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Zusammenfassung

Verschiedene Getreidearten werden im Kraftfutter und in totalen Mischrationen fur Kalber
eingesetzt, wobei Roggen bisher nur selten verwendet wird. Das Ziel der vorliegenden Studie
war es, die Auswirkungen von Roggen auf die Pansenfermentation zu untersuchen. Hierbei
wurden unterschiedliche Anteile und Partikelgrof3en von Roggen im Vergleich zu Weizen

hinsichtlich ihres Einflusses auf das Pansenmikrobiom getestet.

Das Experiment wurde mit einem Pansensimulationssystem (Rumen Simulation Technique —
RUSITEC) in drei Versuchsdurchlaufen durchgefihrt, um die Fermentationsfahigkeit der
Pansenmikrobiota zu charakterisieren. Dafiir wurde Pansenflissigkeit von drei Milchkiihen aus
einer Pansenfistel enthommen, homogenisiert und mit jeweils einer von flinf Kombinationen
einer totalen Mischration (TMR) auf Getreide-Heu-Basis zehn Tage inkubiert: 0 % Hybrid-
Roggen (Kontrolle), 25 % und 46 % Hybrid-Roggen (jeweils gemahlen und gequetscht). Die
ersten finf Tage stellten die Eingewdhnungsphase dar und die letzten finf Tage dienten als
Messzeitraum. Die Futterbeutel wurden zur Bestimmung des Nahrstoffabbaus eingesammelt
und alle 24 Stunden ersetzt. Fir die Fermentationskinetik, die mikrobielle Taxonomie und zur
Bestimmung der Metaboliten wurden am achten Tag Fermenterflissigkeitsproben 1, 2, 4, 6,
8, 12 und 24 Stunden nach der Inkubation gesammelt. Aus Proben von den Zeitpunkten 4 und
8 Stunden nach der Inkubation wurde die DNA extrahiert, welche fir die 16S rRNA
Amplikonsequenzierung eingesetzt wurde. Die erhaltenen Sequenzen wurden zunachst

bioinformatisch und anschlieend statistisch ausgewertet.

Die Ergebnisse zeigen, dass der Ersatz von Weizen durch Roggen zu einem signifikanten
Unterschied in der bakteriellen Gemeinschaft (3-Diversitat) fuhrte, v.a. bei 46 % gemahlenem
Roggen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Ein Unterschied in der Artenvielfalt (a-Diversitat)
konnte hingegen nicht festgestellt werden. Die drei haufigsten Stamme waren Bacteroidota,
Firmicutes und Actinobacteriota, die etwa 95 % aller Sequenzen reprasentierten. Vor allem
nahm Proteobacteria mit steigendem Roggenanteil ab. Auf Gattungsebene stieg vor allem

Acetitomaculum und Succinivibrionaceae UCG-001 sank durch die Roggenration signifikant.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Roggen, v.a. in héherem Anteil und feinerer
PartikelgroRe, das Pansenmikrobiom beeinflusst. Roggen kann eine gute Alternative zu
Weizen in der Kalberfutterung darstellen, da er dazu beitragt die mikrobielle Gemeinschaft im

Pansen zu optimieren, ohne die mikrobielle Diversitat zu verringern. Es sind jedoch weitere in-



vivo-Studien notwendig, um diese Ergebnisse unter realitdtsnahen Bedingungen zu

Uberprifen.

Abstract

Various types of cereals are used in concentrated feed and total mixed rations for calves,
although rye has rarely been used so far. The goal of the present study was to investigate the
effects of rye on rumen fermentation. In this context, different proportions and particle sizes of

rye were tested in comparison to wheat for their influence on the rumen microbiome.

The experiment was conducted using a rumen simulation system (Rumen Simulation
Technique — RUSITEC) in three experimental runs to characterize the fermentative capacity
of the rumen microbiota. Rumen fluid was collected from three dairy cows through a rumen
fistula, homogenized, and incubated for ten days with one of five combinations of a total mixed
ration (TMR) based on grain and hay: 0% hybrid rye (control), 25%, and 46% hybrid rye (both
ground and rolled). The first five days represented the adaption phase, and the last five days
served as the measurement period. Feed bags were collected to determine nutrient
degradation and replaced every 24 hours. To analyze fermentation kinetics, microbial
taxonomy, and metabolite determination, fermenter fluid samples were collected on the eighth
day at1, 2, 4, 6, 8, 12, and 24 hours after incubation. DNA was extracted from samples taken
4 and 8 hours after incubation and was used for 16S rRNA amplicon sequencing. The obtained

sequences were first analyzed bioinformatically and then statistically.

The results show that replacing wheat with rye led to a significant difference in bacterial
community (B-diversity), especially with 46% ground rye compared to the control group. No
difference in species diversity (a-diversity) was observed. The three most common phyla were
Bacteroidota, Firmicutes, and Actinobacteriota, which represented about 95% of all
sequences. Especially, Proteobacteria decreased with increasing rye content, while Firmicutes
showed an increasing trend. At the genus level, Acetitomaculum increased, and

Succinivibrionaceae UCG-001 decreased significantly with the addition of rye.

These results suggest that rye, particularly at higher inclusion rates and finer particle sizes,
influences the rumen microbiome. Rye can be a good alternative to wheat in calf feeding, as it
helps optimize the microbial community in the rumen without reducing microbial diversity.

However, further in-vivo studies are necessary to verify these results under realistic conditions.



Abkiirzungsverzeichnis

KON = Kontrollgruppe

NMDS = non-metric multidimensional scaling

NSP = Nicht-Starke-Polysaccharide (non starch polysaccharides)

RG = Roggen gequetscht

RM = Roggen gemahlen (mehlig)

RUSITEC = Pansensimulationssystem (Rumen Simulation Technique)
SCFA = kurzkettige Fettsduren (short chain fatty acids)

TMR = Gesamtmischration (total mixed ration)

VFA = flichtige Fettsauren (volatile fatty acids)
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1 Einleitung

Die Pansenentwicklung und mikrobielle Vormagenbesiedelung stellen eine wichtige
Grundlage fiir die erfolgreiche Umstellung des Kalbes vom funktionellen Monogastrier zum
Wiederkauer dar [1, 2]. Obwohl Netzmagen, Pansen und Blattermagen bereits bei der Geburt
vorhanden sind, sind diese jedoch kaum entwickelt und funktionell inaktiv. Zu Beginn ernahren
sich Kalber noch von Milch oder Milchaustauscher, die Uber die Schlundrinne direkt in den
Labmagen geleitet werden, um eine unerwinschte Fermentation im Pansen zu vermeiden,
wodurch auch die Stimulierung der Pansenentwicklung zunachst ausbleibt [1,3]. Studien
zeigten, dass Kalber, die wahrend der ersten Lebensmonate ausschlief3lich mit Milch ernahrt
wurden, eine eingeschrankte Pansenentwicklung in vielen Bereichen aufwiesen, im Vergleich
zu mit Getreide und Heu gefitterten Tieren [1, 3, 4]. Dies ist auch noch einmal in Abbildung 1
verdeutlicht [5, 6].

Pansenentwicklung 12.16 Wochen =t

Pansen  0-2 Wochen 6 Wochen

Milch, Getreide und Heu

Milch

Abbildung 1: Darstellung des Pansens und seine Entwicklung aufgrund unterschiedlicher Futtermittel.
Modlifiziert nach [5, 6].



Neben der mikrobiellen Besiedlung des Pansens, die bereits kurz nach der Geburt stattfindet,
fordert die Fitterung von hochwertigem Rau- und Kraftfutter das Wachstum und die
Entwicklung des Pansens und der Papillen, welche fur die Absorption von mikrobiellen
Fermentationsprodukten, vor allem kurzkettige Fettsaure (SCFA), erforderlich sind [1, 7].
Dabei ist die Balance zwischen Milch und festem Futter wahrend der Entwéhnung wichtig, um
den Ubergang vom Kalb zum adulten Wiederkauer zu unterstiitzen. Auch die Aufnahme von

ausreichend Wasser spielt eine Rolle [8].

1.1 Zusammensetzung des Pansenmikrobioms
Saugetiere kdnnen faserreiche Kohlenhydrate wie Zellulose und Hemizellulose nicht selbst
verdauen. Daher leben Pflanzenfresser in einer Symbiose mit Mikroorganismen in ihrem
Verdauungstrakt, die diese Kohlenhydrate abbauen. Die dabei entstehenden fllichtigen
Fettsduren (VFA) dienen dem Wirtstier als Energie- und Nahrstoffquelle. Bei Rindern findet

dieser Prozess grofdtenteils im Pansen (Rumen) statt [9].

Das ruminale Mikrobiom stellt die Summe alle Mikroorganismen im Pansen dar und bildet ein
komplexes (")kosystem, in dem verschiedene Bakterien, Archaeen, Protozoen und Pilze
zusammenleben [10, 11, 12, 13]. Dieses Mikrobiom reagiert auf verschiedene Stérungen,
welche physikalischer (z. B. Temperaturdnderungen), chemischer (z. B. der pH-Wert im
Pansen) oder biologischer Natur (z. B. allochthone Mikroben) sein kdnnen [10]. Andere
Faktoren wie Genetik, Umweltbedingungen, Jahreszeit und der Stoffwechselzustand
beeinflussen ebenfalls die Struktur und Funktion der Mikrobiota, aber die Ernahrung bleibt der

Hauptfaktor fur diese Veranderungen [12, 14, 15, 16].

Funktionell werden die Pansenbakterien nach ihrer Energiequelle unterschieden [13, 17]. In

Tabelle 1 sind die verschiedenen Funktionstypen mit Beispielen aufgelistet [18, 19].



Tabelle 1: Funktionstypen der Pansenbakterien. Modifiziert nach [18, 19].

Funktionstyp Energiequelle Fermentationsprodukt Beispiele
Cellulolytisch/ Zellulose und Succinat, Acetat, Fibrobacter
zelluloseabbauend | Hemizellulose Formiat, Butyrat, Ho, succinogenes,

CO; Butyrivibrio
fibrisolvens,

Ruminococcus albus

Amylolytisch/ Starke und Formiat, Acetat, Bacteriodes
starkeabbauend Zucker Succinat, Laktat ruminicola,
Ruminobacter
amylophilus
Proteolytisch/ Proteine NH3, Aminosauren, Bacteroides
eiweillabbauend VFA amylophilus,
Bacteroides
ruminicola, Butyrivibrio
fibrisolvens
Laktatverwertend Laktat Propionat, Acetat, Selenomonas
Butyrat, Succinat, CO,, | lactilytica,
Ho Megasphaera elsdenii
Pektinabbauend Pektin Acetat, Formiat, Lactat, | Butyrivibrio
H., CO; fibrisolvens, Prevotella
ruminicola,
Bacteroides ruminicola
Lipolytisch/ Lipide Acetat, Propionat Anaerovibrio lipolytica
fettabbauend
Methanogen CO; + Hy, Methan Methanobrevibacter
alternativ: Formiat ruminantium

Das Kernmikrobiom im Pansen besteht aus 47 Bakteriengattungen und einer Gattung

(Methanobrevibacter) innerhalb der Archaeen [11]. Es wird u.a. von Stammen wie Firmicutes

(insbesondere der Gattungen Ruminococcus und Butyrivibrio), und Bacteroidetes (

Bacteroidota; v.a. der Gattung Prevotella) gebildet [10, 11, 12].




1.2 Einfluss der Fitterung auf das Pansenmikrobiom
Im Gegensatz zu den Vorteilen von Raufutter fur die Entwicklung der Pansenmuskularisierung
und des Pansenvolumens, spielen Konzentrate eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung
des Pansenepithels [4, 20]. Nicht durch physikalische Eigenschaften, sondern die chemische
Zusammensetzung von Konzentraten fuhrt zu einer Verschiebung der mikrobiellen Population,
was zu einer erhohten Produktion von Butyrat und Propionat auf Kosten von Acetat fuhrt [7,
20, 21]. Laut Bergman (1990) werden etwa 30 % des Acetats, 50 % des Propionats und 90 %
des Butyrats im Pansenepithel verstoffwechselt [22]. Butyrat gilt als diejenige Fettsaure, die
die grofite Rolle fur die Entwicklung der Pansenpapillen aufweist, gefolgt von Propionat [3, 23,
24]. Da diese beiden Fettsauren bei der Fermentation von Getreide entstehen, ist diese
Starkequelle ein wesentlicher Bestandteil in der Erndhrung von Kalbern zur Férderung der
Pansenentwicklung. Mais und Weizen produzierten dabei mehr SCFA als Gerste und Hafer
[25, 26]. Trotz des positiven Einflusses sollte das Futter nicht zu fein vermahlen werden, um
das Risiko einer Parakeratose zu vermeiden. Durch einen geringeren Abrasivwert kommt es
dabei zu einer abnormalen Entwicklung der Pansenzotten und die dabei entstehende
Keratinschicht wirkt als Barriere, welche die Aufnahme von flliichtigen Fettsduren erschwert
[27, 28]. Heu verursacht eine hohere mechanische Reizung, wodurch die Keratinschicht
entfernt wird, weshalb einige Autoren Heu in der Ration von Kalbern dringend empfehlen, um
die Gesundheit des Pansenepithels aufrecht zu erhalten [8, 20]. Ein kleiner Anteil des Futters,
welcher eine PartikelgroRe von Uber 1,18 mm aufweist, reicht fur die Abrasivitat im Pansen
des Kalbes aus, um eine Ansammlung von Keratin im Pansenepithel zu verhindern und eine

stabilere Pansenfermentation zu unterstitzen [25].

1.2.1 Unterschiede zwischen Roggen und Weizen als Getreide-Komponente im
Konzentrat
Kohlenhydrate dienen als Hauptenergiequelle fur Pansenmikroben. Zu diesen gehdren die
Strukturkohlenhydrate, welche pflanzliche Faser enthalten (Zellulose und Hemizellulose), und
die nicht strukturellen Kohlenhydrate (Starke, Zucker, Pektin) [29, 30].

Totale Mischrationen (TMR) und Konzentrate flr Kalber enthalten, neben anderen Zutaten,
verschiedene Getreidesorten, wie Weizen, Gerste oder Mais [31], wohingegen Roggen selten
verwendet wird. In Tabelle 2 sind einige Unterschiede zwischen Roggen und Weizen
aufgelistet. Weizen enthalt mehr Proteine und Starke, wahrend Roggen einen héheren Anteil
an Nicht-Starke-Polysacchariden (NSP) besitzt. NSP sind nach der Starke die bedeutendsten



Kohlenhydrate in Roggenkérnern [32]. Dazu zahlen unter anderem Fruktane und IGsliche
Arabinoxylane [33, 34]. Diese Polysaccharide kénnen die Butyrat-Fermentation direkt oder
indirekt Uber mikrobielles ,Cross-Feeding“ férdern, wie es bereits bei Schweinen gezeigt
werden konnte [35, 36, 37, 38]. Zellulose ist dagegen eine unlésliche Faser [32]. Die Futterung
dieser Strukturkohlenhydrate férdert das Wachstum von zellulolytischen Mikroorganismen im
Pansen [14].

Tabelle 2: Vergleich von Weizen und Roggen. Modifiziert nach [33].

Getreideart Protein (%) Starke (%) Rohfaser (%) Fruktan (%) Arabinoxylan,

I6slich (%)
Weizen 13,7 71,3 2,1 1,0 1,4
Roggen 11,7 64,3 1,8 29 3,1

Die Verflutterung von Roggen ist zudem vorteilhaft, da Roggen wahrend der Wachstumsphase
weniger Nahrstoffe bendtigt und mit weniger Wasser auskommt als andere Getreidesorten.
Daruber hinaus ist moderner Hybrid-Roggen weniger anfallig fir den Befall mit dem Pilz
Claviceps purpurea, der zur Mutterkornbildung fuhrt. Dank dieser Eigenschaften bietet Roggen
eine preisgunstige Option fur die Futterung von Nutztieren. Ein Versuch zeigte auch, dass die
Zugabe von 25 % bzw. 40 % Roggen keine negativen Auswirkungen auf Milchleistung, Fett-
und Eiweil’gehalt hatte [34, 39].

1.2.2 Einfluss der Partikelgrofie auf die Pansenfermentation

In der Literatur werden verschiedene PartikelgroRen des Futters fiur Kalber vorgeschlagen, um
die physikalischen und Verdauungsfunktionen des Pansens und des Magen-Darm-Trakts zu
stimulieren. Groflte Partikel und ein hoher Fasergehalt stimulieren die Motilitat, die
Muskularisierung und das Volumen des Pansens [1, 7]. Auch Kraftfutterdiaten mit einer
grolReren PartikelgroRe haben gezeigt, dass sie die Pansenkapazitat und -muskularisierung
starker stimulieren als fein gemahlenes Kraftfutter [40]. Laut Heinrichs (2005) kénnten somit
Kraftfutterdiaten mit groRerer PartikelgroRe die bevorzugte Fitterungsstrategie fir die
Pansenentwicklung sein, da sie sowohl die Epithelentwicklung, die durch die VFA stimuliert
wird, als auch das Fassungsvermégen des Pansens und die Pansenmuskulatur férdern
kénnen [20].



Die Struktur des Futters beeinflusst auch die Pansenfermentation. Fein gemahlenes Getreide
bietet eine groRere Oberflache fur den enzymatischen Abbau. Dies ermdglicht es den
Mikroben, das Getreide schneller und intensiver zu fermentieren, wodurch Kohlenhydrate
schneller abgebaut werden kénnen als Zellwandbestandteile. Es kommt dabei zu einer
Verschiebung der Pansenfermentation, was zu einer erhohten Produktion fllichtiger
Fettsauren in kirzester Zeit flhrt [41, 42]. Dabei wird mehr Propionat und weniger Acetat
gebildet [43]. Wenn diese Fettsduren nicht ausreichend im Pansen absorbiert werden, sinkt
der Pansen-pH, was das Risiko einer akuten oder sub-akuten Pansenazidose erheblich erhéht
[44, 45]. Saure Pansenbedingungen beglinstigen eine héhere Anzahl an amylolytischen Arten
auf Kosten der fibrolytischen Bakterien, was die Abbaubarkeit der pflanzlichen Faser verringert
[46, 47, 48, 49]. Im Gegensatz dazu sorgt die grobere Bearbeitung von Getreide, wie das
Quetschen, dafiir, dass die Fermentation langsamer erfolgt, was das Risiko einer pH-
Absenkung und der damit verbundenen Azidose verringert. Durch den langsameren Abbau
werden die flichtigen Fettsauren Uber einen langeren Zeitraum produziert und kénnen besser
vom Pansen absorbiert werden. Die mikrobiellen Prozesse der Fermentation sind daher stark

von der Partikelgrofie abhangig und erfordern eine sorgfaltige Kontrolle.

Raufutter wirkt sich dagegen vor allem auf die Kautatigkeit aus und weniger direkt auf den pH-
Wert des Pansens. Groliere Partikel erfordern intensiveres kauen, was die Speichelproduktion
anregt und den Pansen-pH stabilisiert [7, 50, 51]. Dies fordert eine gleichmaRigeren
Nahrstofffreisetzung und das Wachstum nutzlicher Pansenmikroben, welche die Produktion
von Acetat, in Vergleich zu Propionat und Butyrat, fordern [20]. Kleinere Partikel werden
weniger gekaut, was zu einer verringerten Speichelproduktion und veranderten

Pansenfermentation fuhrt [52].

Zusammengefasst fordern faserreiche, grobe Partikel das Vorkommen von heuassoziierten
Bakterien, wodurch es zu einer héheren Produktion von Acetat kommt, was die Fettproduktion
und dadurch das Wachstum des Wiederkauers unterstiitzt. Starkehaltige, feine Partikel férdern
hingegen die Produktion von Propionat, was die Glukoseversorgung des Tieres verbessert
[53, 54]. Butyrat wird von der Darmschleimhaut als Energiequelle genutzt und die Produktion
durch die Aufnahme von NSP gefordert [55]. Eine ausgewogene Mischung unterschiedlicher
PartikelgroRen im Futter ist wichtig, um eine optimale Fettsaureproduktion und ein stabiles
Pansenmilieu sicherzustellen. Wichtig ist auch zu beachten, dass die optimale PartikelgréRe

je nach Futterart variiert [50].



1.3 Rumen Simulation Technique (RUSITEC)

Das Pansensimulationssystem (engl.: Rumen Simulation Technique — RUSITEC) wurde in
dieser Studie als Model zur Untersuchung des Pansenmikrobioms verwendet. Die von
Czerkawski und Breckenridge (1977) entwickelte in-vitro-Methode beruht auf einem
geschlossenen, semikontinuierlichen Durchflusssystem, welches unter kontrollierten
Bedingungen ablauft [56]. Der Versuch findet in sechs geschlossenen und voneinander
unabhangigen Fermentern statt, welche in einem Wasserbehalter mit 39,5 °C gehalten werden
(Abbildung 2).

Im Grunde ist RUSITEC ein vereinfachtes Modell des Pansens, welches die
Verdauungsprozesse simuliert. Die Fermenter werden daflir mit Pansensaft und festem Inhalt
beflllt und taglich mit einem neuen Futterbeutel versorgt. Weiters erfolgt ein kontinuierlicher
Fluss mit einem Puffer, der dem Wiederkduerspeichel nachempfunden ist. Die
Pansenbewegungen werden simuliert, wahrend das Spulen mit Stickstoffgas flir anaerobe
Bedingungen sorgt. Ablaufende Fermentationsfliissigkeit und -gas werden gesammelt. Mittels
dieser Methode ist es mdglich die Auswirkungen von verschiedenen Futtermitteln oder

Futtermittelzusatzstoffen auf das Mikrobiom und die Fermentation zu erfassen [57, 58].

§
f

Abbildung 2: Aufbau des Pansensimulationssystems (RUSITEC). © Penagos-Tabares



1.4 Fragestellung und Hypothese

Das Ziel der Studie war es, zu untersuchen, welche Veradnderungen im Pansenmikrobiom des
Rindes auftreten, wenn Weizen teilweise oder ganz durch Hybrid-Roggen ersetzt wird, wie
stark sich die PartikelgroRe des Roggens auswirkt, und ob es Unterschiede im
Pansenmikrobiom nach 4 und 8 Stunden der Fermentation nach Substratgabe gibt.

Folgende Hypothese wurde daflir formuliert: Sowohl der Gehalt als auch die Partikelgrof3e von
Roggen haben einen Einfluss auf das Mikrobiom im Rinderpansen. Es wird angenommen,
dass der Roggen den Anteil an butyratbildeten und faserabbauenden Bakterien in

Abhangigkeit der Roggenmenge und der Partikelgréfie im Pansensimulationssystem erhoht.



2 Material und Methoden
2.1 Versuchsplan und Behandlung

Fir das in-vitro-Experiment wurden zwei RUSITEC-Systeme der veterinarmedizinischen
Universitat Wien verwendet. Diese bestehen aus jeweils sechs Fermentern, wobei in dieser

Studie nur zehn der insgesamt zwolf Fermenter verwendet wurden.

Der praktische Teil des Experiments fand in drei Versuchsdurchgangen im Oktober 2022,
Dezember 2022 und Janner 2023 statt. Jeder der drei Durchgdnge dauerte zehn Tage, wobei
die ersten funf Tage die Eingewdhnungsphase darstellten und die letzten finf Tage als
Messzeitraum dienten.

Fir den Versuch wurden funf unterschiedliche Futterzusammensetzungen einer totalen
Mischration (TMR) auf Getreide-Heu-Basis bestimmt. Es wurden dabei zwei unterschiedliche
Getreidegrofien flir Roggen verwendet, gemahlen (4 mm) und gequetscht (Abbildung 3). Das
Heu in der TMR wurde auf 6 mm geschnitten. Heu und Roggen wurden mit einer
Schneidmiihlen-Kombination verarbeitet (Pulverisette 25/19, Fritsch GmbH, Idar-Oberstein,
Deutschland). Weitere Futterkomponenten waren Weizenschrot, Sojamehl und Kraftfutter
Kalberstart Omega (Garant-Tiernahrung GmbH, Péchlarn, Osterreich). Die prozentuellen
Mengenangaben sind in Tabelle 3 aufgelistet. Der Hybrid-Roggenanteil betrug in den
einzelnen Mischungen 0 % Roggen (Kontrolle, KON), 25 % Roggen gemahlen (25 % RM), 46
% Roggen gemahlen (46 % RM), 25 % Roggen gequetscht (25 % RG) und 46 % Roggen
gequetscht (46 % RG). Mischung Nummer 1 in Tabelle 3 stellt das Kontrollfutter onne Roggen

dar.

Abbildung 3: Unterschiedliche Roggengréf3en: gemahlen (A) und gequetscht (B). © Penagos-Tabares
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Das Futter wurde zu Beginn des jeweiligen Versuchsdurchlaufs vorbereitet und bis zur
Verwendung bei 4 °C im Kuhlraum gelagert. Die Komponenten wurden fur die jeweilige
Mischungen wie in Tabelle 3 mit einer Waage (Mettler Toledo ME4002, Mettler-Toledo
International Inc., Greifensee, Schweiz) abgewogen, vermischt und in Nylon-Beutel (10x13
cm, 50 ym Maschenweite) Uberfliihrt. Pro Mischung wurden zwei Futterbeutel befillt und
jeweils ein Beutel mit einem schwarzen und weillen Kabelbinder verschlossen. Um das
Zufallsprinzip der Fermenter zu gewahrleisten, wurden die Mischungen 1-5 bei jedem der drei

Durchgéange in jeweils andere Fermenter platziert.

Tabelle 3: Fiinf Kombinationen der im Versuch eingesetzten Total-Misch-Ration. Nummer 1 stellt das Kontrollfutter ohne
Roggen dar.

1 2 3 4 5
Roggen PartikelgroBe - gemahlen (4 mm) gequetscht
Anteil (%)
Roggen 0 25 46 25 46
Weizen 46 21 0 21 0
Sojamehl 25 25 25 25 25
Heu 25 25 25 25 25
Kraftfutter 4 4 4 4 4

2.2 Pansen-Simulationssystem
2.2.1 RUSITEC-Verfahren

Am Tag null jedes Versuchsdurchgangs wurden an der Vetfarm (Pottenstein, Osterreich),
einer AulRenstelle der veterindrmedizinischen Universitat Wien, jeweils 2,5 Liter Pansensaft
und fester Panseninhalt von drei Spenderkihen (Halsbandnummer 100, 101 und 114)
entnommen. Dies erfolgte Uber eine Pansenfistel mittels Pansensaftentnahmepumpe. Fir den
Transport an die Vetmeduni wurde der Pansensaft in einer Thermobox gelagert und in einem

temperierten Wasserbad innerhalb einer Styroporbox warmgehalten.

Im Labor wurde der Pansensaft von jeder Kuh separat mit 4-lagiger medizinischer Gaze in
einen 2 Liter Erlenmeyerkolben gefiltert und anschlielend homogenisiert. Von der gepoolten
Pansenflissigkeit, welche das Inokulum darstellt, wurden jeweils 600 ml und 100 ml

McDougall Puffer (Tabelle 4) in die zehn Fermenter gegeben und mit zwei Futterbeuteln
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inkubiert. Ein Beutel mit einer der finf Kombinationen der TMR und einer mit gepooltem
Panseninhalt. Letzterer wurde am ersten Tag durch einen Futterbeutel ersetzt und an den
folgenden Tagen wurde dann immer der alteste Beutel durch einen Neuen ersetzt, sodass
jeder Futterbeutel 48 Stunden lang im Fermenter blieb. Nachdem die Futterbeutel
dazugegeben wurden, wurde 3 Minuten mit gasformigen Stickstoff N2 gespdilt (3I/min.). Das
Wasser, in dem sich die Fermenter befanden, wurde mit einer Temperatur von 39,5° C
kontinuierlich beheizt und die Fermenterflissigkeit wurde vertikal durchmischt, um den
Pansenzyklus zu simulieren (8 Zyklen pro Minute).

Fir den kunstlichen Speichelfluss und um den pH-Wert zu regulieren, sorgte der McDougall
Puffer (Tabelle 4) mit einer Flussrate von etwa 400 ml pro Tag durch eine 12-Kanal-
Peristaltikpumpe (ISMATEC ISM932, IDEX GmbH, Wertheim, Deutschland). Jeder der
Fermenter war Uber Schlduche (Tygon®, Saint-Gobain, Frankreich) mit Flaschen zum
Auffangen der abflieRenden Flissigkeit sowie mit Aluminiumbeuteln (Tecobag 8L, Tesseraux
Spezialverpackungen GmbH, Burstadt, Deutschland) zum Auffangen des Fermentationsgases
verbunden. Die Abflussflaschen wurden in einer Kiihlbox bei 1 °C gekihlt, um eine weitere

Fermentation zu verhindern.

2.2.2 Herstellen des Puffers nach McDougall

Die Pufferldsung basierte auf dem Puffer nach McDougall (1948), und wurde geman der
Modifikation von Klevenhusen et al. (2014) angepasst [59]. Die Komponenten fir die
Herstellung des Puffers sind in Tabelle 4 aufgelistet. Natriumchlorid (NaCl), Kaliumchlorid
(KCI), Calciumchlorid Dihydrat (CaCl. x 2 H,O) und Magnesiumchlorid Hexahydrat (MgCl. x 6
H.O) wurden mit einer Waage (OHAUS Explorer EX225D/AD, OHAUS Corporation,
Parsippany, USA) abgewogen und in einem Messkolben in einem Liter deionisierten Wasser
mittels Magnetrihrer (BioSan Magnetrihrer MMS-3000, BioSan, Riga, Lettland) aufgel6st. Fur
den Puffer wurden 50 ml davon gebraucht. Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) und
Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat (Na2HPO4 x 2H20) wurden in ca. 4 Liter deionisierten
Wasser aufgeldst. Langsam wurden 50 ml der oberen Lésung mittels Separationstrichter zu
pipettiert. Danach wurde der Messkolben bis zur 5-Liter-Markierung mit deionisiertem Wasser
aufgefllt.
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Tabelle 4: Zusammensetzung des Puffers nach McDougall. Modifiziert nach [59].

Komponenten Menge (g)
NaHCO; 49
Na;HPO4 x 2 H,O 23,38
NaCl 47
KCI o7
CaClax 2 H,O 54
MgCl2x 6 H20 12,8

2.2.3 Futterung des RUSITEC-Systems

Die folgenden Schritte wurden mit jedem Fermenter nacheinander durchgefihrt. Zwischen den
Fermentern wurden die Handschuhe gewechselt, um eine mikrobielle Kreuzkontamination zu
vermeiden. Zuerst wurde das System 30 Sekunden lang mit Stickstoffgas N2 gespdilt (3I/min),
um das gesamte produzierte Fermentationsgas im Aluminiumbeutel zu sammeln. Dann wurde
der Motor abgeschaltet, die Abflussflasche in einen Messzylinder entleert und die Menge der
abgeflossenen FlUssigkeit gemessen, um das Pufferzuflussvolumen zu kontrollieren.

AnschlieRend wurde die entleerte Flasche wieder angebracht.

Als nachstes wurde der Fermenter gedffnet und die Futterbeutel ausgetauscht, wodurch die
tagliche Futteraufnahme simuliert wurde. In einem Fermenter befanden sich immer zwei
Futterbeutel. Jeweils der altere Futterbeutel, welcher 48 Stunden lang inkubiert wurde, wurde
herausgenommen. Dieser wurde Uber dem Fermenter ausgedrickt und mit 40 ml des
vorgewarmten Puffers gespdlt, um die Mikroben zurlck in den Fermenter zu Uberfuhren.
Danach wurde der Futterbeutel mit kaltem Wasser gespilt, ausgedrickt und bei -20°C
eingefroren. Der zurtckgebliebene Futterbeutel wurden nun mit dem neuen Futterbeutel
zusammengedrickt, um futterassoziierte Mikroben in den neuen Beutel zu Ubertragen. Zum
Schluss wurde das System 3 Minuten lang mit Stickstoffgas gespiilt, um die anaeroben

Bedingungen wiederherzustellen und das Gerat wurde wieder eingeschaltet.
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2.2.4 Probennahme

Die Probennahme ist in Tabelle 5 zusammengefasst. Da die Diplomarbeit Teil eines groReren
Projektes war, wird in diesem Abschnitt die Probennahme von allen Proben beschrieben. Fr
die vorliegende Diplomarbeit sind jedoch nur die Mikrobiom-Proben relevant.

Am Tag Null wurde von dem gesammelten Panseninhalt jeweils eine Probe von jeder Kuh und
eine Mischung von allen drei Kilhen genommen. Diese Proben wurden in einem Nasco Whirl-
Pak Beutel (Nasco, Fort Atkinson, USA) in flissigem Stickstoff (-196° C) schockgefroren und
dann im Gefrierschrank bei -20° C gelagert. Dann wurden 2 ml fir die Messung von pH-Wert
und Redoxpotenzial in Reagenzrohrchen Uberfuhrt. Diese wurden sowohl einzeln aus der
Pansenflissigkeit als auch aus den gepoolten Pansenflissigkeitsproben der Spenderkihe
gemessen. Die Werte wurden mit einem pH-Meter (Mettler Toledo Seven Excellence pH/mV
Meter) bestimmt, das aus zwei separaten Elektroden (pH Elektrode InLab Expert Pro-ISM und
Redox Sensor Pt4805-DPA-SC-S8/120, Mettler Toledo, Greifensee, Schweiz) bestand. Vor
dem Einsatz wurde die pH-Elektrode taglich mit einer Redoxpufferlésung (220 mV/7 pH) und
einer pH Standardlésungen (pH 4,01 und 7,00) kalibriert. Zwischen den Flussigkeiten
verschiedener Fermenter wurde die Elektrode mit Aqua bidest gespllt.

Sowohl von den einzelnen Proben als auch vom gemischten Pansensaft wurden jeweils zwei
Kryoréhrchen fiur das Mikrobiom und zwei Eppendorf-Réhrchen fir Ammoniak (NHs), kurz-
(SCFA) und langkettige (LCFA) Fettsduren mit Pansensaft beflllt. Diese wurden in Stickstoff
schockgefroren und danach im Gefrierschrank bei -20° C gelagert.

Weiters wurde der Volumenstrom mittels Flowmeter und das Gasvolumen der Beutel mittels
Wasseraustauschmethode gemessen, um zu sehen wie viel Liter Wasser durch das Gas
verdrangt wurden. Die Zusammensetzung des Gases wurde mit einem Biogasanalysator
bestimmt (Biogasanalysator BM 2000, Geotechnical Instruments (UK) Ltd., England). Dafur
wurde 30 Sekunden lang gemessen, um den prozentualen Anteil an CO;,, O, und CH4 zu
bestimmen. Der Biogasanalysator wurde jeden Tag vor und nach der Gasmessung an der
frischen Luft kalibriert.

Die inkubierten Futterbeutel wurden bis zur spateren Analyse bei -20 °C gelagert. Das
Volumen der abgeflossenen Flissigkeit wurde ebenfalls gemessen.

Am letzten Tag wurde zusatzlich zu den oben genannten Proben die restliche Flissigkeit aus
den Fermentern mit einem Messzylinder gemessen, um zu sehen wie viel Pansensaft noch

vorhanden war. Ebenfalls wurden 20 ml Pansensaft fir die Bestimmung der LCFA (long-chain



14

fatty acids) in Schraubréhrchen tberfiihrt. Da kein Futterbeutelwechsel mehr stattfand, wurden
zudem die 24h-Beutel flr das Mikrobiom in Whirl-Paks eingefroren.

Nur am Tag acht wurden zusatzlich Fermenterflissigkeitsproben nach 1, 2, 4, 6, 8, 12 und 24
h nach der Futterung, fir die Fermentationskinetik, die mikrobielle Taxonomie und zur

Bestimmung der Metaboliten, gesammelt.
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Tabelle 5: Zeitplan fiir die Probennahme aus dem RUSITEC System

Fermenterfliissigkeit Futterbeutel Abfluss Gas
Tag | pH | Redox | SCF | NH: | Mikroben | LCFA | Weender Mikroben Volumen Volumen/
2x1ml | 2x1 ml 2x2 ml 1x20 ml | 48h Beutel Zusammensetzung
0 X X X X X X Panseninhalt
von Kuh 1-3
1 X X X X
2 X X X X
3 X X X X
4 X X X X
5 X X X X
6 X X X X X X X X
7 X X X X X X X X
8 X X X X X X X X
9 X X X X X X X X
10 X X X X X X X X X X
(24h Beutel)

RUSITEC: Pansensimulationssystem; SCF: kurzkettige Fettsduren,; LCFA: langkettige Fettséuren.
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2.3 DNA-Extraktion und Sequenzierung

Fur die Analyse der Veranderungen der bakteriellen Gemeinschaften wurden basierend auf
den Fermentationsdaten die Zeitpunkte 4 und 8 Stunden ausgewahlt. Die Extraktion der
mikrobiellen DNA aus den Fermenterproben erfolgte mittels des DNeasy PowerSoil Pro Kits
(Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) mit einigen Modifikationen. Dieser Kit ist eine Spin-
Saulen-basierte Extraktionsmethode. Dafur wurden die Proben zuerst bei 4 °C aufgetaut und
800 pl der Pansenflissigkeit in die daflir vorgesehenen Roéhrchen, welche den CD1-Puffer
enthalten, Gberflhrt. Im weiteren Schritt wurden die Réhrchen 5 Minuten lang in einem HLC-
Heizblock (Haep Labor Consult, Bovenden, Deutschland) bei 95 °C inkubiert und dann 1
Minute lang in einer Tischzentrifuge (Zentrifuge 5810R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
bei 15.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand in jedem Réhrchen wurde dann vom Pellet getrennt,
in ein sauberes Mikrozentrifugenréhrchen (2 ml) Gberflhrt und auf Eis gelegt. Danach wurden
die Proben mit drei verschiedenen Enzymen nach Kong et al. (2010) inkubiert, um die
Bakterienwande aufzubrechen [12]. Lysozym (100 ul, 100 mg/ml) und Mutanolysin (10 ul, 2,5
U/ml) wurde dem Pellet hinzugefigt und in einem Thermoshaker (Biometra TS1
ThermoShaker, Analytik Jena GmbH+Co.KG, Jena, Deutschland) 30 Minuten lang bei 37 °C
inkubiert (350 U/min). Danach wurde Proteinase K (21,5 pl, 20 mg/ml) hinzugefligt und die
Proben bei 65 °C fir 30 Minuten lang bei 350 U/min inkubiert. Die Proben wurden dann in 2
Zyklen, zu jeweils 1 Minute mit 1 Minute Pause dazwischen, in einem Homogenisator
(FastPrep-Homogenizer 24 TM 5G, MP Biomedicals, Solon, USA) verarbeitet. Der gesamte
Inhalt wurde jetzt mit dem Uberstand in dem vorherigen Mikrozentrifugenréhrchen kombiniert.
Nun wurden 200 yl CD2-Lésung zugeben. Nach 5 Sek. vortexen wurde 1 Minute lang bei
15.000 x g zentrifugiert (Mikrozentrifuge 5424, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Danach
wurden 700 pl Uberstand in ein sauberes 2-mI-Sammelréhrchen tiberfiihrt, 600 pl CD3 Lésung
zu jedem Réhrchen hinzugefligt und wieder gevortext. Bis zu 650 ul Uberstand wurde als
nachstes auf eine MB-Spin-Saule Ubertragen und dann 1 Minute lang bei 15.000 x g
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen, und der vorherige Schritt wiederholt, um
sicherzustellen, dass das gesamte Lysat die Spin-Saule durchlaufen hat. Die MB-Spin-Saule
wurde in ein neues 2-ml-Sammelréhrchen eingesetzt, 500 pl Lésung C5 in die Spin-Saule
geben und 1 Minute lang bei 15.000 x g zentrifugieren. Dann wurde die MB-Spin-Saule erneut
in ein neues 2-ml-Sammelréhrchen gegeben und 2 Minuten bei bis zu 16.000 x g zentrifugiert,
um die Membran zu trocknen. Nun wurde die MB-Spin-Saule in ein 1,5-ml-Elutionsréhrchen

Uberfihrt und 40 pl der Lésung C6 in die Mitte der wei3en Filtermembran geben. Dies wurde
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1 Minute lang bei Raumtemperatur inkubiert und dann 1 Minute lang bei 15.000 x g
zentrifugiert. Das Elutionsvolumen wurde zum Schluss mit der Pipette Uberprift. Nach der
Isolierung wurde die Gesamt-DNA-Menge mit dem Qubit Fluorometer 4.0 (Life Technologies
Corporation, Carlsbad, USA) und dem Qubit dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific,

Wien, Osterreich) gemaR den Anweisungen des Herstellers bestimmt.

2.4 Sequenzierung und Bioinformatik

Die 16S rRNA-Amplikonsequenzierung wurde in einem externen Labor (Microsynth AG,
Balgach, Schweiz) durchgefihrt. Dafir wurden Aliquots der DNA-Extrakte zur
Bibliotheksvorbereitung geschickt (NEBNext Ultra Il DNA Library Prep Kit, lllumina, San Diego,
CA, USA). Das 16S rRNA-Genamplikon wurde mit den Primern 341F-ill
(5'CCTACGGGNGGCWGCAG-3') und 805R-ill (5-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3")
amplifiziert. Aquimolare Probenpools wurden auf der Novaseq 6000-Plattform (lllumina)
sequenziert, um 250 bp-lange paired-end’ Sequenzen zu erzeugen. Demultiplexing und
Trimmen der Rohsequenzen sowie das Zusammenfligen der Reads wurden von Microsynth
durchgefuhrt. Die zusammengefuhrten Reads der 16S rRNA-Amplicons wurden mit dem
Divisive Amplicon Denoising Algorithm 2 (Version 1.26.0) in R Studio (Version 1.4.1106)
bioinformatisch ausgewertet [60]. Eine Sequenztabelle wurde erstellt und die Taxonomie
wurde unter Verwendung der rRNA-Datenbank SILVA 138.1 zugewiesen [61]. Die
Rohsequenzen der Taxa-Tabellen wurden zusammengefasst und hinsichtlich der
Zusammensetzung normalisiert, sodass jede Probe 1 ergab. Die relativen Haufigkeiten auf
Gattungsebene wurden wie unten beschrieben statistisch analysiert. Die Alpha-
Diversitatsanalyse (Shannon, Simpson, Chao1) wurde unter Verwendung von phyloseq
(Version 1.42.0) durchgefihrt. Fiur die Beta-Diversitatsanalyse wurde die statistische
Bewertung der Unahnlichkeitsmatrizen (Bray-Curtis) mittels der Funktion ,adonis2“ im R-Paket
.vegan® (Version 2.6.4) durchgefiihrt und mittels der nicht-metrischen multidimensionalen

Skalierung visuell dargestellt [62].

2.5 Statistische Auswertung

Die Mikrobiom-Daten wurden mittels einer Varianzanalyse und der MIXED Prozedur in SAS
(Version 9.4; SAS Stat Inc., Cary, NC, USA) ausgewertet. Die beiden Zeitpunkte wurden als



18

wiederholte Messungen analysiert. Die festen Effekte im Modell waren Zeit, Behandlung
(Ration) und deren Wechselwirkung. Die Versuchseinheit war der Bioreaktor innerhalb eines
Durchgangs. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert der kleinsten Quadrate und Standardfehler
dargestellt. Der paarweise Vergleich der Mittelwerte der kleinsten Quadrate wurde mithilfe der
Turkey-Kramer-Korrektur durchgefihrt. Ein signifikanter Unterschied wurde bei p<0,05 und ein
Trend bei p<0,10 erklart.
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3 Ergebnisse

Eine Aussage zur Mikrobiomstruktur kann mittels Beta-Diversitat getroffen werden. Um zu
Uberprufen, welche Faktoren einen Einfluss auf die Mikrobiomstruktur haben, wurde zusatzlich
eine PERMANOVA (Permutationale Varianzanalyse) gerechnet und in Tabelle 6 dargestellt.
Die Behandlung mit den unterschiedlichen Futterkomponenten hatte hier einen signifikanten
Einfluss, wahrend der Zeitpunkt der Futterung und die Interaktion der beiden Faktoren keinen
Effekt hatte.

Tabelle 6: Ergebnisse der permutationalen Varianzanalyse liber die Unterschiede in den Bakteriengemeinschaften in der
Fermenterfliissigkeit.

Source of variation df Sum of squares R? F P-value
Behandlung’ 4 0.826 0.17 2.67 0.001
Zeitpunkt? 1 0.039 0.01 0.51 0.853
Behandlung X Zeitpunkt 4 0.039 0.01 0.13 1.000
Residual 50 3.387 0.81

Total 59 68.39 1.00

1Behandlungen: Kontrolle, 25 % gemahlener Roggen, 46 % gemahlener Roggen, 25 % gequetschter Roggen, 46 %
gequetschter Roggen. 2Zeitpunkt: 4 und 8 Stunden nach Inkubation.

NMDS (non-metric multidimensional scaling) ist ein Distanz-basiertes Verfahren nach Bray

und Curtis (1957), das visualisiert, wie stark sich die Mikrobiome unterscheiden (Abbildung 4).

Da der Zeitpunkt keinen Einfluss auf die Mikrobiom-Struktur zeigte, wurden in der Darstellung
der Beta-Diversitat mittels NMDS die beiden Zeitpunkte zusammengefasst. Der Abstand
zwischen den Mikrobiomen, welche durch Punkte dargestellt werden, stellt die Undhnlichkeit
(Dissimilarity) dar, wahrend die Kreise die Standardabweichung innerhalb einer
Behandlungsgruppe darstellen. Die Kontrollgruppe ohne Roggen (in grau dargestellt) und die
Behandlung mit 46 % gemahlenem Roggen (in hellgriin) Uberlappen sich kaum, womit ein
Unterschied zu erkennen ist. Zwischen den anderen Clustern ist kein signifikanter Unterschied

zu sehen.
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Abbildung 4: Beta-Diversitdt. Mikrobielle Gemeinschaft unter verschiedenen Behandlungen (n = 5):
Kontrollgruppe (grau), 25 % gequetschter Roggen (blau), 46 % gequetschter Roggen (tiirkis), 25 %
gemahlener Roggen (rosa), 46 % gemahlener Roggen (hellgriin).

Die Analyse der bakteriellen alpha-Diversitat ist in Abbildung 5 dargestellt. Sie zeigt die a-
Diversitat in den 5 unterschiedlichen Futterzusammensetzungen. Im Artenreichtum Iasst sich
kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontroligruppe und den anderen Gruppen
feststellen. Der Chao 1 Index zeigte beim gequetschten Roggen, dass nach 8 Stunden der
Fermentation die Gruppe mit 25 % Roggen weniger Arten aufwies als bei der Gruppe mit 46
% Roggen. Zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe mit 46 % Roggen gab es jedoch

keinen Unterschied.

Beim Shannon-Index sind keine nennenswerten Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen zu sehen. Somit hatte Roggen in unserer Untersuchung weder einen positiven noch

einen negativen Einfluss auf die Artenvielfalt.
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Abbildung 5: a-Diversitdt der unterschiedlichen Futterzusammensetzungen nach 4 und 8 Stunden nach der Fiitterung mit
den Diversitdtsindices Chao 1 (A) und Shannon (B). KON=Kontrolle, RM=Roggen gemahlen, RG=Roggen gequetscht.

In dieser Studie wurden im Pansensaft 79 Gattungen aus 14 verschiedenen Stadmmen
identifiziert. Fiir die Ubersichtlichkeit wurden die 27 am haufigsten vorkommenden Gattungen,
die aus sieben Stammen stammten und im Durchschnitt mehr als 0,3 % der Proben
ausmachten, berucksichtigt. Die haufigsten Stamme waren Firmicutes (42 %) und
Bacteroidota (40 %), gefolgt von Actinobacteriota (13 %) und Proteobacteria (3 %). In Tabelle
7 wurde der Einfluss verschiedener Behandlungen (KON, RM, RG) auf die Bakterien auf

Phylumsebene nach 4 Stunden und 8 Stunden Fermentation analysiert.

Fir die Variable Zeitpunkt zeigte sich, dass die Stdmme Firmicutes (p=0,004) und
Proteobacteria (p=0,003) nach 8 Stunden Fermentation signifikant haufiger auftraten als nach
4 Stunden. Dieses Ergebnis gilt auch fir den Stamm Euryarchaeota, welcher jedoch nur einen
Trend zeigte (p=0,097). Im Gegensatz dazu nahmen die Haufigkeiten der Stamme
Bacteroidota (p=0,008), Spirochaetota (p=0,0013) und Elusimicrobiota (p=0,07) im Laufe der
Zeit ab.

Hinsichtlich der Variable Behandlung zeigte sich bei Firmicutes ein Trend (p=0,063). Hier
nahm die Haufigkeit bei 46% gemahlenem Roggen und 25% gequetschtem Roggen im
Vergleich zu 25% gemahlenem Roggen und zur Kontrollgruppe zu. Unterschiede wurden auch
bei den Stammen Proteobacteria (p=0,023) und Spirochaetota (p=0,088) festgestellt. Bei
beiden Stdmmen nahm die Haufigkeit bei 46% gemahlenem Roggen sowie bei 25% und 46%
gequetschtem Roggen im Vergleich zur Kontrollgruppe ab. Zudem war bei 46 % gemahlenem

Roggen die Haufigkeit signifikant geringer als bei 25 % gemahlenem Roggen. Die Ergebnisse
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flr Elusimicrobiota zeigten einen Trend (p=0,056), wobei die Haufigkeit bei 46% gemahlener
Roggen, 25 % und 46 % gequetschter Roggen im Vergleich zur Kontrollgruppe sank.
Zusatzlich nahm die Haufigkeit bei 25 % und 46 % gequetschtem Roggen im Vergleich zu 25

% gemahlenem Roggen ab.

Schaut man sich die Interaktion der beiden Variablen an, erkennt man, dass der Effekt der
Behandlung bei Bacteroidota zeitabhangig ist (p=0,059). Der Stamm war bei 8 Stunden nach
Fermentation mit der Roggenration 25 % gemahlen haufiger vorhanden als in der

Kontrollration ohne Roggen (p=0,04).

Die statistische Analyse zeigte fir den Stamm Actinobacteriota weder fur den Zeitpunkt noch
die Behandlung signifikante Unterschiede. Die Interaktion der Beiden war ebenfalls nicht

signifikant.

Tabelle 7: Einfluss des Futters und Zeitpunkt der Fiitterung der unterschiedlichen Kombinationen nach 4 und 8 Stunden auf
das Pansenmikrobiom auf Stammesebene.

4 Stunden nach Fermentation 8 Stunden nach Fermentation
RM RG RM RG P-Wert

Behandlung
Stamm KON 25% 46% 25% 46% KON 25% 46% 25% 46% SEM Behandlung Zeitpunkt *Zeitpunkt
Firmicutes 43,807 44,91° 52,59° 53,98° 50,76 45,82° 44,877 56,85° 57,99° 51,66 2,98 0,063 0,004 0,264
Bacteroidota 29,77 34,03 3547 31,12 34,06 29,287 3509° 31,83 27,54 32,56 1,93 0,159 0,008 0,059
Actinobacteriota 8,60 7,98 7,54 7,16 864 7,39 659 7,24 738 865 1,13 0,884 0,108 0,418
Proteobacteria 10,82° 6,96% 2,46° 520 4,47°° 11,39° 8,71% 2,90° 5,71°° 524°° 158 0,023 0,003 0,420
Spirochaetota  4,67° 4,01 1,39° 1,60° 1,19° 3,98 282 0,16 0,66° 0,90° 1,00 0,088 0,001 0,716
Euryarchaeota 0,35 0,39 0,25 037 029 019 057 086 049 049 0,18 0,683 0,097 0,325
Elusimicrobiota 1,242° 0,84 0,17° 0,03° 0,06° 1,02° 068 0,17° 0,00° 0,00° 0,30 0,056 0,070 0,903

a, b, c (hochgestellt): Unterschiedliche Buchstaben innerhalb derselben Zeile weisen auf signifikante Unterschiede hin (p<0,05).
KON=Kontrolle, RM=Roggen gemahlen, RG=Roggen gequetscht.

Die Auswirkungen der Behandlung und des Fitterungszeitpunkts auf Gattungsebene sind in
Tabelle 8 dargestellt. Die am haufigsten vorkommende Gattung war Prevotella-7 (Stamm:
Bacteroidota), gefolgt von Acetitomaculum (Stamm: Firmicutes) und Succinivibrionaceae
UCG-001 (Stamm: Proteobacteria).

Die Variable Zeitpunkt lasst erkennen, dass Succiniclasticum (p<0,001), Streptococcus
(p=0,005), Ligilactobacillus (p=0,029) und Succinivibrionaceae UCG-001 (p=0,001) mit der
Zeit signifikant anstiegen. Methanobrevibacter war nach 8 Stunden ebenfalls haufiger

vorhanden, jedoch zeigte sich hier nur ein Trend (p=0,096). Die Gattungen Pseudoramibacter
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(p<0,001), Lactobacillus (p=0,040), Rikenellaceae RC9-qut-group (p<0,001), Olsenella
(p=0,021) Treponema (p=0,006) und Elusimicrobium (p=0,060) sanken wahrend der Zeit in

Fermentation, wobei bei Letzterem nur einen Trend erkennbar war.

Die Behandlung mit Roggen flihrte bei der Gattung Acetitomaculum zu einem signifikanten
Unterschied (p=0,006), wobei die Haufigkeit bei allen Roggenrationen im Vergleich zur
Kontrollgruppe zunahm. Bei Ligilactobacillus zeigte sich ein Trend (p=0,081), der darauf
hinweist, dass der Gehalt bei 46 % gequetschtem Roggen im Vergleich zur Kontrollgruppe
geringer war. Ein weiterer Trend zeigte sich bei Prevotellaceae UCG-004 (p=0,055), wo die
Haufigkeit bei 46 % gequetschtem Roggen im Vergleich zu 25 % gemahlenem Roggen
abnahm. Auch bei der Gattung Prevotellaceae YAB2003-group war ein Trend (p=0,074), mit
einem Rickgang bei 25 % gemahlenem Roggen im Vergleich zur Kontrollgruppe, erkennbar.
Die Behandlung zeigte bei Succinivibrionaceae UCG-001 einen signifikanten Einfluss
(p=0,025). Hier sank der Gehalt bei 46 % gemahlenem und gequetschtem Roggen im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei der Gattung Elusimicrobium wurde ein Trend festgestellt
(p=0,055), bei dem die Haufigkeit bei 25 % und 46 % gequetschtem Roggen im Vergleich zur

Kontrolle abnahm.

Fur die Gattung Succiniclasticum wurde nach 8 Stunden Fermentation bei allen
Roggenrationen ein Anstieg festgestellt (p=0,064), was auf einen Trend zur Signifikanz bei der

Interaktion von Zeitpunkt und Behandlung hinweist.
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Tabelle 8: Einfluss des Futters und Zeitpunkt der Fiitterung der unterschiedlichen Kombinationen nach 4 und 8 Stunden auf das Pansenmikrobiom auf Gattungsebene.

4 Stunden nach Fermentation 8 Stunden nach Fermentation
RM RG RM RG P-Wert
Behandlung*
Stamm Gattung KON 25% 46% 25% 46% KON 25% 46% 25% 46% SEM Behandlung Zeitpunkt  Zeitpunkt
Firmicutes Acetitomaculum 510° 13,60° 14,50° 11,90 13,50° 4,69° 12,60° 1540° 12,00 13,60° 1,84 0,006 0,941 0,953
Succiniclasticum 641 756 643 7,08 618 577° 914° 828" 822° 845 074 0225 |JJEOOMM 0064
Shuttleworthia 918 3,75 588 623 10,77 946 368 558 661 823 2,68 0,532 0,504 0,623
Limosilactobacillus 519 4,09 527 7,08 628 327 48 500 717 456 1,17 0,443 0,173 0,230
Syntrophococcus 161 150 331 325 241 323 131 379 284 299 116 0,649 0,443 0,775
Streptococcus 082 122 440 307 208 181 128 564 361 226 1,07 0,138 0,005 0,274
Pseudoramibacter 226 266 325 323 28 128 204 279 28 232 052 0464 [JEOOOIN o0.754
Erysipelotrichaceae_UCG_002 1,86 1,55 1,27 3,61 1,59 1,75 2,10 1,75 2,75 1,47 0,87 0,577 0,964 0,464
Lactobacillus 092 0,86 239 390 274 088 052 182 341 224 1,04 0,359 0,040 0,882
Ligilactobacillus 393 066 204 1,10 025 440 1,18 245 231 121 096 0,081 0,029 0,900
Acidaminococcus 157 208 094 148 133 250 135 107 120 146 0,60 0,759 0,871 0,269
Eubacterium_nodatum_group 160 141 123 161 08 084 160 1,18 165 137 031 0,549 0,982 0,080
Schwartzia 053 1,21 082 155 042 1,10 080 019 063 037 0,54 0,762 0,250 0,368
Lachnospiraceae_ NK3A20 group 1,29 0,04 0,7 025 000 080 132 049 078 049 0,57 0,673 0,226 0,630
NK4A214_group 009 017 068 045 060 017 045 031 142 087 0,34 0,375 0,161 0,196
Erysipelotrichaceae_UCG_006 051 045 027 031 053 052 050 021 052 081 023 0,769 0,132 0,466
Bacteroidota Prevotella_7 16,88 23,37 23,61 1748 2233 1891 24,16 23,05 16,82 22,33 2,83 0,287 0,640 0,697
Prevotella 3,87 227 270 315 413 29 215 310 372 322 1,33 0,937 0,649 0,733
Rikenellaceae_RC9_gut_group 1,73 164 276 275 182 145 134 151 144 153 085 097c [JEGIGGA o0.098
Prevotellaceae_UCG_004 000 061 048 027 000 009 063 062 030 007 0,16 0,055 0,141 0,923
Prevotellaceae_YAB2003_group 119 000 093 055 0115 197 000 010 021 005 047 0,074 0,735 0,174
Actinobacteriota  Olsenella 671 855 602 598 722 497 703 571 566 690 122 0,632 0,021 0,480
Pseudoscardovia 311 1,31 303 291 324 335 132 258 324 364 0,83 0,408 0,642 0,765
Proteobacteria Succinivibrionaceae_UCG_001 13,10° 9,04 3,03° 6,34 527 14,10° 11,11 3,57b 6,85 6,48 1,97 0,025 0,001 0,442
Spirochaetota Treponema 576 562 1,67 169 146 493 375 015 068 1,14 1,38 0,105 0,006 0,719
Euryarchaeota  Methanobrevibacter 039 053 029 044 034 023 076 104 057 060 0,23 0,608 0,096 0,372
Elusimicrobiota  Elusimicrobium 144 112 020 005 008 125 085 020 000 000 036 0,055 0,060 0,884

a, b (hochgestellt): Unterschiedliche Buchstaben innerhalb derselben Zeile weisen auf signifikante Unterschiede hin (p<0,05). KON=Kontrolle, RM=Roggen gemahlen, RG=Roggen
gequetscht.
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4 Diskussion

Erndhrungsstrategien in der Praxis zielen darauf ab, die Entwicklung des Vormagens bei
Kalbern zu stimulieren [20]. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass eine intraruminale
Butyratinfusion oder die Aufnahme von starke- und zuckerreichem Futter, die die
Pansenbutyratproduktion férdern, zu einer Beschleunigung der Entwicklung des Pansens und
zu langeren Pansenpapillen fihrten [4, 20]. Auch wurde Butyrat bei Kalbern, die mehr
Kalberstarter aufnahmen, in groReren Mengen produziert [1, 3], was darauf hindeutet, dass
eine frihe Exposition gegenlber Starterfutter auch die Pansenfunktion verbessert [24]. Bisher
wurde im Starterfutter vermehrt Getreide, wie Weizen, Gerste und Mais eingesetzt, wahrend

Roggen und spezifisch Hybrid-Roggen wenig verwendet wurden.

Die vorliegende Studie untersuchte die Auswirkungen unterschiedlicher Hybrid-
Roggengehalte und Partikelgrolen auf das Pansenmikrobiom in einem in-vitro-
Pansensimulationssystem (RUSITEC). Das Ergebnis der Beta-Diversitatsanalyse mittels
Bray-Curtis zeigte, dass die Bakteriengemeinschaften von der Fitterung beeinflusst werden.
Besonders zwischen der Kontrollgruppe ohne Roggen und der Behandlung mit 46 %
gemahlenem Roggen wurde ein signifikanter Unterschied in der bakteriellen
Zusammensetzung festgestellt. Der Unterschied zwischen den anderen Gruppen war aber
nicht signifikant, was darauf hindeutet, dass hohe Anteile an gemahlenem Roggen die Struktur
des Mikrobioms starker verandern als moderate Anteile (25 %) oder gequetschter Roggen.
Dies kénnte auf die hdhere Bioverfligbarkeit der Nahrstoffe in gemahlenem Roggen durch die
kleinere Partikelgrofiere zuriickzufihren sein. Die PERMANOVA-Analyse bestatigte, dass der
Roggenanteil in der Futterung einen signifikanten Einfluss auf die mikrobielle Gemeinschaft
hatte, wahrend der Zeitpunkt der Futterung keinen signifikanten Effekt zeigte. Dies bedeutet,
dass die Veranderung der Mikrobiomstruktur weitgehend durch die Futterzusammensetzung
bestimmt wurde. Weiters zeigten der Chao1- und Shannon-Index, dass die Verwendung von
Roggen statt Weizen, keinen Einfluss auf die Artenvielfalt (a-Diversitat) hatte, was ebenso bei
Schweinen beobachtet wurde [35, 63]. Dass der Roggenanteil und die Partikelgrofe zwar die
Zusammensetzung, jedoch nicht die Diversitat des Mikrobioms beeinflussen, deutet darauf
hin, dass Roggen in der Futterung genutzt werden kann, um gezielt bestimmte
mikrobiologische Gruppen im Mikrobiom zu férdern, ohne die Gesamtvielfalt zu

beeintrachtigen.
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Die drei haufigsten Stamme des Pansenmikrobioms in dieser Arbeit waren Bacteroidota,
Firmicutes und Actinobacteriota, was auch mit den Ergebnissen anderer Studien
Ubereinstimmt[11, 57, 63, 64]. Besonders hervorzuheben ist der Anstieg der Butyratproduktion
durch den héheren Roggengehalt. Butyrat wird durch die bakterielle Fermentation von Nicht-
Starke-Polysacchariden gebildet. Die Fettsaure spielt eine wesentliche Rolle bei der
Energieversorgung der Epithelzellen im Darm, fordert die Barrierefunktion und wirkt
entzindungshemmend [65]. Hauptproduzenten von Butyrat im Pansen sind vor allem
Bakterien von Firmicutes [63]. Der zeitliche Anstieg des Stammes kénnte darauf hindeuten,
dass diese Bakterien durch verlangerte Fermentationszeiten geférdert werden. Der
signifikante Riickgang von Bacteroidota und Spirochaetota im Verlauf der Fermentation kénnte
auf eine Konkurrenz um Nahrstoffe oder ungunstige Bedingungen fur deren Wachstum
hinweisen. Es wurden auch Unterschiede bei den Proteobacteria festgestellt, deren Haufigkeit
mit der Zeit signifikant anstieg, jedoch bei hoéheren Roggenanteilen abnahm. Diese
Veranderungen kénnten auf eine selektive Foérderung bestimmter Bakteriengruppen
hindeuten, die mit der Faserverdauung oder der Verfligbarkeit bestimmter Nahrstoffe
assoziiert sind. Proteobacteria werden haufig mit entzindlichen Prozessen im Darm in
Verbindung gebracht [66]. Die Abnahme dieses Stammes kdénnte daher als potenziell positive
Wirkung von Roggen auf die Darmgesundheit interpretiert werden. Proteobacteria sind zudem
proteolytisch und verwenden Rohprotein als Nahrstoffquelle [63]. Im Vergleich zu Weizen
enthalt Roggen weniger Protein [33], aullerdem ist Roggen faserreich. Der Stamm Firmicutes
enthalt viele Arten, die die Zellwande von Pflanzen abbauen kénnen (fibrolytisch) [63]. Bei der
Behandlung mit Roggen, vor allem bei 46 % gemahlenem und 25% gequetschtem Roggen,
wurde tendenziell ein Anstieg der Firmicutes festgestellt. Eine dhnliche Beobachtung wurde in
einer anderen Studie mit Schweinen gemacht. Bei mit Roggen gefitterten Schweinen waren
Firmicutes hoher und Proteobacteria niedriger als bei Schweinen, die mit Weizen gefiittert
wurden [63]. Der Stamm Bacteroidota war bei acht Stunden der Inkubation mit der
Roggenration 25 % gemahlen haufiger vorhanden als in der Kontrollration ohne Roggen.
Dieses Ergebnis weicht von der oben genannten Studie mit Schweinen ab, in der Bacteroidota

bei unldslichen Faserstoffen zunahm [63].

Auf Gattungsebene zeigen die Ergebnisse, dass Succiniclasticum, Streptococcus,
Ligilactobacillus und Succinivibrionaceae UCG-001 mit der Zeit signifikant stiegen. Im
Gegensatz dazu nahm die relative Abundanz von den Gattungen Pseudoramibacter,

Lactobacillus, Rikenellaceae RC9-gut-group, Olsenella und Treponema mit der Zeit ab. Eine
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Abnahme der Gattungen Uber die Zeit kdnnte darauf hindeuten, dass sich die Bedingungen im
Pansen mit dem Roggengehalt andern, wie zum Beispiel eine Verschiebung der
metabolischen Endprodukte durch veranderte Substratverfugbarkeit oder eine Konkurrenz mit
anderen Bakterien, die besser an die Fermentation von Roggenbestandteilen angepasst sind.
Bei der Behandlung mit Roggen war besonders Acetitomaculum in allen Roggenrationen
haufiger vertreten. Acetitomaculum ist eine Gattung, die vor allem Acetat produziert.
Succiniclasticum zeigte nach acht Stunden der Fermentation in allen Roggenrationen einen
tendenziellen Anstieg, was auf seine Fahigkeit hindeutet, Succinat, ein Zwischenprodukt der
Fermentation, weiter zu Propionat zu verarbeiten. Dies kdnnte zu einer besseren Effizienz der
Energiegewinnung aus der Nahrung fiihren und somit eine verbesserte Nutzung von Succinat
ermdglichen. Andererseits koénnte diese Aktivitdt auch mit einer verminderten
Butyratproduktion in Konkurrenz stehen [67]. Bei Succinivibrionaceae UCG-001 sank der
Gehalt bei 46 % gemahlenem und gequetschtem Roggen im Vergleich zur Kontrollgruppe,
was moglicherweise auf eine Verschiebung des Fermentationsspektrums von starke- zu
faserabbauenden Mikroorganismen hinweist, da Succinivibrionaceae UCG-001 bei hdherem
Gehalt an nicht fasrigen Kohlenhydraten zunimmt [64, 68]. Da diese Gattung eng mit der
Produktion von Succinat verbunden ist [64], kdnnte auch die verstarkte Vermehrung von
Succinat-verwertenden Bakterien wie Succiniclasticum ihren Ruckgang erklaren.
Succinivibrionaceae UCG-001 dirfte auch zur Proprionatproduktion beigetragen haben [69],
weil etwa 40 % des Pansenpropionats aus der Succinatmetabolisierung kommen [70]. Andere
Gattungen wie Ligilactobacillus, Prevotellaceae oder Elusimicrobium zeigten lediglich Trends
zur Reduktion, die auf eine mogliche Beeinflussung durch Roggen hinweisen kdnnten.
Prevotella kann neben Hemicellulose auch Starke, Zucker und Proteine abbauen. Diese breite
Substratnutzung ermdglicht es, stabil in verschiedenen Futterungsszenarien prasent zu
bleiben, auch wenn die Hemicelluloseverfiigbarkeit schwankt [71, 72]. Butyrat wird von

Prevotella in Konzentrat-reicher Nahrung produziert [69].

Zu erkennen ist, dass sich in dieser Untersuchung die relative Haufigkeit mancher Bakterien
signifikant anderte. Eine Umstellung des Futters scheint, laut Kumar et al. (2015) jedoch wenig
Einfluss auf die Haufigkeit von methanogenen Archaeen zu haben [73]. Dieses Ergebnis
wurde auch in dieser Arbeit beobachtet. Die Ration hatte keinen signifikanten Einfluss und der
Zeitpunkt wies auch nur einen Trend zur Signifikanz auf. Methanobrevibacter ist die am
haufigsten vorkommende Gattung innerhalb der Archaeen im Verdauungstrakt von

Pflanzenfressern [74]. Die Methanbildner befinden sich sowohl in der Pansenflissigkeit,
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angeheftet an Partikel oder am Pansenepithel des Wirts [75]. An dieser Stelle muss jedoch
erwahnt werden, dass die Bestimmung der Archaeen Uber das 16S rRNA Gen nicht alle

Gattungen umfasst.

Ein wesentlicher Aspekt bei der Bewertung der Ergebnisse ist daher die Bericksichtigung der
Limitationen des RUSITEC-Systems. Im Pansen zeigen sich Unterschiede in den mikrobiellen
Gemeinschaftsprofilen der verschiedenen Darmregionen, wobei zwischen Mukosa (Bakterien,
die mit dem Pansenepithel verbunden sind) und Lumen (freilebende oder an Partikel
anhaftende Bakterien in der Flussigkeit) differenziert wird [14, 76, 77, 78]. Als in-vitro-Modell
kann das RUSITEC-System die physiologischen Bedingungen eines lebenden Pansens nicht
vollstandig widerspiegeln, da vor allem die Pansenwand fehlt. Dadurch sind hier
mukosaassoziierte Bakterienarten, darunter auch einige Buttersdureproduzenten nicht
gewachsen. Auch die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf in-vivo-Bedingungen bleibt unklar,
vor allem aufgrund der unterschiedlichen mikrobiellen Gemeinschaften in verschiedenen
Darmregionen, die im RUSITEC-System nicht vollstandig abgebildet werden. Fir zukilnftige
Untersuchungen ware es sinnvoll, in-vivo-Studien mit Kaélbern durchzufihren, um die
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf reale Bedingungen zu Uberprifen. Besonders der Einfluss
von Roggen auf die Butyratproduktion sollte weiter untersucht werden. Auch die Auswirkungen
von Roggen auf die Pansenentwicklung sind von Interesse. Fiir die vorliegende Diplomarbeit
wurden ausschliellich die Mikrobiomdaten herangezogen. Fiir ein umfassenderes Bild ist es
aber wichtig, weitere Ergebnisse der Studie, wie SCFA-Konzentration, die Methanproduktion
oder den pH-Wert zu betrachten. Bei kulturabhangigen Methoden wird die tatsachliche
mikrobielle Vielfalt im Pansen unterschatzt, da nur ein Bruchteil der Mikroorganismen
kultivierbar ist [14]. Es kann zu Veranderungen in der mikrobiellen Gemeinschaft kommen, die
nicht genau der in-vivo-Situation entsprechen und so auch den Vergleich zwischen adulten
Milchkihen und Kalbern erschweren [14]. Auch durch das Fehlen von Kélbern als Wirt werden
wichtige Wechselwirkungen zwischen Mikrobiom und Wirt nicht erfasst, was besonders fur die
Beurteilung von Tiergesundheit und Leistung wichtig ist. Weiters verliefen die Experimente im
RUSITEC-System Uber einen kurzen Zeitraum, womit Langzeiteffekte schwer zu untersuchen
sind. Daruber hinaus unterscheiden sich die standardisierten und kontrollierten Bedingungen
des RUSITEC-Systems von den schwankenden Umweltbedingungen im Pansen lebender
Tiere, was die Ubertragbarkeit der Ergebnisse einschrankt. Um die Auswirkungen von Hybrid-
Roggen auf die Butyratproduktion und die Pansenentwicklung bei Kalbern umfassend zu

untersuchen, sind daher weiterfihrende Untersuchungen, besonders in-vivo-Studien mit
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Kalbern, notwendig. Der Einfluss einer roggenbasierten Gesamtmischration auf die Pansen-

und Darmentwicklung unter realitdtsnahen Bedingungen ist dabei von besonderem Interesse.

5 Conclusio

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Futterzusammensetzung, besonders der
Roggenanteil, die Struktur der mikrobiellen Gemeinschaft signifikant beeinflusst hat. Die
Ergebnisse zeigen, dass Roggen, vor allem in gemahlener Form und bei hoheren
Konzentrationen, die Zusammensetzung des Mikrobioms signifikant verandert, ohne die
mikrobielle Diversitat zu beeintrachtigen. Dies kénnte sich positiv auf die Pansengesundheit

und eine effektivere Nahrstoffnutzung auswirken.

Die Hypothese, dass der Roggen den Anteil an butyratbildeten und faserabbauenden
Bakterien im Pansensimulationssystem erhdht, konnte bestatigt werden. Eine genauere
Untersuchung der einzelnen Bakterien, vor allem der Firmicutes und deren Vertreter ware fir
zuklinftige Studien von Bedeutung, um die beobachteten Effekte weiter zu tGberprifen. Um die
Auswirkungen der mikrobiellen Verschiebungen auf die Tiergesundheit und -leistung besser
zu verstehen, sind weitere Untersuchungen unter realitatsnahen Bedingungen erforderlich, vor

allem in-vivo-Studien mit Kalbern.
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