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I. Kurzfassung

. Kurzfassung

Die Verwendung von Getreideganzpflanzen fur Futterzwecke wird durch den hohen
Ligningehalt in den Zellwdnden wund die daraus resultierende schlechtere
Nahrstoffverdaulichkeit ~ der  enthaltenen  Nahrstoffe  eingeschrankt. Durch
Mutationszichtung ist es in den letzten Jahren gelungen die Ligninbildung bei einigen
Kulturpflanzen, die zur Ganzpflanzenverfutterung genutzt werden, zu vermindern. Die
Untersuchungen dieser Arbeit beschaftigten sich mit dem Einfluss einer Gerstenmutation,
des sogenannten orange lemma (robl) Allels, die geringere Ligningehalte im
Pflanzengewebe bewirkt und so Einfluss auf die Verdaulichkeit nehmen kann. Hierfur
wurde ein in vitro Pansenfermentationssystem (RUSITEC) verwendet. Getestet wurden
die zweizeilige Sommergerste ‘Optic’ und die durch Ethylmethansulfonat induzierte
Mutante derselben Sorte. Das Pflanzenmaterial wurde im Schossen und in der Milchreife
geerntet und mittels RUSITEC auf die Verdaulichkeit untersucht. Die Gasausbeute, die
Konzentration der kurzkettigen Fettsduren (SCFA) und der Ammonium- und
Nahrstoffabbau aus der Pflanzentrockenmasse wurden nach jeweils 48 Stunden
Fermentation untersucht. Die Mikrobenzusammensetzung wurde mittels MiSeq-System
untersucht. Grundsétzlich war der Gehalt an ADL (acid detergent lignin) im
Pflanzengewebe wahrend der Milchreife hoher als zum Zeitpunkt des Schossens. ADL
war in der Mutante sowohl im Schossen (13,9% vs. 18,5%) als auch in der Milchreife
(26,0% vs. 28,6%) zu geringeren Anteilen in der Trockenmasse vorhanden. Dies spiegelte
sich in einer hoheren Pansenverdaulichkeit der NDF (neutral detergent fiber) (61,7% vs.
53,7%; p<0,001) bei den im Schossen geernteten Proben, nicht jedoch bei untersuchten
Proben aus der Milchreife wider. Im Vergleich dazu war die Methanbildung bei der
Mutante im Vergleich zum Wildtyp niedriger (p<0,002). Bei den Ernteproben zum
Schossen verstérkte sich dieser Effekt nochmals. Keine Unterschiede wurden beziglich
der Proteinverdaulichkeit festgestellt. Das SCFA-Muster im Pansensaft unterschied sich
bei den Proben aus dem Schossen nicht zwischen beiden Genotypen, wahrend bei den
Milchreife-Proben die Mutante eine hohere Acetatbildung bei gleichzeitig geringerer

Butyratbildung aufwies. Die mikrobielle Vielfalt war geringer bei den fermentierten Proben
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I. Kurzfassung

aus dem Entwicklungsstadium des Schossens im Vergleich zu jenen aus der Milchreife
(p<0,001). Auch bei der Mutante war dieser Effekt zu beobachten (p<0,026). Das
Aufkommen an Bakterien, Synergisten, und Tenericutes war geringer, wenn die Pflanzen
im Stadium der Milchreife fermentiert wurden. Das Aufkommen von Cyanobacteria,
Elusimicrobia, Fusobacteria, Lentisphaerae, Proteobacteria, Verrucomicrobia und
Eremiobacterota war jedoch hoher (p<0,0019). Zusammenfassend kann festgehalten
werden, dass die meisten Fermentationsparameter durch das Vegetationsstadium und
der damit einhergehend veranderten Nahrstoffzusammensetzung beeinflusst wurden.
Jedoch gab es auch Effekte durch die unterschiedlichen Gerstengenotypen auf das

Pansenmikrobenmilieu, die SCFA-Zusammensetzung und die Methanproduktion.
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Il. Abstract

. Abstract

The usage of cereals as forage crops is limited by the high lignin content in the cell walls
and the resulting lower digestibility of the nutrients they contain. In recent years mutation
breeding has made it possible to reduce lignification in forage crops. The investigations
of this thesis dealt with the influence of a barley mutation, the so-called orange lemma
(rob1) mutation, which causes lower lignin levels in the plant tissue and this can influence
digestibility. The in vitro ruminal fermentation system (RUSITEC) was used for the
research. Two-rowed spring barley cv. ‘Optic’ and its ethyl methane sulfonate (EMS)
induced orange lemma (robl) mutant line were both harvested at the same time during
stem elongation and early fruit development and incubated in the RUSITEC system. Gas
production, concentrations of short-chain fatty acids (SCFA) and ammonia, and the
nutrient degradation of the plants after 48 hours of incubation were investigated. Several
samples were analyzed for microbial composition using MiSeq sequencing technology. In
general, the proportion of acid detergent lignin (ADL) was higher during the stadium of
early grain filling than at stem elongation. Furthermore, at stem elongation (13.9% vs
18.5%) as well as early grain development (26.0% vs 28.6%; dry matter basis), ADL was
lower in robl than in the wild type. This was reflected in a higher rumen digestibility of
neutral detergent fibre (61.7% vs 53.7%; p< 0.001) when harvested at stem elongation,
but not at the later development state. In comparison, methane production was lower with
robl than ‘Optic’ (p=0.002), especially when harvested at stem elongation. No differences
were found in protein digestibility between the barley genotypes. The fermentation SCFA
profile showed no difference between barley genotypes when harvested at stem
elongation, but at early fruit development more acetate and less butyrate was produced
with rob1. The microbial diversity was lower when barley was incubated at stem elongation
compared to early fruit development (p<0.001), which was also the case with robl
(p=0.026). The occurrence of Bacteroidetes, Synergistetes and Tenericutes was lower
when plants harvested at early grain development were incubated compared to the stem
elongation stage, whereas the abundance of Cyanobacteria, Elusimicrobia, Fusobacteria,

Lentisphaerae, Proteobacteria, Verrucomicrobia and Eremiobacterota was higher
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(p<0.001). In summary, it can be stated that most of the fermentation parameters were
influenced by the vegetation stage and the associated change in nutrient composition.
However, the different barley genotypes also had effects on the rumen microbe

environment, the SCFA composition and methane production.
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1. Einleitung und Fragestellung

1. Einleitung und Fragestellung

Gerste ist eine der bedeutendsten Ackerbaukulturen der Welt mit einer Anbauflache von
51 Mio. Hektar im Jahr 2019. Im selben Jahr wurden in Osterreich 137240 Hektar Gerste
angebaut, weshalb sie hierzulande die drittgrof3te Ackerbaukultur ist (FAO 2019). Gerste
wird global betrachtet hauptsachlich fur die Kérnernutzung kultiviert (Heuzé et al. 2015).
Die Nutzung teilt sich zu 60% auf Futterzwecke, zu ca. 30% auf Malzgewinnung und rund
5% fur Saatgutgewinnung auf. Der Rest belauft sich auf menschliche Ernahrung (Ullrich
2011). Gerste kann auch als Zweinutzungskultur in Mischbetrieben zum einen fir
Beweidung im Winter, wenn das Wachstum durch niedrige Temperaturen herabgesetzt
ist und zum anderen spéater als Druschkultur genutzt werden, was zu einer gréReren
Rentabilitdt und Flexibilitat der Betriebe beitragt (McCartney et al. 2008; Bell et al. 2014).
Auch andere Formen der Ganzpflanzennutzung wie Heugewinnung oder die

Energieerzeugung in Biogasanlagen ware eine Moglichkeit.

Die in dieser Arbeit untersuchte Gerstenmutante orange lemma (robl) weist eine
Veréanderung in der CAD (cinnamyl alcohol dehydrogenase) auf, welche den letzten
Schritt der Ligninbiosynthese katalysiert. Dadurch weist sie einen um bis zu 15%
geringeren Gehalt an ADL (acid detergent lignin) im Pflanzengewebe auf (Meyer &
Zwinger 2006; Meyer et al. 2006; Stephens & Halpin 2014).

Wir stellten daher die Hypothese auf, dass aufgrund des niedrigeren ADL-Gehaltes in
Orange-Lemma-Gerste der Nahrstoffabbau im Pansen erhéht wird, was wahrscheinlich
mit Veranderungen im Pansenmikrobiom verbunden ist, und deshalb der Futterwert des
Raufutters fur Rinder verbessert wird. Da bekannt ist, dass das Vegetationsstadium den
Gehalt an ADL und anderen N&hrstoffen stark beeinflusst (Khorasani et al. 1997; Wallsten
et al. 2010), formulierten wir eine zweite Hypothese. Diese lautet, dass die Auswirkungen
des Gerstengenotyps noch starker zu tragen kommen, wenn die Gerste im Schossen
sowie in der Milchreife geerntet und anschliel3en fermentiert wird, was wahrscheinlich

wiederum mit Verdnderungen der mikrobiellen Populationen im Pansen verbunden ist.
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Um die Auswirkungen von robl-Gen-assoziierten  Veradnderungen des
Pflanzennahrstoffprofils auf das  Pansenmikrobiom und die  mikrobielle
Nahrstoffabbaubarkeit der gesamten Gerstenpflanze zu bewerten, wurde eine in vitro-
Fermentationsstudie mit der robl-Mutante und dem Wildtyp ‘Optic’ durchgeflhrt.
Herangezogen wurde dafir eine Pansensimulationstechnik genannt RUSITEC. Das
RUSITEC-System ist eine in vitro-Pansenfermentationstechnik, mit der die Auswirkung
der Erndhrung auf die Nahrstoffabbaubarkeit, die Gasproduktion und das Mikrobiom im

Pansen untersucht werden kdnnen (Mannich et al. 2018; Wetzels et al. 2018).
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2. Literaturiibersicht

2. Literaturtbersicht

2.1. Gerste (Hordeum vulgare L.)

Gerste (Hordeum vulgare L.) ist eine der ersten durch den Menschen domestizierte
Ackerbaukultur. Vor tiber 10000 Jahren wurde sie im Gebiet des fruchtbaren Halbomondes
domestiziert (Ullrich 2011). Die weltweite Anbauflache von Gerste betrug im Jahr 2019
rund 51 Mio. Hektar. Sie erreichte somit die flnftgroRte Flachenausdehnung aller
Kulturarten (Tabelle 1). In Osterreich wurden im selben Jahr 137240 Hektar angebaut,
weshalb sie hierzulande die dritthaufigste Kulturart ist (FAO 2019).

Tabelle 1: Globale Anbauflache und Produktion der weltweit zehn
wichtigsten Kulturarten (FAO 2019)

Kulturart Anbauflache Produktion Durchschnittsertrag

(Mio. ha) (Mio. t) (dt/ha)
Weizen 215 765,8 35,55
Mais 197 1148,5 58,24
Reis 162 755,5 46,61
Sojabohne 120 333,7 27,69
Gerste 51 159,0 31,08
Sorghum 40 57,9 14,45
Baumwolle 39 82,6 21,37
Raps 34 70,5 20,72
Bohne 33 28,9 8,74
Hirse 32 28,3 8,96

2.2. Botanik

Die Gerste gehort so wie alle Getreidearten zum Stamm Triticeae und zur Familie der
Poaceae. Derzeit werden 32 Gerstenarten unterschieden, die alle der Gattung Hordeum
zugehorig sind. Arten der Gattung Hordeum sind entweder diploid (2n = 2x = 14),
tetraploid (2n = 4x = 28) oder hexaploid (2n = 6x = 42) mit einer grundsétzlichen
Chromosomenzahl von x = 7 (von Bothmer et al. 1995). Die Chromosomenzahl ist im

Vergleich zu anderen Getreidearten etwas kleiner, mit 6 — 8 um sind diese Chromosomen
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2. Literaturiibersicht

aber vergleichsweise grof3 (Briggs 1978).

Gerste ist einjahrig und grundsatzlich selbstbefruchtend, da der Pollen meist schon vor
dem Ahrenschieben geschiittet wird. Auf diesem Umstand beruht die Tatsache, dass bei
der Gerste hauptsachlich Linienzucht betrieben wird. Fir gute Kreuzungserfolge braucht
es niedrige Temperaturen wahrend des Wachstums und der Ahrenentwicklung (Cuesta-
Marcos et al. 2016)

Wenn auch die Witterung fur den Bluhzeitpunkt eine Rolle spielt, wird der Blihzeitpunkt
letztendlich grof3teils Uber den Genotyp bestimmt. Heil3e und trockene Bedingungen
erhdhen den Selbstbefruchtungsgrad, besonders Sommergersten blihen meist

geschlossen (kleistogam) ab (Froier et al. 1959).

Die Gerste hat die beste Anpassungsfahigkeit aller Getreidepflanzen an die
unterschiedlichsten Klimate. Deshalb ist es mdglich diese Kulturart in den vom Norden,
z.B. in Skandinavien zirka bis zum 65. Breitengrad, bis in trockene sudliche Regionen,
z.B. in der Nahe der Sahara zu kultivieren. Ein erfolgreicher Gerstenanbau kann auch auf
Grenzstandorten (z.B. Hohenlagen, Trockenstandorte, versalzte Standorte) erfolgen, auf
denen andere Getreidearten nicht mehr gedeihen konnen. Der weltweite
Durchschnittsertrag belauft sich auf rund 25 dt/ha. Zu den Optimalbedingungen zahlt das
gemaliigte Klima Westeuropas, hier werden Durchschnittsertrage von rund 60 dt/ha
erzielt. Die grol3e Formenvielfalt der Gerste ist beachtlich. Es gibt zwei- und mehrzeilige
Formen, Sommer- und Wintergersten, begrannte, unbegrannte und Kapuzengersten,

Nackt- und Spelzgersten sowie Brau-, Futter-, und Speisegersten (Ullrich 2011).

So wie alle anderen Getreidedhren besteht auch die Gerstenahre aus einzelnen Ahrchen
(Williams-Carrier et al. 1997). An den Nodien (Ahrenspindelstufen) der Ahre sind auf je
einer Seite jeweils drei Ahrchen angebracht. Sind alle diese Ahrchen fertil, so ist es eine
sechszeilige Gerste, sind nur zwei fertil, so ist es eine vierzeilige Gerste. Fiur den Fall,
dass nur ein Ahrchen fertil ist, handelt es sich um eine zweizeilige Gerste. Grundsétzlich

sind zwei- und mehrzeilige Gersten zu unterscheiden (Steinberger et al. 1972).
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Ahrenachse
Ahrenspindel
Hullspelze
Deckspelze, Granne

Vorspelze

/
'
EEEEEN

Schwellkérper
A Anthere
. Fruchtknoten

Abbildung 1. SchematischerAufbau einer Gerstendhre (Quelle: modifiziert nach Williams-Carrier
et al. 1997).

Die Ahre ist der Bliitenstand der Gerste. Diese ist unverzweigt, gleichseitig ausgefiihrt und
setzt sich aus den einzelnen Ahrchen zusammen. Diese Ahrchen sind durch die
Ahrenachse und die Ahrenspindel miteinander verbunden. Die Ahrenachse wird in
Spindelstufen unterteilt, von denen die einzelnen Ahrenspindeln entspringen. Ausgehend
von ihrem Ursprung tragen diese zwei Hullspelzen, gefolgt von einer Deckspelze von der
die Granne ausgeht (Abbildung 1). Die Granne wird auch als modifiziertes Blatt bezeichnet.
In der Achsel der Deckspelze sitzt eine Blite, die sich aus drei Antheren und einem

Fruchtknoten zusammensetzt (Steinberger 1972).

2.3.  Ursprung und Herkunft der Gerste

Als Ursprungszentrum einer Kultur gilt das Gebiet indem die Wildform gemeinsam mit der
kultivierten Art vorliegt (Molina-Cano et al. 2002). Neben mehreren anderen Getreidearten
wurde auch Gerste erstmals im fruchtbaren Halbmond im Nahen Osten bereits vor

10000 bis 11000 Jahren kultiviert. In neolithischen Siedlungen in Tell Abu Hureyra wurden
Hinweise darauf gefunden. Man geht aber davon aus, dass an mehreren Orten in dem
Gebiet unabhéngig voneinander mit Siedlungstétigkeit und auch mit dem Ackerbau und
dem Anbau von diversen Getreidearten begonnen wurde. Ein Grund dafir war

moglicherweise auch der Beginn einer kiihleren und trockeneren Klimaperiode (Lev-

Seite 9



2. Literaturiibersicht

Yadun et al. 2000). Aber auch in anderen Regionen der Welt wie im Himalaya und im
Mittelmeerraum wurde relativ frih unabhangig davon mit der Kultivierung der Gerste
begonnen (Schmid et al. 2018).

2.4. Verwendung von Gerste

Gerste wird global betrachtet hauptsachlich fur die Kérnernutzung kultiviert (Heuzé et al.
2015). Die Nutzung teilt sich zu 60% auf Futterzwecke, zu ca. 30% auf Malzgewinnung
und rund 5% fur Saatgutgewinnung auf. Der Rest belauft sich auf die menschliche
Ernahrung (Ullrich 2011). Fir diese vielfaltigen Zwecke wird Gerste mittlerweile seit
Jahrhunderten genutzt, was mitunter auch auf ihre grol3e genetische Variabilitat
zurUckzufiuhren ist. Sie verfugt auch Uber die weiteste geografische Ausbreitung aller
Getreidepflanzen. Oft wird sie dort kultiviert, wo andere Getreidearten fur die klimatischen
Verhaltnisse nicht mehr geeignet sind (Poehlman et al. 1985). Nur in sehr wenigen
Regionen der Welt wird Gerste vorwiegend zur menschlichen Erndhrung (Eticha et al.
2009; Tashi et al. 2013), als Futterpflanze fir Winterbeweidung oder zur Silage- und
Heuproduktion genutzt (Fisher et al. 1972; Entz et al. 2002; Baron et al. 2006; Wallsten
et al. 2010). Gerste kann auch als Zweinutzungskultur in Mischbetrieben zum einen fir
Beweidung im Winter, wenn das Wachstum durch niedrige Temperaturen herabgesetzt
ist und zum anderen spéater als Druschkultur genutzt werden, was zu einer groReren
Rentabilitat und Flexibilitat der Betriebe beitragt (McCartney et al. 2008; Bell et al. 2014).

2.5. Gerste in der Ganzpflanzenfitterung

Grundsatzlich ist die Zugénglichkeit von Pflanzenzellwandpolysacchariden fir die
mikrobielle Verdauung im Pansen durch das Vorhandensein von Phenylpropanoid-
Polymer-Lignin im Pflanzengewebe begrenzt (Vogel & Jung 2001; Jung et al. 2012). Eine
Veranderung der Zellwandzusammensetzung von Pflanzen fir eine bessere mikrobielle
Verdaulichkeit aber auch fir eine bessere Verwendung in der Biokraftstoffproduktion wird
vorangetrieben. Es wurde jedoch oft eine reduzierte Fitness solcher modifizierten

Pflanzen festgestellt, was sich in geringeren Ertragen, schlechterer Trockenheitstoleranz
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und hoherer Krankheitsanfalligkeit bemerkbar machen kann (Jung et al. 2012). Die fir
gewodhnlich eingesetzten Gerstensorten enthalten in ihnrem Gewebe viel Lignin und haben
viele Grannen, was ihre Eignung zur Ganzpflanzenverfitterung in der Tierhaltung
herabsetzt. Die Grannen und besonders deren Wiederhacken konnen die
Mundschleimhaut und die Augen der Tiere beintrachtigen. Auch die Arbeit mit begrannter
Gerste ist fur den Menschen oft unangenehm (Harlan et al. 1920). Es sind sogar
verringerte  Trockenmasseaufnahmen bei der Verfutterung von begrannten
Getreidepflanzen im Vergleich zu unbegrannten Pflanzen zu beobachten (Todd et al.
2003). Es gibt verschiedene Gerstenmutanten, wie zum Beispiel welche mit weicheren
Grannen (raw 1, raw 2), Kapuzengersten (Kapl) oder grannenlose Gersten (Lkal)
(Lundqvist & Franckowiak et al. 2003), die fur die Entwicklung neuartiger
Gerstenvarietaten zur Ganzpflanzenverfitterung herangezogen werden kdnnen
(Hadjichristodoulou et al. 1979; Todd et al. 2003). Lignin sorgt flr Struktur sowie Stabilitat
in der Pflanze und wirkt als Abwehrbarriere gegen auf3ere Einflisse. Eine genetische
Veranderung von Lignin-Genen kann zu strukturellen und zusammensetzungsbedingten
Veranderungen des Lignins fuhren und es sind Auswirkungen auf die Extrahierbarkeit
oder Verdaulichkeit des Lignins moglich. All dies sind wichtige Faktoren fur die Erndhrung
von Nutztieren. In letzter Zeit haben sich die Forschungen auf die Verringerung der
Ligningehalte verstarkt (Chapple et al. 2007; Chen & Dixon et al. 2007; Shen et al. 2009),
um Getreidestroh besser als Ballaststoff oder fur Biokraftstoffe nutzen zu kdnnen und die
Verdaulichkeit von Raufutter zu erhéhen (Jung et al. 2012). Mit dem gleichen Ziel wurden
brown midrib Mutanten in Mais, Sorghum und Perlhirse entwickelt. Dadurch konnte die
Futterverdaulichkeit fur Wiederkauer signifikant erhdht werden (Sattler et al. 2010). Die
bei Gerste kommerziell noch nicht genutzte Mutante orange lemma (rob1), bewirkt einen
um bis zu 15% verringerten Gehalt an ADL (acid detergent lignin) im Pflanzengewebe.
Die Mutation fihrt zu einer Veranderung in der CAD (cinnamyl alcohol dehydrogenase),
welche den letzten Schritt der Ligninbiosynthese katalysiert (Meyer et al. 2006; Stephens
& Halpin 2014). Die Mutation befindet sich am Chromosom 6HS. Die Granne, die
Vorspelze und die Rachis sind im unreifen Zustand orangefarben (Abbildung 2). Dabei
handelt es sich um eine rezessive Mutation, die bereits spontan in der Herkunft

Clho 5649 auftrat (Franckowiak et al. 1997). Die Mutation im Versuchsmaterial wurde
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kunstlich durch Mutationsziichtung herbeigerufen.

Unter Mutationsztichtung versteht man die Schaffung
neuer Sorten durch das Generieren von genetischer
Variabilitat mittels Mutagenen. Neben
Kreuzungszichtung und Gentechnik stellt die
Mutationsziichtung eine von den drei Saulen der

modernen Pflanzenziichtung dar (Shu et al. 2012).

Wiederkauer sind auf Pansenmikroben angewiesen,
um fir sie unverdauliche Pflanzenpolymere zu
nutzbaren Na&hrstoffen zu fermentieren, die dann
auch durch Wiederkauer weiter metabolisiert werden
kénnen. In etwa 70% des Energiebedarfs und 50%
des Proteinbedarfs eines Wiederkauers werden
durch den Pansen und die darin vorkommenden
Pansenmikroben sichergestellt (Pitta et al. 2018). Es
wurde gezeigt, dass Anderungen der
Nahrstoffzusammensetzung im Futter auch die
mikrobielle Zusammensetzung und Fermentation
des Pansens signifikant verandern (Klevenhusen et
al. 2017; Belanche et al. 2019). Der Gehalt an ADL
(acid detergent lignin) in der Mutante orange lemma

ist niedriger als im Wildtyp, was auch zu

Abbildung 2: Orange gefarbte

Pflanzenteile der Mutante rob1
(orange lemma; links) und grin
gefarbte Pflanzenteile vom
Wildtyp ‘Optic’ (rechts).00

Veranderungen im Pansenmikrobiom fuhrt und so den Futterwert des Raufutters flr

Rinder verbessern kann. Es ist jedoch auch bekannt, dass das Vegetationsstadium den

Gehalt an ADL (acid detergent lignin) und anderen Nahrstoffen stark beeinflusst

(Khorasani et al. 1997; Wallsten et al. 2010).

Seite 12



3. Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1. Pflanzenmaterial und Vorbereitungsarbeiten

Fir die Verdaulichkeitsstudie wurde die zweizeilige Sommergerste ‘Optic’ (Wildtyp) und
deren Mutante EMS_R0013_ 33 verwendet. Die Mutation orange lemma (robl) wurde
durch Ethylenmethansulfonat (EMS) induziert (Caldwell et al. 2004). Das Probenmaterial
wurde 2016 auf der Versuchsflache Raasdorf, KG Pysdorf, der BOKU-Versuchsstation
Grol} Enzersdorf (48°1410“ N, 16°35'36" E) angebaut und geerntet.

Abbildung 3: Luftbild der gelb umrandeten Versuchsflache in Raasdorf,
der rote Punkt kennzeichnet die Lage des né&chst gelegenen und
beschriebenen Bodenprofils (Quelle: modifiziert nach eBod 2020)

Das fur den Anbau genutzte Feld befindet sich auf einer Seehdéhe von etwa 154 m im
Marchfeld (Abbildung 3). Die Profilbeschreibung von Ebod (BFW, 2020) weist die
Bodenart Tschernosem, entstanden aus kalkhaltigem Feinsediment auf Schotter und

Sand auf, wobei im Oberboden ein geringer Grobanteil vorhanden ist. Die
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Wasserverhaltnisse werden als trocken beschrieben (BFW, 2020). Dies unterstreichen
auch die Daten der nahegelegenen Wetterstation in Franzensdorf, die einen
durchschnittlichen Jahresniederschlag von 545 mm pro m2 ausweisen und das bei einer
Jahresdurchschnittstemperatur von 10,6 °C (NOEL, 2020).

Die Aussaat erfolgte am 19. Méarz 2016 mit einer Saatstarke von 400 Kornern je m? auf je
12 m2 groRen Parzellen. Jede der Parzellen wurde dreifach wiederholt. Die erste Ernte
erfolgte zum Schossen in BBCH 35 am 73. Tag nach der Aussaat. Die zweite Ernte
erfolgte zur Milchreife in BBCH 71-73 am 90. Tag nach der Aussaat. Geerntet wurde per
Hand je 1 m2 von jeder Parzelle. Die Grinmasse wurde einer Lufttrocknung in den
Gewachshausern der Versuchsanstalt in Gro3 Enzersdorf unterzogen. Anschliel3end
wurden die Proben mit einer Miihle (PULVERISETTE 19 Universalschneidemuhle, Fritsch
GmbH, Idar-Oberstein, Deutschland) durch ein 6 mm Sieb vermahlen.

3.2. Chemische Analysen

Die Analysen von Futter- und Futtermittelriickstandsproben wurden in zweifacher
Wiederholung gemaf dem Deutschen Handbuch der Landwirtschaftlichen Versuchs- und
Analysemethoden (VDLUFA 2012) durchgefuihrt. Die Trockenmassebestimmung erfolgte
in einem Trockenschrank bei 100 °C fur 24 Stunden. Die Rohaschegehaltsermittlung
erfolgte durch Verbrennen im Muffelofen bei 580 °C Uber Nacht. Der Rohproteingehalt
wurde mittels Kjeldahl-Methode ermittelt. Die Gehalte an NDF (neutral detergent fiber),
ADF (acid detergent fiber) und ADL (acid detergent lignin) wurden mit Hilfe des Fiber
Therm TT 12 (Gerhardt GmbH & Co. KG, Kdnigswinter, Deutschland) ermittelt.
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3.3. RUSITEC-Experiment

Die konkrete Untersuchung wurde mittels RUSITEC in einem vollrandomisierten Design
durchgefiihrt. Es wurden 2 Durchlaufe mit je 12 Fermentern durchgefuhrt, was 24
unabhangige Messungen ermdglichte. Insgesamt bedeutet das 6 Messungen flr jedes
der 4 untersuchten Substrate. Jeder der 12 baugleichen Fermenter hatte ein Volumen
von 800 ml (Abbildung 4).

Abbildung 4: Geschlossene und beflllte Fermenter von

RUSITEC im temperierten Wasserbad wahrend des
Versuchslaufes
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Ein Versuchsdurchgang (,run®) dauerte 10 Tage. Der notwendige Pansensaft wurde aus
dem Pansen fistulierter Kiihe am Lehr- und Forschungsgut Kremesberg entnommen und
diente als ,Impfkultur” fir die Fermenter. Die ersten 5 Tage eines jeden Runs dienten zur
Anpassung der Pansenmikroben an die neue Nahrungsgrundlage, in den folgenden
5 Tagen wurden Messungen durchgefihrt. Die Fermenter befanden sich in einem
Wasserbad mit 39,58 °C was der naturlichen Pansentemperatur entspricht. Mit Hilfe eines
speziellen Antriebes wurde der Fermenterinhalt laufend durchgemischt, wodurch die
Pansenperistaltik imitiert wurde. Pro Tag wurden 350 ml McDougall-Pufferlésung (Soliva
& Hess 2007) Uber ein automatisches Pumpsystem in die Fermenter eingebracht. Diese
12-teilige peristaltische Pumpe (ISM 932E, Cole-Parmer GmbH, Wertheim, Deutschland)
musste taglich mit frischer Pufferlosung beschickt werden. Diese Pufferldsung soll die
Funktionen der Speichelflissigkeit beim Wiederkauer Ubernehmen. Die daraus
resultierende Uberschissige Pansenflissigkeit wurde fir jeden Fermenter einzeln in
eisgekuhlten Glasflaschen gesammelt (Abbildung 5). So konnte kontrolliert werden, ob

auch wirklich taglich die gewtinschte Menge an Pufferflissigkeit zugefiuhrt worden ist.

Abbildung 5: Sammelbehaltnisse fur den Outflow aus den Fermentern

auf Eis gelagert
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Fur die Beimpfung des RUSITEC-Systems wurde von 3 nichtlaktierenden, fistulierten
Kihen nach der morgendlichen Futtterung Pansensaft entnommen (Abbildung 6). Die
Kihe wurden nach den d&sterreichischen Tierschutzrichtlinien am Lehr- und
Forschungsgut Kremesberg gehalten und mit einer Mischung aus Heu- und Grassilage
im Verhaltnis 25 zu 75 ad libitum gefuttert. Die Pansenfliissigkeit wurde mittels eines
Aspirationsrohres (RUMINATOR, T. Geishauser, Wittibreut, Deutschland) aus dem
ventralen Pansenabschnitt entnommen. Hierfir musste die oberste Fassermatte im
Pansen (10 — 20 cm) manuell durchstof3en werden, um an den tiefer gelegenen
Pansensaft zu gelangen (Abbildung 7). Der abgepumpte Pansensaft wurde mit etwas
Material der Fassermatte versehen, so dass die Mikroben auch wahrend des Transportes

Nahrung vorfinden konnten.

Abbildung 6: Fistulierte Kuh mit verschlossener Pansenfistel vor der

Pansensaftentnahme
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Abbildung 7: Aufnahme wahrend des Durchsto3ens der Fasermatte im

Pansen

Die verschlossenen Proben wurden in isolierenden Styroporbehéltern, die mit warmem
Wasser beflllt waren schnellst mdglich zur Veterinarmedizinischen Universitat nach Wien
gebracht, um dort den eigentlichen Versuch zu starten. AnschlieRend wurde der gesamte
feste und flussige Panseninhalt durch einen medizinischen Mullverband (Porengrol3e
1 mm) gefiltert und vermischt. Vor der Beimpfung der Fermenter wurden diese mit 100 ml
Versuchspuffer (Soliva & Hess 2007) beflllt. Dann wurden 600 ml der gepoolten und
gefilterten Pansenflissigkeit hinzugegeben. Die Fermenter wurden mit 2 verschlossenen
Nylonsackchen (70150 mm, Porengréf3e 150 um), die mit Futter befullt waren beschickt.
Ein Nylonséckchen enthielt 9 g Trockenmasse der jeweiligen Gerstenpflanzenproben und
ein zweites Sackchen enthielt den festen gepoolten Panseninhalt von den 3 Kiihen. Die
mit den jeweiligen Gerstenproben befiillten Séckchen wurden in den Wochen vor dem
Versuch selbst genaht und auf einer Laborwaage befillt und eingewogen. Anschlie3end
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wurden sie fest mit einem Kabelbinder verschlossen und beschriftet. Insgesamt waren
das 264 Nylonsadckchen fur beide Versuchsdurchgange. Nach 14 Stunden
Inkubationszeit wurden die mit dem festen Panseninhalt gefillten Sackchen durch neue

ersetzt, die mit dem jeweiligen ,Versuchsfutter® befillt waren (Abbildung 8).

Abbildung 8: Gedffneter Fermenter wahrend des Beflllens mit
frischen Nylon-Futtersackchen
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Die entnommenen Sackchen wurden mit jeweils 40 ml vorgewarmter McDougall Puffer-
Ldsung (Soliva & Hess 2007) gespilt und per Hand in den Fermenter hinein ausgedrickt.
So konnten mikrobielle Zellverluste minimiert werden. Die gesammelten Sackchen aus
den letzten 5 Tagen des jeweiligen Runs wurden mit kaltem Wasser abgespult und

ausgewaschen, bis das Wasser keine Trubung mehr aufwies (Abbildung 9).

Abbildung 9: Spilvorgang der fertig fermentierten und entnommenen

Futtersackchen

Bis zur weiteren Analyse des erfolgten Nahrstoffabbaus der fermentierten Proben wurden
diese bei -20°C gelagert. Nach dem Austausch der Futtersackchen wurden die

Fermenter wieder luftdicht verschlossen und mit gasformigem Stickstoff fir 3 Minuten

Seite 20



3. Material und Methoden

gespult, um wieder anaerobe Bedingungen in den Fermentern herzustellen. Eine
Herausforderung im Laufe des Versuches war es, konstante Umweltbedingungen fur alle
Fermenter und die darin lebenden Mikroorganismen sicher zu stellen. So musste penibel
darauf geachtet werden, dass kein Sonnenlicht in den Raum mit den Fermentern
eindrang und dadurch die Mikroben schadigte. Weiters musste die Temperatur im
Wasserbad laufend kontrolliert werden. Jeder Fermenter musste weitgehend luftdicht von
der AuB3enwelt abgeschlossen sein, um anaerobe Bedingungen sicherzustellen. Eine
laufende Kontrolle und Betreuung der Geratschaften war somit unerlasslich fir einen
erfolgreichen Versuchsverlauf. Vor der taglichen Offnung der Fermenter zu
Fatterungszwecken wurden Proben der Fermenterflussigkeit fur eine pH-Messung und
Redoxpotentialmessung entnommen. Diese wurden mit einem pH-Messgerat

(SevenExcellence; Mettler-Toledo, Schwerzenbach, Schweiz) gemessen (Abbildung 10).

Abbildung 10: pH-Messung und Redoxpotentialmessung des

Fermenterinhalts

Von Tag 6 bis zu Tag 10 wurden zusatzlich 10 ml Flussigkeit aus jedem Fermenter

entnommen. Je 2 ml wurden fur die Analysen von kurzkettigen Fettsduren (SCFA) und
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Ammoniak enthommen und bei -20 °C gefroren. Fir die Analyse des Mikrobenspektrums
wurden weitere 2 ml entnommen, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C bis
zur DNA-Analyse im Gefrierschrank gelagert. Das taglich anfallende Gérgas aus den
Fermentern wurde in luftdichten Sécken gesammelt (TecoBag 5 I; Tesseraux Container,
Biurstadt, Deutschland). Die pro Tag erzeugte Gasmenge wurde anhand der
Wasserverdrangungsmethode (Soliva & Hess 2007) und die CHs4 und CO:2
Konzentrationen wurden mit einem Infrarotdetektor (ATEX BiogasMonitor Check BM 2000;
Ansyco, Karlsruhe, Deutschland) ermittelt (Abbildung 11). Nach dem Abschluss beider
Versuchsdurchlaufe wurden die samt Inhalt eingefrorenen fermentierten Nylonsackchen
aufgetaut und getrocknet.

Abbildung 11: Gasvolumenmessung mittels Wasserverdrdngungsmethode

3.4. Laboranalysen

Die Analysen von Futter- und Futtermittelriickstandsproben wurden in zweifacher
Wiederholung gemaf dem Deutschen Handbuch der Landwirtschaftlichen Versuchs- und
Analysemethoden (VDLUFA, 2012) durchgefiihrt. Vor der Analyse der Riickstandsproben
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aus den letzten 5 Tagen je Run wurden diese je Fermenter gesammelt und im
Trockenschrank bei 65 °C fur 48 Stunden getrocknet. Anschlie3end wurden sie einzeln
verwogen, dann gepoolt und durch ein 0,75 mm Sieb vermahlen (Retsch, Haan,
Deutschland). Die Trockenmassebestimmung erfolgte in einem Trockenschrank bei
100° C fur 24 Stunden. Die Rohaschegehaltsermittlung erfolgte durch Verbrennen im
Muffelofen bei 580 °C Uber Nacht. Der Rohproteingehalt wurde mittels Kjeldahl-Methode
ermittelt. Die Gehalte an NDF (neutral detergent fiber), ADF (acid detergent fiber) und
ADL (acid detergent lignin) wurden mit Hilfe des Fiber Therm TT 12 (Gerhardt GmbH &
Co. KG, Konigswinter, Deutschland) ermittelt. Hitzestabile a-Amylase, die fiur die
Ermittlung des NDF-Gehaltes verwendet wurde und alle Faserfraktionen wurden ohne
Restasche ausgedrickt. Die Konzentration und Zusammensetzung der SCFAs (Acetat,
Propionat, n-Butyrat, Isobutyrat, n-Valerat, Isovalerat und Caproat) wurden mittels
Gaschromatographie, (GC-Modell 8060 MS 172 DPFC, Nr. 950713; Fisons, Rodano,
Italien) ausgestattet mit einem Flammenionisationsdetektor und einer Kapillarsaule
(30 m (L) x 0,53 mm (ID), df 0,53 mm, Trace TR Wax; Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA), wie bei Qumar et al. (2016) beschrieben, ermittelt.

Die Konzentration von Ammoniak wurde anhand der Indophenol-Reaktion ermittelt
(Weatherburn 1967). Die Fermenterflissigkeitsproben wurden bei Raumtemperatur
aufgetaut und anschlieBend bei 15 °C bei 115 g fiir 1 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde mit destilliertem Wasser verdinnt, um eine Konzentration innerhalb der
Standardkalibrierungskurve zu erreichen. Ammoniak und Phenol wurden durch
Natriumhydroxid in Gegenwart von Natriumnitroprussid und Dichloroisocyanursaure
oxidiert. Die Absorption wurde mit einem Hitachi U-3000 Spektralphotometer (Chiyoda,
Tokio, Japan) bei 655 nm nach 90 min Reaktionsdauer gemessen (INULA, Wien,

Osterreich).

3.5. DNA-Extraktion und 16S RNA-Gensequenzierung

Die gefrorenen Proben wurden auf Eis aufgetaut und danach kurz aufgeschiittelt. Die
Proben von Tag 5 bis Tag 10 wurden pro Fermenter und Run auf eine Mischprobe

gepoolt. Aus der gepoolten Probe wurde eine 1 ml Stichprobe zur DNA-Isolierung
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entnommen. Die DNA-Isolierung erfolgte mit Hilfe des QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit
(QIAGEN, Hilden, Deutschland). Die Proben wurden mit 1 ml InhibitEX Puffer aus dem
Testkit versetzt und fur 5 min auf 95 °C erhitzt, um eine ordnungsgemalfe Analyse der
Bakterien zu gewahrleisten. Anschlieend wurden die Proben einem zusatzlichen
enzymatischen (2,5 U ml-t Mutanolysin, 100 mg ml~* Lysozym, 20 mg ml~! Proteinase K)
und mechanischen (0,4 g sterile Keramikperlen, Durchmesser 1,4 mm) LOosungsvorgang
unterzogen. Daflr wurde ein BeadBeater verwendet (FastPrep-24 5G; MP Biomedicals,
Valiant, CA, USA), der die Bakterienzellen wie beschrieben (Kong et al. 2010) zerstorte.
Die daraus entstandenen Ruckstande wurden in frische Probenrohrchen fir eine
spaltenbasierte Isolation gegeben. Die DNA wurde in 200 pl dH20 eluiert. Die
Konzentration der isolierten DNA wurde mit einem Qubit 2.0 Fluorometer (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) und einem Qubit dsDNA HS Assay Kit (Life
Technologies) bestimmt. Fir weitere Analysen wurde die DNA bei -20 °C gelagert. 40 pl
einer jeden DNA Probe wurden fir eine Amplikon-Sequenzierung durch eine MiSeq
lllumina-Sequenzierungsplattform, die eine paired-end Technologie verwendet, an
Micsosynth AG (Balach, Schweiz) gesandt und dort analysiert. Die Sequenzierung zielte
auf den V3-V5 (eine hypervariable Region des 16S rRNA-Gens) unter Verwendung des
Primer-Sets 357F-HMP a (5-CCTACGGGAGGCAGCAG-3) und 926R-HMP (5%
CCGTCAATTCMTTTRAGT-3Y) ab, um eine Amplikongré3e von rund 523 bp zu erhalten
(Peterson et al. 2009). Exakt nach den Empfehlungen des Nextera Herstellers (lllumina,
San Diego, CA, USA) wurden Libraries durch das Ligieren eines Sequenzierungsadapters
und eines Indizes auf gereinigten PCR Produkten (Nextera XT Sample Preparation Kit;
lllumina) erstellt. Die &quimolaren Mengen jeder Library wurden gepoolt und mit Hilfe
eines lllumina MiSeq Personal Sequencer sequenziert. Die daraus entstandenen
Doppelenden mit einer durchschnittlichen Lange von 510 Nukleodiden (nt) wurden durch
Microsynth in 1,7 Mio. Durchlaufen zusammengefiugt. Die Qualitatskontrolle der
Sequenzierungen wurde mit Hilfe der QIIME-Pipeline (Caporaso et al. 2010) durchgefihrt.
Die Sequenzen wurden zuerst qualitatsgefiltert (Q = 20; Caporaso et al. 2010) und
anschlieRend auf Chiméren mit USEARCH Version 8.1 und dessen Datenbank (Bokulich
et al. 2013) gescreent und gefiltert. Das Gruppieren wurde mit Hilfe von UCLUST (Edgar
2010) durchgefuhrt. Die operational taxonomic units (OTUs) wurden mittels PyNAST
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(Caporaso et al. 2010) und der SILVA-Datenbank (Version 123; https://www.arb-silva.de,
abgerufen am 19. Juli 2017; Quast et al. 2012; Yilmaz et al. 2014) definiert. Der Grad der

Ahnlichkeit zwischen den Sequenzen wurde mit 97% festgelegt, um OTUs zu erhalten.

Alle OTUs, mit weniger als 10 Lesevorgdngen wurden manuell entfernt. Insgesamt
wurden 1,24 Mio. Sequenzen (das sind 51591 Sequenzen pro Probe) in 5662 OTUs flr
die taxonomische Quantifizierung gruppiert. Zur Berechnung und Abschatzung der
nichtparametrischen Arten, wurden Chao 1 und die beobachteten OTUs pro Probe
verwendet. Die [(-Diversitats-Analyse wurde mittels der gewichteten UniFrac-
Abstandsmetrik und der Principal Coordinates Analysis (PCoA) unter Verdinnung an

34000 Sequenzen durchgefihrt.

3.6. Statistik

Die Mittelwerte der letzten 5 Tage von jedem Run wurden einer gemischt linearen
Varianzanalyse unter Anwendung der Prozedur MIXED (SAS 9.4, SAS Institute, Cary,
NC, USA) unterzogen. Hierbei wurden die unterschiedlichen Faktoren (der gegenseitige
Einfluss von Genotyp, und Erntezeitpunkt) als fixe Effekte angenommen. Der
experimentelle Lauf (Run) an sich wurde als zufalliger Effekt betrachtet. Die
Mittelwertsvergleiche wurden mittels Tukey Test durchgefuihrt. Die Unterschiede waren
bei einer zweiseitigen Varianzanalyse mit p<0,05 signifikant. Der Annahmebereich wurde
mit 0,05 <p=< 0,1 festgelegt.
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4, Ergebnisse
4.1. Nahrstoffzusammensetzung und in vitro Nahrstoffabbaubarkeit

Die Nahrstoffzusammensetzung und die Ergebnisse der Nahrstoffabbaubarkeit sind in
Tabelle 2 dargestellt. Die Unterschiede im Gehalt der organischen Substanz zwischen
dem Wildtyp 'Optic’' (WT) und der mutierten Variante rob1 waren klein. Die Ernte in einem
friheren Entwicklungsstadium fuhrte jedoch zu einem héheren Gehalt an organischer
Masse als bei einem Erntetermin zum Schossen. Bei robl war der Rohproteingehalt
insgesamt hoher als bei WT. Der spatere Erntetermin fuhrte zu niedrigeren
Rohproteingehalten im Vergleich zum friheren Erntetermin. Der niedrigere ADL-Gehalt
bei robl im Vergleich zu WT wurde auch durch die Analyse der Faserfraktion bestatigt.
NDF und ADF waren jedoch in robl héher als bei WT, wenn zu einem frithen Zeitpunkt
der Pflanzenentwicklung geerntet wird, was auf gréf3ere Zelluloseanteile in rob1 schliel3en
lasst. Die Nahrstoffabbaubarkeit unterschied sich zwischen den beiden Erntezeitpunkten
(p=0,001 fur Abbaubarkeit von Trockenmasse, organischer Masse, Rohprotein, NDF und
ADF; p=0,074 fur die ADL-Abbaubarkeit).

Es konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Erntezeitpunkt, dem
Gerstengenotyp und der Abbaubarkeit von Trockenmasse, organischer Masse und NDF
festgestellt werden. Zusatzlich gab es eine Tendenz zu einem Zusammenhang zwischen
Erntezeitpunkt, Gerstengenotyp und Rohproteinabbaubarkeit. Dementsprechend sank
die Nahrstoffabbaubarkeit mit dem spateren Erntezeitpunkt, sowohl bei WT als auch bei
robl1, mit einem starkeren Effekt bei rob1 fir DM, OM und NDF. Nur der ADL-Abbau war
sowohl bei WT als auch in robl hoher, wenn zu einer friheren Phase der
Pflanzenentwicklung geerntet wurde. Der Tukey HSD-Test ergab, dass der NDF-Abbau
bei rob1 geerntet im Schossen am hdchsten war.
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4.2. In vitro Fermentation

Trotz gleicher Pufferbedingungen konnte ein Effekt durch die Erntezeitpunkte und
Gerstengenotypen auf den pH-Wert im Fermenter festgestellt werden. Die pH-Werte im
Fermenter waren bei rob1 héher und beim spateren Erntezeitpunkt in der Milchreife waren
die pH-Werte niedriger (Tabelle 3).

Der Erntezeitpunkt hat auch das Redoxpotential in der Fermenterflissigkeit beeinflusst.
Die Werte waren in den Fermentern, welche Gerste aus der Milchreife enthielten deutlich
hoher (p<0,001). Die SCFA-Konzentrationen zeigten zwischen den Gerstengenotypen
keinen Unterschied, sie waren jedoch zum spéteren Erntezeitpunkt niedriger (p=0,03).
Mehrere Auswirkungen vom Gerstengenotyp und Erntezeitpunkt auf die SCFA-
Zusammensetzung wurden festgestellt (Tabelle 3). Die Acetatkonzentrationen waren im
Fermenter hoher, wenn Gerste im Schossen geerntet wurde im Vergleich zu Gerste aus
der Milchreife (p<0,001). Dieser Effekt war beim Wildtyp starker ausgepragt als bei robl
(Erntezeit-Genotyp-Interaktion p<0,001). Die Propionat-Gehalte waren niedriger, wenn
Gerste aus dem Schossen inkubiert wurde (p<0,001). Daraus ergab sich, dass das
Verhéltnis von Acetat zu Propionat niedriger war, wenn Gerste in der Milchreife geerntet
wurde (p<0,001). Der Anteil von n-Butyrat war am hdchsten, wenn WT im Schossen
geerntet wurde (p<0,001). Der Anteil an Isobutyrat war im Allgemeinen héher, wenn robl
inkubiert wurde (p<0,001) und bei beiden Genotypen niedriger, wenn sie zum spateren
Termin geerntet wurden (p<0,001). Der gleiche Effekt des Erntedatums wurde fir
Isovalerat festgestellt (p<0,001), wahrend der Caproatgehalt héher war, wenn Gerste zum
Schossen inkubiert wurde (p<0,001).

Die Ammoniakkonzentration spiegelt die Rohproteinkonzentration der verfitterten Proben
wieder und war in der Fermenterflissigkeit deutlich niedriger, wenn milchreife Gerste
inkubiert wurde (p<0,001). Bei robl war die Ammoniakkonzentration generell hoher
(p<0,001).
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Die Methanbildung war niedriger, wenn robl inkubiert wurde, im Vergleich zu WT
(p=0,002). Hierbei gab es eine Tendenz zu einer geringeren Methanproduktion bei Proben
aus dem Schossen (p=0,055). Es konnten keine Auswirkungen auf die CO2-Bildung

ausgehend vom Gerstengenotyp oder Erntestadium festgestellt werden.

4.3. Mikrobenzusammensetzung im Pansen

Die Diversitatsindizes und die Unterschiede in der Individuenzahl einzelner Mikrobenarten
zueinander wurden sowohl durch den Genotyp als auch den Erntezeitpunkt beeinflusst
(Tabelle 4).

Der Artenreichtum und die Anzahl der beobachteten OTUs war niedriger, wenn Gerste im
Schossen inkubiert wurde (p<0,001 und p=0,002). Besonders ausgepragt war dies bei
robl (p=0,026 und p=0,067). Ahnlich war es auch bei der Artenvielfalt, die niedriger war
bei Proben aus dem Schossen. Dies zeigten sowohl der Simpson-Index als auch der
Shannon-Index auf (p<0,001 und p=0,031), was sich bei inkubierten Proben von robl
zusatzlich verstarkte (p=0,01). Die Principal Coordinates Analysis (PCoA) ergab eine
deutliche Clusterbildung zwischen den verschiedenen Erntezeitpunkten und auch
zwischen den beiden Gerstenarten (Abbildung 12). Die am haufigsten vorkommenden
Phyla (Tabelle 4) waren Bacteroidetes mit einem durchschnittichen Aufkommen von
48%, gefolgt von Firmicutes (33%), Fibrobacteres (5,6%), Spirochaetes (4%), Tenericutes
(3%) und Lentisphaerae (1,6%). Bacteroidetes und Lentisphaerae unterschieden sich
nach den Genotypen (p=0,015 und p<0,001). Das Aufkommen von Bacteroidetes war
hoher, wenn robl inkubiert wurde, das Gegenteil war der Fall fir Lentisphaerae.

Die meisten Phyla waren vom Erntezeitpunkt beeinflusst. Das Aufkommen von
Bacteroidetes, Synergistetes und Tenericutes war niedriger, wenn Gerste in der friihen
Milchreife geerntet und inkubiert wurde, zugleich erhdhte sich aber die Fulle von
Cyanobacteria, Elusimicrobia, Fusobacteria, Lentisphaerae, Proteobacteria,

Verrucomicrobia und Eremiobacterota (p<0,001).
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Fur das Phylum Fibrobacteres und die Gattung Fibrobacter wurde eine Wechselwirkung
zwischen Gerstengenotyp und Erntezeitpunkt festgestellt. Deren Aufkommen war am
geringsten, wenn robl im Schossen geerntet und inkubiert wurde. Das Aufkommen von
Fibrobacter erhtéhte sich, wenn robl in der Milchreife geerntet und inkubiert wurde
(ErntexGenotyp Interaktion p<0,001). Das Gegenteil wurde fur die Gattung Treponema
festgestellt, deren Aufkommen bei der Beerntung und Inkubierung von ‘Optic’ in der

Milchreife anstieg (ErntexGenotyp Interaktion p=0,002).

Die mit Abstand am haufigsten vorkommende Bakteriengattung war Prevotella (Mittelwert
17,5%), deren Uberhang noch héher wurde, wenn rob1 inkubiert wurde (p=0,033). Der
Erntezeitpunkt hatte darauf aber keinen Einfluss. Das Aufkommen der Gattung
Succiniclasticum war niedriger wenn robl inkubiert wurde (p=0,018) und stieg wenn
milchreife Pflanzen inkubiert wurden (p<0,001). Butyrivibrios wurden sowohl vom
Genotyp als auch vom Erntezeitpunkt beeinflusst (p<0,001). Deren Haufigkeit in den
Fermenter-Flussigkeitsproben stieg, wenn robl im Stadium des Schossens inkubiert
wurde und sank unabhangig vom Genotyp, wenn milchreife Gerstenpflanzen inkubiert
wurden. Die Gattung Sphaerochaeta wurde nicht vom Gerstengenotyp beeinflusst, aber
das Aufkommen war geringer, wenn milchreife Gerstenpflanzen inkubiert wurden
(p=0,013). Die relative Haufigkeit von Anaeroplasma unterschied sich nicht zwischen den
Gersten-Genotypen, fiel aber deutlich ab, wenn Pflanzen aus dem Schossen inkubiert
wurden (p<0,001). Das Aufkommen der Gattung Pseudobutyrivibrio war héher, wenn rob1
(p<0,001) oder Pflanzen aus dem Schossen inkubiert wurden (p<0,001). Es wurden
mehrere Intergenera-Korrelationen festgestellt, die auf moégliche Abhangigkeiten bei
Nahrstoffversorgung durch ,Cross-Feeding® hindeuten (Abbildung 13). Es wurden
zusatzliche Korrelationen zwischen Gattungen und Fermentationsparametern wie pH-
Wert, NHz und SCFA Konzentration sowie Nahrstoffgehalte im Futtermittel und deren

Abbaubarkeit festgestelit.
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Acetate
Total SCFA
Valerate
Degrad CP
Degrad OM
Degrad NDF
Degrad ADF
Streptococcus
Mean pH
Lachnospira
Butyrivibric
NH3
izoButyrate
CF231
Lactobacilus
Moryella
PSB-M-3
isoValerate
Bacteroides
Paludibacter
Roseburia

Ruminobacter

Capronate
Butyrate . .
Anaerostipes
WRCZZ
Asteroleplasma
Degrad ADL

-1 0.8 06 04 02 0 0.2 04 0.6 08 1

Abbildung 13: Der Einfluss von Cross-Feeding auf die mikrobielle

Zusammensetzung in der Fermenterflissigkeit
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5. Diskussion

Das Unterscheidungsmerkmal der orange lemma Gerste zum Wildtyp ist eine Mutation
im Cinnamyl-Alkohol-Dehydrogenase (CAD) Gen, welches im finalen Syntheseschritt
die Lignin Biosynthese katalysiert. Dementsprechend hatte die Mutation robl einen
geringeren ADL Gehalt als der Wildtyp. Zum Schossen (1,39% vs. 1,85% in der
Trockenmasse) und friher Milchreife (2,60% vs. 2,86% in der Trockenmasse).
Ahnliche Ergebnisse wurden von Meyer & Zwinger (2006) und Meyer et al. (2006) fur
die Sorte ‘Bowman’ berichtet. Generell wird die Zellwand-Konzentration in der
Trockenmasse durch das Vegetationsstadium beeinflusst. Die Ursachen dafur sind
pflanzenmorphologische Unterschiede im Blatt-Halm-Verhaltnis (Khorasani et al. 1997;
Vogel & Jung 2001). Speziell bei Getreidepflanzen wird die Nahrstoff-
Zusammensetzung durch den Reife-Grad der Korner beeinflusst (Khorasani et al.
1997; Wallsten et al. 2010). Das Reifestadium der Getreidepflanzen hat einen
betrachtlichen Effekt auf Stéarke- und Proteingehalte der Trockenmasse, wobei in
milchreifen Pflanzen der Starkegehalt steigt und gleichzeitig der Proteingehalt sinkt
(Khorasani et al. 1997). Laut einer Studie von Mannerkorpi & Taube et al. (1995) fallt
der Grad der Verdaulichkeit von Rohprotein und organischer Masse deutlich bis zur
Kornfillung ab. Dementsprechend wurde aufgrund eines niedrigeren
Rohproteingehaltes im Futter beim spéateren Vegetationsstadium weniger Ammoniak
frei (Nocek & Russel 1988). Unerwartet war bei der Ernte in der frihen Kornfillung die
Abbaubarkeit der organischen Masse fir rob1 geringer als fur den Wildtyp ‘Optic’, trotz
des geringeren ADL-Gehalts. Wahrscheinlich erklart der hoéhere Starkegehalt von
‘Optic’ die hohere Verdaulichkeit der organischen Masse, weil der Starkegehalt doppelt
so hoch wie bei robl beim spateren Erntetermin war. Es scheint als kdnnte der
niedrigere ADL-Wert von robl den niedrigen Starkegehalt der frihen
Getreideentwicklung, beztglich OM-Verdaulichkeit, und demnach die Verflugbarkeit
von Nahrstoffen nicht ausgleichen. Weschke et al. (2000) und Radchuk et al. (2009)
zeigten, dass die Starke-Biosynthese im Gerstenkorn zwischen Tag 8 und 16 nach der

Bllte exponentiell steigt. Daher waren Kornentwicklung und Stérke-Anreicherung von
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robl, die 1 - 2 Tage in der Kornausbildung zurlcklag, nicht so weit fortgeschritten im
Vergleich zu ‘Optic’ beim zweiten Erntetermin. Wie schon von Collar et al. (2004)
erwahnt, sind die negativen Effekte von fasrigeren Stangeln und Blattern mit
fortgeschrittener Reife hoher als der Ausgleich durch die Entwicklung von nichtfasrigen
Kdrnern die mehr Starke enthalten. Im Pansen wird Stéarke schnell zu Propionat
fermentiert (Bergman 1990), was den erhohten Propionatanteil und das verringerte
Verhaltnis von Acetat zu Propionat bei friher Milchreife aufgrund des erhodhten

Starkegehaltes verursacht.

Ein interessantes Ergebnis der Untersuchungen war die niedrigere Methanbildung
beim Inkubieren von robl, insbesondere bei den Proben aus dem Schossen (— 30%).
Gleichzeitig kam es zu einer héheren NDF-Abbaubarkeit von robl im Schossen, was
SO grundsatzlich nicht zu erwarten war. Denn eine erhdhte Faserfermentation kann
bekanntermalRen fur eine starkere Methanbildung verantwortlich sein, wahrend die
Erh6hung des Starkegehalts die Methanbildung verringern kann (Hatew et al. 2015).
Die SCFA-Konzentrationen und -Profile waren jeweils gleich und lieferten somit keine
Erklarung fur die unterschiedliche Methanproduktion.

Darlber hinaus war die Anzahl an DNA-Sequenzen, die auf den Stamm Euryarchaeota
zurUckzufuhren sind, eher untergeordnet. Es gab hierbei auch keine Unterschiede
zwischen den Genotypen und Erntezeitpunkten der Proben. Es missen somit andere
Grinde dafur verantwortlich gewesen sein, dass die Methanproduktion bei robl
geringer war. Veranderungen der Nahrstoffe wirken sich jedenfalls auf
Wiederkauermikroben aus, was sich in Verschiebungen der mikrobiellen Populationen
aulRerte (de Menezes et al. 2011; Petri et al. 2013; Klevenhusen et al. 2017). Dies war
auch in dieser Verdaulichkeitsstudie feststellbar. In den Proben wurde eine klare
Clusterbildung von OTUs zwischen den verschiedenen Reifestadien festgestellt, die
wahrscheinlich durch die Unterschiede bei den vorhandenen Nahrstoffen (Protein vs.

Starke) verursacht wurden.

Der erhohte Starkegehalt forderte im konkreten Fall die mikrobielle Vielfalt und den

Artenreichtum, was anderen Beobachtungen und Veroffentlichungen widerspricht
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(Zened et al. 2013). Der Starkegehalt zur Milchreife in der konkreten Studie kann als
niedrig verglichen zu den Proben anderer Verdaulichkeitsstudien eingestuft werden,
bei denen die Effekte der Futtergrundlage auf das Pansenmikrobiom bei Milchkiihen
getestet wurden. Genauso fuhrt auch eine Verdnderung des Proteingehaltes zu
Auswirkungen auf das Pansenmikrobiom.

In der vorliegenden Studie wurden ausschlie3lich Pansenmikroben aus dem
Pansensaft von Milchkiihen untersucht, welche vom vorliegenden Faserangebot im
Pansen abhéangig sind (Klevenhusen et al. 2017). Konkret wurden die Auswirkungen
auf Grund der veranderten Zellwandzusammensetzung bei robl auf die
Pansenbakterien untersucht.

Trotz der Extraktion von ausschlief3lich flissigkeitsassoziierten Mikroben wurden
starke Effekte auf die faserabbauende Gattung Fibrobacter gefunden. Wie durch
Shinkai & Kobayashi (2007) festgestellt, zeigt Fibrobacter succinogenes eine starkere
metabolische Aktivitat auf schwerer verdaulichen Ballaststoffen, wie diese
beispielsweise in den Stangelanteilen von Heu vorkommen. Im Gegensatz dazu, ist
Ruminococcus flavefaciens eher auf leichter verdaulichen Fasern und weniger an
Stangelanteilen zu finden. Diese Erkenntnisse kdnnen die vorliegenden Ergebnisse der
Korrelationsanalysen und die geringere relative Haufigkeit von Fibrobacter in den
inkubierten Proben von rob1 aus dem Schossen bei gleichzeitig erhhtem Aufkommen
von Ruminococcus erklaren. Jingste Studien mit metatranskriptomischen Analysen
bestétigten, dass die wichtigsten Bakteriengattungen, die fur den Abbau von
Zellwandbestandteilen verantwortlich sind, zu den Gattungen Ruminococcus,
Fibrobacter und Prevotella gehoren (Dai et al. 2015; Comtet-Marre et al. 2017).
Tatsachlich wurden positive Korrelationen zwischen Zellwandfraktionen und der
relativen Haufigkeit der Gattungen Fibrobacter und Ruminococcus festgestellt.
Fibrobacter korrelierte mit dem NDF- und ADL-Gehalt im Futtern sowie mit der ADL-
Abbaubarkeit, wéhrend Ruminococcus mit NDF-Gehalt und der NDF- und ADF-
Abbaubarkeit korrelierte. Keine Korrelation zwischen Zellwandbestandteilen und ihrer
Verdaulichkeit wurde fir Prevotella gefunden. Prevotella korrelierte sogar negativ mit
der Abbaubarkeit von ADL.

Prevotella war jedoch in allen Proben reichlich vorhanden, was auch die Erkenntnisse
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anderer Studien bestatigte, die Prevotella eine grol3e Anpassungsfahigkeit an
verschiedenste Substrate unterstellen (Avgustin et al. 1997; Petri et al. 2013).

Neben Prevotella wurden auch andere Gattungen wie zum Beispiel Butyrivibrio,
Pseudobutyrivibrio und Succiniclasticum durch den Gerstengenotyp beeinflusst. Die
Haufigkeit der Gattung Butyrivibrio war im Allgemeinen niedriger, wenn Gerste im
Stadium der Milchreife inkubiert wurde. Hingegen war das Aufkommen am grof3ten,
wenn robl im Schossstadium inkubiert wurde.

Die vorliegenden Ergebnisse konnten mit dem Rohprotein-Gehalt des Futters
zusammenhéangen, da einige Stamme von Butyrivibrio, die zum Kernmikrobiom
gehoren (Henderson et al. 2015), dafur bekannt sind, eine wichtige Rolle beim Protein-
Abbau zu spielen (Cotta & Hespel 1986). Insofern wurden starke Korrelationen
zwischen Butyrivibrio und dem Rohprotein-Gehalt, der Rohprotein-Abbaubarkeit und
der Konzentration von Isobutyrat, welches ein Fermentationsprodukt aus der
oxidativen Desaminierung und Decarboxylierung von verzweigtkettigen Aminoséauren
ist (Andries et al. 1987), festgestellt. Wie bei Butyrivibrio, war das Aufkommen von
Pseudobutyrivibrio héher, wenn Gerste im Schossen geerntet und inkubiert wurde.
Dieser Effekt verstarkte sich bei robl zusatzlich. Bestimmte Stamme von
Pseudobutyrivibrio sind bekannt dafir, dass sie Fructan, Inulin, Saccharose, Fructose
und Glukose als alleinige Kohlenstoffquelle nutzen kénnen (Van Gylswyk et al. 1996;
Kasperowicz et al. 2009). Somit kénnen die Ergebnisse durch die héheren Gehalte an
wasserloslichen Kohlehydraten zu den frihen Ernteterminen von robl hervorgerufen
werden. Im Gegensatz dazu war die relative Haufigkeit generell héher, wenn der
Wildtyp inkubiert wurde. Succiniclasticum ist spezialisiert auf die Fermentierung von
Succinat und Umwandlung in Propionat. Es gilt auch als bewiesen, dass
Succiniclasticum eng an Weizen- und Reisstroh minderer Qualitat gebunden ist (Cheng
et al. 2018; Jin et al. 2018), weshalb es wahrscheinlich eine wichtige Rolle beim Abbau
von Pflanzenfasern spielt. In der vorliegenden Studie gab es jedoch keine Korrelation

zwischen Succiniclasticum und der Propionatkonzentration im Inkubationsmedium.

Zusammenfassend hatte die orange lemma (robl) Mutante niedrigere ADL-Inhalte als
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der Wildtyp 'Optic’, wahrend der Rohprotein-Gehalt in der Mutante hoher war. Die in
vitro Pansenabbaubarkeit der Faserfraktion NDF war bei rob1 hoher, wenn die Gerste
Im Schossen geerntet wurde. Es wurde kein Unterschied zwischen den Genotypen
festgestellt, wenn die Gerste in der Milchreife geerntet wurde. Anderungen im
Mikrobiom der Fermenter wurden signifikant im Zusammenhang mit der
unterschiedlichen Nahrstoffversorgung auf Grund der jeweiligen Erntezeitpunkte
beobachtet.

Eine unerwartete Erkenntnis dieser Untersuchung war die deutlich geringere
Starkemenge in robl im Vergleich zum WT, wenn in der Milchreife geerntet wurde.
Dies kann auf eine leichte Entwicklungsverzdgerung bei robl zurtickgefiihrt werden.
Dementsprechend ist es trotz einer dhnlichen Faserabbaubarkeit zu einem signifikant
niedrigeren Abbau der gesamten organischen Masse bei robl im Vergleich zum

Wildtyp gekommen.
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Abstract. The use of cereals as forage crops is limited due to the high lignin content in the cell walls reducing nutrient
digestibility. Recent research has focused on reducing lignification in forage crops through gene mutations. This study
investigated the ruminal fermentation characteristics of a barley mutation (orange lemma), which is associated with a lower
lignin content, using the in vitro ruminal fermentation system (RUSITEC). Two-rowed spring barley cv. ‘Optic’ and its ethyl
methane sulfonate (EMS)-induced orange lemma (rob ) mutant line were harvested at both stem elongation and early fruit
development and incubated in the RUSITEC system. Gas production, concentrations of short-chain fatty acids (SCFA) and
ammonia and the nutrient degradation of the plants after 48 h incubation were investigated. Additional samples were
analysed for microbial composition using MiSeq sequencing technology. In general, acid detergent lignin (ADL) was higher
at early grain filling than stem elongation. ADL was lower in the mutant line than in the wild type at both stem elongation
(13.9% vs 18.5%) and early grain development (26.0% vs 28.6%; dry matter basis). This was reflected in increased ruminal
degradation of neutral detergent fibre (61.7% vs 53.7%; P < 0.001) when harvested at stem elongation, but not at the later
stage. In contrast, methane formation was lower with rob! than ‘Optic’ (P = 0.002), especially when harvested at stem
elongation. No difference was seen in protein degradation between the barley genotypes. The fermentation SCFA profile did
not differ between barley genotypes when harvested at stem elongation, but at early fruit development more acetate and less
butyrate was produced with robI. Microbial species richness was lower when barley was incubated at stem elongation
compared to fruit development (P < 0.001), which was especially pronounced with rob! (P = 0.026). The abundance of
Bacteroidetes, Synergistetes and Tenericutes was lower when plants harvested at early grain development were incubated
compared to the stem elongation stage, whereas the abundance of Cyanobacteria, Elusimicrobia, Fusobacteria,
Lentisphaerae, Proteobacteria, Verrucomicrobia and WPS-2 was higher (P < 0.001). In conclusion, most
fermentation parameters were affected by vegetation stage and related changes in nutrient composition. However,
additional effects of barley genotype were seen on the rumen microbial community structure, SCFA profile and
methane production.

Additional keywords: 765 rRNA gene, incubation, methane, rumen microbiota, short-chain fatty acids.
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Introduction

Barley (Hordeum vulgare L.) is the fourth most important cereal
crop in the world after wheat, maize and rice. It has the widest
range of production areas in the world and is mainly used as a
grain crop for animal feeding and malting (Poehlman 1985). In
only a few areas of the world is barley used primarily for either
human consumption (Eticha ez al. 2009; Tashi et al. 2013) oras a
forage crop for winter grazing or for silage and hay production
(Fisher et al. 1972; Entz et al. 2002; Baron et al. 2006; Wallsten
etal.2010). However, the use of barley as a dual-purpose crop in
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mixed farming systems can provide supplementary grazing
during winter when pasture growth is limited by low
temperatures, thereby generating income from forage and
grain, and increasing the profitability and flexibility of mixed-
farming systems (McCartney et al. 2008; Bell et al. 2014).

In general, the accessibility of plant cell wall polysaccharides
to rumen microbial digestion is limited by the presence of
phenylpropanoid polymer lignin in vascular tissues and fibres
(Vogel and Jung 2001; Jung et al. 2012). Commonly used barley
varieties are rich in lignin and awns, which limits their use as
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whole-plant forage for livestock. The awns of barley,
especially the barbs, can injure the eyes and mouths of
animals (Harlan 1920). Multiple barley mutants are
available, such as smooth-awns (rawl, raw2), hooded
(Kapl) or awnless (Lksl; Lundqvist and Franckowiak
2003), which can be exploited in the development of
specific forage barley varieties (Hadjichristodoulou 1979;
Todd et al. 2003).

Lignin provides support and structure and acts as a defence
barrier against external stresses. Genetic manipulation of lignin
genes can lead to structural and compositional changes in
lignin, and effects on the extractability or digestibility of the
lignin, important factors in livestock nutrition, can be expected.
Recent research has focused on exploring means of reducing
the lignin content (Chapple et al. 2007; Chen and Dixon 2007;
Shen et al. 2009) in order to increase the utility of cereal straw
for roughage or biofuel use, and to increase the digestibility of
roughage (for a review, see Jung et al. 2012). In line with this,
brown midrib mutants have been developed in maize, sorghum
and pearl millet that have been shown to have increased forage
digestibility for ruminants (for a review, see Sattler ez al. 2010).
In barley, a commercially unexploited mutant is the orange
lemma (rob1) trait (Supplementary Material fig. S1 available at
the journal’s website), which is associated with a lower acid
detergent lignin (ADL) content (Owings et al. 2006).
Ruminants depend on the rumen microbiota to ferment
indigestible plant polymers into nutrients that can be further
metabolised by the animal (Pitta et al. 2018), and changes in the
dietary nutrient composition have been shown to significantly
alter rumen microbial composition and fermentation
(Klevenhusen et al. 2017; Belanche et al. 2019). Thus, we
hypothesised that, because of the lower ADL in the barley
mutant orange lemma line, nutrient degradation in the rumen
will be increased, probably associated with changes in the
ruminal microbiome, and hence the feeding value of the
roughage for cattle would be improved. Because the
vegetation stage is known to strongly affect the content of
ADL and other nutrients (Khorasani et al. 1997; Wallsten et al.
2010), our second hypothesis was that the effects of barley
genotype on ruminal degradation would be even more
pronounced when plants harvested at the grain development
stage are incubated, compared with the stem elongation stage,
again likely associated with changes in rumen microbial
populations. Thus, in order to evaluate the effects of robl
gene-associated changes in the plant nutrient profile on the
rumen microbiome and the microbial nutrient degradability of
the whole barley plant, an in vifro fermentation study was
performed with robl mutant and wild-type (WT) cv. ‘Optic’
using the rumen simulation technique (RUSITEC). The
RUSITEC system is a ruminal fermentation technique that
enables investigation of dietary effects on nutrient
degradability, gas production and the rumen microbial
community (Miinnich et al. 2018; Wetzels et al. 2018).

Materials and methods
Plant material and preparation

Two-rowed spring barley cv. ‘Opticc (WT) and
EMS_R0013_33, the ethyl methane sulfonate (EMS)-induced
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orange lemma (rob ) mutant line in ‘Optic’ (Caldwell et al. 2004;
Supplementary Material fig. S1), were grown in 2016 at the
BOKU Experimental Station (GroB-Enzersdorf, Austria;
48°14'10"N, 16°35'36"E). The trial was sown on 19 March
2016 at a density of 400 grains m 2 in a plot size of 12 m’.
Three replications were sown for each genotype. At stem
elongation (BBCH35; 73 days after sowing) and early grain
development (BBCH71-73; 90 days after sowing), plants from a
1-m? area of each replicate were harvested by hand. The plants
were transferred to the greenhouse for air drying. Dried plant
material from the two cuttings was tested in this experiment. All
samples were ground through a 2-mm sieve. The chemical
composition of the forage is given in Table 1.

Design of the RUSITEC experiment

In the present RUSITEC experiment, treatments were aligned
in a complete randomised design. Two experimental runs with
12 fermenters each were conducted, allowing a total of
24 independent measurements (i.e. Six measurements per
substrate). Each fermenter had a volume of 800 mL. Each run
lasted 10 days, consisting of a 5-day period of adaptation to the
diet, followed by a 5-day sampling period. Fermenters were
placed in a water bath at a constant temperature 0f39.5°C. A total
of 350 mL day ' McDougall buffer solution (Soliva and
Hess 2007) was infused continuously.

To inoculate the RUSITEC system, ruminal fluid and solid
digesta were obtained ~3 h after the morning feeding through the
rumen cannula of three ruminally cannulated non-lactating cows.
The cows were kept according to the Austrian guidelines of
animal welfare and were fed a mixture of hay and grass silage
(25:75) ad Ilibitum. Ruminal fluid was collected with an
aspiration tube (RUMINATOR; T. Geishauser, Wittibreut,
Germany) from the ventral rumen sac, rumen solid digesta
was manually taken from a depth of ~10-20 cm of the fibre
mat. Solid and fluid ruminal contents of the three cows were
pooled and the fluid was further strained through four layers of
medical gauze (pore size ~1 mm).

Before inoculation of the RUSITEC system, 100 mL of the
respective experimental buffer was added to each fermenter
according to methods of Soliva and Hess (2007). Then,
600 mL pooled and strained ruminal fluid was added. Two
nylon bags (70 mm x 150 mm, pore size 150 um) were placed
into each fermenter, one filled with the pooled solid digesta, the
second containing 12 g dry matter (DM) of the respective forage.
After 24 h incubation, bags filled with solid digesta were replaced
with bags containing the respective forage. Then, after every 48 h
ofincubation, the feed bags were replaced by new ones containing
the respective forage. Incubated bags were taken out of
each fermenter and rinsed with 40 mL prewarmed McDougall
buffer (Soliva and Hess 2007) while squeezing the bag above
the open fermenter to reduce microbial cell losses. Bags collected
on the last 5 days of the experiment were rinsed under cold water
until the water ran clear and stored at —20°C until proximate
analyses to calculate nutrient degradation of the forages. After
exchanging the feed bags, fermenters were closed tightly and
flushed with gaseous nitrogen for 3 min to establish an anaerobic
environment. From each fermenter, samples for measuring pH
and redox potential were collected daily, immediately before the
feeding procedure, and values measured using a pH meter
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Table 1.
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Chemical composition and nutrient degradability for the wild-type (WT) ‘Optic’ and its orange lemma (rob) mutant isoline

Within rows, values followed by different letters indicate significant differences (Tukey’s test, P =0.05). G, genotype; E, harvest time; DM, dry matter; NDF,
neutral detergent fibre; ADF, acid detergent fibre; ADL, acid detergent lignin

Harvest time s.e.m. P-value
Stem elongation (BBCH35) Fruit
development (BBCH73)
WT EMS_R0013_33 WT EMS_R0013_33 G E G x E
‘Optic’ (Optic robl) ‘Optic’ (Optic robl)
Chemical composition of whole barley plant
Organic matter (g kg ' DM) 897 880 945 920
Crude protein (g kg™' DM) 169 207 101 133
Ether extract (g kg ' DM) 22.5 15.7 13.2 10.6
Starch (g kg' DM) 5.0 4.2 187 74.6
NDF (g kg ' DM) 548 506 507 554
ADF (g kg™' DM) 301 297 260 308
ADL (g kg™ DM) 18.5 13.9 28.6 26.0
ADL (% of NDF) 3.38 2.74 5.64 4.69
ADL (% of ADF) 6.15 4.68 11.0 8.44
Nutrient degradability (%)
DM 65.8a 67.8a 60.5b 56.7¢ 1.07 NS <0.001 <0.05
Organic matter 64.7ab 66.6a 61.0b 55.4¢ 1.07 NS <0.001 <0.05
Crude protein 75.6 74.3 51.5 57.8 3.49 NS <0.001 <0.1
NDF 53.7b 61.7a 42.8¢ 39.6¢ 2.07 NS <0.001 <0.05
ADF 51.6 59.0 38.7 39.2 2.14 <0.1 <0.001 NS
ADL 232 16.7 27.2 25.8 9.96 NS <0.1 NS
(SevenExcellence; Mettler-Toledo, Schwerzenbach, Germany). Heat-stable o-amylase used in the NDF procedure

Switzerland). From Day 6 to Day 10, before feeding, an
additional 10 mL fluid was taken from each fermenter and
aliquots (2 mL) for short-chain fatty acid (SCFA) and
ammonia analysis were stored at —20°C. Subsamples (2 mL)
for microbial analysis were immediately snap frozen in liquid
nitrogen and stored at —80°C until DNA extraction.
Fermentation gas was collected over 24 h in air-tight bags
(TecoBag 5 L; Tesseraux Container, Biirstadt, Germany). The
amount of gas produced per day was determined using the water
replacement method (Soliva and Hess 2007) and CH4 and CO,
concentrations were analysed using an infrared detector (ATEX
Biogas Monitor Check BM 2000; Ansyco, Karlsruhe, Germany).

Laboratory analyses

Analyses of feed and feed residue samples were conducted
in duplicate according to the German Handbook of
Agricultural Experimental and Analytical Methods (Verband
Deutscher ~ Landwirtschaftlicher ~ Untersuchungs-  und
Forschungsanstalten; VDLUFA 2012). Prior to analyses, feed
residue samples were pooled for each fermenter across the last
5 days of each experimental run, oven dried at 65°C for 48 h,
ground and passed through a 0.5-mm screen (Retsch, Haan,
Germany). The DM of'the feed and predried residue samples was
determined by oven drying at 100°C for 24 h. Ash was analysed
by combustion of samples at 580°C overnight. The crude protein
(CP) content was determined using the Kjeldahl method. The
neutral detergent fibre (NDF), acid detergent fibre (ADF) and
acid detergent lignin (ADL) contents were analysed using the
Fibre Therm FT 12 (Gerhardt GmbH & Co. KG, Kdnigswinter,
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and all fibre fractions were expressed exclusive of residual ash.

The concentration and composition of SCFAs (acetate,
propionate, n-butyrate, isobutyrate, n-valerate, isovalerate and
caproate) were analysed by gas chromatography (GC Model
8060 MS 172 DPFC, No. 950713; Fisons, Rodano, Italy)
equipped with a flame ionisation detector and a capillary
column (30 m (L) x 0.53 mm (ID), d¢ 0.53 um; Trace TR
Wax; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), as
described previously (Qumar et al. 2016).

The concentration of ammonia was determined using the
indophenol reaction (Weatherburn 1967). Fermenter fluid
samples were thawed at room temperature and subsequently
centrifuged at 15 115g for 10 min at room temperature. The clear
supernatant was diluted with distilled water to obtain a
concentration within the standard calibration curve. Ammonia
and phenol were oxidised by sodium hydroxide in the presence of
sodium nitroprusside and dichloroisocyanuric acid. Absorbance
was measured at 655 nm using a U3000 Spectrophotometer
(INULA, Vienna, Austria) after 90 min reaction.

DNA extraction and 16S RNA gene sequencing

Frozen samples were thawed on ice, vortexed briefly to mix the
sample and then samples from Day 5 to Day 10 were pooled per
fermenter per run. From the pooled sample, a 1-mL subsample
was used for DNA isolation. DNA isolation was performed using
the QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (QIAGEN, Hilden,
Germany) and samples were mixed with 1 mL InhibitEX
buffer provided in the kit and heated at 95°C for 5 min to
ensure proper lysis of bacteria. Then, samples underwent
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additional enzymatic (2.5 U pL™' mutanolysin, 100 mg mL "
lysozyme, 20 mg mL ™" proteinase K) and mechanical (0.4 g
sterile ceramic beads, diameter 1.4 mm) lysis using a BeadBeater
(FastPrep-24 5G; MP Biomedicals, Valiant, CA, USA) to disrupt
bacterial cells, as per previously published procedures (Kong
et al. 2010). Supernatants were transferred to fresh tubes for
column-based isolation. DNA was eluted in 200 uL. dH,0. The
concentration of the isolated DNA was determined using a Qubit
2.0 Fluorometer (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) and
the Qubit dsDNA HS Assay Kit (Life Technologies), and DNA
was stored at —20°C until further analysis.

One 40-puL aliquot of each DNA sample was sent for
amplicon sequencing using a MiSeq Illumina sequencing
platform and paired-end technology to Microsynth AG
(Balach, Switzerland). Sequencing targeted the V3-V5
hypervariable region of the 765 rRNA gene using the
primer set 357F-HMP (5-CCTACGGGAGGCAGCAG-3')
and 926R-HMP (5-CCGTCAATTCMTTTRAGT-3') to
produce an amplicon size of ~523 bp (Peterson et al. 2009).
Briefly, according to the recommendations of the Nextera
manufacturer (Illumina), libraries were constructed by
ligating sequencing adapters and indices onto purified PCR
products (Nextera XT Sample Preparation Kit; Illumina).
Equimolar amounts of each of the libraries were pooled and
sequenced on an Illumina MiSeq Personal Sequencer, and the
resulting paired ends were stitched together by Microsynth,
resulting in 1.7 million unfiltered reads that were, on average,
510 nucleotides (nt) in length. Sequence quality control was
performed using the QIIME pipeline (Caporaso et al. 2010).
Sequences were first quality filtered (Q = 20; Caporaso et al.
2010) and then screened and filtered for chimeras using
USEARCH version 8.1 and its database (Bokulich er al.
2013). Clustering and alignment were performed using
UCLUST (Edgar 2010) and operational taxonomic units
(OTUs) were defined using PyNAST (Caporaso et al. 2010)
and the SILVA database (version 123; https://www.arb-silva.
de, accessed 19 July 2017; Quast et al. 2012; Yilmaz et al.
2014). The degree of similarity between sequences was
defined as 97% to obtain OTUs. Any OTUs that clustered
with fewer than 10 reads were manually removed. In all, 1.24
million sequences (mean 51591 sequences per sample)
clustered into 5662 OTUs wused for taxonomic
quantification. For calculation of the non-parametric species
richness estimators, Chaol and the observed OTUs per sample
were used. B-Diversity analysis was performed using weighted
UniFrac dissimilarity metrics and the principal coordinates
analysis (PCoA) plotting in QIIME with rarefaction at 34 980
sequences. Sequencing data are available in the BioProject
SRA  database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject,
accessed 18 June 2018) under the accession number
SRP150850.

Statistical analysis

Mean values of the last 5 days of each experimental run were
subjected to a linear mixed-model analysis of variance
(ANOVA) using procedure MIXED of SAS 9.4 (SAS
Institute, Cary, NC, USA) with treatments (genotype, harvest
time and their two-way interaction) as fixed effects.
Experimental run was considered as a random effect. Multiple
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comparisons among treatments were evaluated by Tukey’s test.
Differences were declared significant at two-sided P < 0.05, and
tendencies were defined as 0.05 < P < 0.1.

Results
Nutrient composition and in vitro nutrient degradability

The nutrient composition and results of nutrient degradability are
given in Table 1. Differences in organic matter (OM) between
wild-type ‘Optic’ (WT) and the mutant line rob I were small, but
harvesting at early grain development resulted in higher OM than
harvesting at stem elongation. Overall, CP content was higher in
robl than WT, and the later harvesting resulted in lower CP
contents than in the earlier harvest. Analysis of the fibre fractions
confirmed that rob/ had a lower ADL content than
WT. However, NDF and ADF were higher in robl than WT
when harvested at early grain development, indicating larger
proportions of cellulose in robI. Nutrient degradation differed
between the two harvest times (P < 0.001 for degradability of
DM, OM, CP, NDF and ADF; P=0.074 for ADL degradability)
and a significant interaction between time of harvest and barley
genotype was found for DM, OM and NDF degradability. In
addition, there was a tendency for an effect of the interaction
between time of harvest and barley genotype for CP
degradability. Accordingly, nutrient degradability was
decreased with later harvest in both WT and robl, with a
stronger effect in robl for DM, OM and NDF. Only ADL
degradability was numerically higher in both WT and robI
when harvested at the early grain development stage. Tukey’s
honestly significant difference (HSD) test revealed that NDF
degradation was highest in rob] harvested at stem elongation.

In vitro fermentation parameters

Despite equal buffering conditions, an effect on fermenter pH
was found for both time of harvest and barley genotype, with
higher pH values found when rob 1 was incubated and decreased
pH values when barley harvested at early grain filling was
incubated (Table 2). Time of harvest also significantly
affected the redox potential in the fermenter fluid, with higher
values in fermenters containing barley harvested at the early
grain filling stage (2 <0.001). Total SCFA concentrations did not
differ between barley genotypes, but were lower when harvested
at the later growth stage (P = 0.03). Several effects of barley
genotype and time of harvest on the SCFA pattern were found
(Table 2). Molar proportions of acetate were higher when barley
harvested at stem elongation was incubated compared with
incubation of barley harvested at the later harvest time
(P < 0.001). This effect was more pronounced in WT than
robl (harvest time—genotype interaction P < 0.001). Molar
concentrations of propionate were lower in fermenters
incubated with barley harvested at stem elongation
(P < 0.001), and consequently the acetate : propionate ratio
was lower for barley harvested at the early grain development
stage (P<0.001). The molar proportion of n-butyrate was highest
when WT harvested at early grain development was incubated
(P <0.001). The molar proportion of isobutyrate was in general
higher when rob 1 was incubated (P < 0.001) and lower with both
genotypes when harvested at the later growth stage (P < 0.001).
The same effect of harvest date was found for isovalerate
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Table 2. Fermenter fluid traits, concentration of short-chain fatty acids (SCFA) and gas production for the wild-type (WT) ‘Optic’ and its orange
lemma (robI) mutant isoline
Within rows, values followed by different letters indicate significant differences (Tukey’s test, P = 0.05). G, genotype; E, harvest time

Harvest time s.e.m. P-value
Stem elongation (BBCH35) Fruit development (BBCH73)
WT EMS_R0013_33 WT EMS_RO0013_33 G E G x E
‘Optic’ (Optic robl) ‘Optic’ (Optic robl)

pH 6.79 6.84 6.65 6.76 0.027 <0.05 <0.001 NS
Redox potential (mV) -291 -296 -208 -223 8.42 <0.1 <0.001 NS
Total SCFA (mM) 102 103 98.6 90.1 4.20 NS <0.05 <0.1
Molar proportions (%)

Acetate 56.3ab 56.7a 52.0c 55.5b 0.620 <0.001 <0.001 <0.001

Propionate 27.1ab 26.2b 27.6a 27.9a 0.617 NS <0.001 <0.05

n-Butyrate 10.1b 10.4b 13.5a 10.2b 0.244 <0.001 <0.001 <0.001

Isobutyrate 0.828b 1.034a 0.562¢ 0.603c 0.017 <0.001 <0.001 <0.001

n-Valerate 3.33 3.11 2.86 2.76 0.121 NS <0.001 NS

Isovalerate 1.65 1.95 2.12 2.28 0.076 <0.001 <0.001 <0.1

Caproate 0.701b 0.662b 1.30a 0.837b 0.092 <0.001 <0.001 <0.001

Acetate : propionate 2.08 2.17 1.89 1.99 0.066 <0.001 <0.001 NS
Ammonia (mM) 11.89b 17.94a 2.66d 4.53¢ 0.227 <0.001 <0.001 <0.001
Gas production (mL day ')

Methane 102 72.2 108 91.4 10.2 <0.05 <0.1 NS

Carbon dioxide 533 461 528 496 55.5 NS NS NS

Table 3. Species richness, diversity and evenness indices of rumen bacteria incubated with the wild-type (WT) ‘Optic’ or its orange lemma (rob1)
mutant isoline
G, genotype; E, harvest time; OTU, operational taxonomic unit
Harvest time s.e.m. P-value
Stem elongation (BBCH35) Fruit development (BBCH73)
WT EMS_R0013_33 WT EMS_R0013_33 G E G x E
‘Optic’ (Optic robl) ‘Optic’ (Optic robl)

Chao I 4162 3791 4392 4323 116.7 <0.05 <0.001 NS
Shannon 8.45 8.08 8.70 8.55 0.064 <0.001 <0.001 <0.1
Simpson 0.989 0.983 0.992 0.988 0.002 <0.05 <0.05 NS
No. OTUs observed 2950 2636 3164 3111 132.3 <0.1 <0.05 NS

(P<0.001), whereas caproate was higher when barley at the early
grain development stage was incubated (P < 0.001).

Ammonia concentration mirrors the CP concentration of the
forages and was significantly lower in the fermenter fluid when
barley from the second cutting was incubated (P < 0.001), with
generally higher concentrations for rob! (P < 0.001). Methane
formation was lower when rob! was incubated compared with
WT (P=0.002), with a tendency for lower methane production at
the earlier harvest stage (P = 0.055). No effects of barley
genotype or harvest stage on CO, formation were found.

Effects on the ruminal microbial community structure

Diversity indices and evenness estimators were affected by both
barley genotype and time of harvest (Table 3). Species richness
and the number of OTUs observed were lower when barley at
stem elongation was incubated (P < 0.001 and P =0.002), which
was especially pronounced with rob I (P=0.026 and P=0.067).
Similarly, species diversity based on the Simpson and Shannon
indices were lower at time of stem elongation (P < 0.001 and

Downloaded From: https://bioone.org/journals/Crop-and-Pasture-Science on 28 Oct 2019
Terms of Use: https://bioone.org/terms-of-uselAccess provided by Universitat fur Bodenkultur Wien

P=0.031) and when rob ! was incubated (P =0.01). PCoA plots
revealed distinct clustering between different harvest stages, but
also between the two barley types (Fig. 1).

The most abundant phylum (Table 4) was Bacteroidetes, with
a mean relative abundance of 48%, followed by Firmicutes
(33%), Fibrobacteres (5.6%), Spirochaetes (4%), Tenericutes
(3%) and Lentisphaerae (1.6%). Of these, Bacteroidetes and
Lentisphaerae differed between genotypes (P = 0.015 and
P < 0.001 respectively). While the abundance of
Bacteroidetes was higher when rob! was incubated, the
opposite was true for Lentisphaerae. Most of the phyla were
affected by harvest stage: the abundance of Bacteroidetes,
Synergistetes and Tenericutes was lower when plants
harvested at the early grain filling stage were incubated,
whereas the abundance of Cyanobacteria, Elusimicrobia,
Fusobacteria, Lentisphaerae, Proteobacteria, Verrucomicrobia
and WPS-2 was higher when plants harvested at the early grain
filling stage were incubated (P < 0.001). For the phylum
Fibrobacteres and the genus Fibrobacter, an interaction
between barley genotype and time of harvest was found. The
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Fig.1. Principal coordinate analyses of the B-diversity between in vitro rumen bacterial community incubated with the barley cultivar ‘Optic’ cut either at
stem elongation (red) or early grain development (yellow) stages or with the mutant rob/ isoline cut at the two same two growth stages (blue and green
respectively). (a) Principal component (PC) 1 (x-axis) versus PC2 (y-axis); (b) PC1 (x-axis) versus PC3 (y-axis); (¢) PC2 (x-axis) versus PC3 (y-axis). PC1:

43.3%; PC2: 16.2%; PC3:

8.5%.

Table 4. Percentage abundance of the most abundant taxa identified in the fermenter liquid and effects of incubated barley type
Within rows, values followed by different letters indicate significant differences (Tukey’s test, P = 0.05). WT, wild-type; G, genotype; E, harvest time

Phylum and genus Stem elongation (BBCH35) Fruit development (BBCH73) s.e.m. P-value
WT EMS_R0013_33 WT EMS_RO0013_33 G E G x E
‘Optic’ (Optic robl) ‘Optic’ (Optic robl)
Actinobacteria 0.267b 1.04a 0.381b 0.299b 0.051 <0.001 <0.001 <0.001
Bacteroidetes 48.7 51.4 46.1 46.8 1.59 <0.05 <0.001 NS
Bacteroides 0.030b 0.025b 0.138a 0.042b 0.012 <0.001 <0.001 <0.001
BF311 0.315 0.455 0.363 0.426 0.023 <0.001 NS NS
CF231 1.34a 0.580b 1.52a 1.35a 0.211 <0.001 <0.001 <0.05
Paludibacter <0.001b 0.002b 0.080a 0.016b 0.006 <0.001 <0.001 <0.001
Prevotella 16.9 18.9 17.1 17.4 1.02 <0.05 NS NS
YRC22 0.216b 0.161b 0.392a 0.223b 0.021 <0.001 <0.001 <0.05
Chloroflexi 0.044a 0.016¢ 0.027bc 0.033b 0.009 <0.05 NS <0.001
Cyanobacteria 0.229 0.062 0.668 0.246 0.089 <0.001 <0.001 NS
Elusimicrobia 0.747¢ 0.304d 2.50a 1.35b 0.272 <0.001 <0.001 <0.05
Elusimicrobium 0.175 0.201 0.131 0.082 0.114 NS <0.05 NS
Euryarchaeota 0.005 0.008 0.006 0.004 0.002 NS NS <0.1
Fibrobacteres 6.25ab 2.93¢ 5.56b 7.68a 0.948 NS <0.001 <0.001
Fibrobacter 6.25ab 2.93¢ 5.56b 7.68a 0.948 NS <0.001 <0.001
Firmicutes 332 32.1 329 33.1 1.66 NS NS NS
Anaerofustis 0.011 0.016 0.012 0.019 0.004 <0.1 NS NS
Anaerostipes 0.088bc 0.014c¢ 0.409a 0.161b 0.035 <0.001 <0.001 <0.05
Anaerovibrio 0.145 0.182 0.379 0.401 0.057 NS <0.001 NS
Anaerovorax 0.055 0.070 0.051 0.064 0.010 NS NS NS
Asteroleplasma 0.101ab 0.160a 0.130ab 0.080b 0.016 NS NS <0.05
Bulleidia 0.024 0.016 0.041 0.027 0.003 <0.05 <0.001 NS
Butyrivibrio 1.54b 2.34a 0.726¢ 0.673¢ 0.101 <0.001 <0.001 <0.001
Catenibacterium 0.120 0.166 0.256 0.270 0.086 NS <0.05 NS
Clostridium 0.771 0.598 0.719 0.725 0.050 NS NS <0.1
Coprococcus 0.667 0.861 0.335 0.410 0.073 <0.05 <0.001 NS
Dehalobacterium 0.016 0.003 0.024 0.022 0.004 <0.05 <0.001 <0.1
Fusibacter 0.024 0.040 0.014 0.031 0.008 <0.1 NS NS
L7A-El1 0.054 0.032 0.062 0.064 0.012 NS <0.05 NS
Lachnospira 0.040b 0.221a <0.001b 0.005b 0.018 <0.001 <0.001 <0.001
Lactobacillus 0.207b 0.118b 0.369a 0.470a 0.041 NS <0.001 <0.05
Megasphaera 0.026 0.014 0.033 0.029 0.015 NS NS NS
Mogibacterium 0.026 0.019 0.018 0.021 0.003 NS NS NS
Moryella 0.014a 0.004b 0.010ab 0.013ab 0.002 NS NS <0.05
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Table 4. (continued)
Phylum and genus Stem elongation (BBCH35) Fruit development (BBCH73) s.e.m. P-value
WT EMS_R0013_33 WT EMS_RO0013_33 G E G x E
‘Optic’ (Optic robl) ‘Optic’ (Optic robl)
Oscillospira 0.144 0.153 0.081 0.081 0.009 NS <0.001 NS
p-75-a5 0.106 0.075 0.127 0.115 0.019 <0.05 <0.001 NS
PSB-M-3 0.079a 0.050b 0.044b 0.062ab 0.008 NS <0.1 <0.001
Pseudobutyrivibrio 0.828 1.35 0.289 0.478 0.164 <0.001 <0.001 <0.1
RFN20 0.419 0.318 0.534 0.526 0.040 <0.1 <0.001 NS
Roseburia 0.013b 0.018b 0.340a 0.082b 0.052 <0.05 <0.001 <0.05
Ruminococcus 0.861 0.894 0.638 0.500 0.045 NS <0.001 <0.1
Selenomonas 0.335 0.297 0.285 0.259 0.017 <0.1 <0.05 NS
Sharpea 0.017 0.009 0.049 0.021 0.020 NS <0.1 NS
Shuttleworthia 0.271 0.259 0.371 0.169 0.108 <0.1 NS NS
Streptococcus 0.177a 0.182a 0.085b 0.172a 0.026 <0.05 <0.05 <0.05
Succiniclasticum 2.07 1.88 2.83 2.30 0.141 <0.05 <0.001 NS
Fusobacteria 0.006b 0.006b 0.050a 0.011b 0.004 <0.001 <0.001 <0.001
Fusobacterium 0.006b 0.006b 0.050a 0.011b 0.004 <0.001 <0.001 <0.001
Lentisphaerae 1.57 1.07 1.93 1.65 0.222 <0.001 <0.001 <0.1
Proteobacteria 0.704c¢ 1.04c¢ 2.22a 1.50b 0.110 <0.1 <0.001 <0.001
Desulfovibrio 0.010 0.018 0.007 0.009 0.002 <0.05 <0.05 NS
Ruminobacter 0.002¢ 0.002¢ 0.172a 0.086b 0.023 <0.05 <0.001 <0.05
Succinivibrio 0.239 0.501 0.346 0.465 0.053 <0.05 NS NS
Spirochaetes 3.61 4.54 4.36 3.58 0.377 NS NS <0.05
Sphaerochaeta 1.52 1.78 1.40 1.36 0.103 NS <0.05 NS
Treponema 1.66 243 2.46 1.73 0.422 NS NS <0.05
Synergistetes 0.555 0.704 0.420 0.457 0.052 <0.05 <0.001 <0.1
Pyramidobacter 0.527 0.674 0.370 0.419 0.057 <0.05 <0.001 NS
TGS 0.020 0.019 0.040 0.028 0.006 <0.05 <0.001 <0.1
Tenericutes 3.44 4.33 1.93 2.33 0.616 NS <0.001 NS
Anaeroplasma 1.26 1.25 0.561 0.759 0.086 NS <0.001 <0.1
™7 0.321 0.338 0.446 0.393 0.044 NS <0.1 NS
Verrucomicrobia 0.255 0.167 0.410 0.327 0.022 <0.001 <0.001 NS
WPS-2 0.050 0.021 0.148 0.097 0.008 <0.001 <0.001 NS

abundance of both was lowest when robl harvested at stem
elongation was incubated, but the abundance of Fibrobacter
increased markedly when robl harvested at the early grain
development stage was incubated (harvest time—genotype
interaction P < 0.001). The opposite was found for the genus
Treponema, whose relative abundance increased with the late
harvest stage only when WT was incubated (harvest
time—genotype interaction P = 0.002).

By far the most abundant bacterial genus was Prevotella
(mean 17.5%; Table 4), the abundance of which was higher when
robl was incubated (P = 0.033), with no effect of harvest stage.
The abundance of the genus Succiniclasticum was generally
lower when robl was incubated (P = 0.018) and higher when
plants at the early grain development were incubated (P <0.001).
Butyrivibrio was affected both by genotype and harvest stage
(both P<0.001), because its abundance was higher in fermenter
fluid samples when robl at the stem elongation stage was
incubated and decreased markedly regardless of genotype
when plants harvested at the second cutting were incubated.
The genus Sphaerochaeta was not affected by barley genotype,
but its relative abundance was lower when barley plants from the
second cutting were incubated (P = 0.013). The relative
abundance of Anaeroplasma did not differ between barley
genotypes, but it decreased markedly when plants harvested at

Downloaded From: https://bioone.org/journals/Crop-and-Pasture-Science on 28 Oct 2019
Terms of Use: https://bioone.org/terms-of-uselAccess provided by Universitat fur Bodenkultur Wien

early grain development were incubated (P < 0.001). The
abundance of the genus Pseudobutyrivibrio was higher when
robl was incubated (P < 0.001) and when plants were harvested
at stem elongation (P < 0.001).

Several intergenera correlations were found indicating
possible dependencies on nutrient supply via cross-feeding
(Fig. 2). Additional correlations were found between genera
and fermentation parameters like pH, NH; and SCFA
concentration, as well as nutrient contents in the diet and their
degradability.

Discussion

The barley ‘orange lemma’ trait is a mutation in the cinnamyl
alcohol dehydrogenase (CAD) gene, which catalyses the final
step in lignin biosynthesis. Accordingly, the mutant rob! had
lower ADL content than WT ‘Optic’, both at stem elongation
(1.39% vs 1.85% in DM) and at early grain development (2.60%
vs 2.86% in DM). Similar findings were reported by Owings et al.
(2006) for the genetic background of ‘Bowman’ barley. In
general, the cell wall concentration of forages is influenced by
maturity-related plant morphological differences in the leaf to
stem ratio (Khorasani ez al. 1997; Vogel and Jung 2001), and in
cereal forages the maturity stage of the grains also affects nutrient
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Fig.2. Correlation matrix between relative percentage abundance of significant genera, rumen fermentation parameters and nutrient degradation.
Only significant correlations (P < 0.05) are shown in colour. ADF, acid detergent fibre; ADL, acid detergent lignin; CP, crude protein; Degrad.,
degraded; NDF, neutral detergent fibre; OM, organic matter; SCFA, short-chain fatty acids.

composition (Khorasani ef al. 1997; Wallsten et al. 2010). Grain
maturation has a considerable effect on the starch and protein
content of a forage, with increased starch content in plants
harvested at the milk dough stage and an inverse response in
protein content as the plant matures (Khorasani ez al. 1997). In
agreement with Mannerkorpi and Taube (1995), in the present
study the degree of CP and OM digestibility decreased
considerably until grain filling. Accordingly, less ammonia
was released at the later vegetation stage due to a lower CP
content in the forage (Nocek and Russell 1988). Unexpectedly,
OM degradability was lower for rob than WT when harvested at
early grain filling, despite the lower ADL content. Most probably
the higher starch content of WT accounted for the higher OM
degradability, because the starch content was twice ashighin WT
compared with rob I at the second harvest. It seems that the lower
ADL content of rob 1 could not compensate for the lower starch
content at early grain development in terms of OM degradability,
and thus nutrient availability. Weschke ez al. (2000) and Radchuk
et al. (2009) have shown that starch biosynthesis in barley grain
increases exponentially between Days 8 and 16 after flowering.
Therefore, grain development and starch accumulation of rob1,
which was evaluated to be 1-2 days later in crop development
from heading onwards, was not that advanced compared with
WT at the time of the second cutting. As mentioned by Collar
etal.(2004), the negative effects of more fibrous stems and leaves
with progressing maturity are often more than compensated for
by the development of the non-fibrous, high energy grain portion,
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which was almost true with WT but not with 70b1. In the rumen,
starch is quickly fermented to propionate (Bergman 1990),
explaining the increased propionate proportion and decreased
acetate : propionate ratio at early grain development due to the
increase in available starch.

One interesting finding of this study was the significantly
lower CH, formation when rob 1 was incubated, especially when
harvested at stem elongation (—30%). This result is in contrast
with the higher NDF degradability of rob! at stem elongation,
because fibre fermentation is known to contribute to CHy
production, whereas increasing the starch content in the diet
can decrease CHy formation (Hatew er al. 2015). However,
SCFA concentrations and profiles were similar among
incubation treatments, providing no explanation for the
observed methane formation. In addition, the abundance of
DNA sequences related to the Kingdom Archaea Phylum
Euryarchaeota was only minor, likely associated with the
chosen sequencing approach, with no differences between
genotypes and harvest stages. Thus, other reasons have to be
explored as to why methane production was lower with rob1.

Changes in nutrients certainly affect ruminal microbes,
resulting in shifts of microbial populations in all ruminal
niches (de Menezes et al. 2011; Petri et al. 2013;
Klevenhusen et al. 2017), which was also true in the present
study. In the samples, a clear clustering of OTUs was seen
between the different maturity stages, likely reflecting the
differences in available nutrients (protein vs starch). The
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increased starch supported microbial diversity and species
richness, which contradicts the observations reported by
others (Zened et al. 2013). However, the starch content even
in WT at early grain filling can be considered low compared with
other studies testing dietary effects on the rumen microbiome in
dairy cows, and other nutrients, such as proteins, also have an
effect. In the present study, only ruminal microbes in the liquid
fraction were investigated, and additional effects on fibre-
adherent bacteria would be expected (Klevenhusen er al.
2017) due to the differences in cell wall composition of rob1.
Despite the extraction of only liquid-associated microbes, strong
effects were found on the fibrolytic genus Fibrobacter. As shown
by Shinkai and Kobayashi (2007), Fibrobacter succinogenes is
more metabolically active on less-digestible fibre, as found in the
stems of hay, whereas Ruminococcus flavefaciens prefers easily
digestible fibre and is rarely found on stems. These observations
can explain the present results of the correlation analyses and the
lower relative abundance of Fibrobacter in the medium
incubated with the less-lignified robl at stem elongation,
whereas Ruminococcus was increased. Recent studies using
metatranscriptomics confirmed that the main bacteria involved
in cell wall carbohydrate digestion belong to the genera
Ruminococcus, Fibrobacter and Prevotella (Dai et al. 2015;
Comtet-Marre et al. 2017), and indeed positive correlations were
found between cell wall fractions and the relative abundance
of the genera Fibrobacter and Ruminococcus. Fibrobacter
correlated with NDF and ADL content in the forages as well
as with ADL degradability, whereas Ruminococcus was
correlated with NDF content and NDF and ADF
degradability. No correlation with cell wall carbohydrates and
their digestibility was found for Prevotella; in contrast,
Prevotella was negatively correlated with ADL degradability.
However, Prevotella was highly abundant in all samples,
supporting other studies that demonstrated its ability to use a
diverse substrate range (Avgustin et al. 1997; Petri et al. 2013),
and fibre-attached bacteria were not investigated in the present
study.

In addition to Prevotella, genera with a higher abundance that
were affected by the genotype of the barley incubated were
Butyrivibrio, Pseudobutyrivibrio and Succiniclasticum. The
abundance of the genus Butyrivibrio was generally lower
when barley harvested at early grain development was
incubated, whereas abundance was highest with robl
harvested at stem elongation. The present results could be
related to the CP content of the forage, because some strains
of Butyrivibrio, belonging to the core microbiome (Henderson
et al. 2015), are known to play an important role in protein
degradation (Cotta and Hespel 1986). In this respect, strong
correlations were found between Butyrivibrio and the CP content
of the diet, CP degradability and the concentration of
isobutyrate, a fermentation product originating from
oxidative deamination and decarboxylation of branched-
chain amino acids (Andries et al. 1987). Like Butyrivibrio,
the abundance of Pseudobutyrivibrio was higher when barley
harvested at stem elongation was incubated, and this was
greater with robl. Certain strains of Pseudobutyrivibrio are
known to grow on fructan, inulin, sucrose, fructose and
glucose as a sole carbon source (Van Gylswyk et al. 1996;
Kasperowicz et al. 2009), and thus the results presented herein
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could be related to the higher content of water-soluble
carbohydrates at the early harvest stage in robl. In contrast,
the relative abundance of Succiniclasticum was generally
higher when WT was incubated. Succiniclasticum is
specialised in fermenting succinate and converting it to
propionate, and it was shown to be abundantly attached to
low-quality wheat and rice straw (Cheng et al. 2017; Jin et al.
2018), thus likely playing an important role in the degradation
of plant fibre. However, in the present study there was no
correlation between Succiniclasticum and the propionate
concentration in the incubation medium.

In conclusion, the orange lemma (rob/) mutant had lower
ADL content than WT ‘Optic’, whereas the CP content was
higher in the mutant. /n vitro ruminal degradability of the cell
wall fraction NDF was improved with robl when plants were
harvested at stem elongation, whereas no difference was found
between the genotypes at early fruit development. Changes in the
fermenter liquid bacterial community were observed, with
several changes being correlated with nutrient supply, which
significantly depends on harvest stage. An unexpected finding of
this study was the significantly lower amount of starch in rob1
compared with WT when harvested at early grain development
stage, which can be explained by a slightly delayed grain filling of
the mutant line at the time of cutting. Accordingly, despite the
similar fibre degradation, degradability of rob! total OM was
significantly lower than that of WT.
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Figure S1. Orange discoloration of the rachis, basal lemma and culm as result of the orange

lemma (robl) mutation compared to its wild-type (always right to the mutation). The mutation
is monofactorial recessive, located on the short arm of chromosome 6H, and alters the sequence
of the gene encoding cinnamyl alcohol dehydrogenase (CAD). The mutation was observed
spontaneously and/or induced by both chemical and irradiation treatment in various genetic
backgrounds.
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