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1. EinfUhrung

1.1 Gegenstand und Ziele des Vorhabens

Strategien zur Reduktion klimaschadlicher Emissionen aus der Tierhaltung stellen global
eine grol3e Herausforderung dar und werden daher intensiv beforscht. Im Jahr 2014 wurden
in Deutschland rund 58 % des klimawirksamen Spurengases Methan von der Landwirtschaft
emittiert. Dazu trugen Milchkiihe den grof3ten Anteil bei (UBA 2016). Die Rinderhaltung
rickte als Hauptverursacher anthropogener Methanemissionen in das oOffentliche Interesse,
da Methan von Wiederkduern bei der Verdauung von Futterbestandteilen durch die ruminale
Methanogenese gebildet wird.

In der Literatur finden sich Hinweise, die fir eine wirtsspezifische Variation der
Methanemissionen bei Wiederkduern sprechen und somit Ansatzmoglichkeiten zur
Entwicklung von Zuchtstrategien zur Minderung der Methanemissionen bieten (s. z.B.:
BRADE et al. 2016, HAYES et al. 2016). So zeigten WEIMER et al. (2010), dass die
mikrobiologische Besiedlung des Rinderpansens stark wirtsabhdngig und auRerdem relativ
stabil ist. Sie fUhrten ein Experiment mit laktierenden Milchkihen durch, bei dem Uber eine
Fistel mehr als 95% des Panseninhaltes entnommen und im Anschluss daran ein Austausch
der Panseninhalte zwischen zwei Kihen vorgenommen wurde. Die Tiere wurden danach
ausgewahlt, dass sie bei gleicher Fiitterung moglichst groRe Unterschiede hinsichtlich ihrer
ruminalen Mikroflora zeigten. Innerhalb von zwei bis neun Wochen verénderte sich die
Zusammensetzung des Mikrobioms wieder in Richtung der Ursprungsgemeinschaft. Die
Forscher erklarten diese Beobachtung damit, dass bestimmte Bakterienstdmme besser oder
schlechter an die jeweiligen physiologischen Gegebenheiten im Pansen des Wirtstieres
angepasst seien, so dass sie sich auch bei einem so massiven Eingriff wie dem oben
skizzierten ihre alte Nische zurtickerobern kdnnen. Die Wechselwirkungen zwischen Kihen
und ihren Mikroorganismen im Pansen weisen auf einen unmittelbaren Einfluss der Genetik
einer Kuh auf die Besiedlung ihres Pansens mit Mikroorganismen hin. VAN ENGELEN et al.
(2015) schatzten fur das Merkmal eine Heritabilitat von 0,12 bis 0,44 und stellten damit die
zichterische Relevanz heraus. Genetisch-ziichterische Strategien zur Emissionsreduktion
erfordern jedoch eine umfangreiche tierindividuelle Datenerhebung des individuellen
MethanausstoRes in praxi. Die direkte Erfassung der Methanproduktion in
Respirationskammern ist technisch aufwandig und kostenintensiv und kann aus diesem
Grund nur an wenigen Tieren durchgefuhrt werden. Vor diesem Hintergrund wurde nach
geeigneten Alternativen zu den durchsatzschwachen Respirationskammern gesucht und

neue Verfahren, wie die Nutzung von Indikatormerkmalen, diskutiert. Ein interessanter
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Ansatzpunkt ist die Verwendung des fékalen Archaeolgehaltes als Hilfsmerkmal zur
Quantifizierung der Methanausscheidung. Archaeol ist das Membranlipid der methanogenen
Archaeen welches sich im Kot nachweisen lasst. In einer Pilotstudie untersuchten GILL et al.
(2010) den Kot verschiedener herbivorer Tierarten (Wiederk&uer und Nicht-Wiederkauer)
und stellten fest, dass sich Archaeol lediglich im Kot von Wiederkauern nachweisen lasst. Da
Archaeol in unterschiedlichen Konzentrationen im Kot auftrat, schlussfolgerten GILL et al.
(2010), dass Archaeol als Biomarker fur die Methanogenese Anwendung finden kdnnte.
Diese Hypothese konnte durch eine weitere Studie untermauert werden (GILL et al. 2011).
MCCARTNEY et al. (2013) beobachteten eine signifikante lineare Beziehung zwischen dem
Methanaussto3 und dem Archaeolgehalt im Kot wunter Bericksichtigung der
Trockenmasseaufnahme (R? = 0,53).

Es bedarf auf diesem Gebiet intensiver Forschungsaktivititen hinsichtlich
Klimagasentstehung und den Mdéglichkeiten ziichterisch auf den Methanaussto3 Einfluss zu
nehmen. Die Bewertung von einer Vielzahl an Kidhen hinsichtlich ihres individuellen Beitrags
zu unmittelbar klimarelevanten KenngréRen ware nur unter Anwendung kostenginstiger und
praxistauglicher Methoden realisierbar. Weitere Studien waren erforderlich, um die
Korrelation zwischen fékaler Archaeolkonzentration und Methanproduktion genauer zu
schatzen, den Einfluss des Laktationsstadiums préziser zu untersuchen und somit die
Eignung von Archaeol als Biomarker fur die Methanproduktion zu Gberprifen.

Das wissenschaftliche Ziel des Forschungsvorhabens war die Validierung der indirekten
Methode zur Quantifizierung des Merkmals Methanoutput mittels des fakalen
Archaeolgehaltes bei Rindern. Mittel einer Longitudinalstudie an der gut phanotypisch
untersuchten Versuchsherde in Karkendamm sollte dariber hinaus die Variation der
Archaeolausscheidung in der Trockenstehphase sowie im Laktationsverlauf untersucht
werden. Dies liefert erstmalig neueste Erkenntnisse tber die Konstitution der untersuchten
Subpopulation hinsichtlich der Archaeolausscheidung. Die Bedeutung fixer Einflussfaktoren
sollten ermittelt werden, um optimierte Managementstrategien fur gro3e Herden zu
konzipieren. Verfolgt wurde das Ziel, ein neuartiges Verfahren zu etablieren, welches die
Schatzung der Einzeltieremissionen bei Rindern erstmals auch unter Standardbedingungen

in der Praxis erméglichen konnte.

Kernziele des Projektes:

» Evaluierung einer indirekten Methode zur Bestimmung der Methanemissionen uber
Archaeol im Kot von Rindern.

> Uberprufung der Robustheit von Archaeol als Indikator fir die tierindividuelle
Methanbildung.



» Merkmalserhebung fur fakalen Archaeolgehalt an einer groRen Anzahl von Tieren
erstmalig unter Praxisbedingungen.

» Analyse der Archaeolausscheidung und ihrer Variation bei Milchkihen in
verschiedenen Produktionsstadien.

1.2 Planung und Ablauf des Projektes

Um den Archaeolgehalt im Kot zu bestimmen, waren aufwendige und zeitintensive
Laborarbeiten notwendig. Im Rahmen des Projektes wurde daher direkt mit Beginn die
Etablierung und Validierung der mengenmaRigen Archaeolbestimmung mittels
gaschromatographisch-massenspektrometrischer Analyse vom Projektpartner dem Institut
far Ernahrungsphysiologie ,Oskar Keller* am FBN Dummerstorf durchgefiihrt (GORS et al.,
2016).

Erste Projektphase:

Zunachst wurde die Beziehung zwischen fakaler Archaeolkonzentration in n = 180 Kotproben
gemessen und der Methanbildung anhand zehn laktierender Kihe der Versuchsherde
Karkendamm, die im Rahmen eigener Vorarbeiten bereits im Jahr 2012 eine Versuchsphase
in den Respirationskammern des Leibniz-Institutes fur Nutztierbiologie in Dummerstorf
durchlaufen hatten, Uberprift. Wahrend dieser Vorversuchsphase (d.h. im Rahmen der
eigenfinanzierten Vorarbeiten) haben die Tiere eine totale Mischration vom Versuchsbetrieb
Karkendamm erhalten. Dadurch konnte eine spatere Ubertragung und Implementierung der
Methode in den versuchsbetrieblichen Alltag in Karkendamm gewdhrleistet werden, da
gegenwartig bekannt ist, dass die Methanausscheidung erheblich durch die
Futterzusammensetzung beeinflusst wird (JOHNSON und JOHNSON, 1995).

Erganzend zu den analysierten Kotproben wurde auf eingelagerte Kotproben (n = 64) friher
durchgefuhrter Dummerstorfer Versuche, in denen standardmafiig ebenfalls Methan erhoben
wurde, zurtickgegriffen und deren Archaeolgehalt analysiert, um die Datenmenge zu

erhohen.

Zweite Projektphase:

AnschlieRend wurden im Rahmen der zweiten Projektphase in gréRerem Umfang wiederholt
Kotproben von 40 Karkendamme-Tieren in der 1., 2. bzw. 3. Laktation (n = 380) gesammelt
und deren Archaeolgehalt analysiert. Die Sammlung der Kotproben in der Karkendamm-
Herde startete direkt nach dem Einstellen der Doktorandin im Februar 2014. Es erfolgten

wiederholte Beprobungen im Laktationsverlauf, sodass ein Jahr lang einmal wdchentlich die
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Probennahme stattfand. Fir jede Kuh war die letzte Probe in der Trockenstehphase geplant,
sodass im August 2015 die Kotprobennahme auf Karkendamm abgeschlossen wurde.

Das auf dem Versuchsbetrieb routinemaRlig erhobene Datenmaterial (z.B. Milchmenge,
Milchinhaltstoffe, Futteraufnahme, Energiebilanz, Kdérperkondition und Gesundheitsdaten)
wurde fir den gesamten Beprobungszeitraum aus der Datenbank extrahiert und auf
Plausibilitdt Uberprift. Basierend auf dem aus der Beprobung der Karkendamm-Herde
resultierenden Datensatz wurde ein Modell entwickelt, welches die Abhangigkeit der
Archaeolausscheidung von Umweltparametern bericksichtigt und dieses neue Merkmal
bestmdglich abbildet. Im Anschluss an die Modellevaluierung wurden Wiederholbarkeiten fir
die tierindividuelle Archaeolausscheidung als Indikator fir die Methanogenese geschéatzt
werden. AufRerdem wurden tierbedingte Korrelationen zwischen der Archaeolausscheidung
und zichterisch bedeutsamen Merkmalen (wie z. B. Milchmenge, Milchinhaltsstoffe,
Futteraufnahme) bestimmt. Anhand dieser Schatzwerte wurde der zlchterische
Handlungsspielraum fir die Minderung der Methanausscheidung mit Hilfe des fakalen

Biomarkers Archaeol abgeschatzt.

Einzelne Arbeitsschritte in chronologischer Reihenfolge:

1. Etablierung der Archaeol-Analytik im Kot mittels GC-MS (vom FBN Dummerstorf)
2.Kotprobensammlung auf dem Versuchsbetrieb Karkendamm (Feb. 2014 - Aug. 2015)
3.GC-MS-Analytik der unten aufgelisteten Kotproben (vom FBN Dummerstorf)
- 180 Einzelkotproben aus Kammer-Versuch mit Karkendamm-Tieren
- 64 Einzelproben aus weiteren FBN-Versuchen
- 150 Proben aus wiederholter Beprobung von 30 Karkendamm-Kihen wéhrend
der Laktation
- 60 Proben aus wiederholter Beprobung einer Subgruppe (n = 18) der o.g. 30
Kihe Uber einen Zeitraum von einem Monat (Probenahme in einwdchigem
Intervall)
4. Statistische Auswertung der Ergebnisse
4.1. Verarbeitung der Respirationskammerdaten
4.1.1. Berechnung phanotypischer Korrelationen zwischen Methanausscheidung
und Archaeolkonzentration im Kot
4.1.2. Identifizierung von Einflussfaktoren auf die fékale Archaeolausscheidung
4.2. Auswertung der Praxisdaten
4.2.1. Modellevaluierung fur das Merkmal Archaeolausscheidung

4.2.2. Ermittlung fixer Einflussfaktoren und Wiederholbarkeitsschatzung
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4.2.3. Schatzung phanotypischer Korrelationen zwischen der Archaeol-

ausscheidung und zlichterisch bedeutsamen Merkmalen

1.3 Anknupfung an wissenschaftlichen und technischen Stand

Methan ist ein farb- und geruchloses Gas, welches bei Wiederkduern vornehmlich im
Pansen (87 %) und zu einem geringen Teil im Dickdarm (13 %) produziert wird (GRESSLEY
et al,, 2011; MURRAY et al. 1976). Es entsteht als Géargas beim mikrobiellen Abbau
organischer Substanzen unter strikt anaeroben Bedingungen. Die verantwortlichen
Methanbildner sind Mikroorganismen der Doméne Archaea. Beim Abbau komplexer
Polysaccharide wird Wasserstoff (Hz) von den meisten methanogenen Archaeen als
Energiequelle genutzt und dabei in Verbindung mit Kohlenstoffdioxid (CO2) zu Methan (CHy)
verstoffwechselt: 4H, + CO, > CH4 + 2H>0

Die im Pansen gebildeten Gase setzen sich zusammen aus 20 bis 40 % Methan und 40 bis
70 % Kohlenstoffdioxid (VON ENGELHARDT, 2010). In den Pansengasen sind neben
Methan und Kohlenstoffdioxid auch sehr geringe Mengen Stickstoff und Wasserstoff
enthalten (JEROCH et al., 2008). Die Fermentationsgase Methan und Kohlenstoffdioxid sind
nicht weiter verstoffwechselbar und werden hauptséchlich Uber einen vom Nervus vagus
ausgelosten Reflex, den Ruktus, durch die Speiserbhre nach aufRen abgegeben (IMMIG,
1996; KOLB, 1989; KIRCHGESSNER et al., 2011]. Das von Rindern produzierte Methan
stellt einen Bruttoenergieverlust von 55 kJ/g dar (FLACHOWSKY und BRADE, 2007),
sodass der Milchkuh zwischen 6 und 12 % der verdaulichen Energie verloren gehen
[O'NEILL et al. 2012; JOHNSON und JOHNSON, 1995]. Ein Milchrind produziert zwischen
2001 und 6001 Methan pro Tag, was u.a. vom gegenwartigen Trachtigkeits- oder
Laktationsstadium des Tieres abhéngt (GARNSWORTHY et al., 2012a; KREUZER, 2011).
Eine Minderung der ruminalen Methanproduktion ist demnach sowohl im Sinne einer
ressourceneffizienten Produktion als auch im Hinblick auf die globale Klimaentwicklung
erstrebenswert.

Die Aktivitdit methanogener Archaeen als letztes Glied der anaeroben Nahrungskette stellt
einen naturlichen und verdauungsphysiologisch notwendigen Prozess dar, welcher nur sehr
eingeschrankte produktionsphysiologische und produktionstechnologische Reduktions-
anséatze bietet. Effizienteres Management und eine Prozessoptimierung fuhren nur
geringgradig zu einer Senkung von Methanintensititen. Die Einflussnahme Uber das
Futterungsmanagement wurde bereits relativ frih intensiv erforscht (MILLS et al., 2003;
ESTERMANN et al., 2002; JOHNSON und JOHNSON, 1995). Die Gestaltung der Ration
spielt fur die Menge an ruminal produziertem Methan eine entscheidende Rolle. So kann der

Methanausstol3 in Abhéngigkeit von der Rationszusammensetzung nachweisbar erhéht oder
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verringert werden. Auch die Futteraufnahme (bt einen entscheidenden Einfluss auf die
Methanproduktion aus. Tiere, die ad libitum gefittert werden, neigen zu einer hoheren
Methanproduktion als Tiere unter restriktiver Futterung (MCALLISTER et al., 1996). Die
umfassenden Moglichkeiten mittels gezielter Fitterung tierische Methanemissionen zu
senken sind eingehend erforscht worden, allerdings wurden auch ihre Grenzen aufgezeigt.
Der grof3te limitierende Faktor stellt hier die Rationszusammensetzung dar, da diese stets
wiederkduergerecht gestaltet sein muss (COTTLE et al.,, 2011; HOOK et al., 2010;
BEAUCHEMIN et al.,, 2008; FLACHOWSKY und BRADE, 2007; BOADI et al., 2004;
WRIGHT et al., 2004).

Uber die Einflisse der Fitterung hinaus ist bekannt, dass die verschiedenen
Mikroorganismen miteinander konkurrieren oder Symbiosen eingehen kénnen. Haufig sind
methanogene Archaeen in Symbiose mit Protozoen anzutreffen, die Propionséaurebildner
dagegen konkurrieren mit den methanogenen Mikroorganismen im Pansen um die
verfligbaren Wasserstoffatome (ELLIS et al., 2008). Biotechnologische Zusatze wurden in
diesem Zusammenhang als vielversprechender Minderungsansatz diskutiert, jedoch ist die
Diversitat und funktionelle Plastizitat der methanogenen Gemeinschaft im Pansen ein stark
einschrankender Faktor fir eine erfolgreiche und langfristig wirksame Applikation (MARTIN
et al., 2010).

In der Vergangenheit konnte der Methanausstol? vor allem durch die Leistungssteigerung je
Tier und den dadurch bedingten Riickgang der Rinderbestande beachtlich reduziert werden.
Hier ist aufgrund bestehender Merkmalsantagonismen zwischen Produktions- und
Gesundheitsmerkmalen aber zumindest auf nationaler Ebene zukinftig nur noch wenig
Spielraum gegeben (SCHWERIN et al., 2012).

Die methanogenen Archeaen sowie der eigentliche Vorgang der Methanogenese werden
durch eine Vielzahl weiterer Faktoren beeinflusst. Nennenswerte Einflussfaktoren und
physiologische Charakteristika des Wirtes im Hinblick auf die produzierte Methanmenge sind
Rasse, Alter, Koérpergewicht, Milchleistung, Milch-Fett-Zusammensetzung, Passagerate,
Pansenmaotilitdit, Pansengrofle und Residualfutteraufnahme (GOOPY et al, 2014;
CARBERRY et al., 2013; RICCI et al., 2013; GARNSWORTHY et al., 2012a; MUNGER und
KREUZER, 2008).

Zuchterische MalRRnahmen konnten einen entscheidenden Beitrag zur Emissions-
verringerung leisten, da sie gegeniber anderen permanent und multiplikativ sind.
Methanemissionen zichterisch zu beeinflussen ist bisher nur indirekt, beispielsweise durch
Selektion auf langere Nutzungsdauer, mdglich (FLACHOWSKY und BRADE, 2007).
Welchen Beitrag die Tierzucht zur Emissionsreduktion und damit gleichzeitig zu einer

effizienteren Futternutzung leisten kann, ist jedoch vergleichsweise wenig erforscht.
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Bei der Testung neuer Methoden fir die Quantifizierung der tierindividuellen Methanemission
kommen Respirationskammern haufig als Goldstandard zum Einsatz, da sie zuverlassige
Messwerte liefern und bis dato an Prazision durch keine andere Methode zur direkten
Messung des Methanausstol3es tbertroffen wurden.

Bei Respirationskammern fir groRe Wiederkauer mit offenen Kreislaufen findet ein
kontinuierlicher Austausch mit der Aufenluft statt (DERNO et al., 2009). Die Gase im
Frischluftzulauf sowie die der Abluft werden fortwahrend fur die Gasanalyse gesammelt. Ein
Multi-Gas-Analysegerét untersucht die Gaszusammensetzung dieser Luft. Luftpumpen
sorgen fur die Luftzirkulation mit programmierbaren Flussraten. Anhand der bestimmten
Konzentrationen von Methan, Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid aus der Zu- und Abluft lassen
sich Gasdifferenzen zwischen der AuBRen- und der Innenluft genauestens und in kurzen
Zeitintervallen ermitteln. Daraus resultieren die vom Tier erzeugten und verbrauchten
Gasmengen (MUNOZ et al, 2012). Die Kammern sind mit hochmodernen
computergestiitzten Systemen ausgestattet, mit welchen die Atmosphare im Inneren
genauestens eingestellt und Uberwacht werden kann. So befinden sich im Inneren Sensoren
zur Messung der relativen Luftfeuchte, der Temperatur und des Luftdrucks (STORM et al.,
2012; DERNO et al., 2009). Die Kammertemperatur wird fur die meisten Studien zwischen
10°C und 20°C eingestellt, um eine thermoneutrale Umwelt fir die Tiere zu gewahrleisten
(BEAUCHEMIN und MCGINN, 2006 und 2005; NKRUMAH et al., 2006; MCGINN et al.,
2004). In den Kammern finden sich als Grundausstattung generell ein Futterwiegetrog und
eine Tranke, mit denen die Nahrungs- und Wasseraufnahme erfasst werden. Im hinteren Teil
der Kammern befindet sich Spaltenboden, durch welchen die Fékalien in das Untergeschoss
oder einen Schacht im Boden fallen und gesammelt werden kénnen. Die Kammern sind vom
Menschen Uber eine Luftschleuse begehbar, wodurch Fittern, Melken und Untersuchungen
am Tier ohne unkontrollierten Fremdlufteintrag sichergestellt wird. Benachbarte Kammern
sind mit einer Sichtscheibe ausgestattet, sodass der Sozialkontakt zu anderen Tieren
zumindest eingeschrankt gegeben ist (DERNO et al., 2011).

Neben der hohen Messgenauigkeit zeichnen sich Gaswechselkammern durch den Vorteil
aus, parallel zur Stoffwechselleistung die individuelle Nahrungsaufnahme erfassen zu
kénnen. Es besteht damit die Mdoglichkeit die Beziehung zwischen Futteraufnahme und
Methanausscheidung zu ermitteln. Den Vorteilen und Mdglichkeiten stehen allerdings einige
Limitierungen gegeniber. So sind die Gebaude- und Personalbereitstellung, der
Laboraufwand, die technische Einrichtung und folglich das Betreiben und Instandhalten
solcher Anlagen mit auf3erst hohen Kosten verbunden. Ein weiterer Negativ-Faktor ist der
begrenzte Durchsatz. Der Transport ausgewahlter Tiere zu den Kammern und die
Messphase inklusive Vorbereitung sind zeitintensiv, sodass in den wenigen mit

Gaswechselkammern ausgestatteten Forschungseinrichtungen nur geringe Tierzahlen
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jahrlich untersucht werden kdnnen. Grof3 angelegte Phéanotyp-Untersuchungen sind daher
nicht moglich (PINARES und WAGHORN, 2014).
Fir eine Gaswechselmessung vorgesehene Tiere missen vorab an den mehrtagigen
Aufenthalt in der Kammer gewohnt werden, sodass Stressoren minimiert und reprasentative
Messergebnisse generiert werden konnen (KURIHARA et al. 1999). Diese Adaptionsphase
ist zeitaufwéandig und kann je nach Tier drei Tage bis drei Wochen in Anspruch nehmen. Erst
im Anschluss an das Training und unter der Voraussetzung, dass die Tiere in der Kammer
freiwillig Nahrung aufnehmen, wiederkauen und sich ablegen, kann die Messphase erfolgen.
Aus ethischen sowie arbeitswirtschaftlichen Grunden ist der Aufenthalt der Tiere in den
Kammern zeitlich auf wenige Tage begrenzt. Den Tieren wird wahrend der Messphase nicht
nur der direkte Sozialkontakt zu Artgenossen verwehrt, auch die notwendige Fixierung auf
engem Raum und der daraus resultierende Bewegungsmangel sind Uber einen langeren
Zeitraum tierschutzrelevant. Der Messzeitraum muss wegen der Limitierung sorgfaltig
gewahlt werden. Ungeachtet dessen spiegelt die Messung stets nur ein Auszug des Lebens
eines Tieres wider (DERNO et al., 2011). ldeal waren wiederholte Messungen in
verschiedenen Altersstadien bzw. unterschiedlichen physiologischen Stadien, was jedoch
nur selten realisiert werden kann. Es stellt sich zumeist die Frage, wie reprasentativ die
Messung ist bzw. wie akkurat der Phanotyp der aufgestallten Tiere beschrieben werden kann
(PICKERING et al., 2015; PINARES-PARINO et al., 2013). Letzteres hangt unter anderem
davon ab, wie erfolgreich die Gewdhnung an die Haltungsumwelt in der Kammer war.
Wahrend eines Versuchsdurchlaufs wird den Tieren zu festgelegten Zeiten, gewdhnlich
zweimal taglich, Futter vorgelegt. Haufigeres Futtern ist aufgrund des damit einhergehenden
hohen Arbeitszeitbedarfs i.d.R. nicht praktikabel (JENTSCH et al., 2009; PINARES-PATINO
et al., 2008). Bei Weidehaltung oder auch bei der weit verbreiteten ad libitum Fitterung in
Stallhaltung steht den Tieren frei, GUber den gesamten Tag verteilt Futter aufzunehmen. Die
Kammersituation kann das Fress- oder Grasverhalten in praxi nur mit Einschrénkungen
reflektieren. Schlussfolgernd ist nicht gewahrleistet, dass die in der Kammer ermittelten
Methanausscheidungen auch die Emissionen unter praktischen Bedingungen abbilden
(LOCKYER und CHAMPION, 2001).
Respirationskammern werden haufig als Vergleichsmethode bei der Evaluierung neuer und
zur Verbesserung bestehender Methoden herangezogen und als Goldstandard bezeichnet
(CHAGUNDA et al., 2013; DEIGHTON et al., 2013a; DERNO et al. 2009: JENTSCH et al.,
2009; KURIHARA et al. 1999). Letzteres kann durchaus kritisch hinterfragt werden.
Respirationskammern stellen fiir das Tier eine kinstliche Umwelt dar, in der die
Moglichkeiten, natirliches Verhalten auszuiiben, enorm eingeschrénkt sind. Die motorische

Aktivitat der Tiere ist in den Kammern aufgrund der stark eingeschrankten Bewegungsfreiheit
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deutlich vermindert und auch die Futteraufnahme wird durch die Kammersituation in
unbekannter GréRenordnung beeinflusst (GARNSWORTHY et al., 2012b).
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2. Material und Methoden

Im Folgenden werden Material und Methoden, die in den zwei Phasen des Projektes (1.
Auswertung des Kammerversuchs und 2. Praxisversuch) zur Anwendung kamen, separat
erlautert. Die statistischen Auswertungen erfolgten mittels des Softwarepaketes SAS (SAS
Institute Version 9.4, 2013).

2.1 Auswertung Kammerversuch — Erste Projektphase

Als Vorarbeit zum Versuchsvorhaben ,MethanA’ wurde im Jahr 2012 eine Untersuchung vom
Institut fur Erndhrungsphysiologie ,Oskar Kellner’ des Leibniz-Instituts fur Nutztierbiologie
(FBN) in Dummerstorf in Zusammenarbeit mit dem Institut fr Tierzucht und Tierhaltung der
Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel (CAU) durchgefiihrt. Daflir wurden im Zeitraum vom
26. Juni bis zum 6. Dezember 2012 zehn Kihe vom Versuchsbetrieb Karkendamm des
Instituts fUr Tierzucht und Tierhaltung der CAU fur die experimentelle Untersuchung in
Respirationskammern beim FBN Dummerstorf (DERNO et al., 2009) eingestallt. Der fir die
Durchfiihrung eines  Tierversuchs obligatorische Tierversuchsantrag geman
Tierschutzgesetz wurde am 21. Marz 2012 gestellt und vom Landesamt fiir Landwirtschaft,
Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern (LALLF MV) mit Schreiben
vom 7. Mai 2012 genehmigt.

Das Tiermaterial umfasste weibliche laktierende Milchrinder der Rasse Deutsche Holstein.
Ausgewahlt wurden vier erstlaktierende und sechs zweitlaktierende Kihe, um den Einfluss
der Laktationsnummer auf die analysierten Stoffwechselparameter untersuchen zu kénnen.
Die Tiere wurden rund drei Wochen vor Messbeginn in den Stallanlagen des Leibniz-Instituts
eingestallt. Fir eine moglichst stressarme Versuchsdurchfilhrung fand zunachst eine
Gewohnung der Tiere an die Kammerbedingungen statt. Dafir hielten sie sich vorher
mindestens dreimal fir vier Stunden in die Kammern auf. Eine Adaptation galt als
erfolgreich, wenn die Tiere die Kammern freiwillig betraten, darin Ruhe bewahrten und neben
der Futter- und Wasseraufnahme auch Wiederkauen und Ablegen zeigten. Es erfolgte immer
mindestens eine paarweise Haltung mit Sichtkontakt durch eine grof3e Acrylglasscheibe
zwischen den Kammern, um den kurzzeitigen Sozialentzug moéglichst gering zu halten.
Daruber hinaus konnten die Tiere durch Vokalisation miteinander kommunizieren.

Jedes Tier durchlief die Gaswechselmessung in den Stoffwechselkammern fir grof3e
Wiederkauer zwei Mal zu definierten Laktationsstadien (100. +£3 und 135. +3 Laktationstag, s.
Abbildung 1). Die Terminierung der Kammeraufenthalte begrindete sich damit,
sicherzustellen, dass die Tiere zum Zeitpunkt des Einstallens in die Kammern keiner

zusatzlichen physiologischen Belastung ausgesetzt sind, da Hochleistungskiihe zu Beginn
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der Laktation ein teils recht lange andauerndes postpartales Energiedefizit aufweisen und
auf Grund von friheren Publikationen der Arbeitsgruppe (BUTTCHEREIT et al., 2010) davon
ausgegangen werden kann, dass die Defizitphase bis zu den fir die Kammeraufenthalte
gewahlten Zeitpunkte Gberwunden ist.

! Eintreffen der Tiere |
i in Dummerstorf

l Eingewthnung Respirations- |  Adaptation an Dummerstorfer Respirations-

(Karkendammer Ration
Ration) messung [ messung i1
— 20d —brt— 3d " 33d :; id —
100. Laktationstag | ! 135. Laktationstag |

Abbildung 1. Experimentelles Design des Vorversuches zum Projekt MethanA (ZIESLER,
2013).

Nachdem die erste Gaswechselmessung abgeschlossen war, wurden die Tiere
vorubergehend im Liegeboxenlaufstall gehalten und es erfolgte eine Adaption von
mindestens vier Wochen an eine neue Ration. AnschlieBend wurde die zweite
Respirationsmessung durchgefihrt. Der Abbildung 2 ist zu entnehmen, in welcher zeitlichen

Abfolge die Tiere den Versuch durchliefen.
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Abbildung 2. Chronologie der Versuchsdurchldufe in den Respirationskammern (LINDENA,
2013).

18



Das experimentelle Design umfasste den Einsatz zweier verschiedener Rationen. Vor und
wahrend der ersten Messphase wurde eine starke- und energiereiche Gesamtmischration
(SR: 178 g Starke und 7,2 MJ NEL/kg TS) verfittert. Im Anschluss an eine 33-tédgige
Futterumstellung erfolgte die zweite Messphase mit einer faserreicheren und
energiedrmeren totalen Mischration (FR: 99 g Starke und 6,7 MJ NEL/kg TS; s. Tabelle 1).

Tabelle 1. Futterbestandteile und chemische Zusammensetzung der zwei verschiedenen

Rationen wéhrend der Respirationsmessungen.

SR Ration FR Ration
(Karkendammer) (Dummerstorfer)
Bestandteil, g/kg TM
Anwelksilage 217 279
Maissilage 317 177
Luzerneheu 16 -
Luzernesilage 5 -
Heu - 42
Stroh - 83
Trockenschnitzel - 131
Kraftfuttermischung 368 214
Sojaextraktionsschrot,
44% CP 55 64
Mineralfuttermischung 22 10
Chemische
Zusammensetzung
Trockenmasse (TM),
g/kg OM 525 552
Rohprotein, g/kg TM 183 174
Ronhfett, g/kg TM 44 27
Rohfaser, g/kg TM 170 190
Starke, g/kg TM 178 99
Zucker, g/kg TM 50 61
NDF, g/kg TM 324 349
ADF, g/kg TM 210 205
NE;, MJ/kg TM 7.2 6.7

Ein weiterer Aspekt der experimentellen Gaswechselmessung war die terminierte Restriktion
der Futtervorlage zum zweiten und dritten Tag in der Stoffwechselkammer (s. Tabelle 2). Auf
diese Weise sollte (im Rahmen einer Masterarbeit von Frau J. Ziegler) tGberpruft werden,
inwieweit der Methanaussto3, welcher vorrangig durch die Hohe der Futteraufnahme

bestimmt wird, ein Basislevel erreicht.
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Tabelle 2. Fiitterungsregime zum Zeitpunkt der Gaswechselmessungen.

Kammertag  Uhrzeit Futterungsmenge

1 07:00 ad libitum
15:00 ad libitum

2 07:00 50% vom 1.Tag
15:00 5% vom 1.Tag

3 07:00 5% vom 1.Tag
15:00 ad libitum

So bekamen die Tiere am ersten Respirationstag Futter zur freien Verfugung (ad libitum).
Am zweiten Respirationstag zur Morgenfiutterung des zweiten Tages erhielten die Tiere
lediglich 50 % der Futtermenge, welche sie am Vortag aufgenommen hatten. Eine starke
Restriktion fand dann zur Abendfiitterung sowie zur Morgenfitterung des dritten Tages statt
mit nur 5% der Ersttagesfutteraufnahme. Hierdurch wurde ein Zustand Kkurzfristiger
Unterernahrung induziert. Eine erneute ad libitum Fltterung wurde am Abend des dritten
Tages gewahrt. Die individuelle Futteraufnahme jeden Tieres wurde Uber die Wiegetrdge in
den Respirationskammern erfasst und bildete die Grundlage zur Bestimmung der
Futterungsmenge. Die Temperatur in den Respirationskammern betrug 15°C und ein Tag-
Nacht-Rhythmus mit 13 stiindiger Hellphase wurde simuliert. Das Einstallen in die Kammer
erfolgte jeweils am Montag 14:30 Uhr. Die Versuchstiere befanden sich ab da 90 Stunden in
den Respirationskammern. In dieser Zeit wurde die Gaswechselmessung fir dreimal
24 Stunden durchgefiihrt. Das Ausstallen fand jeweils Freitag um 07:00 Uhr statt. Die
Lebendmasse der Tiere wurde direkt vor dem Einstallen in die Respirationskammer fur den
ersten Respirationstag und nach Abschluss der Gaswechselmessung fiir den dritten
Respirationstag ermittelt. Der Wert flr den zweiten Respirationstag ergab sich aus dem
arithmetische Mittel aus Anfangs- und Endlebendmasse.

Wahrend des Kammeraufenthaltes wurde den Tieren zweimal taglich um 07:00 Uhr und
15:00 Uhr Futter vorgelegt (vgl. Abbildung 3). Noch vor der Fitterung wurden die Tiere um
06:30 und 15:30 Uhr gemolken und die tagliche Milchmenge dokumentiert. Zur Bestimmung
der Milchinhaltsstoffe erfolgte die Entnahme wvon Proben aus den Abend- und
Morgengemelken, welche vom Landeskontrollverband fur Leistungs- und Qualitatsprifung
Mecklenburg-Vorpommern e. V. (LKV) in Gistrow hinsichtlich Fett-, Eiwei3- und
Laktosegehalt mittels Infrarotabsorption analysiert wurden. Die energiekorrigierte
Milchmenge (ECM; energy corrected milk yield) wurde mit der Formel nach REIST et al.
(2002) berechnet.

20



=N EREEEE

I ! 1 ! 1 ' 1 ! 1 ' I ! 1 ! I J 1 1 | ! 1 ! ! >
6:00 700 8100 9100 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700h

A T
Melken - Melken

Rektaltemy Rektaltemy

M essung Futterung MESUNE Futterung
Respimessung|
Start

Abbildung 3. Zeitstrahl eines Tagesablaufs an den Respirationstagen (ZIESLER, 2013).

Wahrend der Gaswechselmessungen wurde dreimal taglich circa 300g Kot durch Entnahme
aus dem Mastdarm gewonnen (06:30, 10:00 und 15:00 Uhr). Die Kotgreifproben wurden 48
Stunden bei 60°C getrocknet, anschlieBend auf < 1mm PartikelgréRe vermahlen und in
luftdicht verschlossenen GefalRen bei Raumtemperatur gelagert. Die Isolierung von Archaeol
aus den Kotproben und die Bestimmung der Archaeolkonzentration wurde mittels
gaschromatografisch-massenspektrometrischer Analyse am Institut fir Ernéahrungs-
physiologie ,Oskar Kellner’ (FBN) durchgefiihrt (GORS et al., 2016, vgl. Schlussbericht
MethanA, FBN Dummerstorf).

Mit Hilfe der SAS-Prozedur GLM wurde zunachst Uberprift, ob sich die Methanproduktion
sowie assoziierte Merkmale in Abhéangigkeit von i) Laktationsstadium bzw. Ration und ii)
Laktationsnummer signifikant (P < 0,05) unterschieden. AnschlieBend wurde eine einfache
lineare Regressionsanalyse angewandt, um die Beziehung zwischen 24-h-Methanbildung
(L/d) und dem Gehalt an fakalem Archaeol aus drei taglichen Proben (ug/g Kot-TM) mittels
der Prozedur REG in SAS zu analysieren. Relevante fixe Einflussfaktoren sowie mogliche
Korrelationen zwischen den wiederholten Messungen am gleichen Tier wurden dabei im
Modell mitbertcksichtigt.

Das folgende Modell wurde verwendet, um gleichzeitig den Einfluss der Ration und des

Laktationsstadiums fir die Beziehung zwischen Methan und Archaeol zu schéatzen:
Yjj= M + triali + b x x; + €j,
yi = Merkmal Methan als abhéngige Variable, dargestellt als CH4 L / kg TMA, CH4
pro kg Milch, CHs; pro kg ECM, CHs pro kg Starkeaufnahme, CHs pro kg

Rohproteinzufuhr, CHs pro kg Rohfettaufnahme, CHs pro kg

Rohfaseraufnahme, CHs4 pro kg Saure Detergenzienfaser (ADF) Aufnahme,
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CH4 pro kg neutrale Detergenzienfaser (NDF) Aufnahme und CHs pro kg
Zuckeraufnahme

p = allgemeiner Mittelwert

trial; = fixer confoundeter Effekt von Rationstyp und Laktationsstadium (i = 2)

b = Regressionskoeffizient flr abhangige Variablen auf Archaeolkonzentration

xjj = Kovariate der Archaeolkonzentration innerhalb des Versuches i

ej = zufalliger Resteffekt.

Die Regressionskoeffizienten wurden auch separat fur die zwei Kammerversuche geschatzt,
aber nur im Falle von signifikanten Unterschieden auch unterschiedlich behandelt. Dartiber
hinaus wurde eine univariate Analyse der Varianz auf Trockenmasseaufnahme und
Wasseraufnahme fir die Merkmale Methanproduktion und fakale Archaeolkonzentration

angewendet. Die Annahme der statistischen Signifikanz des Modells erfolgte bei P < 0,05.

2.2 Praxisversuch — Zweite Projektphase

Fur die an die erste Projektphase anschlieRenden Untersuchungen zum fékalen
Archaeolgehalt in der Praxis wurden auf dem Versuchsbetrieb Karkendamm des Instituts fiir
Tierzucht und Tierhaltung der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel zwischen Januar 2014
und August 2015 von 42 Kihen (12 Reservetiere) der Rasse Deutsche Holstein in den
Laktationen 1, 2 sowie 3 wiederholt Kotproben im Verlauf der Laktation gesammelt
(Zeitraum: Beginn kurz vor der Kalbung bis zehn Tage nach dem Trockenstellen, s. Abb. 4).
Die routinemaRige Datenerfassung auf dem Versuchsbetrieb beinhaltet die Parameter
tagliche Milchmenge, Futteraufnahme, Lebendmasse, wochentliche Milchinhaltstoffe und
monatlicher Body Condition Score (BCS). Zweimal taglich wurde eine Mischration ad libitum
vorgelegt. Da nicht-laktierende Kiihe getrennt von laktierenden Tieren in einem anderen
Stallkomplex gehalten werden, waren die Futteraufnahme-Daten, welche mit Hilfe von
Futterwiegetrogen generiert werden, ausschlie3lich wahrend der Laktation verfligbar. Die
Futtertroge sind mit einem individuellen Kuhidentifikationssystem ausgestattet, sodass jeder
Besuch erkannt und routinemaRig aufgezeichnet wurde. Die Mengen der taglichen
Futteraufnahme wurden akkumuliert. Die Beobachtungswerte wurden nur dann
bertcksichtigt, wenn sie zwischen den 0,5 % niedrigsten und 0,5 % hdchsten Werten fur die
Trockenmasseaufnahme lagen. Die Tiere erhielten bis zum 180. Laktationstag zusatzlich zur
Mischration eine konstante Menge Kraftfutter Uber Futterautomaten mit Tiererkennung,
danach wurden leistungsangepasste Mengen an Konzentratfutter zugeteilt. Die

Hauptkomponenten der TMR waren Maissilage (36 +3 %) und Grassilage (25 +2 %). Die
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Rationszusammensetzung fir die Laktationsphase unterschied sich von jener in der
Trockenstehphase. Die Variation der Anteile der Rationskomponenten ist in Tabelle 4
angegeben. Die Kihe wurden zweimal taglich um 05:00 und 16:00 Uhr gemolken. Fir die
Analyse der Milchzusammensetzung (Milchfett, Protein und Lactose) mittels
Infrarotabsorption wurden einmal wdchentlich Milchproben des Nachmittags- und
Morgengemelkes vom LKV, Schleswig-Holstein analysiert. Die Milchzusammensetzung pro
Tag wurde durch Gewichtung der Analysewerte mit der jeweiligen Milchmenge pro Tag
geschéatzt. Zur Berechnung der energiekorrigierten Milchleistung (ECM) wurde folgende
Formel von KIRCHGESSNER (2007) verwendet: ECM (kg) = (0,39 * Fett-% + 0,24 * Protein-
% + 0,17 Lactose-%) * Milchleistung (kg) / 3,17. Kot wurde zu definierten Zeitpunkten durch
rektale Greifproben (~200g) jeweils vormittags (i.d.R. zwischen 9:00 und 11:00 Uhr) aus dem
Mastdarm entnommen und anschlie@end im Trockenschrank fur 48 Stunden bei 60°C

getrocknet. Das Schema der Probenentnahme zeigt Abbildung 4.

Probe 1 Probe 2. Probe 3 Probe 4 Probe 5 Probe 6

~14d vor Kalbung ~251d A ~75Ld ~150.Ld ~250.Ld ~10d nach Trockenstelien

~251d | ~32.Ld ~39.Ld ~46.Ld ~53.Ld ~60Ld ~67.Ld | ~75.d

Abbildung 4. Zeitstrahl des normalen Entnahmeschemas von Kot bei allen Milchkihen
(Proben 1 - 6) und des engmaschigen Entnahmeschemas (Proben #A - #F) bei einer

kleineren Kohorte von 18 Kiuhen zur Archaeolanalyse im Produktionszyklus.

Die Archaeolanalyse wurde am Institut fir Erndhrungsphysiologie "Oskar Kellner" des
Leibnitz-Instituts fir Nutztierbiologie (FBN) Dummerstorf durchgefiihrt und das Vorgehen von
GORS et al. (2016) etabliert und beschrieben. Die mit SAS durchgefiihrte statistische
Datenaufbereitung und Analyse erfolgte mit den Prozeduren MEANS, UNIVARIATE, MIXED
und CORR (SAS Institute, 2013).
Die Modelltestung wurde mit der SAS-Prozedur MIXED und der Restricted Maximum
Likelihood Methode (REML) durchgefuhrt. Als Vergleichskriterien fur die Modellgute wurden
AICC (Akaike-Informationskriterium, HURVICH und TSAIl, 1989) und BIC (Bayes'sches
Informationskriterium, SCHWARZ, 1978) herangezogen und das Modell mit dem niedrigsten
Wert fir AICC und BIC wurde ausgewaéhlt. Es wurden die Laktationsnummer (n = 3), der
Laktationstag und die Saison (n = 4) als feste Effekte in das Modell aufgenommen. Die
Saison wurde in vier Klassen unterteilt (Januar - Marz, April - Juni, Juli - September,
Oktober - Dezember). Das endgiltige allgemeine lineare Mischmodell fir die fékale
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Archaeolkonzentration einschlielich der festen Effekte und des zufalligen Tiereffektes lautet

wie folgt:

Yiimn = J + LA + LD;j + Sk + (LDj X Si)ju + tm + €ijkimn

Yikmn = Beobachtungen fur fakale Archaeol-Konzentration (ug/g Kot-TM)
LAi = fixer Effekt der i-ten Laktationsnummer (i=1, .., 3)

LD; = fixer Effekt des j-ten Laktationstages (j = 20, .., 255)

Sk = fixer Effekt der k-ten Saison (k =1, .., 4),

(LD; x Sk = fixer Effekt der I|-ten-Interaktion zwischen dem j-ten
Laktationstag und der k-ten Saison

tm = zufalliger Effekt der m-ten Kuh (m =1, .., 31)

eijkmn = zufélliger Resteffekt.

Da der fixe Effekt des Testtags (Laktationstag zum Zeitpunkt der Probennahme) fiir mehrere
Merkmale signifikant war, bildete das Model die Grundlage zur Schatzung von Least Square
Mittelwerten fir die Archaeolausscheidung im Verlauf der Laktation sowie in der vor- und
nachgelagerten Trockenstehperiode, welche mit Hilfe der Bonferroni-Korrektur auf
signifikante Unterschiede getestet wurden.

Da die Wiederholbarkeit als obere Grenze der Heritabilitat gilt, kann sie Aufschlisse Uber die
genetische Determinierung des Merkmals Archaeol und die Mdglichkeiten flr eine
zlichterische Bearbeitung, liefern. Die Wiederholbarkeit wurde als die Varianz zwischen den

Kiihen geteilt durch die Summe der Varianz zwischen und innerhalb der Kiihe berechnet.

W = 0%/ (0% + 0%)

W = Wiederholbarkeit
0% = Varianz zwischen Kiihen

0% = Restvarianz.

Mit der SAS-Prozedur CORR (SAS-Institut, 2013) wurden fir die abhangigen Merkmale
Archaeol, Milchleistung, energiekorrigierte Milchleistung und Archaeol pro Liter Milch die
tierbedingten Effekte geschatzt und anschlieRend tierbedingte wie auch phé&notypische

Korrelationen geschéatzt.

24



3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Auswertung Kammerversuch — Erste Projektphase

Die Filtterung zweier totaler Mischrationen mit unterschiedlichem Stéarkegehalt (178 g/kg TM

vs. 99 g/kg TM) hatte nur tendenziell signifikanten Einfluss auf den Methanaussto3. Die
tagliche Methanproduktion (l/d, I/lkg TM, I/kg Milch, I’kg ECM) nahm mit Futterung der

starkereicheren Ration ab. Die Fuitterung der starkereicheren Ration bewirkte eine

Steigerung der Milchmenge, des Milcheiweil3gehalts sowie der energiekorrigierten

Milchmenge (s. Tabelle 3).

Tabelle 3. Least Square Mittelwerte ausgewéhlter Merkmale fiir den fixen Effekt des

Versuchs (Laktationsphase/Ration).

Merkmal Versuch SED P-Wert
100.+3 135.+3
Ld/ SR Ld/ FR
Trockenmasseaufnahme (TMA), kg/d 16,3 14,8 1,43 0,312
Wasseraufnahme, |I/d 65,9 62,5 3,58 0,511
Milchleistung, kg/d 30,8 25,0 2,26 0,019
Energiekorrigierte Milchleistung (ECM), kg/d 34,4 27,6 2,35 0,011
Milchfettgehalt, % 4,69 4,66 0,31 0,948
Milchproteingehalt, % 3,40 3,07 0,08 0,010
Methanproduktion, I/d 520 559 81,1 0,077
Methanproduktion pro TMA, I/kg TMA 1 33,2 36,9 1,93 0,001
Archaeolkonzentration, pg/g Kot-TM 37,1 47,6 2,85 0,002
Geschatzte Archaeolausscheidung, g/d 0,6 0,7 0,5 0,210
Methanproduktion pro Archaeol, I/d / pg/g Kot- 14,3 11,8 0,78 0,034
™
Methanproduktion pro Archaeol, I/kg TMA / ug/g 0,88 0,80 0,03 0,166
Kot-TM
Methanproduktion pro kg Milch, I/kg * 17,2 22,4 2,02 0,019
Methanproduktion pro kg ECM, I/kg ? 15,8 20,5 2,47 0,079
Methanproduktion pro Nettoenergie Laktation, 4,62 5,51 0,17 0,006
I/MJ NE_ !
Methanproduktion pro Starkeaufnahme, I’kg TM 191 375 16,7 0,001
Starke !
Methanproduktion pro Rohfettaufnahme, I/kg 766 137 38,8 0,001
TM Fett ! 1
Methanproduktion pro Rohproteinaufnahme, 181 212 6,77 0,012
I’lkg TM Protein !
Methanproduktion pro Rohfaseraufnahme, I/kg 195 194 6,66 0,942
TM Faser !
Methanproduktion pro ADF-Aufnahme, I/kg TM 158 180 5,85 0,032
ADF !
Methanproduktion pro NDF-Aufnahme, I’kg TM 102 105 3,57 0,564
NDF !
Methanproduktion pro Zuckeraufnahme, lI’lkg TM 661 604 21,7 0,116

Zucker !

2 Die fakale Archaeolkonzentration wurde im Model beriicksichtigt.
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Die mittlere fakale Archaeolkonzentration betrug 42,4 ug / g Kot-TM (SD = 8 ug / g Fakes).
Die beobachteten Minima und Maxima betrugen 23,5 und 77,2 ug / g Kot-TM. Die im Projekt
MethanA determinierten Werte sind hoher als bei GILL et al. (2011) (Konzentrat-basiert: 5,1;
Grassilage-Basis: 30,6 ug / g Kot-TM), MCCARTNEY et al. (2013b) (Mittelwert 9,2 pg / g
fakale TM) und SCHWARM et al. (2015) (Mittel 16,8 ug / g fakale TM). Die Variation der
fakalen Archaeolgehalte zwischen den Studien ist wahrscheinlich auf Unterschiede beziglich
des Niveaus der Futteraufnahme, des Konzentrat- und Faser-Verhaltnisses sowie der
Rationszusammensetzung, der Rassen, des Leistungsniveaus und des Alters der Tiere
zurickzufuhren. Zudem ist die Archaeolanalyse-Methodik ein weiterer Faktor welcher
Variationen bedingen kann. In der Studie von MCCARTNEY et al. (2013b) wurden Holstein-
Friesian und Jersey x Holstein Farsen in der frihen und mittleren Laktation mit deutlich
niedrigerer Milchleistung und Trockenmasseaufnahme als in der vorliegenden Studie
untersucht. Die Trockensubstanzaufnahme in den Studien von GILL et al. (2011) und
SCHWARM et al. (2015) waren ebenfalls geringer. GORS et al. (2016) zeigten, dass die
Probenextraktion mit dem Soxhlet-Verfahren doppelt so effizient war, was zumindest
teilweise die in der vorliegenden Studie beschriebenen hohere Archaeolgehalte im Kot
erklaren konnte. In Ubereinstimmung mit GILL et al. (2011) und SCHWARM et al. (2015)
fuhrte die Futterung mit geringerem Starkeanteil und héherem Fettgehalt (SR) zu signifikant
niedrigeren Archaeolgehalten (P = 0,002) sowie niedrigerer Methanproduktion (CHs I/kg
TMA; P = 0,001). Die Studie beeinflusste auch die Milchleistung und die Methanintensitét
(CHa4 / kg Milch; P < 0,05, Tabelle 3). Die tagliche Methanproduktion (CH4 I/d) war wahrend
der Fltterung der SR Ration tendenziell geringer zu sein (P = 0,077). Es konnte bereits in
anderen Studien gezeigt werden, dass Rationen, die reich an Starke und Fett sind, die
Methanemission von Kihen reduzieren (JOHNSON und JOHNSON, 1995; VAN GASTELEN
et al., 2015; BENCHAAR et al., 2015).

Aktuell existieren nur wenige Studien zu Archaeol als potenzieller Biomarker fur
Methanemissionen bei Rindern. Unsere lineare Regressionsanalyse fir die téagliche
Methanproduktion und den durchschnittlichen fakalen Archaeolgehalt von drei Gber den Tag
gewonnenen Stichproben zeigte eine positive, aber schwache Beziehung (R? = 0,16), die
tendenziell signifikant war (P = 0,07; n = 20; s. Abbildung 5). Eine &hnlich schwache
Beziehung wurde auch von SCHWARM et al. (2015) beobachtet (R? = 0,19, P = 0,08, n =
14).
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Abbildung 5. Regression der Methanproduktion (in ) auf den Archaeolgehalt im Kot (in ug/g)

bei Verfiitterung einer stérkereichen (SR, A ) bzw. faserreichen (FR,m) Ration.

Die Wasseraufnahme beeinflusste die Methanproduktion signifikant (P < 0,001), der
Archaeolgehalt im Kot wurde nicht von der Wasseraufnahme beeinflusst (P = 0,842). Die
Trockenmasseaufnahme erklarte 58 % der Variation der taglichen Methanproduktion
(P < 0,001), hatte jedoch keinen Einfluss auf den fakalen Archaeolgehalt (P = 0,78) in dieser
Studie.

a) 700 S8 i b) 00
600 . s ® BN

SO0

MP [1/d]

400

300

i {0 50 Ol a4 0.6 08 {0

Archacol [pug/g DM feces) Approximated archacol excrenon [pd]
Abbildung 6a und 6b. Regression der Methanproduktion (MP, I/d) auf den Archaeolgehalt im
Kot (in ug/g und g/d) bei Veffiitterung einer stérkereichen (SR, A) bzw. faserreichen (FR,m)

Ration.

Mittels Approximation wurde aus den fékalen Archaeolgehalten und der téglichen
Trockenmasseaufnahme die Gesamtarchaeolausscheidung pro Tag geschatzt. Damit konnte

eine deutliche Verbesserung der Beziehung beobachtet werden, da 75 % der Variation der
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Methanausscheidung erklart werden konnten (P < 0,001, n = 20) (s. Abbildung 6a und 6b).
Dieses Ergebnis verdeutlichte die Bedeutung von Informationen tber Futteraufnahme und
den Archaeolgehalt fur die Vorhersage von Methanemissionen.

Das Fehlen einer starken Beziehung zwischen dem fékalen Archaeolgehalt und der
Methanproduktion  kdnnte aus einer unterschiedlichen  Aktivitat ~methanogener
Mikroorganismen entlang der Kompartimente des Verdauungstraktes abgeleitet werden oder
aus einer variablen Abundanz von Archaeen im Kot resultieren. Die Beziehung kann
aullerdem durch die Hohe der Futteraufnahme, die Passagerate, die Futtereffizienz und die
nahrstoffspezifische Verdauungskinetik beeinflusst werden. Darliber hinaus besitzen
Vertreter der neu entdeckten methanogenen Methanomassilicococales-Gruppe statt dem
Membranlipid Archaeol Butan- oder Pentantriol-Dibiphytanyl-Tetraetherlipide (BECKER et
al., 2016), die mit der von uns angewandten massenspektrometrischen Gaschromatographie
nicht analysiert werden konnten. Das Vorkommen dieser Methanogenen wurden in
Wiederkauern beobachtet (HENDERSON et al. 2015; KELLY et al., 2016), jedoch ist ihre
Physiologie und quantitative Bedeutung noch unklar. Demnach kénnte moglicherweise ein
Teil der Variation durch den unbekannten Beitrag von Methanomassiliicoccales zu
methanogenen Lipidkonzentrationen erklart werden. Eine andere Quelle fir die beobachtete
Variation kann die Art und Weise der Kotprobenentnahme sein. In den verschiedenen
Studien erfolgte die Probenentnahme zum einen als quantitative Sammlung Uber sechs Tage
(MCCARTNEY et al. 2013b), zum anderen durch Poolen einzelner Proben tber mehrere
Tage (GILL et al.,, 2011) oder Poolen mehrerer 24-Stunden-Proben Uber eine Woche
(SCHWARM et al., 2015). Im Gegensatz dazu wurden in unserer Vorstudie drei Kotproben
zu unterschiedlichen Tageszeiten entnommen (06:30, 10:00 und 14:30 Uhr). Eine
vollstandige Fékaliensammlung fur 24 Stunden oder eine Probennahme tber mehrere Tage
ist unter landwirtschaftlichen Bedingungen an einer grof3en Tierzahlt nicht zu realisieren,
insbesondere da die Akzeptanz von Methoden mit hohem Arbeitsaufwand und ohne
Produktionsvorteile bei Landwirten wahrscheinlich gering sein wirde (HRISTOV et al., 2013).
Bei Routineuntersuchungen an Einzeltieren wére die Gewinnung einer geeigneten Einmal-
Stichprobe, aus welcher der Archaeolgehaltes analysiert wird, am besten geeignet.
Betrachtete man nur eine einzelne Probe des Tages und fiihrte eine Regressionsanalyse
durch, so konnte in unserer Untersuchung das hochste Bestimmtheitsmal3 fur die um 10 Uhr
entnommenen Kotproben beobachtet werden (R? = 0,23, P = 0,03), wahrend zu den anderen
Tageszeiten wesentlich niedrigere Beziehungen ermittelt wurden (R? = 0,04 um 06:30 Uhr,
R? = 0,02 um 14:30 Uhr). In Anbetracht des Resultates, dass sich die vergleichsweise engste
Beziehung zwischen der Methanproduktion und dem fakalen Archaeolgehalt mit der 10 Uhr
Kotprobe zeigte, ist der Zeitpunkt der Probenahme von nicht zu unterschatzender

Bedeutung. Auch GORS et al. (2016) vermuteten bereits, dass der Archaeolgehalt teilweise
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von der Zeit der Futteraufnahme abhéngen kénnte. Je mehr Futter eine Kuh in relativ kurzer
Zeit verzehrt, desto hoher ist die Passagerate durch den Verdauungstrakt (JENTSCH et al.
2007), wodurch die Kontaktzeit der Archaeen mit den Futterpartikeln und anderen Mikrobiota
im Pansen reduziert wird. Es konnte gezeigt werden, dass die Methanemission nicht nur
durch die Futterzusammensetzung, sondern auch direkt durch ein Futteraufnahmeereignis
stimuliert wird (KUHLA et al., 2015).

Die Trockenmasseaufnahme ist laut FLACHOWSKY und BRADE (2007) ein entscheidender
Einflussfaktor fur die Hohe der Methanemissionen. GILL et al. (2011) berichteten, dass Tiere,
die eine Ration mit ad libitum Konzentratfutter erhielten, weniger Methan bezogen auf
Trockenmasseaufnahme freisetzten und ebenso einen geringeren Archaeolgehalt im Kot
aufwiesen, als Tiere, die eine Ration basierend auf Grassilage ad libitum erhielten. In
unserer Untersuchung konnte die gleiche Beobachtung gemacht werden. Es zeigte sich bei
der Analyse der Beziehung zwischen Methanproduktion bezogen auf die
Trockenmasseaufnahme (CH4 | / kg TMA) und dem fakalen Archaeolgehalt ein signifikanter
positiver Zusammenhang mit einem Bestimmtheitsmaf3 von 0,53 (P = 0,001; n = 20) mit der

folgenden zugrundeliegenden Gleichung:

Methanproduktion (I’kg TMA) = 20,62 + 0,21 (SE = 0,12; p = 0.10) x
fakaler Archaeolgehalt + 3.70 (SE = 1,93; p = 0.07) x Versuch.

Da der Versuch (confoundete Effekte von Ration und Laktationsstadium) als fixer
Einflussfaktor fur die Parameter Methanproduktion zu Trockenmasseaufnahme und
Methanproduktion zu Milchleistung einen signifikanten Einfluss zeigte, wurde dieser in der
Regressionsanalyse bertcksichtigt. Die Umwandlung in eine nummerische Variable geschah
wie folgt: SR wurde zu ,1' und FR zu ,2° umcodiert. Auch MCCARTNEY et al. (2013) stellten
fest, dass sich die Methanausscheidung pro kg Trockenmasseaufnahme bei zusatzlicher
Bertcksichtigung des Laktationsstadiums besser vorhersagen lasst (Methanproduktion (g/kg
TMA) = 13,23 (SE = 1,80) + 0,651 (SE = 0,142) x mg Archaeol/kg Kot-TM + 3,34 (SE = 1,26)
x Laktationsstadium; R? = 0,56; n = 16; p = 0,02).
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Abbildung 7. Regression der Methanproduktion (I/kg TM-Aufnahme) auf den Archaeolgehalt
im Kot (in ug/g) bei Veffiitterung einer stérkereichen (SR, A) bzw. faserreichen (FR,m)

Ration.

Abbildung 7 zeigt die lineare Beziehung zwischen der Methanproduktion bezogen auf die
Trockenmasseaufnahme und dem fékalen Archaeolgehalt mit  separaten
Regressionsgeraden fir die verschiedenen Versuche. Das moderate Bestimmtheitsmald von
0,53 liegt im &hnlichen Bereich wie bei GILL et al. (2011) (R? = 0,37) sowie MCCARTNEY et
al. (2013b) (R? = 0.56).

Wenn die Produktivitéat von Tieren durch Fitterung, Reproduktionsmanagement oder Genetik
verbessert wird, verringert sich die Methanemission pro Produkteinheit (BOADI et al., 2004).
Daher kann flr ziichterische Zwecke die Methanproduktion bezogen auf die Milchleistung
von besonderem Interesse sein und wird als Methanintensitat bezeichnet. Mit steigender
Produktivitat steigt die Methanemission leicht an, die Emissionsintensitat nimmt jedoch ab
(MARTIN et al.,, 2010; MOATE et al.,, 2016). Unsere Auswertungen unterstiitzen diese
Ergebnisse zumindest teilweise. Die Beziehung der Methanintensitdt und dem fakalen

Archaeolgehalt wurde in der folgenden Gleichung abgeleitet:

Methanintensitéat (I’lkg ECM) = 15,7 (SE = 7,36, p = 0,04) + 0,11 (SE = 0,15, p = 0,46) X
fakaler Archaeolgehalt - 4,63 (SE = 2,47, p = 0,07) x Versuch (R? = 0,40, p = 0,01, n = 19).
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Abbildung 8. Regression der Methanintensitét (ECM, I/kg) auf den Archaeolgehalt im Kot (in
Ug/q) bei Verfiitterung einer stérkereichen (SR, A ) bzw. faserreichen (FR,m) Ration.

Uberraschenderweise konnte bei zunehmender Energiekorrigierter Milchleistung, vermutlich
aufgrund hodherer Futteraufnahme und entsprechend hoherer Starke- sowie Fettaufnahme
ein Verdunnungseffekt fir den Archaeolgehalt im Kot im ersten Versuch (SR) beobachtet
werden (Abbildung 8). Das bedeutet, diese Analyse offenbarte eine negative Beziehung mit
der starkereichen Ration zum 100. Laktationstag. Schlussfolgernd kdnnte eine Abnahme der
Methanemission pro Produkteinheit, jedoch ein konstant bleiben der fakalen

Archaeolkonzentration diese Beobachtung erklaren.

Tabelle 4. Schétzgleichungen ausgewéhlter Merkmale und die Beziehung zum fékalen

Archaeolgehalt mit dem fixen Effekt des Versuchs (Laktationsphase/Ration).

Methanproduktion in Interzept b x ug Archaeol pro  Versuch;?  Rest  P-Wert
(vi) * (1) g Kot- T™M (i) (eq)

I’kg Starkeaufnahme 295,92 1,86 -184,52 0,94 0,001
I’lkg Rohfettaufnahme 1075,92 6,98 -605,06 0,92 0,001
I’lkg Rohprotein- 161,33 1,20 -30,42 0,64 0,001
aufnahme

I’kg Rohfaseraufnahme 145,97 1,13 0,79 0,22 0,118
I’lkg ADF-Aufnahme 137,14 1,01 -21,92 0,58 0,001
I/lkg NDF-Aufnahme 97,63 0,61 -3,36 0,32 0,035
I’lkg Zuckeraufnahme 448,82 3,66 57,53 0,16 0,212
I/MJ Nettoenergie (NE) 4,20 0,03 -0,89 0,68 0,001

Ly =W+ b x xj + Versuch; + e;.
2 Kodierung 1 fur erster Kammerversuch zum 100.+3 Laktationstag mit SR-Ration und 2 fur
zweiten Kammerversuch zum 135.+3 Laktationstag mit FR-Ration.

Eine Reduktion von Methanogenen im Pansen sollte mit einer Reduktion des fakalen
Archaeolgehaltes einhergehen. In einigen, aber nicht allen Studien wurde gezeigt, dass die

Haufigkeit von Archaeen im Pansen entweder als mcrA (Methyl-Coenzym-M-Reduktase-a-
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Untereinheit) -mRNA oder als 16S-rRNA-DNA-Kopienzahl positiv mit der Methanproduktion
korreliert ist (MCCARTNEY et al., 2013a; WALLACE et al., 2014; CASANAS et al., 2015). Im
Gegenzug kann davon ausgegangen werden, dass der Archaeolgehalt und die Abundanz
vom Archaeen im Pansen in Beziehung stehen sollten. Jedoch ist diese Beziehung ebenfalls
durch Variation gekennzeichnet. Wahrend die Variabilitdt unter molekularen
Archaeaschéatzungen wahrscheinlich mit Verzerrungen in "universellen" Archaeaprimern und
unterschiedlichen Haufigkeiten von methanogenen Spezies im Pansen zusammenhéngt,
kann ein Teil der Variation auf Unterschiede im Archaeolgehalt in verschiedenen
methanogenen Zellen zurtckzufihren sein (MCCARTNEY et al., 2013c). Es wurde gezeigt,
dass Kot hohere Konzentrationen an Archaeol aufwies als Pansenflissigkeitsfraktionen oder
feste und flussigkeitsassoziierte Pansenmikroben, und es gab keine signifikante Beziehung
zwischen Kot- und Pansen-Archaeolkonzentrationen (MCCARTNEY et al., 2014; GORS et
al., 2016). GORS et al. (2016) vermuteten, dass dieser Unterschied auf die Akkumulation
von Archaeen zurlickzufuhren ist, die nicht nur im Pansen, sondern auch im Dinn- und
Dickdarm vorzufinden sind. FREY et al. (2010) berichteten, dass der Beitrag der Archaeen
zu den Prokaryonten insgesamt im Pansen-Darmtrakt mit 5, 1, 4,5 und 1,3 % fir Pansen,
Zwolffingerdarm, lleum und Kot divergierte. Aus diesen Untersuchungen geht hervor, dass -
wenngleich auf einem niedrigeren Niveau - der Darmtrakt ebenso zur Methanproduktion
beitragt.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Archaeol ein assoziiertes Merkmal der
ruminalen Methanogenese darstellt, jedoch nicht einfach in der Zucht als Hilfsmerkmal
implementiert werden kann, da unter anderem die Rationsgestaltung, die tierindividuelle
Futteraufnahme und der Zeitpunkt der Kotprobenentnahme berlcksichtigt werden miissen.
Es besteht ein hoherer Forschungsaufwand, einschlie3lich gréRerer Tierzahlen und
wiederholten Beprobungen, um das generierte Wissen Uber die Variation der
Archaeolausscheidung auszubauen und nutzbar zu machen. Insbesondere bestehen kaum
Kenntnisse Uber die Wechselwirkungen und moglichen genetischen Zusammenhénge
zwischen Futteraufnahme und -zusammensetzung, Methanausstol3, Archaeolausscheidung
und Milchproduktion sowie anderen funktionellen Merkmalen. Um die Robustheit,
Genauigkeit und Wiederholbarkeit von Archaeol als potenzieller Biomarker fur die
Methanproduktion zu ermitteln, schloss sich an diese Untersuchung daher eine

Datenerhebung in Praxis auf dem Versuchsbetrieb Karkendamm an.
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3.2 Praxisversuch — Zweite Projektphase

Im Praxisversuch auf Karkendamm wurde eine starke Variation der Archaeolausscheidung
zwischen aber auch innerhalb der Tiere festgestellt (s. Abbildung 9). Die geringste im Kot
detektierte Archaeolkonzentration betrug in dieser Untersuchung 12 pg, die grofdte 59,7 pg
(vgl. Tabelle 5).
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Abbildung 9. Boxplots der fdkalen Archaeolgehalte fiir die Einzeltiere farbig gruppiert nach

Laktationsnummer.

Tabelle 5. Deskriptive Statistik ausgewéhlter Merkmale fir die 31 Kiihe der 1. bis 3.

Laktation.
1. Laktation 2. Laktation 3. Laktation

Merkmal X s Min Max X s Min Max X s Min Max
Archaeolgehalt

(Mg/g Kot-TM) 33,6 9,1 16,6 58,3 30,4 8,3 12,0 53,6 34,8 9,7 19,0 59,7
Milchleistung (1) 33,2 45 12,7 54,2 40,1 89 12,3 64,8 36,1 9,2 12,2 62,2
Fettgehalt (%) 3605 24 58 3507 18 60 3,7 06 23 6,3
Eiweil3gehalt (%) 3302 27 43 33 03 23 46 32 03 24 41

Archaeol/Milch (ug/g/l) 09 02 04 18 06 02 02 16 10 06 04 209

In der 2. Laktation zeigte sich ein hoheres Milchleistungsniveau im Vergleich zur 1. und 3.
Laktation. Die Archaeolausscheidung verhielt sich genau entgegengesetzt. Das mittlere
Niveau wie auch die Spannweite des Archaeolgehalt im Kot unterscheidet sich zwischen den
Laktationen deutlich (vgl. Abbildungen 9 und 10).
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Abbildung 10. Variation der fékalen Archaeolgehalte nach Laktationen.

Mit fortschreitendem Laktationstag (Probe 2-5) kommt es, wie in Abbildung 11 ersichtlich
wird, in allen drei Laktationen im langfristigen verlauf zu einem Anstieg der
Archaeolkonzentration im Kot. Eine Verringerung insbesondere des Starkeanteils in der
Ration als Reaktion auf mit zunehmendem Laktationstag sinkende Leistungen hat eine
vermehrte Aktivitdt methanogener Archaeen zur Folge, sodass nach Ableben der Mikroben

im Pansen mehr Archaeol mit dem Kot ausgeschieden wird.
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Abbildung 11. Mittlerer Verlauf der fakalen Archaeolgehalte fiir Tiere in den Laktationen (LA)
1, 2 sowie 3.
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Es zeigt sich insgesamt das geringste Ausscheidungsniveau bei Tieren der zweiten
Laktation, welche jedoch das héhere Milchleistungsniveau zeigten (vgl. Tabelle 5 und
Abbildung 12). Die Verlaufe der LSQ-Mittelwerte fir die Archaeolausscheidung uber den
Zeitraum kurz vor der Kalbung bis 10 Tage nach Ende der Laktation zeigt Abb. 12. Mit
fortschreitendem Laktationstag kommt es in allen drei Laktationen zu einem nicht stetigen
Anstieg der Archaeolkonzentration im Kot. Nach dem Trockenstellen und der damit
eingeleiteten Verringerung der Kraftfutterzufuhr nimmt die Archaeolausscheidung deutlich
zu. Das insgesamt geringste Niveau zeigen Tiere der 2. Laktation wobei gerade hier die
hochsten Milchleistungen beobachtet werden konnten. Die vorliegende Untersuchung gibt
interessante Aufschlisse Uber den Verlauf der Archaeolausscheidung der in praxi

untersuchten Subpopulation.
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Abbildung 12. Least Square Mittelwerte der fédkalen Archaeolkonzentration in ug pro g

Trockenmasse im Kot fiir die Laktation dargestellt im Produktionsverlauf.

Es konnte ein hoch signifikanter Einfluss des Zeitpunktes der Probenahme in der Laktation
bzw. zur Trockenstehphase auf den fékalen Archaeolgehalt festgestellt werden. Die
Kovarianz fur das k-te Tier Tx betragt 20,42 und fur den Resteffekt ey 43,50. Die
Wiederholbarkeit fur das Merkmal fakale Archaeolkonzentration betrdgt 32 %. Der mit
Abstand grolite Least Square Mittelwert (LSM) konnte zehn Tage nach dem Trockenstellen

beobachtet werden (siehe Tabelle 6). Auf Grund dessen gilt es zu untersuchen, ob die
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Beobachtungen in der Laktation und in den Trockenstehphasen das gleiche Merkmal

abbilden, es sich lediglich um Fitterungseffekte handelt oder eine Kombination aus beiden.

Tabelle 6. Least Square Mittelwerte flir das Merkmal fékaler Archaeolgehalt nach Zeitpunkt

der Probennahme.

Merkmal Probe 1 Probe2 Probe3 Probe4 Probe5 Probe6
Archaeolgehalt, ug/g Kot-TM 30,78 28,33 31,00 31,90 34,13 43,03
Milchleistung, kg - 4252 43,60 37,96 31,26 -

Wahrend der Laktation (Proben 2-5), steigt die fakale Archaeolkonzentration, wahrend die
Milchleistung sinkt. Die Korrelation der tierbedingten Effekte spiegelt diese Beobachtung
ebenso wieder, obgleich das Ergebnis nicht signifikant verschieden von Null ist, was auf die
geringe Anzahl Beobachtungen zurtckzufiihren sein kdnnte (vgl. Tabelle 6 und 7).

Tabelle 7. Korrelation tierbedingter Effekte nach Pearson.

Merkmal Archaeolgehalt Archaeol/Milchleistung ECM
Milchleistung, kg -0,292 -0,61* 0,85**
ECM, kg -0,28° -0,54* -
Archaeolgehalt/Milchleistung 0,78™ - -

3p =0,1170 PP = 0,1202 *P < 0,001 **P < 0,0001

Unsere Untersuchung gibt interessante Aufschlisse (Uber den Verlauf der
Archaeolausscheidung der in praxi untersuchten Subpopulation. Die beobachtete moderate
Wiederholbarkeit (Mal} fur die obere Grenze der Heritabilitat) gibt Hinweise darauf, dass das
das Merkmal Archaeol genetisch reguliert sein kénnte. In weiteren Untersuchungen soll
basierend auf den bis dato gewonnenen Erkenntnissen die Bedeutung von weiteren
Einflussfaktoren ermittelt werden, wie beispielsweise die mikrobielle Zusammensetzung des
Pansens.
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4. Voraussichtlicher Nutzen der Erkenntnisse

Die signifikante Beziehung zwischen dem fékalen Archaeolgehalt und dem Methanausstol3
bezogen auf die Trockenmasseaufnahme bekréaftigte zunéachst die Annahme, dass Archaeol
als Biomarker fur die Methanogenese bei Wiederkduern Anwendung finden kénnte. Jedoch
besteht die Moglichkeit, die Futteraufnahme tierindividuell zu erfassen zumeist nur
Versuchseinrichtungen. Dies stellt eine grof3e Limitierung fur die Anwendbarkeit in der Praxis
dar. Da maximal 53,4 % der Variation in der Methanausscheidung erklart werden konnten,
sollten parallel zu Archaeol andere, mdglicherweise besser geeignete Indikatormerkmale
genauer auf ihre Eignung hin untersucht werden.

Die gewonnenen neuen Erkenntnisse zur Beziehung zwischen der fékalen
Archaeolkonzentration und der Methanemission sowie die Parallelen zu bereits publizierten
Studien lassen den Schluss zu, dass Archaeol als Biomarker unter Bertcksichtigung des
derzeitigen Kenntnisstandes nur mit groRem Aufwand zur Schatzung der Methanemission
herangezogen werden kann. Madoglicherweise muss eine Kombination mit weiteren
Biomarkern oder Indikatormerkmalen als Hilfsmerkmal fir eine Implementierung in der Zucht
zur Anwendung kommen (SANDBERG et al., 2017).

Zur Realisierung einer zichterischen Emissionsverringerung sind eine Bandbreite weiterer
Forschungsbemiihungen notwendig. Diese stehen zum gegebenen Zeitpunkt nicht in
Relation zu vielversprechenderen Ansatzen zur Methanreduktion, welche mit weitaus
weniger Aufwand und héherem Praxispotenzial verfolgt werden. Aus diesem Grunde belauft
sich der Nutzen der Erkenntnisse auf der Feststellung und Beurteilung, dass Archaeol zum
gegenwartigen Zeitpunkt kein belastbares und alleinstehendes Hilfsmerkmal fur die
Methanemission bei Milchkiihen darstellt. Die aktuellen Bestrebungen hinsichtlich einer
genomischen Zuchtwertschatzung fir die Futteraufnahme kdnnten die Anwendbarkeit von

Archaeol langfristig erleichtern.

Es wurde kein unmittelbar fur die landwirtschaftliche Praxis anwendbares Resultat erzielt, da
die Praxisreife des untersuchten Biomarkers aktuell nicht gegeben ist. Uber die
Archaeolausscheidung bei Milchkihen konnten wichtige Erkenntnisse gewonnen werden.
Sie verdeutlichen, welche Herausforderungen die Verwendung von Archaeol als Biomarker
an den Anwender stellen wirde. Darlber hinaus konnte identifiziert werden, in welchen
wissenschaftlichen Bereichen weitere Fragenstellungen zu klaren sind. Grundsétzlich bleibt

die Frage Uber die endgtiltige Eignung von Archaeol als Hilfsmerkmal in der Zucht offen.
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5. Gegenuberstellung ursprtnglich geplanter und tatsachlich

erreichter Ziele

Der fur das Projekt MethanA gewahlte zichterische Emissionsminderungs-Ansatz,
einen nicht-invasiven und daher praxistauglichen Biomarker fir Methanemissionen
bei Rindern zu untersuchen, stellte gute Voraussetzung fir neue praxisrelevante
Erkenntnisse dar. Leider kann auf Grundlage unserer Ergebnisse unter aktuell noch
gegebenen Wissenslicken empfohlen werden, Archaeol als Biomarker und
alleinstehendes Selektionsmerkmal fiir die tierindividuelle Methanemission zu nutzen.
Die Validierung in Respirationskammern zeigte eine nur schwache Beziehung
zwischen der fakalen Archaeolkonzentration und der Methanausscheidung innerhalb
von 24 Stunden. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass noch einer Reihe weiterer
Parameter im Zusammenhang mit Archaeol erhoben werden missten um mit Hilfe
dessen im Gesamtkontext der Haltungsumwelt den tierindividuellen Beitrag zur
Methanemission besser abschatzen zu konnen. Hierbei konnten in anderen wie auch
in eigenen Untersuchungen die Hohe der Futteraufnahme wie auch die mikrobielle
Zusammensetzung der ruminalen Community interessante Hinweise auf
entscheidende Einflisse liefern.
In erster Linie sollte die Verwertung der Ergebnisse durch Publikationen in
wissenschaftlichen und popularwissenschaftlichen Fachzeitschriften erfolgen. Auf
Grund der fachlichen Kompetenzen der Projektpartner und des Erfahrungsschatzes
aus Vorarbeiten auf diesem Gebiet sowie der Relevanz der Fragestellung im Projekt
MethanA wurde ein groRes Interesse an den Projektergebnissen erwartet. Dies
wurde auf wissenschaftlichen Vortragstagungen und bei 6ffentlichen Veranstaltungen
durch stets zahlreiche Zuhorer im Auditorium deutlich, jedoch konnten erste
Ergebnisse bislang zum Teil noch nicht international publiziert werden, da die
zugewiesenen Gutachter der Fachjournale die Vorarbeit in den Respirationskammern
in folgenden Punkten kritisierten: zu geringe Tierzahlen, zu geringer Probenumfang
und fehlendes balanciertes Versuchsdesign. Die Relevanz der Entwicklung von
Strategien zur zuchterischen Bearbeitung des Merkmals ,Methanproduktion* gewann
in den letzten drei Jahren zunehmend an Bedeutung (NEGUSSIE et al., 2017). Die
generierten Ergebnisse sollen zu internationalen Bemihungen, im groRen Mal3stab
Daten zur individuellen Methanemission von Rindern zu erheben und des Nutzen

verschiedener Indikatormerkmale gegeneinander abwagen, beitragen. Die
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Arbeitsgruppe um Prof. Thaller steht zu diesem Zweck in engem Austausch mit den
Mitgliedern von METHAGENE. Dartber hinaus besteht eine intensive Beteiligung in
der ICAR 'Feed and Gas Working Group', welche sich mit der Datenversammlung
und Etablierung einer genomischen Zuchtwertschatzung fur die Futteraufnahme

sowie Methanbildung befasst.
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6. Zusammenfassung

Das im Verdauungstrakt von Wiederkauern produzierte Methan ist als Endprodukt anaerober
Nahrungsumsetzung vom Tier nicht weiter verwertbar. Daher wird es ausgestoRen und stellt
eine globale Belastung fir das Klima dar. Aus diesen Griinden werden Versuche zur
Senkung der Methanemission von Wiederkauern mit unterschiedlichen Ansatzen verfolgt.
Ziel des Projektes MethanA war die Untersuchung eines im Kot detektierbaren Markers flr
die Methanemission und im Rahmen dessen die Evaluierung und Bewertung von Archaeol
als Hilfsmerkmal fur die Zucht auf verminderte Methanproduktion beim Rind.

In eigener Vorarbeit wurden bei zehn Kihen Gaswechselmessungen in Respirations-
kammern mittels zweier Durchgange und Futterung zweier verschiedener Rationen
durchgefuhrt. Es zeigte sich ein signifikanter Einfluss des Versuchsdurchlaufs, welcher aus
dem Effekt des Laktationsstadiums (100. vs. 130. +3 Laktationstag) sowie aus dem Effekt
der Ration (starkereich vs. faserreich) bestand. Im ersten Respirationsversuch zum 100.
Laktationstag wurde eine starke- und fettreiche Ration verabreicht (178 g Starke/kg
Trockenmasse (TM), 44 g Fett/kg TM) und ad libitum gefittert. Im zweiten Durchlauf zum
135. Laktationstag erhielten die Kihe eine starke- und fettreduziertere Ration (99 g
Starke/kg TM, 27 g Fett’/kg TM). Die Methanproduktion (I/d) wurde fir 24 Stunden gemessen,
wobei Kotproben fiir die Archaeol-Analyse um 06:30, 10:00 und 14:30 Uhr enthommen
wurden. Die Laktationsnummer des Tieres hatte keinen signifikanten Effekt. Die Beziehung
zwischen dem fékalen Archaeolgehalt und der Methanproduktion zeigte sich relativ schwach
linear und nur tendenziell signifikant (R> = 0,16). Bei Bezug der Methanausscheidung auf
Basis der Trockenmasseaufnahme verbesserte sich die Beziehung deutlich (R? = 0,53). Bei
Einzelbetrachtung der Kotproben konnten die um 10:00 Uhr gesammelte Proben die
Variation der Methanproduktion am besten erklaren (R? = 0,23).

Im anschlieRenden Praxisversuch wurde Uber die Phasen Transit, Laktation und
Trockenstehen von 31 Kilhen zu festgelegten Zeitpunkten Kotproben entnommen und auf
den Archaeolgehalt hin analysiert. Es konnte eine starke Variation der
Archaeolausscheidung zwischen aber auch innerhalb der Tiere im Produktionsverlauf
beobachtet werden. Die geringste in der Praxis detektierte Konzentration von Archaeol im
Kot betrug 12 pug und die héchste Konzentration lag bei 59,7 pug. In der 2. Laktation zeigte
sich ein geringeres Konzentrationsniveau an Archaeol im Kot verglichen mit der 1. und 3.
Laktation. Der Zeitpunkt der Probenahme in der Laktation bzw. zur Trockenstehphase hatte
einen hoch signifikanten Einfluss auf den fékalen Archaeolgehalt. Die Wiederholbarkeit fur
das Merkmal fakale Archaeolkonzentration betrug fur alle drei Produktionsphasen 32 %, die

Heritabilitat fur das Merkmal fakale Archaeolkonzentration ist somit maximal moderat.
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