiegetermine

Die Schweine wurden einmal wochentlich vor der morgendlichen Fiitterung gewogen. Dieses Ereignis
war mit einer fur die Schweine zunachst neuen und Stress verursachenden Situation verbunden und
kann somit als Challenge bezeichnet werden. Fir diese Untersuchung wurden alle 60 Tiere
herangezogen. Dabei mussten die Schweine wahrend der Ferkelphase aus Ihrer Bucht heraus in einen
Wiegekafig gehen, welcher direkt vor die Offnung der Bucht geschoben wurde. Dabei griff ein Helfer
unterstitzend von oben in die Kéfige und schob das Ferkel in Richtung der gedffneten Tir in den
Wiegekafig.

Wahrend der anschliefenden Phase im Maststall war die Waage zentral angeordnet und die Schweine
bewaltigten den Weg bis zur Waage selbststandig mit Unterstiitzung des Beobachters durch ein
Treibbrett. Nachdem die Buchtentiir zum Gang hin gedéffnet wurde liefen die Tiere Gber den
Betonboden bis zur Tierwaage. Die zu bewaltigende Strecke unterschied sich dabei je nach Standort
des Tieres im Stall zwischen 3 und 15 m. Dabei wurde abgesichert, dass in der Summe die Tiere aller
drei Gruppen dieselbe Entfernung zu bewadltigen hatten. Bei Bedarf wurde mit Hilfe des Treibbretts
unterstutzt.

Zur quantitativen Erfassung des Verhaltens wahrend dieses wdchentlichen Ereignisses wurde ein 5-
stufiger Score entwickelt. Uber diese als ,Test for Adaptive Response to a Challenge” (ART)
bezeichneten Score wurde der Umgang des Tieres mit der neuen Situation erfasst und einem verbal
zu beschreibenden Verhalten eine Stufe zwischen 1 (ruhig, teilnahmslos) bis 5 (starke LautduRerung,
hektische Bewegungen) zugeordnet. Die Einteilung in die Verhaltens-Stufen wurde immer und
ausnahmslos von derselben Person vorgenommen um den individuellen Einfluss moglichst gering zu
halten. Dabei war die Einordnung der Schweine in aktive oder passive Tiere aus dem Backtest dem
Beobachter nicht bekannt. Tabelle 13 charakterisiert den entwickelten Verhaltensscore ART.
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Tab. 13: Stufen des Verhaltenscores ART zur Charakterisierung des Verhaltens von Schweinen
bei einem Challenge

Beschreibung

Stufe Aktivitat Verhalten LautdulRerung
1 passiv teilnahmslos keine
2 ruhig unaufgeregt keine
3 entspannt interessiert wenig lautgebend
4 aktiv lebhaft lautgebend
5 hektisch aufgeregt sehr stark

zu 2 - Videobeobachtung

Fiir weitere detaillierte Verhaltensbeobachtungen wurden die 30 Tiere aus dem zweiten
Untersuchungsdurchgang herangezogen.

Neben der Beurteilung tber den ART-Verhaltenscore wurde die zweite Sdule der Verhaltensbeob-
achtung durch eine 24 h andauernde Videoliberwachung von 12 Tieren realisiert. Die beobachtete
Schweinegruppe setzte sich aus vier Tieren je Met-Versorgungsstufe und davon je zwei aktive und
passive Tiere verschiedenen Geschlechts zusammen. Aus der Gruppe A (Met-Unterversorgung)
wurden die Ferkel A4 und A7 als aktive und A2 und A10 als passive Tiere in die
Beobachtungsauswertung einbezogen. Die Gruppe B (Met-Versorgung bedarfsgerecht) setzte sich aus
den Tieren B2 und B9 (aktiv) sowie B4 und B7 (passiv) zusammen. Die Gruppe C (Met-Uberversorgung)
bestand aus den Ferkeln C1 und C7 als aktive sowie C4 und C9 als passive Vertreter. Im Versuchsstall
waren 4 Kameras angebracht und so angeordnet, dass jeweils drei Tiere mit einer Kamera Giberwacht
werden konnten (siehe Abbildung 17). Die Pfeile in Abbildung 17 zeigen die Anordnung der Kameras
im Ferkel- und Maststall an. Die Beobachtung erfolgte Gber den gesamten Versuchszeitraum des
zweiten Prifdurchganges mittels CCD-Kameras.

.'Gang um die Flatdecks herum.'

A|lB|]C|A|B|J]C|A|[B|]C|A|[B|C]A|[B]|C

Futtergang
c/ B|J]A|]C|B|A|C|B|]A|C|IB|A|C|B]|A

tGang um die Flatdecks herum‘.

Abb. 17: Anordnung der Videokameras in Ferkel- und Maststall (Die GroRbuchstaben verdeut-
lichen die Zuordnung der Tiere zu den einzelnen Gruppen)

Da das gewonnene Datenmaterial sehr umfangreich war, wurden zunachst zwei Tage in bestimmten
Wochen fir die Auswertung ausgewdhlt. Die Auswahl erfolgte nach umfangreichen Vorunter-
suchungen und wurde als reprasentativ eingestuft. An den zwei wochentlichen Untersuchungstagen
wurden drei Stunden Beobachtungszeit ausgewertet. Die untersuchten Zeitrdume lagen zwischen
09:30 und 10:30 Uhr sowie zwischen 14:00 und 16:00 Uhr. Die Zeitraume der Beobachtung wurden fir
beide Wochentage gleich gewahlt.
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Innerhalb der untersuchten Wochentage wurde der Montag ausgewahlt, da an diesem Tag auch die
Herzfrequenz sowie die Lebendmasse der Tiere gemessen wurden. Der zweite untersuchte Wochentag
war der jeweilige Freitag. Dieser stellte einen Gegenpol zu dem mit Stress verbundenen Montag dar,
derart, dass er bis auf die tdgliche Routine vergleichsweise reizarm war.

In den untersuchten Zeitrdumen wurden folgende Aktivitaten fiir jedes Schwein notiert: , Liegen in
Bauchlage” (1), ,Liegen in Seitenlage” (2), ,Fressen” (3), ,Kontakt zum Nachbarn“ (4), ,Kafig-
Knabbern“ (5), ,Sitzen“ (6), ,undefiniertes Verhalten“ (7) und , Trinken” (8). ,Undefiniertes Verhalten”
(7) stellt einen Sammelbegriff fir Hin- und Herlaufen, Hin- und Herspringen sowie Schniiffeln dar.
AuRerdem wurden vorab die folgenden Bedingungen festgelegt:

i) der Kontakt zum Nachbarn wird nur als solcher gewertet, wenn er langer als 5 Sekunden
andauert,
i) wenn zwei der unter (1) bis (8) genannten Aktivitaten zur gleichen Zeit auftraten, gibt es die

folgenden Prioritdten zu beachten: (3), (4) und (5) haben Vorrang vor (1), (2), (6), (7) und (8).

Zur Ermittlung dieser Verhaltensweisen wurden die Videodateien durch den Beobachter in Echtzeit
angeschaut und die Zeiten (in sec.), fir die unterschiedlichen Verhaltensweisen wahrend des
Untersuchungszeitraumes fiir die 12 beobachteten Tiere dokumentiert und fir die weitere
Bearbeitung in einer Excel Tabelle aufbereitet.

zu 3 - Herzfrequenzmessung

Eine weitere Untersuchung bezliglich des Verhaltens / der Stresskompensation der Schweine wurde
Uber Messungen zur Herzfrequenz und Kalkulationen zur Herzfrequenzvariabilitdt vorgenommen.
Dabei wurde den 30 Tieren des zweiten Untersuchungsdurchganges nach einem festgelegten Schema
eine Polar — Herzfrequenzmesstechnik (Polar Electro GmbH Deutschland, 64572 Bittelborn) umgelegt.
Die Messungen erfolgten wochentlich jeweils montags zum Challenge wahrend des Wiegetermins um
den Umgang mit der ungewohnten Situation zu verfolgen. Als Referenzwert wurde, ebenfalls
wochentlich, an einem ereignislosen Wochentag (Donnerstag) zur selben Uhrzeit die gleiche Messung
ohne dullere Beeinflussungen durchgefiihrt. Dabei wurde den Schweinen der urspringlich fir Pferde
konzipierte Messgurt mit inliegender Mess- und Erfassungstechnik hinter den Schulterblattern um den
Bauch angelegt. Es standen 6 Messgerdte zur Verfligung. Der Beginn der Messungen wurde
abwechselnd an einem Ende der beiden Standreihen vorgenommen, so dass die Reihenfolge der
Messung an den Tieren variiert. Ab diesem Anfangstier wurde die Messung in der Reihe fortlaufend
weiter gefiihrt. Nachdem die ersten 6 Tiere nacheinander die Gurte umgelegt bekommen hatten,
wurde bei dem zuerst Gemessenen der Gurt wieder entfernt und dem 7. Tier umgelegt und so dann
fortlaufend weiter verfahren. Die Dauer der Messung pro Tier betrug im Durchschnitt 5 bis 7 Minuten.
Fir einen ausreichenden Kontakt zwischen den Messelektroden und der Hautoberflache wurden die
Elektroden vor dem Umlegen mit einem Schwamm und klarem Wasser reichlich benetzt. Grobe
Verschmutzungen am Tier wurden vorab entfernt. Um den Gurt ausreichend gespannt zu halten wurde
er mit Hilfe einer Beutelklammer fixiert.

Datenerfassung

Die Erfassung der im Versuch untersuchten Variablen unterteilte sich in Futtermittelanalyse,
praecaecale Verdaulichkeit von Aminosduren (an Minipigs mit lleorektalanastomose nach den
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Vorschriften der GfE), zootechnische Daten zur Lebendmasseentwicklung, zur Futteraufnahme und
Futterverwertung, Verhaltensmerkmale und abschliefend Schlachtdaten. Weiterhin wurde das
Futterwahlverhalten von Absetzferkeln in einem Cafeteria-Versuch getestet.

Der Gesundheitsstatus der Schweine wurde taglich zweimal kontrolliert. Dabei wurde primar das
subjektive Erscheinungsbild durch geschulte Mitarbeiter der Versuchsanlage erfasst. Bei
Auffélligkeiten wurde die Kérpertemperatur gemessen und das Tier weiter Gberwacht. Mogliche
tierarztliche oder unterstitzende MaRnahmen wurden protokolliert. Zweimal taglich wurde eine der
Kot hinsichtlich seiner Konsistenz bonitiert. Weicher und ungeformter Kot sowie Durchfall wurden
erfasst und eventuell erforderliche Behandlungen dokumentiert.

Die erfassten zootechnischen Parameter umfassen die LM zu verschiedenen Zeitpunkten im Wachs-
tumsverlauf, die Lebendmassezunahme (LM2Z), den Futterverzehr (FV) und den Futteraufwand (FA).
Die Ermittlung der LM erfolgte nach einem festen Rhythmus einmal wochentlich vor der
Morgenfiitterung mittels Waagen mit Tierwdgeprogramm. Fiir die Ferkelphase wurde das Modell Kern
Waage DE 150K200XL (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Deutschland) genutzt. Bei den Masttieren kam
die Waage REHWA 83 Z (Rhewa Waagenfabrik, Mettmann, Deutschland) zum Einsatz. Die Bestimmung
des Futterverzehrs erfolgte iber eine wochentliche Riickwaage der im Trog des jeweiligen Tieres
verbliebenen Futtermengen (Kern DE 12K 1N Waage, Kern & Sohn GmbH, Balingen, Deutschland).

Die Uberwachungstechnik fiir die Videoiiberwachung der ausgewihlten Tiere bestand aus CCD-
Kameras des VisorTech Profiliberwachungs-Sets (PEARL GmbH, Buggingen, Deutschland), welches
zusétzlich einen Recorder und einen Monitor umfasst. Die Kameras nehmen 24 Stunden am Tag Daten
auf. Die erhobenen Videodaten wurden auf eine externe Festplatte Giberspielt, so dass sie mit Hilfe des
DVR - Clients auf dem Computer abgespielt werden konnten.

Flr die Herzfrequenzmessungen an den Ferkeln wurde mit dem POLAR Equine RS800CX (Polar Electro
GmbH Deutschland, Biittelborn) gearbeitet, welches auch im Pferdesport genutzt wird. Hierbei
wurden den Pferden Messgurte umgelegt, die Messdaten dann anschlieBRend am PC ausgelesen und
mit dem Programm Kubios am PC ausgewertet. Es wurde die Herzfrequenz, Parameter der
Herzfrequenzvariabilitdt und Beat-to-Beat-Ergebnisse gemessen bzw. berechnet.

Am Ende des Versuchszeitraumes in der 18. Versuchswoche erfolgte die Schlachtung der 60 Tiere im
Schlachthaus des FBN Dummerstorf. Zur Schlachtung wurden 37 schlachtkorperspezifische Variablen
je Tier erfasst. Zeitgleich erfolgte die Beprobung bestimmter Gewebe durch Mitarbeiter von TP 4.2
(Prof. Klaus Wimmers) zur weiteren Auswertung auf genomische Merkmale.

2.2.4.3 Ergebnisse

Gehalt des Versuchsfutters an Rohndhrstoffen, Methionin und Energie

Tabelle 14 enthalt Angaben zum analysierten Rohnahrstoffgehalt in den im Versuch eingesetzten und
als Sammelprobe wahrend des Versuches erfassten Alleinfuttermitteln.

Bei der Rationsberechnung wurde eine durchschnittliche Abweichung des Met-Gehaltes von 30% nach
unten (Gruppe A) und oben (Gruppe C) von der Referenzgruppe B angestrebt. Tabelle 16 zeigt die
analysierten Met-Gehalte in den wahrend des Versuches genommenen Futtermittel-Sammelproben
sowie die tatsachlich realisierten Abweichungen zur Referenzgruppe B, gesondert fur die Versuchs-
durchgange | und Il.
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Tab. 14: Nahrstoffgehalt der im Versuch eingesetzten Alleinfuttermittel (Analysenergebnisse)

Futtertyp (vG) ~ Tm  Ron- Roh- - Roh-Roh- e ADL Zucker  stirke
asche protein fett faser

(in % fir TM, Ubrige in % der TM)

FAZ | (A) 88,2 6,0 23 34 53 169 67 16 60 41,3
FAZ I (B) 88,1 6,1 228 34 51 148 64 14 65 42,1
FAZ I (C) 88,1 5,9 24 37 53 140 66 12 56 41,8
FAZ Il (A) 87,5 5,1 198 3,7 46 170 54 16 3,8 50,5
FAZ Il (B) 87,5 5,2 206 3,8 47 149 60 17 3,7 51,1
FAZ I (C) 87,8 5,2 202 37 51 161 60 14 34 52,1
VM (A) 86,0 5,7 192 32 56 159 65 14 29 49,7
VM (B) 85,8 5,7 192 32 56 154 65 13 34 49,7
VM (C) 85,6 5,6 197 33 51 144 57 14 28 50,5
Mast | (A) 86,3 53 198 29 49 149 59 15 36 53,7
Mast | (B) 86,2 5,2 191 30 52 155 56 1,6 3,8 53,7
Mast | (C) 86,1 5,0 187 32 53 162 61 12 32 54,4
Mast 11 (A) 86,1 4,7 170 31 58 178 67 14 34 54,8
Mast Il (B) 86,2 4,8 170 30 59 181 71 16 34 54,8
Mast 11 (C) 86,3 4,7 176 30 57 175 66 1,7 3.2 55,0

TM, Trockenmasse; VG, Versuchsgruppe

In Tabelle 15 sind zudem die nach GfE (2008) aus den analysierten Rohnahrstoffen und Starke
berechneten Gehalte an Umsetzbarer Energie in Mischfuttermitteln fiir Schweine (MEs) dokumentiert.

Tab. 15: Gehalte an Umsetzbarer Energie der im Versuch eingesetzten Alleinfuttermittel fiir
Schweine MEs; berechnet nach GfE 2008 aus Analysenergebnissen)

Alleinfuttertyp Versuchsgruppe MEs [MJ/kg TM]
FAZ | A 14,7
FAZ | B 14,8
FAZ | C 14,8
FAZ Il A 15,1
FAZ Il B 15,2
FAZ Il C 15,0
VM A 14,5
VM B 14,6
VM C 14,8
Mast | A 14,9
Mast | B 14,8
Mast | C 14,8
Mast Il A 14,5
Mast Il B 14,4
Mast Il C 14,6

FAZ | und Il, Ferkelaufzuchtfutter | und Il; TM, Trockenmasse; VM, Vormastfutter; Mast | und II,
Mastfutter | und Il

Seite 37 von 70



Tab. 16: Methioningehalte der im Versuch eingesetzten Alleinfuttermittel (Analysenergebnisse)

Durchgang | Durchgang Il
VG Futter- Met Met Met Met Met Met
typ [g/kg TM]  [g/kg] (Differenz [g/kg TM]  [g/kg] (Differenz
zu VG B, in %) zu VG B, in %)

A FAZ | 291 2,56 - 25,44 3,00 2,68 -23,37

B FAZ | 3,91 3,44 3,90 3,49

C FAZ | 5,05 4,45 +29,33 5,21 4,67 +33,52
A FAZI 2,82 2,46 - 23,80 2,82 2,49 -24,09

B FAZI 3,70 3,23 3,70 3,28

C FAZIl 4,77 4,19 +29,55 4,63 4,12 +25,45
A VM 2,46 2,11 -28,16 2,66 2,33 -18,56
B VM 3,43 2,94 3,28 2,86

C VM 5,20 4,45 +51,32 5,16 4,49 +57,02
A Mastl 2,62 2,26 -19,50 2,39 2,08 -15,43
B Mastl 3,25 2,80 2,82 2,46

C Mastl 4,13 3,56 +26,80 3,91 3,39 +37,95
A Mastll 2,34 2,01 -19,70 2,21 1,91 -18,03
B Mastll 2,91 2,51 2,69 2,33

C Mastll 3,81 3,29 +31,26 3,54 3,07 +31,47

TM, Trockenmasse; VG, Versuchsgruppe

Praecaecale Verdaulichkeit von Rohprotein und Aminosauren

Ergebnisse zu der an Minipigs mit lleorektalanastomose (n = 6) gemessenen praecaecalen Verdaulich-

keit von Aminosauren sind zu FAZ | in Tabelle 17 zusammengestellt.

Tab. 17:

Aminosaure
Lysin
Methionin
Cystein
Threonin
Isoleucin

Valin

Leucin

Tyrosin
Histidin

Alanin

Arginin
Asparaginsaure
Glutaminsaure
Glycin
Phenylalanin
Prolin

Serin

FAZ I, Ferkelaufzuchtfutter I; *® ¢ mit p < 0,05 signifikante Mittelwertdifferenzen innerhalb einer Zeile

89,0 1,09
84,0 + 2,46°
87,7 + 2,00
85,9 + 1,50
84,6 + 1,40
83,4+ 1,55
86,9+ 1,26
83,2+2,41
84,3 + 2,45
77,2+2,71
90,8 + 1,12
84,1+ 1,37
93,1+ 0,88
80,6+ 1,71
88,4+ 1,24
91,3 + 1,09
88,7+ 1,31

Versuchsgruppe A

Scheinbare Verdaulichkeit von Aminosauren (in %) aus FAZ |

Versuchsgruppe B Versuchsgruppe C
88,8 + 3,03 89,2+1,11
87,3+2,43° 90,6 £ 0,722
87,6 £1,48 86,8 £ 1,40
86,2+ 2,45 86,6 £ 1,38
85,0+ 2,97 84,3+1,11
84,6 + 3,08 83,3+1,19
86,9+2,61 86,8+1,14
85,5+1,89 84,4+1,19
83,7+2,13 849+ 1,77
76,3+7,41 75,3+5,51
90,9+1,30 90,8 £ 0,92
84,0 £ 3,06 84,3+0,74
92,9+ 1,50 92,5+ 0,60
80,4 £ 3,70 80,2 £1,04
88,5 £ 2,05 88,1+1,12
91,0 £ 2,00 91,0+ 0,91
89,0+ 1,70 89,1+1,04
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Der ansteigende Gehalt an Met im Alleinfutter war mit einer Zunahme der praecaecalen Verdaulichkeit
dieser Aminosaure verbunden (p < 0,05). Die praecaecale Verdaulichkeit der weiteren gemessenen,
proteinogenen Aminosauren unterschied sich nicht (p > 0,05) zwischen den Versuchsgruppen.

Futterwahlverhalten im Cafeteria-Versuch

Ergebnisse zum Wahlverhalten von Absetzferkeln im Cafeteria-Versuch sind in Tabelle 18 enthalten.

Tab. 18: Futterwahlverhalten von Absetzferkeln (n = 20) im Cafeteria-Versuch

Trog! VGA VGB VG C

Verweildauer A 1,74 1,34 1,35
[min] B 1,39 1,41 1,06
C 1,82° 2,18% 2,512

Futterverzehr A 502° 369° 316°
(8/d] B 282 253 239
C 543 552° 805°

VG, Versuchsgruppe; * in den Trégen A, B und C wurde jeweils Futter aus den VG A, B und C angeboten;
a5 mjt p < 0,05 signifikante Mittelwertdifferenzen innerhalb einer Zeile

Die Ferkel aller Versuchsgruppen verweilten an dem Trog mit dem Futter mit dem hochsten Met-
Gehalt am langsten, was im Gruppenvergleich innerhalb dieser Futtervariante C bei den Ferkeln, die
das Futter bereits kannten, gegenliber den sonst an ein Futter mit niedrigem Met-Gehalt adaptierten
Tieren besonders stark ausgepragt war (2,5 vs. 1,8 min; p < 0,05). Im Cafeteria-Versuch verzehrten die
Ferkel der hinsichtlich des Met-Gehaltes im Futter gegensatzlichen VG A und C jeweils von dem Futter
am meisten (p < 0,05), welches sie aus der Vorfiitterung kannten. Die an ein anndhernd bedarfsgerecht
mit Met ausgestattetes Futter adaptierten Ferkel der Gruppe B verhielten sich diesbezliglich
weitgehend indifferent.

Lebendmassezunahme und Futteraufnahme

Die Entwicklung der LMZ der Absetzferkel aller Versuchsgruppen Giber neun Versuchswochen in beiden
Durchgdngen zeigt Abbildung 18.

Durchgang 1 Durchgang 2
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Abb. 18: Entwicklung der LMZ der Ferkel aller Versuchsgruppen in beiden Durchgangen
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Wahrend die LMZ der Ferkel aller Gruppen in Durchgang 1 etwa vergleichbar war wurde in Durchgang
2 fur die Ferkel der VG C vor allem in Versuchswoche 7 eine geringere LMZ verzeichnet als bei den
Ferkeln der VG B und vor allem auch der VG A. Dies war primar auf eine hohere Futteraufnahme der
Ferkel in VG A zurlickzufiihren. Insgesamt waren die Effekte bei mannlichen Ferkeln starker ausgepragt
als bei Weiblichen.

Eine parallele Darstellung der LMZ Uber die Mastphase der Durchgange 1 und 2 enthalt Abbildung 19.

Durchgang 1 Durchgang 2
VGA VGB VG C
LMZ [g/d] LMZ [gfd]

13m 13m
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i

EEszeREid

£ 8B ZEE

Abb. 19: Entwicklung der LMZ der Mastschweine aller Versuchsgruppen in beiden Durchgangen

Im ersten Durchgang war die LMZ der Mastschweine bei Aufnahme von entweder dem mit Met zu
niedrig oder zu hoch ausgestattetem Alleinfutter im Vergleich zu dem anndhernd bedarfsgerecht
gestalteten Alleinfutter héher. Im zweiten Durchgang wiesen von Versuchswoche 11 bis 14 die an das
sehr hoch mit Met ausgestattete Futter adaptierten Schweine der VG C die héchste LMZ auf, mit einer
gruppenegalisierenden Kompensation zum Ende der Mast. Kompensatorische Vorgange waren vor
allem seitens der Futteraufnahme zu verzeichnen. Die starke Wechselwirkung zwischen Versuchs-
gruppe und Durchgang lasst in diesem Lebendmassebereich keine unabhangige Auswertung zu.

Lebendmasse zum Mastende und Schlachtkdrperqualitat

Die Lebendmasse der Schweine zum Mastende in beiden Durchgangen ist in Abbildung 20 dargestellt.

Lebendmasse [kg]

Durchgang 1
100

Durchgang 2

VG A VGB VGO

Abb. 20: Mittlere Lebendmasse der Schweine aller Gruppen in beiden Durchgangen zum Mastende
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Korrespondierend mit der Entwicklung der LMZ waren die Schweine der VG B im ersten Durchgang
zum Schlachtende am Leichtesten. Im zweiten Durchgang nahm die Mastendmasse mit ansteigendem
Met-Gehalt im Futter Gberproportional zu. Auch in Bezug auf diese Variable erlaubt die starke
Wechselwirkung zwischen Versuchsgruppe und Durchgang keine verallgemeinerbare Aussage.

Ergebnisse zum Muskelfleischanteil im Schlachtkérper der Mastschweine aus Durchgang 2 sowie zur
EUROP-Klassifizierung zeigt Abbildung 21.

Muskelflelschanteil [3] EUROP-Klassifizierung
12 3 E U R O P
VG A 5 3 1 0 0
I | | VGB 5 4 1 0 0
I i VG T 2 8 0 0 0
VG A VG B V(IEC
Abb. 21: Ergebnisse zum Muskelfleischanteil im Schlachtkérper der Mastschweine sowie zur

EUROP-Klassifizierung (Durchgang 2)

Der Muskelfleischanteil der Mastschweine in Durchgang 2 nahm mit zunehmendem Met-Gehalt im
Futter ab, dies allerdings nicht signifikant (p = 0,442). Die EUROP-Klassifizierung korrespondierte

entsprechend.

Knochenmarker

Zur Beurteilung des Knochenstoffwechsles wurde im Blutserum der Mastschweine zum Zeitpunkt der
Schlachtung Osteoclacin (Knochenaufbau) und B-ClossLaps (Knochenresorption) bestimmt (Abb. 22).

Knochenmarker (Osteeocalcin in ng/ml, B-CrossLaps in pg/ml)

300
in=30)

#5¢c = 52,6 ng/ml

- 15, = 47,3 pg/ml
200
150
100
50
VGA VG B VG e

Abb. 22: Osteocalcin und R-CrossLaps im Blutserum der Mastschweine aller Versuchsgruppen

zum Zeitpunkt der Schlachtung
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Im Hinblick auf die gemessenen Knochenmarker lag kein signifikanter Effekt der Versuchsgruppe vor.
Allenfalls war in der annahernd bedarfsgerecht mit Met versorgten Gruppe Osteocalcin etwa hoher
und R-CrossLaps etwas niedriger konzentriert als in den beiden anderen Gruppen.

Verhalten und Stresskompensation

Die Videodokumentation des Verhaltens der Ferkel zeigte, dass die aktiven im Vergleich zu den passiven
Ferkel der VG A tendenziell mehr Zeit mit der Aufnahme von Futter verbrachten. Sowohl aktive als
auch passive Ferkel der VG A knabberten zu einem hoéheren Zeitanteil an den Kafigstdben als die Ferkel
der VG B und C beider Temperamentsgruppen.

In der Ferkelphase (Durchgang 2) hatte zum Zeitpunkt des Verhaltens-Challenge weder die
Versuchsgruppe (p = 0,685) noch das Temperament (aktiv oder passiv; p = 0,707) der Ferkel einen
Effekt auf den ART-Score. Die Herzfrequenzvariabilitat, hier ausgedriickt als RMSSD (Root Mean Square
of Successive Differences = Quadratwurzel des Mittelwertes der Summe aller quadrierten Differenzen
zwischen benachbarten NN-Intervallen) und damit Indikator flir die Kurzzeitvariabilitdt des
Parasympathikus, war durch das Temperament der Absetzferkel (p = 0,821) wie auch durch den Met-
Gehalt des Alleinfutters (p = 0,468) gleichermaRen unbeeinflusst. In der Mastphase (Durchgang 2)
zeigte der ART-Score wahrend des Challenges bei den laut Backtest aktiven Tieren ein entspanntes,
interessiertes aber wenig lautgebendes Verhalten an, wahrend die als passiv vorgetesteten Schweine
eher lebhaft und lautgebend reagierten (p < 0,001). Die RMSSD war hinsichtlich eines
Temperamentsunterschiedes indifferent (p = 0,392). Der ART-Score liel wahren des Challenges keine
Unterscheidung zwischen den VG zu (p = 0,283), gemalR RMSSD war der Parasympathikus in der
Gruppe mit dem am hoéchsten mit Met ausgestatteten Futter am geringsten aktiviert, mit signifikanten
Unterschieden (p < 0,001) zu den beiden anderen Versuchsgruppen. Bei gesonderter Betrachtung der
Hauptfaktoren Met-Versorgung und Temperament in beiden Durchgdngen wurde erkennbar, dass die
annahernd bedarfsgerecht mit Met versorgten, aktiven Mastschweine im Vergleich zu den beiden
anderen VG den héchsten ART-Score aufwiesen (p = 0,002; Durchgang 2), die passiven Mastschweine
dagegen den Niedrigsten (in beiden Durchgéngen, nur in Durchgang 1 mit p = 0,028 signifikant).

Genexpression

Mikroarray-Analysen aus von den Mastschweinen zum Zeitpunkt der Schlachtung isolierten
Leukozyten (PBMCs) durch TP 2.1 (Prof. Klaus Wimmers) zeigen, dass von den 32.804 Sonden-Sets fir
MRNA's dv. 27.624 einem Gen zugeordnet werden konnten. Mit jeweils p < 0,01 war fiir 149 Gene ein
Einfluss der Versuchsgruppe (Met-Stufe), flir 225 Gene ein Einfluss des Verhaltens (Temperaments-
sortierung gemaR Backtest) und fiir 165 eine Wechselwirkung zwischen beiden Faktoren signifikant.
Unter den regulierten Genen befinden sich auch solche zur Regulation von DNA-Methyl-Transferasen,
womit ein Bezug zur epigenetischen Regulationsebene hergestellt sein diirfte. Wie eingangs erwahnt
werden diese Untersuchungen im Rahmen der PHANOMICS Nachwuchs-Forschergruppe
,Phanotypisierung des Tierwohls” (Dr. Silke Triel) fortgesetzt.

2.2.4.4 Schlussfolgerungen

Die relativ zu den Versorgungsempfehlungen nach unten und oben deutliche Abstufung der
Versorgung wachsender Schweine mit der essentiellen, proteinogenen Aminosaure Met ldsst in Bezug
auf alle hier getesteten Kriterien (zootechnische Parameter, Futteraufnahme- und Futterwahl-
verhalten, Lebendmassezunahme, Futterverwertung, Schlachtergebnis, Verhalten/Stresskompen-
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sation in taglicher Routine und in einer Stresssituation, Knochenstoffwechsel, Genexpression)
signifikante oder zumindest tendenzielle Effekte erkennen, teils kompensiert durch ein angepasstes
Futteraufnahmeverhalten und Modifikation durch das gem&R Backtest vorsortierte Verhalten/
Temperament der Tiere. Im Hinblick auf die (epi)genetische Elastizitdt ist besonders herauszustellen,
dass sowohl ein signifikanter Fitterungseinfluss als auch ein ebensolcher Effekt des
Verhaltens/Temperaments vorliegt und weiterhin statistisch gesicherte Wechselwirkungen zwischen
diesen beiden Hauptfaktoren auftraten. In Bezug auf Letzteres werden die Analysen und
Auswertungen derzeit noch fortgesetzt.

2.2.5 Validierung der ,Multi-Criteria-Analyse‘ (TP 5.5)

2.2.5.1 Zielformulierung und abgeleitete Fragestellungen

Das Ziel dieses Teilprojektes bestand zum einen in der Uberpriifung des im Teilprojekt TP 5.4 (V.: Prof.
Krieter) entwickelten Bewertungssystems beziiglich seiner Umsetzbarkeit unter Feldbedingungen und
zum anderen in der Abschatzung der Aussagekraft des Bewertungssystems hinsichtlich der Beurteilung
der Tiergerechtheit von bestimmten Haltungssystemen. Aus den Zielen sind folgende zu
beantwortende Fragestellungen abgeleitet:

a) Wie ist der Multi-Kriterien-Katalog in der Praxis umzusetzen?

b) Sind die Ergebnisse vergleichbar mit den vorangegangenen Untersuchungen bezlglich der
identifizierten Biosignaturen die mit dem Verhalten assoziiert sind?

c) In wieweit lassen sich verhaltensorientierte Biosignaturen mit der Einschatzung eines
Herdenmanagers in Ubereinstimmung bringen?

d) Ist eine Beurteilung verhaltensorientierter Merkmale besser geeignet als die Einschatzung eines
Herdenmanagers?

d) Kénnen Metabolomdaten eine Moglichkeit bieten, schnelle bzw. zielgerichtete Aussagen (iber das
Tierwohl in der Praxis abzuleiten?

2.2.5.2 Zielerreichung, Zeitplan und chronologische Ablaufiibersicht

Die Verzogerungen zum urspriinglichen Zeitplan ergaben sich aus den Verzégerungen der Bearbeitung
der relevanten vorgelagerten Teilprojekte in VP 1,2,3 und 4. TP 5.5 war zwingend auf die Vorarbeiten
und Daten zur Bearbeitung der eigenen Fragestellungen angewiesen. Erst mit der Bereitstellung der
Daten aus diesen VP’s konnte mit der Durchfiihrung begonnen werden. Das Teilprojekt 5.5 startete
letztendlich im Februar 2013. Am 27. Marz 2013 wurde von Prof. Krieter und Frau Dr. Brosig (TP 5.4)
in Kiel den Multi-Kriterien-Katalog vorgestellt. Dieser basiert nahezu komplett auf dem Animal Welfare
Quality® Assessment Protokoll (AWAP) flir Schweine, bietet aber durch die Anwendung von Macbeth
und Choquet Integral die Moglichkeit zusatzliche Parameter wie bspw. Biosignaturen bzw.
Metabolomdaten mit einzubeziehen. Da in dem vorangegangen TP 5.4 bereits das AWAP auf
Praxisbetrieben flir Schweine angewendet wurde, sollte nunmehr in TP 5.5 das AWAP fiir Rinder
durchgefiihrt werden.

Zur Anwendung des AWAP bedurfte es eines Trainings um a) gleiche Voraussetzungen fir alle
Beurteiler zu generieren und b) weil der komplexe Inhalt des Protokolls ohne entsprechende
Erklarungen und Ubungen die Gefahr einer fehlerhaften Umsetzung seitens der Durchfiihrenden mit
sich flihrte. Im deutschsprachigen Raum wurde zurzeit nur von Prof. Winckler (BOKU Wien) ein
entsprechendes Training zur Beurteilung der Milchkuhhaltung angeboten. Aufgrund dieser Limitierung
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und den damit verbundenen terminlichen Engpdssen war es nicht moglich, vor Februar 2014 das
Training zu absolvieren. Das Training fand letztlich vom 17. Februar 2014 bis zum 19. Februar 2014
statt. In diesem Zusammenhang wurde der erste Praxisbetrieb (Betrieb 1) hinsichtlich des
Wohlbefindens der Milchkiihe auf Ebene des Gesamtbetriebes, als auch auf Gruppenebene mit Hilfe
des AWAP beurteilt. Ebenso wurden in diesem Kontext Kandidatentiere identifiziert, die entweder
besonders gut respektive schlecht an die entsprechenden Haltungsumgebungen angepasst waren
(klinische Beurteilung, agonistisches Verhalten, Abliegeverhalten usw.).

In den nachfolgenden Untersuchungen sollte neben der Durchfiihrung des AWAP, vermehrt die
Moglichkeit in den Fokus gestellt werden, zusatzliche Parameter mit den Erhebungen aus dem AWAP
zu vergleichen. Ebenso war es notwendig bei einer entsprechenden Untersuchung zu tberprifen, ob
die Erhebungen mittels AWAP auch auf Ebene des Einzeltieres anwendbar sind, um entsprechend
existierende Biosignaturen mit den Ergebnissen des AWAP zu vergleichen, um diese moglicherweise
in letzter Konsequenz in die Untersuchung implementieren zu kénnen. Im nachsten Versuchsansatz
wurde deshalb auf dem zweiten Betrieb (Betrieb 2) das AWAP angewendet und sowohl den gesamten
Stall, einzelne Gruppen, als auch 12 zuféllig ausgewahlte Einzeltiere einer Gruppe betrachtet.

Um die Fragestellung zu untersuchen, ob Meatbolomdaten eine Moglichkeit bieten, schnelle bzw.
zielgerichtete Aussagen (iber das Tierwohl in der Praxis abzuleiten, wurde Betrieb 3 ausgewahlt. Fir
Tiere aus diesem Betrieb wurden in TP 2.4 Temperamentsdaten und in TP. 4.2 Metabolomdaten
erhoben. Ergdnzend wurden via AWAP Protokoll der Betrieb sowie die noch im Betrieb befindlichen,
bereits damals (TP 2.4) untersuchten Tiere begutachtet.

Dariiber hinaus ergab sich die Notwendigkeit einen zuséatzlichen Vergleich zwischen Metabolomdaten
und der Einschatzung eines Herdenmanagers anzustreben. Damit sollte die Frage beantwortet
werden, ob die tagliche Arbeit mit den Tieren eine Einschatzung erlaubt, die Tiere als ,aufféllig” und
yunauffallig” zu klassifizieren und ob dieses sich ebenso wie die durchgefiihrten Verhaltenstests der
vorgelagerten TP’s in Unterschieden im Metabolomprofil zeigt. Zusatzlich sollte untersucht werden,
ob ein durchgefiihrter Verhaltenstest an Aufzuchtkalbern ebenfalls Unterschiede im Metabolomprofil
zeigt.

2.2.5.3. Tiere, Material und Methoden

Zur Einschatzung des Wohlbefindens kam das Animal Welfare Quality® Assessment Protokoll (AWAP)
far Rinder zur Anwendung. Gemal den Vorgaben aus TP 5.4, die das gleiche Protokoll fiir Schweine als
Grundlage nutzten, war in TP 5.5 das Ziel dieses Protokoll zur Rinderbeurteilung auf Praxisbetrieben
zu testen. Insgesamt wurden auf 3 verschiedenen Milchviehbetrieben 256 Kiihe via AWAP beurteilt.
Das AWAP ist mit der Intention entwickelt worden méglichst umfassend, aber auch moglichst schnell
das Wohlbefinden von Tieren auf Stall- bzw. Betriebsebene zu erfassen. Dieses Spannungsfeld dullert
sich darin, dass fiir die Erfassung eines ganzen Betriebes mit einer Herdengrofle von Uiber 200 Tieren
ein kompletter Arbeitstag eingeplant werden sollte, um das gesamte Protokoll anwenden zu kénnen.

Das Protokoll gibt 4 verschiedene Prinzipien vor, die seitens des Herdenmanagements eingehalten
werden sollten, um moglichst gute Ergebnisse im Hinblick auf das Tierwohl zu erhalten. Diese
4 Prinzipien sind gute Fitterung, gute Haltung, gute Gesundheit und angepasstes (tiergerechtes)
Verhalten (Tab. 19).
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Tab. 19: Ubersicht der erhobenen Parameter im Rahmen des AWAP

Prinzip Kategorie Parameter
Fltterung Abwesenheit von Hunger Korperkondition (BCS)
Abwesenheit von anhaltendem Durst Wasserversorgung

—> Sauberkeit

- Wasserfluss

- Funktionsfahigkeit der Tranken
Haltung Liegekomfort Zeitbedarf Abliegen

Kollision mit Stalleinrichtung beim
Abliegen

Lage in Liegebox
Eutersauberkeit

Sauberkeit Flanken und

GliedmaRen
Bewegungsfreiheit Anbindehaltung
Austrieb
Weide
Gesundheit Verletzungen Lahmbheit

Hautirritationen

Krankheiten Husten, Augen-/Nasensekret,
Durchfall, Festliegen, Zellzahl,
Mortalitatrate, Geburtsverldufe

Schmerz seitens Management Enthornen, Schwanz kupieren
Verhalten Sozialverhalten Agonistisches Verhalten
Mensch-Tier-Beziehung Vermeidungsdistanz
Gemiitslage Qualitative behaviour assessment
(QBA)

Dabei untergliedert sich jedes der 4 Prinzipien in verschiedene Kategorien die jeweils durch die
Erfassung dazugehoriger Parameter (n=39) lber die Nutzung von vorgegebenen Splinefunktionen mit
einem Score bewertet wurden (O=schlechtester, 100=bester) (Abb. 23), der letztlich in einer
Kategorisierung miindet (Abb. 24).
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Subkriterien Hauptkriterien

*— Abwesenheit von Hunger —
>)[ Fiitterung
Abwesenheit von Durst
I—— Liegekomfort
>)[ Haltung

o Bewegungsfreiheit

E%’ Verletzungen Bewertu ng
%“ Krankheiten Gesundheit

o > Schmerz

:>> Sozialverhalten
:;-) Mensch-Tier-Beziehung Verhalten

& Gemutslage

Abb. 23: Ubersicht des Bewertungsschemas

fortgeschritten 55-80 Wohlbefinden der Tiere ist gut
g !
akzeptabel 21-54
nicht <20 Wohlbefinden der Tiere ist gering und damit
klassifiziert unakzeptabel

Wohlbefinden der Tiere auf héchstem
Niveau

Wohlbefinden der Tiere entspricht
minimalen Anforderungen oder hdher

Abb. 24: Einschatzung der erzielten Scores

Fir weitergehende Informationen sei an dieser Stelle auf das Protokoll verwiesen
(http://www.welfarequalitynetwork.net/network/45848/7/0/40).

Zusatzlich zum AWAP wurden Metabolomdaten von 20 verschiedenen Kiihen der Rasse Deutsche
Holstein untersucht. Dabei wurden seitens des Herdenmanagers Tiere ausgewahlt, die ,auffalliges”
(n=10) oder ,unauffdlliges” (n=10) Verhalten zeigten. Unter ,auffdlligem” Verhalten fiel dabei
insbesondere das Ausschlagen beim Vormelken bzw. Dippen, das Abschlagen vom Melkgeschirr oder
das Ausbrechen unter Zwangssituationen wie MalRnahmen zur Zuchthygiene, dem Klauen schneiden
oder anderen etwaigen Behandlungen. Dafiir wurden durch einen Tierarzt mit dem
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Blutentnahmesystem Kabevette® (Kabe Labortechnik GmbH, Nimbrecht-Elsenroth, Deutschland)
Blutproben aus der Schwanzvene entnommen. Diese wurden dann bei 2700 rcf 25 min zentrifugiert
und 500 pl aus dem Uberstand abpipettiert bei -80 °C gelagert und gesammelt zu Metabolomic
Discoveries (Potsdam, Deutschland) gesendet und dort analysiert.

Parallel zu einem Kélberfutterungsversuch wurden ebenso Kalber (Deutsche Holstein) beziiglich einer
Temperamentseinschatzung untersucht. Hierzu wurden die Tiere am 14. Lebenstag mit einem roten
Treibebrett an eine Seite der Umzaunung ihrer Kalberiglus durch eine Person leicht fixiert und 10 min
gefilmt. Uber die Ermittlung bzw. Auszdhlung von Verhaltensauffalligkeiten wie Kopfschlagen,
Ausschlagen mit den Extremitaten oder dem Schwanz, Trippeln, Harnen, Kotabsatz oder auch
Vokalisation wurden die Kélber in Kategorien eingeteilt. Dabei kam das in Tabelle 20 aufgefiihrte
Bewertungsschema zur Anwendung.

Tab.20: Bewertungsschema zur Gruppierung der Kalber

Verhalten Faktor
Kopfschlagen 5
Ausschlagen 5
Trippeln 1
Vokalisation 1
Schwanzschlagen 1
Miktion 1
Faeces 1

Kélber unter einem Score von 70 wurden als ,ruhig” und respektive Gber 70 als ,aktiv” eingestuft
(, Total Score”). Ebenso wurde eine weitere Unterteilung von Kalbern vorgenommen, die entweder in
den ersten oder in den zweiten 5 min eine hohere Aktivitat zeigten. Daflir wurde der Quotient aus den
akkumulierten Scores der ersten und zweiten 5 min gebildet. Bei der ,Relation A“ wurde alle Kalber
mit einem Quotienten lber 2 dem Code ,aktivl“ und alle kleiner gleich 2 dem Code ,aktiv2“
zugewiesen. Die ,,Relation B“ gliedert sich wie auch ,,Relation A“ in Kélber, die entweder in den ersten
oder zweiten 5 min eine hohere Aktivitat zeigten. Alle Kdlber mit einem Aktivitatsquotienten Uber
1 wurden dem Code ,1aktiv“ und alle unter 1 dem Code ,2aktiv” zugeordnet. Von allen untersuchten
Kalbern wurden am 14. Lebenstag Blutproben entnommen und ebenso wie die Blutproben der Kiihe
behandelt.

Metabolomdaten

Von der Firma Metabolomic Discoveries (Potsdam, Deutschland) wurden insgesamt 56 Blutproben von
Kihen (n=20) und Kalbern (n=36) der Rasse Deutsche Holstein analysiert. Hier wurden zwei
verschiedene Ansdtze verfolgt. Der erste bezog sich auf die Kuhproben und vergleicht die
Metabolomdaten von ,auffilligen” und ,unauffalligen” Kiihen.
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Bei den Kélberproben wurden Proben von Kalbern untersucht die ,aktiv‘ oder ,ruhig” eingestuft
wurden. Zusétzlich wurden ,,aktivi® und ,aktiv2“ bzw. ,1aktiv” und ,2aktiv nach den bereits oben
erlduterten Quotienten verglichen.

AuRerdem wurden Parameter erfasst und berticksichtigt, die einen Einfluss auf die Ergebnisse gehabt
haben kénnten: die Bearbeitungszeit (die Zeit von der Probenahme Uiber Transport und Zentrifugation
bis hin zur Lagerung bei -80 °C) und die Farbung der Probe nach dem Zentrifugieren. In der
Kalbergruppe wurde zusatzlich eine ANOVA fiir die Faktoren Geschlecht und Flitterung durchgefiihrt,
da hier iberlagernde Effekte hervorgerufen durch die unterschiedliche Fitterung zu erwarten waren.

Die eigentliche Analyse der Blutproben war eine non-targeted Metabolit Profilinganalyse in denen eine
GC-MS und eine LC-QTOF/MS durchgefihrt wurden. Hierbei handelt es sich um Methoden in denen
Metabolite in einem Bereich von 50-1700 Da mit einer Genauigkeit von 1-2 ppm mit einer Auflosung
von Masse/AMasse = 40000 stattfinden.

Flr die graphische Darstellung wurden die Daten in eine Matrix eine sogenannte Heatmap Uberfihrt.
Dabei sind die Metabolite auf den Zeilen und die Proben in den Spalten dargestellt. Ebenso wurde die
mittlere Abundanz mit einem Farbcode hinterlegt (Abb. 25)
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Abb. 25
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2.2.5.4. Ergebnisse

Alle drei Betriebe hatten eine &dhnliche HerdengréoRBe und Laufstallhaltung. Damit war eine gute
Moglichkeit gegeben, die Betriebe hinsichtlich des Tierwohls zu vergleichen. Unterschiede bezliglich
des Protokolls waren vor allem im Alter der Stalle (teilweise Neubauten), in der Anlage der Liegeboxen
(Bugschwelle, Lange, Breite) und der verwendeten Trianken zu verzeichnen. Ebenso ergaben sich
Unterschiede hinsichtlich des Erndhrungszustandes (Anmerkung: das AWAP erfasst nur Tiere mit
schlechter Korperkondition als negativ), der Sauberkeit, der klinischen Auffélligkeiten und im
Sozialverhalten.

In Tabelle 21 sind die unterschiedlichen Bewertungen, sowohl flir den gesamten Betrieb, auf
Gruppenebene und fir Betrieb 2 auch auf Einzeltierebene, fir alle getesteten Betriebe aufgefiihrt.

Tab. 21: Scores der einzelnen Prinzipen und Gesamteinschatzung

Ebene Anzahl  Fltterung Haltung  Gesundheit Verhalten Einschatzung
Betrieb 1 81 80,53 47,35 40,63 22,98 akzeptabel
Leistungsgruppe 1 16 72,26 59,11 39,07 22,52 fortgeschritten
Leistungsgruppe 2 16 99,99 56,05 37,74 21,48 fortgeschritten
Altmelker 15 99,99 60,40 33,33 23,02 fortgeschritten
Jungkiihe 15 99,99 46,09 44,13 21,95 akzeptabel
Frischmelker, 19 58,75 59,97 42,33 23,15 fortgeschritten
Trockensteher,

Vorbereiter

Betrieb 2 80 92,75 60,40 30,47 26,07 fortgeschritten
Altkihe 21 99,99 53,85 25,19 26,48 fortgeschritten
Jungkiihe 21 99,99 62,95 34,54 26,12 fortgeschritten
Kiihe <30I 13 99,99 67,52 35,08 24,74 fortgeschritten
Starter 12 64,87 53,85 32,48 27,35 fortgeschritten
Lahme Kiihe 4 99,99 65,43 22,19 26,29 fortgeschritten
Euterkranke 1 99,99 69,36 37,69 22,77 fortgeschritten
Vorbereiter 1 99,99 82,75 9,69 38,53 akzeptabel
Trockensteher 7 99,99 73,99 34,73 24,10 fortgeschritten
Kuh 1 1 27,00 77,01 34,54 21,33 akzeptabel
Kuh 2 1 99,99 65,43 29,20 15,33 fortgeschritten
Kuh 3 1 99,99 66,66 37,69 28,93 fortgeschritten
Kuh 4 1 27,00 86,27 37,69 21,01 akzeptabel
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Kuh 5 1 99,99 62,95 39,76 32,50 fortgeschritten

Kuh 6 1 99,99 86,27 18,90 29,46 fortgeschritten
Kuh 7 1 99,99 70,92 37,69 20,11 fortgeschritten
Kuh 8 1 99,99 86,27 39,76 38,65 fortgeschritten
Kuh 9 1 99,99 86,27 39,76 33,77 fortgeschritten
Kuh 10 1 99,99 86,27 37,69 25,23 fortgeschritten
Kuh 11 1 99,99 86,27 39,76 47,66 fortgeschritten
Kuh 12 1 99,99 86,27 37,69 28,37 fortgeschritten
Betrieb 3 95 34,35 53,85 30,60 10,50 akzeptabel
Gruppe 1 16 40,16 65,43 26,39 19,41 akzeptabel
Gruppe 2 16 32,99 53,85 24,16 20,52 akzeptabel
Gruppe 3 16 40,16 65,43 31,69 17,36 akzeptabel
Gruppe 4 8 40,16 65,43 31,68 15,85 akzeptabel
Gruppe 5 11 33,74 53,85 25,20 18,10 akzeptabel
Gruppe 6 2 17,08 67,52 34,92 8,78 akzeptabel
Gruppe 7a 10 30,79 47,35 36,68 12,33 akzeptabel
Gruppe 7n 7 32,60 70,92 28,80 12,71 akzeptabel
Gruppe 8 1 40,16 70,92 34,92 17,78 akzeptabel
Gruppe 21 6 40,16 65,43 33,90 16,86 akzeptabel
Gruppe E 2 17,08 61,26 34,92 10,28 akzeptabel

In Betrieb 1 wurde in der Leistungsgruppe 1 eine Kuh beobachtet deren Abliegevorgang tber 26 sek
dauerte. Auf dem gleichen Betrieb lagen in der Leistungsgruppe 2, den Frischmelkern, den
Trockenstehern und den Vorbereitern einige Kiihe ganz bzw. teilweise auRRerhalb der Liegeboxen. Bei
den Altmelkern fielen einige der untersuchten Tiere mit Durchfall auf. Bei den Jungkiihen kollidierten
einige Tiere wahrend des Abliegens mit der Stalleinrichtung. Die einzelnen Gruppen sind von diesen
Fallen, ausgenommen den Jungkiihen, nicht negativ von ihrer Beurteilung betroffen, allerdings fiihrt
die Akkumulation der beobachteten negativen Einflussfaktoren auf Betriebsebene zu einer
Veranderung der Einschatzung auf akzeptabel. Bereits hier deutet sich die Schwierigkeit an, dass
Protokoll auch auf Gruppenebene verwenden zu wollen. Die Auswertung des Protokolls setzt klare
StichprobengroRen voraus. Genau auf diese Stichprobenumfange ist das dahinterliegende
Auswertungsschema ausgerichtet. Nichtsdestotrotz kann auch mit Hilfe des Protokolls auf
Gruppenebene eine entsprechende Beurteilung vorgenommen werden. Mdoglicherweise ist es aber
ratsam zukinftig eine Anpassung der Auswertung auf den gegebenen Stichprobenumfang
vorzunehmen.

Seite 50 von 70



In Betrieb 3 waren noch 44 der 86 Kiihe die bereits im TP 2.4 (iber einen Verhaltenstest kategorisiert
wurden. Dieses Temperamentscoring nach GRANDIN 1993 umfasst 1 = ruhig, keine Bewegung;
2 = etwas unruhig; 3 = sich winden, manchmal wackelt der Fangstand; 4 = kontinuierliche, sehr kréftige
Bewegungen mit Wackeln des Fangstands; 5 = aufsteigen, verdrehen des Kérpers mit heftigem Kampf.

Es konnte kein Zusammenhang zwischen den Ergebnissen des AWAP und den vergebenen Scores in TP
2.4 hergestellt werden. Das lag moglicherweise an der Tatsache, dass die noch im Betrieb befindlichen
Tiere lediglich Scores von 1 bis 3 aufwiesen und ldsst vermuten, dass Tiere mit auffalligem Verhalten
bereits aus dem Betrieb ausgeschieden waren.

Die Abbildung 26 zeigt eine Hauptkomponentenanalyse (PCA) der Kuhproben und umfasst 23,2 % aller
Varianzen innerhalb dieser Stichprobe. Die Proben der ,auffilligen” Kiihe sind vorwiegend im linken
unteren Teil und die ,unauffdlligen” im rechten oberen Teil der Abbildung positioniert dennoch
kénnen die beiden analysierten Gruppen ,auffallig” und ,unauffillig” nicht klar voneinander getrennt

werden (Abb.26).
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Abb. 26: PCA aller Kuhproben
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Allerdings offenbarte die Differentialanalyse insgesamt 93 signifikant unterschiedliche Metabolite
(p<0,05) zwischen den Gruppen ,auffallig” und ,unauffillig”, die anhand einer Heatmap visualisiert
wurden. (Abb. 27).
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Abb. 27 Heatmap der unterschiedlichen Metaboliten der Kuhproben

Jedoch muss dabei konstatiert werden, dass es sich hierbei um nominal signifikante Unterschiede
handelt, da far multiple Tests der Stichprobenumfang als auch die Extreme zwischen dem
beobachteten Verhalten zu gering ausfielen.
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Abb. 28: PCA aller Kalberproben mit den Faktoren , Geschlecht” und , Flitterungsgruppe”

Die PCA der Kélberproben zeigt klar, dass die Kombination aus , Flitterung” und , Geschlecht” den
groften Einfluss auf die Varianz innerhalb der Metaboliten hat (Abb. 28). Hingegen zeigt ein Vergleich
Uber den Faktor , Total Score” nur geringe Erklarung fir die Varianz. So das die beiden Gruppen , aktiv”

und ,,ruhig” nicht klar voneinander unterschieden werden kénnen (Abb. 29).
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Auch der Faktor ,,Relation A“ induziert keine Varianz, die eine Separation der beiden Gruppen ,aktiv1“
und ,,aktiv2“ ermoglicht. Nichtsdestotrotz sind die Proben aus ,,aktivl“ eher im oberen linken Abschnitt
und die aus ,aktiv2“ eher im unteren rechten Abschnitt der PCA zu finden (Abb. 30)
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Abb. 30: PCA aller Kélberproben mit dem Faktor ,,Relation A“
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Abbildung 31 zeigt die gleiche PCA wie Abbildung 30, aber die Proben sind nach dem Faktor
,Relation B geordnet. Auch hier zeigte sich keine klare Differenzierung zwischen den Kalbern. Wobei
mehrere Proben aus ,laktiv’ im oberen Abschnitt und Proben aus ,2aktiv” eher im unteren Teil zu

beobachten sind.
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Abb. 31: PCA aller Kélberproben mit dem Faktor ,,Relation B“
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Die Differentialanalysen zeigten 111 signifikant unterschiedliche Metabolite zwischen den Gruppen
»aktiv“ und ,ruhig” des Faktors , Total Score”, 71 signifikante Verschiebungen zwischen den Gruppen
»aktivl” und ,aktiv2“ des Faktors ,Relation A“ und 80 signifikante Wechsel zwischen ,1aktiv“ und
,2aktiv” fir den Faktor ,,Relation B“.
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Abb. 32: Heatmap der signifikant verschiedenen Metabolite des Faktors , Total Score”

Die Differenzierung zwischen den Gruppen fallt hier nicht so eindeutig aus wie bei den Kuhproben da
der Verhaltenstest nicht nur Extreme sondern auch Zwischenschritte erfasste. Auf eine Darstellung der
Heatmaps von ,Relation A“ und ,Relation B“ wird an dieser Stelle verzichtet, da die Unterschiede kaum
anschaulich zu identifizieren waren.
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2.2.5.5. Schlussfolgerungen

Bei der Bewertung des Tierwohls handelt es sich um eine hoch komplexe Fragestellung, bei der
verschiedene Aspekte beriicksichtigt werden missen.

Das umfangreiche AWAP Protokoll war fiir alle Betriebe geeignet das Wohlbefinden der Kiihe
abzubilden. Zwar ist es moglich auch auf Gruppen und auf Individualebene grundsatzliche Aussagen
Uber das Tierwohl treffen zu kdnnen, dies liegt aber prinzipiell nicht in der Intention des AWAP. Je
kleiner der Stichprobenumfang ist, umso schwieriger fallt natlirlicherweise eine allgemeine Aussage
Uber den gesamten Betrieb bzw. die dazugehérige Gruppe. Nichtsdestotrotz erscheinen die
tierbezogenen Parameter gut geeignet, um eine tierindividuelle Aussage hinsichtlich des Tierwohls
formulieren zu kdnnen. So lassen sich Schliisse aus der Korperkondition, den klinischen Parametern,
dem Abliegevorgdngen und dem Sozialverhalten sehr wohl fiir Einzeltiere ziehen.

Die Umsetzung des Protokolls ist hilfreich, um ein Haltungssystem hinsichtlich der Tiergerechtheit zu
bewerten und bietet eine Erweiterung hinsichtlich den , klassischen” Beurteilungskriterien wie bspw.
Tier-Fress-Platz-Verhéltnis und ahnlichen Parametern, in dem der Fokus mehr auf das Tier gesetzt wird.
Diese auBerordentliche Sichtweise ermdglicht eine Beurteilung des gesamten Stalles, als auch eine
tierindividuelle Einschatzung.

Die Blutproben der Kiihe waren gruppiert in ,,auffallige” und ,,unauffallige”. In der Differentialanalyse
wurde von den sich wiederholbar nachweisbaren 1057 Metaboliten 93 identifiziert, in denen sich die
beiden Gruppen voneinander unterscheiden. Ein Grofteil dieser Metabolite war in der ,auffalligen”
Gruppe reduziert und lediglich 21 der 93 Metabolite waren erhoht. Interessanterweise war das
Metabolit mit der héchsten Erhdhung Ham. Das korreliert mit Differenzen in der Farbung der
abzentrifugierten Proben die als zusatzliche Information erfasst wurde. Bemerkenswert ist in diesem
Zusammenhang, dass es sich hierbei offensichtlich nicht um einen methodischen Fehler handelt
(Fehler bei der Blutentnahme), sondern dass dieser Unterschied mit einer Temperamentseinschatzung
korrelierte.

In den Kélberproben wurden drei verschiedene Differentialanalysen jeweils fiir die Faktoren ,Total
Score”, ,,Relation A“ und ,,Relation B“ durchgefiihrt. In allen dreien war Triethanolamin das meist bzw.
unter den am meisten erhéhten Metaboliten in den Gruppen ,ruhig, ,,aktiv2” und ,2aktiv“.

AulRerdem zeigte sich in den Gruppen ,ruhig” und ,aktiv2“, dass die gleichen Hormone hochreguliert
waren. In beiden Fallen handelte es sich dabei um Derivate von Cholesta-8-en-3beta-ol.

Von denen in TP 3.2 identifizierten Biosignaturen Cystathione, Pregnenolone, Allopregnanolone und
N-acetyl-cysteine wurden keine Metabolite in den Blutproben der Kiihe oder der Kalber identifiziert.

Auch die in TP 4.2 identifizierten Metabolite wurden nicht in den Blutproben der Kiihe und der Kalber
wiedergefunden. Wobei das nicht bedeutet dass diese Metabolite nicht vorhanden waren. Die
angewendete Methode war eine non-targeted Metabolit Profilinganalyse, so dass keine gezielte
Analyse dieser Metabolite stattfand. Die Aufklarung und Bedeutung der Stoffwechselwege, fir die die
identifizierten Meatbolite stehen, bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten.

Nachdem bisherigen Erkenntnisstand ist es derzeit noch nicht moglich das AWAP mit entsprechenden
Biosignaturen derart zu erganzen, um das Protokoll zu verkilirzen noch eine entsprechende Aussage
Uber das Haltungssystem respektive die Anpassung der Kiihe an das Haltungssystem abzubilden.
Zukliinftig sollte daher weiterhin ein Ansatz mittels Biosignaturen entwickelt werden, der eine integrale
Bewertung der Haltungsverfahren, als auch eine belastbare Einschatzung des Wohlbefindens des
Einzeltieres ermoglicht.
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Anhang zu 2.2.5

Identifizierte Metabolite Kiihe

12-Tridecene-4,6,8,10-tetraynal
2-(3-carboxy-3-(trimethylammonio)propyl)-L-histidine
2-Hydroxyethanesulfonate
3,4-Dimethyl-5-pentyl-2-furanundecanoic acid
3-0-(6'-0O-eicosanoyl-beta-D-glucopyranosyl)-campest-5-en-3beta-ol
4alpha-carboxy-4beta-methyl-5alpha-cholesta-8-en-3beta-ol
Erythrose

Xylulose

Sorbitol-6-phosphate

Ala-Phe-Thr-Ser

Alatanin 2

Allantoin

Arg-Leu-Met-Pro

Arg-Leu-Phe-Phe

Arg-Lys-Asn-Pro

Arg-Met-Arg-His

Arg-Met-Phe-Asp

Asn-Asn-Asn-Asp

Aspartyl-Tyrosine

Cabbage identification factor 2

Cerebronic acid

Met Val His Leu Thr

FA hydroxy(24:0)

Heme

L-Cyclo(alanylglycyl)

Methode

LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
GC-MS

GC-MS

GC-MS

LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS

LC-QTOF/MS
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L-Glutamic acid

L-Homoserine

LPA(0:0/18:2(9Z,122))
LysoPC(18:2(92,122))
LysoPC(20:5(52,82,117,14Z,177))
Lysyl-Leucine

4-Hydroxyhippuric acid
N-Acetyl-9-O-acetylneuraminic acid
NeuAcalpha2-3Galbeta-Cer(d18:1/18:0)
Octadecanamide

Oleamide
PE(18:4(62,92,127,15Z)/18:0)
PE(18:4(62,92,127,157)/20:2(11Z,14Z7))
PE(P-18:1(11Z7)/20:3(82,117,142))
PE(P-42:6)
P1(18:2(9Z,127)/20:2(112,147))

Pentyl glucosinolate

Physalin K
S-(2-Chloroacetyl)glutathione
SM(d18:1/18:1(112))
SM(d18:1/22:1(132))

SM(d33:2)

SM(d34:2)
TG(18:1(92)/16:0/18:3(92,12Z,15Z))[is06]
Taurine

Thiolutin

[Fv] Ovalitenin A
all-trans-undecaprenyl diphosphate

all-trans-undecaprenyl group

LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS

LC-QTOF/MS
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Identifizierte Metabolite Kalber

1-Isopropyl citrate

1-thio-beta-D-glucose

2,2-Dihydroperoxypropane
2,8-Dihydroxyquinoline-beta-D-glucuronide
2-Deoxy-L-ribono-1,4-lactone

2-Pyrrolidinone

24-Hydroxycalcitriol
27-Nor-5b-cholestane-3a,7a,12a,24,25-pentol
3-0-Caffeoyl-4-O-methylquinic acid
3-Sulfinoalanine

4-Imidazolone-5-propionic acid
4alpha-formyl-4beta-methyl-5alpha-cholesta-8-en-3beta-ol
5-Hydroxy-4-methoxy-3-methyl-2,6-canthinedione
7-Hydroxy-8-O-methylaloin B

9-Octadecenoic acid 1-[[(1-oxohexadecyl)oxy]methyl]-2-
(phosphonoxy)ethyl ester

Threonine
n-6,9,12-(Z,Z,2)-Octadecatrienoic acid
Ala-Asn-Asp-His

Ala-Leu-Trp-Trp

Ala-Met-Pro-His

Ala-Met-Val-Pro

Ala-Trp-Cys-Ser

Arg-Asp-Cys-Tyr

Arg-Asp-Gly-Tyr

Arg-Leu-Phe-GIn

Methode

LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS

LC-QTOF/MS

GC-MS

GC-MS

LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS

LC-QTOF/MS
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Arg-Thr-Cys-His
Asn-Asp-Pro-Ser
Asn-Lys-Met-Thr
Asp-Met-Ser-Ser
Asp-Phe-Trp-Gly

Axillarenic acid

Benzyl alcohol

Benzyl sulfate
Cyclobrassinone
Dehydroepiandrosterone sulfate
Gln-Lys-Met-Thr
Glu-Met-Phe-Pro
Guanidoacetic acid
Homovanillin
Hydroxyphenylacetylglycine
lle-Gly-Val

Indoxyl sulfate

Isoputreanine
Isovalerylsarcosine
Met-Ala-Arg

Methylhippuric acid
N-(1-Deoxy-1-fructosyl)valine
N-Acetyl-9-O-acetylneuraminic acid
N-Acetyl-a-neuraminic acid
N-Acetyl-leukotriene E4
Norfuraneol
PE(P-18:1(92)/16:1(92))
PS(0-18:0)

Phenethylamine glucuronide

LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS
LC-QTOF/MS

LC-QTOF/MS
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Physagulin A LC-QTOF/MS
Pinotin A aglycone LC-QTOF/MS
Pro-Val-Pro-Tyr LC-QTOF/MS
Propylene glycol mono- and diesters of fats and fatty acids LC-QTOF/MS
Quercetin 3-arabinoside 7-glucoside LC-QTOF/MS
Riboflavin cyclic-4',5'-phosphate LC-QTOF/MS
Serinyl-Valine LC-QTOF/MS
Sphingosine 1-phosphate (d16:1-P) LC-QTOF/MS
TG(18:1(92)/16:0/18:3(9Z,12Z,15Z))[is06] LC-QTOF/MS
Tauropine LC-QTOF/MS
Triethanolamine LC-QTOF/MS
Valyl-Proline LC-QTOF/MS
Vanillin 4-sulfate LC-QTOF/MS
[FA (26:0/2:0)] Hexacosanedioic acid LC-QTOF/MS
[FA methyl,oxo,hydroxy(3:0/3:0/3:0)] methyl 5S,6R,7R-triacetoxy-9- LC-QTOF/MS
0x0-10-chloro-12S-hydroxy-10Z,14Z,17Z-prostatrienoate-cyclo[8R,12S]

[GL (16:0/16:0)] 1-hexadecanoyl-2-(9Z-hexadecenoyl)-3-(6'-sulfo-alpha- | LC-QTOF/MS
D-quinovosyl)-sn-glycerol

beta-D-Ribofuranose LC-QTOF/MS
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3. Wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens bekannt gewordener
Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Es existiert eine groRe Anzahl an Indikatoren und eine Reihe von Indikatorensystemen fiir ,Tierwohl’
und ,Tiergerechtheit’ wie der ,Tiergerechtheitsindex’ (TGl), der ,Nationale Bewertungsrahmen
Tierhaltungsverfahren’, der ,Welfare Quality Index’, die ,Critical Control Points’ (CCP) oder die
,Tierschutz-Labels’, die fir verschiedene Anwendergruppen und Zwecke (z.B. Politikberatung,
Betriebsplanung, Eigenmonitoring, Produktkennzeichnung von Handels- und
Vermarktungsunternehmen) konzipiert wurden. Die Einbeziehung von ressourcen- und management-
basierten, aber auch tierbezogenen (,outcome-based’) Indikatoren erlaubt zunehmend eine
objektivere retrospektive Schatzung des Tierwohls des Gesamtsystems (Wertschépfungskette).

Es ist aber mittlerweile weitgehender Konsens, dass das Wohlergehen von Tieren neben einer Reihe
physischer Gewahrleistungen auch eine psychisch-emotionale Komponente beinhaltet, unabhangig
davon, dass Fragen nach dem Bewusstsein bei Tieren und ihrem subjektiven Erleben wissenschaftlich
durchaus kontrovers diskutiert werden. Ausgehend von den Erkenntnissen der Angewandten
Ethologie ldsst sich Wohlbefinden als eine ZustandsgrofRe beschreiben, die sich lber die (messbaren)
Fahigkeiten eines Individuums sich anzupassen und mit seiner Umwelt zurechtzukommen (englisch:
coping) definieren lasst, einschliellich einer emotional geprdgten Bewertung des Ergebnisses dieses
Bewaltigungsverhaltens. Diese sich zunehmend verbreitende Auffassung spiegelt sich in dem
exponentiellen Anstieg der Anzahl an Publikationen zu den genetischen und physiologischen
Grundlagen des Verhaltens bei verschiedenen Nutztierarten in den letzten Jahren seit Beginn der
Durchfihrung dieses Vorhabens wider. Es wird zunehmend versucht, die vergleichsweise
anthropozentrisch gepragten Vorstellungen durch die Einbeziehung und Entwicklung konkreter
naturwissenschaftlicher und psychophysiologischer Parameter zu untersetzen bzw. zu erganzen, die
eine Interpretation beziglich der Anpassungs- und Bewaltigungskompetenz von Tieren — und damit
ihrem Wohlbefinden - erlauben. Eine umfassende Literaturanalyse wird in Friedrich et al. (Genetics of
cattle temperament and its impact on livestock production and breeding- a review. Arch Anim. Breed.
58 (2015), 13-21) vorgenommen (s.a. Anlage, Kapitel 5.2).

Insgesamt ist aber einzuschéatzen, dass die Erfassung und Bewertung subjektiver Empfindungen des
Tieres als wichtiges Element des Wohlbefindens in den bisherigen Ansdtzen zum ,Tierwohl’
weitgehend unberticksichtigt bleibt. In Analogie zum Menschen ist offensichtlich, dass nur ein
moglichst holistischer, multi- und interdisziplindrer Ansatz der Begrifflichkeit Wohlbefinden gerecht
werden kann. Einen solchen umfassenden Ansatz gibt es bisher nicht.

Mit seinem systembiologischen Ansatz, dessen Grundidee die komplexe horizontale und vertikale
Verknlpfung verschiedenster Parameterebenen des Organismus ist (vgl. Kapitel 1.3 des Berichtes),
kann hier mittels des Kompetenznetzes PHANOMICS ein entscheidender Wissenszuwachs gelingen,
der Uber die Deutung einzelner Indikatoren weit hinausgeht.

Bislang steht kein allgemein anerkanntes Indikatoren-Set fiir die Messung und Bewertung des
,Tierwohls’ oder der ,Tiergerechtheit’ am Tier zur Verfligung.
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5 Anlagen

5.1 Erfolgskontrollbericht

Zuwendungsempfanger: Forderkennzeichen:

Universitat Rostock — Agrar- und

Umweltwissenschaftliche Fakultat 0315536A

Vorhabenbezeichnung:

AgroClustEr: PHANOMICS — Ein systembiologischer Ansatz zur Genotyp-Phanotyp-Abbildung im
Kontext von Leistung, Gesundheit und Wohlbefinden bei den Nutztieren Rind und Schwein
(Teilprojekte TP2.4, TP3.2, TP4.2, TP4.4, TP5.5)

Bewilligungszeitraum/Planzeitraum: Berichtszeitraum:

01.12.2009 - 31.12.2015 01.12.2009 —31.12.2015

5.1.1 Beitrag des Ergebnisses zu den férderpolitischen Zielen des Forderprogramms

Den Agrar- und Erndahrungswissenschaften kommt bei der Losung globaler Probleme sowie bei der
Entwicklung einer zukunftsfahigen, auf Bioressourcen basierenden Wirtschaft eine zentrale Rolle zu.
Eine gesellschaftliche Herausforderung besteht darin, dass dem weltweiten Anstieg der Nachfrage
nach Lebensmitteln tierischer Herkunft die zunehmende Ablehnung der tierischen Produktion durch
weite Teile unserer Bevolkerung diametral gegeniliber steht. Im Zusammenhang von Leistung,
Tiergesundheit und Wohlbefinden steht die Nutztierhaltung deshalb vor einem Paradigmenwechsel:
Die zukiinftige Erzeugung von Lebensmitteln tierischen Ursprungs wird zwingend die Tiergesundheit
als malgebliches Leitbild der tierischen Produktion erfordern, wobei Tiergesundheit und
Wohlbefinden das Bindeglied der notwendigen Verknlipfung von Tierschutz und gesundheitlichen
Verbraucherschutz darstellen. Hierbei ist zu erwarten, dass sich die europdische und nationale
Gesetzgebung dem Anliegen nach Vermeidung von Schmerzen und Leiden sowie der Verbesserung des
Wohlbefindens in einer verhaltensgerechten Unterbringung — tiber die bisherigen Regelungen in der
Tierhaltung hinaus — weiter 6ffnen werden. Als wichtige EinflussgroRe auf Verbraucherakzeptanz und
Wettbewerbsfahigkeit wird dies den Handlungsdruck auf die Tierhalter verscharfen und bedarf
deshalb einer begleitenden, multidisziplindren Forschung.

Mit dem AgroClusttr PHANOMICS wurden im Nutzerkontext weltweit erstmalig exzellente
Kompetenzen der funktionellen Genomanalyse, der Tierzucht- und Veterindrwissenschaften, der
Haustiergenetik, der Verhaltensbiologie, der Tierhaltung, der Bioinformatik und Biomathematik im
Rahmen eines systembiologischen Ansatzes zur Modellierung und Nutzung der Merkmalsauspragung
im Kontext von Leistung, Gesundheit und Wohlbefinden bei den Tierarten Rind und Schwein
zusammengefiihrt. Die Vernetzung von Forschergruppen der Grundlagen- und der angewandten
Forschung, die Integration von Erkenntnissen und Entwicklungen aus dem Human- und
Modelltierbereich sowie die Verknlipfung von funktionaler Genomanalyse, Verhaltensforschung und
Bioinformatik bilden die Grundlage fiir die erfolgreiche Bearbeitung des hoch-innovativen Ansatzes zur
systembiologischen Modellierung der Genotyp-Phdnotyp-Abbildung beim Nutztier. Die nachhaltige
Etablierung des Netzes der genombasierten Nutztierforschung im Kontext von Leistung, Gesundheit
und Wohlbefinden im regionalen AUF-FBN-FLI-Verbund, welcher die groBRten nationalen Ressourcen
zu Wohlbefinden und Tiergesundheit vereint, flihrte bei gleichzeitiger transdisziplindrer Vernetzung
mit nationalen exzellenten Forschergruppen und kompetenten Wirtschaftspartnern zu einem
dauerhaften Verbund dieser Disziplinen in Forschung und Lehre. Komplementar zum Kompetenznetz
PHANOMICS wurde die ,International Leibniz Graduate School on Functional Diversity in Farm
Animals” (ILGS DivA) 2010 — 2013 eingeworben. Dazu wurden die anerkannten Kompetenzen aus dem
FBN mit exzellenten Kooperationspartnern der Universitaten Rostock und Kiel zusammengefihrt. Das
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Lehrprogramm der ILGS vereinigte in einem systemorientierten Ansatz Projekte zu Physiologie,
Genetik, Tiergesundheit und Verhalten und schuf damit einen Zugang zum umfassenden Verstandnis
grundlegender Prozesse in der Leistungsausprdagung, des Tierverhaltens und der Produktqualitat. Die
Kollegiaten konnten damit befdhigt werden, neuartige molekulare Ph&dnotypen zu entwickeln und in
genombasierte Zuchtprogramme bzw. Expertensysteme zu implementieren.

Mit diesen Aktivitdaten konnte in hohem MalRe dem férderpolitischen Ziel des Férderprogrammes, eine
in der Grundlagenorientierung und im Anwendungsbezug exzellente Agrar- und Erndhrungsforschung
aufzubauen und mit der Ausbildung sowie mit dem Transfer in Wirtschaft und Gesellschaft zu
verbinden, entsprochen werden. Das anwendungsorientierte Kompetenznetz PHANOMICS stellt
international das erste Netzwerk dieser in der Nutztierhaltung strategisch bedeutsamen Felder
Genomics — Ethologie — Haltung — Zucht dar. Die Entwicklung prognostischer tierbezogener
Biosignaturen der Gesundheit und des Wohlbefindens von Tieren stellt einen wichtigen Beitrag fir
eine zukunftsfahige tiergerechte Nutztierhaltung dar. Darliber hinaus hat diese Initiative zur Erh6hung
der internationalen Sichtbarkeit der deutschen Nutztierforschung beigetragen.

5.1.2 Wissenschaftlich-Technisches Ergebnis des Vorhabens, erreichte Nebenergebnisse und
gesammelte wesentliche Erfahrungen

Das zentrale Ergebnis des AgroClustErs PHANOMICS ist die erfolgreiche Generierung von Biosignaturen
des Wohlbefindens auf der Basis von Verhaltens-, Leistungs-, sowie physiologischen und molekularen
Phanotypen bei Rind und Schwein. Unter Einbeziehung der Ergebnisse von standardisierten
Verhaltenstests (z.B. Schwein: Backtest, Human-Approach-Test; Rind: Open-field-, Novel-Object- und
Human-Approach-Test), von soziometrischen Beobachtungen bzw. unter Einbeziehung neu
entwickelter indikativen bioakustischen, kognitiven und emotionalen Elementen der
Verhaltensreaktivitdt konnten bei beiden Tierarten Kognition und Emotion erfolgreich miteinander
verknipft werden. Affektive Reaktionen und Wohlbefinden bei Schwein und Rind konnten in Hinsicht
der emotional-relevanten Dimensionen ,Arousal’ und ,Valenz’ mittels der Messungen ihrer autonomen
Balance unter einem kognitiven Verhaltensparadigma erfolgreich analysiert werden.

Im Ergebnis der ,omics-Hochdurchsatzanalysen konnten dariber hinaus molekulare Phanotypen
(SNPs, mRNA-, Protein- und Metabolitenprofile) identifiziert und validiert werden, die aufgrund ihrer
Merkmalsassoziation geeignet sind, als pradikative Biosignaturen der emotional-relevanten
Dimensionen ,Arousal’ und ,Valenz’ Aussagen Gber das Wohlbefinden von Tieren zu gewinnen.

Durch die systembiologische Modellierung der Genotyp-Phanotyp-Abbildung der Verhaltensmerkmale
im Kontext mit verschiedenen Leistungsmerkmalen bei Rind und Schwein (z.B. Milchleistung,
Fruchtbarkeit, erworbene und angeborene Immunitat, Fleischqualitdt, Schlachtmerkmale) konnte die
Assoziation der Verhaltens- mit den Leistungsmerkmalen analysiert und Empfehlungen fiir die Nutzung
der neuen, biologisch hoch aufgelésten Phdnotypen/Biosignaturen (i) zur Entwicklung von neuen
Selektions- und  Anpaarungsstrategien (z.B. verbesserte Modelle zur genomischen
Zuchtwertschatzung) in Anpaarungs- und Zuchtprogrammen sowie (ii) zur Entwicklung von
Expertensystemen zur Bewertung der Tiergerechtheit und zur Optimierung der Haltungsverfahren bei
Rind und Schwein abgeleitet werden.

Wesentliche Voraussetzungen diese Ergebnisse zu erzielen waren folgende Entwicklungen:

- Im Rahmen des ,Animal Trait Ontology“-Ansatzes wurde die integrierte Projektdatenbank
,FarmPheno” (http://farmpheno.fon-dummerstorf.de/) mit Hilfe eines Entity-Relationship
(ER)-Modells modelliert und mittels des relationalen Datenbankmanagementsystems
PostGreSQL umgesetzt,

- eine ,OMICS’-Pipeline unter Integration von Sequenzierungs- und Massenspektrometrie-
Daten wurde fir die Visualisierung und Analyse der Daten (Netzwerkmodelle, PNFL
Systemmodelle erstellt und validiert,
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- validierte adaptive Verfahren fiir SNP-Expressions-Assoziationsstudien in Standard-Software
wurden implementiert,

- die L-PLS-Methodik (als Weiterentwicklung der sogenannten Powered Partial Least Squares
Methodik, PLS) zur Vorhersage kontinuierlicher Merkmale unter Verwendung von a-priori
Informationen wurde iim Rahmen des AgroClustErs PHANOMICS (plsToolsPHENOMICS)
implementiert.

5.1.3 Fortschreibung des Verwertungsplans

5.1.3.1 Erfindungen/Schutzrechtsanmeldungen und erteilte Schutzrechte, die vom
Zuwendungsempfidnger oder von am Vorhaben Beteiligten gemacht oder in Anspruch
genommen wurden, sowie deren standortbezogene Verwertung (Lizenzen u.a.) und
erkennbare weitere Verwertungsméglichkeiten

Im Rahmen der Untersuchungen wurden im Interesse einer schnellen und kostenglinstigen
Uberfithrung der Ergebnisse ausschlieBlich die bereits in der genomischen Selektion durch die
Tierzuchtunternehmen verwendeten SNP-Chips (z.B. der Fa. lllumina) eingesetzt. Aus diesem Grund
erfolgen der erfinderische Schutz der merkmalsassoziierten tierziichterisch relevanten SNPs und ihre
wirtschaftliche Verwertbarkeit ausschlieflich im Rahmen von ,Dienstgeheimnissen”. Die neuen
Verhaltensphdnotypen stehen einer wirtschaftlichen Verwertung zur Verfligung, sind aber
schutzrechtlich nicht relevant. Fir die generierten merkmalassoziierten Protein- und
Metabolitenprofile wird eine mogliche wirtschaftliche Verwertung gegenwaértig gepriift.
Schutzrechtsanmeldungen sind bisher nicht erfolgt.

5.1.3.2 Wirtschaftliche Erfolgsaussichten nach Projektende (mit Zeithorizont) - z.B. auch
funktionale/wirtschaftliche Vorteile gegeniiber Konkurrenzlésungen, Nutzen fiir verschiedene
Anwendergruppen/-industrien ~ am  Standort  Deutschland, Umsetzungs-  und
Transferstrategien (Angaben, soweit die Art des Vorhabens dies zuléisst)

Aufgrund der ausschlieRlichen Verwendung der kommerziellen, bereits in der genomischen Selektion
durch die Tierzuchtunternehmen verwendeten SNP-Chips sind die identifizierten genetischen
Biosignaturen des Verhaltens/Wohlbefindens ohne zuséatzliche Diagnosekosten darzustellen und als
neue Selektions- und Anpaarungsmerkmale in Anpaarungs- und Zuchtprogrammen einzusetzen und
so unmittelbar einer wirtschaftlichen Verwertung im Rahmen der genomischen Selektion zuzufihren.
Der mogliche Nutzen dieser merkmalsassoziierten SNPs in der genomischen Selektion besteht darin,
dass diese genetisch beeinflussten und tierindividuell variierenden Merkmale erstmals in die Zucht
einbezogen werden kénnten, eine schnelle nachhaltige zlichterische Verbesserung der genetischen
Anlagen fir die Verhaltens- bzw. Wohlbefindensmerkmale und damit kurzfristig fiir die Deutschen
Zuchtunternehmen ein Vorteil gegeniiber auslandischen Zuchtunternehmen erreicht werden kénnte.
Die wirtschaftliche Uberfiihrung der auf Grundlage der merkmalsassoziierten Biosignaturen
entwickelten Expertensystemen zur Bewertung der Tiergerechtheit und zur Optimierung der
Haltungsverfahren bei Rind und Schwein setzt einen grundsatzlichen Paradigmenwechsel in der
Nutztierhaltung voraus. Fir die zuklnftige Erzeugung von Lebensmitteln tierischen Ursprungs muss
zwingend das ,Tierwohl’ als maRgebliches Leitbild der tierischen Produktion festgelegt werden und die
europaische und nationale Gesetzgebung dem Anliegen nach Vermeidung von Schmerzen und Leiden
sowie der Verbesserung des Wohlbefindens in einer verhaltensgerechten Unterbringung — Gber die
bisherigen Regelungen in der Tierhaltung hinaus — als wichtige EinflussgroRe auf
Verbraucherakzeptanz und Wettbewerbsfahigkeit entsprechen werden. Entsprechende Regelungen
sind in den ndchsten 5 —10 Jahren zu erwarten.

5.1.3.3 Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten nach Projektende (mit
Zeithorizont) - u.a. wie die geplanten Ergebnisse in anderer Weise (z.B. fiir 6ffentliche
Aufgaben, Datenbanken, Netzwerke, Transferstellen etc.) genutzt werden kénnen. Dabei ist
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auch eine etwaige Zusammenarbeit mit anderen Einrichtungen, Firmen, Netzwerken,
Forschungsstellen u.a. einzubeziehen.

Zusatzlich zu der bisher in referierten Journalen erschienen bzw. in Druck befindlichen Vielzahl an
Publikationen und den weiteren bei referierten Journalen eingereichten Manuskripten sollen im
Zeitraum von drei Jahren, nach Abschluss weiterer tiefergehender statistischer Auswertearbeiten
weitere Publikationen erarbeitet werden (angedachte mogliche Themen s. Abschlussbericht Abschnitt
4.3).

5.1.3.4 Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfidhigkeit fiir eine mégliche notwendige
ndchste Phase bzw. die ndchsten innovatorischen Schritte zur erfolgreichen Umsetzung der
Ergebnisse.

Die erreichten Ergebnisse bieten eine gute Grundlage im Rahmen der etablierten Kooperation im
Verbund weitere Arbeiten zum Thema durchzufiihren. So sind z. B. im Rahmen der Vorbereitung von
zwei Transregio-SFB-Initiativen Arbeiten zur merkmalassoziierten Interaktion der verschiedenen
,omics’-Ebenen bzw. zum Zusammenhang zwischen Leistung auf der einen und Tiergesundheit und
Tierwohl auf der anderen Seite begonnen worden.

5.1.4 Arbeiten, die zu keiner Losung gefiihrt haben

Keine.

5.1.5 Prasentationsmoglichkeiten fiir mégliche Nutzer

Nicht zutreffend, da die Nutzung der Ergebnisse unmittelbar Gber die im Rahmen anderer
Forderprojekte etablierte Plattform zur genomischen Selektion erfolgen kann.

5.1.6 Einhaltung der Aufgaben- und Zeitplanung

Die in der Vorhabensbeschreibung in den Milestones dargelegten Aufgaben wurden grundsétzlich
eingehalten. Abweichungen vom urspriinglichen Arbeitsplan ergaben sich in der Auswahl der in die
,omics‘-Untersuchungen einbezogenen Zielgewebe. Da das Ziel dieser Studie darin bestand, mogliche
molekulare Verbindungen zwischen Leistungs- und Verhaltensmerkmalen durch die systembiologische
Vernetzung der ,omics’-Ebenen darzustellen, erschien die Einbeziehung zentraler Organe besonders
zielfihrend. Aus diesem Grund wurden die zwischenzeitlich entwickelten experimentellen
Moglichkeiten zur Gewinnung und Analyse verhaltensrelevanter Gehirnregionen (Amygdala,
Hippocampus, prafontaler Cortex) sowie Organe der Stressachse (Hypothalamus, Nebennierenrinde)
gezielt im Rahmen des AgroClustErs PHANOMICS genutzt. Die entstanden Mehrkosten wurden
dadurch kompensiert, dass auf die Untersuchung anderer weniger informativer Proben (z.B.
Michproben, Euterproben) verzichtet wurde sowie ausgewahlte Hochdurchsatzuntersuchungen (z.B.
Protein- und Metabolomprofiling) kostenglinstiger ,outgesourct’ werden konnte.

Entstandene Abweichungen vom urspriinglichen Zeitplan (s.a. Abschlussbericht) konnten
kostenneutral umgesetzt werden, so dass das Vorhaben im Rahmen der urspriinglich geplanten Kosten
realisiert werden konnte. Die Abweichungen vom urspriinglichen Zeitplan ergaben sich dabei daraus,
dass die experimentellen Arbeiten zu einigen Teilprojekten erst mit mehr als einjahriger Verspatung
begonnen werden konnten. Hauptursachen dieser Verspatung waren (i) die verspatete Verflgbarkeit
einer geniigend grofRen StichprobengréRe gut phanotypisierter Versuchstiere (unerwartet auftretende
Fortpflanzungsprobleme) und (ii) die trotz rechtzeitiger Ausschreibung aus mehreren Griinden
verzogerte Besetzung mehrerer Projektpersonalstellen.
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