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von PROF. DR. WILFRIED BRADE (Hannover/Dummerstorf) und PROF. DR. OTTMAR DISTL (Hannover)

1 Einleitung

Der Pansen ist eine offene Fermentationskammer, in der der Wirt (Wiederkauer) eine symbiotische
Beziehung mit seinem sehr komplexen Mikrobiom eingeht.

Der Wirt und sein Pansenmikrobiom sind zwei wechselseitig abhangige Komponenten, die wahrend der
gemeinsamen Koevolution in Millionen von Jahren entstanden sind. Diese Symbiose bietet bessere Chancen
des beidseitigen Uberlebens. Erst die zahlreichen Symbionten im Pansen geben dem Wiederk&uer die
Fahigkeit, faserreiches Futter zu nutzen, das nicht fir den menschlichen Verzehr geeignet ist.

Wie jedes symbiotische Okosystem in einem Verdauungstrakt unterliegt auch das Pansenmikrobiom
deutlichen Einflissen des Wirtes sowie seiner Fltterung.

Das Pansenmikrobiom selbst ist zusatzlich reich an vielféltigen Interaktionen zwischen seinen "Community-
Mitgliedern", wie die komplexe Zusammenarbeit beim Abbau der Nahrstoffe, vorhandene Zell-Zell-Signale
oder der gemeinsame Aufbau von "Biofilmen" erkennen lassen. Ein wesentlicher Akteur in dieser komplexen
mikrobiellen Gemeinschaft sind Archaeen.

Spezifische methanogene Archaea kdnnen aus Kohlendioxid (CO>) und Wasserstoff (Ho) Methan (CHg4) bilden.
Sie senken somit den Wasserstoff-Partialdruck im Pansen und verhindern damit gleichzeitig eine GbermaBig
schnelle Bildung von Milchsdure.

Das Verstandnis sowohl der physiologischen Beziehungen des Wirts und seines Mikrobioms als auch der
speziesspezifischen Beziehungen innerhalb des Mikrobioms ist maBgeblich fiir die weitere Verbesserung der
Produktionseffizienz der Rinder und einer gleichzeitig angestrebten Verbesserung der Umweltfreundlichkeit
der Rinderproduktion.

2 Was sind Archaeen?

Archaeen (lat.: Archaea), friher oft auch Archebakterien genannt, gehéren zu einer der drei Doméanen des
Lebens (1).

Archaeen sind einzellige Organismen und werden, wie die Bakterien, zu den Prokaryoten gezahlt. Ihre
separate Stellung resultiert aus ihren speziellen physiologisch-biochemischen, genetischen® ! sowie
strukturellen Merkmalen. So belegt bereits der Aufbau ihrer Zellwand deutliche Unterschiede zu den anderen
Domaénen.

Besonders interessant ist ihr ungewoéhnlicher Stoffwechsel (Abbildung 1). Eine Besonderheit des archaeellen
Stoffwechsels ist ihre Methanbildung (Methanogenese) der sogenannten Methanogenen (Methan(CHgy)-
produzierende Archaeen).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der anaeroben Verdauung von Biomasse mit abschlieBender
Methanbildung durch archaeelle Methanogene
Quelle: Eigene Darstellung.

Zusatzlich sind zahlreiche extremophile Archaeen in der Lage, spezielle Habitate zu nutzen (zum Beispiel
hyperthermophile Archaeen in Habitaten mit sehr hohen Temperaturen (= 80° C) oder die acidophilen Arten
in Habitaten mit sehr niedrigen pH-Werten).

Methanbildner findet man in sehr differenzierten anaeroben Habitaten, in denen ein Abbau von Biomasse
stattfindet (Reisfelder, Biogasanlagen, im Darm von Monogastriden, im Mund (Zahnflora) des Menschen und
anderes). Der Pansen von Wiederkauern ist ein wohl bekanntes Habitat der Archaeen. Die Methanogenen
leben in diesen Habitaten eng vergesellschaftet mit Bakterien oder Protozoen.

Die Methanogenese wird von Archaeen betrieben, die alle zur Phylum der Euryarchaeota gehéren (10, 12,
15).

Hier werden sie in den Klassen Methanobacteria, Methanococci, Methanomicrobia und Methanopyri gefiihrt.
Methanogene Archaeen finden sich dabei in folgenden Ordnungen: Methanobacteriales, Methanococcales,
Methanomicrobiales, Methanosarcinales, Methanpyrales sowie Methanocellales. Die Ordnung
Thermoplasmatales aus der Klasse der Thermoplasmata ist eng verwandt mit den bereits genannten
Archaeen und wird deshalb auch dem Phylum Euryarchaeota zugeordnet (12, 21).

Die CH4-bildenden Archaeen im Pansen sind sowohl in der Pansenfliissigkeit, angeheftet an ruminalem
Partikelmaterial oder in Einheit mit Protozoen (Endosymbionten) zu finden oder am Pansenepithel des Wirtes
befestigt (10).

Methanogene aus der Gattung Methanobrevibacter® 2 sind die am starksten vertretenen Archaeen im
Verdauungstrakt von Pflanzenfressern (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Populationsstruktur von Methanbildnern bei Rindern (nhach einer
Zusammenstellung von (29))

. . Mbr.> in
Wirt (Rasse) Populationsstruktur® Quelle
Prozent
(unbest.)P) Mbr. (36,6 %)
(unbest.) Methanosphaera (26,8
Milchrinder %) 58 5 Whitford et al.
(Holsteins) Mbr. ruminantium (21,9 %) ! (2001)
(unbest.) Methanosarcinales (14,6
%)
Milchrind best.) Mbr. (87,3 %
enrinder (unbest.) Mbr. ( 2 98,2 Hook et al. (2009)
(Holsteins) Mbr. smithii (7,8 %)
Mbr. millerae (73,0 %)
Milchrinder (unbest.) Mbr. (9,9 %)
98,7 Hook et al. (2011
(Holsteins) Mbr. gottschalkii (9,9 %) ( )

Mbr. ruminantium (5,9 %)

Mbr. ruminantium (28,3 %)

Milchrind
(I-Ilcfls?:ing (unbest.) Mbr. (47,8 %) 96,1 King et al. (2011)
Mbr. millerae (16,7 %)
Mbr. ruminantium (33,3 %)
Milchrinder (unbest.) Methanosphaera (33,3 60.0 Skillman et al.
(Jerseys) %) ! (2006)
(unbest.) Mbr. (26,7 %)
Milchrinder Mbr. millerae (34,6 %)
© Mbr. ruminantium (33,0 %) 97,8 King et al. (2011)
(Jerseys)

(unbest.) Mbr. (28,6 %)

Anmerkungen: * Methanobrevibacter; a) nur Populationen, deren Frequenz mehr als funf Prozent ausmachte,
hier genannt; b) unbest.: hier im Sinne von: eine weitere Spezifizierung konnte nicht exakt erfolgen.

Bereits (10) berichten, dass durchschnittlich 61,6 Prozent der detektierten ruminalen Archaeen der Gattung
Methanobrevibacter angehéren. Innerhalb der Gattung Methanobrevibacter sind M. gottschalkii (33,6 Prozent
aller ruminalen Archaeen) oder M. ruminantium (27,3 Prozent aller ruminalen Archaeen) bestimmend.

Im Jahre 1958 isolierten (23) die Art Methanobrevibacter ruminatium; ein Archaeon, wie der Name erkennen
lasst, im Pansen von Wiederkauern.

Im Pansen fungieren die Methanogene als "End"-konsumenten der anaeroben Nahrungskette (8).

Zahlreiche Methanogene betreiben die Methanogenese mit Kohlenstoffdioxid (CO>) als Substrat, bei der
Wasserstoff (Hy) als primares Reduktionsmittel verwendet wird; die sogenannten hydrogenotrophen
ArchaeenP 3 (Abbildung 1).

Es gibt jedoch zusatzlich eine bemerkenswerte Vielfalt an weiteren archaeellen Substratspezialisten (Tabellen
2 und 3).
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Tabelle 2: Einige ausgewahlte Substrate fur die Methan-Bildung*

Substrat Reaktion in der Methanogenese

H> und CO; 4 Hy + COp —» CHyg + 2H0

Essigsaure (Acetat-Anion: CH3COO) CH3COOH — CH4 + CO»

Ameisensaure (Anion: Formiat, HCOQO") 4 HCOOH — CH4 + 3 CO + 2 H0
Methylamin** 4 CH3NH + 2 HO — 3 CH4 + CO> + 4 NH3
Methanol*** und H» CH30H + Hy — CH4 + H20

Methanol (bei Abwesenheit von H») 4 CH30H — 3 CH4 + 2 H0 + COy

Anmerkungen: * Quellen: 8, 15, 21; ** bei methanogenen Thermoplasmata kurzlich auch beschrieben (21);
*** auch als Methylalkohol bekannt.

Tabelle 3: Effekte verschiedener Substanzen fur das Wachstum ausgewahlter Methanogene

getestete Methanogene i . beobachtetes
i o Substratkombination

Spezies (Linie/Genotyp) Wachstum>*

H>/CO +++
Methanobrevibacter olleyae 2/C0O2
229/11
(229/11) H,/CO> + Acetat ++

H,/CO> +
Methanobrevibacter smithii (R4C)

H,/CO> + Acetat +

H>/CO> -
Methanobrevibacter ruminantium .

H>/CO> + Acetat + bis ++
(M1)

H,/CO> + Formiat ++ bis +++

H,/CO> + Formiat + Methanol + .
++ bis +++
Acetat
Quelle: (12, stark gekirzt)
Anmerkungen: * Bedeutung: +++ sehr gutes Wachstum, + wenig Wachstum, - kein Wachstum.

Wahrend zwischenzeitlich viele methanogene Species bekannt sind, die H, und CO> umsetzen kénnen, ist die
Zahl der (bisher bekannten) Arten, die Essigsaure zu Methan umzuwandeln vermdégen (acetoklastische
Methanogene), geringer.

Die Zahl derjenigen Archaeenarten, die Methanol zu Methan umzusetzen vermégen, scheint sehr gering zu
sein (12, 15).

(12) prifte die erforderlichen Substrate flir verschiedene Species (Linien) der Gattungen
Methanobrevibachter, Methanobacterium und Methanospaera (Tabelle 3). So bendtigt Methanobrevibacter
olleyae (229/11) fir sein Wachstum die Anwesenheit von Hy und CO,. Demgegeniiber wachst
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Methanobrevibacter ruminantium (M1) nicht in einem ausschlieBlichen H,/CO>-Substrat. Es bendtigt
zusatzlich Acetat oder Formiat und wéachst besonders, wenn neben H, und CO> gleichzeitig zusatzlich eine
Kombination von Acetat, Formiat und Methanol vorhanden ist (Tabelle 3).

Obwohl die methanogenen Archaeen nur einen kleinen Teil der mikrobiellen Biomasse im Pansen ausmachen,
spielen sie somit eine enorm wichtige Rolle in der gesamten Pansenphysiologie. Ihre Fahigkeit Hy direkt zu
verwerten, reduziert die inhibitorische Wirkung von Hy auf die gesamte mikrobielle Fermentation im Pansen.

3 Effekte des Wirtes (tierseitige Einflisse)

3.1 Genetische Unterschiede zwischen den Tieren bezuglich der CH4-Emission

CHy4 entsteht - wie bereits beschrieben - als unvermeidliches Nebenprodukt des mikrobiellen Kohlenhydrat-
Abbaus unter anaeroben Bedingungen (Abbildung 1).

Von den verschiedenen Einflussfaktoren hat bereits die Hohe der Futteraufnahme einen deutlichen Einfluss auf
die tagliche CH4-Emission bei Wiederkauern (17). Bezogen auf ein Kilogramm Trockensubstanzaufnahme (TA)
schwanken die Angaben Uber die Hohe der CH4-Bildung zwischen etwa 18 und 25 Gramm bei laktierenden
Milchklihen (8). Extreme Werte werden haufig durch hohe Anteile spezifischer Futtermittel (Nahrstoffe)
verursacht, wobei eine niedrige CH4-Menge vor allem bei starke- und fettreichen Rationen und eine hohe
CHg4-Bildung vor allem bei faserreichen Rationen gemessen werden.

(25) berichteten kirzlich von einer mittleren CH4-Emission von 21,5 + 2,46 g/kg TA und 13,9 £+ 2,30 g/kg
Milch (FCM) bei hochleistenden Milchkiihen.

Zweifellos hat die verabreichte Diat einen bedeutenden Einfluss auf die beobachtete Methanemission
vergleichbarer Tiergruppen (Mastbullen, laktierende Milchkiihe und andere). Es gibt zwischenzeitlich aber
auch klare Belege daflir, dass zwischen den Tieren (Wirten) tierindividuelle Unterschiede - bei Verabreichung
einer gleichen Diat — existieren, die wiederholbar und damit zlichterisch nutzbar sind.

Hier liegen gesicherte Ergebnisse vor allem mit Schafen - getestet unter experimentellen Bedingungen (unter
anderem Respirationskammern) - vor, da ihre Prifung vergleichsweise weniger aufwendig und
kostenintensiv als eine Bewertung von Rindern (Milchkihen) ist.

(20) berichten iiber eine Heritabilitat (Erblichkeit, h2) von etwas {iber zehn Prozent fiir die Methanemission je
Kilogramm aufgenommener Futtertrockenmasse (T) bei Schafen (Tabelle 4).

Tabelle 4: Berechnete Heritabilitaten (h?) und Wiederholbarkeiten (r2) fur die
Methanemission von Schafen

Merkmal/K oS Mittelwert Phanotypische h2 2
erkmal/renngrobe rteelwerte Standardabweichung (sp) r

0,29 + 0,53 £
CH4/T 24,6 3,18

g CH4/Tag 0,05 0,02
CHa/kg T 15,7 1,62 i3 E o

g 4/Kg ’ ’ 0,03 0,02
0,46 + 0,80 *

48,5 ,
Lebendmasse 5,12 0,07 0,01

Quelle: (20, gekdirzt).
Anmerkungen: T = Trockenmasse; Tiermaterial: 1225 Schafe.
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Zu vermerken ist, dass gleichzeitig auch die Retentionszeit des Futters im Verdauungstrakt eine erhebliche
Variation zwischen verschiedenen Tieren innerhalb einer Rasse besitzt.

(24) belegen bei 58 Merino-Bbcken (zweijahrig) eine zugehdrige mittlere Wiederholbarkeit von r2 = 0,45.
(5) berichten Uber deutliche pansenmorphologische Unterschiede zwischen Schafen mit differenzierten
Methanemissionen (Tabelle 5). Sie wahlten aus einer Probandengruppe von Uber 700 Schafen je zehn Tiere
mit hoher oder niedriger Methanemission aus. Mittels CT (Computertomografie) wurde anschlieBend die
zugehdrige ruminale Morphologie der Mutterschafe analysiert.

Tabelle 5: Beobachtete Unterschiede zwischen zwei Mutterschafgruppen (je zehn hohe oder
zehn niedrige Methanemittenten bewertet)

. hohe niedrige Signifikanz

KenngrolRe . .

Methanemittenten Methanemittenten (P-Werte)
Kérpermasse (kg) 61,4 58,4 n. s.
T-Aufnahme je Tag 1026 988 n. s.
Methanerzeugung

23,5 20,8 0,001
(g CH4/kg T-Aufnahme)
Verdaulichkeit der T (in

( 66,4 64,8 n. s.

Prozent)
mittlere Retentionszeit in 134 111 0.002
Tagen - d (partikelbasierend) ! ! !
Pansenvolumen (Liter) 7,42 5,91 0,048

Quelle: (5, gekdirzt).
Anmerkungen: n. s. = nicht signifikant; T = Trockenmasse.

Die niedrigen Methanemittenten hatten ein kleineres Pansenvolumen und eine kilirzere Retentionszeit
beziglich des aufgenommenen Futters. Die Verdaulichkeit war jedoch zwischen den beiden Schafgruppen
nicht signifikant verschieden (Tabelle 5). Diese Ergebnisse sind insofern fir die Zuchtpraxis sehr interessant,
da eine einseitige Selektion auf reduzierte Methanemission somit gleichzeitig auch weitere tierseitige
Anderungen bewirken diirfte (Tab. 5).

(27) berichten Uber die Methanerzeugung von Mastbullen unterschiedlicher Rinderrassen (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Methanerzeugung von Mastbullen in Abh&ngigkeit von der Rasse und der

Futterration

kraftfutterreiche

Diat mit mittlerem

Rati Signifik uf
ationstyp Diat Kraftfutteranteil 'gnitikanzpruiung
Rasse AA* Lim* AA Lim Rasse Futter
Gramm Methan pro
e Pr 152 135 216 194 * *oxx
Tag
Gramm Methan je
Kilogramm 13,5 13,6 21,3 22,3 n. s. *kok
T-Aufnahme
Quelle: (27).

Anmerkungen: * Abk.: AA = Aberdeen-Angus; Lim = Limousin-Kreuzungen; T = Trockenmasse; *** P <
0,001; * P < 0,05; n. s. = nicht signifikant.

Die Mastrinder aus zwei verschiedenen Rassengruppen (n = 35 Aberdeen Angus-Bullen sowie n = 33
Limousin-Kreuzungen) emittierten eine unterschiedliche Methanmenge je Tag. Wurde jedoch die
Methanemission bezlglich der verzehrten Trockenmasse (T) korrigiert, waren die Unterschiede zwischen den
Rassen nicht mehr gegeben (Tabelle 6).

(2) untersuchten die Struktur der ruminalen Methanogene bei wachsenden Rindern mit hoher versus niedriger
RFA (je 14 weibliche Tiere aus beiden RFA-Gruppen). Sie belegen eine hohe strukturelle Ahnlichkeit der
methanogenen Community in beiden Gruppen.

Methanobrevibacter spp. waren die dominierenden Methanogene im Pansen; gleichzeitig war die genetische
Variabilitat innerhalb von Methanobrevibacter smithii die vielfaltigste (2). Lediglich zwei Genotypen von
Methanobrevibacter smithii waren signifikant hdufiger in der Féarsen-Gruppe mit hoher RFA im Vergleich zur
niedrigen RFA-Gruppe.

Zusatzlich wurden Haufigkeitsunterschiede von Methanobrevibacter smithii und Methanosphaera stadtmanae
in Abhangigkeit von der verabreichten Didt (Raufutteranteil: hoch oder gering) aufgezeigt.

Zwischenfazit: Die aktuell vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass einerseits ein "ruminaler Kern" von
Methanogenen im Pansen existiert und anderseits die Futterung sowie zum Teil (noch unbekannte)
Komponenten des Wirts signifikante Unterschiede in der Haufigkeitsverteilung vorhandener methanogener
Genotypen bewirken kénnen.

Eine futterabhangige Diversitat vorhandener Bakterien und Methanogene im Pansen — in Kombination mit
weiteren vom Wirt abhangigen Effekten — sollten vorhandene Unterschiede in der Methanerzeugung von
differenzierten RFA-Rindern erklaren kénnen.

Wirt-bezogene Faktoren, wie die Pansen-Morphologie, das Fressverhalten, die Thermoregulation und auch
Stress, haben offensichtlich einen Einfluss auf die beobachtbare Futterverwertung und die Methanbildung.

3.2 Regulation der Genaktivitat auf Transkriptionsebene

Die Gesamtheit der Gene eines Organismus, egal ob Wirt oder Symbiont, stellt eine riesige Menge an
Informationen dar.

Vergleichsweise wenige Gene werden standig zur Aufrechterhaltung der Grundfunktionen einer lebenden Zelle
bendtigt. Ihre Aktivitat wird reguliert, das heiBt sie werden je nach Bedarf "an- oder abgeschaltet".

Als Transkriptom bezeichnet man die Gesamtheit der RNA-Molekiile einer Zelle (wahrend eines bestimmten
Entwicklungszustandes) als Produkte derjenigen Gensequenzen, die gerade "angeschaltet" sind ("RNA-Profil").
Generell kann eine Regulation der Genexpression auf verschiedenen Stufen stattfinden (Abbildung 2).
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Ebene Definition Regulation
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(Metabolomik)

|
|
|
|
|
eines Gewebes oder Organismus :
|
I
I
|
I

Abbildung 2: Einbeziehung verschiedener Omics-Techniken in eine Genexpressionsanalyse

(22) haben sich erstmalig genau dieser Fragestellung im Zusammenhang mit der Methanproduktion bei
Schafen gestellt. Sie nutzten zwei Schafgruppen: je vier Schafe mit hoher oder niedriger Methanproduktion
bei gleicher Diat (ad libitum). Die Differenz zwischen den beiden Gruppen war mit 4,41 Gramm CHy4 pro
Kilogramm Trockensubstanzaufnahme (P = 0,0002) signifikant verschieden.

Die Struktur der ruminalen mikrobiellen Gemeinschaft zwischen den beiden Schafgruppen erklarte nur einen
Teil der Emissionsunterschiede. Keine der beteiligten Domanen (Bacteria, Archaea, Eukaryota) zeigten eine
signifikante Veranderung der relativen Haufigkeit zwischen den niedrigen oder hohen CH4-Emittenten
(Abbildung 3).
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Abbildung 3: Struktur verschiedener Doménen im Pansemmikrobiom verschiedener CH4-Emittenten.
Quelle: (22) - eigene Darstellung.

Detaillierte Analysen der Zusammensetzung der Methanobacteria-Community auf Gattungs- oder Artebene
zeigten erhéhte Methanosphaera spp. bei den niedrigen CH4-Emittenten. Wahrend bei den Schafen mit hoher
Methanemission Methanobrevibacter gottschalkii erhdéht war (Abbildung 4). Diese relativen
Haufigkeitsunterschiede waren zwar zum Teil signifikant; insgesamt aber wenig bedeutend. Demgegeniliber
war die Genexpression deutlich mit der Methanproduktion gekoppelt .
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Abbildung 4: Struktur der Methanobacteria auf Gattungs-/Artebene in zwei Schafgruppen.
Quelle: in Anlehnung an (22) - eigene Grafik.
Anmerkungen: ** Signifikanz (P < 0,05).

Fir sieben von zehn enzymgesteuerte Schritte in der Methanogenese beobachteten (22) signifikante
Zunahmen beziiglich der Haufigkeit der Transkripte® 4 je enzymverschliisselndes Gen bei den hoch
CHg4-emittierenden Schafen. Die Expression von Genen, die an der Methanproduktion beteiligt sind, differierte
deutlich zwischen den beiden Schafgruppen. Dies deutet darauf hin, dass auch der Genregulation, vielleicht
durch die Hy-Konzentration im Pansen oder durch eine tierindividuelle Variation der Verweilzeit des Futters im
Pansen (mit-)gesteuert, eine Bedeutung zukommt.

Zwischenfazit: Eine unterschiedliche Genexpression ist an der beobachtbaren Variation der
Methanproduktion beteiligt. Diese Genregulation dient mdéglicherweise der Anpassung an eine wechselnde
Umgebung; zum Beispiel an ein wechselndes Nahrstoffangebot (H>-Angebot).
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4 Methan-Minderungsstrategien

Beim aktuellen Kenntnisstand werden vorrangig indirekte Methan-Minderungsstrategien empfohlen
(Abbildung 5).

< Strategien zur Methanreduzierung >

indirekt direkt

v

] :
| Y e
—| Futter/Fiitterung | —{ Wirt(Rind) | g ——
Zusammensetzung der Leistungssteigerung 5 (des Wirtes)

— Nahrung (Reduzierung v. __ zwecks Verbesserung

Zellwandbestandteilen) der Futterverwertung/ ; —

. Reduzierung der ! Defaunation

— Erhdhung der Passage- Tierbestinde | (Entfernungv.
rate/starkereiche Ration 5 Protozoen)

Einsatz bestimmter Ole,

- Reduzierung der Tier-
Fette (Talg), Pfl.-samen

— verluste Passive
| Einsatz ausgew. Pflanzen- Verléngerung der Immunisierung;
stoffe (Saponine, Tannine) [~ Nutzungsdauer direkte Ver-

Einsatz ausgew. Sauren futterung

— . - Selektion auf reduzierte
(Propionsaure-Vorstufen) CH4-Emission je Tag/

| lonophore (in EU nicht Produkteinheit
erlaubt), weitere Futter-
Zusatze

Abbildung 5: Mégliche Strategien zur Methanreduzierung.
Quelle: Eigene Darstellung.

Bereits die H6he der Futteraufnahme hat einen Einfluss auf die tégliche CH4-Emission bei Wiederkauern.
Indirekte CH4-Reduzierungsstrategien bietet die Zusammensetzung der Nahrung (Abnahme des Anteils
schwer verdaulicher Zellwandbestandteile, Zunahme des Kraftfutteranteils in der Diat, Erh6hung der
Passagegeschwindigkeit, Beeinflussung des pH-Wertes (methanbildenden Mikroorganismen werden bei einem
Pansen-pH-Wert von < 5,8 stark gehemmt), Lipid-Erganzung und anderes) (8, 6, 14).

Neben den Bemihungen, die CH4-Bildung im Pansen durch Futterinhaltsstoffe oder die Rationsgestaltung zu
reduzieren, wurde auch immer wieder versucht, spezifische Futterzusatzstoffe diesbezliglich zu nutzen.
Beispiel: Monensin, ein Wirkstoff aus der Gruppe der lonophoren (ein Antibiotikum gebildet von
Streptomyces cinnamonensis). In Nordamerika wird es gezielt vermarktet, um eine generell bessere
Futterverwertung und Gewichtszunahme beispielsweise bei Mastrindern zu erreichen (in der Europaischen
Union nicht generell zugelassenp °).

Nach (4) resultiert die verringerte CH4-Bildung nach diesem Ionophoren-Einsatz aus einer verminderten
Protozoen-Population im Pansen, die sich im Zeitverlauf aber wieder adaptieren kann.

Eine Rotation zwischen mehreren Ionophoren (zum Beispiel Monensin und Lasalocid) verhinderte die
Adaptation der Protozoen in diesen Versuchen (4).

Da seit Januar 2006 EU-weit der Einsatz von Antibiotika als generelle Futterzusatzstoffe nicht mehr gestattet
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ist, entfallt diese Méglichkeit zur Reduzierung der CH4-Bildung aktuell in der Europaischen Union.

Tierseitige EinfluBnahmen

Eine unmittelbare genetisch-ziichterische Einflussnahme auf die tierindividuelle CH4-Emission ist zurzeit
(noch) nicht realisierbar, da keine Informationen Gber ausreichend viele Einzeltiere in praxi vorliegen.
Der Zichter kann somit nur durch indirekte MaBnahmen Einfluss auf die CH4-Emissionen je erzeugter
Produkteinheit (Milch, Fleisch) nehmen.

Hier bieten sich unter anderem an:

e die gezielte Leistungssteigerung je Tier/Zeiteinheit durch selektive MaBnahmen innerhalb einer
Population oder durch systematische Kreuzung (vor allem in Form der Gebrauchskreuzung bei
Fleischrindern),

e die Verlangerung der Nutzungsdauer der gehaltenen Milch- oder Mutterkihe,

e die Reduzierung maoglicher Abgangsursachen aufgrund von Erkrankungen/Verletzungen oder
Tierverlusten,

e eine kurze Farsenaufzuchtdauer.

Durch eine hohere Produktivitat der Milchkilihe ldsst sich der notwendige Tierbestand - konstanter
Milch-/Fleischbedarf bundesweit vorausgesetzt - reduzieren. Hohere Leistungen sind in der Regel aber auch
mit einem zunehmenden Kraftfuttereinsatz verbunden.

Impfung

Eine weitere Strategie zur generellen Minderung der Methanbildung wird von einigen Tierwissenschaftlern in
der Entwicklung eines Impfstoffs fir Wiederkauer gesehen, um ihr Immunsystem zur Stimulierung der
Antikorperbildung gegen CH4-produzierende Archaeen anzuregen (28).

Das Pansenepithel des Wirtes ist jedoch nicht sekretorisch. Daher verbleibt als mdéglicher Weg fir die
Antikérper die Speichelsekretion. Zuséatzlich hangt die Wirksamkeit des Ansatzes vom "Uberleben" der
Antikérper im Pansen und deren Bindung an die Zielmikroben ab. Ein schwieriger Weg.

Ein weiterer Ansatz, um Antikdrper in den Pansen zu verbringen, ware als spezifischer Futterzusatz (passive
Immunitat).

So wurde Bakteriozin® © oder eine Bakteriozin-ahnliche Substanz in bestimmten Stdmmen von Butyrivibrio,
Ruminococcus, Streptococcus und Lactobacillus beobachtet (9, 11).

Einige der Bakteriozine scheinen hemmend auf Methanogene zu wirken.

Offen bleiben auch hier die Fragen nach einer Adaptation des Pansenmikrobioms nach langerer Zeit
einschlieBlich der Méglichkeit einer speziesspezifischen Resistenzbildung und seiner Auswirkungen auf den
Wirt oder die Umwelt.

Defaunation

Unter Defaunation versteht man das systematische Entfernen der Protozoen im Pansen.
Pansen-Protozoen leben in einer symbiotischen Beziehung mit Methanogenen (9, 14). Eine Defaunation in
vivo lasst langfristig dhnliche Probleme erwarten, wie oben bereits erwahnt.

Ihre dauerhafte erfolgreiche Anwendung ist somit fur die Praxis noch nicht gel6st.
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5 Bewertung der Exkremente oder der Milchzusammensetzung aus Sicht der
Methanbildung

In einer neueren Studie von (16) wurde der Archaeol-Gehalt im Rinderkot von laktierenden Kiihen (n = 16, je
acht Holstein-Kiihe und acht F1-Kihe (Jersey mal Holstein)) analysiert.

ArchaeolP 7/ (Di-O-phytanylglycerol) ist ein Membranlipid von Archaeen, das auch im Rinderkot quantifiziert
werden kann. Es kdnnte ein moglicher fakaler Marker werden, um die generelle Aktivitdat von Archaeen im
Pansen zu erfassen.

Die oben genannten Autoren berichteten Uberraschenderweise zusatzlich auch von einer positiven Beziehung
zwischen der Archaeol-Konzentration im Rinderkot und der CH4-Emission (g/kg T-Aufnahme) bei Milchkihen.
Diese Ergebnisse sind insofern sehr iberraschend, da bisher in keiner Studie deutliche Zusammenhange
zwischen der Gesamthaufigkeit von Archaeen im Pansen und der Methanproduktion nachgewiesen wurden.
Auch die genetische Diversitat beziglich des Vorhandenseins spezifischer Archaeen-Species und der
CHg-Bildung scheint eher subtil zu sein (22).

Weitere Arbeiten durften erforderlich sein, um die Zusammenhange zwischen der Archaeol-Konzentration im
Rinderkot und der interessierenden CH4-Emission von Individuen zu verifizieren.

In ahnlicher Weise sollten jingste Berichte Gber das Fettsaureprofil der Milch von Kiihen und der zugehérigen
Methanemission eingestuft werden (25).

Wir wissen, dass das Fettprofil (Anteil verschiedener Fettsauren) in der Milch stark futterungsabhangig ist
(zum Beispiel (3)) und rau- oder kraftfutterreiche Didten zu deutlich unterschiedlichen CH4-Emissionen je
Kilogramm Trockensubstanzaufnahme fiihren (1, 8).

Das Milchfettprofil reflektiert die praktizierte Fltterung (frisches Gras, Silage) oder den gewahlten Rationstyp
(viel/wenig Kraftfutter). Nicht beantwortet ist damit aktuell die Frage, ob der genetische (tierseitige)
Zusammenhang zwischen der Methanproduktion des Wirtes (Milchkuh) und seinem Milchfettprofil ausreichend
ist, zuverlassige Auslesestrategien von Zuchttieren aus der Blickrichtung der Zichtung daraus abzuleiten.

Diskussion

Methanogene gehen eine enge symbiotische Beziehung — zwecks H;-Transfer mit anderen Mikroorganismen
im Pansen, einschlieBlich Protozoen - ein (30).

Die Herstellung von Hy von einer Spezies und seiner Verwertung von anderen, die auch als Inter-Spezies-
H>-Transfer bezeichnet wird, ist eine wichtige mikrobielle Interaktion im Pansen.

Die direkte Verwertung von H> in einem Okosystem, das anaerob ist, ist von existentieller Wichtigkeit, da es
empfindlich auf eine Erh6hung des Partialdrucks von H; reagiert.

Obwohl die Methanogene nur etwa ein bis vier Prozent an der gesamtmikrobiellen Population im Pansen
ausmachen, stellt ihre Methanogenese somit einen zentralen Pfad dar, um den anfallenden Wasserstoff "vor
Ort" zu verstoffwechseln. Ein kinftig moéglicher Schliissel zur weiteren Reduktion der Methanproduktion liegt
somit darin, alternative Wege zu finden, um den Wasserstoff gleich flir solche Produkte zu verwerten, die
vorteilhafterweise durch den Wirt (Host) weitergenutzt werden kdénnen (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Theoretisch mdégliche Einbeziehung des Wasserstoffes an differenzierte Reaktionen im Pansen.
Quelle: (11, 30) - eigene Grafik.

So ist die reduktive Acetogenese ein theoretisch méglicher Weg der Hy-Verwendung, die wiederum von
acetogenen Bakterien® & durchgefiihrt werden kénnte. Diese Bakterien verwenden CO> und H» zur Acetat-
Bildung.

Versuche mit acetogenen Bakterien im Pansen waren aber nur von sehr begrenztem Erfolg, weil eine
geringere Hy-Affinitédt der acetogenen Bakterien gegentliber den archaeellen Methanogenen existiert.
Unbekannt ist auch, weshalb die Acetogene und Methanogene nicht im Verdauungstrakt langerfristig
koexistieren (7, 9, 11, 30).

Ebenso kdnnten Nitrat- oder Sulfat-Salze gezielt zur Reduzierung der CH4-Bildung verwendet werden (26). So
sind sulfatreduzierende Bakterien® © (Desulfurikanten) durch ihre Fahigkeit gekennzeichnet, den
Substratwasserstoff auf Sulfat zu Ubertragen und dabei Sulfat zu Sulfid zu reduzieren (Sulfat-Atmung).

In der Tat hat eine (zeitlich sehr begrenzte) zusatzliche Verabreichung von Nitrat- oder/und Sulfat-Salzen mit
dem Futter an Schafe eine Reduktion der CH4-Bildung gezeigt (26).

Bekannt ist aber auch, dass eine dauerhaft hohe Dosis beispielsweise von Nitraten im Wiederkauerfutter zu
einer Methdmoglobinamiel 10 fiihrt.

(19) schlagen sogar vor, eine Kombination aus Nitraten, Saponinen und Sulfaten als Strategie zur
Methanreduktion bei Wiederkduern zu nutzen. Die Toxizitét der Kombination wurde aber nicht diskutiert.
Offen ist die Frage, wie Sulfat- und/oder Nitrat-Salze auf sichere Art und Weise dem Wiederkauer (als
Futtermittelzusatzstoff) — bei Vermeidung einer Toxizitat sowie einem gleichzeitigen Leistungsabfall -
langerfristig zugefihrt kénnen (VAN ZIJDERVELD et al., 2010).

Wir stehen auch hier erst am Anfang, wissenschaftliche "Vorlauf"'-studien zu etablieren.

Auch helfen hier Ergebnisse aus In-vitro-Studien nicht weiter, da damit toxische Effekte und/oder eine
Leistungsminderung beim Wirt nicht quantifiziert werden kénnen.

Moglicherweise ist die Beeinflussung der Genexpression zukiinftig - neben der gezielten strukturell-
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funktionellen Beeinflussung des Pansenmikrobioms - ein véllig neuer Weg, die ruminale Methanproduktion
der Wiederkduer gezielt zu verandern.

SchlieBlich spielt auch der Standort des Wirts mit seinen zugehdérigen differenzierten Umwelt- und
Futterungsbedingungen eine Rolle, welche mikrobielle Vielfalt im Host zu finden ist. Es sollte deshalb auch
nicht ausgeschlossen werden, dass standortspezifische Aspekte zukinftig zusatzlich zu beachten bleiben und
davon abhangig verschiedene Wege bezlglich einer angestrebten Minderung der CH4-Emissionen bei
Wiederkauern verfolgt werden missen. Beim gegenwartigen Wissensstand empfehlen sich aktuell nur
indirekte MaBnahmen in praxi (Abbildung 5).

Da allerdings weltweit an Minderungsstrategien zur CHz-Emission bei Wiederkauern gearbeitet wird, sind die
Erwartungen hoch, zukinftig direkt in die Aktivitaten der methanogenen Archaeen beim Wiederkauer
eingreifen zu kénnen.

Die Zukunft wird es zeigen!

Zusammenfassung

Archaeen sind ein wichtiger Bestandteil des Pansenmikrobioms. Obwohl die methanogenen Archaeen nur
einen kleinen Teil der mikrobiellen Biomasse im Pansen ausmachen, spielen sie eine enorm wichtige Rolle in
der gesamten Pansenphysiologie. Ihre Fahigkeit Wasserstoff (H>) zu verwerten, reduziert die inhibitorische
Wirkung von H; auf die gesamte mikrobielle Fermentation im Pansen.

Der vorliegende Ubersichtsartikel fasst die aktuellen Erkenntnisse (iber die im Pansen vorhandenen Archaeen
zusammen und beschreibt mdgliche Ansatze zur weiteren Minderung der Methanemission von Rindern.

Wir sind noch weit davon entfernt, eine gezielte Manipulation des ruminalen Mikrobioms im groBen Umfang in
praxi am Wiederkauer vornehmen zu kénnen. Es bleibt jedoch ein strategisches Ziel.

Summary

The ruminal microbiome of cattle
Part 2: Archaea - substrate specialists in the ruminal microbiome

Archaea are an important part of the ruminal microbiome. Although the methanogenic archaea make up only
a small part of the microbial biomass in the rumen, they play an extremely important role in the whole
rumen physiology. Their ability to utilize hydrogen (H3), reduces the inhibitory effect of Hy on the total
microbial fermentation in the rumen.

This review article summarizes the current knowledge of archaea in the rumen and describes possible
approaches to further reduce the methane emissions of cattle.

We are still far from being able to manipulate the ruminal microbiome selectively and on a large scale in
practice. However, it remains a strategic objective.

Résumeé

Le microbiome ruminal des bovins
2e partie : les archéens - spécialistes du substrat dans le rumen du microbiome

Les archéens représentent une partie importante du microbiome ruminal.

Bien que les archéens méthanogénes ne constituent qu’une faible partie de la biomasse microbienne dans le
rumen, ils jouent un réle considérable dans toute la physiologie ruminale. Leur capacité d’exploiter
I’'nydrogéne (H») réduit I'effet inhibiteur de H> sur I'ensemble de la fermentation microbienne dans le rumen.
Le présent article de synthése regroupe les connaissances actuelles sur les archéens existant dans le rumen
et décrit des approches possibles en vue de réduire I'émission de méthane par les bovins.

Nous sommes encore loin de pouvoir entreprendre une manipulation ciblée du microbiome ruminal sur une
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grande échelle et dans la pratique appliquée aux ruminants. Ceci reste pourtant un objectif stratégique.

FuBnoten

1) Zu nennen sind hier Unterschiede in der Sequenz der in den Ribosomen enthaltenen RNA; erfassbar in
Form der kleinen ribosomalen Untereinheit 16S rRNA (13).

2) Zugehorige zoologische Klassifikation: Phylum: Euryarchaeota, Klasse: Methanobacteria, Ordnung:
Methanobacteriales, Familie: Methanobacteriaceae, Genus: Methanobrevibacter, Species: M. ruminantium;
zur gleichen Gattung gehéren auch die wiederholt im Pansen von Wiederkauern gefundenen Spezies: M.
gottschalkii, M. millerae, M. smithii. Weitere zehn Species gehéren zur Gattung Methanobrevibacter (12, 15).

3) Die Reduktion von Kohlenstoffdioxid zu Methan durch Wasserstoff ist exergon (energiefreisetzend).

4) Die Transkription beschreibt die Synthese von RNA nach der DNA-Vorlage. Unter Genexpression versteht
man die Bildung von Proteinen (Enzymen) anhand der genetischen Information mitsamt aller dafiir nétigen
vorangehenden Prozesse; beginnend mit der Transkription. Die Genexpression kann durch eine
Genexpressionsanalyse bestimmt werden.

5) Monensin ist seit April 2013 ausschlieBlich zur Behandlung von Stoffwechselentgleisungen bei Milchkiihen
und Farsen in der Europaischen Union zugelassen. Das unter der Bezeichnung Kexxtone® Monensin Natrium
angebotene Pharmazeutikum muss vom Tierarzt verschrieben und als Bolus mit Hilfe eines Applikators
verabreicht werden. Das Rind muss laut Herstellerangaben fir eine Stunde separiert und im Anschluss an die
Behandlung flr bis zu vier Tage unter Beobachtung stehen, damit der Landwirt erkennen kann, ob der Bolus
auch wirklich geschluckt ist (18).

6) Bacteriozine sind proteinogene Toxine, die von Bakterienstimmen abgesondert werden und das Wachstum
anderer Stamme derselben oder dhnlicher Bakterienarten hemmen (inhibieren). Bacteriozine haben meist ein
enges Wirtsspektrum (9, 21).

7) Archaeol ist ein Glycerin-Derivat (16).

8) Acetogene Bakterien bilden unter anaeroben Bedingungen Essigsdure (Acetat). Zu den acetogenen
Bakterien gehdren zum Beispiel Arten der Gattung Acetobacterium und Clostridium. Sie kommen haufig im
Schlamm von Gewassern sowie in Faultirmen von Klaranlagen vor (7, 15).

9) Sulfatreduzierer sind obligat anaerob und leben vor allem in Gewé&ssersedimenten (9, 15, 26). Sie sind
leicht aus Faulschlamm zu isolieren, wo sie die beim unvollstédndigen Abbau von Kohlenhydraten anfallenden
Fettsauren und Alkohole nutzen und somit zur anaeroben Mineralisierung organischer Substanzen beitragen.
Mehrere Gruppen, darunter gram-negative begeiBelte und nicht begeiBelte Bakterien (zum Beispiel
Desulfovibrio, Desulfobacterium, Desulfococcus, Desulfomonas), gram-positive, endosporenbildende
Bakterien (Desulfotomaculum) und Archaeen (Archaeglobulus), sind zur Sulfatatmung befahigt (15).

10) Bej einer Methamoglobindmie ist eine erhéhte Konzentration von Methdmoglobin im Blut zu finden. Aus
der Humanmedizin ist gut bekannt, dass vor allem flir Sauglinge zum Beispiel durch den Genuss von
Trinkwasser mit zu hohen Nitratwerten die Gefahr einer Andmie - aufgrund einer geringeren Enzymaktivitat -
besteht.
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