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Uvod a cile

1 UVOD A CILE PRACE

Lidska ¢innost fiznymi zpisoby zasahuje do struktury, diverzity a produkyivit
ekosystém. Ekologicky vyzkum secasto zamfuje na studium nadzemnich
spol&enstev, ale jeho nezbytnou sasti musi byt také vyzkumigy a zejména role
padnich mikroorganistin v tocich latek a energie a v regiiech mechanismech
ekosystému. Jednim z prioritnich témaddpi mikrobiologie je studium vazeb mezi
strukturou a funkci mikrobialnich spotnstev v dé. Padni mikrobialni spolé&enstvo
ma& nezastupitelnou Ulohu v procesech k&hbprvki. Transformace uhliku a dusiku
puadnimi mikroorganismy je spojend také s tvorbou wkienikovych plyf. Posledni
vyzkumy ukazuji, Ze vyznamnou roli &hto procesech hraje dosud relativmalo
prostudovana skupinaignich archei.

PredloZzena magisterska prace se zabyva studiem skufiohaea v ramci
celkového mikrobialniho spalenstva a jejim vztahem k emisim methanu typ
pastviny, kterd je dlouhodébvyuzivana jako zimovist skotu. Pro tento del byly
pouzity techniky zaloZzené na unikatnich fenotypdvylastnostech archealnich -
buréénych membran a jejich lipidickych sloZek v ndvaznom analyzy lipidickych
profila celkového mikrobiélniho spalenstva.

Cilem pracebylo kvantitativié a kvalitativié charakterizovat spalenstvo archei
v celkovém mikrobialnim spotenstvu  pastevni tgly pomoci bu&nych
membranovych markérfosfolipidickych etherlipid (PLEL) v kombinaci s technikami
analyz komplexniho spalenstva. Prace byla z&hmena na zhodnoceni 2zm
v zastoupeni i@devsSim methanogennich archei v mikrobialnim gpaktvu pastevni
pudy v zavislosti na stupni zatizeni pasenym skotemtasti prace bylo konfrontovat
strukturni zndny spolé€enstva tykajici se tvorby, sgeby a emisi methanu z pastevni
pudy s dalSimi vysledky ziskanymi v ramci vyzkumuerkt byl zangen na studium
role mikrobidlnich spok&enstev pastevnichid v procesech produkce, spliy a emisi
sklenikovych plyd. Cilem prace bylo také ¢&kit, zda jsou pimym zdrojem archei
v padé exkrementy skotu a zda jsouistedky vlivu skotu na z#my ve struktie

spol&enstva archei vigé dlouhodobé.
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2 LITERARNI P REHLED

2.1 Archaea

Archaeaje evolin¢ velmi stara skupina prokaryot zcela odliSnych atitmich
prokaryotnich organisi ktera pedstavuje vedle bakterii a eukaryigtt samostatnou
doménu Zivota na Zemi (Obr. 1). Diky aplikaci malnich metod, nezavislych
na kultivaci, je v sotasné dob jiz ziejmé, Ze archea nejsou vazdna pouze na podminky
extremnich progedi, ale jsou schopna koexistovat s ostatnimi roilganismy
v béznych terestrickych ekosystémech. Vyzkum strukaufyunkce spol&genstev archei
v prostedi se provadi na zakkadzcela unikatnich genetickych a morfologickych

vlastnosti archealni kily.

PROKARYOTA EUKARYOTA
1
Bacteria Archaea Eucarya
Zelene Animalia
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Obr. 1 - Fylogeneticky strom Zivota (upraveno podle Mgudiia a Martinka, 2006)

2.1.1 Obecné charakteristiky archealni biiky

Hlavni odliSnosti archedlni kky spcivaji v pritomnosti etherovych vazeb
v lipidech a absenci peptidoglykanu v bamé stné. Rozdil je také v komplexu RNA

polymeraz (White, 1995).
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S rozvojem metod hodnoceni genetickych Znakchei doslo k velkému pokroku
Vv jejich systematice. V roce 1977 Carl Woese a Gedfox diky analyze RNA malé
ribozomalni podjednotky (16S rRNA) odldi archea ve fylogenetickém stromu
od bakterii (viz Obr. 1) a popsalékteré vlastnosti jejich genomu, které sekvapiw
shodovaly s vlastnostmi genomu eukaryot. Cyklick&ruksura chromozomu
a uspedadani geth do operoi jsou sice bakterialni znaky, ale fiageny gepisované
do tRNA a rRNA obsahuji na rozdil od bakterii imyojejichz mechanismus s#hu je
podobny mechanismu s#ibu eukaryot. Replikace a transkripce maji spoderysy
s replikaci a transkripci eukaryot. Komplex RNA yokrdz sestava z 8-10
podjednotek, zatimco bakterialni polymerazy mivdjipodjednotky. Translace se
vyznauje jak prvky bakterialni tak eukaryotni translace.

Archea maji bu&nou stnu, kterd neobsahuje murein, ale je féra
pseudopeptidoglykanem (pseudomureinem), heteropahgsidy a proteiny (White,
1995).Narozdil od bakterii jsou archea rezistentitii Wsozymu i penicilinu.

Nejvétsi biochemické rozdily mezi archei a ostatnimi apigmy spoivaji
v burgéné membratr Archealni membranové etherlipidy se olieskladaji z tzv.
jadrovych lipidi: glycerol dietheru (archaeolu) nebo glycerol tetin@ru
(caldarchaeolu), na¢a jsou fosfodiestericky vazany polarni skupiny nejbykosidy.
Diethery tvdi zaklad pro lipidickou membranovou dvojvrstvu,raethery pro velmi
stabilni jednovrstvu, kterou produkuji zejména hygrnofilni zastupci (Kogaet al.,
1993) a kterd poskytuje efektivni chemickou bari&nlem buiky. Shodna stavba
lipidovych komponent je sdilena archealnimi druliegicimi do stejnéeledi (Koga
a Morii, 2005). DalSi odliSnosti archei je molekglscerolu, ktera je stereocisomerem
k molekule glycerolu bakterii a eukaryot. Baktexieukaryota tvid D-glycerol, zatimco
archea L-glycerol (Madigan a Martinko, 2006). Uhddikovy fettzec je navazan
Vv pozici 2, 3¢asti glycerolu archedlniho lipidu, zatimco lipidgiberii a eukaryot maji
mastné kyseliny na glycerolu navazany v pozici .1B&kterie maji postranrietzce
mastnych kyselin ty@né nejastji 16 - 18 atomy uhliku, postranni uhlovodikové
fetzce archei jsou t¥eny 15 - 40 uhlikovymi derivaty izoprenu, které mé&gsto
rozsahla methylova&veni (Mancuset al, 1985). DalSi vlastnosti postrannihdweni
je schopnost tudt pétiuhlikové cykly, coz ovliviuje ugitou flexibilitu membrany a jeji
strukturni stabilitu. Na glycerol jsou navazanytpasni izoprenoidnietzce etherovou
vazbou, nikoli esterickou jako u bakterii a eukarg@br. 2). To je jednou zffEin

odliSnych vlastnosti ¢échto mikroorganisiin umo#iujicich jim prezivat extrémni

4
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podminky prosedi nesldgitelné se Zivotem &Siny organism. Etherlipidy Zistavaji
stabilni waci hydrolytickému Speni na rozdil od estericky vdzanych komponent
bakterialnich a eukaryotickych lipidi v kyselém prosedi s vyraz& vysokymi
teplotami (White, 1995). Podminkou pro Zivot ve akgch teplotach (az 150°C a za
uréitych podminek i vySSich) je nizk& permeabilita eefipidovych membran
a liposonti pro latky rozpu&né v roztocich i P vzrastajici teplot. Teploty fazovych
piechodi membranovych di- a tetraetherlifigsou u archei mnohem nizsi (15 az
—20 °C) nez u esterlipidbakterii a eukaryot (40 az 55 °C) (Koga a Mori03).

Struktura archedlnich jadrovych ligid jejich izoprenoidnichretézci je unikétni
charakteristikou archei a je proto vyuzivana vkigtieh a identifikénich technikach

zaloZzenych na analyzach inych markeil pri studiu €chto mikroorganisriin situ.

':Ij_
Hg?—D— Iﬁ'— 0

a) AAAAAAAC-0- aaie
)\/\/l\/\)\/\/K/C_\D_ CH,

etherova vazba

b)
estericka vazha

Obr. 2 — a) Obecny membranovy etherlipid archei, ¢ena je etherovad vazba mezi izoprenoidnimi
fetzci a L-glycerolem; b) obecny membranovy fosfoligddkterii a eukaryot, oztiana je estericka

vazba mezi postrannirfetézci mastnych kyselin a D-glycerolem
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2.1.2 Hlavni taxonomické skupiny

Taxonomie archei byla zaloZzena na kultivovatelnimdiatech a pvodre vedla
k rozdleni do dvou linii nazyvanycBrenarchaeota EuryarchaeotaV sowasnosti se
deli do c¢tyt linii (Obr. 1): Crenarchaeota Euryarchaeota Korarchaeota
a Nanoarchaeoté§Madigan a Martinko, 2006).

Crenarchaeotaje paietna a ekologicky velmitznoroda skupina. Velk&ast
zastupé byla zaznamenana v priedi s extrémnimi teplotami, jakéealstavuji horké
pramenyci geotermall ohrivané mdy a naopak arktické vodyr morsky led. Ristove
optimum kultivovatelnych drul)y mezi které pdt zastupci oxidujici siru, se pohybuje
kolem 80°C. Mezofilni druhy vyskytujici se v lesniv zenedelské pideé, ve vod
i  sedimentech mskych a sladkovodnich ekosystiém jsou povazovany
za nekultivovatelné. Podle stasnych poznatk je skupina Crenarchaeotavice
zastoupena v niskych nez terestrickych ekosystémech; wském pikoplanktonu
reprezentuje @meérné 20 % celkové DNA (Weijeret al, 2004) na rozdil od volné
pudy, kde pedstavuje pouze 0,5 — 3 % bakterialni D&A,42 - 1,42 % celkové 16S
rRNA (Ochsenreiteet al., 2003; Buckleyet al,, 1998).

Euryarchaeota je skupina zahrnujici fyziologicky odliSné skupimxtrémnich
halofili vcetrg extrémnich alkalofil (vétSinou obligatd aerobnich), strikih
anaerobnich methanogera hypertermofil vyZadujicich extrémn kyselé prosedi.
Kultivovatelné druhy ze skupinguryarchaeotabyly izolovany z prosedi s vysokymi
teplotami nebo vysokou koncentraci soli. Nekulta@né druhy byly nalezeny
v marskych anoxickych prostdich, mokadech, raSelinnychagach, ryZzovych polich
a v zazivacim traktu ziwechu travicich celuldzu, i@devSim v bachoruigzvykava@
(Pesaro a Widmer, 2002).

Korarchaeotaje jedna z vyvojo¥ nejstarSich skupin archei. Jedna se o dosud mélo
charakterizovanou a malo d&nou skupinu extrémnich termdfil kterou
nereprezentuje dosud Zadny kultivovatelny zastupce.

Nanoarchaeota je skupinou zastoupenou jedinym druheManoarchaeum
equitans.Jedna se o parazitické symbiotické hypertermofily charakteristické velmi
malymi rozngéry buiky (objem gedstavuje pouze 1% tkly Escherichia col, jejichz
hostiteli jsou archea z rodugnococcus ze skupiny Crenarchaeota (Madigan
a Martinko, 2006).
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2.1.3 Archea v aidnim mikrobialnim spole¢enstvu

Archea zasahuji do négnéjSich pidnich proces s mistnim i globalnim dopadem.
Vyznam archei v procesech pedogeneze a sukdelséhp mikrobidlniho spotenstva
ukéazaly prace Nicokt al. (2005) a Meriléet al (2006).Rada studii nazrmaje vyznam
archei pro rhizosféru rostlin (Grosskopf al, 1998; Simonet al, 2000; Chelius
a Triplett, 2001). Studie Sliwinskeho a Goodmar204) ukazala bohatSi sp&émstvo
archei ze skupinyCrenarchaeotav rhizosfée ve srovnani s volnouugdou, Wwetns
indikaci specifickych asociaci s fylogeneticky &diymi rostlinami. Bomberget al
(2003) jako prvni potvrdili, ZE€renarchaeotamohou byt také s@asti mykorhizosféry
stromi.

K intenzivre zkoumané problematice paprocesy penen dusiku a uhliku spojené
s tvorbou a emisemi sklenikovych piyre pid. Archea maji unikatni postaveni
v procesech methanogeneze, 24 jsou zodpo&dni jejich mezofilni nebo termofilni
anaerobni zastupci. Nejng8i poznatky ziskané studiem archei v iskgch
sedimentech naznaji, Ze archea jsou také schopna methan za amdehopodminek
a prav@podobr za sodinnosti dalSich mikroorganisimoxidovat (Heijset al, 2006).
U padnich archei tato schopnost prozatim nebyla prolk@aza&rchea nepochybrhraji
vyznamnou Ulohu i i tvorb¢ dalSich sklenikovych plyn jako jsou oxidy dusiku
(Treuschet al, 2005). Vyznamny poznatek o roli archei fransformaci fgdniho
dusiku pinesla studielLeiningeraet al, (2006), ktéi zjistili, Ze za procesy oxidace
amoniaku v pdach jsou vyznan#i zodpowdna archea neZli bakterie. Studie
nazng&uje, Ze skupinaCrenarchaeota pravdépodobré predstavuje nejpetrejsi
organismy oxidujici amoniak vignim ekosystému na Zemi.

Archea tvai v padnich mikrobialnich spotenstvech jen nepatrny podil z celkové
biomasy, pesto jsou vyznamnou fubki slozkou edafonu. Vd&inych mdach podil
archei v komplexnim mikrobialnim spoéénstvu ¥tSinou nepesahuje 5 % biomasy
(Schleperet al, 2005). V orné polni jué, podle analyz fosfolipidickych etherlipig
maji archea podil 0,7 - 1,7 % celkové mikrobialiwnbasy (Gattingeet al, 2002a), v
pudach permafrostu 0,1 — 1 % (Wagmtral., 2005). Kvantitativni analyzy 16S rRNA
odhadly podil archei na celkoveé aktévpidniho prokaryotického spdlenstva na 1 %
(Buckleyet al, 1998). Na rozdil oddinych mineralnichjmd predstavuji archea ztiae
vysoky podil biomasy vimach ryZzovych poli, kde jejich biomasa itvd5 - 20 %
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(Reichardt, 1997) nebo az 37 % (Beti al, 2000) celkové mikrobialni biomasy,
podobré jako v pidach mokadi a raSelinig s vysokym obsahem organického uhliku.
Diverzita pidniho mikrobialniho spotenstva archei travinnych a pastevnich
ekosystém se néni podle mnozstvi zZivin aplikovanych dadgve forng hnojiv (Nicol
et al, 2003). Podle studie Gattingeet al (2007) byla zaznamenana tdach
nehnojenych pastvin pafim¢ vysoka druhova diverzita archei; byli identifikova
zastupci ze skupinyeuryarchaeotai Crenarchaeota V padach pastvin intenzivn
hnojenych organickymi hnojivy (hla¥éns obsahem exkreméntdobytka) vzrostla
biomasa methanogennich Euryarchaeot devlgdajicimi  zastupci zrodu
Methanosarcina(Gattingeret al. 2007). S rostoucim vstupem Zivin dddy ztraci
pastevni ekosystémy schopnost gplobvavat methan a naopak se stavaji producenty
methanu (Conrad, 1996). To jétSinou zmisobeno nadistem biomasy methanogennich
archei a omezenim schopnosti methanotrofnich hiaktethan oxidovat zaifiomnosti
amonnych sloZek hnojiva ve vyssi koncentraci (Huetal, 1996).

2.2 Metody studia pidnich mikrobialnich spolefenstevin situ

VétSinu  padnich  mikroorganisiin nelze izolovat a nasledincharakterizovat
konverénimi kultivatnimi technikami. Kultivovatelné mikroorganismyiijomne
v prostedi reprezentuji podle Amanret al (1995) pouze asi 1 % @o burek
mikroorganisni stanoveného ifmymi mikroskopickymi technikami. Na zakladéto
zkuSenosti a péeby ziskavat vice poznditlo funkci, aktivie a diverzit mikrobialnich
spole&enstevin situ se v posledni da@bvice vyuZivaji metody zaloZzené na analyze
buréénych biomarkel. Biomarkery jsou biologicky specifické slozky Zoly burgk,
produkované omezenou skupinou orgariisikteré je mozno nasledndentifikovat
a kvantifikovat (Zelles, 1999). Metody zaloZzené aralyze bu&nych biomarkek je

mozné rozdlit na fenotypoveé a genotypové.

2.2.1 Fenotypové metody studipadnich mikrobialnich spoletenstev

Fenotypové metody vyuZzivajizné slozky zivych buik, predevS§im membranové
lipidy. Na rozdil od ostatnich komponentiiy se membranové lipidy snadno extrahuji
z prostedi. Extrakce je nezavisla na kulttwdch a izolénich postupech a je mozné

vyuzit Siroké spektrum vzoik v mnoha opakovanich. Principem extrakce lipid
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z zivych burk obsaZzenych v prastdich jako je fida, je rozpustnost takovych
komponent v organickych rozpo#dtech (methanol, chloroform). Lipidy se snadno
separuji do zakladnichkid podle polarity (neutralni lipidy, glykolipidyosfolipidy).
Nasleduji vlastni 8pici a transformujici reakce (Obr. 3), které veHomiskani

pozadovanych mark&i(mastné kyseliny, izoprenoidni uhlovodiky).

l

EXTRAKCE

SURCVE LIPIDY

l

FRAKCIONACE (SPESI

Sl B

MELTRALM | [GLYKOLIPIDY | | FOSFOLIPIDY (POLARM |

T

MIRNA ALKALICKA METHANOLYZA SILHA EYSELA HYDROLYZA
METHYLESTERY ALK LJoDDy

FRAECIONACE (SFENH.) REDUKEN] DEHALOGENIZACE
[EL-PLFA |  [MESAPOMFIKOWATELNE LIPDY | | PLEL |
GCIMS) K'Y SEL& METHY LACE GCMS
GCMS

Obr. 3 - Schéma extrakce lipidze vzorku, jejich frakcionace a zpracovani prolyayafosfolipida
jednotlivych biomarkerovych metod

Vyhodou analyz fosfolipidickych biomarkieije to, Ze umaoiuji sledovat zrany
Zivé aktivni mikrobialni biomasy, protoze fosfolilyi byvaji po odurieni buiky béhem
n¢kolika minut degradovany od§tenim fosfatové skupiny a stavaji se neutralnimi

lipidy. Za podminek &ekévanych vfirozenych ekosystémech fosfolipidy o
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relativré konstantni podil biomasy Zivé iky organismu a na zakladoho je mozné
velmi dolie spolé€enstvo kvantifikovat. Strukturni diverzita lipidiggh komponent
vypovida sice pogrné malo o taxonomii druln ale je dostatsa pro ziskani informace
o skladi spole€enstva na zakladfyziologické gibuznosti druf. Funkini diverzita
lipidickych skupin umo#uje hodnotit istovy a vyZivovy status a vliv prasti. Jednou
z nejdilezit¢jSich vyhod fenotypovych metod je citliva detekcaalgzovanych
komponent. Analyzy membranovych ligidumo#iuji zaznamenat rychlé zmy

v populacich jednotlivych typmikroorganisni.

Analyza fosfolipidickych mastnych kyselin (PLFA)

Analyza membranovych fosfolipidickych mastnych Kyse(PLFA) je jednou
z velmi pgresnych a citlivych biologickych metod stanoveni mikalni biomasy
a struktury mikrobialniho spalenstva (Zelles a Bai, 1993). Na zaKaspecificity
mastnych kyselin pro tité mikroorganismy je mozné kvalitativncharakterizovat
vétSinu Zivé mikrobialni biomasy wipé (Tunlid et al, 1985). Analyza estericky
vazanych mastnych kyselin (EL-PLFA) unitoje detekovat neptSi ¢ast spoléenstva
puadni mikrobialni biomasy zahrnujici bakterie ¢éire jejich specifické skupiny
aktinomycet) a mikroeukaryota. Kvantitativni i kwativni Udaje o skladb
mikrobialniho spoléenstva se ziskavaji podle zakladni metodyevedenim
fosfolipidickych mastnych kyselin na jejich deriyatkteré se detekuji plynovou
chromatografii (Whitet al, 1979).

RozStena metoda sgiva v separaci methylestemastnych kyselin na vice slozek
tésn® po provedeni mirné alkalické methanolyzy a uigZ zahrnout do fingerprintu
mikrobialniho spoléenstva nejen estericky, ale i neestericky vazansgtmaakyseliny
(hlavre cyklopropanove, hydroxylované a nesaponifikovaiglkteré jsou i pouziti
zakladni metody degradovany pro vysokou citlivosinkrganickym kyselinam (Zelles,
1999). Kvantitativni zastoupeni estericky vazangwstnych kyselin se vSak vyrazn
neliSi @i pouziti zakladngi rozSiené metody.

Neestericky vazané mastné kyseliny (NEL-PLFA) jsamponenty sfingolipid,
ornitinovych lipidi, plasmalogei a dalSich aminolipid Jsou sotasti membranovych
lipida bakterii, eukaryot i archei (Gattingest al, 2002). Sfingolipidy byly
zaznamenany skupinyBacterioides plasmalogeny jsouiftomné gevazri u zastupé

rodu Clostridium (Zelles, 1999). Mezi zakladni typy mastnych kyselidzanych

10



Literarni p/ehled

neesterickymi vazbami pganesubstituované a OH-substituované mastné kyselhl-
substituované mastné kyseliny se vyskytufevazre ve sfingolipidech, zatimco
nesaponifikovatelné nesubstituované mastné kysginy obsazeny v plasmalogenech.
Anaerobni bakterie obsahuji relatévaelké mnozstvi plasmaloggnkteré maji jednak
esterické a jednak neesterické vazby. Pouze madgtpaerobnich a fakultati¢n
anaerobnich bakterii obsahuje plasmalogeny. AnalydalL-PLFA je jednou

z perspektivnich dosud malo vyuzivanych metod ps&ani udaj o anaerobni slozce

mikrobialniho spoléenstva.

Analyza fosfolipidickych etherlipid (PLEL)

Archea obsahuji v b#tinych membrananovych lipidech izoprenoidni uhlovgdik
(viz kap. 2.1.1), které se vyuZzivaji jako archeamomarkery Kk jejich detekci.
K rozS€peni etherové vazby, kterou jsou izoprenoidy vazépwlarnicasti lipidu se
vyuziva reakce silné kyselé hydrolyzy zéaspbeni silné kyseliny jako je kyselina
jodovodikova (HI) a vysoké teploty (100°C). Postraizoprenoidnirettzce se odgpi
od glycerolfosfatu a vytwd alkyljodidy. Alkyljodidy se redukuji na odpovidej
uhlovodiky (derivaty izoprenoig redukéni dehalogenizaci (Gattingeat al, 2003).
Detekce &chto derivat izoprenoidi poskytuje velmi pesné kvantitativni Udaje
o komplexnim archealnim spoenstvu (Baiet al, 1997; Wachingeet al, 2000;
Wagneret al, 2005).

Podle jednotlivych tyfp izoprenoidnich uhlovodik identifikovanych pomoci
plynové chromatografie v kombinaci s hmotnostnikgpenetrii je mozné diferencovat
pudni archea do zakladnich taxonomickych a &uméh skupin. Pr&uryarchaeotgsou
typické izoprenoidyil5:0, i20:0, i25:0, i40:0, i20:1 v menSi nie takéi40:0-1cy,
i40:0-2cy. U skupiny Crenarchaeota prevazuji Go izoprenoidy s postrannimi
cyklickymi fetzci i40:0-1cy, i40:0-2cy, i40:0-3cy, i40:0-4¢cyale byly u nich
zaznamenény té#20:0 a i40:0 (Gattinger, 2001). Vyhodou metody PLEL je jeji
kompatibilita s analyzou fosfolipidickych mastnykyselin (PLFA).

2.2.2 Genotypové metody studia archei

Genotypové metody vyuZivaji molekuly genetickéharapu bugk jako jsou
bunééna a ribozomalni DNA atené typy RNA. B studiu spoléenstva archei
se zejména vyuziva fingerprintingova analyza 168IADpomoci T-RFLP (terminal
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restriction fragment length polymorphism fingerpimg analysis) s primery
Ar109f/Ar912rt-FAM (Luederset al, 2004). Ziskané fragmenty Ize déle klonovat,
sekvenovat a zpracovat az po fylogenetickou analgpovidajici o jednotlivych
archealnich zastupcich v daném piedit Ke studiu funénich skupin archei se vyuziva
analyza specifickych furdkich gerd. Nap. kvantitativni analyza (real time gPCR)
mcrA genu kédujiciho methyl-Koenzym M reduktazu je vydha k odhadu velikosti
aktivniho methanogenniho spé&dmstva v pdé a pomoci fylogenetické analyzy tohoto
genu lze ziskat fipsné informace o diverzitmethanogei ve studovaném prasdi
(Lutonet al, 2002; Friedrich, 2005).

2.3 Role pidnich mikroorganismi v procesech tvorby, spateby a emisi CH

2.3.1 Methanogeneze

Methan je druhym nejvyznami8im sklenikovym plynem, ktery figpiva
ke globalnimu oteplovaniiiblizné 20 % (Bouwman, 1990). Jeho nejvyznajimi
zdroji jsou biogenni procesy. Mezifipzené zdroje methanu v atmasfe pati
v nejwtsi mike methanogenni archea (Conrad, 1996), ktera sgecifibyvaji anoxicka
prostedi jako jsou baziny, raSelinist anoxické jezerni zény, ryZzowist bachor
prezvykav@ a intestindlni trakt termif ptaki a savé vcetreé cloveéka (Madigan a
Martinko, 2006; Miller a Wollin, 1982).

Methanogeneze vSak probiha také vigaerovaném prastdi jako jsou lesnitaly
¢i pastviny, které poskytuji za ditych podminek fadu vhodnych anoxickych
mikroprostedi. Methanogenni archea reprezentuji terminall@inek mikrobialniho
spolg&enstva pi preménach uhlikatych latek za anaerobnich podmikekozvoji a
aktivit¢ methanogennich archei dochazi v pedit po vyerpani vyhod#sSich
terminalnich akceptdér elektrori; methanogenezeéasto uzavira anaerobni potravni
fetzec. Methanogenni archea ziskavaji metabolickourgen&onverzi rekolika
substrai na methan. ¥Sina methanogennich archei je schopna redukovat CO
za @itomnosti B na CH. Fi methanogenezi jsou vyuzivany produkty anaerobni
dekompozice organické hmoty: format, acetat, mathanethylaminy, methylsulfidy,
primarni a sekundéarni alkoholy a jiné organick&jgKogaet al, 1993). Na rozkladu

sloZitych organickych latek se podili syntrofni neirganismy, jejichz metabolismus je
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s methanogennimi archei natolik provazany, Z&inmou nelze ziskatisté kultury
zodpowdné za jednotlivé reakce (Madigan a Martinko, 2006)

Klicovym enzymem v procesu methanogenezengthyl koenzym M reduktaza
(Mcr) katalyzujici finalni krok methanogeneze (Tegul998). Fylogenetické analyzy
rRNA a dalSich gehukazuji, Ze methanogenni archea pochézeji z miatioké linie
skupiny Euryachaeota V sowasné dob lze methanogenni archea rélid do i
hlavnich  tid:  Methanobacteria (f. Methanobacterialds  Methanococci

(f. Methanococcales, Methanomicrobiales, Methanosategla a Methanopyri

(

=<

. Methanopyralesreprezentovanych celkem 31 rody (Whitnedral, 2001).

2.3.2 Methylotrofie a methanotrofie

Odhady emisi methanu do atmosféry jsou v rozsali:680 Tg CH za rok,
nicmére velké mnozstvi methanu (prajgbdobr az 700 Tg CH za rok) je
zmetabolizovano aerobnimi i anaerobnimi oxidatorgthanu aniz by se dostalo
do atmosféry (Reeburgkt al, 2003). Rdni prostedi je vyznamnym mistem spely
CH,, a to zejménauly vySe polozenych trvalych travnich pofogConrad, 1996).
Methan je metabolizovan <kolika dalSimi jednouhlikatymi sl@eninami
methylotrofnimi  mikroorganismy, kterym je poskytovajako donor elektrain
pro ziskavani energie a jako zdroj stavebniho uhlikinoho, ale ne vSechny,
methylotrofni mikroorganismy jsou zaravenethanotrofy (schopné asimilovatimo
methan). Mezi dale prostudované methanotrofy ffatejména aerobni bakterie Siroce
rozSiené ve vod a pide, které metabolizuji methan z&temnosti kysliku.

Podle vnitni buré¢né struktury, fylogenetickych znéka metabolické drahy
asimilace uhliku lze roztit methanotrofy na d¥ skupiny. Typ | pedstavuje
mikroorganismy, ktd asimiluji uhlik ges ribul6zo-monofosfatovy cyklus (gama
Proteobacteria). Péat k nim rody Methylomonas, Methylobacter, Methylococcus,
Methylomicrobium, MethylosphaeeeMethylocaldumMethanotrofové typu Il asimiluji
uhlik pres serinovou drahu (alfa Proteobacteria). Jejichvriil zastupci jsou
Methylosinus, Methylocystisa Methylocella Methylotrofové ze skupiny beta
Proteobacteria nejsou schopnifinpo asimilovat methan, @at knim rody
Methylophillusa Methylobacillus Kromé obligatnich methanotrafexistuje velk&ada
fakultativnich methanotréf nag. zastupci rod Arthrobacter, Bacillus, Rhodobacter,

Mycobacterium, Acetobacter, Xanthobacter, Parace¢Madigan a Martinko, 2006).
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Klicovym enzymem methanotiofe methan monooxygenaziimo) zodpo¥dna
za inkorporaci kysliku do molekuly methanu a jelomkerzi na methanol. Tento enzym
oxiduje také amoniak, jehoZipmnost v prosedi vyvolava substratovou kompetici
a potla&uje nist methanotrdf. Krom¢ methanotrai je atmosféricky Chloxidovan také
autotrofnimi bakteriemi oxidujicimi amoniak, jedsé vSak o vedlejSi nespecifickou

aktivitu, ktera vyrazé ke spoitebs CH, nefrispiva (Jones a Morita, 1983).

2.4 Zimovisté volné paseného skotu jako zdroj emisi sklenikovych plyin

Zemedelsky vyuzivané pdy jsou vyznamnym zdrojem emisi sklenikovych glyn
predevsim oxidu dusného {8), oxidu uhltitého (CQ) a methanu (Cl) (Simeket al,
2002). Zenddelské farmy zamsrené na chov masného skotu vyuZivaitaré pozemky
jako pastviny. MnoZstvi emisi methanut@p ovliviiuje gredevsim intenzita pastvy
zvirat. Specialnim typem pastviny je zimo¥iStvétSinou umisiné na vhodném
pozemku pobliz staji a dalSiho technického zazemikpmeni a oSébvani zvfat.
ZimoviS& je oproti ostatnim pastvinaAm vystavovdno mnohengtSimu
a intenzivijSimu vlivu skotu. Struktura tgly je v povrchové vrstv rozruSena
a zejména se zde hromadi velké mnozstvi tuhychkatyteh vykati, jejichz Zziviny
nemohou byt vzhledem k nizkym teplotdm v zimnindalld a absenci zeleného
porostu vyuzity rostlinami, jako se togjd v pribéhu vegetani sezény na dZné
pastvirgé. Dusledky gesyceni id Zivinami mohou byt zrimé. V takovych pdach
nastavaji diky zgnam fyzikalnich a chemickych vlastnosti &asreé zmeny ve skladb
a funkci mikrobialnich spotenstev (Elhottova a Simek, 2002).

Na zimovisti skotu v Borové se vyzkum provadi uz omku 2001. Krom
z&kladnich fyzikalnich charakteristik a chemickyglastnosti jd byl dosavadni
vyzkum zamgien na studium mikrobialnich aktivit spojenych sdarkci stopovych
plyna (Simeket al, 2002; Simelet al, 2006) V souvislosti s cyklem dusiku &dg a
s emisemi oxidu dusného byla podrélstudovana denitrifikani a nitrifikacni aktivita a
fixace N; v souvislosti s cyklem uhliku byla dfena respirace goly (emise oxidu
uhlicitého) a stanovena produkce a oxidace methanu. zZisamy i celoréni pribéhy
emisi hlavnich sklenikovych plynz pidy (CO,, N.O) (HynStet al, 2007). Pomoci
metod molekularni biologie byly v posledni @olvodnoceny &ékteré vybrané fundni
parametry mikrobidlniho spalenstva. Struktura spalenstva archei byla zjidvana
pomoci analyzy 16 SrDNA. U vybranych fumich skupin byla provedena
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fylogenetickd analyza a stanovenytyokopii gerii pro klicové procesy transformace
dusiku a uhliku v jdé. Byly stanoveny p&ty kopii genumcrA ktery se podili
na produkci CH(Radl,et al, nabidnuto k tisku).

Pro (Eely predloZzené prace byly stanoveny nésledujici hypotézy:

1. Velikost biomasy i aktivita celkovéhougniho mikrobialniho spotenstva
zimovisg zavisi na stupni zatizenfighy skotem.

2. Zatizeni jdy skotem se projevi na vysSi abundanci archeip aejména
methanogennich.

3. Vysoké emise Chlna silré zatizeném stanovisti souvisi seé&mu abundance
methanoogennich archei a methanotrofnich bakterii.

4. Zdrojem zvySeného zastoupeni archefidrpm spoléenstvu je paseny skot.

5. Opakovany silny vliv skotu vyvolava dlouhodobé &y v mikrobialnim

spol&enstvu archei.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Pokusna lokalita

Pokusna lokalita se nachazi na Upati horského magieti v predhiti Sumavy
v Chrargné krajinné oblasti Blansky les. Je &asti zemidélské farmy Borova
s chovem masného skotu. Farma Borova leZi asi 25jitkozapads od Ceskych
Budtjovic a asi 10 km severozapadiod Ceského Krumlova. Maijiteli farmy jsou
Marcela Kamirova a Ing. Vlastimil Kamir.

Zvoleny pozemek o velikosti asi 4 ha se rozklasg@admadske vysce kolem 630 m
a je od roku 1992 vyuzivan pro pastvu skotu jakalfr travni porost. Pozemekshs
piiléha k hospod&kému staveni, a proto se od roku 1994 kazuhérayuziva jako
zimovisg pro asi 90 kus krav od polovinyijna do konce dubna az polovinydra.

Na lokali€ je patrny gradient vlivu z¥at od nejvice zatizené plochy s poSkozenym
travnim porostem, kde se Eafa zdrzuji u pkrmis a napajedel, az po nejm€n
zatizenécasti pastviny na protilehlém konci od hospiettého staveni, kde zaia
pobyvaji jen vyjiméne. V gradientu byla vymezendi tstanovis¢ s iznym stupgm
zatizeni pdy skotem pro odiyy padnich vzorki. Stanovist ,S* s nej@tSim vlivem
skotu v blizkosti vstupu na pozemek ma velmi&sipoSkozeny travni porostiga je
piesycena vykaly a siénseSlapana pohybem gai. Stanovist,M“ se nachazi asi 100
m od kravina. Zvata se zde vyskytufiasto, ale nepravideinpida je stedre zatizena
jejich vlivem a porost j@ast&né poskozeny. Stanovist,C* s nulovou za¥i skotem
ma& neposkozeny travni porost a nejsou zde patmhyéZpozistatky exkremeriit zvirat.
Predstavuje kontrolni stanowist

Pida studované lokality je hlinitogisa kambizem s 80 % pisku, 14 % prachu
a 6 % jilu.

3.2 Pokusné uspradani, odkér a Gprava vzorki

Zakladem studie byl terénni experiment uskotay v roce 2005, ktery byl
zangieny na zachyceni strukturnich a fanich vlastnosti aktivniho mikrobialniho
spole&enstva odpoddného za emise methann situ na stanovistich S, M a C
bezprostedre po odchodu skotu ze zimowsha jae (11. kéten 2005, tj. po asi Sesti
meésicnim zatiZzeni pdy skotem) a bezprasdre pred navratem skotu na zimowist
na podzim (18tijen 2005, tj. po asigiimésicni absenci skotu na zimovisti). Na kazdém
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ze ti zakladnich stanousS, M a C bylo nahodnumistno dewt komor za delem
meéteni  aktualnich emisi tonich plyri bezprostdre pred odebranim vzotk
(podrobny popis gteni emisi uvadi Radit al, nabidnuto k tisku). Hodnoty emisi ¢H
ziskané v pibéhu obou odbri udava Tab. 1. Nasledrbyly komory odstragny a
proveden odér vzorka pady pod kazdou z komor (z vrstvy 0-20 cm). Odebraindap
z kazdého mikrostanoviStbyla ihned po oddru primo vterénu fesata pes sito
(pramér ok 5 mm), homogenizovana a uloZena do 4 °C vsparini chladriice (pro
analyzy lipidickych markei) ¢i konzervovana v tekutém dusiku (pro analyzu DNA a
RNA) a transportovana tentyZ den do labamtd<ront fenotypové charakteristiky
mikrobialniho spoléenstva progednictvim lipidickych biomarkér, kterou se zabyva
tato magisterska prace, byla také provedena dalgfadovniky genotypova analyza
diverzity archealniho spalenstva (TRFLP 16S rDNA) a kvantitativni analyza @gen
methyl-koenzym reduktazy (real time P@RCrA) a jeho fylogenetickd analyza. Tyto
vysledky jsou pouZity v diskusii@dloZzené préce, steéjjako vysledky niteni produkce
a emisi CH a doprovodnych chemickych charakteristik odebrangéd vSech iti
stanovi§ (Tab. 1); vysledkyéchto nefeni a analyz bylyigvzaty od jinych pracovnik
podilejicich se na vyzkumu ekosystému zima@vistBorové a vesgs nebyly dosud

publikovany.

Tab. 1 - Vybrané charakteristiky (u, emise a produkce GHe stanovi§ s tiznym stupsm zatizeni
pudy skotem ve dvou o@dbovych obdobich (kéten aiijen 2005); jsou uvedeny aritmetickéapwry
vybéri (n=9) a v zavorkach sfrodatné odchylky vyri; riznd pismena oztaji prikazré rozdilné

hodnoty mezi stanovisti §znym stupgm zatiZzeni pdy ve stejné dabodbiru vzorlki

Doba Stupei Obsah pH Corg Niot Ppc;toednucllig" Emise
odbéru zatizeni susSiny [H.O] [gC [gN CH CH,
vzorki pady [%] 100 g*sp] | 100 g* sp] g C g.‘i b [ug C m?h?

Sy ) | 8540 | 9,09 5.71 1,04 72433 | 30554,00
y 6,807 | 0,13)° | 037 | (0297 | 77277 | (63659,3%
; — 76,77 | 7.26 4,04 1,21 0,243 309,65
Kz\lgézn Stredni (M) (9’44)b (0,20)b (1,15)13 (0,45)13 (0,21)2 (598,96)b
, 80,63 | 594 2,11 0,65 0,014 37,61
Kontrolni (C) | 931y | (0,12)° | (0.28)° | (0.24)° | (0.03)° (23.89)°
siny () | 6798 | 884 6,28 1,69 0,143 56,47
y 3,397 | (0,15)° | (0300 | (031 | (0.22)? (46,51)°
L — 8525 | 7,04 1,26 0,54 0,087 28,79
oo | Sredn™ | 094 | (029 | (0,09° | (030)° | (0.09)° (15,.37)°
contromi (©) | 6129 | 643 1,58 0,51 0,097 3,85
1.83)° | (043° | (019° | ©31° | (©07)° (19,53)*
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Pozn. k Tab. 1 -Obsah tzv. suSiny vigé byl stanoven gravimetricky po vysuSeridy pii 105 °C.
SuSina fddy je udana jako hmotnostni % suchidy z vihké midy. Padni pH bylo m&feno pomoci
sklergné elektrody v pdni suspenzi (hmotnostni pém pida:voda = 1:2,5). Celkovy organicky uhlik
byl stanoven oxidaci na mokré geglackson, 1958) a celkovy obsah dusiku pomociidfdbvy metody
(Zbiral,1995). Potencialni produkce methanu by&siema v laboratio pomoci inkubace 25 gerstvé fidy

v 350 ml tzv. NTS lahvichipteplo& 25 °C. Po 10 minutach a 24 hodinach byl odebranl ¥zorku
inkub&ni atmosféry a koncentrace methanu bylaitema pomoci plynové chromatografie (plynovy
chromaograf HP 5890, Helwett Packard, USA). Potntiprodukce methanu byla vyfithina jako
priristek methanu dhem 24 hodinové inkubace. Emise methanu byly sempwa zéklatl odberu
vzorkii atmosféry z komor pro &eni emisi z pdy ®srg po instalaci a po 60 minutach od instalace
komor v terénu. Koncentrace methanu byla stanopgmevou chromatografii (podoBrako potencialni

produkce methanu).

Za &elem porovnani charakteru mikrobidlniho spefestva gdy a charakteru
mikrobialniho spoléenstva pimych potencialnich  zdrdj obohaceni {dy
mikroorganismy byly analyzovany vzorky exkremeatbachorovét®vy skotu.

Odbker vzorki exkrementi skotu byl proveden 5.5.2005 na nejvice zatizeném
stanovisti zimovi&t Kazdy z deviti vzork byl odebran jako s#sny vzorek ze
7 cerstvych exkrement tak, aby bylo zabramo kontaktu sfdou. Vzorky byly
transportovany do laborama uloZzeny $ 4 °C v plastovych krabkach.

Pro metodické &ely byly odebrany vzorkyachorové #$avy pokusného zvéte
s bachorovou pi&i plemene Holstyn ze Skolniho zadilského podniku Jihgeské
univerzity vCeskych Budjovicich. Zvie bylo krmeno senem (posledni krmeni bylo
5 hodin ged odigrem vzorki). Vzorky byly odebrany z uzaviratelné bachorov&is
pomoci hadice s filtrem, skléné baky a ruwni vakuové pumpy. Vzorky byly
pieneseny viedem vyliatych termoskach k laboratornimu zpracovani. Bamhior
Stava zvfete s pidtli byla ucena pro navrh metodiky zpracovani &temi vzork.

K extrakci lipidi byl vyuZit jednak sediment a supernatant, kterdy kgiskany
centrifugaci bachorovétdvy (4000 rpm, 10 minut), a jednak biomasa usazema
bakteriologickém filtru (s velikosti p6r0,5 um) a filtrat. Nej#tsi koncentrace estericky
vazanych fosfolipidickych mastnych kyselin (EL-PLH8yla nandfena v supernatantu,
proto byla zvolena pro dalSi analyzy tkewta surova bachorové'&a. Strdné
vysledky analyzy EL-PLFA jednotlivych frakci jsowedeny v Tab. 2. Jako dost&te
velky objem bachorovétavy pro vSechny typy analyz lipidickych biomankenyl

stanoven objem 40 ml.
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Tab. 2 — Koncentrace EL-PLFA (biomasa bakterii a mikraeyhkt) nangtenad v fiznych frakcich
bachorové vy odebrané z bachoru kravy s giStjsou uvedeny aritmetické foméry vybéra (n=2)

a v zavorkach simodatné odchylky vyria; zkratky: b.S. - bachororov&&va, s. hm. — sucha hmotnost

bachorové vy

Analyzovana frakce PLFA [nmol PLFAmI™*b. 8] | PLFA [nmol PLFA g* s. hm]
Supernatant po centrifugaci 53,2(20,0) 3685,9(1409,7)
Sediment po centrifugaci 17,9(1,9) 1266,3(135,2)
Biomasa na filtru 21,3(13,7) 1505,5(967,6)

Filtrat 5,5(1,0) 388,1(69,7)

Vzorky bachorové tekutiny zkdt pasenych na studovaném zimovisti farmy Borova
byly ziskany 10.5.2006 bezprostiire po porazce z bachordvou jaténych byki
plemene Aberdeen Angus. Byci byli krmeni travni &@n(posledni krmeni 15 hodin
pied porazkou). Stazvitat bylo v dolk porazky 16 misial a jejich hmotnosti byly 475
a 457 kg . Vzorky byly odebrany pomoci hadice tsdiih, sklegné baiky a ruini
vakuové pumpy. Hadice sfiltrem byla zasunuta &hsti jicnové trubice uastici
do bachoru a vzorkyipterpany do sklemeé baky a rychle peneseny do iedem
vyhiatych termosek. Vzorek byl odebran v deviti opakdstd od kazdého zkdte.
Pro néasledujici analyzy byla pouzita bachorai&va bez jakychkoli Gprav.

3.3 Celkova metabolick& mikrobialni aktivita (FDA)

Pro stanoveni celkové metabolické aktivity mikraonrgnmi byla pouZita metoda
hydrolyzy fluorescein diacetatu (FDA) popsana cp&chnirer a Rosswall (1982).

Fluorescein diacetat (3,6-diacetyl-fluorescein) m&dnimi mikroorganismy

hydrolyzovdn na fluorescein pomoci enZym Zabarvi se aktivni hiky

mikroorganisni, ale spory a hiky ve stacionarni faziastu jsou neaktivni &i
transformaci FDA. To umdije vypcaitat celkovou metabolickou aktivitu
dfenim

spektrofotometricky. Metabolickd aktivita byla staena u pdnich vzork, jejichz

mikroorganisni, kterd& se stanovuje koncentrace  fluoresceinu
odker je popsan v kapitole 3.2.
Postup stanoveni: Do 100 ml NTS lahvi byly navaz2mgypdy. Ke vzorkim bylo

piidano 40 ml fosfatového pufru a 0,2 ml FDA (roz@R g FDA na 100 ml acetonu).
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Lahve byly uzaieny a 1 hodinu za staléheéepani inkubovany ip teplog 28 °C.
Po skoweni inkubace byly odebrany 4 ml kazdého vzorku kianrmavek a reakce se
zastavila pidavkem 2 ml 0,1 % Hg@l Vzorky byly centrifugovany 10 minip4000
rpm. Spektrofotometrickyipvinové délce 490 nm byla zffena absorbance. Celkova
metabolicka aktivita byla vygtena jako zréina absorbance dase pepaitena na 1 g

suché fdy.
Vypocet celkové metabolické aktivity:

AA=(Av—AK) /T.w [g'hY]

A ... absorbance
Av .... absorbance vzorku

Ak .... absorbance kontroly (slepy vzorek bézy
T...... doba inkubace (1 h)

W...... hmotnost suchéigy ve 2 g navazky

3.4 Analyzy membranovych lipidickych biomarkeni

3.4.1 Extrakce lipida

Principem extrakce je wuvaini lipidad burgk padnich mikroorganistin
do organického rozpoustla (chloroformu). Byla pouzita modifikovana extéak

metoda popsana v praci Bligh a Dyer (1959).

Extrakce lipidi z pidy

Lipidy byly extrahovany z 15 g vlhkéagdy (8-12 g suchéuay) 95 ml extrakni
smesi skladajici se z fosfatového pufru (pH=7,4), cblormu a methanolu v pa¥ru
(0,8:1:2). Po 2 hiepéani byla extraini smés od midy oddlena pipetou a fignesena
do cklici nalevky. K extraktu byloifidano 25 ml destilované vody a 25 ml chloroformu.
Smes byla ponechana \lici nalevce a po 24 hodinach byla organicka fadeklena
od vodné. Organicka faze byla odpust es bezvody siran sodny a naskedgeji
objem redukovan na ratai vakuové odparceip40 °C asi na 100 pl. V této fazi lze

vzorky dlouhodob skladovat p teplo pod bodem mrazu.
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Extrakce lipidi z exkrement

Extrakce lipidi z exkrement byla provedena shodnym tgmbem jako extrakce
lipida z pady. Cerstvd navazka byla 5 g a odpovidala 0,76 g suwhétnosti

exkremeni.

Extrakce lipidi z bachoroveé tekutiny

Pro extrakci lipid z bachorové tRvy byla pouZzita surova bachorova tekutina
(zbavena hrubych pevnychiastic filtraci i odbéru z bachoru) a modifikovany
extrakeni postup. Modifikace sgdvala v eliminaci fosfatového pufru z extrak snesi,
ktery byl nahrazen ffmo bachorovou t&vou. Pomir mezi bachorovou tavou,
chloroformem a methanolem byl zachovan, tj. 0,8:PP20 jedno opakovani bylo
pouzito 40 ml bachorové&'dvy.

3.4.2 Frakcionace surovych lipid

Surové lipidy byly rozdleny chromatografii na pevné silikagelové fazi (SHE
Bond Elute, 12 ml, Analytical Chem InternationalSA). Kolona byla kondiciovana 12
ml chloroformu. Koncentrovany vzorek surovych lipi{ftOO ul) byl po naneseni na
separéni kolonu postuptidélen vymyvanim organickymi rozpouslly o nizné polarig
na neutralni lipidy (promyvani 12 ml chloroformwlykolipidy (12 ml acetonu)
a polarni lipidy (fosfolipidy) (3x12 ml methanoluwiskany vzorek polérnich lipidbyl
rozcklen v pongru 28,5:9,5:2 pro &ely analyz fosfolipidickych etherlipid (PLEL,
reprezentujicich spalenstvo archei), neestericky vazanych mastnych ikygBIEL-
PLFA - anaerobni spalenstvo) a estericky vazanych mastnych kyselin (ELFA -

majoritni¢ast mikrobialniho spotenstva, tj. bakterie a mikroeukaryota).

3.4.3 Analyza fosfolipidickych etherlipida (PLEL)

Spole&enstvo archeidetrg methanogennich bylo charakterizovano pomoci agalyz
fosfolipidickych etherlipid (PLEL) podle metody popsané v praci Gattingeral
(2003). Cilem analyzy bylo ziskat z extrahovanydsfdlipidi padnich vzork,
exkremeni a bachorové tekutiny izoprenoidni uhlovodiky jakearkery archei
a pomoci GC/MS izoprenoidy detekovat a kvantifikowetoda sestava z nasledujicich

kroku:
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Uvolnéni ethero¥ vazanych uhlovodii silnou kyselou hydrolyzou

Proudem dusiku byl zislusného vzorku fosfolipid odstragn methanol a byly
pfidany 2 ml koncentrované kyseliny jodovodikové (Hiyo uvolréni ethero
vazanych uhlovodik pii teplog& 100 °C po dobu 18 hodin. Reakce silné kyselé
hydrolyzy byla zastavenaiidavkem 4 ml destilované vody a alkyljodidy byly
extrahovany pdavkem 5 ml hexanu. Hexanova faze byla naslegromyvana
v délicich nalevkach 4 ml destilované vody, 10 ml 10r@atokem uhkitanu sodného
(Na&CO3) a 10 ml 50 % roztoku thiosiranu sodného @3 . 5H0) a efiltrovana
pies bezvody siran sodny (}&0;).

Reduléni dehalogenizace alkyljodiilvodikem

Alkyljodidy se redukuji na odpovidajici uhlovodikyderivaty izoprenoiti)
redulkéni dehalogenizaci vodikem, ktery vznika reakci aiakkyseliny octové.

Do vysuSeného vzorku bylaigano 300 mg zinku a 3 ml 100 % kyseliny octové
a vzorek byl ponechan 18 hodirti geplo€ 100 °C. Derivaty izoprenoid byly
extrahovany hexanem a promyvany 10 ml 0,1 M dithlhem sodnym a 8 ml
destilované vody. VysuSené vzorky byly rozgagtve 100 ul vniiniho standardu 19:0

(izooktanovy roztok methylesteru kyseliny nonadekeano koncentraci 50 ng il

Separace a identifikace PLEL pomoci GC/MS

Izoprenoidni uhlovodiky byly analyzovany v labotatt/stavu mdni ekologie
(GSF, Institute of Soil Ecology, Neuherberg, SRNinoci hmotnostniho spektrometru
v kombinaci s plynovym chromatografem (Thermo Famgirace MS/Trace GC) s HP
5 kapilarni kolonou (50 m, 0,2 mm, 0,3 um) a hmetnoselektivhim detektorem HP
5971. Nosnym plynem bylo helium (rychlost toku Gy8 min™). Pribsh teplot na
kolor¢ byl nésledujici: injeéni teplota 70 °C; po 2 min zvySeni na 130 °C
(30 °C min'); 320 °C (4 °C mit) po dobu 20 min. Celkov§as 1 sekvence byl 74,5
min. Identifikace PLEL byla provedena na zaklgobrovnani dat reténich casi
a hmotnostnich spekter ziskanych z chromatogrsuaiaty knihovny izoprenoidarchei
ziskanych zizoldt v laboratéi v Neuherbergu. Nazvoslovi s#di podle vzorce
IA:B-Ccy (i = izoprenoid, A = p&et atonii uhliku, B = p@éet dvojnych vazeb, C =
pocet cyklopentanovych kruif). Pro stanoveni velikosti methanogenniho Sfmsistva

byla provedena kvantifikace izoprenoi@®d:1.
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3.4.4 Analyza fosfolipidickych mastnych kyselin (PEA)

Mirn& alkalicka methanolyza (hydrolyza)

Mirnou alkalickou hydrolyzou se &ti esterické vazby mezi glycerolem
a mastnymi kyselinami polarnich ligidfosfolipidi) za vzniku methylestérmastnych
kyselin.

Koncentrovany vzorek fosfolipid byl rozpud&n v 1 ml sndsi methanol:toluen
(1:1) a ke vzorku bylo ifdano 5 mi¢erstw pripraveného 0,2 M KOH v methanolu.
Vzorky byly inkubovany fi teplo& 37 °C 15 min. Methylestery mastnych kyselin byly
extrahovany 10 ml chloroformu a 10 ml vody. Orghai faze byla oddena
centrifugaci (2000 rpm, 10 min), odebrana &efifiovana pes bezvody siran sodny.
Zbyvajici vodna faze byla jeStedenkrat reextrahovana 8 ml chloroformu. Objem

spojenych chloroformovych fazi byl redukovan preand\..

Separace methylestér mastnych kyselin na estericky a neestericky vazané
komponenty (EL-PLFA a NEL-PLFA)

Separace methylestemastnych kyselin se uskdtgije chromatografii na pevné
fazi pomoci NH kolon (aminopropylovd faze Chromabond, 3 ml, Maekedagel,
SRN). Vzorek rozpushy v maximalg 0,5 ml chloroformu byl po naneseni na kolonu
promyvan 1 objemem kolony i hexan:dichlormethan (3:1) a byla tak ziskankcea
estericky vazanych nesubstituovanych mastnych kyd$el-PLFA, poté 1 objemem
smesi dichlormethan:ethylacetat (9:1), kde byly ziskdmydroxysubstituované EL-
PLFA. Pro ziskani neestericky vazanych mastnyctelkygNEL-PLFA) ve frakci
nesaponifikovatelnych lipid byl vzorek promyvan 2 objemy 2 % kyseliny octovée

v methanolu.

3.4.4.1 Analyza neestericky vazanych fosfolipidicksh mastnych kyselin (NEL-
PLFA)

Neestericky vazané mastné kyseliny (NEL-PLFA) jgtskany kyselou hydrolyzou
nesaponifikovatelnych lipid Jejich nesubstituované formy (UNSFA) poskytuji
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informaci o velikosti a skladbanaerobnich mikroorganisnve spoléenstvu. Metoda

sestava z nasledujicich kifok

Kysela methylace nesaponifikovatelnych ligié separace na nesubstituované mastné

kyseliny (UNSFA) a hydroxysubstituované mastné Kiyse(UNOH)

VysusSena frakce nesaponifikovatelnych lipgdskanych separaci na Bkolonach
byla rozpu&tna ve 2 ml srisi methanol:chloroform:kyselina chlorovodikovéa (%)
(10:1:1). Cela reakce probihald 0 °C po dobu 16 hodin. Poté bylyigany ke
vzorku 2 ml 2 % chloridu sodného a provedena ergrak x 4 ml srési hexan:toluen
(1:1). Horni faze byla po centrifugaci (2000 rpnd, rhin) pefiltrovana pes bezvody
siran sodny a promyta hexanem.

Separace mastnych kyselin na UNSFA a UNOH bylagutena ot pomoci NH
kolon, kdy promyvanim vzorku 1 objemem &n hexan:dichlormethan (3:1) byly
ziskany  nesubstituované slozky a promyvanim 1 objem smisi
dichlormethan:ethylacetat (9:1) byly ziskany hydxbstituované  slozky
nesaponifikovatelnych lipid UNSFA byly po vysuSeni proudem dusiku rozpugt
v 50 pl vnitniho standardu 19:0 (isooktanovy roztok methylestaonadekanove
kyseliny o koncentraci 250 ng Pl a gevedeny do speciélnich vialek prosieni

vzorka plynovou chromatografii.

Identifikace mastnych kyselin UNSFA

UNSFA byly identifikovany v laborato Ustavu fidni ekologie (GSF, Institute of
Soil Ecology, Neuherberg, SRN) pomoci hmotnostnéipektrometru v kombinaci
s plynovym chromatografem spojenym s hmotnostnimktspmetrem pro stanoveni
izotopového porru (GC/MS-c-IRMS, Agilent Technologies, Palo Altd)SA).
Aplikovany objem vzorku byl 2 - fl. Pribéh teplot na kolo#& byl nasledujici: inicialni
teplota byla 50 °C, po 2 minutach teplota vzrosdal36 °C (55 °C mif) a nasled&na
250 °C (2 °C  mif).

Identifikace jednotlivych mastnych kyselin (UNSFAyla provedena na zékkad
porovnani dat retémich ¢asi a hmotnostnich spekter ziskanych z chromatogram
s daty knihovny mastnych kyselin (Agilent 5973 M&IT/MS — Agilent Technologies,
Palo Alto, USA). Kvantifikace jednotlivych komporteoyla provedena pomoci IRMS
Software (program ISODAT 2.0).
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3.4.4.2 Analyza estericky vazanych fosfolipidickycimastnych kyselin (EL-PLFA)

Pro stanoveni estericky vazanych mastnych kyselmbmanovych fosfolipitl,
reprezentujicich majoritriéiast mikrobialniho spotenstva (bakterii a mikroeukaryot) ve
vzorcich mdy, exkrementech a bachorove tekétitze vyuzit frakci EL-PLFA,
ziskanych separaci na SPE - Nkblonach nebo nefrakcionovany vzorek methyléster
ziskany pimo mirnou alkalickou methanolyzou. V této studyil Ipouzit postup bez
frakcionace EL-PLFA na SPE-NHtolonach.

Zakoncentrovana organicka faze ziskana mirnou iekal methanolyzou (kap.
3.4.4) byla ped identifikaci mastnych kyselin fgmEna 100ul hexanu obsahujiciho
vnitini standard methylester kyseliny nonadekanové G£Q0 ™).

Separace a identifikace EL-PLFA

Mastné kyseliny ve forthmethylestel byly separovany plynovou chromatografii
na gistroji Agilent 6850 (Agilent Technologies, USA)pkmenovym ionizénim
detektorem na kapilarni kolér{HP 5, 30 m, 0,25 mm, 04dm, Agilent Technologies,
USA). Vzorek (1ul) byl aplikovan i injekéni teplog 280 °C. Nosnym plynem byl
vodik. Piibsh teplot na kolo# byl nasledujici: 60 °C (20 °C mifn); 160 °C po dobu
5 min (5 °C mift); 300 °C po dobu 5 min.

K identifikaci byl pouzit identifik&ni program, ktery je sa@désti software MIS
Sherlock System (MIDI, USA). Mastné kyseliny bylgentifikovany pomoci FAME
standard (Sigma Aldrich). Nazvoslovi PLFA s#di podle vzorce A:BC, popsano
v Oraweczet al (2004) (A = poet atonti uhliku, B = péet dvojnych vazeb, C = pozice
dvojné vazby od alifatického konce molekuly). Preely této prace nebyly vyuZity
kvalitativni Udaje o skladbspol€&enstva bakterii a mikroeukaryot, ale pouze kvantita
PLFA pro ziskéani informace o velikosti celkového krobialniho spoléenstva.
Pro ely této prace byly vyuzity kvantitivni Udaje o kevém mnozstvi EL-PLFA pro
ziskani informace o velikosti celkového mikrobi&élmispoléenstva. Z kvalitativnich
Gdaji byly vyuZzity pouze EL-PLFA specifické pro methamdbi a methylotrofni
bakterie (viz dale kap. 3.5).

Kvantifikace jednotlivych identifikovanych sloZzeEl(-PLFA, NEL-PLFA, PLEL)

byla provedena pomoci viitho standardu ippaitem velikosti plochy pod pikem
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na koncentraci PLFA nebo PLEL v 1 g suché hmotneatirku pidy nebo vzorku
z traviciho traktu skotu podle vztahu:

CFaEL = (sz . sz) / (fis . W)

CFEA, EL correeens koncentrace PLFA, PLEL [nmdf gp]
Avzeveininnnnns plocha pod pikem (vzorku)

Vizeooneinnanns objem analyzovaného vzorku [ul]
Wi, hmotnost suchéipgy (suSina) na vzorek

| (S faktor vnitniho standardu i{EAis/nis)
Aiseevieinninnns plocha pod pikem (vriiti standard)

0 P latkové mnozstvi vrimiho standardu [nmol]

3.5 Analyza methanotrofniho spol&enstva pidy

Methanotrofni spokeenstvo bylo charakterizovano pomoci analyzy EL-PLFA
ktera byla provedena podle postupu popsaneho vdt@pi3.4.4.2. Pro analyzu
methanotrofniho spatenstva byly pouzity {dy odebrané 15.5.2006 z# stanovi§
experimentalniho zimovi&tNa zaklad kvantifikace specifickych mastnych kyselin pro
obligatni methanotrofy16:1a8 a 18:1u8) a pro fakultativni methanotrofyl$:1a5;
16:1adl; 16:1a8; 16:1ai; 16:1ab, 17:1a8; 18:1ah; 18:1wrc, 18:1ab) byly ziskany
Gdaje o velikosti spotenstva methanotrofnich bakterii (Makula, 1978; (\érét al,
1996; Geberet al, 2004).

Pro owteni spravného vyu specifickych markér EL-PLFA v celkovém pdnim
mikrobialnim spoléenstvu byla provedena kultivace, izolace a analfzaPLFA
methanotrofnich kultur. Byly zji8hy také pdéty kultivovatelnych methanotrofnich
bakterii na jednotku suchéigy. Kultivace bakterii byla provedena na plotnadeh s
selektivnim médiem (methylococcus médium, Atlas93)9 Ze suspenze 18 ml vody
a 2 g vzorku pdy byla gipravenaredicitada od 18 aZ po 10 a na plotny bylo
aplikovano 0,1 ml suspenze wedh opakovanich od kazdédy ze stanovisS, M a C
pro kazdéedini. Petriho misky byly inkubovanyiip28 °C ve skle#inych konzervach
s 30 % methanovou atmosférou. Po 32 dnech bylygitiay paty CFU (colony

forming unitg.
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Dobre narostlé kolonie byly izolovany, iggiSttny a podrobeny analyze
fosfolipidickych mastnych kyselin. Identifikaci nietnotrofnich bakterii fiedchézel
tento postup popsany také v praci Elhottova (2084)tzv. Sherlock zkumavky byla
pienesena bakterialni biomasa a saponifikace bylaegema pomociidavku 1 ml
silné zasady (4M NaOH v methanolu a deionizovandévoPro lyzi bakterialnich
burgk byly vzorky umistny do varné lazho teplot 100 °C na 5 min, po ochlazeni
byly vzorky na 25 min off pondeny do varné lazno stejné tepldt jako pgedchozi.
Po ochlazeni byly ijdany ke vzorkm 2 ml roztoku 6N HCI| v methanolu a mastné
kyseliny byly gevedeny na jejich methylestery. Poté byly vzorkigizeany po dobu 10
min pii 80 °C ve vodni lazni a @ ochlazeny na laboratorni teplotu. Ke vaorkbylo
piidano 1,25 ml swisi hexanu a methyl-tert-butyl etheru (1:1, V/V) @&oxky
protrepavany 10 minut na horizontaliepaice. Spodni vodna faze byla odebrana
a k horni fazi byly fidany 3 ml roztoku 0,3M NaOH v deionizované ¥ddodstragni
zbytki volnych mastnych kyselin a j€56 minut ponechanadpat. Zcentrifugované
vzorky (4000 rpm, 10 min) byly dokéany odebranim horni faze a&epesenim do
specialni vialky k mifeni plynovou chromatografii. Separace methyléstaastnych
kyselin byla provedena pomoci plynového chromatogé850 (Agilent Technologies,
USA) s kapilarni kolonou Ultra 2, 25 m. Teplotnogram byl nésledujici: 170°C - 5°C
mint - 270°C; 300°C po 2 min prgistni kolony; nosnym plynem byl vodik.
Identifikace kultivovatelnych methanotfofbyla provedena pomoci MIS Sherlock
identifikaéniho systému (Aerobe Bacterial Library, ver. 4.5DM Inc. USA). Toto
kultivacni stanoveni bylo provedeno pouzeid pdebranych v kitnu, 2006.

3.6 Statistické hodnoceni vysledk

Pri analyzach vzork byl sledovan tzny vliv skotu na zmny padniho
mikrobialniho spoléenstva v pastevnitgé. Tento vliv byl hodnocen jako porovnani
pud ze sili a stedre zatizenych stanowi%s kontrolou zcela nezatizenou v obdasht
po odchodu skotu ze zimowsStDlouhodobé zrmy vlastnosti a funkci mikrobiélniho
spole&enstva v dsledku vlivu skotu byly studovany vagach odebranych ifjnu po
pulro¢ni regeneraci jdy bez zatZze skotem. Vysledky analyz z podzimniho éudb
padnich vzork byly ndsleds porovnany s vysledky jarniho ogfo.

Kvantitativni Gdaje ziskanéfipanalyze PLEL, EL-PLFA a NEL-PLFA byly
statisticky hodnoceny analyzou variance (ANOVA) ekd@y HSD testem v programu
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STATISTICA. Piikazné rozdily mezi hodnotami byly stanoveny na 5hPadins
vyznamnosti (P=0,05); F je hodnota testovacih@Ket
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4 VYSLEDKY

4.1 Celkova metabolick&d mikrobialni aktivita (FDA)

Celkova metabolicka aktivita (FDA)apniho mikrobialniho spotenstva byla
stanovena opakovar letech 2005 a 2006 (Obr. 4). Jeji hodnoty sotesm zatizenim
puad vlivem skotu vazistaly. Vy3Si hodnoty byly zji§hy na konci zimniho pobytu
zvirat (kwten) ve srovnani s hodnotamiéranymi po flro¢ni absenci zwat na
pastviré (tijen); hodnoty FDA vazistaly také se zvySujicim se zatizenim jednotlivych
stanovi§ skotem (SM>C) v obou odbrech. V k¥tnu 2005 se rozdily FDA mezi
jednotlivymi stanovisti S, M a C pkazre nelisily (P=0,06; F= 3,25), kijnu 2005 po
letni pauze mikrobialni aktivita ve srovnani €tkem 2005 klesla vigé se stedni (M)

a nulovou (C) z&ti, ale hodnoty nebyly pkazre rozdilné (P=0,50). V roce 2006 byla
FDA vySSi nez vroce 2005 a rozdily mezidpmi jednotlivych stanowis byly
statisticky ptikazre odlisSné v k¢tnu (P<0,05; F=183,6) i &ijnu (P<0,05; F=39,48).
V fijnu 2006 se hodnoty FDAudy ze stanovis M a C pfikazre neliSily, i kdyz
podobré jako v roce 2005 byly hodnoty ze stano¥if ponskud vysSi nez hodnoty

ze stanovist C.

2005 2006

= kvéten
fiien

@ kvéten
B fien

dA[g h]
dA[g?th?]

S M C S M C

stanovist é stanovist é
a) b)

Obr. 4 — Celkova metabolicka mikrobialni aktivita (FDAxnEfena v @idé stanovig§ s iznym stupgim
zatizeni skotem (S - silnd, M <etini, C — nulova zé&t - kontrola) v dob odbéru vzorki po odchodu
skotu (kwten) a ped gichodem skotu na zimovitiijen) v letech a) 2005, b) 2006
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4.2 Celkova mikrobialni biomasa spol&enstva pastevni fidy

Celkova mikrobialni biomasa byla stanovena pomoeiya ¥ zékladnich skupin
membranovych biomarkeérestericky vazanych fosfolipidickych mastnych Kiys€EL-
PLFA), neestericky vazanych fosfolipidickych mastmykyselin (NEL-PLFA) a slozek
fosfolipidickych etherlipid (PLEL), které sotasré reprezentujiit zakladni skupiny
mikrobialniho spol&éenstva, tj. bakterie (a mikroeukaryota), anaerahikroorganismy
a archea. Jak je uvedeno v Tab. 3, celkova mikimbldiomasa v fidé dosahovala
raiznych hodnot na stanovistich tgnym stupsm zatizeni skotem. Rozdily byly
zjisteny také mezi hodnotami naenymi v kwtnu a viijnu. V silné zatizené fpdé se
mnozstvi biomasytyiikrat zvySilo v kv¥tnu i v fijnu ve srovnani s kontrolou, ve

stredrg zatizené fpdé byla v kwtnu biomasa dvakrat vySSi oproti kontrole, al@w se

celkova biomasa veisdre zatizené fdé snizila na urvie kontroly.

Tab. 3 — Celkova mikrobiélni biomasa vigldch s tiznym stupiim zatze skotem nagtena po odchodu
skotu (kwten) a ped pgrichodem skotu na zimovi&iiijen). Jsou uvedeny aritmetickéapmry vybera

(n=9) a v zavorkach sfrodatné odchylky vydra; rizna pismena ozuaji prikazre rozdilné hodnoty
mezi fiznymi stanovisti ve stejné débodkEru vzorki a * udava pikazré rozdilné hodnoty meazi

stejnymi stanovisti viizné dok odbsru vzorki; zkratka sp —fepasteno na g suchéigy

Doba odkEru Stupei zatizeni Celkova mikrobialni biomasa
vzorki pady [nmol PLFA+PLEL gt sp]

Silny (S) 600,8(130,3)%

Kvéten 2005 Stredni (M) 310,8(103,5)°
Kontrolni (C) 150,632,0)°

Silny (S) 600,5(108,5)*

Rijen 2005 Stredni (M) 111,6(31,9)°*
Kontrolni (C) 136,829,7)°

4.3 Hodnoceni spol&enstva archei v pastevni fpdé

4.3.1 Kvantitativni hodnoceni archei v pastevniijpdé

Kvantitativni analyza fosfolipidickych etherlipid(PLEL) ukazala, Ze zastoupeni
archei v fidnim mikrobialnim spolkenstvu se zra¢ zvySilo v jidach se silnym
i sttednim vlivem skotu v porovnani §gou bez z&’e - kontrolou (Tab. 4). Archea
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negesahovala v kontrolni gol¢ pramérné 2 % celkové biomasy mikrobialniho
spol&enstva, ve gedre zatizené fpdé 2,6 % a v sild zatizené fpdé se archea podilela
4,5 %. Statisticky gikazny rozdil (P<0,05; F=124,1) v koncentracich Platzi vSemi
ttfemi odlErovymi stanovisti byl nalezen uig odebranych v kitnu. Viijnu se @dy se
stredni a kontrolni z&¢i prikazre neliSily (P=0,98; F=0,96). Po letni pauze bez poby
skotu se biomasa archei véesire zatizené fpdé (M) snizila na arove kontrolni pidy
(C). Mnozstvi biomasy archei wigach stanovigtM a C v k¥tnu se vSak gikazre
liSilo od mnozZstvi biomasy archei ugach odebranych #jnu (P<0,05; km=35,7;
Fcic=478,3).

Tab. 4 — Biomasa archei vigach s#iznym stupdm zatze skotem nagitena po odchodu skotu (&en)
a ped pichodem skotu na zimovist(fijen). Jsou uvedeny aritmetické apeéry vybérd (n=9)
a v zavorkach sw#modatné odchylky vydra; riznd pismena oztaji prikazreé rozdilné hodnoty mezi
riznymi stanovisti ve stejné détodbéru vzorki a * udavéa pikazré rozdilné hodnoty mezi stejnymi

stanovisti v izné dols odbsru vzorki

Doba odbéru Stupei zatizeni Biomasa archei Podil grchel
vzorki pady [nmol PLEL g™ sp] v celkove mikrob.

biomase [%)]

Silny (S) 24,79(5,01)2 4,24(0,92)?

Kvéten 2005 Stredni (M) 7,43(2,24)° 2,43(0,39)°

Kontrolni (C) 0,56(0,19)° 0,38(0,14)°

Silny (S) 26,593,34)? 4,52(0,82)%

Rijen 2005 Stredni (M) 2,67(0,24)°* 2,59(0,81)°
Kontrolnf (C) 2,50(0,17)°* 1,90(0,38)°*

4.3.2 Diverzita archealnich PLEL markem v pastevni pidé

Jako markery archei v pastevridp byly identifikovany 20-uhlikové izoprenoidy
s necyklickym ¥tvenimi20:0; i20:1 a 40-uhlikovy izoprenoi@t0:0, které jsou typicke
pro Euryarchaeota Nejhojrgji zastoupeny byli20:0, ktery se podilel na celkovych
PLEL z 50 - 90 %. Ftomnost markeru20:1 potvrdila obohaceni pastevniidy
methanogennimi archei (MA). ZvySeni abundance MApomidalo mie zatizeni
skotem. Maximalni hodnoty byly nateny v jarnim obdobi v débukorteni pobytu
skotu na zimovisti. V porovnani s nezatizenou kanfrpidou bylo v tomto obdobi
Zjisténo ctyricetinasobné zvySeni MA na stanovisti se silnowZia(S) a jejich

¢trnactindsobné zvySeni na stanovisti $edsti zatzi (M). Po qilro¢ni regeneracijmy
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Y4

abundance methanogenniho spefestva na stanovisti se silnou éatzistala stejs
vysoka jako v k¥tnu, avSak na stanovisti séextni z&Zi poklesla na stabiénnizkou
arover kontrolni nezatizenéupy. Koncentrace markeru pro methanogenni archea
dosahovaly v kétnu na stanovistich S; M a C hodnot 2,11; 0,7308 @mol PLEL ¢
suché pdy a viijnu 1,85; 0,13 a 0,12 nmol PLELgsuché pdy. Na Obr. 7 je
znazorgna korelace koncentrace methanogenniho mariful a emisi methanu

z pady ti sledovanych stanovids kvétnu afijnu. Z Obr. 7 vyplyva, Ze emise methanu
odpovidaji nakstu biomasy methanogennich archei.

V siln¢ zatizené fpdé meél vysoky podil izoprenoid40:0, ale nebyl identifikovan ve
vzorcich ke¥tnového odbru z kontrolniho stanovidt V padé nebyly identifikovany
zadné markery s cyklickymi 40-uhlikovymi izoprenwoichi fetzci. Zastoupeni
jednotlivych izoprenoid je zobrazeno na Obr. 5 a, b. Na Obr. 6 jéklad
chomatogramu PLEL (vystup GC/MS), ktery zn&xpe abundanci identifikovanych
archedlnich izoprenoidv typickych retetinich¢asech.

Kvéten Rijen
30 30
& 25 i20:1 Fos| @ 20:1
o . D N . .
0 i40:.0 o 0 i40:0
d 20 i d 201 i20:0
T m i20:0 u m i20:
— 15 O 15 1
2 5
£ 10 E 10
- =
4 5] o 5
= =
0+ . 0 ; | — . [r—
S M C S M C
stanovist & stanovist é
a) ) b

Obr. 5 — Koncentrace detekovanych PLEL izopretio{diomarketi archei) v idé stanovi§ s iznym
stuprém zatizeni skotem (S — silna, M festni, C — nulova z&% - kontrola) v dob odkeru vzorki a) po
odchodu skotu (ksten), b) ged gichodem skotu na zimovi(iijen); ndzvoslovi izoprenoid predpona
zn&li izoprenoidni ¥tveni, ¢islo za pedponou udava et atont uhliku, ¢islo za dvojtékou udava

pocet dvojnych vazeb
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Obr. 6 — Chromatogram (GC/MS) PLEL izoprenbid pastevni fidé zimovisg. Byly identifikovany ti
markery archei20:0; i20:1 ai40:0. Izoprenoidi20:1 pro methanogenni archea byl identifikov&ndvou
retertnich¢asech (RT~ 25,0; RT ~ 25,4).

6 4 kvéten (R? = 0,5481)

logemiseCH , [pgCm -2 h?]

MA [nmol PLEL ., g*sp]

Obr. 7 — Korelace mezi koncentraci methanogenniho mark6u (MA — methanogenni archea)
a emisemi methanu Zigy studované lokality v kinu a viijnu; rovnice pimky pro kwten:
y=1,43x-0,06 (r=0,74); rovnicefnky proiijen: y=0,39x+0,70 (r=0,31)

4.4 Hodnoceni anaerobnich mikroorganisma v pastevni pidé

4.4.1 Kvantitativni zastoupeni NEL-PLFA markeri anaerobnich mikroorganismi

v pastevni pidé

Velikost anaerobniho mikrobialniho sp&destva byla odhadnuta na zaklad

analyzy nesubstituovanych neestericky vazanych maelst kyselin (NEL-PLFA).
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V padnim mikrobialnim spolkenstvu anaerobové ity podil 2-4 % celkové
mikrobialni biomasy. NeptSi zastoupeni &y v padé siln¢ zatizeného stanov&tkde
byly nantieny na j#e 7,5krat a na podzim 5,5krat vysSi hodnoty neantriolni pide.
V padach odebranych v ktnu na stanovistich M a C se velikost anaerobniho
spole&enstva pikazré nelisila (P=0,50), stefn jako v pidach odebranych #ijnu
(P=0,99). V pipact siln¢ a stedre zatizené pdy viijnu se hodnoty mikazre liSily od
hodnot ze stejnych stanovi®antienych v kétnu (P<0,05; Es=6,81 a yv=15,0).
Na podzim doSlo k poklesu biomasy anaéroh silré zatizeném stanovisti éetinu, na
stredre zatizeném stanovisti vice nez na polovinu az ravdir kontroly, zatimco
v kontrolni pidé nedoSlo k ¥tSim znénam a mnoZstvi biomasy anaeidiylo v kwtnu

I viijnu relativie nizké. V Tab. 5 je uvedeno mnozZstvi biomasy ardery padé

kontrolniho stanovigtbez vlivu skotu bylo zastoupeni NEL-PLFA dvakr§8si nez
zastoupeni PLEL. S vyS38im vlivem skotu se poRLEL a NEL-PLFA blizil 1:1.

Tab. 5- Biomasa anaerobnich mikroorganismpidach siiznym stupsm zatze skotem nastena po
odchodu skotu (kten) a ped gichodem skotu na zimoviSttijen). Jsou uvedeny aritmetickéiprry
vybéri (n=9) a v zavorkach sfrodatné odchylky vy#rt; rizna pismena oziaji prikazre rozdilné
hodnoty mezitznymi stanovisti ve stejné délodbéru vzorki a * udavé pikazre rozdilné hodnoty mezi

stejnymi stanovisti viizné dols odbéru vzorki

Doba odkgru Stupei zatizeni Biomasa anaeroli vlj:(é(ljli:)\a/lgarﬁirlgrglb
o o -1 .
vzorki pudy [nmol NEL-PLFA g ™ sp] biomase [%6]
Silny (S) 24,257,86)% 4,3(1,90)%
Kvéten 2005 Stredni (M) 6,802,66)" 2,340,93)"
Kontrolni (C) 3,220,56)° 2,260,64)°
] Silny (S) 16,41(3,24)* 2,760,43)%*
Rijen 2005 Stredni (M) 3,050,67)"* 2,880,73)2
Kontrolnf (C) 3,010,62)° 2,280,53)

4.4.2 Diverzita NEL-PLFA markera anaerobnich mikroorganismi v pastevni pidé

Na zaklad analyzy nesubstituovanych mastnych kyselin jaka@t&sti neestericky
vazanych fosfolipidickych mastych kyselin byly idi&kovany neestericky vazané
mastné kyseliny. Diverzita neestericky vazanychtmah kyselin v pastevnitplé je
uvedena v Tab. 8. Mezi identifikované kyseliny ifjatzejména nasycené mastné

kyseliny s pimym fetzcem, iso-¢tvené, a anteisoevené kyseliny. U vSech
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studovanych fd s fiznym stupsm z&tze skotem byly neépstji zjisSteny mastné
kyseliny 16:0 (palmitovd); 18:0 (stearovay 26:0 (cerotiova)a jejich koncentrace

klesala s nizSim vlivem skotu.

4.5 Kvantitativni hodnoceni hlavni sloZzky mikrobiahiho spolé€enstva (bakterii

a mikroeukaryot) v pastevni pidé

Sowasti studia struktury gmniho mikrobialniho spotenstva byla analyza
estericky vazanych fosfolipidickych mastnych kyselEL-PLFA), jejimz cilem bylo
stanovit velikost spotenstva bakterii a mikoeukaryot, které iivanajoritni podil

v celkové mikrobialni biomase.

Tab. 6 — Biomasa bakterii a mikroeukaryot &d@ch s#iznym stupgm zatze skotem na#fend po
odchodu skotu (kten) a ped gichodem skotu na zimoviSttijen). Jsou uvedeny aritmetickéiprry
vybéri (n=9) a v zavorkach sfrodatné odchylky vy&rt; rizna pismena ozwaji prikazre rozdilné
hodnoty meziiznymi stanovisti ve stejné délodbsru vzorki a * udava pikazre rozdilné hodnoty mezi

stejnymi stanovisti virzné dolk odbsru vzorki

Biomasa bakterii

Podil bakterii a

Doba odkéru Stupei zatizeni , mikroeukaryot
o o a mikroeukaryot i
vzorki pady [nmol EL-PLFA g sp] v celkové mikrob.
g sp biomase [%)]
Silny (S) 551,79121,51)% 91,46(2,44)%
~ - b b
Kviten 2005 Stredni (M) 296,5394,62) 95,23(1,04)
Kontrolnf (C) 146,7730,35)° 97,37(0,72)°
Silny (S) 557,4798,67)° 92,71(1,06)*
Stredni (M) 105,8629,66)"* 94,53(1,36)"

Rijen 2005

Kontrolni (C)

131,2727,82)°

95,82(0,81)" *

Biomasa bakterii a mikroeukaryot na stanovisti &sitatizeném skotem (S) se
Ctytikrat zvysila oproti kontrole (C) v Kinu i viijnu. VSechna stanovistS, M a C se
v kvétnu piikazre v mnozstvi biomasy lisila (P<0,05; F=40,85). Nanslivisti stedre
zatizeném skotem (M) se biomasa zvysila dvojnasolpnoti kontrole pouze v K¥nu
bezprostedre po odchodu skotu ze zimowsStiNa podzim po letni regeneradidy bez
vlivu skotu se mnoZstvi biomasy uqe ze stedré zatizeného stanoviS(M) snizilo

a dosahovalo nizSich hodnot neZz na kontrole, tsdibd sebe hodnoty stanowi$l
a C statisticky nelisily (P=0,69). V Tab. 6 je ueed mnoZstvi biomasy bakterii
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a mikroeukaryot zji®hé analyzou EL-PLFA a jejich podil v celkové miki@hbi

biomase.

4.6 Skladba mikrobialniho spol€enstva exkremenii skotu

Biomasa archei, anaergbbakterii i mikroeukaryot byla v exkrementech skot
stanovena na zakladnalyz fosfolipidickych etherlipida mastnych kyselin stejpako
piedchozich pdnich vzork. V Tab. 7 je uvedeno kvantitativni hodnoceni jetimzch
studovanych sloZzek mikrobialniho spidestva. Biomasa komplexniho mikrobialniho
spol&enstva zji&tna v exkrementech byla ¥gpaitu na hmotnost suSinyikrat vyssi
v porovnani s biomasouigy nejvice zatizeného stano¥i$f) v kwtnu i viijnu.

Archea v exkrementech da srovnatelny relativni podil v celkové mikrobigln
biomase (5,2 %) jako archea v silnatizené fpd¢ odebrané v kitnu (v absolutnim
vyjadieni vSak byly exkrementy 3,5krat bohatSi na bionaashbei 8z pida.

Diverzita archealnich PLEL markerv exkrementech byla shodna s diverzitou
v pastevni pdé (Obr. 8). Stejt jako v silré zatizené fpde zde tvdily nejvétsSi podil
i20:0 ai40:0 a jejich koncentrace byly v exkrementech vysSShdemtrace markeru pro
methanogenni archeé20:1 (4,17 nmol PLEL g s. hm.) byla v exkrementech dvakrat
vySSi nez v fdé ze stanovitS na jée.

Maximalni podil v exkrementech titp anaerobni spotenstvo, které zaujimalo
vice nez 50 % celkové mikrobialni biomasy (dp nejvySe 4 %). V exkrementech bylo
Zjisténo ténei desetkrat vySSi zastoupeni anaérolez archei. V exkrementech byla
identifikovana mastna kyselind8:1, ktera nebyla nalezena vugg ani v bachorové
sfaw a naopak zde zcela chiypp mastné kyselinyl6:2a cy 19:0, 21:0 25:0, d24:x
které byly identifikovany v fdé.

Biomasa bakterii a mikroeukaryot v exkrementecta luyl35 % vysSi na jednotku
susiny nez jejich biomasa v sllzatizené fdé (S). Biomasa bakterii a mikroeukaryot
byla vSak dokonce niZSi nez biomasa anaeeotvdila zde 43,3 % celkové mikrobialni

biomasy.

4.7 Skladba mikrobialniho spolé€enstva bachoroveé gavy skotu

Skladba mikrobialniho spalenstva byla stanovena ve vzorcich bachora‘ays
dvou byki na zaklad analyz fosfolipidickych etherlipida mastnych kyselin (Tab. 7).

Biomasa archei v bachorovéase zaujimala 0,84 % celkové mikrobialni biomasy
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a v porovnani s exkrementy sdikazre jeji hodnoty neliSily (P=0,21; F=1,71). Kr@m
izoprenoidh, které byly detekovany viplé a exkrementechZ0:0, i40:0 ai20:1), byly
v bachorové taw navic zaznamenanyl5:0 a i40:0-2cy (Obr. 8). Koncentrace
methanogenniho markeiR0:1 dosahovala u bachorovéasy 4,27 nmol PLEL § s.
hm., coz se statisticky pkazre neliSilo od koncentrad20:1 v exkrementech.

Anaerobni spokenstvo bachorovétavy tvailo 1,32 % celkové mikrobialni
biomasy bachorové td&vy a dosahovalo na rozdil od anaerobniho gpokiva
exkremeni asi osmkrat nizSich hodnot. Ve srovnani s arclaeijimali anaerobové
0 56,1 % vysSi podil v mikrobialni biomase bachér&avy a o 24,3 % vySSi podil
v biomase exkremeint

Po kvalitativni strance nebyly v bachorovéa& detekovany zZadné neestericky
vazané mastné kyseliny, které by se nevyskytovabxkvementech nebo wgk.
Naopak chybBly mastné kyseliny, které byly detekovany pouzeidép br13:0, 16:2,
cy19:Q 21:0, 25:0, d24:x Nebyly detekovany ani mastné kyselibh:x, 23:0, 24:0,
28:x+d20:x nalezené v exkrementech i &dgs.

Biomasa bakterii a mikroeukaryot byla v bachoroté@& ténmet 10krat vySSi nez

v exkrementech a zaujimala 98 % celkové mikrobidioiasy.

Tab. 7 — Biomasa archei, anaefgtbakterii a mikroeukaryot zji&ta na zaklag analyz PLEL, EL-
a NEL-PLFA exkremerit a bachorovét@vy skotu z experimentélni lokality; jsou uvedeminaetické
praméry vybéra (n=9) a v zavorkach strodatné odchylky vyrd; rizna pismena oziaji prikazny
rozdil v mikrobialni biomase exkreménéa bachorové tvy pepaitené na jednotku suché hmotnosti

exkremeni a bachorovétavy

Biomasa archei
[nmol PLEL
g'shm]

Biomasa anaeroli
[nmol NEL-PLFA
g'shm]

Biomasa bakterii

a mikroeukaryot

[nmol EL-PLFA
g'shm]

Celkova mikrob.
biomasa [nmol
PLFA+PLEL
g'shm]

Exkrementy

89,56(37,08)

883,95(183,38)"

745,50(24,99)%

1719,01(190,10)*

Bachorova ava

71,31(22,86)%

111,31(38,38)°

8280,23828,07)°

8462,85621,79)°
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Tab. 8 — Koncentrace neestericky vazanych (NEL-PLFA) markenaerobni slozky mikrobiélniho

spol&genstva v fidé s miznym stup®m zatizeni skotem (stanowSS, M a C pro kdten afijen),

v exkrementech a bachorou#® skotu; jsou uvedeny aritmetickégpméry vybera (n=9) a v zavorkach

smerodatné odchylky vyra; nazvoslovi mastnych kyselinigdpona znd zpisob &tveni

(iso —

isowtvené, a — anteisétvené, cy — cyklopropylové, d — dikarboxylova maskyselina, br - typ &veni

neni znamy)gislo za pedponou udava get atont uhliku; ¢islo za dvojtékou stup# nenasycenosti

vazeb (x — stupeneni znamy)

[nmol NEL-PLFA g *sp]

[nmol NEL-PLFA g *sp]

[nmol NEL-PLFA

Pida - kvéten 2005 Pada - #ijen 2005 g'shm]
ELEIL_A Silny Stredni | Kontrolni|  Silny Stredni | Kontrolni Exkre- Bavc’r]orové
markery (S) (M) © (S) (M) © menty Stava
br12:0 | 0,11(0,13) | 0,06(0,03) | 0,11(0,16) | 0,36(0,12) | 0,04(0,03) | 0,06(0,03) | 9,95(7,40) 1,44(0,85)
12:0 | 0,52(0,48) | 0,13(0,09) | 0,07(0,09) | 0,28(0,08) | 0,12(0,15) | 0,11(0,05) | 3,33(2,55) 5,52(6,42)
br13:0 - 0,03(0,03) - - - - - 1,69(2,94)
is014:0 - 0,03(0,02) - 0,07(0,08) - - 0,59(1,17) 1,44(0,69)
14:0 | 1,00(0,22) | 0,31(0,16) | 0,13(0,16) | 0,69(0,11) | 0,18(0,07) | 0,21(0,06) | 17,18(3,63) | 7,63(2,60)
is015:0 | 0,55(0,13) | 0,11(0,05) | 0,02(0,05) | 0,35(0,08) | 0,03(0,00) | 0,02(0,01) | 6,31(2,56) 8,51(3,26)
al5:0 | 0,57(0,22) | 0,10(0,05) | 0,03(0,05) | 0,29(0,06) | 0,03(0,01) | 0,03(0,01) | 7,03(2,96) 5,08(1,79)
15:0 | 0,34(0,10) | 0,09(0,05) | 0,03(0,05) | 0,24(0,09) | 0,05(0,04) | 0,06(0,03) | 46,18(12,9) | 4,76(1,77)
is016:0 | 0,10(0,12) | 0,05(0,03) - 0,18(0,05) - - - 2,01(0,82)
16:0 | 5,34(0,96) | 1,65(0,71) | 0,90(0,71) | 3,81(0,62) | 0,87(0,14) | 0,81(0,14) | 267,7(116,61)| 36,47(10,7)
16:2 | 0,08(0,10) | 0,02(0,02) - - - - - -
br17:0 | 0,80(0,54) | 0,23(0,13) | 0,02(0,01) | 0,84(0,23) - - 6,54(3,57) | 36,99(0,90)
17:0 | 0,29(0,14)| 0,07(0,03) | 0,02(0,03) | 0,26(0,20) | 0,06(0,06) | 0,06(0,06) | 40,55(11,88) | 1,32(0,28)
18:0 | 6,85(2,93)| 1,40(0,74) | 0,55(0,74) | 3,12(0,46) | 0,68(0,09) | 0,62(0,17) | 173,28(247,7) | 25,96(9,20)
18:x | 0,57(0,27) | 0,19(0,16) | 0,13(0,05) | 0,29(0,32) | 0,17(0,17) | 0,16(0,12) | 60,19(43,26) | 3,87(1,33)
18:1 - - - - - - 7,32(4,97) -
cy19:0 - - - 0,07(0,09) - - - -
20:0 | 0,54(0,34)| 0,21(0,11) | 0,11(0,11) | 0,43(0,17) | 0,14(0,05) | 0,12(0,06) | 23,66(6,10) | 1,73(0,52)
21:0 - 0,04(0,05) | 0,01(0,05) - - - - -
22:0 | 0,88(0,34) | 0,40(0,25) | 0,19(0,25) | 0,65(0,16) | 0,19(0,03) | 0,13(0,02) | 23,10(4,92) | 1,43(0,57)
23:.0 - 0,22(0,14) | 0,08(0,14) | 0,40(0,39) | 0,10(0,04) | 0,06(0,05) - -
24:0 | 1,21(0,52) | 0,47(0,36) | 0,25(0,36) | 0,92(0,25) | 0,21(0,04) | 0,17(0,04) | 36,52(10,04)
25:0 - - 0,02(0,09) | 0,08(0,19) | 0,03(0,04) - - -
26:0 | 2,88(1,94) | 0,50(0,33) | 0,14(0,33) | 2,02(1,09) | 0,03(0,07) | 0,10(0,10) | 121,54(38,79)| 0,55(0,82)
312())(; 1,20(0,58) | 0,32(0,36) | 0,06(0,36) | 0,78(0,40) 0,02(0,05) | 18,58(20,08)
30:0 0,07(0,11) - - - - 1,52(4,57)
d24:x 0,04(0,05) | 0,33(0,05) | 0,16(0,10) | 0,10(0,13) | 0,23(0,14) -
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Obr. 8 - Koncentrace detekovanych PLEL izoprerio{biomarkefi archei) v mikrobialnim spatenstvu

exkremeni a bachorovétavy

4.8 Analyza methanotrofniho spol&enstva pidy

Methanotrofni bakterie (MOB) wviglach tech stanovis s tiznym zatizenim
skotem byly detekovany pomoci specifickych EL-PLp#® methanotrofni bakterie na
zaklack literatury a na zakladanalyzy EL-PLFA methanotrofnich bakterialnich &bl
vykultivovanych za selektivnich podminek. V Tab. @ wuveden fehled
mononenasycenych mastnych kyselin - markeethanotrai, pasty kultivovatelnych
bakterii na jednotlivych stanovistich podle sttipré€ze skotem a hlavni zastupci
fakultativne methanotrofnich bakterii identifikovanych pomociSVsherlock Systému.
V zadném fdnim ani bakterialnim vzorku nebyly detekovany masdtyselinyl6:1a8
a 18:1aB, které jsou specifické pro oblig&nmethanotrofni bakterie. Py
kultivovatelnych methanotréf byly prikazre vySSi na obou zatizenych stanovistich
v porovnani s kontrolou. VSechny izolované metharint kmeny reprezentovaly
pouze Gram pozitivni bakterie a potvrdilyigusnost ke skupén fakultativnich
methanotrai. Abundance methanotrofniho sptastva mnila stejny trend jako
abundance methanogennich archei (MA). S rostoutiZziz&kotem se zvySovalo
mnoZStvi biomasy methanottiof pidé (viz Tab. 10). Po gimésicni regeneraci joly
se abundance methanotrofnich bakterii na stanos&tstedni zatzi (M) vyrazré
snizila dokonce pod uroiehodnot kontroly (C). Z postu MOB : MA je Zejme, Ze
s rostoucim vlivem skotu se v relativningititku k archeim abundance methanotrofnich

bakterii snizovala.
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Tab. 9 - Charakteristiky methanotrofniho spi#astva studovanychid s fiznou zatZzi paseného skotu;

MOB = methanotrofni bakterie; nazvoslovi mastnygtseilin: prvnicislo udava péet atoni uhliku

v fetszci mastné kyselinyiislo za dvojtékou znd&i stupé nenasycenosti vazebislo zaw udava pozici

dvojné vazby od alifatického konce molekuly, c &neis konfiguraci dvojné vazby; CFU eolony

forming unitposet kultivovatelnych MOB je uveden jakoipnérna hodnota vy#ru (n=3); v zavorkach

jsou sngérodatné odchylky vyéri; rizna pismenaznauji statisticky ptikazreé rozdilné hodnoty

Stupei MOB markery MOB markery Determinované Pocet
zatizeni v padnim profilu v bakterialnich methanotrofni kultivovatelnych MOB
pidy izolatech izolaty [CFU x 10" gsp]
15:1a6; 16:1c0/; . A . Mycobacterium
sing | 16:1a5, 17:148; igjigf ﬁ’ig fallax, 432 (35)°
(S) 18:1a8; 18:1wic; ' 18"1@9.' ' Mycobacterium
18:1ab B chelonae
15:1a6; 16:1ad 1;
Stedn 16:1a9; 16:1a¥7; 15:1a5; 16:149; Arthrobacter
E\%”' 16:1b, 17:1a8; | 16:1adl; 17:1a8; | Oxydans, Bacillus 578 (93)°
18:149; 18:1a¥c; | 18:1a®; 18:1avc | Subtilis, Terrabacter
18:1¢b tumescens
16:1adl1; 16:1a89;
Kontrolni 16:1ar; 16:145, 17:1a8; oxyggt:sroﬁ?/tcct)igccus 342 (38)°
©) 17:1a8; 18:1a89; 18:1a9 ép
18:1aic; 18:1ub '

Tab. 10 — Biomasa methanotrofniho sp&destva v pdé na stanovistich diznym stupsm zatizeni
skotem (stanovena pomoci EL-PLFA methanotrofniclrkemd) a ponér biomasy methanotrofnich
bakterii (MOB) a methanogennich archei (MA); pro Mw¥la pouzita koncentrace methanogenniho

markeru i20:1; jsou uvedeny aritmetickéupgry vybéri (n=9) a v zavorkadch sfrodatné odchylky

vybér; riznd pismena oznaji prikazré rozdilné hodnoty mezitznymi stanovisti ve stejné déb

odbiru vzorki a * udava pikazre rozdilné hodnoty mezi stejnymi stanovistitzmé dol odberu vzorki

Doba odbéru Stupei zatizeni Biomasa MOB .
vzorki ppl‘idy [nmol EL-PLFA g sp] Pomér MOB : MA

Silny (S) 107,5425,20)* 51
Kveten 2005 Sttedni (M) 60,7516,45)° 83
Kontrolni (C) 34,099,09)¢ 656
Silny (S) 109,0919,24) 59
Rijen 2005 Stedni (M) 18,695,25)° * 146
Kontrolni (C) 29,948,69)" 250
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5 DISKUSE

Zemedélstvi zanmérené na pastvu skotu specificky owlije pidu pastevnich
pozemki zvySenym pisunem Zivin v podab pevnych i tekutych exkrement
a mechanickym rozruSenim povrchidg. Tyto vlivy skotu se fedevSim akumuluji na
zimoviSich skotu. Vysledkyipdlozené prace potvrdily, Ze takoveé vlivy skotumstiuji
celkovou biomasu a metabolickou aktivitidmiho mikrobialniho spotenstva a ze
ovliviwwji i jeho skladbu. Prace byla z#&fana na zhodnoceni 2m v mikrobialnim
spol&enstvu archei hlaenve vztahu k ostatnim fugikim skupindm v pastevnitig
zimovisg. Zmeény ve skladb spol€enstva bakterii a mikromycet vig@ch s#znym
stuprém vlivu skotu potvrdily jiz pedchozi analyzy fosfolipidickych mastnych kyselin
(Elhottova a Simek, 2002). Na zakéadPLFA bylo prokazano, Ze vupgach sili
ovlivnénych skotem existuje specifické spi@astvo bakterii které setiazre odliSuje
od spoléenstva v pdé bez zatze skotu. Stanoveni p@mu mikromycet a bakterii
v pad¢ téze lokality pomoci selektivni inhibice substratandukované respirace
(Némcova, 2005) prokézalo, Ze v mikrobialnim spelestvu silg zatizené fdy
pievazuji mikromycety nad bakteriemi, zatimcotd@ch bez vlivu skotu je to naopak.
Také namiiena velmi vysoka potencialni denitrifikd aktivita i vysoké emise XD
v padé se silnou z&Pi skotem potvrdila &Si aktivitu mdni mikrobialni biomasy
stanovidt se silnym vlivem skotu (Simedt al, 2002).

Velikost biomasy archei zji&ta v pastevni ¢ na zéklad analyzy PLEL nila
stejny trend jako celkova mikrobialni biomasa ay&V¥m vlivem skotu jeji mnozsvi
vzrostlo. V midé bez vlivu zvfat (stanovidt C) biomasa archei tiita 0,56 — 2,5 nmol
PLEL g* s.p., coZ bylo v souladu s vysledky analyz PLEllelice hnojené ornéige
(Gattingeret al, 2002a), ve které biomasa archef zaujimala 0,8®5 nmol PLEL g
s.p. Biomasa archei v s#irzatizené fdé (S) zn&né presahovala hodnoty zjité
v anoxickych mokadnich fidach (Baiet al, 2000; Wachingeet al, 2000). Biomasa
archei v id¢ se stednim stupém zatze (M) nandiena v kétnu (7,43 = 2,24 nmol
PLEL ¢g') odpovidala biomase zj&té v silé hnojené polni fidé (Gattingeret al,
2007), kde biomasa archei fita 8,0 nmol PLEL g suché pdy.

Abychom ziskali informaci o dlouhodobychigledcich vlivu skotu na ziny
v mikrobialnim spoléenstvu archei, porovnali jsme abundanci archeadagh na
stanovistich siznym vlivem skotu ve dvou obdobicksté po odchodu skotu a po asi

pualro¢ni pauze bez jeho vlivu. Sireatizend fda (S) byla do zrimé miry fesycena
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snadno degradovatelnou organickou hmotou vchaagigidy s vykaly zviat, a proto

i po asi pilro¢ni ,regeneraci* pdy se abundance spdénstva archei tégh neznénila.
Jinak tomu bylo v fidé se stednim stupéim zatze (M), kde po letni pauze betigunu
Zivin v podolg zvirecich vykah biomasa archei klesla na hladinu hodnot ¢amych

v kontrolni mdé. V tomto gipad se mdni spoléenstvo archei ifzpasobilo nizSimu
mnoZstvi dostupného organického uhliku (viz ka@, Jab. 1) a biomasa archei se
zmensSila.

Diverzita identifikovanych izoprenoidnich archdém marked (i20:0, i40:0,
i20:1) pomoci analyzy PLEL potvrdila figlusnost pdnich archei ke skupin
EuryarchaeotaProblematikou diverzity archei wage trvalych travnich porostvcetrg
pastvin se zabyvali Nicokt al (2003), kt& analyzovali 16S rRNA a 16S rDNA
pudniho archealniho spdlenstva. Narozdil od naSich vyslédkepotvrdili vyskyt
Euryachaeotani methanogennich archei, ale jako dominantnpiskiuzaznamenali
netermofilni Crenarchaeota Jinak tomu bylo ve vysledcich prace Gattingeral
(2007), ktei detekovali pomoci analyzy PLEL a analyzy 16S rRNAdxidach
hnojenych pastvin fiedevSimEuryarchaeotaa mensi podil tvdi zastupci ze skupiny
Crenarchaeotaktei byli zaznamenani pouze na zalddbS rRNA.

V souvislosti s emisemi methanu dy zimovis¢ bylo sledovano kvantitativni a
kvalitativni  zastoupeni kKlovych funknich mikrobialnich skupin jako jsou
methanogenni archea a methanotrofni bakterie spgjgmodukci a spi@bou methanu.
V pudé zimovisg byla prokdzanaiftomnost methanogennich archei na zaktietekce
specifického membranoveého biomarkeru - izoprend@ul. Methanogenni biomarker
projevil stejnou tendenci n@stat s vySSim stugm zatizeni dy skotem stejh jako
celkova koncentrace detekovanych maikarchei. Také potgiro¢ni pauze bez vlivu
skotu se methanogenni spmastvo ve sedre zatizené fd¢ snizilo na Grovie
kontroly. Koncentrace methanogenniho markeruidéagh ngla stejny trend jako
produkce CH, jejiz hodnoty byly vy3Si v kKinu €sné po odchodu skotu ze zimowist
v padach se gednim a silnym vlivem skotu (viz kap. 3.2, Tab. Rap. 4.3.2., Obr. 7).

Vysledky n®feni zastoupeni methanogennich archefide gppomoci PLEL byly
potvrzeny sotiasré kvantitativni analyzoumcrA genu (methylkoenzym reduktazy),
klicového genu pro methanogenezi (Reidal, nabidnuto k tisku). V{mlé stanovist S
byly paty kopii tohoto genu 3,8 - 4,2 . 4§ suché pdy. Ve stedrs zatizené pds
a kontrolni @de byly hodnoty niz&i: 4,9 a 2,3 . A®&opii genu & suché pdy. Na
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podzim se pé&y kopii genumcrAv pidé stanovist M a C snizily a dosahovaly pouze
kolem 1000 kopifi genugsuché pdy.

Pomoci fylogenetické analyzy gemcrA byly v padé se silnym vlivem skotu (S)
identifikovany methanogenni zastupci ze skupiwyarchaeota NejwtSi abundanci
v pidé stanovi& S mela archea z rodiMethanosarcinaktera obec# tvori po rodu
Methanobrevibacterdruhou nej¢tSi populaci methanogennich archei v bachoru
piezvykav@ (Sharp et al, 1998). Je prawpodobné, Ze archea bachorového
symbiotického ekosystému skotu vstupujici dbdyp s vykaly, jsou schopna se
adaptovat v fpdé¢ s dostatkem Zivin, zdefgzivat a obohacovat takigni mikrobiélni
spol&enstvo.

Methanotrofni  spolenstvo  bylo hodnoceno pomoci  membranovych
fosfolipidickych mastnych kyselin specifickych pnoethanotrofni bakterie. Vysledky
nepotvrdily vyskyt obligatnich methanotrofnich bexiit spiSe nazrdy vyznam
fakultativnich methanotréf zejména v fdach zatizenych skotemiiéna limitace
rastu obligatnich methanotiiofmohla speéivat ve vysoké koncentraci amoniakalniho
dusiku v @dach zatizenych skotem. Jeho negativdingk na fist obligatnich
methanotrai miZe byt gimy, tj. vyvolany substratovou kompetici sdkliym
enzymemmethan monooxygendzoebo zprosedkovany skrze zvySenou pH reakci,
ktera v mdach zatizenych skotem nabyva alkalickych hodnat Kap. 3.2, Tab. 1).
Rozsah pH, ve kterém jsou schopni znami zastupthanetrofnich bakteriitist, se
pohybuje od 5,5 do 8,5 (Dedysh, 2002). K&ofakultativhich methylotraf mohou
castén¢ obligatni methanotrofy nahrazovat také autotraiitrifikacni bakterie (Jones
a Morita, 1983), jejichz aktivita byla vadach studovaného zimowSznana, jak
uvackji Chronakovaet al (2007)¢i pudni kvasinky (Wolf a Hanson, 1979). Hlaijib
studovat methanotrofni sp@nstvo by bylo mozné nama zaklad kvantifikace pdtu
kopii genu pro enzymmethan monooxygenadiBussmannet al, 2004) a pouzitim
metod zn&eni substratu stabilnimi izotopy (Knief al, 2003).

Pomér methanotrofnich bakterii a methanogennich arklesal s rostoucim vlivem
skotu. Na stanovisti kontrolnim (C) byl pémvyrazreji posunut ve prosjth
methanotrai, neb@ zde pgevladla oxidace methanu nad jeho produkci (viz m@o
hodnoty emisi uvedené v Tab. 1 v kap. 3.2). Nagqgaly se stednim a silnym stugm
zatizeni se staly zdrojem emisi methanu. V anoxichyodminkach ize probihat také
anaerobni oxidace methanu (Conrad, 1996). V miksi@dich, kde probiha
methanogeneze by spebiteli methanu mohly byt pravdodol# vlastni @dni archea.
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Schopnost oxidace methanu byla zatim prokazaneeianck mdskych sedimentech
(Heijs et al., 2006), ale vidach nebyla zatim tato schopnost archei dokazéana.
Anaerobni oxidace probiha jako reverzni methanagemeavdpodobrg za nizkého
parcialniho tlaku K ktery je udrzovan mikroorganismy redukujicimius@ Zelezo
(Conrad, 1996). Takové podminkiepme pastevni fida nevytvé.

Udaje o mikrobialnim spotenstvu pastevnitoly doplnila analyza neestericky
vazanych mastnych kyselin. Tato analyza slouzi Hadd anaerobni slozky
spole&enstva. Narst biomasy anaerobnich mikroorganisma stanovistich s vysSim
vlivem skotu by mohl byt dan vysSi vihkosftidy a také gisunem organického uhliku
a dusiku (viz kap 3.2. Tab. 1), které podporigit mnaerobnich mikroorganignmPongr
anaerobnich mikroorganisma archei byl v kontrolni fué vysoky ve prosgch
anaerof), ale s rostoucim stupm zatizeni pdy skotem se po#n anaerob a archei
snizil az na 1:1. Neni znamo do jaké miry #jigt abundance anaerobnich
mikroorganisnid zahrnuje biomasu archei, aléefm¢ vétSinu anaerol zjisténych
pomoci NEL-PLFA tvei bakterie a mikroeukaryota. Gattinggtral (2002b) uvadi, Ze
v ¢istych kulturach archei tvily NEL-PLFA markery mezi 10 a 32 % z celkovych
detekovanych fosfolipidickych marker V naSem fipadd by se mohlo jednat
o kompetici archei a ostatnich mikroorganissnanaerobni mikropragtdi v pidach se
silnym vlivem skotu, kde dokoncefijnu po gtimésicni absenci skotu maji archea
pievahu nad anaeroby.

V exkrementech skotu bylo zaznamenano mnohoné&soj&$i mnozstvi anaerdb
(51 % celkové mikrobialni biomasy) nez & a bachorové t&aw, coz vyplyva
z podminek firozeného anoxického praetli intestinalniho traktu. Vijach byl dosud
zaznamenan podil biomasy anaérolzjiStny na zaklad NEL-PLFA v ryzovych
polich, nejvySe 30 % z celkové mikrobialni bioméBwi et al, 2000). V exkrementech
nebyly zaznamenany krammeestericky vazané mastné kyselik8:1, Zadné rozdilné
markery anaerabani archei. Kvalitativni shodnost mastnych kyseh&d¢i o tom, ze
exkrementy by mohly byt vyznamnym zdrojem obohacgidy anaerobnimi
mikroorganismy, které viui¢ prezivaji. Vysoka koncentrace detekované neestericky
vazana mastné kyseliny26:0 potvrdila g@itomnost sfingolipid obsaZenych
v membranach mikroorganisnpady, bachorovét®vy i exkrement skotu (Nurminen
a Suomalainen, 1971).

Podobr jako markery anaerdbdetekované vimé byly i markery archei vice

shodné s markery detekovanymi v exkrementech nebackorové RAw.
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Diskuse

Ve fosfolipidech bachorov&’dvy byly detekovany PLEL markery - izoprenoiidy:0
ai40:0-2cy, které nebyly nalezeny wgé ani v exkrementech. Archea bachorové
mikroflory s €mito typy izoprenoid nejsou schopnargmé prezivat ani ve gew
traviciho traktu ani v{dg. Naporti tomu byl podle literatury cyklickygizoprenoid
i40:0-2cy v padé zaznamenan (Gattinget al, 2007). Jednalo se aigu velmi silré
hnojenou organickym hnojivem s exkrementy dobytiiey kterou byl prokazatelny
vyskyt archei ze skupin@renarchaeota

O skuteénosti, zda bude pastevniiga mistem produkce nebo sfeity methanu
rozhoduje vice faktdr, hlavré obsah organické hmoty a vodni potencial (Wachieger
al., 2000). Zatimco jy s nizkym obsahem organické hmoty se stavajegpistem
spoteby methanu, progaly s vysokym obsahem organické hmoty plati opakctiRedt
et al, 1997). Rdy travinnych ekosystéim vétSinou v oblastech s vysSi nadiskou
vySkou jsou povaZzovany za misto, kde se methaniedpmtava (Conrad, 1996).
Za podminek, které se vytkily v pudé stanovist siln¢ a stedre zatizeného vlivem
skotu na zimovisti v Borové, seiga stala, spiSe nez mistem $pby, vyznamnym

zdrojem methanu.
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Zawry

ZAVERY

S vySSim stugm zatiZzeni pdy skotem vzrostla celkova biomasa i metabolicka
aktivita mikrobialniho spol&enstva fdy. Mikrobialni biomasa spatenstva v silt
zatizené pd¢ skotem vzrostla na rozdil od kontroly o 300 %, abeticka aktivita
vzrostla o 20-60 %.

Velikost spoléenstva archei vigach vziistala s vysSim vlivem skotu. Na zakiad
vyskytu charakteristickych izoprenoidnich markebyla potvrzena ipsluSnost
padnich archei ke skupirEuryarchaeota Vyskyt methanogenniho izoprenoidniho
markeru potvrdil pitomnost methanogennich archei, jejichz abundamesysovala

rovnéz s rostoucim vlivem skotu.

S vySSim stugm zatizeni pdy vzrostla biomasa methanotrofnich bakterii. Brom
methanotrofnich bakterii a methanogennich archesakls rostoucim vlivem skotu.
Na stanovisti kontrolnim, kdefevladla spatba methanu nad jeho produkci, byl
poner vyrazreji posunut ve prosfch methanotrdf. Naopak fdy se stednim

a silnym stuptim zatiZeni skotem se staly vyraznym zdrojem eméthamu.

Exkrementy skotu fmo prispivaji ke zvySeni biomasy archei wdp.
V exkrementech, bachorov&&¢ skotu i v @dé byly detekovany izoprenoidni
markery stejnych skupin archei. V exkrementechrev@Zzuji anaerobni

mikroorganismy, zatimco v bachorouw#&® dominuji bakterie a mikroeukaryota.

Pobyt skotu na zimovisti ma dlouhodobéslddky na zvySeni mikrobialniho
spol&enstva archei na stanovisti se silnym stapzatiZzeni skotem (S). Zastoupeni
archei v mikrobialnim spotenstvu gstedre zatizeného stanovist (M) se

po pilro¢ni absenci skotu snizilo na Urdveiomasy archei viulé kontrolni (C).
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Anotace

7 ANOTACE

The aim of this thesis was to characterize the grotuArchaeawithin the total
microbial community in the soils from three are#tedently impacted by grazing cattle.
The size and the structure of the archaeal commwete estimated by the analysis of
cell-membrane etherlipids (PLEL). Bacteria, micrcenyota and anaerobic
microoganisms were characterized by the analysiphafspholipid fatty acids. The
archaeal biomass as well as total soil microbialmaiss and activity increased with
stronger cattle impact. High biomass of methanogand relatively low part of
methanotrophs in the soil of the strong impactesh avas probably the reason of hihg
methan emisions. Cattle excrements directly contedb to the increase of methanogens
in soil. Long-term effect on the increase of ar¢leeamunity was significant only in the

soil of the strong impacted area.

Cilem prace bylo charakterizovat skupinu archedaraai celkového mikrobialniho
spole&enstva v fidach ze ifi stanovi§ s rtiznym stupsm zatizeni pasenym skotem.
Velikost a struktura spatenstva archei byla stanovena pomoci analyzyedmych
membranovych etherlipid (PLEL). Bakterie, mikroeukaryota a anaerobni
mikroorganismy byly charakterizovany pomoci analyfnsfolipidickych mastnych
kyselin (PLFA). S vysSim stupm zatizeni fidy skotem vzrostla biomasa archei
i celkova biomasa a aktivita mikrobialniho sg@estva gdy. Ficinou vysokych emisi
methanu na stanovisti se silnym stépn zatZze skotem bylo vysoké mnozZstvi
methanogennich archei a pom€ nizky podil methanotrofnich bakterii. Ke zvySeni
biomasy methanogennich archeitd® primo pispély exkrementy skotu. Dlouhodobé
dusledky na zvySeni mikrobialniho spéémstva archei viglé se projevily na silé

zatizeném stanovisti.
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