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Abstrakt

Mikrobialni komunita domadcich piezvykavei v bachoru je jednim 2z nejlépe
charakterizovanych systémii schopnych uc¢inného rozkladu biomasy. Soucasna studie
je zaméfena na mikrobidlni ekologii v bachoru nedomestikovanych zvifat. Dosud byly
prezentovany jen nékteré studie mikrobidlni ekologie volné Zzijicich pfezvykavci. V této
konkrétni studii jsme rozsifili znalosti z oblasti mikrobialni ekologie volné zijicich
pfezvykavcli prostiednictvim analyzy mikrobiomu v bachoru jelena evropského (Cervus
elaphus) v Ceské republice v konfrontaci s domécimi prezvykavci.

Pro definici rozmanitosti a slozeni mikrobidlnich komunit v obsahu bachoru byly pouzity
molekularné genetické metody, DGGE, qPCR, NGS. Kultiva¢nimi technikami byly izolovany
kmeny bakterii s celulolytickou aktivitou. U vybraného izolatu byla provedena zékladni
enzymologickd analyza celulas a pouzity nékteré proteomické techniky. Vzorky k analyzdm
byly odebrany z bachoru jelena evropského (Cervus elaphus), danika skrnitého (Dama dama),
ovce domaci (Ovis aries) a tura domaciho (Bos primigerius). Ekologické a statistické analyzy
vysledkl ukazaly rozmanitost v porovnani jednotlivych bakteridlnich a houbovych komunit
v analyzovanych vzorcich. Ve v§ech vzorcich dominovaly kmeny Firmicutes a Bacteriodetes,
u hub dominoval rod Orpinomyces.

Relativni mnozstvi jednotlivych bakterii se 1i$i jak mezi jednotlivymi zvifaty jednoho
druhu, tak 1 v rdmci druhti. Rozmanitost mezi jednotlivymi vzorky byla potvrzena 1 analyzou
gelu DGGE pomoci softwaru Bionumerics v. 7.2.1., kterym byly detekovany jednotlivé bandy
vzorkl, na zékladé ¢ehoZ byla provedena PCoA analyza a sestrojen dendrogram (dendrogam)
pomoci UPGMA with Pearsons correlation. Dale byla provedena studie zastoupeni hlavnich
predstaviteltt celulolytickych bakterii Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus
a Ruminococcus flavefaciens u jednotlivych zvifat. Bylo prokazano, ze pocty jednotivych
druhti bakterii se li$i mezi jednotlivymi druhy zvifat i populaci. Dale bylo izolovano
47 Cistych bakterialnich kultur s celulolytickou aktivitou. Vybrany kmen C10 Actinomyces
sp..,byl podroben genotypové, fenotypové a protemické analyze. Kmen C10 je podobny
s Actinomyces glycerinitolerans a Actinomyces succinicruminis. Byly popsany vlastnosti
celulas kmene C10 a vysledky byly publikovany.

Vysledky této studie ukazuji, ze bakterialni rozmanitost v bachoru divokych i domacich
piezvykavci je znacna z pohledu pocta jednotlivych druhti bakterii a hub mezi prezvykavci.

Struktura jednotlivych druhtt mikroorganismii je podobna. Z naSich zjisténi vyplyva,



cey

ze bachorové mikrobiomy volné zijicich pfezvykavcl jsou aktivngjsi a efektivngjsi
Vv degradaci rostlinnych substratu.

Tato studie ukazuje, Ze mikrobidlni rozmanitost v bachorem volné Zijicich piezvykavci
studie zaméfené na domaci piezvykavce vSak nebyly reprezentativni pro mikrobialni
rozmanitost v bachorech divokych piezvykavcl, a proto by studie mikrobialni diversity
uvoln¢ zijicich ptezvykavci meély pokracovat a mély by byt rozsifeny formou izolaci

a charakterizaci novych druhti bakterii a jejich enzymt zamétenych na degradaci celulosy.

Klicova slova: bachor, ptezvykavci, diverzita, celulolytické bakterie, enzymy



Abstract

The rumen microbial community of ruminants is one of the well-characterized systems
capable of effectively decomposing biomass. The present is focused on microbial ecology in
rumen of non-domesticated animals. Only some studies of the microbial ecology of wild
ruminants have been presented so far. In this particular study, we have extended our
knowledge in field of the microbial ecology of wild ruminants by analyzing the bacterial
populations in rumens of Cervidae animals in the Czech in comparison with domestic
ruminants.

Molecular genetic approach (DGGE, gPCR, NGS) was used to define the diversity and
composition of microbial communities in rumen content. Cultivation techniques were used for
isolation of bacterial strains with cellulolytic activity. The selected isolates were subjected to
basic enzyme analysis of cellulose activities and some proteomic techniques were used.
Samples for analysis were taken from the European Deer (Cervus elaphus), fallow deer
(Dama dama), domestic sheep (Ovis aries) and domestic tour (Bos primigerius). Ecological
and statistical analysis of the results showed the high level of microbial diversity in
comparison of the individual bacterial and fungal communities in the analyzed samples.
Firmicutes and Bacteriodetes were found to be dominant in all specimens, the most
numerous genus of fungi was Orpinomyces spp.

The relative amount of individual bacteria varies between animals of one species and
among species. The diversity between samples was confirmed by DGGE gel analysis using
the Bionumerics v. 7.2.1 software, which detected individual sample bands, based on PCoA
analysis and a dendrogram using UPGMA with Pearsons correlation. The Next Generation
method of sequencing (NGS) was used to define diversity and composition of microbial
communities in rumen content. This method is based on principle of hypervariable areas focus
VS-V3 16S rDNA: 11 samples of red deer (Cervus elaphus), 2 samples of roe deer
(Capreolus capreolus), 1 sample of fallow deer (Dama dama) and 1 sample of the sheep
(Ovis aries). Ecological and statistical analysis of results obtained from QIIME software
showed considerable diversity in analysed samples when particular bacterial communities
compared. In all samples Firmicutes and Bacteriodetes phyla were dominant. Furthermore, a
study of the most important representatives of cellulolytic bacteria (Fibrobacter
succinogenes, Ruminococcus albus and Ruminococcus flavefaciens) were carried out in
individual animals. It has been shown that the number of single species of bacteria varies

between animal species and populations. In all ruminants the same dominant bacteria phyla



Bacteriodetes and Firmicutes were found. They differed in relative numbers of detected
sequences. Statistically significant differences in particular sequences frequency were proven
for uncultured Bacteriodales bacteria order, Clostridiales, for uncultured Ruminococcaceae
bacteria family, for Prevotela and Selemonas orders in samples obtained from roe deers.
Furthermore, statistically significant differences were also found for uncultured
Lachnospiraceae bacteria family in sheep and Ruminococcus bacteria species in red deers.
This study suggests that diversity of bacterial community in rumen of wild ruminants shows
considerable similarity to those bacterial populations in rumen of domesticated ruminants.
Furthermore, 47 pure bacterial cultures with cellulolytic activity were isolated. The selected
strain of C10 Actinomyces sp., was subjected to genotypic, phenotypic and proteomic
analysis. Strain C10 is similar to Actinomyces glycerinitolerans and Actinomyces
succinicruminis. The cellulosic properties of C10 strain were described and the results were
published.

The results of this study show that bacterial diversity in the rumen of wild and
domestic ruminants is considerable in terms of the numbers of species of bacteria and fungi
among ruminants. The structure of individual species of microorganisms is similar. Our
findings suggest that rumen microbiomes of wild ruminants are more active and more
effective in degradation of plant substrates. = However, previous studies were not
representative of microbial diversity in wild ruminant rumen, therefore studies of microbial
diversity in wild ruminants should continue and should be expanded by means of isolation
and characterization of new bacterial species and their enzymes aimed at degradation of

cellulose.

Keywords: rumen, herbivores, diversity, celulolytic bacteria, enzymes
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1. UVOD

Jelen evropsky (Cervus elaphus) patii mezi bylozravce (herbivora) a nevétsiho volné
zijiciho piezvykavce na naSem uzemi. Piezvykavci jsou typicti a unikatni tim, ze piijimaji
potravu ve formé rostlinného materidlu, bohaty na strukturni polysacharidy, které mohou byt
fermentovany pouze prostiednictvim mikrobidlni populace kolonizujici travici trakt
prezvykavci.

Bachor pirezvykavci predstavuje organ, ktery obsahuje komplexni anaerobni
mikrobiotu umoznujici hostitelskému zviteti vyuzivat prostfednictvim biochemické aktivity
mikroorganismtl vlakninu, kterou zvife pfijima v potravé (Hungate, 1976; Hobson, 1997;
Sadet et al., 2007). Energie obsaZend v chemickych vazbach strukturnich polysacharidi
rostlinnych pletiv se pomoci mikrobidlnich fermentacnich procesti za ucasti enzymul stava
pro byloZravce vyuzitelnou. V pribéhu mikrobidlni fermentace (biomasy) rostlinnych pletiv
obsazenych v krmivu dochazi ke vzniku t€kavych mastnych kyselin, které spolu s biomasou
mikroorganismu jsou plné€ vyuzivany hostitelem.

Degradace vldkniny zprostfedkovand mikrobidlnim konsorciem ptedstavuje hlavni
proces nutriéni strategie bylozravych zvifat (Stevens and Hume, 1995; Dunne et al., 2012;
Gharechahi et al., 2014). Toto velmi komplexni mikrobialni spoleCenstvi v bachoru
prezvykavci je tvofeno predevsim bakteriemi, prvoky a anaerobnimi houbami. Nejvétsi podil
na St€peni vlakniny maji celulolytické bakterie (Miron et al., 1989; Jun et al., 2007;
Kobayashi et al., 2008). Jejich vlastnosti a ekologicky vyznam v travicim traktu domacich
prezvykavci jsou pro pochopeni a piipadné ovlivnéni procest vyuziti biomasy kli¢ové a jsou
sttedem védeckého zajmu jiZz po dlouhou dobu, vzhledem k jejich potencidlni vyuZitelnosti
v primyslovych aplikacich zpracovani vlakniny. Pfesto jejich fyziologie a hlavné struktura
aaktivita jejich enzymového komplexu Sté€pici celulosu (tzv. celulosomu) stile objasnéna
zcela nebyla. V dasledku objeveni existence anaerobnich hub v bachoru a jejich
fibrolytického potencidlu se pozornost ve studiu degradace vldkniny pfesunula i na tyto
mikroorganismy. Anaerobni bachorové houby se aktivné podileji na degradaci vlakniny a na
rozruseni rostlinnych pletiv, ¢imz umoziuji pronikani bakterii do mist, které jsou pro né¢ bez
pusobeni hub nedostupné (Orpin and Joblin, 1997; Stewart et al., 1997; Williams
and Coleman, 1997; Nicholson et al., 2010; Khejornsart et al., 2011). Jejich pfispévek
k degradaci vlakniny obsazené v krmivu je v dusledku jejich vysoké celulolytické,

hemicelulolytické a xylanolytické aktivité nesporny, ale jejich podil na celkové bachorové
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fermentaci dosud nebyl ptesné kvantifikovan. Zna¢ny podil na degradaci vlakniny v bachoru
maji také prvoci.

Studium struktury mikrobidlnich spolecenstev osidlujici travici trakt bylozravych
zvifat je stézejnim vychodiskem pro poznani vyznamu téchto mikrobioml pro hostitelsky
organismus (Kamra, 2005). S pfichodem molekularné genetickych metod, které umoznuji
detekovat a identifikovat pfitomnost mikroorganismu na zaklad¢ jejich genetické informace
(na bazi slozeni nukleovych kyselin) doslo ke zcela novému piistupu ke studiu slozeni,
vyskytu a aktivity celulolytické mikrobioty. Momentaln¢ se odhaduje, ze klasickymi
kultivacnimi technikami bylo mozné zjistit pouze 10 — 30 % druht osidlujici bachor
(Kochrginskaya et al., 2001; Koike et al., 2007; Koike et al., 2010), takze pohled
na mikrobidlni ekosystém pfed zavedenim molekuldrné genetickych pfistupit byl znacné
omezeny. S ohledem na prudky rozvoj metodickych pfistupti a taxonomickych studii Ize
konstatovat, ze studium struktury sloZzeni mikroorganismut v bachoru je stale aktualni.

VétsSina praci v této oblasti vyzkumu je zaméfena s ohledem na dostupnost
a ekonomicky vyznam na domaci ptezvykavce (Griininger et al., 2014). Lze ptedpokladat, Ze
podobnou strukturu mikroorganismt schopnych $tépit vlakninu lze pravdépodobné nalézt
I v bachoru volné zijicich bylozravei (Jami and Mizrahi, 2015). Jen minimum studii
je zaméfeno na mikrobialni strukturu bachorového ekosystému u volné zijicich ptezvykavcu
ajsou zaméfeny mimo naSe geografické podminky, konkrétné se jedna o studie
ve Skandinavii, Kanadé, Cin¢ a Japonsku. V disledku slozeni potravy a pomérné
nedotcenosti mikrobidlnich ekosystémi traviciho traktu lidskymi zésahy v podobé
racionalizace krmné davky, zavadéni netradicnich krmiv a pfidavku krmnych dopliki 1ze
predpokladat u volné zijicich pfezvykavci, zejména u jelenovitych, naturdlnéjsi strukturu
mikroorganismi vyjadienou odliSnosti a vy$§i fermentacni Uc¢innosti pfi St€peni vlakniny
(Hofmann, 1989; Ichimura et al., 2004; Asano et al., 2005; 2008; Tanentzap et al., 2009;
Khejornsart et al., 2011; Pope et al., 2012).

Studium struktury celulolytické mikrobialni populace u volné Zijicich ptezvykavct
a jejich vlastnosti miZze byt ndstrojem pro poznani biologie téchto zvitat a vychodiskem pro

zvySeni U€innosti degradace rostlinnych substrati obecné (Griininger et al., 2014).
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2. LITERARNI PREHLED

2.1. Jelen evropsky

Tento druh zvéte se vyznacuje teritorialitou a vysokymi potravnimi naroky. Jeleni zvér
patii do naseho kulturniho a pfirodniho bohatstvi, které by mél clovék zachovat i pro
budoucnost. Jeji velkou vyhodou je vysoka ptizplisobivost a vyvojova plasticnost, pomoci
které¢ se tato zver dokaze zplisobovat a reagovat na soucasné civilizacni tlaky, jez plisobi
negativné na existenci velkych divokych zvirat.

Tento druh patii mezi prezvykavce, coz znamena, Ze zvife pii piijmu potravy
zkonzumuje velké mnozstvi potravy, kterou poté v dobé klidu pfezvykuje a travi (Hofmann,
1989). Samotné traveni probiha v ptfedzaludcich predevSim vlivem mikroorganismda, které se
podileji nejen na traveni, ale dale chrani pfezvykavce pfed nezddoucimi mikroorganismy,
které vyuzivaji travici trakt jako vstup do organismu. Prostfedi traviciho traktu je osidlovano
velkym poctem mikroorganismil, tento pocet muze nékolikandsobné pievysSovat celkovy
pocet bunck prezvykavce. Tyto mikroorganismy pomahaji prezvykavclim vyuZzivat rostlinny
material, ktery je pro ostatni druhy Zivocichll bez téchto organismu nestravitelny (Sawanon et
al., 2011).

Jelen evropsky je vyluény bylozravy piezvykavec. SloZeni jeho potravy se méni
Vv zavislosti na ro¢nim obdobi. Jedinou vyjimkou je celoro¢ni spasani travin a bylin, které
nachazi na lesnich mytinach, podél cest a v okoli lesa (Durantel, 2004).

Ptirozena potrava je tvorena fadou rostlinnych druhti vyskytujici se na naSem tzemi.
Skladba ptirozené potravy je totoZna jako v ostatnich ¢astech Evropy. Aktudlni stav Zivotniho
prostfedi vlivem civilizace a industrializace prostfedi, ve kterém zvét zije jiz neposkytuje
volny vybér rostlinné potravy (Lochman, 1985; Sundset et al., 2010). Dulezité je v dnesni
dobé zvéti zachovat klidové oblasti v jejim pfirozeném prosttedi pro piijem potravy (Jelinek,
2007). Poslednim faktorem, ktery ovliviiuje pfijem potravy je rocni obdobi, které¢ ovliviiuje
a méni pozadavky na sloZeni a pomér jednotlivych slozek potravy (Sundset et al., 2009). Tyka

se to predevsim letniho a zimniho obdobi.

2.1.1. Skladba potravy jeleni zvére
Skladba potravy (obrazek 1, obrazek 2) jeleni zvéte se v pribéhu roku znacné méni

cey

a je zavisla na né€kolika faktorech. JelikoZ se jedna o divoka zvitata zijici ve volné ptirodé, jeji

slozeni potravy ovliviiuje stfidani klimatickych faktort, v€k zvére, pohlavi, druh pfedkladané
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potravy, ruSeni zvéte vlivem Cinnosti cloveéka ¢i ostatnich zivoc¢ichtl, zdravotni stav a kvalita

predkladané potravy.

14,00

Mnozstvi v kg

seno luéni trava lu€ni  jadrné duznaté  ostatni
krmivo krmivo

Druh krmiva

Obrazek 1: Praimérné sloZeni potravy jelena evropského v letnim obdobi
(Zabloudil and Vala, 2009)

5.00

Mnozstvi v kg

seno luéni travaluéni jadrné duznaté  ostatni
krmivo krmivo

Druh krmiva

Obrazek 2: Primérné slozeni potravy jelena evropského v zimnim obdobi (Zabloudil and
Vala, 2009)

2.1.2. Vyznam struktury a sloZeni krmiv pro jeleni zvér
Zivotni podminky pro jeleni zvéf byly v poslednich padesati letech vyrazné v Ceské

republice zménény. Plvodni lesni porosty a luzni lesy byly ve vétSiné pfipadech nahrazeny
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smrkovymi monokulturami nebo lesni porosty ustoupily intenzivnimu zeméd¢lstvi, které
viibec nerespektuje potieby volné Zijici zvéfe. UZivnost Zivotniho prostoru pro zveéf
se radikalné¢ zmeénila a predevSim zhorSila. V dusledku téchto zmén zivotniho prostiredi
se vtomto kontrastu zménil i biotop jeleni zvéf, ktera je dnes pievazné vytlacena
do smrkovych monokultur v oblastech s vyssi nadmotskou vyskou. Jeleni zvéf vyzaduje pro
spravnou vyzivu nenahraditelné lesni pastviny, louky a svétliny, jejichz vymeéra v§ak znacné
poklesla. Snaha o kompenzaci deficitii v biotopu zvéte vede Casto k provozovani intenzivnich
forem obornich chovii nebo alespon k intenzivnimu pifikrmovani jeleni zvéfe drzené
ve volnosti v zimnim obdobi, kdy zveéf nenaléza v piirozeném prostiedi dostatek kvalitni
potravy. Tyto zpisoby péce o jeleni zveét vSak musi respektovat fyziologické pozadavky zvéte
dané predevsim stavem bachorové fermentace. I v zimnim obdobi musi byt hlavnim zdrojem
energie pro jeleni zveéf celulosa s velikosti ¢astic 8 mm, kterd je Stépena celulolytickymi
bakteriemi (Hintnaus, 2011). Mechanické vlastnosti hrubé vldkniny musi umoznit
prezvykovani, k ¢emu zvét potiebuje dostatek klidu. Celulosa je pro jeleni zvétr klicovou
sloZkou potravy udrzujici pfi Zivoté a v €innosti celulolytickou mikrofléru, kterd zmoziuje
z vlakniny uvolnit dostatecné mnozstvi energie ve formé tékavych a mastnych kyselin.
V literatute se uvadi, Ze obsah hrubé vldkniny v zazitin¢ bachoru je odhadovéano celoro¢né
na 50 % susiny (Hintnaus, 2010). Pokud nebude pro jeleni zvér zajisténo dostateCné mnozstvi
krmiv s vysokym obsahem celulosy, dochazi u zvéte k hladovéni, ¢imz zvéf zacne hledat
nahradni zdroje vldkniny a timto muize dochdzet k poskozovani lesnich porosti vlivem

loupani, ptipadné okusem nebo ohryzem kiiry zvéfi.

2.2. Schopnost pirezvykavci vyuZivat krmiva

Schopnost piezvykavei travit a vyuzivat krmiva, kterd jsou tvofena rostlinnymi
pletivy, jim umoziuje anaerobné probihajici fermentace, kterou zajiStuji mikroorganismy
v pfedzaludcich (Wilson, 2011; Myer et al., 2015). Jelenoviti jsou stejné jako ostatni
piezvykavei na symbiotickém spojeni s témito mikroorganismy osidlujicimi travici trakt
vyloZené zavisli. Hlavni pfednosti fermentace v predzaludcich je, Ze hostitelsky organismus
nevyuzivad pouze metabolity vzniklé pisobenim mikrobidlnich enzymi na traveninu, ale
I biologicky vysoce hodnotnou stale se mnozici biomasu mikroorganismi, kterd se stava
dalSim zdrojem potravy v postgastrickém travicim procesu (Flint, 1997). Pregastricka
fermentace probiha v piedzaludcich, nejvice v bachoru a postgastricka fermentace probiha

ve slepém stievu a v tracniku.
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Fermentace umoziuje travit vlakninu obsazenou v téchto krmivech. Vedle toho vSak
pfinasi symbioticky vztah s mikrobidlnim ekosystémem hostitelskému organismu dalsi
vyhody. Napf. vlivem proteosyntézy mikroorganismi dochazi k efektivnéjSimu vyuzivani
nebilkovinnych dusikatych latek za vzniku hodnotné bilkoviny, kterd mize byt pfezvykavcem
déle vyuzivana jako dietni slozka. Zékladni podminkou pro fungovani téchto systémi je vSak
existence komplexniho nenaruSeného bachorového ekosystému a piijem dostatecného
mnozstvi relativné kvalitniho objemu vldkniny. Za ur¢itych podminek muze dochazet
k naruSeni optimalni fermentace a k degradaci plnohodnotnych bilkovin a k proteolyze.
Ostatni ztraty vznikaji u jednodussich energetickych zivin. Idealni upravou krmiv a slozenim
krmné davky lze negativni vlivy omezit a vyuzit potencial mikrobidlniho traveni (Russel and

Hespell, 1981).

2.3. Bachorovy mikrobidlni ekosystém

Bachor obsahuje jeden z nejkomplexnéjsich a nejstudovanéjSich mikrobialnich
ekosystému v nasi ptirodé (Hungate, 1966; Hobson 1997; Hespell et al., 1997). Bachor ma
charakter fermentoru, ktery vytvaii idedlni prostiedi pro rist, rozmnozovani a latkovou
vymeénu mikroorganismu (Frey et al., 2009; Jami and Mizrahi, 2015). Uvnitt bachoru je velice
stabilni a biochemicky aktivni mikrobidlni ekosystém, ktery se sklada z mnoha ¢lankd, které
jsou propojeny celou fadou vzajemnych interakci jak mezi sebou, tak 1 mezi hostitelskym
organismem (Mackie, 2002; Moon, et al., 2010). Tyto ¢lanky umoziuji pfezvykavcei vyuZzivat
krmiva (obrazek 3) se zménou na Ziviny cenné pro organismus hostitele (Li et al., 2015a).

Vyvoj mikroorganismil v bachoru pozitivné ovliviiuji vybrané druhy krmiv, jako jsou
napf. seno, pastva, okopaniny, které svymi pletivy poskytuji substrat (Li et al., 2015b).
Negativni vliv na mikroorganismy mohou mit krmiva dieteticky a nutricné¢ nevhodna jako
jsou nekvalitni silédze, které béhem nékolika dni mohou poskodit mikrobialni osazeni bachoru
nebo jej tpln¢ zlikvidovat. Dale negativn€é mohou pusobit dietni nedostatky, nedodrzeni
z4ddouciho pomeéru zivin, hygienické nedostatky atd. Jestlize chceme docilit kvalitniho
zdravotniho stavu a vysoké uzitkovosti zvéte, je nutné optimalné€ vyuzivat ziviny, které jsou
velice diilezité a ovliviuji uroven bachorové fermentace (Vesely et al., 1984). Je tedy zfejmé,
ze prijem dostateného mnozstvi vldknin je limitni nejenom pro dosaZzeni efektivniho
bachorového fermenta¢niho procesu, ale piedstavuje i zakladni podminku pro rozvoj

pfedzaludku jako takového.
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Polysacharidy v krmivu

@

Celuléza  Hemiceluloza Pektin  Skrob Cukry

@ — = Metan

Glukoza
\
ﬂ Laktét

Tekavé mastné kyseliny
(acetat, propionat, butyrat)

l

ZDROJ ENERGIE
Obrazek 3: Vyuziti strukturnich polysacharidii z krmiva

Studium mikrobidlniho sloZeni bachoru do 40. let minulého stoleti vyuZzivalo
anaerobnich technik a simultdnniho prostfedi bachoru. Zminénou metodou bylo popsano
velké mnozstvi mikrobialnich druhti osidlujici bachor ptezvykaveu (Hungate, 1950).
Pfichodem revolu¢nich molekularné¢ biologickych metod v 90. letech doSlo k presné
taxonomii mikroorganismi osidlujici bachor (Wanapat, et al., 2009; Kong et al., 2010; Leng
etal., 2011).

Mikrobiélni slozeni bachoru je tvofeno tfemi druhy mikroorganismi:

1. Bakterie — nejpocetnéjsi skupina v bachorovém ekosystému, jejich pocet je
10" — 10" bunék v 1 ml bachorového obsahu, jsou zastoupeny nékolika tisici
anaerobnimi druhy, tvoii 50 % populace bachoru (Krause and Russel, 1996),

2. Prvoci — je druha nejpocetnéjsi skupina mikroorganismu, jejich pocet je 10* -
10° prvokii na v 1 ml bachorového obsahu, jejich zastoupeni je kolem
40 druhd, tvoti 40 % populace bachoru (Kamra, 2005),

3. Houby — tieti skupina mikroorganismi, jejich podet je kolem 10° v1 ml

bachorového obsahu, jejich zastoupeni je 16 druhi (Kittelmann et al., 2012),
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4. Bakteriofagy — posledni skupina mikroorganism, jejich pocet je kolem 10° —

10° v 1 ml bachorového obsahu (Kamra, 2005).

2.3.1. Bakterie

Bakteridlni druhy osidlujici bachor podle své vyznamnosti z hlediska potieby
degradace jsou fazeny pied prvoky a houby. Jejich vyznam spociva piredevSim ve
zprostifedkovani fermenta¢niho procesu s produkci tékavych mastnych kyselin (Jami and
Mizrahi, 2015). Pocetnost bakterii v 1 ml bachorového obsahu se béhem dne méni vlivem
ziedéni bachorovych mikroorganismi vlivem pfijmu potravy, vody a slinami. DalSim
faktorem, kterym se mize snizit pocet bakterii v bachoru je dlouhodobé hladovéni, ¢imz je
bachorova fermentace narusena. Bachorova fermentace se vrati do normalniho stavu do dvou
dnti od doby, kdy hladovéni prestalo.

Clenéni bachorovych bakterii je u autord velice rozdilné. Kazdy autor se fidi
odlisnymi pravidly. Néktefi upfednostiiuji déleni morfologické, jini provadéji zatazeni podle
substratii, které bakterie fermentuji nebo metabolickych produkti (tabulka 1). V naSem
pripadé¢ jsem zvolil ¢lenéni podle vztahu k substratu zavedené autorem, ktery polozil zaklady
¢lenéni bachorovych bakterii (Hungate, 1966):

1. Celulolytické bakterie: Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens,
Ruminococcus albus, Eubacterium cellulosolvens, Clostridium cellobioparum,
Clostridium lochheadii, Clostridium longisporum,

2. Hemicelulolytické bakterie: Butyrivibrio fibrisolvens, Prevottela ruminicola,
Ruminicoccus, Eubacterium xylanophilum, Eubacterium uniformis,

3. Lipolytické bakterie: Anaerovibrio lipolytica, Butyrivibrio fibrisolvens,
Treponema bryantii, Eubacterium, Fusocillus, Micrococcus, Clostridium
lundense,

4. Pektinolytické bakterie: Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella ruminicola,
Lachnospira  multiparus,  Succinivibrio  dextrinosolvens,  Treponema
saccharophilum,

5. Amylolytické bakterie: Ruminobacter amylophylus, Streptococcus bovis,
Succinomonas amylolytica, Prevotella ruminicola,

6. Ureolytické  bakterie:  Succinivibrio  dextrinosolvens,  Selenomonas
ruminantium, Prevotella ruminicola, Ruminicoccus bromii, Treponema sp.,

Megasphaera elsdenii,
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7.

10.

11.

Proteolytické bakterie: Ruminobacter amylophilus, Prevotella ruminicola,
Butyrivibrio fibrisolvens, Streptococcus bovis, Clostridium bifermentans,
Bakterie produkujici cukry: Succinovibrio dextrinosolvens, Succinovibrio
amylolytica, Treponema bryantii, Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp.,
Selemononas ruminantium,

Bakterie  produkujici  methan: Methanobrevibacter ~ ruminantium,
Methanobacterium formicicum, Methamicrobium mobile, Methanosarcina
barkeri,

Bakterie produkujici amoniak: Prevotella ruminicola, Megasphaera elsdenii,
Selenomonas ruminantium,

Bakterie produkujici kyseliny: Veillonella parvula, Oxalobacter formigenes,
Megasphaera  elsdenii,  Wollinella  succinogenes, Desulphoribrio

desulphuricans.

Podle zplisobli Zivota v bachorovém ekosystému Ize bakterie €lenit do 5 skupin

(Cheng and Costerton, 1980; McCallister et al., 1994, Miron et al., 2001):

1.

cey

Bakterie Zijici voln¢ v bachoru — tvoii kolem 25 % celkové populace bakterii,
jejich prispévek k traveni je skoro nulovy,

Bakterie volné vazané na Castice potravy — podil na traveni je minimalni,
Bakterie pevné vdzané na Castice potravy — tvoii 75 % celkové populace
bakterii, maji hlavni podil na tvorb¢ energie,

Bakterie vazané na epitel bachoru — podil na traveni je minimalni,

Bakterie vdzané na povrch bachorovych prvokiti — podil na traveni minimalni.
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Tabulka 1:  Enzymatické aktivity a metabolické produkty hlavnich bachorovych
bakteridlnich druhti (Hespell, 1984)

DRUH BAKTERIE AKTIVITA PRODUKTY
Fibrobacter succinogenes C A F, A 'S
Ruminococcus albus C, X F,A E,HC
Ruminococcus flavefaciens C, X, F,A S H
Butyrivibrio fibrisolvens C, X,PR F,A L B EHC
Clostridium lochheadii C,PR F,A B EHC
Streptococcus bovis A, SS, PR LA F
Ruminobacter amylophilus A, P, PR F,AS
Prevotella ruminicola A, X, P, PR F,AP,S
Succinimonas amylolytica A, D A, S
Selenomonas ruminantium A, SS, GU, LU, PR AL PHC
Lachnospira multiparus P,PR, A F,AJE,L,H,S
Succinovibrio dextrinosolvens P,D F,AL,S
Methanobrevibacter ruminantium M, HU M
Methanosarcina barken M, HU M, C
Spirochete sp. P, SS F,A LS E
Megasphaera elsdenii SS, LU AP B,V,CP H,C
Lactobacillus sp. SS L
Anaerovibrio lipolytica L, GU APS
Eubacterium ruminantium SS F,AB,C

Legenda tabulky:

e Aktivita: (C) celulolyticka, (X) xylanolyticka (A) amylolyticka, (D) dextrinolyticka,
(P) pektinolyticka, (PR) proteolyticka, (L) lipolyticka, (M) metanogenni, (GU) vyuZiti
glycerolu, (LU) vyuziti laktatu, (SS) vyuziti cukra, (HU) vyuziti vodiku

e Produkty: (F) formiat, (A) acetat, (P) propionat, (B) butyrat, (L) laktat, (E) etanol,(S)
sukcinat, (V) valerat, (CP) kapronat, (H) vodik, (C) oxid uhli¢ity,(M) metan
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2.3.2. Prvoci
V bachorovém prostiedi se vyskytuje kolem 160 druhtt prvokd. Pocty prvoki

V bachoru jsou ovlivnény slozenim krmiv, pH, pribéhem traveni a fyziologickym stavem
ptezvykavce (Ozutsumi et al., 2005; Jouany et al., 2006). Uvadi se, ze v 1 ml bachorové
tekutiny za dobrych fyziologickych podminek je 300 — 700 tisic prvokli. Mnozstvi prvoku je
ovliviliovano zpisobem vyzivy a jejich pfitomnost v bachoru je povazovana za dobrou uroven
bachorového traveni. Prvoci jsou stejné jako bakterie zavisli na zptsobu a dobé krmeni. Jsou
naroc¢néji na ziviny nez bakterie a také citlivéjsi na zmény prostiedi. V ptipadé dlouhodobého
hladovéni pfezvykavce dochazi k vymizeni prvoku z bachoru.
Prvoci tvoii 40 % mikrobidlniho osidleni bachoru. V bachoru se jich nachazi kolem
40 druhd, predev$im zastupcu tiidy Ciliate, ktera se déli na dvé podtiidy Holotricha
a Entodiniomorpha (Hungate, 1966; Kamra, 2005; Skillman, 2006).
Do podtiidy Holotricha patii rody Isotricha a Dasytricha. Rody Isotricha
a Dasytricha fermentuji cukry a rod Isotricha fermentuje $krob.
Druhy prvoku podtiidy Holotricha podle Karmy (2005):
1. Isotricha prostoma — druh, ktery byl nalezen v bachoru ovce domaci, vodniho
blvola, jelena evropského, kozy domaéci, skotu zebu a antilopy jeleni,
2. lIsotricha intestinalis — druh, ktery byl nalezen v bachoru domaciho skotu,
bizona, jelena evropského,
3. Dasytricha ruminantium — druh potvrzen v bachoru ovce domaci, antilopa
jeleni a vodniho buvola,
4. Oligoisotricha Bupali — druh potvrzen v bachoru vodniho buvola a domaciho

skotu.

Do podttidy Entodiniomorpha patii rody Diplodinium, Entodinium a Epidinium.
Vsechny tyto rody jsou schopny fermentovat hemicelulosu, pektin a skrob (Kittelmann and
Janssen, 2011). Prvni dva rody jsou schopny fermentovat celulosu nebo se na jeji degradaci
podilet (Williams and Coleman, 1985; 1997). JelikoZz jsou typickymi heterotrofnimi
organismy, maji vysoké naroky na vyzivu, protoZe nejsou schopny syntetizovat nékteré
aminokyseliny a k ristu potiebuji vitaminy a ristové latky. Metabolity jejich fermentace jsou

kyseliny octova, méselnd a mlécna, dalSimi produkty jejich fermentace je vodik a CO?.
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Druhy prvoku podtiidy Entodiniomorpha podle Kamry (2005):

1.

10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.
17.

Entodinium bovis — druh byl nalezen v bachoru jugoslavského skotu, skotu
zebu a vodniho buvola,

Entodinium bupalum — druh byl nalezen v bachoru vodniho buvola,
Entodinium bursa — druh byl nalezen v bachoru domaciho skotu, ovce domaci
a kozy domaci,

Entodinium caudatum — druh byl nalezen v bachoru domaciho skotu, ovce
domaci a kozy domaci,

Entodinium chatterjeei — druh byl nalezen v bachoru indické kozy a vodniho
buvola,

Entodinium longinucleatum — druh byl nalezen v bachoru domaciho skotu
a vodniho buvola,

Diplodinium dendatum — druh byl nalezen v bachorech vétsiny zvitat,
Diplodinium indicum — druh byl nalezen v bachoru indického skotu,
Eremoplastron asiaticus — druh byl nalezen v bachoru indického skotu,
Eremoplastron Bubalus — druh byl nalezen v bachoru brazilského skotu
a vodniho buvola,

Eudiplodinium maggii — druh byl nalezen v bachorech vétsiny zvitat,
Ostracodinium trivesiculatum — druh byl nalezen v bachoru domaciho skotu
a vodniho buvola,

Polyplastron multivesiculatum — druh byl nalezen v bachoru domaciho skotu,
ovce domaci, kozy domadci a antilopy jeleni,

Metadinium medium — druh byl nalezen v bachoru domaciho skotu, vodniho
buvola a bahnivce horského,

Epidinium caudatum — druh byl nalezen v bachoru domaciho skotu, ovce
domaci a kozy domaci,

Ophryoscolex caudatus — druh byl nalezen v bachorech vétsiny zvifat,

Caloscolex camelicus — druh byl nalezen v bachoru velblouda jednohrbého.

Jak je uvedeno vyse, tak vétSina druhti prvokd obou podtiid byla nalezena

a identifikovana jak u domécich prezvykavci, tak 1 u volné Zijicich ptezvykavcu.
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2.3.3. Houby

Ptitomnost vlaknitych anaerobnich hub v bachoru ptezvykavch byla prokazana v 70.
letech minulého. V t¢ dobé byly popsiny 3 druhy anaerobnich hub (Orpin, 1977).
Do dnesniho dne bylo popséno vice nez 21 druht anaerobnich bachorovych hub, které jsou
zatazeny do 6 rodd: Neocallimastix, Piromyces, Caecomyces, Orpinomyces, Anaeromyces
a Cyllamyces (Theodorou et al., 1996; Ozkose et al., 2001; Kamra, 2005; Nicholson et al.,
2010; Kittelmann et al., 2012), nésledné byl zjiStén a potvrzen jejich fibrolyticky potencial,
coz zvysilo zdjem o studium téchto mikroorganismt (Orpin and Joblin 1997; Stewarta et al.,
1997; Williams and Coleman, 1997; Khejornsart et al., 2011).

Clenéni nejvyznamnéjsich anaerobnich hub podle Kamry (2005):

1. Neocallimastix frontalis — izolovan z bachoru doméciho skotu,

Neocallimastix patriciarum — izolovan z bachoru ovce domaci,
Neocallimastix hurleyensis — izolovan z bachoru domaciho skotu,
Sphaeromonas communis — izolovan z bachoru domaciho skotu,
Orpinomyces bovis — izolovan z bachoru domaciho skotu,
Anaeromyces mucronatus — izolovan z bachoru doméaciho skotu,

Ruminomyces elegans — izolovan z bachoru domaciho skotu,
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Piromyces minutus — izolovan z bachoru jelena evropského (Ho et al., 1993).

Bachorové houby se aktivné€ Uc€astni traveni vldkniny a rozruSenim rostlinnych pletiv
umoziuji pronikani bakterii do mist, které jsou pro né samotné nedostupné. Vzhledem
K jejich vysoké celulolytické, hemicelulolytické a xylanolytické aktivité je jejich uloha pii
traveni krmiva bohatého na vldkninu zdsadni (Novotna et al., 2010; Nagpal et al. 2010).
Bachorové houby =ziskdvaji energii fermentaci sacharidii. Celkovy podil na bachorové

fermentaci se zcela pfesné definovat zatim nepodafilo (Teunissen et al., 1993).

2.3.4. Bakteriofagy
Je to posledni skupina mikroorganismu vyskytujici se v bachoru. Podle Kamry (2005)

jejich mnozstvi v 1 ml bachorového obsahu je 108 — 10°. Bakteriofagy jsou viry bakterii
a vyskytuji se v bachoru ve znacném mnozstvi. Jejich funkce spo¢iva ve schopnosti usmrceni
nezadoucich druht bakterii v bachoru, které mohou byt pro bachor nezddouci. Mrtvé
nezadouci bakterie potom slouzi pfezvykavci jako zdroj aminokyselin ve formé biomasy
(Klieve et al., 1993; 1999; Bach et al., 2002). Populace bakteriofagti v bachoru je specificka

a raznoroda pro jednotliva zvitata v zavislosti na slozeni potravy piezvykavce.
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2.4. Mikrobidalni fermentace

Mikroorganismy u piezvykavel hraji klicovou tulohu v procesu traveni pfijimané
potravy (Gruninger, et al., 2014). Jejich vlivem dochazi k mikrobialni fermentaci, ktera
probiha v predzaludcich a v tra¢niku. Pisobenim fermentacnich procesii ziskava piezvykavec
4 vyhody:

1. Degradaci strukturdlnich polysacharidi, mezi které patii celulosa,
hemicelulosa a pektin, které jsou soucasti rostlinné potravy. Pro pirezvykavce
piedstavuji hlavni zdroj energie (Forsberg et al., 1997),

2. Schopnost mikroorganismii na sebe vazat neproteinovy dusik, ktery
je vyuzivan k syntéze vlastni biomasy a v zazivacim traktu je z n¢ho vytvoien
zdroj hodnotnych aminokyselin a proteind,

3. Mikroorganismy syntetizuji vitaminy a aminokyseliny v poZadovaném
mnoZzstvi,

4. Sekundarni produkty mikroorganismii poskytuji ochranny ucinek pied

detoxikaci rostlinnych toxini (Hume and Warner, 1980).

2.4.1. Bachorova fermentace
Vétsina druhii bakterii je schopna se podilet na fermentaci nékolika substrati (Hespell

et al,, 1997). Nejvyznamné&j§im metabolismem probihajicim v bachoru je metabolismus
sacharidl (Lynd et al., 2002).

Bachorovou fermentaci 1ze kvantifikovat pomoci celkové produkce a proporcialniho
zastoupeni t€kavych a mastnych kyselin (Khejornsart et al., 2011; Kittelman et al., 2014).
Pfi plnohodnotné krmné davce je molarni procento jednotlivych mastnych kyselin v bachoru
zavislé pifedevsim na typu krmné davky a jejim sloZeni (Asano et al., 2008; Hammond et al.,
2013; Li et al., 2013; Ishaq et al., 2014; Myer et al., 2015).

Primérné mnozstvi mastnych kyselin v bachoru (v %):

1. kyselina octova: 50 — 60 % ,

2. kyselina propionova: 20 — 25 %,

3. kyselina maselna: 10 — 20 %,

4. kyselina mravenci, valerova, kapronova a vyssi mastné kyseliny: 5 %.

Pomér mezi t€kavymi mastnymi kyselinami v bachoru ma vyznam pro vyvoj a zdravi
zvitete, ktery je ovlivnén sloZzenim krmné davky (Schnorr et a., 2014). Podil vlakniny v krmné
davce ovliviiuje vzajemny pomér produkovanych mastnych kyselin. V piipadé nadmérného

mnozstvi lehce stravitelnych glycidit (napf. jadrna krmiva) v krmné davce, dojde
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ke zpomaleni az zastaveni fermentace vlakniny. Dojde ke zvysSeni produkce kyseliny mlééné
a tim dojde ke zvyseni kyselosti v bachoru. V tomto dusledku dojde je snizovani pH a nastava
acidoza, ktera vede ke sniZzeni poctu nékterych vyznamnych mikroorganismi. Nejprve
dochazi ke snizeni celulolytickych mikroorganismi a nasledné¢ dojde ke snizeni vétSiny
ostatnich mikroorganismi a zdsadn¢ se zmeéni druhové slozeni bachorového ekosystému
(Braun et al., 1992). Fermentacni procesy jsou zavislé na podminkach v bachorovém
prostiedi, pfedevsim na hodnot¢ pH. Enzymy vykazuji optimdlni aktivitu pii tzv.
fyziologickém rozmezi pH 6,2 — 6,8 (Kay, 1960). Stejné citlivé na zménu pH v bachorovém
prostiedi jsou fibrolytické bakterie (Braun et al., 1992).

Neprezvykavi bylozravei travi celulosu v tlustém stfeveé, masozravci ji nedovedou
vyuzit vibec (Steward, 1997). Na fermentaci vldkniny se nepodileji pouze celulolytické
bakterie, ale také anaerobni houby produkci fibrolytickych enzymt (Mountfort and Asher,
1989; Nicholson et al., 2010). Pomoci enzymatickych systémi bakterii, prvoka a hub dochazi
k odbouravani pektinu. Zasobni polysacharidy (8krob a pektin) jsou degradovany obdobnym
zpusobem. Monosacharidy a disacharidy jsou zdrojem energie pro ostatni bakterie (Carberry
et al., 2012; Kittelmann et al., 2013). Na fermentaci Skrobu, dextrinii a lehce rozpustnych
cukri se vyrazné podileji bachorovi prvoci, ktefi produkuji oxid uhli¢ity, vodu, kyselinu
octovou, kyselinu propionovou a kyselinu maselnou (Ishaq et al., 2014). Prvoci pohlcuji zrnka
Skrobu a méni jej na glykogen. Dochazi ke kvaSeni a vzniku CO; a metanu diky
symbiotickému spojeni s metanogennimi bakteriemi, které nasedaji na povrch tél prvoki
(Filay and Fenchel, 1992; Cieslak et al., 2013; Min et al., 2014). Tvorba téchto plynt vznika
pii mikrobidlni fermentaci sacharidi (BartoS, 1987). Nejintenzivngj§i produkce je asi
4 hodiny po nakrmeni zvifete. Plyny jsou odvadény z bachoru prosttednictvim vstfebanim do
krve, vylu€ovanim plicemi nebo krkanim do jicnu a dutiny ustni.

Z bachorového prostfedi bylo izolovdno malé mnozstvi lipolytickych bakterii.
U prezvykavca se Casto piehlizi vyznam tukt. Tuky jsou dilezité vlivem své energetické
hodnoty a maji vyznam pro vznik esencidlnich mastnych kyselin a lipofilnich vitaming.
Bachorové bakterie jsou také producenty vitaminu K a vitaminu B.

Proteolytické bakterie jsou schopny Stépit bilkoviny a také fada téchto bakterii
je schopna rozkladat i sacharidy. Bakterie §tépi bilkoviny na aminokyseliny, které prochazeji
deaminaci za vzniku amoniaku, mastnych kyselin a oxidu uhli¢itého. Tento proces s vyssi
biologickou hodnotou je zhlediska bilkovin nevyhodny, jelikoz je snaha ochranit tyto

bilkoviny a dopravit je do dalSich ¢asti traviciho traktu k enzymatickému Sté€peni.
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Mimo degradacnich procest v bachoru také probiha syntéza mikrobidlnich bilkovin.
Jednotlivé prvky jsou dtlezité pro tuto syntézu. Jsou k dispozici okamzité a v pozadovaném
mnozstvi. Mezi jednotlivé prvky, které jsou diilezité pro syntézu mikrobialnich bilkovin patii
uhlik, energie vznikla ze sacharidi a tékavych mastnych kyselin a dusik z krmiva nebo ze
syntetickych zdroji. PfedevSim prvoci jsou schopni syntetizovat ve svych télech znacné
mnozstvi plnohodnotné zivocisné bilkoviny z neplnohodnotnych bilkovin rostlinnych
a Z dusikatych latek nebilkovinnych (amidu, mocoviny) s vysokou stravitelnosti (85 %).
Biomasa jejich tél se stavd zdrojem bilkovin pro ptezvykavce a jsou vyuzivany v prubéhu
traveni v tenkém stfevu (Russell and Hespell, 1981). Denni produkce je 100 — 150 g, coz

predstavuje az 25 % denni potfeby makroorganismu.

2.4.2. Mikrobialni proteosyntéza
Jednd se o syntézu probihajici v bachoru, ktera ma vyznam pro hospodaieni

S dusikatymi latkami, predevSim s bilkovinami, které se v bachoru S$tépi na jednoduché
dusikaté slozky, které jsou metabolizovany na mikrobialni bilkoviny (Inbrahim and Ingalls,
1972). Dusikaté latky z biomasy produkované v bachoru ptedstavuji 50 — 70 % dusikatych
latek pottebnych pro organismus. Pii mikrobidlnim rozkladu bilkovin vznik4a amoniak, ktery
neni pii proteosyntéze zcela vyuzit z diivodu nedostateného mnoZstvi mikoorganismi nebo
v disledku nedostatku energie. Pii nadmémém piijmu dusikatych latek se amoniak dostava
do jater, kde dochazi k ureosyntéze a tvorbé endogenni mocoviny. Vznikld mocovina se zCasti
vraci krvi a slinami zpét do bachoru a z ¢asti se vylucuje moci. V ptipad¢, Ze nastane zvySena
produkce amoniku a tim se dostane do jater v mnozstvi nad kapacitni moznosti ureosyntézy,
dojde ke zvySeni obsahu amoniaku v krvi a dasledku toho ndastavaji klinické projevy
intoxikace (zastaveni motoriky bachoru — tympanie — otrava).

V ptipadé€ priznivych nutricnich podminek je vyuzito az 90 % nebilkovinného dusiku
na mikrobidlni bilkoviny. Asi 20 — 60 % bilkovin prochazi predzaludky beze zmény a k jejim
trdveni enzymatickou cestou dochazi az dalSich c¢astech travicicho Ttstroji. Aplikaci
syntetickych zdrojti dusikatych latek je mozné zvySit mikrobialni proteosyntézu, vlivem
podani mocoviny a ¢pavku. Mikroorganismy pro proteosyntézu musi mit v bachoru dostatek
pohotové energie na adaptaci na tyto latky, ktera tvoii 30 % z celkové energie v krmivu.
Pro tvorbu mikrobidlni bilkoviny je stéZejni piedkladat vhodné krmivo s dostatecnym
zdrojem dusiku (Wallace et al., 1987). Idealnim zdrojem dusikatych latek v krmivu jsou lizy
asilazni kyseliny. Produkéni efekt s ohledem na mikrobidlni proteosyntézu pii podavani

krmiv s plnym krytim dusikatych lastek ze syntetickych zdroji je asi 60 — 70 % Vv porovnani
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s bilkovinnymi zdroji z tradi¢nich krmiv. V pfipad¢ poruSeni zdsad ve vyuzivani syntetického
dusiku nebo neregulovani pfistupu zvifat k témto zdrojim hrozi nebezpeci intoxikace
organismu se smrtelnym prabéhem. Timto dochazi ke zvySeni pH v bachoru na hodnotu 7,5
a vyssi, dojde ke zméné poméru mezi formou NHs a NH,4 ve prospéch NHs, ktera je snadno
propustné pies bunééné membrany a tim dojde k urychleni intoxikace organismu. Intoxikace
je velice rychly proces, pohybujici se v rozmezi 30 minut od podani mocoviny v disledku
uvolnéni amoniaku. Hlavnimi pfi¢inami intoxikace jsou nedostatek energie, nedostatecny
navyk na novou krmnou davku a techniku jejiho podavani nebo nevhodné formy upravy

krmiva (Vesely et al., 1984).

2.4.3. Fermantace Vv tlustém stir‘evé
Tlusté stfevo tvofi trubici, jejiz praimér se v prubéhu stfeva znaéné méni. Vlivem

polohy a tvaru se tlusté stievo déli na slepé stfevo, tracnik a konecnik. V tra¢niku a slepém
stteveé u prezvykavcl probiha sekundarni fermentace vladkniny a nestravenych zbytki potravy,
kterd je oznacovana jako postgastrickd (Hume, 1997). Pfi sekundarni fermentaci dochazi
k odboravani 27 % pfijaté celulosy a 40 % hemicelulosy (Bailey and McRae, 1970).

Tlusté stfevo je vyplnéno sloupcovitym epitelem obsahujici poharkovité bunky
produkujici viskozni a elasticky gel zvany mucin, ktery poskytuje ochrannou funkci tlustému
stievé pied pfilnutim a invazi patogennich bakterii, mikrobidlnich antigenti a toxint (Allen,
1981). Dale mucin usnadiiuje pohyb traveniny tra¢nikem.

V tlustém stfevé jsou téméf idedlni podminky pro bakterie. Podminky jim umoZznuji
jejich rlst, mnoZeni 1 latkovou vymeénu. Teplota v tlustém stfeve je stala a pohybuje se kolem
telesné teploty zvifete. pH se pohybuje v rozmezi 6,5 — 7,5, redoxni potencilal je -200 mV,
coZ je prostfedi pro mikrobialni populace obligatné anerobnich bakterii (Faichney, 1968).
Hustota bakterialni populace v tlustém stievé se pohybuje cca 10* — 10" bunsk/ml (Ulyatt,
1975). V tlustém stievé se vyskytuji 3 typy bakterialni populace:

1. bakterie adherované na krmivo,
2. bakterie adherované na epitel,
3. bakterie adherované na lumen stieva.

Slozeni bakterialni populace v tlustém stfeveé je podobné populaci v bachoru. Mezi
hlavni zastupce bakterialnich druhd patii rody Bacteroides, Prevotella, Butyrivibrio,
Clostridium, Fusobacterium, Streptococcus a Selemonas (Wolin, 1981). Slozeni bakterialni

populace, jeji stabilita a poCty jsou limitovany zménami v dieté zvitat.
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V tlustém stfevé dochazi k fermentaci a vstiebavani metabolitd vcetné tékavych
mastnych kyselin uvolnénych piisobenim tracnikovych mikroorganismu, které vyuzivaji
potravnich komponentli, které unikaji fermentaci v bachoru. U pfezvykavcl tento systém
slouzi jako doplnkovy ke zvySeni fermentacni UCinnosti zkonzumovaného krmiva.
U nepfezvykavych zvifat funkci bachoru pravé piebird funkci tlusté stfevo. Fermentace
stukturnich polysacharidli je ovlivnéna mnozstvim komodit, které prosly nestravené
Z ptredzaludkti. NejcastéjSimi komoditami, které ptichazi do tlustého stieva, a jejichz mnozstvi
je ovlivnéno mnozstvim a struktuie potravy, jsou ucastny sekundarni fermetace jsou celulosa,
hemicelulosa a Skrob. Porovnanim produkce a zastoupeni jednotlivych tékavych mastnych
kyselin v bachoru a tlustém stfevé vychazi na jevo, ze v tlustém stieve je vyssi podil kyseliny
octové a nizsi podil kyseliny propionové, nez v bachoru. Tento jev je podle Myerse et al.,
(1967) zptsoben nepfitomnosti prvokli v mikrobiomu tlustého stfeva. Podil jednotlivych
tékavych mastnych kyselin v tlustém stfevé je olivnén slozenim potravy a zménami krmného

rezimu (Mann and Orskov, 1973).

2.5. Rostlinna pletiva a jejich Stépeni

Potrava pfezvykavcu je tvofena predevsim z rostlin, které jsou sloZeny z rostlinnych
bunck. Vyssi rostliny maji pfi svém ristu primarni sténu rostlinné builky sloZenou
ze strukturnich polysacharidii a na jejich stavbé se jeSté¢ podileji strukturdlni proteiny,
glykoproteidy, ionty a enzymy (Lynd et al., 2002). Po ukonceni ristu rostlinné bunky dojde
K vytvofeni sekundarni bunécné stény, jejichz hlavnimi stavebnimi slozkami jsou lignin
a suberin (Yung-Chung et al., 2009).

Mezi strukturni polysacharidy tvofici primarni bunéénou sténu patii celulosa,
hemicelulosy a pektiny (obrazek 4). Celulosa je linearni polymer, ktery je tvofeny
glukosovymi jednotkami spojenymi [-1,4 glykosidickymi vazbami (Barto§, 1987).
Hemicelulosy jsou tvofeny ve vétSing piipadli xylosovymi jednotkami, které jsou spojené -
1,4 glykosidickymi vazbami (Guozeng et al., 2011). Mezi hemicelulosy, které se nachazi
Vv primarni  bunééné sténé patii arabinoxylany, glukomanany, galaktomanany
a glukuronoxylany. Pektiny patii do komplexnich polysacharidi, které obsahuji a-1,4 vazany
metylester kyseliny galakturonové a mohou obsahovat i malé mnozstvi galaktosy, glukosy,

arabinosy a kyseliny glukuronové.
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Obrazek 4: Struktura rostlinnych pletiv

2.5.1. Struktura celulosy
Celulosa vytvaii celulosové linearni a jednotlivé molekuly spletené ve svazky, které

jsou propojené vodikovymi mustky a vytvaii zakladni fibrily neboli protofibrily. Tyto fibrily
jsou prostorove pravidelné usporadany a proto se jim fiké krystalicka celulosa. Tvoii 50 — 90
% veskeré celulosy. Krystalickd oblast celulosy je enzymaticky velice obtizné §tépitelna.
V pravidelnych intervalech je pferuSovana amorfnimi oblastmi, coz je dulezité z hlediska
traveni. Jednotlivé protofibrily jsou obaleny vrstvou hemicelulos a pektinu a tim jsou od sebe
oddéleny. Svazek protofibril vytvaii mikrofibrily a ty se skladaji do fibril. Mikrofibrily jsou
opét celé obaleny hemicelulosami a pektiny. Hemicelulosy a pektiny jsou vazany
na protofibrily a mikrofibrily chemickou vazbou (vodikovymi mistky). Touto kombinaci

vzniké v pfirody jeden z biologicky i chemicky nejodolnéjsi sacharidovy komplex.

2.5.2. Mikrobialni konsorcia
Rostlinny material s obsahem celulosy v bachoru je traven smési bachorovych

mikroorganisml (Lynd et al., 2002). Populaci bakterii, prvokli a hub. Vyznam a uc¢innost
jednotlivych mikroorganismt je vSak velice rozdilnd a mize mit pozitivni nebo negativni
charakter. Interace mezi jednotlivymi mikroorganismy jsou zalozeny na vzajemném
poskytovani Zivin nebo rastovych podminek. Interkace se nejvice projevuji pii degradaci
komponent krmiva, kterd je zavisla na spolupraci celulolytickych a necelulolytickych
mikroorganismu, dulezitym faktorem je rychlost a ucinnost degradace. V piipadé prvoku

v

celulolyticka aktivita neni zpiisobena symbidzou s celulolytickymi bakteriemi (obrazek 5).
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Obrézek 5: Interakce mezi prvokem, bakteriemi a houbami

Bachorové houby maji prokazany fibroliticky potencial, produkuji komplex celulas,
ale vzhledem Kk jejich nizkym poétim a pomalému ristu se doposud nepodafilo presné urcit
podil na fermentaci celulosy a miru kooperace s ostatnimi mikroorganismy (Cai et al., 2010).
V soucasnosti madme nejvetsi znalosti o kooperacich mezi bakteridlnimi druhy. Ptikladem
pozitivnich interakci v bachorovém prostiedi mizeme nejcastéji uvést bakterii Fibrobacter
succinogenes, ktera velice Casto kooperuje s ostatnimi druhy bakterii. Samotny druh nema
schopnost fermentovat pentosy, ale ma vysokou xylanolytickou aktivitu. Kombinaci s druhem
Butyrivibrio fibrisolvens, ktery je schopen fermentovat pentosy dochazi k rychlé a internzivni
produkci pentos i hexos zrostlinnych pletiv. Dal§im ptikladem je kooperace druhi
Fibrobacter succinogenes a Selemonas ruminantium, ve které podle Sawanona et al., (2011)
napomahd a urychluje $tépeni vlakniny v bachoru za zvySené produkce propionatu. Déle byly
prokdzany kooperace ve spolecné kultivaci celulolytickych a xylanolytickych bakterii
a metanogenit s anaerobnimi houbami, pifi které doSlo ke zvySeni -celulolytické
a xylanolytické aktivité (Joblin et al., 1990; Teunissen et al., 1993). V bachorovém prostiedi
neprobihaji pouze pozitivni interakce, byly prokazany také negativni interakce mezi
jednotlivymi druhy mikrooganismii. Byly prokazany a popsany u anaerobnich hub pfi sniZeni
pfilnavosti na rostlinny materiadl vlivem pfitomnosti ruminokokii. Ruminokoky produkuji
protein, ktery inhibuje fungalni celulolytickou aktivitu pomoci vazby na jejich celulasu nebo
na celulolyticky substrat (Bernalier et al., 1993).

Jednotlivé nutri¢ni interakce mezi celulolytickymi a necelulolytickymi bakteriemi jsou

znazornény na obrazku 6.
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2.5.3. Celulolytické bakterie
Hlavni podil na §tépeni vlakniny maji celulolytické bakterie (Miron et al., 1989; Jun et

al., 2007; Kobayashi et al., 2008), mezi nejvyznamnéjsi zastupce jsou povazovany piedevsim
druhy Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens a Ruminococcus albus (Forsberg
et al., 1997; Shinkai et al., 2007a; 2009; Cai et al., 2010). Tyto druhy bakterii jsou velice
specializované (Li et al., 2015b). Jako zdroj energie a uhliku vyuzivaji disacharidy,
trisacharidy a oligosacharidy, které jsou uvolilovany V pribéhu hydrolyzy celulosy
a hemicelulosy. Ruminokoky fermentuji pfedev$im celulosu a pentosany, ale Fibrobacter
succinogenes fermentuje jak celulosu, tak i Skrob (Sun et al., 2008; Shinkai et al. 2009;
Carberry et al., 2012; Kittelmann et al., 2013). Celulolytické bakterie pro svij rist potiebuji
fadu B vitamind, mastné kyseliny s rozvétvenym fetézcem a amoniak. Na dostupnosti téchto
zivin jsou celulolytické bakterie zavislé na ostatnich bachorovych mikroorganismech, jako

jsou prvoci a bachorové houby (Li et al., 2015a).
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Vedle téchto hlavnich celulolytickych bakterii se i¢astni fermentace celulosy také
ostatni bakterie. Rozkladu celulosy se ucastni také Butyrivibrio fibrisolvens, Butyrivibrio
Alakticidigens, Eubacterieum celulosolvens, Celulomonas fimi, Clostridium lochheadii
a Micromonospora propionici. Vsechny tyto druhy kromé Butyrivibrio fibrisolvens jsou
v bachoru zastoupeny nizkymi pocty a podle toho se také odrazi jejich podil na hydrolyze
celulosy (Dunne et al., 2012). Produkce enzymt schopnych $tépit celulosu je u vétSiny téchto
kmeni nizka nebo ji viibec neprodukuje. Produkce celulas u Butyrivibria fibrisolvens je velice
variabilni (Kobayashi et al., 2000).

2.5.4. Hydrolyza celulosy
Celulolytické mikroorganismy vyuzivad pro hydrolytické Stépeni celulosy rizné

enzymy, které se od sebe odlisSuji predevS§im vazebnym mistem a tedy i specifitou ptisobeni.
Nejprve pusobi exoglukanasy a endoglukanasy, které hydrolyzuji amorfni ¢ast celulosy
a vysledkem jejich plsobeni je smés celodextrinti (Williams et al., 1994). Nasledné dochazi
K ptisobeni celobiohydrolasy, kterd nastépena mista v této oblasti uvoliiuje a umoziuje tak
dalsi plisobeni hydrolas. Reakénim produkterm celobiohydrolasy je celobiosa. Vznikld smés
celodextrinli a celobiosy je aktivnim transportem piendSena do bunck, kde je Stépena

plisobenim enzymu B-glukosidasy na glukosu (obrazek 7).

HOHZC HOHZ(‘: HOHZT HOHZC
\IQ /FO\] /ho\l ‘ /‘\o\‘<0H /’\

Celobiohydrolaza

HOHzC HOH2C

‘\ / Celobio
<_/ K" / caoez,

l B—glukosidaza

‘70 OH
‘<OH /\\ Glukéza
or—|
OH

Obrazek 7: Hydrolyza celulosy
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Aktivita B-glukosidasy je nepfimo umérna velkosti §tépu a jeji aktivita vétSinou byva
podstatné vyssi nez u endoglukanas. Dale metabolické procesy vedouci k produkci energie ze
sacharidii pokracuji dalSimi kroky, které lze rozd¢lit na dvé faze. V prvni fazi dochazi
k hydrolyzovani polymert sacharidi na jednoduché rozpustné cukry, které jsou fosforylovany
za ucasti ATP a Stépeny na glyceraldehyd-3-fosfat, ktery je prvotnim substratem
pro metabolické procesy, ¢imz mikroorganismy ziskavaji energie (obrazek 8). Druhou fazi

jeziskavani energie ve form¢ ATP anaerobni produkci.

Celuléza Skrob Hemicelul6za Pektinové latky
\ l l i
Xylobi6za |
Celobiéza Maltoza Polygalakturonové
kyselina
Glukoza Xyléza a
Glukéza o )
Glukoza 1-P ostatni pentozy ‘
Galakturonova
—_— Glukoza 6-P 3 kyselina
Xyluléza

\
2-0x0-3-deoxy-6-
fosfoglukonat

Frukt6za-6-P

Xyluléza-P
Fruktéza-1,6-P - / |
Dihydroxyaceton-P ——— Glyceraldehyd-3-P = /
PYRUVAT

Obrazek 8: Hydrolyza strukturnich polysacharidi na jednoduché cukry

Jak jiz bylo zminéno, tak hlavnimi zastupci celulolytickych bakterii jsou Fibrobacter
succinogenes, Ruminococcus flavefaciens a Ruminococcus albus (Flint et al., 1999; Sun et al.,
2008; Shinkai et al. 2009; Carberry et al., 2012; Kittelmann et al., 2013). Ruminokoky tvofi
pfevaznou cast celulolytické populace Vv bachoru. Pocty ruminokokd dosahuji 6 — 10 %
celkové bakterialni populace v bachoru. Fibrobacter succinogenes tvoifi mensi cast
bachorovych celulolytickych bakterii, jeho podil mezi celulolytickymi bakteriemi je 10 — 40
%. Enzymovy komplex téchto tfi druht celulolytickych bakterii je pomérné odlisny.
Ruminokoky se vyznacuji nizkou produkei enzymu celobiohyrolasy a jsou diivodem horSiho
vyuzivani substratu. Naproti tomu Fibrobacter succinogenes je schopen rozkladat
mikrokrystalickou celulosu i v pfipadé, kdyz je ¢astecné signifikovana (Suen et al., 2011).

VSechny druhy téchto bakterii produkuji hemicelulasy, které vyuzivaji pro piistup k celulose
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v rostlinnych pletivech. Produkty, které vznikaji plsobenim enzyma hemicelulas
celulolytické bakterie vesmés nevyuzivaji.

Zajimavosti je zpohledu energetického hlediska fosforolytické Stépeni celobiosy.
Dochazi to vlivem pusobeni enzymu zvaného fosforylosa. Toto Stépeni je velice cCasto

vyuzivano druhem Ruminoccocus flavefaciens (Flint et al., 1994).

Celobiosa + P; T glukosa-1-P + glukosa. Vyznam S$té€peni
celobiosy spociva v tom, Ze pii tvorbé glukosa-1-fosfatu vznikéd makroergicka vazba, pii které
se nespotiebovava ATP. Pro dalsi metabolismus v pfipadé glykolyzy je potfeba na vznik
fruktosa-1,6-bifosfatu pouze jedna molekula ATP misto dvou. To znamena, ze pfi
fosforolytickém Sté€peni celobiosy ziskdva jednu molekulu ATP, coz ji zvyhodnuje pred
ostatnimi druhy bakterii.

Do roku 1983 bylo znamo, Ze celulolytické bakterie maji celulolytické enzymy vazané
na svlj bunéény povrch, podrobné&jsi popis vSak nebyl zndm az do té doby, kdy byl
z bunééného povrchu anaerobni bakterie Clostridum thermocellum izolovam multienzymovy
komplex zvany celulosom (Stern et al., 2015). Jeho popis byl velice slozity a sklada se z 14
riznych polypeptida s celulasovou a xylanasovou aktivitou. Jeho zéklad tvoii glykosylovany
protein, ktery je ukotveny k povrchové S-vrstvé bakteridlni buiiky pomoci kotviciho proteinu
a obsahuje oblast, kterd vaze vlastni enzymy a oblast vazajici celulosu. Cela tato struktura je
diky kotvicimu proteinu voln€ otafivd a umoziuje efektivni vyuziti vSech specifickych
hydrolas na ném véazanych. Enzymy vazané na stavebni protein maji katalytickou oblast, ktera
kotvi oblast zprostiedkovavajici vazbu enzymu (Bayer et al., 1998). Celulosom obsahuje
celou fadu enzymi, zejména endoglukanas, celobiohydrolas, hemicelulas, pektinas a chitinas
(Shoham et al., 1999). V genomu Clostridium thermocellum bylo izolovano 71 enzymu
obsahujici kotvici oblast pro celulosom (Zverlov et al., 2005; Stern et al., 2015).

Ptilnuti celulosomu na celulosu je zprostfedkovano doménou vézajici celulosu na
zakladnich stavebnim proteinu (obrazek 9). Planarni Cast oblasti vazajici celulosu se vlivem
vodikovych mistkli vaZe na povrchové fetézce celulosy, ¢imz je dan zaklad specifity a sily

vazby oblasti vazajici celulosu k jeji krystalické casti.
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Obrazek 9: Struktura celulosomu bakterie Clostridium thermocellum (Shoham et al.,
1999)
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Bachorové celulolytické bakterie Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus
flavefaciens a Ruminococcus albus tvofi na svém povrchu homologické celulosomy jako
v piipadé Clostridium thermocellum (Karita et al., 1997; Kirby et al., 1997; Reddy and
Morrison, 1998; Flint et al., 1999; Morrison and Miron, 2000; Ohara et al., 2000; Cai et al.,
2010; Jeon et al., 2011). Porovnani sloZeni a aktivity enzymového komplexu celulas
predstavuje dalsi krok v poznani procesu degradace vlakniny v travicim traktu jelenovitych

(Sun et al., 2008).

2.6. Metody pro studium mikroorganismii v bachoru

Jesté pred 30 lety bylo ziejmé, Ze bachorové bakteridlni druhy, které se izolovaly
pomoci klasickych kultivacnich technik, tvofi pouze zlomek celkové bakteridlni populace
vV bachoru. Objev a zavedeni molekuldrné genetickych metod umoziujici detekovat
a identifikovat pfitomnost i nekultivovanych druhii mikroorganismli, na zaklad¢ jejich
nukleovych kyselin potvrdilo domnénku o malém poznéni bachorovych mikrobiomu. Tento
fakt vnesl novy impulz do studia nejen celulolytické mikroflory, ale i do studia komplexniho
mikrobiomu zvitat i lidi (Shinkai et al., 2007b; Shinkai et al., 2010). Dnes se odhaduje,
ze klasickymi kultivaénimi technikami bylo zjistitelnych pouze 10 — 30 % druhti kolonizujici
bachor (Kochrginskaya et al., 2001; Koike et al., 2007; Koike et al., 2010). Mezi nejcastéji
pouzivané molekularné¢ genetické metody pro studium mikrobidlniho osidleni bachoru
se pouzivaji denaturani gradientovd gelova elektroforéza, kvantitativni polymerazova

fetézova reakce a sekvenovani nové generace.
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2.6.1. Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)
Tato metoda se pouziva pro urCeni genetickych rozdili mezi jednotlivymi

mikroobidlnimi spolecenstvy. DGGE je elektroforeticka metoda slouzici k identifikaci zmén
Vv jednotlivych bazich segmenti DNA. Prvnim krokem v tomto procesu je amplifikace tiseku
16S rDNA pomoci polymerazové feté¢zové reakce (PCR). Poté jsou produkty PCR vloZeny do
polyakrylamidového gelu s linearné rostoucim gradientem. V denaturujicim gradientovém
akrylamidovém gelu je dvouvldknovda DNA vystavena zvySenému denaturacnimu prostiedi
atim je postupné rozplétdna az na tzv. ,,domény“, resp. ,bandy“. Denaturacni prostiedi
je tvofeno kombinaci uniformni teploty a linearniho denaturujiciho gradientu tvofeného
mocovinou a formamidem (Muyzer et al.,, 1993). Teplota rozplétani téchto ,,domén‘
je sekvenéné specificka. Jestlize je dosazeno teploty rozplétani, za¢ne se dvouvlaknova DNA
postupné rozplétat. Casteéné rozpletena dvouvlaknova DNA ma v polyakrylamidovém gelu
sniZenou mobilizacni schopnost. Nasledkem posunii ve schopnosti mobility maji odlisné
useky DNA v akrylamidovém gelu odliSnad umisténi. Jestlize je takovy fragment kompletné

denaturovan, stava se nasledné schopnost migrace funkci velikosti.

2.6.2. Kvantitativni polymerazova retézova reakce (Real-Time, gPCR)
Real-time PCR je zalozena na sledovani pribéhu polymerazové fetézové reakce (PCR)

ptimo béhem reakce (#zv. ,,v redlném case') pomoci fluorescencnich sond ¢i barviv, které
detekuji mnoZstvi PCR produktu bé¢hem reakce zvySenim své fluorescencni aktivity. Jeji
vyhodou oproti konvenéni PCR je moznost piesného stanoveni vychoziho poctu kopii cilové
templatové sekvence DNA, ¢ili schopnost kvantifikace (Heid et al., 1996). Real-time PCR se
provadi s pomoci pfistroji zvanych cyclery, které umoznuji jak provadéni teplotniho
cyklovéni, tak detekci fluorescence v kazdém cyklu PCR. Fluorescence je méfena béhem
kazdého cyklu PCR a jeji intenzita je pfimo ¢i nepiimo Umérnd mnozstvi amplifikatu
pfitomného v reak¢ni smési. Kvantifikace se provadi prostiednictvim matematické analyzy
amplifikacnich kfivek vzniklych vynesenim naméfené fluorescence oproti pofadovému cislu
ptislusného cyklu. Typicka amplifika¢ni kiivka ma esovité zakiiveny tvar a Ize ji rozdé€lit na 3
casti: 1) ,,background" fazi kdy je amplifikatu tak malo, Ze jeho fluorescence jesté nedosahuje
méfitelnych hodnot, 2) exponencidlni fazi, kdy mnoZzstvi produktu exponencialné roste (trva
asi 4-8 cykla) a 3) fazi plato, kdy dochazi k saturaci systému, mnozstvi amplifikovaného
produktu se dale neméni a fluorescen¢ni signdl ziistdvad konstantni. Plati, ze ¢im dfive
amplifikacni kifivka dosdhne exponencialni faze, popt. ptekro¢i urcity fluorescencni prah

umistény do této faze, tim vice startovnich templatovych molekul bylo pfitomno ve vzorku na
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pocatku reakce (Bustin, 2000; Tichopad et al., 2003; Wong and Medrano, 2005; Belanche et
al., 2010; Skillman et al., 2006).

2.6.3. Sekvenovani nové generace (Next generation sequencing NGS)
Tyto nové metody pouzivané pro studium genetické variability mikrobialnich

spolecenstev vznikly v poslednich dvaceti letech (Fouts et al., 2012; Pope et al., 2012;
Kittelmann et al., 2013; Griininger et al.,, 2014). Jedna se o metody, které v porovnani
s klasickymi metodami sekvenovani umoznuji rychlé a cenové ptiznivé sekvenovani velkého
mnozstvi vzorkd najednou. Vyuzivan je princip paralelizace procesu sekvenovani, pti kterém
dochdzi k sekvenovani tisici az miliond sekvenci soucasné. Vysledkem je produkce
obrovského mnozstvi vystupnich dat snaslednou potfebou utfidéni a analyzovani
prostfednictvim bioinformatiky. VSechny metody NGS sekvenovani maji stejné obecné
schéma. V prvnim kroku templatovd DNA fragmentovana na useky nékolika set bazi
dlouhych. V druhém kroku jsou konce ziskanych fragmentli enzymaticky zatupeny
a napojeny na oligonukleotidy urcité sekvence. Ve tfetim kroku jsou jednotlivé fragmenty
oddélené¢ amplifikovany PCR reakci (u nékterych technologii tento krok chybi) a poté
paralelné sekvenovany. V tomto paralelnim sekvenovani se sekvenuji miliony sekvenci
najednou. Ve ¢étvrtém kroku jsou ziskany sekvence o délce 20 — 700 bp. Vytézek jednoho
runu sekvenatoru miize byt az nékolik Gb (Mardis, 2008; King and Scott-Horton, 2008;
Ansorge, 2009; Metzker, 2010). V soucasné dob¢ existuje cela fada riznych NGS technologii,
pii ¢emZz kazdd mé& své vyhody a nevyhody. NejCastéji pouzivanymi technologiemi
sekvenovani nové generace jsou: 454 Roche, Solexa (Illumina), Solid (Applied Biosystems),
lont Torrent (Life Technologies), PacBio (Pacifik Biosciences) a Oxford Nanopore (Claesson
etal., 2010; Jinemann et al., 2012; Shokralla et al., 2012; Kong et al., 2014).
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3. HYPOTEZY

cey

Soucasti komplexniho mikrobidlniho ekosystému piedzaludku voln€ Zijicich
piezvykavci je celulolyticka mikrobialni populace. O jejim slozeni a aktivité je dostupnych
malo informaci. Celulolyticky enzymovy komplex vtomto ekosystému je aktivnéjsi

a efektivnéjsi u volné zijicich prezvykavct ve srovnani s domécimi.
4. CIL PRACE

Popsat zastoupeni a sloZeni celulolytické mikrobialni populace podilejici se na §tépeni
vlakniny v bachorovém ekosystému jelena evropského. Izolovat a charakterizovat vyznamné

celulolytické enzymy.
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5. MATERIAL A METODY

5.1. Material

Chemikalie, substraty a standardy byly ziskany od spolecnosti Lachema, a. s. -
Neratovice, P-LAB, s. r. 0. - Praha, Sigma Oldrich, s. r. o., Difco, Acros Organics,

Amrescho, Pliva-Lachema, a. s. - Brno, Fluka-Labichom a Biorad (USA).

5.1.1. Komer¢ni kity
Kity uvedené vtabulce 2 - byly pouzity pro izolaci DNA zbachoru a ¢istych

bakterialnich kultur, pro purifikaci DNA fragmentt po PCR reakci, pro sekvenc¢ni reakci a pro
komplexni sekven¢ni reakci metodou next generation sequencing (izolace DNA z bachoru,

ptiprava PCR amplionu, pfiprava knihovny, pfiprava Sablon, sekvenovani).
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Tabulka 2: Seznam pouzitych kitl pro praci s DNA

Funkce Nazev Vyrobce
Izolace DNA ZR Fecal DNA Kit ™ Zymo Research
Izolace bakterialni DNA Dneasy Tissue Kit QIAGEN
Izolace DNA QlAamp DNA Stool Mini Kit QIAGEN
Z bachorového obsahu
Precistovani PCR produkti | QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN

Ptiprava knihovny pro

ziskané amplikony

NEBNext® Fast DNA Library Prep Set

for lon Torrent

New England Biolabs

Ptiprava knihovny

Agencourt AMPure XP Kit

New England Biolabs

Adaptér pro znaceni
konkrétnich vzorkt

knihovny

lon Xpress Barcode Adapters 1-16 Kit

New England Biolabs

Kvantifikace knihovny

lon Library Quantitation Kit

New England Biolabs

Kvantifikace knihovny

lon PGM Enrichment Beads

ThermoFisher Scientific

Piiprava sekvencniho

templatu

lon PGM HiQ View OT2 Kit

ThermoFisher Scientific

Sekvenovani sekvencénich

templatt

lon PGM HiQ View Sequencing Kit

Thermo Fisher

Scientific

Cip pro sekvenovani

lon 316 Chip Kit v2

ThermoFisher Scientific

5.1.2. PCR primery

Seznam specifickych primert pouzitych pii PCR reakci v této praci je v tabulce 3 —

a primerQ pouzitych pii qPCR v tabulce 4.
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Tabulka 3: Seznam pouzitych primeri pouzitych pfi PCR reakci

Oznaceni Sekvence (5 - 3) Zdroj
338 GC CGCCCGCCGLGLLeeaLaeeeaase Muyzer et al., 1993
CCGCCGCCGCCGCCGCACTCCTAC
GGGAGGCAGCAG
FP 341 CCT ACG GGA GGC AGC AC Muyzer et al., 1993
RP 534 ATT ACC GCG GCT GCT GG Muyzer et al., 1993
616 V AGAGTTTGATYMTGGCTCAG Loy et al., 2002
630 R CAKAAAGGAGGTGATCC Loy et al., 2002
BactBF GGATTAGATACCCTGGTAGT Fliegerova et al., 2014
BactBR CACGACACGAGCTGACG Fliegerova et al., 2014
D1F2 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG | Kittelmann et al., 2012
NLC2-AF |CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG |Kittelmann et al., 2012
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Tabulka 4: Seznam pouzitych primert pouzitych pii qPCR reakci

Oznaceni Sekvence (5 - 3) Zdroj
926F AAACTCAAAKGAATTGACGG De Gregoris et al., 2011
1062R CTCACRRCACGAGCTGAC De Gregoris et al., 2011
798F CRAACAGGATTAGATACCCT De Gregoris et al., 2011
967R GGTAAGGTTCCTCGCGTAT De Gregoris et al., 2011
928FirmF TGAAACTYAAAGGAATTGACG De Gregoris et al., 2011
1040FirmR ACCATGCACCACCTGTC De Gregoris et al., 2011
FS219F GGTATGGGATGAGCTTGC Koike et al., 2001
FS654R GCCTGCCCCTGAACTATC Koike et al., 2001
RA1281F CCCTAA AAGCAGTCTTAGTTCG | Koike et al., 2001
RA1439R CCTCCTTGCGGTTAGAACA Koike et al., 2001
RF154F GGACGATAATGACGGTACTT Tajima et al., 2001
RF425R GCAATCYGAACTGGGACAAT Tajima et al., 2001

5.1.3. Roztoky pro praci s DNA

10x TE pufr pH 8,0
TRIS.HCI 0,1 mol.I"*
EDTA - Na 10 mmol.I*

10 x TBE pufr pH 8,2
EDTA - Na 20 mmol.I*
TRIS.HCIpH =8 0,4 mol.I"
H3BOs; 0,9 mol.I"

50x TAE pufr pH 8,2
Tris base 240 g
0,5 M EDTA 10 ml
ledova kyselina octova 57,1 ml
dH,0 do 1000 ml
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0,5M EDTA pH 8,0

EDTA Na; 186,19

NaOH ~ 20 g (na upravu pH)

dH,0 do 1000 mi
Akrylamid 40% 38 g akrylamidu

2 g bisakrylamidu

Persulfat amonny 100 mg.ml™

Ethidium bromid zasobni roztok 10 mg.ml™

koncentrace v gelu 0,5 pl.ml™

10 x DNA vzorkovy pufr bromfenolova modi 250 mg
Tris-HCI (pH 7,6) 50 mM
Glycerol 60 ml
EDTA 10 mM
H,O do 100 ml

5.1.4. Kultivaé¢ni média

5.1.4.1. Médium M10 pro kultivaci anaerobnich bakterii
Pro anaerobni izolaci a kultivace bakterii bylo pouzito médium M10 ptipravené dle

Caldwella and Bryanta (1966) :

odstfedénd bachorova tekutina 100 ml
kvasni¢ny autolyzat 0,59
trypton 24
roztok heminu 10,0 ml
mineralni roztok I 38,0 ml
mineralni roztok 11 38,0 ml
smes te¢kavych mastnych kyselin 3,1ml
resazurin (0,1%) 0,5ml
roztok vitaminu 1,0 ml
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roztok mikroprvkl 1,0 ml

cystein 0,59

NaHCO3 4049

rustovy substrat 40¢g
Roztoky pro médium M10:

Mineralni roztok I (100 ml)

NaCl 12¢g
(NH4)2SO4 129
KH,SO4 069
CaCl, 0,12 g
MgS0,.7H,0 0,25¢g

Mineralni roztok II (100 ml)
KH>PO4 0,69

Roztok vitaminu (100 ml)

B1 thiamin 100 mg
B2 riboflavin 100 mg
B6 pyridoxin 100 mg
nikotinamid 100 mg
kys. pantothenova 100 mg
biotin 100 mg
K1 10 ml

PAB k. aminobenzoova 100 mg

Roztok mikroprvka (100 ml, pH 7)

NiCl, 38 mg
H3;BO, 50 mg
Na;Mo00,.2H,0 1,65 mg
FeS0O,4.7H,0 75 mg
MnS0O,4.4H,0 75 mg
ZnS0,.7H,0 75 mg
CuS0,4.5H,0 38 mg
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CoCl,.6H,0 38 mg

KAI(S04)2.12H,0 15mg
Chelaton 1 15 mg
NaOH 38 mg

Smés tékavvch mastnvch kyselin

octova 170 mi
propionova 60 ml
maselna 60 mi
valerova 10 ml
isomaselna 10 ml
isovalerova 10 ml
metylmaselna 10 mi
fenylpropionova 100 mg

Bachorové tekutina byla odebirana z bachoru jelenil ihned po uloveni (Obora Aglaja —
Dobii§ nebo volnost Dolni Krupd), vylisovana a sterilizovana (1 hod., 120 °C, 1 atm). Pfed
pouzitim byla odstiedéna (2 hod., 15 000 min™),(Lewett, 1978). Medium obsahovalo 10 %
(w/w) bachorové tekutiny.

Ristovym substratem byla glukosa nebo celobiosa nebo hemicelulosa nebo xylan nebo
carboxymethylcelulosa nebo celulosa powder. Médium bylo pfipraveno anaerobné, po Uprave
pH na 7,0 — 7,5, a po povareni bylo médium chlazeno a probublavano plynnou fazi o slozeni
CO;, — 80 %, N2 — 10 % a Hz — 10 %. Po ochlazeni na pfiblizné 30 °C byl ptfidan NaHCO3, po
jeho rozpusténi cystein a rlstovy substrat. Néasledovala Uprava pH na 6,8 — 7,0. Poté bylo
médium za stalého probublavani plynnou fazi (cca 15 minut) rozpliovano po 10 ml do 25 ml

nadob. Médium bylo sterilovano autoklavovanim pii 121 °C po dobu 25 minut.

5.1.4.2. Médium Cellulose Medium for Ruminococcus pro kultivaci anaerobnich bakterii
Pro anaerobni izolaci a kultivace bakterii bylo pouzito médium Cellulose Meium for

Ruminococcus piipravené dle Latham and Wolin, (1978):

kvasni¢ny autolyzat 01g
triptikdza (BBL) 059
mineralni roztok I 15,0 ml
mineralni roztok II 15,0 ml
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smés te¢kavych mastnych kyselin 0,1 ml

resazurin (0,1%) 0,1 ml
cystein 0,059
Na,COs3, 8 % roztok 5,0 ml
rastovy substrat 0,29

Roztoky pro médium Ruminococcus:

Mineralni roztok I (100 ml)

NaCl 1,29
(NH4)2S04 1,29
KH2SO4 0649
CaCl; 0,12¢g
MgS0,.7H,0 0,259
Minerdlni roztok II (100 ml)
KH2PO, 0649
Smés tékavych mastnych kyselin
octova 170 ml
propionova 60 ml
maselna 60 mi
valerova 10 mi
isomaselna 10 ml
isovalerova 10 ml
metylmaselna 10 mi
fenylpropionova 100 mg

Ristovym substratem byla celulosa powder. Médium bylo pfipraveno anaerobné,
po tpravé pH na 7,0 — 7,5 a po povaieni bylo médium chlazeno a probublavano plynnou fazi
0 slozeni CO; — 80 %, N, — 10 % a H, — 10 %. Po ochlazeni na pfiblizné 30 °C byl ptidan
Na,COs, po jeho rozpusténi cystein a ristovy substrat. Nasledovala tprava pH na 6,8 — 7,0.
Poté bylo médium za stalého probublavani plynnou fazi (cca 15 minut) rozplhovano po 10 ml

do 25 ml nddob. Médium bylo sterilovano autoklavovanim pii 121 °C po dobu 25 minut.
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5.1.4.3. Médium M10 pro kultivaci anaerobnich bakterii
Pro anaerobni kultivace bakterii bylo pouZito modifikované médium PYG Simtinek:

kvasni¢ny autolyzat 109
trypton 59
pepton 8¢
glukosa 80
celobiosa 19
maltosa 19
K,HPO, 29
roztok heminu 10,0 ml
mineralni roztok [ 20,0 ml
mineralni roztok 11 20,0 ml
vitamin K roztok 0,3ml
resazurin (0,1%) 0,5ml
tween 80 0,1 ml
cystein 059

Mineralni roztok I (100 ml)

NaCl 124
(NH,),S0,4 1,2 g
KH,SO, 0,69
CaCl, 0,12 g
MgS0,4.7H,0 0,259

Mineralni roztok 11 (100 ml)
KH,PO, 0,69

Médium bylo pfipraveno anaerobné, po upravé pH na 7,0 — 7,5 a po povareni bylo
médium chlazeno a probublavéano plynnou fazi o slozeni CO, — 80 %, N, — 10 % a H, — 10 %.
Po ochlazeni na pfiblizné 30 °C byl pfidan cystein, roztok vitaminu K. Nasledovala Gprava
pH na 6,8 — 7,0. Poté bylo médium za stadlého probublavani plynnou fazi (cca 15 minut)
rozpliovano po 10 ml do 25 ml nadob. Médium bylo sterilovano autoklavovanim pii 121 °C

po dobu 25 minut.
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5.1.5. Pouzité roztoky pri stanoveni enzymovych aktivit

Fosfatovy pufr 100mM (pH 6): 15,6 g.I"* NaH,PO, . H,0

Roztok BSA

Roztok Bradford (200 ml): 100 mg Coomasie Brilliant Blue G-250, rozpusténo v 50 ml
etanolu, bylo pfidano 100 ml 85 % H3PO,

25% kyselina trichloroctova 25 + 75 vody

0,5 N NaOH: 20 g1t

Roztoky pro SDS-elektroforézu

200 mM TRIS: 24,22 g.I'"*

50 mM CaCL; s 2,5 % agaru pH 8.0

0,2% PNP-beta-D-glukopyranosid: 2 mg.I"t

2% Na,CO3 20g.I"

0,3 M ZnSOy: 86,262 g.I"

0,3 M Ba(OH).: 94,644 g.I"

PNP cellobiosid: 1 mg.ml*

PNP glykosid 2 mg.ml™*

1M NaCl: 58 g.I*

0,2% kongo Cerven: 29l

0,5% substrat 5g.I'" (CMC, xylan)
1% tributyrin: 1 ml do 100 ml H,O
50mM CaCly: 5,55 g.I"*

2,5% agar: 25g.I"

5.1.6. Pouzité piistroje
Vortex VELP Scientifica (Italie)

Vortex P-Lab, Scientific Instruments (CZ2)

Autoklav PS 20A (Chirana Praha, CZ)

Vytapéné michadlo 1000, Jenway (UK)

Odstiedivka Hawk IE/05, MSE (UK)

Mikroodsttedivka Force F, Denver Instrument (USA)

Zdroj na ELFO PowerPac Basic, Biorad (USA)

Cyklicky vodni ohtiva¢ DC10, HAAKE (Némecko)

Véahy L42D, Sartorius Laboratory (Némecko)

UV Transiluminator TF-20M, Bioblock Scientific (Francie)
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UV box, Herold GmbH (Némecko)

PCR termocykler T-personel Combi, Biometra (Némecko)

Sekvenator ABI Prism 3100 Avant (UK)

pH metr Jenway 3310 (UK)

PCR termocykler MX 3005 ™, Stratagene (USA)

Fotodokumenta&ni systém GelDoc'™ XR, Biorad (USA)

Software Image/Lab verze 2.0, Biorad (USA)

DGGE systém Protean II xi Cell, Biorad (USA)

Water Purification System Direct — Quys, Millipove (USA)

Vortex Zx* VELP (Scintifica, Italie)

Vari¢ Eta 2109 000 (CZ)

Zdroj na ELFO PowerPac 1000 (BioRad, USA)

Fotodokumenta&ni systém GelDoc M XR" (Biorad)

Softwer Image Lab verze 2.0 (Biorad)

Ultrazvukovy desintegrator

pH metr 3310 Jenway (Velka Britanie)

Autoklav PS 20A (Chirana Praha, CZ)

Termostat TCH 100 (Laboratorni pfistroje Praha, CZ)

Mrazici box VT327 (Vestfrost, Némecko)

GraphPad instat ver 3.0 (GraphPad software, USA)

spektrometr Thermo spectronic Biomate 5 (Thermo Spectronic, ChromSpec, UK),
Sunrise Tecan (Schoeller)

vodni lazent Julabo TW 12 (Némecko)

odstfedivka MLW K 23D Janetzki (Némecko), MLW K 24D Janetzki (Némecko),
Hawk 15/05, MSE (UK)

analytické vahy 1420 D Sartorius laboratory

mikropipety Nichipet EX Nichiryo (Japonsko), Transferpette (Japonsko)

Spicky Neptune

termostat TCH 100 (Laboratorni ptistroje Praha, CZ)

sekvenator Ion Torrent '™ — Personal Genome Machine s piislusenstvim

MiniProtean (Bio-Rad, USA)

Bio-Rad Protean IEF Cell (Bio-Rad, USA)
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5.2. Metody

5.2.1. Odbér vzorki
Vzorky byly odebirany v dvou lokalitach: ve volném chovu v oblasti Strazného na

Sumavé a v obofe Aglija nedaleko Dobiise. Vzorky byly odebirany z bachori jelenti
ulovenych odstfelem a exkrementii sbiranych v okoli krmicich zafizeni v obdobi lovu
0d 15.11. do 15.1.0d roku 2012 do roku 2014 v dob¢ vegetacniho klidu dfevin. Vzorky
od domaciho skotu byly odebirany pii porazce. Bylo odebrano 35 vzorku z bachoru jeleni
zvete ve volném chovu zvéie, 33 vzorkl z bachoru jeleni zvéte v obornim chovu, 22 vzorki
Z bachoru dan¢i zvéie v obornich chovu, 1 vzorku z bachoru srn¢i zvéfe z volného chovu,
5vzorkli z bachoru tura domaciho, 4 vzorky zbachoru ovce, 15 vzorkd exkrementd
ve volném chovu, 12 vzorkd exkrementli v obornich chovu (tabulka 5). Vzorky byly
odebirany do sterilnich plastovych vzorkovnic o objemu 25 ml a byly skladovany v mrazicim

boxu pfi teploté -60 °C.
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Tabulka 5: Seznam a oznaceni jednotlivych odebranych vzorki pouzitych ve studii

Poradi | Oznaceni | Pohlavi Stari Odbér Misto sbéru | Navazka | Rok sbéru
1 1 3 bachor volnost 156 2012
2 2 4 bachor volnost 140 2012
3 3 5 bachor volnost 142 2012
4 4 3 bachor volnost 138 2012
5 5 3 bachor volnost 164 2012
6 6 3 bachor volnost 148 2012
7 7 2 bachor volnost 147 2012
8 8 3 bachor volnost 142 2012
9 9 6 bachor volnost 145 2012
10 10 5 bachor volnost 160 2012
11 11 3 bachor volnost 160 2012
12 12 2 bachor volnost 155 2012
13 13 kolouch 1 bachor volnost 160 2012
14 14 kolouch 1 bachor volnost 138 2012
15 15 kolouch 1 bachor volnost 151 2012
16 16 kolouch 1 bachor volnost 148 2012
17 17 kolouch 1 bachor volnost 143 2012
18 18 kolouch 1 bachor volnost 156 2012
19 19 kolouch 1 bachor volnost 148 2012

20 20 kolouch 1 bachor volnost 165 2012
21 21 kolouch 1 bachor volnost 168 2012
22 22 - bachor volnost 162 2013
23 23 - bachor volnost 151 2013
24 24 - bachor volnost 160 2013
25 25 - bachor volnost 163 2013
26 26 - bachor volnost 156 2013
27 27 - bachor volnost 161 2013
28 28 - bachor volnost 146 2013
29 29 - bachor volnost 159 2013
30 30 - bachor volnost 151 2013
31 31 - bachor volnost 151 2013
32 32 - bachor volnost 158 2013
33 33 - bachor volnost 158 2013
34 34 - bachor volnost 155 2013
35 35 - bachor volnost 144 2013
36 36 kolouch - bachor obora 141 2012
37 37 jelen 3 bachor obora 141 2012
38 38 jelen 7 bachor obora 146 2012
39 39 jelen 2 bachor obora 151 2012
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40 40 jelen 2 bachor obora 151 2012
41 41 jelen 10 bachor obora 145 2012
42 42 lan 5 bachor obora 148 2012
43 43 lani 5 bachor obora 145 2012
44 44 lani 6 bachor obora 145 2012
45 45 lani 4 bachor obora 147 2012
46 46 kolouch 6 m bachor obora 152 2012
47 47 kolouch 9m bachor obora 145 2012
48 48 kolouch 6 m bachor obora 148 2012
49 49 kolouch 8m bachor obora 141 2012
50 50 kolouch 8m bachor obora 152 2012
51 5l lani - bachor obora 145 2013
52 52 lan - bachor obora 148 2013
53 53 kolouch - bachor obhora 160 2013
54 54 kolouch - bachor ohora 160 2013
55 55 kolouch - bachor obora 144 2013
56 56 kolouch - bachor obora 156 2013
57 57 jelen - bachor obora 174 2014
58 58 jelen - bachor obora 176 2014
59 59 jelen - bachor obora 152 2014
60 60 jelen - bachor obora 146 2014
61 61 lan - bachor obora 152 2014
62 62 lan - bachor obora 167 2014
63 63 lan - bachor obora 159 2014
64 64 kolouch - bachor obora 157 2014
65 65 kolouch - bachor obora 152 2014
66 66 kolouch - bachor obora 154 2014
67 67 kolouch - bachor obora 165 2014
68 68 kolouch - bachor obora 152 2014
69 69 dan¢k - bachor obora 186 2014
70 70 dan¢k - bachor obora 152 2014
71 71 danék - bachor obora 147 2014
72 72 danék - bachor obora 155 2014
73 73 danék - bachor obora 144 2014
74 74 dan¢k - bachor obora 147 2014
75 75 danéla - bachor obora 154 2014
76 76 danéla - bachor obora 153 2014
77 77 danéla - bachor obora 159 2014
78 78 danéla - bachor obora 159 2014
79 79 dance - bachor obora 180 2014
80 80 dance - bachor obora 153 2014
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81 81 dance bachor obora 182 2014
82 82 dance bachor obora 160 2014
83 83 dance bachor obora 157 2014
84 84 dance bachor obhora 150 2014
85 85 dance bachor ohora 164 2014
86 86 dance bachor obora 170 2014
87 87 dance bachor obora 156 2014
88 88 dance bachor obora 155 2014
89 89 dance bachor obhora 176 2014
90 90 dance bachor obora 146 2014
91 91 - bachor volnost 152 2013
92 92 bachor chov 156 2013
93 93 ovce bachor chov 393 2017
94 94 ovce bachor chov 372 2017
95 95 ovce bachor chov 372 2017
96 96 ovce bachor chov 413 2017
97 97 bachor chov 394 2017
98 98 bachor chov 420 2017
99 99 bachor chov 400 2017
100 100 bachor chov 377 2017
101 101 kolouch exkrementy volnost 145 2012
102 102 kolouch exkrementy volnost 146 2012
103 103 kolouch exkrementy volnost 142 2012
104 104 kolouch exkrementy volnost 148 2012
105 105 kolouch exkrementy volnost 152 2012
106 106 lan exkrementy volnost 145 2012
107 107 lan exkrementy volnost 141 2012
108 108 lan exkrementy volnost 150 2012
109 109 lan exkrementy volnost 148 2012
110 110 lan exkrementy volnost 152 2012
111 111 lan exkrementy volnost 148 2012
112 112 jelen exkrementy volnost 149 2012
113 113 jelen exkrementy volnost 139 2012
114 114 jelen exkrementy volnost 148 2012
115 115 jelen exkrementy volnost 150 2012
116 116 jelen exkrementy obora 149 2012
117 117 jelen exkrementy obora 150 2012
118 118 jelen exkrementy obora 145 2012
119 119 lan exkrementy obora 146 2012
120 120 kolouch exkrementy obhora 148 2012
121 121 lan exkrementy ohora 148 2012
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122 122 lan - exkrementy obora 146 2012
123 123 kolouch - exkrementy obora 149 2012
124 124 lan - exkrementy obora 150 2012
125 125 jelen - exkrementy obhora 148 2012
126 126 kolouch - exkrementy ohora 143 2012
127 127 kolouch - exkrementy obora 148 2012

5.2.2. Charakteristika lokality volného chovu jelenii v oblasti Strazného
Rozloha této lokality je 3500 ha. Zastoupeni difevin: 70 % jehlicnatych a 30 %

listnatych dievin. Jeleni zvét se v pribéhu roku nepfikrmuje, pouze v obdobi nouze, které
za¢ind od listopadu do bfezna. V této dob€ se zvef prikrmuje objemnymi, jadrnymi
a duznatymi krmivy. Do téchto krmiv, kterd jsou predkladdna zvéti patii seno, vojtéska,

je¢nem, oves, krmna fepa a mrkev.

5.2.3. Charakteristika lokality oborniho chovu jelenii v obofe Aglaja u DobriSe
Rozloha obory je 490 ha. Zastoupeni dievin: 40 % jehlicnatych a 60 % listnatych

dievin. Zvér se v této lokalité pfikrmuje po cely rok objemnymi, jadrnymi i duznatymi
krmivy. Nejcastgji pfedkladana krmiva jsou seno, vojtéska, jeCmen, oves, pSenice, fepkové

pokrutiny a krmna fepa.

5.3.  Molekularné-geneticky  screening  zastoupeni  celulolytickych
mikroorganismiit v bachorovém obsahu jelena evropského pomoci

molekularné-genetickych metod

5.3.1. Izolace DNA
DNA byla izolovana pomoci komerénich kiti QlAamp DNA Stool Mini Kit nebo ZR

Fecal DNA Kit™ dle navodu vyrobce. Koncentrace a &istota ziskané DNA byla kontrolovana
vizualné¢ pomoci horizontalni agarosové elektroforézy. Gel na elektroforézu byl pfipraven
jako 1,2 % roztok agarosy v TBE pufru. Vzorky byly na gel davkovany ve smési

se vzorkovym pufrem v poméru 2:1 (Sambrok et al., 1989).

5.3.2. Polymerazova ietézova reakce (PCR) — Amplifikace useku 16S rDNA
Namnozeni vybranych tsekii 16S rDNA bylo provedeno pomoci metody PCR.

Reakéni smés byla ptipravena v boxu osSetfeném UV svétlem.
Reakéni smés obsahovala:

DNA 1 ul
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Forvard primer 338 GC 1 ul

Revers primer RP 534 1 ul
PCR readymix 15 ul
PCR H,O 12 ul

Pro PCR byl v termocykleru pouzit nasledujici program: denaturace 5 minut pii 94 °C,
36 amplifikacnich cykli (30 sec denaturace pti 94 °C, 20 sec prisednuti primert pti 61 °C a 40

sec polymerace pii 72 °C) a zavérecna elongace (7 minut pii 72 °C).

5.3.3. Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)
Denaturacni gradientova gelové elektroforéza byla pouzita ke sledovani bakteridlni

populace traviciho traktu jelena lesniho. Denaturacni gradientova gelovéa elektroforéza
je elektroforetickd metoda, ktera dokaze rozlisit fragmenty DNA stejné délky lisici
se v alespon jedné bazi. V denatura¢nim gradientovym akrylamidovém gelu je dvouvlaknova
DNA vystavena rostoucimu denaturaénimu gradientu a disociuje (,,taje”) v oddélenych
oblastech. Rozvolnénim DNA se snizuje jeji pohyblivost v polyakrylamidovém gelu.
Denaturacni prostiedi je tvofeno kombinaci uniformni teploty (60 °C) a linearniho
denaturujiciho gradientu tvofeného mocovinou a formamidem (Muyzer et al., 1993).

Gradient je tvofen postupnym misenim dvou roztokii o rizné denaturacni sile. Gel se
lije do sestavenych desek a necha se polymerovat ve vodorovné poloze alesponi 1 hodinu.
Pouzité roztoky udava tabulka 6. Gel je na korpusu ponoten do 14zn¢ temperované na 60 °C.
16S rDNA byla amplifikovana pomoci rekce PCR, ktera je uvedena vyse. Ziskany produkt
byl nanesen na gel.

Vlastni elektroforéza probiha po dobu 18 hodin za konstantniho napéti 55 V. Po
skonéeni je gel barven 30 minut v roztoku SYBR Green | (Sigma-Aldrich, CR). Nasledné je
gel vyfocen a analyzovéan ve fotodokumentadnim systému GelDoc™ XR' od firmy Biorad.

DGGE gel byl analyzovan softwarem Bionumerics v. 7.2.1 pro normalizaci gelu,
detekci pasem a vypocet diverzity a vzdalenych matic. Dendrogram byl vytvofen pomoci

UPGMA s Pearsonovou korelaci.
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Tabulka 6: Roztoky pro piipravu DGGE geli

Stupen denaturace 35 % 60 %
40 % akrylamid 5,56 ml 5,56 ml
50x TAE 0,5 mi 0,5ml
Formamid 3,5mi 6 ml
Mocovina 3,675¢ 6,39
H>O 12,25 ml 9,5 mi
TEMED 20 pl 20 pl
Persulfat amonny 200 pl 200 pl

5.3.4. Sekvenovani
Vybrané fragmenty DNA byly identifikovany néasledujicim zplGsobem: DNA byla

vyfiznuta z gelu sterilnim skalpelem, jeden mikrolitr roztoku obsahujici fragmenty gelu byl
amplifikovan zplGsobem popsanym vySe (amplifikace useku 16S rDNA — byly pouzity
primery 341FP + 534RP). Amplifikacni proces byl zkontrolovan pomoci agardézové
elektroforézy za ptitomnosti DNA markeru 200 az 1500 pb (Top-Bio, CZ). Ziskany produkt
byl piecistén kitem QIAquick PCR Purification Kit. Sekvenovani bylo provedeno
ve spolecnosti SEQme (CZ).

Sekvence ve formatu *.abl byly zkontrolované a upravené v programu Geneious
v10.2.3. Sekvence ziskané pomoci forward a reverz primeru byly u kazdého vzorku srovnané
pomoci alignovaciho algoritmu geneious s defaultnimi parametry. Ziskand konsenzni
sekvence byla vyexportovana a identifikovan pomoci programu SEED2 a databazi RDP

a NCBI (Kearse et al., 2012; Vétrovsky and Baldrian, 2013).

5.3.5. Priprava agarézového gelu
Agardzova elektroforéza byla pouzita pro zjisténi ¢istoty, formy a koncentrace

izolované DNA a PCR produktii. Byl pfipraven 1,2 % agar6zovy gel v TBE tlumivém roztoku
(Maniatis et al., 1982). Elektroforéza probihala 1 hodinu pfi napétové spadu 8 — 10 V/ecm.
Po skonceni byla DNA barvena etidium bromidem o koncentraci 0,5 pg/ml (Sambrook et al.,
1989). DNA byla vizualizovana a dokumentovana ve fotodokumentacnim systému od firmy

Bio-Rad. Stejny systém byl pouzit i pro zjistovani velikosti DNA fragmentli porovnanim
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s molekulovymi standardy. Pro agar6zové elektroforézy byl pouzit DNA marker 200 az 1500
pb (Top-Bio, C2).

5.3.6. Next generation sequencing

Sekvenovani nové generace bylo provedeno na zdklad¢ posloupnosti nasledujicich
krokti. Po izolaci DNA =z bachorového obsahu kitem QIAamp DNA Stool Mini Kit.
Nasledovala ptiprava PCR amplikonu. Oblast bakterii V4-V5 regionu 16S rRNA a oblast hub
ITS region (18S — 28S) se amplifikovala podle nasledujici reakce:

DNA 1 pl
Forvard primer 1 ul
Revers primer 1 ul
One Taqg Mater Mix (NEB, USA) 15 ul
PCR dH,0 12 ul

Pro amplifikaci bakterii PCR byl v termocykleru pouzit nasledujici program:
denaturace 10 minut pii 95 °C, 45 amplifikaénich cyklt (30 sec denaturace pii 95 °C, 30 sec
pfisednuti primert pifi 57 °C a 30 sec polymerace pfi 72 °C) a zavérecna elongace (7 minut pfi
72 °C) (Fliegerova et al., 2014).

Pro amplifikaci hub PCR byl v termocykleru pouzit nasledujici program: denaturace
5 minut pii 94 °C, 30 amplifikacnich cykli (30 sec denaturace pii 94 °C, 30 sec pfisednuti
primert pii 52 °C a 30 sec polymerace pii 72 °C) a zavérecna elongace (5 minut pii 72 °C)
(Kittelmann et al., 2012).

Amplikony byly purifikovany pomoci kitu QIAquick PCR Purification Kit a jejich
eluce byla stanovena na 35 ul. Koncentrace byla stanovena spektrofotometrem metodou
NanoDrop. Daéle pro ziskané amplikony byla pfipravena knihovna, pii které se na ziskané
amplikony liguji sekvenacni adaptéry. Ptiblizné 100 ng DNA bylo pouZito pro pfipravu
knihovny pomoci NEBNext® Fast DNA Library Prep Set for Ion Torrent, dle navodu
vyrobce. Pomoci kitu Ion Xpress Barcode Adapters, dle navodu vyrobce byly oznaceny
jednotlivé vzorky a déle jednotlivé knihovny se kvantifikovali qPCR postupem pomoci lon
Library Quantitation Kit, dle navodu vyrobce, a promichanim bylo ziskano 25 pl smési
s ekvimolarni koncentraci 26 pM pro kazdy vzorek. Dale byly pfipraveny zesilené sekvenéni
teplaty pro sekvenovani pomoci Ion PGM HiQ View OT2 Kit, dle navodu vyrobce pomoci
zafizeni One Touch 2. Vytvoreny sekvencni templat z pfedchoziho kroku byla sekvenovana

na platformé Ion Torrent PGM pomoci ¢ipu lon 316 Chip Kit v2. Ziskana data z lon Torrent
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PGM byly ziskdny ve formatu .fastq, ktery je kombinaci kvalitativni informace (q)
a sekvencemi (fasta). Vznikld data byla zpracovana pomoci softwaru QIIME 1.9.1., podle
pozadavku uzivatele: boxploty zatoupeni jednotlivych druhti mikroorganismii nebo skupin
V jednolitych vzorcich, alfa a beta diverzita a analyza PCoA (Caporaso et al., 2010;
Fliegerova et al., 2014).

5.3.7. Real - Time - gPCR

Sledovani poctu celkovych bakterii a jednotlivych subpopulaci bylo provedeno
metodou real-time PCR.

Metoda je zaloZena na klasické polymerdzové fetézové reakci PCR s tim rozdilem,
zZe specialni pfistroj umoznuje kontinudlné monitorovat ptirastky DNA béhem kazdého cyklu,
Zakladni podminkou je pfitomnost fluorescencni barvy, kterd se vaze na syntetizovanou DNA
a uroven detekované fluorescence pak odrazi mnozstvi nasyntetizované nukleové kyseliny.
Data jsou sbirana béhem celého PCR procesu na termocyklerech s optikou umoziujici detekei
fluorescence (Heid et al. 1996; Bustin, 2000; Tichopad et al., 2003; Wong and Medrano,
2005; Skillman et al., 2006; Belanche et al., 2010).

Reakéni smés byla pfipravena v boxu osetfeném UV svétlem a reakéni prostiedi

obsahovalo:
DNA 1 ul
Primer forward 10 mM 0,5 ul
Primer revers 10 mM 0,5 ul
Xceed mix 10 pl
PCR dH,0 8 ul

Na analyzu bakteridlnich populaci byly pouzity nasledujici dvojice primert
s teplotnimi profily podle uvedenych autorti praci: Celkové bakterie: 926F + 1062R (De
Gregoris et al., 2011); kmen Bacteroides: 798F + 967R (De Gregoris et al., 2011); kmen
Firmicutes: 928FirmF + 1040FirmR (De Gregoris et al., 2011); druh Fibrobacter
succinogenes: FS219F + 654R (Koike et al., 2001); druh Ruminococcus albus: RA1281F +
RA1439R (Koike et al., 2001); druh Ruminococcus flavefasiens: RF154F + RF425R (Tajima
etal., 2001).

Externi standardy pouzit¢ pro PCR amplifikaci v redlném case byly pfipraveny
S pouzitim sériového ziedéni DNA izolované ze znamého poctu bunék z kmenti Fibrobacter

sukcinogenes (S85), Ruminococcus flavefaciens (FD-1) a Ruminococcus albus (7).
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5.4. lzolace Ccistych kultur celulolytickych mikroorganismu
kultivacnimi  technikami anaerobni mikrobiologie a jejich
biochemicka a sekvenancni identifikace pomoci 16S rDNA. Ovéreni
biochemické aktivity vybranych kmenu pri Stépeni raznych typu
celulosy, zejména aktivity celulasy (EC 3.2.1.4), endoglukanasy (EC
3.2.1.6) a celobiohydrolasy (EC 3.2.1.91)

5.4.1. Izolace celulolytickych bakterii
Izolace byly provadény za anaerobnich podminek v rukavicovém boxu s anaerobni

atmosférou a metodou ROLL-TUBE (Hugate, 1950), na agarovych Zivnych puidach M10
S riznymi substraty (celobiosa, karboxymethylcelulosa, glukosa, filtraéni papir Whatman
a xylan), agarovych zivnych pidach medium Celulose for Ruminococcus a na agarovych
zivnych padach modifikovaného PYG media. Po 24 — 48 (120) hodinové¢ kultivaci se narostlé
kolonie preockuji do tekutého média M10 s danym substratem, Celulose for Ruminococcus
a modifikované PYG. Po nartstu budou z izolatd ptipraveny stéry a obarveny metodou podle
Grama (Ogimoto and Imai, 1981). K dlouhodobému ukladani budeme kultury zmrazovat s

ptidavkem 20 % glycerinu a uchovavat pfi teploté¢ —60 ° C.

5.4.2. Kultivace celulolytickych bakterii
Kultivace cistych a smésnych kultur mikroorganismi byly provadény nésledujicimi

zpiisoby. Kultivace v penicilinkadch pod anaerobni atmosférou v objemech 20 ml umisténymi
VvV termostatu, v infuznich (NTS) ldhvich o objemech 100, 300 nebo 500 ml s gumovymi
zatkami s pfevleCenym hlinikovym vickem v termostatu , ve zkumavkach Hungate o objemu

10 ml v termostatu a na agarovych plotnach v Petriho miskach umisténych v anaerostatu.

5.4.3. 1zolace DNA
DNA byla izolovana pomoci komeréniho kitu Qiagen — Dneasy Tissue Kit, dle navodu

vyrobce.

5.4.4. Polymerazova ietézova reakce (PCR) — Amplifikace useku 16S rDNA
Namnozeni vybranych tsekii 16S rDNA bylo provedeno pomoci metody PCR.

Reakéni smés byla ptipravena v boxu oSetfeném UV svétlem. Reakéni smés obsahovala:

DNA 1 ul
Forvard primer 616 V 1 pl
Revers primer 630R 1 pl
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PCR readymix 15 pul
PCR H,0 12 pl

Pro PCR byl v termocykleru pouzit nasledujici program: denaturace 1 minut pii 94 °C,
30 amplifikacnich cykli (40 sec denaturace pii 94 °C, 40 sec prisednuti primera pti 52 °C a 90
sec polymerace pii 72 °C) a zavérecna elongace (10 minut pii 72 °C) (Loy et al., 2002).

5.4.5. Sekvenovani
Amplicon genu byl ziskdn za pouziti primerd 616V a 630R za podminek PCR

uvedenych vySe (Loy et al., 2002). Amplifikacni proces byl zkontrolovan pomoci 1,5%
agarozové elektroforézy (115 V, 40 min) za ptitomnosti DNA markeru 200 az 1500 pb (Top-
Bio, CZ). Poté byly amplikony piecistény pomoci komeréniho kitu QIAquick PCR
Purification Kit, dle ndvodu vyrobce. Sekvenovani bylo provedeno ve spole¢nosti SEQm
(CZ). Sekvence ve formatu *.abl byly zkontrolované a upravené v programu Geneious
v10.2.3. Sekvence ziskané pomoci forward a reverz primeru byly u kazdého vzorku srovnané
pomoci alignovaciho algoritmu geneious s defaultnimi parametry. Ziskand konsenzni
sekvence byla porovnana s internetovou databazi GenBank NCBI se sekvencemi piibuznych
druht bakterii v softwaru BLAST. Vysledna zkontrolovana sekvence nového druhii (cca 1500
pb) byla uloZena v databazi GenBank pomoci systému Banklt

<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/?tool=genbank>.

Sekvence byly alignované pomoci defaultniho algoritmu programu Geneious ("global
alignment with free end gaps", "Cost matrix: 65 % similarity") s automatickym urenim
spravné orientace sekvenci (Kearse et al., 2012). Pro vypocet distan¢ni matice sekvenci byl
pouzity model "Tamura-Nei" a nasledné¢ byl vytvofeny stromek metodou UPGMA.
Pro vypocet spolehlivosti vétvi byla data 1000x resamplovana ("bootstraping"). Grafické
upravy stromku (font a barva pisma, rozméry, atd.) byly provedené v programu MEGA
(Tamura et al., 2013; Kumar et al., 2016).

5.4.6. DNA — stanoveni pribuznosti bakterii
Pfibuznost bakterii byla hodnocena pomoci hybridni techniky DNA-DNA (DDH).

DNA bakterie svysokou molekulovou hmotnosti pro porovnani kmenti pro DDH byly
ziskany na zéklad¢ protokolu (Gevers et al., 2001). Na zéaklad¢ protokola (Goris et al., 1998;
Cleenwerck et al., 2002) byla pouzita metoda mikrodesti¢ek pro stanoveni obsahu G + C bazi.
Pro vypocet hybridizacni teploty byla pouzita metoda HPLC (Killer et al., 2014). Byly

provedeny tii nezavislé meteni a vyslednd hodnota byly vypoctena jako aritmeticky pramér.
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5.4.7. Fylogenetické studie
Fylogenetické vztahy mezi kmeny byly hodnoceny pomoci stromki zalozenych na

16S rRNA. Pro konstrukci stromkl byly z databaze NCBI <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/>
ziskany sekvence pouze typovych kment patficich k urcité bakterii a pouzity pro ClustalW
alignment v Geneious v7.1.7 software. Nesrovnalosti v sekvencich byly upraveny vylouc¢enim
Spatné vyrovnanych pozic a rozdilnych oblasti pomoci serveru Gblocks (Castresana 2000).
Pro vytvofeni fylogenetickych stromli byly pouzity metody bootstrap (1000 replikaci),
Kimura 2-parametricky model, nearest-neighbor-interchange heuristic method and maximum-
likelihood implementovany v softwaru MEGA 6.06 (Tamura et al., 2013; Kumar et al.,
2016). Geneticka rozdilnost a fylogenetické vztahy kmenti byly také hodnoceny pomoci
parcidlnich sekvenci rpsA (kodujici 30S ribozomalni protein S1) a rplB (kodujici 50S
ribozomalni protein L2) geny. Primery lemujici variabilni oblasti byly navrzeny na zakladé
sekvenci genu  nalezenych v genomech  dostupnych v  databazi NCBI
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/>, tak, aby byly pouzitelné k identifikaci,
charakterizaci a k fylogenetickym studiim co nejvétsi pocet riznych druhid. Primery byly
generovany pomoci aplikace Primer3 na zdkladé konsenzudlni sekvence vytvofené
algoritmem Genetical Alignment v softwaru Geneious 7.1.7. Nasledné pouZité primery byly
pomoci reakce PCR vytvofeny amplikony. Vypocty sekvenénich podobnosti byly
automaticky provedeny v programu Geneious v7.1.7. (Kearse et al., 2012). Metodika pro
tvorbu fylogenetickych stromii zaloZené na variabilnich oblastech byly vytvotfeny podobné
jako u 16S rRNA. Pro ucely srovnani byly sekvence kment ziskany hlavné z kompletnich

genomovych sekvenci umisténych v databazi NCBI.

5.4.8. Fenotypova charakterizace
Fenotypové hodnoceni fylogeneticky ptfibuznych bakteridlnich kmeni se soustiedilo

na profilovani bunécnych mastnych kyselin, stanoveni rozsahu teploty ristu a pH,
biochemické vlastnosti (schopnost fermentovat rtzné sacharidy, aktivitu specifickych
enzymu), stanoveni specifické extracelularni aktivity enzymi, fermenta¢nich produktd,
bunééné morfologie, peptidoglykanové struktury a citlivosti na podminky aerobniho ristu.
Profily bunécnych mastnych kyselin byly analyzovany s pouzitim standardu Supelco 37
Component FAME Mix (USA) (Killer et al., 2010). Bunky byly kultivovany za ptisné
anaerobnich podminek v modifikovaném PYG mediu. Toto ristové médium bylo také pouzito

pro ucely dalSich fenotypovych analyz. Teplotni rozsah a rozsah ristu pH byly testovany na
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zakladé metody (Killer et al., 2013). Schopnost fermentovat rtizné zdroje organického uhliku
a produkovat rizné enzymy byly zkoumany pomoci testovacich prouzki API 50 CHL, API
ZYM a Rapid ID 32A (vSechny bioMérieux, Francie) podle pokynl vyrobce.

Pro aktivity extracelularnich enzymti karboxymethylcelulasy (CMCasy, endo-1,4-3-D-
glukansy EC 3.2.1.4), celobiohydrolasy, glukosidasy (1,4-B-D-glukosidasy EC 3.2.1.21)
a xylanasy (xylanasy, 1,4-B-D-xylanu xylanohydrolasy, EC 3.2.1.8), které jsou spojeny
s celulolytickymi aktivitami u mikroorganismua (Hong et al., 2001), byly kultury kultivovany
v modifikovaném PYG mediu obsahujicim rGzné substraty (0,8% hmotn./obj.) Podle
stanoveni  specifického  enzymu. Celulosa (Whatman CC41, Sigma-Aldrich),
karboxymethylcelulosa (Sigma-Aldrich), hemicelulosa ze slamy, xylan z bukového dieva
(TCI, Japonsko) a celobiosa (Sigma-Aldrich) byly pouzity jako jediny a definovany zdroj
organického uhliku. Xylan a cellobiosa byly pouZity pouze pro stanoveni aktivity xylanas a -
glukosidas. Bakterie byly kultivovany za striktn¢ anaerobnich podminek pii teploté 39 °C po
dobu 48 hodin. Enzymatické aktivity byly méfeny v supernatantu centrifugovanych (9000 x g,
20 min) bunék. Metody pro CMCasu a XYLasu jsou zalozeny na spektrofotometrickém
stanoveni zvySené koncentrace redukujicich skupin v hydrolyzatu polysacharidu (Lever
1977). Aktivita CBHase a B-glukosidasy byla analyzovana pomoci spektrofotometrickych
metod, jak bylo popsano vySe (Deshpande et al., 1984; Saha a Bothast 1996). Enzymova
aktivita byla vyjadfena jako mnozstvi (ug) produktu (redukujicich cukrli) uvolnéného b&hem
reakéni doby 1 hodinu (h) v uréitém objemu vzorku (ml) na 1 mg bilkoviny. Koncentrace
bilkovin byly stanoveny za pouziti spektrofotometrické metody (Bradford 1976). V kmenech
byly detekovany 1 kratké fetézce mastnych kyselin (SCFA). Byly méteny po kultivaci v PYG
médiu obsahujici glukosu, celobiosu (Sigma-Aldrich), xylan z bukového dieva (TCI,
Japonsko), hemicelulosu ze slamy, karboxymethylcelulosu (Sigma-Aldrich) a fitracni papir
cellulosu (Whatman CC41, Sigma-Aldrich) jako definované zdroje organického uhliku (vse v
koncentraci 0,8% hmotn./obj.). SCFA byly analyzovany v supernatantech (centrifugovany pii
12 000 g po dobu 15 min), poté byly filtrovany kultivacnimi filtry o velikosti 0,2 um.
Kultivace na glukose, celobiose (2 dny pii 39 ° C), xylan a hemicelulosa (7 dnt ) a nakonec
mikrokrystalickd celulosa (14 dn) metodou kapilarni izotachoforézy. Koncentrace
nizkomolekularnich organickych kyselin (mravenci, jantarova, mléénd a octova) byly
stanoveny kapilarni elektroforézou (Wasielewska et al., 2014) na elektroforetickém
analyzatoru EA 101 (Villa Labeco, Slovensko) s detektorem vodivosti. Beta-alanin HCI (pH

3,5) byl pouzit jako ptedni elektrolyt a kyselina kapronova jako konecny elektrolyt.
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Schopnost testovanych bakterii riist v pritomnosti kysliku byla testovana na zakladé kultivace

na PYG a také na agaru M10.

5.4.9. Ovéreni biochemické aktivity vybranych kmenii pri Stépeni riznych typi
celulosy, zejména aktivity celulasy (EC 3.2.1.4), endoglukanasy (EC 3.2.1.6) a
celobiohydrolasy (EC 3.2.1.91)

Ovéteni biochemické aktivity vybranych kment pii $tépeni riznych typt celulosy a
xylanu, zejména aktivity celulasy, endoglukanasy a celobiohydrolasy je uvedeno nize v Casti
metodiky pod bodem 5.5. stanoveni enzymové aktivity a substratové specifity, zymograficka

analyza.
5.5. Stanoveni enzymové aktivity a substratové specifity, zymograficka analyza

5.5.1. Stanoveni aktivity enzymiu celulasy a xylanasy (Lever, 1977)
Metoda je zalozena na méfeni ptirGstu koncentrace redukujicich skupin v hydrolyzatu

polysacharidu. Enzymové aktivity byly méfeny v supernatantu centrifugovanych (9000 x g,
20 min) bun€k ¢i bachorového obsahu. Do zkumavek bylo napipetovano 0,1 ml vhodné
ziedéného enzymového extraktu, 0,2 ml pufru a 0,1 ml substratu. Pouzité substraty pro
jednotlivé enzymy jsou uvedeny v tabulce 7. Suspenze byla promichana a inkubovana pii
teploté 40 °C po dobu 60 min. Slepé vzorky obsahujici stejnou smés nebyly inkubovéany
areakce byla ihned zastavena ptidanim 0,4 ml ZnSO, a 0,4 ml Ba(OH), Smés byla
promichéna a stodena v centrifuze po dobu 10 min pfi 4000 ot.min™. Po ukon&eni inkubace
byly vzorky oSetfeny stejnym zplisobem. Do nové pfipravenych zkumavek bylo napipetovano
0,2 ml dH,O, 0,1 ml odstfedéného supernatantu a 0,9 ml Cerstvé piipraveného ¢inidla
PAHBAH. Roztok byl promichan a inkubovén pii teploté 100 °C po dobu 10 min. Extinkce
roztoku byla méfena ve spectrometru pii vlnové délce 410 nm. Kalibrace 1 vzorky byly
meéfeny ve tiech paralelnich stanovenich. Enzymova aktivita byla vyjadfena jako mnoZstvi
(ug) produktu (redukujicich cukrii) uvolnéného béhem reakéni doby 1 hodinu (h) v urcitém
objemu vzorku (ml) na 1 mg bilkoviny. Koncentrace bilkovin byly stanoveny za pouziti

spektrofotometrické metody (Bradford 1976).
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Tabulka 7: Typ substratu, roztoku a rozsahu kalibrace

Enzym Substrat Roztok kalibrace Rozsah pg/ml

CMC CMC
Celulasa 0-100
(karboxymethylcelulasa) | (karboxymethylcelulasa)

Xylanasa sonikovany xylan sonikovany xylan 0-100

5.5.2. Stanoveni aktivity p-glukosidasy (Saha et al., 1996)

Metoda je zalozena na méfeni piirtistu uvolnéného Zlutého p-nitrofenolu. Enzymové
aktivity byly méfeny v supernatantu centrifugovanych (9000 x g, 20 min) bunék ¢i
bachorového obsahu. Do zkumavek bylo napipetovano 0,1 ml vhodné zfedéného enzymového
extraktu, 0,2 ml pufru a 0,1 ml substratu. Jako substrat byl pouzit roztok PNP-  -D-
glukopyranosidu. Suspenze byla promichéna a inkubovana pfi teploté 40 °C po dobu 60 min.
Slepé vzorky obsahujici stejnou smés nebyly inkubovany a reakce byla ihned zastavena
pridanim 0,8 ml 2% NayCOs3. Po ukonceni inkubace byla reakce ukoncena stejnym zptisobem.
Extinkce roztoku byla métena pii vlnové délce 410 nm pomoci spektrofotometru Thermo
Spectronic 5. Kalibrace i vzorky byly méfeny ve tiech paralelnich stanovenich. Ke kalibraci
byla pouzita fedici fada roztoku p-nitrofenolu ve vod& v koncentracich 0 - 0,3 pg.ml™
Enzymovéa aktivita byla vyjadfena jako mmnozstvi (ng) produktu (redukujicich cukri)
uvolnéného béhem reakéni doby 1 hodinu (h) v urcitém objemu vzorku (ml) na 1 mg
bilkoviny. Koncentrace bilkovin byly stanoveny za pouziti spektrofotometrické metody

(Bradford 1976).

5.5.3. Stanoveni aktivity celobiohydrolasy (Deshpande et al., 1984)
Metoda je zalozena na méfeni pfirtistu uvolnéného Zlutého p-nitrofenolu. Enzymové

aktivity byly meéfeny v supernatantu centrifugovanych (9000 x g, 20 min) bun¢k ¢i
bachorového obsahu. Do zkumavek bylo napipetovano 0,1 ml vhodné zfedéného enzymového
extraktu, 0,1 ml pufru, 0,1 ml laktonu kyseliny glukuronové a 0,1 ml substratu. Jako substrat
byl pouzit roztok PNP- B -D-glukopyranosidu. Suspenze byla promichana a inkubovana pfi
teploté 40 °C po dobu 60 min. Slepé vzorky obsahujici stejnou smés nebyly inkubovany
a reakce byla ihned zastavena ptidanim 0,8 ml 2% Na,COs. Po ukonceni inkubace byla reakce
ukoncena stejnym zpusobem. Extinkce roztoku byla méfena pfi vinové délce 410 nm pomoci
spektrofotometru Thermo Spectronic 5. Kalibrace i vzorky byly méfeny ve tfech paralelnich

stanovenich. Ke kalibraci byla pouzita ftedici fada roztoku p-nitrofenolu ve vodé
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Vv koncentracich 0 - 0,3 ug.ml’l. Enzymové aktivita byla vyjadiena jako mnozstvi (pg)
produktu (redukujicich cukrit) uvolnéného béhem reakéni doby 1 hodinu (h) v urcitém
objemu vzorku (ml) na 1 mg bilkoviny. Koncentrace bilkovin byly stanoveny za pouziti

spektrofotometrické metody (Bradford 1976).

5.5.4. Stanoveni proteini (Bradford, 1976)

Metoda je zalozena na zméné absorpéniho maxima Coomasie Brilliant Blue G-250
Z vlnové délky 465 nm na vinovou délku 595 nm. Tento indikétor existuje ve dvou barevnych
formach, modré a Cervené. V kyselém prostiedi dochazi k interakci mezi Coomasie Brilliant
Blue G-250 a bilkovinou. Diky tomu je pomoci iontovych a hydrofobnich interakci
stabilizovéana aniontova forma Coomasie Brilliant Blue G-250.

Do 96 jamkové desticky bylo napipetovano 0,004 ml fedéného enzymového extraktu a
0,2 ml pracovniho roztoku (1 objem roztoku A + 8 objemil destilované vody). Reakéni smés
byla promichana a po 5 min (ponechano pii pokojové teploté) byla intenzita vzniklého
modrého zabarveni méfena pii vinové délce 595 nm pomoci spektrometru Sunrise Tecan.
Obsah proteinu bylo stanoveno ode&tenim z kalibraéni kiivky v rozsahu 0 - 2 mg.ml™. Jako
standard byl pouzit roztok BSA v destilované vod¢. Kalibrace i vzorky byly méfeny ve tfech

paralelnich stanovenich.

5.5.5. Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (Laemmli, 1970)
Zakladni roztoky:

A — 30 g akrylamidu, 0,8 g N,N-methylenbisakrylamidu, doplnit do 100 ml vodou.

B — 10 g SDS (dobr¢ kvality!), doplnit do 100 ml vodou.

C - 9,1 g TRIS rozpustit v 50 ml vody, dotitrovat konc. HCI na pH 8,8 (asi 0,97 ml), doplnit
do 100 ml vodou.

D — 3 g TRIS rozpustit v 50 ml vody, dotitrovat HCI na pH 6,8 a doplnit do 100 ml vodou.
E —30,3g TRIS, 144 g glycinu, 10 g SDS, doplnit do 1 | vodou.

F — 10 mg bromfenolové modfi rozpustit v 1 ml roztoku D.

G — 1 g persiranu amonného, doplnit do 10 ml vodou.

H — Separacni 10 % gel: 20 ml A, 30 ml C, 0,6 ml B, 8,8 ml H,O, 20ul TEMED, 0,6 ml G.
| — Zaostfovaci gel: 1 ml A, 5, ml D, 0,1 ml B, 3,8 ml H,O, 5 ul TEMED, 0,15 ml G.

J — Vzorkovy pufr (neredukujici): 2,4 ml D, 2 ml B, 1 ml glycerolu, 4,4 ml H,O, 0,1 ml F.
K — Vzorkovy pufr (redukujici): 2,4 ml D, 2 ml B, 1 ml glycerolu, 4 ml H,O, 0,1 ml Fa 0,5

ml merkaptoetanolu..
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L — Ekvilibra¢ni roztok: 25 ml C, 24,5 ml H,O a 0,5 ml B (SDS).

M — Elektrodovy pufr: 100 ml E a 900 ml HO.

N — Batrvici roztok 450 ml etanolu (nebo metanolu), 100 ml kyseliny octové, 450 ml H,0,

0,5 g Coomassie Blue R-250. ( event. 2,5 ml formaldehydu)

O — Odbarvovaci roztok: 250 ml etanolu, 100 ml kyseliny octové, 650 ml H,O. (event. 3%

glycerolu, 0,5 % formaldehydu).

Roztoky A — E ( bez B) skladovat pii 4°C, B a F pii pokojové teploté. Ostatni vzdy Cerstvé.
Do sestavenych desek byl nalit po vyznacenou rysku separacni gel (tabulka 8), ktery

se prevrstvil isobutanolem nasycenym roztokem C. Gel se nechal zpolymerovat ve vodorovné

poloze minimalné¢ 1 hodinu. Z povrchu se poté odsal isobutanol a gel se ekvilibroval

roztokem L. po dobu 30 min. Po odséti roztoku L se uvolnény prostor zalil zaostfovacim

gelem a do desky se zasunul hiebinek. Poté co zaostiovaci gel zpolymeroval, se desky

pfipevnily k chlazenému korpusu a horni anodovd néadobka se naplnila cerstvym

elektrodovym pufrem M. Elektrodovym pufrem M byl naplnén i dolni katodovy prostor.

Vzorky se nanesly podvrstvenim do jamek po hiebinku. Pfed nanesenim se vzorky po fedéni

redukujicim vzorkovym pufrem povafily po dobu 2 min. Jako standart byl pouZit

Kaleidoscope standart (BioRad, USA) (14,5 — 200 kDa). Napéti 35 V se nastavi v tvodu a

poté po dosazeni konce zaostfovaciho gelu je mozné napéti zvysit na 150 V. Gely po separaci

byly pro vizualizaci proteinli barveny stfibrem nebo Commassie blue, gely pouzité pro

zymogramy byly nejprve renaturovany a inkubaci vyvijeny. Ptfehled pouzitych barviv

je uveden v tabulce 9.

Tabulka 8: Roztoky pro separacni gel

Roztoky Objem 10% gel
A — Akrylamid mi 10
B - SDS ml 0,3
C-TRISpH 8,8 ml 15
dH-0 se substratem ml 4.4
TEMED ul 20
G - Persiran ml 0,3
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Tabulka 9: Typ barveni gelt

Identifikace proteint Substrat Typ barveni
. Barventi stfibrem
Celkové proteiny Gel bez substratu )
nebo Commassie blue
xylanasy 0,5 % CM-xylan Kongo Cerven
celulasy 0,5% CMC Kongo Cerven

5.5.5.1 Metoda barveni gelu stfibrem (Blumm et al., 1987)
Gel byl fixovan | hodinu v roztoku 40% etanolu, 10% kyseliny octové a 50% H,0 za

mirného tfepani. Nasledovné byl gel promyt fadou roztokti v nésledujicim rezimu: 2 x 30%
etanol (20min), 1 x destilovana voda (20 min), 1 x 0,02% Na,S,0, (1 min), 3 x dH,0 (30
sec), 1 x vychlazeny 0,1% 1 g NO3 a 0,02% formaldehyd (20 min), 4 x dH,O (30 sec).
Do objeveni jednotlivych zon byl gel vyvijen v roztoku 3% Na,CO, a 0,05M formaldehydu.
Po promyti vodou byl ukoncen barevny vyvoj inkubaci gelu v roztoku 5% kyseliny octové.

Gel byl promyt vodou (10 min).

5.5.6. Zymografie (Flint et al., 1994)

Pro vizualizaci izoenzymi byla pouzita vySe uvedend technika elektroforézy
na polyakrylamidovém gelu. Pti ptipravé PAG se pfidd podle sledované enzymové aktivity
odpovidajici substrat, ktery je po ukonceni gelu a nésledné renaturaci a inkubace gelu v
mistech aktivnich enzymovych bandl $t€pen a nasledné vizualizovan. Renaturace se provadi
opakovanym promyvanim (3 x 15min) gelu v 1% Tritonu X-100 (1 x) a 50 mmol.I*
fosfatovém pufru (pH 6) fedénym 1:1 dH,O (2x). Po 2-4 hod. inkubaci pii 40 °C v tomto
pufru se gel obarvi 15 min 0,1% (w/v) Kongo Cerveni a poté odbarvi 1M NaCl.

Barveni kongo Cerven:

Renaturace proteint byla provedena promyvanim gelu v roztoku 1% Triton X-100 (15
min) a ve fosfatovém pufru (2 x 15 min). Gel byl inkubovan 1 hod v tom samém pufru pfi
teplot¢ 37°C a poté obarven 0,2% roztokem kongo Cervené 20 minut. Odbarven byl gel
v roztoku 1M NaCl po dobu 2 x 10 minut. Pro lepsi identifikaci byl gel dobarven v roztoku

0,5% kyseliny octové (gel se obarvil modfe a zvyraznily se kontrasty).
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5.6. Izolace vybraného proteinu metodou gelové filtrace na Sephadexu

Gelova permeacni chromatografie je zalozena na separaci molekul podle jejich
molekulové hmotnosti, tvaru a velikosti (Sephadex G-25, komeréné dodavany firmou
Pharmacia). Mobilni fazi je rozpoustédlo pufr. Separovana smés molekul je nanesena
na gel. Malé molekuly mohou prostoupit do gelovych ¢astic a pohybovat se tak v objemu
rozpoustédla uvnitt a vné gelového sita. Touto metodou se daji oddglit frakce o velmi
rozdilné molekulové hmotnosti. Jednotlivé najimané frakce byly analyzovdna na obsah

proteint a specifickou enzymovou aktivitu.

5.7. Stanoveni viastnosti enzymu (pH optimum, teplotni optimum, stanoveni
inhibi¢niho spektra)

Teplotni stabilita a pH optimum extracelularni celulasy, celobiohydrolasy a f-
glukosidasy byla méfena pfi riznych inkubacnich teplotdch po dobu 1 hodiny. Optimalni pH
a pH stabilita byla méfena po inkubaci v pufrech o rizné hodnoté pH a aktivity enzymu byly
stanoveny po 1 hodiné.

Substratova specifita vyjadiuje afinitu enzymu k riznym substratim, v nasem piipadé
schopnost extracelularni celulasy, celobiohydrolasy a B-glukosidasy podilet se na Stépeni
celulosy. Substratova specifita byla stanovena po 1 hodinové inkubaci hrubého enzymového
preparatu s riznymi substraty (CM-celulosa, krystalicka celulosa, celobiosa, glukosa, CM-
xylan) v koncentraci 2g.I"" poté byla stanovena aktivita celulasy, celobiohydrolasy a pB-
glukosidasy.

Vliv ionti a chemikalii na celulasy, celobiohydrolasy a B-glukosidasy. Aktivitu
enzymu mohou ovlivnit latky, které blokuji aktivni misto nebo méni konformaci enzymu,
ktera vede ke zméné katalytické aktivity. Studovali jsme proto aktivacni ¢i inhibi¢ni u€inek
16 chemikalii na aktivitu celulasy, celobiohydrolasy a B-glukosidasy.

Hodnoty se vyjadiuji v procentech, pticemz 100 % aktivita celulasy, ktera se 1 hodinu
inkubuje pifi 40°C jen v ¢istém 100 mM fosfatovém pufru pH 6 bez pridavku jakéhokoliv
iontu nebo chemikalie. Bylo pouZito inotd kovii (Ba?*, Co*, Fe**, Hg*, K*, Mg* Ca*" a
Mn®") a vybranych ostatnich latek (L-cystein, EDTA, SDS, 1,4-dithiotreitol, kyselina

jodoctova, thimerosal, iodacetamid, phenylmetansulfonyl fluorid).
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6. VYSLEDKY A DISKUSE

6.1.  Molekularné-geneticky  screening  zastoupeni  celulolytickych
mikroorganismii v bachorovém obsahu jelena evropského pomoci
molekuldarné-genetickych metod

Pomoci molekularné genetickych metod byla zkouména mikrobidlni struktura
mikrobidlniho osidleni v bachoru jelena evropského. Tento vyzkum jsme provedli pomoci
V dneSni dobé bézné pouzivanych metod. Nejprve jsme analyzovali vzorky odebranych
Z bachorti jednotlivych zvifat metodou denaturacni gradientové gelové elektroforézy, kde
jsme analyzovali bakteridlni populace v bachoru jeleni zvéfe Zijici ve volné ptirode s populaci
Zijici v obornim chovu. Dale jsme stejné vzorky analyzovali metodou qPCR Real-Time,
kterou jsme kvantifikovali typické druhy bakterii zastoupenych v bachoru, se zamétenim
na hlavni predstavitele celulolytickych druhti bakterii. Déale jsme touto metodou analyzovali
stejnou mikrofloru vyskytujici se v exkrementech zvifat. V poslednim kroku jsme popsali

pomoci sekvenovani nové generace komplexni bakterialni populaci v bachoru jelena

evropského.

6.1.1. Charakteristika bakterii v bachoru pomoci DGGE

Pro ziskani znalosti o charakteristice mikroorganismt v bachoru jelena evropského
byly analyzované vzorky odebrané ze dvou lokalit chovu. Prvni byl chov jeleni zvéfe ve
volné ptirodé¢ bez radikalnich zasahu ¢loveéka do diety a druhy chov byl zaméfen na intenzivni
chov jeleni zvéfe provadény v obote, kde ¢loveék celorocné ovliviiuje dietu zvéfe vlivem
celoro¢niho pfikrmovani zvéte. Z téchto vzorkll byla vyizolovdana DNA, kterd v dalSich
krocich byla amplifikovana V3 oblast 16S rDNA, na =zaklad¢ pouzitych primera.
Amplifikovana oblast TDNA byla pomoci denaturacni gradientové gelové elektroforézy
rozdélena na jednotlivé fragmenty, které zndzornuji jednotlivé druhy bakterii. Jednotlivé
fragmenty byly analyzovany softwarem pro normalizaci gelu s detekci pasem, z ¢eho byla
vypocitdna diverzita a matice vzdalenosti jednotlivych vzorkii. Dale byl na zékladé
Pearsonovy korelace vytvofeny dendrogramy. Vybrané fragmenty byly nésledné vytiznuty
z gelu, tyto tseky byly znovu amplifikovany. Po amplifikaci byla ovétena jejich Cistota a dale
byly sekvenovany. Ziskana konsensni sekvence byla identifikovana v softwaru SEED2

a porovnana databdzemi NCBI (Kearse et al., 2012). Ziskané DGGE profily a dendrogramy
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jsou zndzornény na obrazcich 11 — 18, vysledky ziskanych sekvenci jsou uvedeny v tabulkach
10 -13.

Bachorovy standard
35-60%
17h 50V

-_— Bacreroides AR20

- Lachnospira multipara ATCC 19204
- - Ruminococcus albus SY3

— —» [ achnospira multipara ATCC 19204
™ Pseudoburtyrivibrio JK 618

—_ Treponema 704

- \ Ruminococcus flavefaciens 627

——

\ Faecalibacterium praustnitzii A2 165

\ Buztyrivibrio fibrisolvens ATCC 19171

\ Clostridium proteoclasticum X2
Escherichia coli JM 109

Megasphera elsdenii AW 106

Megasphera elsdenii AW 106

Obrazek 10: Pouzity bachorovy standard pfi DGGE metod¢

6.1.1.1. Charakteristika bakterii v bachoru jelend, vzorky ¢. 1 — 21
V této fazi pokusu byly stanoveny bakteridlni druhy vyskytujici se v bachoru jelenii

odebranych z volného chovu. Bylo analyzovano 21 vzorki, konkrétn¢ vzorky ¢. 1 — 21.
Na obrazku 11 - je znazornén profil DGGE celkové bakterialni populace, na obrazku 12 - je
znazornén dendrogram vyjadiujici piibuznost jednotlivych bakteridlnich populaci mezi
jednotlivymi vzorky jelent.. V tabulce 10 - jsou zpracovany vysledky s uréenim ziskanych
sekvenci z osekvenovanych vybranych fragmentl a porovnanych s databazemi NCBI (Kearse
etal., 2012).

Z vysledkl vyplyva, Ze n€které druhy bakterii jsou zastoupeny u vice zvifat, jednd se
fragmenty 2, 5, 10 a 19. V ptipadé fragmentd 6, 8 a 20 je jejich zastoupeni u vsech zvifat.
Ojedin€lé vyskyty jsou u fragmentd 3, 14 a 16. Tyto fragmenty jsou zastoupeny pouze
u jednotlivych zvitat.

Bakterialni druhy Quinella ovalis (fragment 6) a nekultivovana bakterie rodu
Clostridium sp. (fragment 8), a druh Prevotella ruminocola (fragment 20) se vyskytuji u
vSech testovanych zvifat.

Dalsimi druhy, které se vyskytuji u vice zvifat jsou Clostridium aminovalericum
(fragment 2), Pseudomonas poea (fragment 5), nekultivovana bakterie rodu

Thermogemmatispora sp. (fragment 10) a nekultivovana bakterie rodu Prevotella sp.
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(fragment 19). Clostridium aminovalericum se vyskytuje u vzorka zvirat ¢. 2, 15, 17, 19, 20 a
21. Druh Pseudomonas poea se vyskytuje u vzorka zvitat ¢. 1, 2, 4, 6,9, 12, 15, 16, 17 a 19.
U vzorkdl 15 a 19 je tato bakterie na gelu velice vyrazna. Nekultivovand bakterie rodu
Thermogemmatispora sp., se vyskytuje u vzorka zvitat ¢. 6, 7, 8, 9, 10, 16. Nekultivovana
bakterie rodu Prevotella sp., se vyskytuje u vzorku zvifat ¢. 2, 5, 8,9, 14, 15 a 18.

Ojedinély vyskyt ma nekultivovana bakterie rodu Cytophaga sp. (fragment 3). Tato
bakterie byla zaznamenana pouze u vzorku ¢. 2. DalSim ojedinélym vyskytem bakterii
ujednoho zvifete je vzorek ¢. 19, kde byly identifikovany fragmenty 14 a 16, jako
Pseudomonas putida a nekultivovana bakterie rodu Pseudomonas sp.

- .
o - - ~
—_ — —

STST 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 14 1516 17 18 19 20 21 STST

Obrazek 11: GEL 1, profil celkové bakterialni populace v bachoru jelenti vzorkt €. 1 —
21 (volny chov)
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Obrazek 12: Dendrogram DGGE gelu 1, porovnani na zékladé vzdalenosti podobnosti
jednotlivych vzorkli mezi sebou na zékladé¢ UPGMA (unweighted pair group method with
arithmetic averages).

Tabulka 10: Vysledky sekvenovani vyfezanych bandt z gelu 1

Vzorek Druh bakterie Coverage(%o)
2 Clostridium aminovalericum; BEY11|KC331198-1527|Bacteria; Firmicutes 84,10
3 Cytophaga sp. P1JAF260716-125883|Bacteria; Bacteroidetes 97,40
5 Pseudomonas poae; ZR1-10 Ps|KJ024682-200451|Bacteria; Proteobacteria 99,00
6 Quinella ovalis|M62701-1568|Bacteria; Firmicutes 93,00
8 Clostridium sp. Culture-1]JAB622814-1003343|Bacteria; Firmicutes 63,00
10 | Thermogemmatispora sp. PM6|KF193528-1401546|Bacteria; Terrabacteria 56,10
14 [ Pseudomonas putida; 24 2R23|AM086259-303|Bacteria; Proteobacteria 100,00
16 [ Pseudomonas sp. AR1(2)|JX154208-1294954|Bacteria; Proteobacteria 100,00
19 | Prevotella sp. DJF_B116|EU728713-537294|Bacteria; ; Bacteroidetes 100,00
20 | Prevotella ruminicola; SR-27|KM040781-839|Bacteria; Bacteroidetes 97,40

6.1.1.2. Charakteristika bakterii v bachoru jelent, vzorky ¢. 22 — 45

V dalsi fazi pokusu byly stanoveny bakterialni druhy vyskytujici se bachorech jeleni
odebranych z volného chovu a jelenti odebranych z oborniho chovu. Analyza byla provedena

na 24 vzorcich. Vzorky ¢. 22 — 35 byly odebrany z bachoru jelenti Zijicich ve volné pfirodé a
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vzorky €. 36 — 45 byly odebrany z bachoru jelenti zijicich v obofe. Obrazek 13 - zndzornuje
DGGE profil bakteridlni populace a obrazek 14 - vyjadiuje dendrogram piibuznosti
jednotlivych bakteridlnich populaci mezi jednotlivymi vzorky jelent. V tabulce ¢. 11 jsou
zpracovany vysledky s uréenim ziskanych sekvenci z osekvenovanych fragmentt, které byly
porovnany s databazemi NCBI (Kearse et al., 2012). Cervené zvyraznéné druhy bakterii
v tabulce ¢. 11 vyjadiuji bakterie, které byly identifikovany u vzorkd pochézejici z oborniho
chovu zvifat.

Z vysledkt je patrné, ze tfada bakterii se vyskytuji u vSech druhti zvirat. Konkrétné se
jednéd o fragmenty 23, 25, 27, 32, 35, 38, 39 a 40. Konkrétn¢ se jedna o nekultivovanou
bakterii rodu Veillonela sp. (fragment 23), bakterii Fusobacterium naviforme (fragment 25),
bakterii Ruminococcus flavefasiens (fragment 27), bakterii Prevotella ruminocola (fragment
32), nekultivovanou bakterii rodu Veillonella sp. (fragment 35), bakterii Quinella ovalis
(fragment 38), nekultivovanou bakterii Clostridium sp. (fragment 39) a bakterii
Fusobacterium naviforme (fragment 40). Tyto zminéné druhy bakterii se vyskytovali
ve vzorcich odebranych u vSech zvitat, tudiz jak u vzorkll z volné populace, tak u vzork
Z obory. U zvifat vzorka €. 24, 27, 32, 33, 37, 38, 39, 40, 41, 42 a 43 se vyskytovala bakterie
Ruminococcus flavefasiens (fragment 30). Vyssi vyskyt této bakterie byl pozorovan u vzorkt
odebranych v populaci zvifat zobory. Zajimavym zjiSt€énim byl vyskyt bakterie
Ruminococcus bromii (fragment 33) a nekultivované bakterie Prevotella sp. (fragment 34).
Bakterie Ruminococcus bromii se vyskytoval pouze u vzorkii odebranych z oborniho chovu
zvitat a byl identifikovan u vzorkl zvitat ¢. 36, 37, 38, 40, 42, 43 a 44. Nekultivovana
bakterie rodu Prevotella sp., byla identifikovana také pouze u oborniho chovu a pouze

U vzoru zvirat €. 36, 37, 44 a 45.
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Obrazek 13: GEL 2, profil celkové bakterialni populace v bachoru jelenti vzorkt ¢. 22
— 35 (volny chov) a vzorki €. 36 — 45 (oborni chov) - vzorky €. 36 — 45 v ¢erveném obdélniku
jsou vzorky jelent z oborniho chovu

31
32
33
28
36
37

38
. 2
29
30
39
M
40
42
43

34
35
23
.25
26
27
45

Obrazek €. 14: Dendrogram DGGE gelu 2, porovnani na zéklad¢ vzdalenosti
podobnosti jednotlivych vzorkli mezi sebou na zakladé UPGMA (unweighted pair group
method with arithmetic averages)
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Tabulka 11: Vysledky sekvenovani vyfezanych bandi z gelu 2

Vzorek Druh bakterie Coverage(%o)
23 | Veillonella sp. ICM51a|HQ616397-936591|Bacteria; Firmicutes; 73,30
25 | Fusobacterium naviforme|HQ223106-77917|Bacteria; Fusobacteria 82,00
26 Clostridiales genomosp. BVABS str. UP119-5|CP001850-699246|Bacteria;

Firmicutes 83,40
27 Ruminococcus flavefaciens; RGL 25|GU999991-1265|Bacteria; Firmicutes 82,20
30 | Ruminococcus flavefaciens; CA22|AB849343-1265|Bacteria; Firmicutes 79,50
32 Prevotella ruminicola; SR-27|KM040781-839|Bacteria; Bacteroidetes 97,40
33 Ruminococcus bromii; YE282|DQ882649-40518|Bacteria; Firmicutes 80,10
34 | Prevotella sp. |GU432133-712493|Bacteria; Bacteroidetes 98,50
35 | Veillonella sp. ICM51a|HQ616397-936591|Bacteria; Firmicutes 73,30
38 [Quinella ovalis|M62701-1568|Bacteria; Firmicutes 93,00
39 | Clostridium sp. Culture-1JAB622814-1003343|Bacteria; Firmicutes 63,00
40 Fusobacterium naviforme|HQ223106-77917|Bacteria; Fusobacteria 82,00

6.1.1.3. Charakteristika bakterii v bachoru jelent, vzorky ¢. 46 — 69

V ptedposledni fazi pokusu byly identifikovadny bakterialni druhy vyskytujici se
bachorech jelenli odebranych zoborniho chovu a jednoho vzorku zbachoru darka
odebraného téz z oborniho chovu. Analyza byla provedena na 24 vzorcich. Vzorky ¢. 46 — 68
byly odebrany z bachoru jelent a vzorek ¢. 69 byl odebran z bachoru danka. Obrazek 15 -

znazornuje DGGE profil bakteridlni populace a obrazek 16 vyjadiuje dendrogram
pfibuznosti jednotlivych bakteridlnich populaci mezi jednotlivymi vzorky zvifat. Zpracované
vysledky osekvenovanych fragmenti a urdeni bakterii vyjadiuje tabulka 12. Cervené
zvyraznéné druhy bakterii v tabulce 12 vyjadiuji bakterie, které byly identifikovany u vzorkt
pochazejici pouze z oborniho chovu jelenti.

Z vysledkli vyplyva, Ze ve vSech vzorcich zvifat bez ohledu na druh se vyskytuji
nekutivované bakterie rodu Prevotella sp. (fragment 42), bakterie Saccharofermentans
acetigenes (fragment 43), nekultivovana bakterie Prevotella sp. (fragment 48), bakterie
Quinella ovalis (fragment 50), nekultivovana bakterie rodu Saccharofermentans sp. (fragment
51), nekultivovana bakterie tiidy Clostridiales (fragment 52), bakterie Prevotella ruminocola
(fragment 56), nekultivovana bakterie rodu Clostridium sp. (fragment 57), bakterie
Clostridium aminovalericum (fragment 59) a bakterie Hallella seregens (fragment 61). Mezi
bakterie, které se vyskytuji u vice zvitat, patti Ruminococcus flavefaciens (fragment 46 a 47),
kterd se vyskytuje u vzorkll zvirat ¢. 50, 51, 53, 54, 56, 62, 63, 64, 65, 66 a 67. Dalsi
zastupcem vyskytujici se u vice druhu zvifat je bakterie Ruminococcus bromii (fragment 54 a
58), které se vyskytuje u vzorka €. 50, 51, 54, 59, 60, 66, 67 a 68. Dalsi bakterii je

nekultivovana bakterie rodu Pseudomonas sp. (fragment 55) vyskytujici se u vzorka ¢. 48, 50,

75




53, 54, 60, 61, 66, 67 a 68. Byly identifikovany bakterie, které mély spise sporadicky vyskyt
pouze u jednotlivych vzorkil zvirat. Konkrétné se jednalo o nekultivovanou bakterii rodu
Prevotella sp. (fragment 53), vyskytujici se pouze u vzorku ¢. 60, dale bakterie Lactonifactor
longoviformis (fragment 60), vyskytujici se u vzorku ¢. 51 a 53, a poslednim druhem byla
nekultivovana bakterie rodu Isoptericola sp. (fragment 63), ktera byla identifikovana ve

vzorku ¢. 68.

4647 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68) 69 ST

Obrazek 15: GEL 3, profil celkové bakterialni populace v bachoru jelenti vzorkt ¢. 46
— 68 (oborni chov) a vzorku ¢. 69 daiika (oborni chov) - vzorky ¢. 46 — 68 v Cerveném
obdelniku jsou vzorky jeleni z oborniho chovu
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Obrazek 16: Dendrogram DGGE gelu 3, porovnani na zakladé vzdalenosti podobnosti
jednotlivych vzorkli mezi sebou na zékladé UPGMA (unweighted pair group method with
arithmetic averages)
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Tabulka 12: Vysledky sekvenovani vyfezanych bandu z gelu 3

Vzorek Druh bakterie Coverage(%o)
42 | Prevotella sp. DJF_CP65|EU728727-537295|Bacteria; Bacteroidetes 56,90
43 Sgccharofermentans acetigenes; JCM 14006|AB910750-319644|Bacteria;

Firmicutes 40,30
46 | Ruminococcus flavefaciens; CA22|AB849343-1265|Bacteria; Firmicutes 98,50
47 | Ruminococcus flavefaciens; CA22|AB849343-1265|Bacteria; Firmicutes 79,50

Prevotella sp. oral taxon G60; WWP_SS5_G16|GU432133-712493|Bacteria;
48 .

Bacteroidetes 98,50
50 | Quinella ovalis|M62701-1568|Bacteria; Firmicutes 93,00
51 [Saccharofermentans sp. G8JAB730782-1200659|Bacteria; Firmicutes 80,70
59 C!ost_ridiales genomosp. BVAB3 str. UP119-5|CP001850-699246|Bacteria;

Firmicutes 83,40
53 | Prevotella sp. HGA0225]|JX519830-1319137|Bacteria; Bacteroidetes 98,90
54 Ruminococcus bromii; YE282|DQ882649-40518|Bacteria; Firmicutes 81,10
95 | Pseudomonas sp. AR1(2)[JX154208-1294954|Bacteria; Proteobacteria 100,00
56 | Prevotella ruminicola; TC2-28|AF218619-839|Bacteria; Bacteroidetes 97,90
57 | Clostridium sp. Culture-1JAB622814-1003343|Bacteria; Firmicutes 63,00
58 | Ruminococcus bromii; YE282|DQ882649-40518|Bacteria; Firmicutes 73,60
59 Clostridium aminovalericum; BEY11|KC331198-1527|Bacteria; Firmicutes 84,10
60 Lactonifactor I_ongo_vifc_)rmis (T); ED-Mt61/PYG-s6|DQ100449-

341220|Bacteria; Firmicutes 81,50
61 Hallella seregens (T); ATCC 51272|X81877-52229|Bacteria; Bacteroidetes 70,90
63  |[lIsoptericola sp. R-1-R-1|KM362870-1571672|Bacteria; Actinobacteria 97,90

6.1.1.4. Charakteristika bakterii v bachoru jelend, vzorky ¢. 70 — 92
V posledni fazi pokusu zalozené na analyze bachorovych obsahi pomoci metody

DGGE byly stanoveny bakteridlni druhy vyskytujici se v bachorech dankii odebranych
z oborniho chovu, jednoho kusu srnce a jednoho kusu tura domaciho. Analyza byla provedena
na 23 vzorcich. Vzorky €. 70 — 90 byly odebrany z bachoru danku Zijicich v obornim chovu,
vzorek €. 91 byl odebran z bachoru srnce obecného zijiciho ve volnosti a vzorek ¢. 92 byl
odebran z bachoru tura domaciho Zijicim ve farmovém chovu. Obrazek 17 - znazoriuje
DGGE profil bakteridlni populace a obrazek 18 - vyjadfuje dendrogram piibuznosti
jednotlivych bakterialnich populaci mezi jednotlivymi vzorky zvifat. V tabulce 13 jsou
zpracovany vysledky s uréenim ziskanych sekvenci z osekvenovanych fragmentt, které byly
porovnany s databazemi NCBI.

Vysledky vyjadiuji, Ze u vSech vzorki zvitat se vyskytuji nekultivované bakterie rodu

Saccharofermentatns sp. (fragment 65), bakterie Quinella ovalis (fragment 66), bakterie

Ruminococcus flavefasiens (fragment 67), nekultivovana bakterie rodu Veillonella sp.
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(fragment 68), nekultivovana bakterie tiidy Clostridiales (fragment 71), bakterie Quinella
ovalis (fragment 76 a 81) a bakterie Prevotella ruminicola (fragment 82).

Mezi druhy bakterii, které se vyskytuji u vice vzorkd zvifat patfi bakterie
Ruminococcus bromii (fragment 72), vyskytujici se ve vzorcich €. 76, 77, 78, 80, 82, 85, 88
a90. Dalsim druhem je bakterie Lactonifactor longoviformis (fragment 77), ktery se
vyskytuje u vzorku €. 73, 77, 80, 81, 84, 89 a 90.

AL
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- »

Obrazek 17: GEL 4, profil celkové bakterialni populace v bachoru danki vzorkd ¢. 70 — 90
(oborni chov)

Obrazek 18: Dendrogram DGGE gelu 4, porovnani na zdklad¢ vzdalenosti podobnosti
jednotlivych vzorkd mezi sebou na zékladé UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic
averages)
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Tabulka 13: Vysledky sekvenovani vyfezanych bandt z gelu 4

Vzorek Druh bakterie Coverage(%o)
65 |[Saccharofermentans sp. G8|AB730782-1200659|Bacteria; Firmicutes 80,70
66 | Quinella ovalis|M62701-1568|Bacteria; Firmicutes 93,00
67 | Ruminococcus flavefaciens; RGL 25|GU999991-1265|Bacteria; Firmicutes 82,20
68 [ Veillonella sp. ICM51a|HQ616397-936591|Bacteria; Firmicutes 73,30
71 C_Iost_ridiales genomosp. BVAB3 str. UPI19-5|CP001850-699246|Bacteria;

Firmicutes 83,40
72 Ruminococcus bromii; YE282|DQ882649-40518|Bacteria; Firmicutes 81,10
76 | Quinella ovalis|M62701-1568|Bacteria; Firmicutes 99,00
77 Lactonifactor I_ongo_vifo_rmis (T); ED-Mt61/PYG-s6|DQ100449-

341220|Bacteria; Firmicutes 81,50
81 | Quinella ovalis|M62701-1568|Bacteria; Firmicutes 98,40
82  [Prevotella ruminicola; SR-27|KM040781-839|Bacteria; Bacteroidetes 97,40

6.1.1.5.Indexy diverzity vzorki v analyze DGGE

Druhova bohatost jednotlivych vzorkll neboli alfa diverzita byla pocitana po vzorky
zvitat ¢. 1 - 92, které byly analyzovdny denatura¢ni gradientovou gelovou elektroforézou.
Jednalo se o vzorky €. 1- 35, které byly odebrany z bachori jelenti Zijicich ve volném chovu,
vzorky €. 36 — 38, které byly odebrany z bachorii jelen Zijicich v obornim chovu, dale
vzorkl €. 69 -91, které byly odebrany z bachord danka zijicich v obornim chovu a vzorku ¢.
91 odebran¢ho zbachoru srnce a vzorkll ¢. 92 odebraného z bachoru tura domaciho.
Abychom urcili miru alfa diverzity a urcili druhovou bohatost vzorkd, vyrovnanost
relativniho zastoupeni jednotlivych druhti vzorku, spocitali jsme 4 zdkladni indexy alfa
diverzity (Shannonilv index, Simpsoniiv index, species richness a species evenness).
Shannonilv index vyjadiuje nejistotu, se kterou jsme schopni pfedpoveédét, jakého druhu bude
nahodné vybrany jedinec ze vzorku. Nejistota klesa s klesajicim poctem druhil a s klesajici
vyrovnanosti. Hodnoty nabyvaji hodnot 1,5 — 3,5. Simpsoniv index vyjadiuje
pravdépodobnost, ze dva ndhodné¢ vybrani jedinci budou patfit ke stejnému druhu.
Se zvysujici se diverzitou hodnota indexu klesa. Index species richness vyjadiuje pocet druhti
ve vzorku a index evenness vyjadfuje relativni zastoupeni jednotlivych druht ve vzorku
(nejvyssi hodnot dosahuje pii rovnomérném relativnim zastoupeni vSech druhti). Déle
jednotlivé indexy alfa diverzity byly testovany na rozdilnost jednotlivych indext mezi
jednotlivymi skupinami zvifat pomoci Mann Whitneyova testu na hladiné vyznamnosti,
P<0,05. Jako kritéria byla stanovena rozdilnost populace jelent z volného chovu, jelent
zobory a dankii zobory. Rozdilnost mezi populacemi nebyla statisticky prokazana

na stanovené hladiné¢ vyznamnosti.
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Z vysledkl vyplyva (tabulka 14), ze hodnoty Shannonova indexu nabyvaji hodnot
2,61 - 3,77 u populace jelent z volného chovu, 2,68 — 3,77 u populace jelent z oborniho
chovu a 3,25 — 3, 96 u danku z oborniho chovu. Hodnoty Simpsonova indexu nabyvaji hodnot
0,02 — 0,11 u populace jelenti z volného chovu, 0,03 — 0,10 u populace jelent z oborniho
chovu a 0,02 — 0,05 u populace dankt z oborniho chovu. Evenness species dosahuje hodnot u
jelentt z oborniho chovu 0,69 — 0,85, u jelenti z oborniho chovu 0,66 — 0,83 a u danki
Z oborniho chovu 0,74 — 0,83. Poslednim indexem, ktery byl v této analyze pouzit byl index
species richness, ktery u jelend z volného chovu nabyva hodnot 32,80 — 93,19, u jelenu
z oborniho chovu dosahuje hodnot 29,10 — 88,00, a dankt z oborniho chovu nabyva hodnot
50,50 — 101,00. Po otestovani vSech indexd pomoci Mann Whitneyho testu na hlading
vyznamnosti P<0,001, nebyly prokazéany signifikantni rozdily mezi jednotlivymi testovanymi
skupinami zvifat. Hodnoty jednotlivych indext vypovidaji o tom, Ze populace bakterii

u jednotlivych vzorkd ma rovnomérné relativni zastoupeni bakterialnich druht.
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Tabulka 14: Indexy diverzity (Shannon, Simpson, Evennes a Richness) stanovené u

cey

vzorkl €. 1 — 92, zluté oznacené vzorky jsou vzorky odebrané u jelent Zijicich v obornim

chovu
Shannon Simpson Species Species
Vzorek | Zvire Index Index Evenness Richness

1 jelen 3,64 0,03 0,76 91,02
2 jelen 3,75 0,03 0,79 93,19
3 jelen 3,61 0,03 0,77 81,69
4 jelen 3,38 0,04 0,77 84,20
5 jelen 3,43 0,04 0,74 71,50
6 jelen 3,31 0,04 0,79 58,30
7 jelen 3,34 0,05 0,76 61,00
8 jelen 3,48 0,04 0,74 75,30
9 jelen 3,44 0,04 0,68 76,20
10 jelen 3,64 0,03 0,78 84,60
11 jelen 3,13 0,06 0,73 54,60
12 jelen 3,64 0,03 0,75 86,70
13 jelen 3,49 0,04 0,75 75,70
14 jelen 3,18 0,05 0,69 59,70
15 jelen 3,68 0,03 0,78 87,20
16 jelen 3,50 0,04 0,75 73,40
17 jelen 3,77 0,02 0,85 87,00
18 jelen 3,51 0,04 0,78 74,00
19 jelen 3,30 0,04 0,75 59,60
20 jelen 3,24 0,05 0,73 55,60
21 jelen 3,52 0,03 0,78 74,50
23 jelen 3,42 0,04 0,78 61,90
24 jelen 3,12 0,05 0,71 51,50
25 jelen 3,51 0,04 0,74 75,30
26 jelen 3,37 0,04 0,76 63,20
27 jelen 3,45 0,04 0,72 70,30
28 jelen 3,08 0,06 0,73 44,90
29 jelen 3,10 0,06 0,74 48,10
30 jelen 2,97 0,07 0,72 46,60
31 jelen 2,96 0,07 0,69 47,60
32 jelen 3,06 0,06 0,73 47,10
33 jelen 2,61 0,11 0,68 32,80
34 jelen 3,33 0,04 0,73 61,90
35 jelen 3,53 0,03 0,74 73,60
36 jelen 2,76 0,09 0,72 34,44
37 jelen 2,72 0,10 0,69 34,88
38 jelen 2,91 0,07 0,66 44,60
39 jelen 3,12 0,05 0,81 44,44
40 jelen 3,09 0,06 0,63 55,30
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41 jelen 3,05 0,06 0,73 48,70
42 jelen 3,12 0,05 0,71 51,50
43 jelen 3,10 0,06 0,72 50,60
44 jelen 2,82 0,07 0,76 36,40
45 jelen 3,70 0,03 0,78 88,00
46 jelen 3,59 0,03 0,77 73,60
47 jelen 3,45 0,04 0,75 66,70
48 jelen 3,53 0,03 0,80 64,80
49 jelen 3,61 0,03 0,80 68,20
50 jelen 3,58 0,03 0,78 69,50
51 jelen 3,40 0,04 0,73 61,60
52 jelen 3,74 0,03 0,81 78,40
53 jelen 3,67 0,03 0,83 70,00
54 jelen 3,59 0,03 0,79 69,80
55 jelen 3,22 0,05 0,76 51,20
56 jelen 3,76 0,03 0,81 79,40
57 jelen 3,40 0,04 0,83 51,20
58 jelen 3,36 0,04 0,78 53,30
59 jelen 3,51 0,04 0,80 61,10
60 jelen 3,53 0,04 0,76 66,20
61 jelen 3,64 0,03 0,81 67,70
62 jelen 3,52 0,04 0,73 66,50
63 jelen 3,59 0,03 0,74 72,60
64 jelen 2,68 0,08 0,73 29,10
65 jelen 3,46 0,04 0,72 64,00
66 jelen 3,77 0,03 0,79 80,10
67 jelen 3,63 0,03 0,80 68,40
68 jelen 3,36 0,04 0,80 52,10
69 dan¢k 3,51 0,03 0,80 64,90
70 dangk 3,86 0,02 0,82 86,90
71 dan¢k 3,25 0,05 0,76 50,50
72 dangk 3,59 0,03 0,77 74,60
73 dangk 3,96 0,02 0,79 99,00
74 dangk 3,29 0,04 0,79 62,80
75 danék 3,78 0,03 0,79 87,50
76 dangk 3,79 0,02 0,82 86,00
77 danék 3,73 0,03 0,83 79,40
78 dangk 3,69 0,03 0,76 84,70
79 danék 3,64 0,03 0,79 76,00
80 danék 3,83 0,02 0,82 87,90
81 dangk 3,57 0,03 0,79 68,20
82 danék 3,41 0,04 0,76 64,30
83 dangk 3,38 0,04 0,78 56,70
83 dangk 3,94 0,02 0,79 101,00
85 dan¢k 3,82 0,02 0,79 90,40
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86 dan¢k 3,87 0,02 0,81 88,70
87 danék 3,79 0,02 0,83 83,70
88 dan¢k 3,43 0,04 0,79 57,40
89 danék 3,31 0,05 0,74 58,80
90 dan¢k 3,72 0,03 0,74 88,40
91 srna 3,54 0,03 0,76 75,00
92 krava 3,48 0,03 0,75 71,30

6.1.2 .Kvantifikace bakterii v bachoru pomoci gPCR
Pouzitim metody kvantifikacni polymerazové fetézové reakce Real-Time jsme

provedli kvantifikaci mikroorganismil kolonizujici travici trakt jelena evropského. Pro tuto
analyzu byly zvoleny primery, které¢ amplifikuji V3 oblast 16 S rDNA. Pomoci této metody
byly vyuzitim detekce useki rDNA charakteristickych pro typové mikroorganizmy
klasifikovany skupiny celkovych bakterii, kmene Bacteroides, kmene Firmicutes, druh
Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus a Ruminococcus flavefaciens. Pocty
jednotlivych skupin bakterii byly kvantifikovany ve dvou lokalitach a ze druhti vzorki. Byly
porovnavany pocty bakterii ze vzork odebranych z bachoru jelenti z volného chovu a jelent
z chovu oborniho (tabulka 15). Stejnym zptsobem byly stanoveny pocty a porovnani bakterii
v exkrementech (tabulka 16). Rozdilnost mezi jednotlivymi populacemi mezi chovem
ve volnosti a v obofe byla provedena na zakladé Mann Whitneyova testu na hladiné
vyznamnosti P<0,05, ktery prokazal signifikantni rozdily ve vzorcich odebranych z bachoru
ujelent Zzijicich ve volnosti u kment Bacteroidetes a Firmicutes a druhu Ruminococcus
albus. Kmeny Bacteroidetes a Firmicutes maji signifikantné vyssi zastoupeni u jeleni ve
volném chovu nez u jelentl Zijici v obofe. To samé plati u celulolytického bakterialniho druhu
Ruminoccocus albus. Zadné dalsi signifikantni rozdily mezi jednotlivymi skupinami bakterii
nebyly prokazany.
Tabulkal5: Kvantifikace (qPCR) hlavnich bakteridlnich kment a tii klicovych

celulolytickych bakterii v bachoru jelena evropského chovaného ve volnosti a v obofe

Vzorek g:il(l;:;i Firmicutes | Bacteroidetes | F. succinogenes | R. flavefaciens | R. albus
BACHOR
1,27 x 10*° 1,01 x 10° 3,99 x 10° 1,04 x 10° 3,70x 10" | 6,51 x 10’
2,01 x 10%° 1,98 x 10° 3,93 x 10’ 1,42 x 10* 1,22 x10° | 1,03 x 10’
1,33 x 10%° 1,66 x 10° 1,84 x 10° 3,04 x 10* 547x10" | 2,20x10" | o,
2,43 x 10" 1,87 x 10° 2,76 x 10° 2,38 x 10* 454x10° | 1,73x10° | &
2,03x10° | 247x10® 3,54 x 10 3,65 x 10° 2,68x10" | 2,69x10° =
2,54 x 10" 1,89 x 10° 2,21 x 10° 1,85 x 10° 3,69x10° | 7,92x10°
2,65x10° | 1,98x10° 2,65 x 10° 2,45 x 10* 1,63x10° | 1,68 x 10°
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2,62 x 10° 2,01 x 10° 2,18 x 10® 1,48 x 10° 3,67 x10° | 9,02x10°
2,46 x 101 2,45 x 10° 2,23 x 108 2,64 x 10? 7,80 x 10* | 1,88 x10°
1,34 x 10%° 4,31 x 108 7,12 x 108 3,13 x10° 2,94x10° | 2,00 x 10°
1,89 x 10%° 3,65 x 108 1,71 x10° 4,39 x 10* 2,48 x 10" | 3,12 x 10’
1,23 x 10° 1,98 x 10° 2,43 x 10° 2,53 x10* 1,12 x10® | 1,36 x 107
1,87 x 10° 2,21 x 108 2,43 x 108 1,39 x 10* 563x10" | 567x10’
2,43 x 10° 2,83 x 108 3,43 x 108 6,84 x 10° 3,58x10" | 4,54x10°
1,98 x 10%° 1,54 x 108 2,32 x10° 1,95 x 10* 842x10% |654x10" | @
o
1,36 x 10%° 8,29 x 108 3,20 x 10° 8,17 x 10° 1,22x10" | 559x10° |8
1,63 x 10%° 1,37 x 10° 9,54 x 10° 3,92 x 10* 9,37 x10" | 2,71x 10’
4,05 x 101 8,99 x 10’ 7,49 x 10° 1,61 x 10* 1,25x10® | 1,09 x 107
1,94 x 10%° 5,17 x 108 4,08 x 10° 2,07 x 10* 6,78 x 10° | 1,42 x 107
2,75 x 10° 7,17 x 108 4,03 x 10° 1,90 x 10* 1,01 x10® | 1,31 x 107

Tabulka 16: Kvantifikace (qPCR) hlavnich bakterialnich kmenti a tii klicovych

celulolytickych bakterii v exkrementech jelena evropského chovaného ve volnosti a v obote

Vzorek E;Il(lt(g:;ee Firmicutes Bacteroidetes | F. succinogenes | R. flavefaciens | R. albus
EXKREMENTY

105 1,84 x 10%° 6,41 x 10° 1,32 x 108 5,32 x 10? 1,07 x10' | 3,67 x10°

106 2,42 x 10%° 1,38 x 108 1,46 x 10° 2,31 x 10° 4,42 x 10 | 1,62 x10°

108 1,73 x 10%° 1,69 x 10° 1,54 x 10° 6,32 x 10° 2,53x10% | 3,31x10°

109 1,85 x 10%° 1,32 x 108 1,32 x 10° 7,87 x 10? 1,79x10° | 5,72 x 10°

110 1,54 x 10%° 3,67 x 10° 2,49 x 10° 4,36 x 10° 252x10° | 1,79x10°| 3
[

111 | 1,65x10° | 1,79x10° 2,78 x 10° 9,62 x 10° 9,74x10" | 4,49x10° [ S

112 1,41 x 10%° 2,12 x 108 2,87 x 10° 5,26 x 10° 9,46 x 10° | 3,73 x 10°

113 2,30 x 10%° 2,40 x 108 5,67 x 10° 2,50 x 10° 8,18 x 10> | 1,66 x 10°

114 1,43 x 10%° 7,37 x 108 1,78 x 10° 5,52 x 10° 430x10° | 3,97 x10°

115 1,80 x 10%° 9,89 x 10° 5,45 x 10° 8,11 x 10° 7,19x10° | 5,48 x10°

116 2,86 x 10° 7,47 x 10° 2,01 x 10° 1,68 x 102 4,00x 10> | 1,12x10°

117 2,65 x 10%° 2,83 x 108 1,78 x 10° 1,59 x 102 1,96 x 10° | 6,57 x 10°

118 1,98 x 10%° 2,67 x 108 1,39 x 108 4,43 x 10? 439x 10° | 2,92x10°

120 1,54 x 10%° 2,41 x 108 2,73 x 108 6,41 x 10? 548 x 10> | 3,49 x 10°

121 2,36 x 10%° 4,52 x 108 1,55 x 10° 1,68 x 10* 1,31x10* |2,79x10° | ®
o

122 1,84 x 10%° 2,27 x 107 1,78 x 10° 5,65 x 10? 1,76 x10° | 3,90x10° |8

124 1,87 x 10%° 5,70 x 108 1,38 x 10° 7,26 x 10° 1,78 x 10* | 4,91 x 10°

125 4,10 x 10*° 3,66 x 10’ 4,02 x 10° 3,77 x 10° 1,77x10° | 2,58 x 10°

126 2,79 x 10° 1,84 x 10® 3,06 x 10° 3,08 x 10° 4,06 x10° | 2,15x 10°

127 1,41 x 10%° 4,47 x 108 8,06 x 10° 1,61 x 10* 5,39 x 10* | 1,09 x 10’

6.1.3. Celkové zhodnoceni analyzy DGGE + qPCR
Na zaklad¢ vysSe provedenych analyz, jejimz cilem bylo popsat bakteridlni populaci

Vv bachoru jelena evropského v porovnani s chovem této zvéie ve volné prirodé a v obornim
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chovu a dale porovnat tyto dvé populace jeleni s populaci daiika skvrnitého zijiciho
vV obornim chovu jsme dosli k zavéru, ze nebyly prokadzény zadné signifikantni odliSnosti
jednotlivych populaci.

K témto vysledkli jsme dosli na zdklad¢ vysledka z denaturacni gradientové gelové
elektroforézy, jejim vystupem byla bakterialni populace, kterd se skladd z bakteridlnich
kmenti  Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria,
Terrabacteria a Cytophaga, které byly zastoupeny ve vSech populacich a u vSech vzorkd.
Nejvétsi zastoupeni mély kmeny Bacteroidetes a Firmicutes. Stejny trend byl pozorovan
u dalsich volné zijicich ptezvykavct (Sundset et al., 2007, 2009, 2010, Griininger et al., 2014,
Li et al., 2015b, Zielinska et. al., 2016, Hu et al., 2017, Qian et al., 2017). Mnoho studii
na strukturu bakteridlni charakteristicky volné Zijicich ptezvykavcii zatim zpracovano nebylo
(Hu et al., 2017), je totiz slozité vysledky konfrontovat s ostatnimi autory. Dalsi faktem bylo
vysoké zastoupeni nekultivovanych druhi bakterii. Jedna se k nekultivované bakterie ¢eledi
Ruminococcaceae, nekultivované bakterie rodi Cytophaga, Clostridium,
Thermogemmatisporales, Pseudomonas, Prevotella, Veillonella a Sacharofermentans.
Podobné zastoupeni bylo popsano u sobi (Zielinska et al., 2016), ale i u ovci (Kittelmann et
al., 2014). Nejzajimav¢j$im poznatkem z dostupné literatury je studie Henderson et al. (2013),
ktera osekvenovala 742 vzorkl ptezvykavcl z celého svéta. Tato studie byla zaméfena na
rozsahlé poznani bikrobiomi bakterii a archae v Sirokém spektru po celém svéte. Vzorky byly
odebirany jak zvoln& Zijicich pfeZzvykavct v ptfirod€, tak 1 hospodaiskych piezvykavci
v mikrobiomu pifezvykavci bez ohledu na druh zvifete jsou kmeny Firmicutes
a Bacteroidetes. Zastoupeni téchto kmenti mezi jednotlivymi druhy zvitat se mize odliSovat
ato pouze na zéklad€ jejich diety. Dale doSel k zavéru, Ze soucasti struktury bakteridlni
populace je velké mnozZstvi nekultivovanych bakterii. Tyto zavéry koresponduji s vysledky
této analyzy, kterou jsme provadéli na jelenech a dancich.

Déle indexy diverzity neprokédzaly na zakladé statistického testovani signifikantni
rozdily v bakteridlnich strukturach jednotlivych vzorkl zvitat ani mezi skupinami testovanych
vzorkll. MiZzeme tedy dojit k zavéru, Ze bakteridlni struktura jednotlivych zvifat ma
podobnost strukturu, ale li§i se v procentualni pocetnosti jednotlivych druha bakterii, kdyz
nebyla staticky prokézana. Tuto hypotézu podporuji dendrogramy zalozené za podobnosti
mezi jednotlivymi vzorky (Sundset el al., 2007).

Posledni ¢lanek této studie byla kvantifikace neboli denzita celkovych bakterii, kmene

Firmicutes, kmene Bacteroidetes a hlavnich pfedstaviteld celulolytickych bakterii
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vyskytujicich se v bachoru a exkrementech jelent Zijicich ve volné ptirodé a obote. Opét jsme
zvolili stejny princip, ale do nasi studie jsme zahrnuli vzorky pofizené sbérem exkrementd
jelenti u jejich krmicich zafizeni bezprostiedné po jejich nakrmeni. Z vysledkti vyplyva,
7e byla prokazana statisticky vyznamna odliSnost kment Firmicutes, Bacteroidetes a druhu
Ruminococcus albus u vzorkli odebranych z bachoru jelent zijicich ve volné pfirod€, kde
jejich pocty byly signifikantné vyss$i na hladin€é vyznamnosti (P<0,05), nez u jelenu Zzijicich
v obofe. Tento fakt byl potvrzen i Vv ostatnich studiich zabyvajici se studiem mikrobiomu
u divokych ptezvykavct (Henderson et. al., 2013; Zielinska et al., 2016). Dale mizeme
konstatovat, ze kvantita celulolytickych bakterii v exkrementech je prokazatelné nizsi, nez

ve vzorcich z bachoru.

6.1.4. Molekularné geneticky screening bakterii v bachoru jelenti pomoci NGS
Cilem této analyzy bylo popsat slozeni a diverzitu bakteridlniho slozeni v bachoru

voln¢ 7Zijicich prezvykavci — volné zijici zvéfe, konkrétné jelena evropského, darika
skvrnitého a srnce obecného Zijicich na uzemi Ceské republiky. Dale jsme zkoumali
odlisnosti slozeni bakteridlnich spolecenstev mezi jednotlivymi druhy zvifat i v ramci
jednotlivych kust stejného druhu.

Bylo odebrano 16 vzorkil, konkrétné z bachoru jelenli (n=11), srncii (n=2), danka
(n=1) a ovce (n=1). Pyrosekvenovani bylo provedeno v regionu V1-V3. Sekvence byly
zpracovany a analyzovany pomoci softwaru QIIME 1.9.0. Zjisténé chyby v sekvenovani byly
odstranény pomoci nastaveni sorfwaru. Po odstranéni chyb bylo celkové nacteno 88079
sekvenci s primérem 5872 sekvenci na kazdy vzorek, v rozmezi od 3230 do 13985. Tyto
sekvence maji median 4920 a byly pfidéleny do 524 operacnich taxonomickych jednotek
(OTUS) zaloZenych na 97 % podobnosti. Bakteridlni komunitni rozmanitost byla méfena
u jelend, srncii, danka a ovce pomoci Shannonova indexu a inverzniho Simpsonova indexu.
Shannontv index dosahoval mezi jednotlivymi jeleny hodnoty 3,36 — 3,90, mezi srnci 3,45 —
3,55, u danka hodnoty 3,54 a u ovce hodnoty 3,69. Simpsoniv index dosahoval mezi
jednotlivymi jeleny hodnoty 0,82 — 0,90, mezi srnci 0,83 — 0,84 (tabulka 17). Oba indexy
ukazaly, Ze bakteridlni komunitni rozmanitost se mezi jednotlivymi jeleny a srnci nelisi
(Mann Whitney test, P<0,05) a neli$i se ani v porovnani mezi skupinami zvitat jeleni, srnci,
danék a ovce. Déale byly méfeny indexy bohatosti (Richness) a indexy rovnomérnosti
(Evenness). Index bohatosti dosahoval hodnot u jelend 60,0 — 90,0, u srncti 55,0 — 60,0,
u danka 61,0 a u ovce 76,0. Index rovnomérnosti dosahoval hodnot u jelent 0,54 — 0,63, u

srncu 0,57 — 0,61, u daiika 0,60 a u ovce 0,59 (tabulka 17). Oba indexy ukézaly, ze bakterialni
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komunitni rozmanitost se mezi jednotlivymi jeleny a srnci nelisi (Mann Whitney test, P<0,05)

a nelisi se ani v porovnani mezi skupinami zvifat jeleni, srnci, dan€k a ovce.

Tabulka 17: Indexy diverzity (Shannon, Simpson, Evennes a Richness) stanovené u jelent,

cey

srnct, danka zijicim ve volnosti a jedné ovce z farmového chovu

Vzorek OoTuU Shannon Simpson Richness Evenness
Jelen 1 3230 3.63 0.83 68.0 0.60
Jelen 2 3592 3.60 0.84 65.0 0.60
Srnec 1 4041 3.55 0.84 55.0 0.61
Jelen 3 4117 3.70 0.89 67.0 0.61
Jelen 4 4609 3.36 0.82 74.0 0.54
Jelen 5 4703 3.44 0.84 73.0 0.56
Srnec 2 4879 3.45 0.83 68.0 0.57
Jelen 6 4962 3.53 0.84 89.0 0.55
Jelen 7 5015 3.90 0.90 76.0 0.62
Jelen 8 5465 3.87 0.90 87.0 0.60
Jelen 9 5571 3.68 0.88 65.0 0.61
Jelen 11 6644 3.72 0.88 60.0 0.63
Danék 1 7561 3.54 0.87 61.0 0.60
Jelen 12 9705 4.2 0.89 87.0 0.63
Ovcel 13985 3.69 0.86 76.0 0.59

Po porovnani alfa diverzity (tabulka 17) mezi jednotlivymi zvifaty a skupinami zvitat
jsme dale zkoumali beta diverzitu mezi jednotlivymi skupinami. Porovnavali jsme diverzitu
bakterii mezi jednotlivymi skupinami zvifat. Ve skupiné jelenl, srncii a mezi skupinami
navzajem i1 mezi daitkem a ovci. Nejprve jsme spocitali na zékladé shlukovani vzorki Jaccard
index na zaklad€ 97 % podobnosti pro odhad odliSnosti bakteridlnich spolecenstev (obrazek

19).
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Obrazek 19: Beta diverzita mezi jednotlivymi skupinami zvifat zkoumanymi pomoci
Jaccardova indexu s mirou podobnosti 97 %, pro odhad diferenci mezi bakterialnimi komunitami
jednotlivych skupin zvitat

Pomoci principal coordinate analysis (PCoA) jsme vizualizovali vzdalenosti mezi
jednotlivymi zvifaty (obrazek 20). Ob¢ analyzy prokazaly, Ze vzorky jednotlivych jelenli maji
zna¢nou variabilitu v procentudlnim zastoupeni jednotlivych druhii bakterii. Dale bylo
prokazano, ze srnci jsou sdruzené a oddélené od ostatnich vzorkti. Tudiz maji odliSnou
variabilitu v jak procentudlnim zastoupeni jednotlivych druhd bakterii tak v ¢lenstvi

jednotlivych druht bakterii.
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PC1 (16 %)

PC3 (12 %)

Obrazek 20: Principal coordinate analysis (analyza PCoA) na zaklad¢ pfislusnosti jednotlivych vzorkl
ke komunitam bakterii na zaklad¢ Jaccardova indexu. Modré te¢ky piedstavuji jeleny, oranZové piedstavuji
srnce, ¢ervena predstavuje dafika a zelena predstavuje ovei. Vzdalenosti mezi teCkami na plose predstavuje
relativni odli$nosti v komunitni pfislu§nosti jednotlivych vzorkt

Struktura bakterialni populace

Taxonomicka analyza vzorkli odebranych z bachoru ukézala, Ze bakterialni bachorova
populace se sklada celkoveé z 21 bakteridlnich kmenti, 30 tfid, 60 fadd, 117 Celedi a 197 roda
(obrazek 21). Z celkovych bakteridlnich sekvenci 50,1 % sekvenci patfi do bakteridlniho
kmene Firmicutes. Druhym nejhojnéj$im kmenem je s 43,6 % Bacteroidetes. Dalsimi kmeny
jsou 1,6 % patiici do Tenericutes, 1,2 % Actinobacteria, 0,7 % Proteobacteria, 0,5 %
Fibrobacteres, Spirochaetes, Synergistetes, 0,4 % TM7, 0,3 % Cyanobacteria, 0,2 %
Chloroflexi, Lentisphaerae, 0,1 % SR1 a téméf nulovém zastoupeni kmeny 0,0 %
Acidobacteria, = Chlamydiae,  Elusimicrobia, = GNO02, @ MVP-15,  Planctomycetes,
Verrucomicrobia a WPS-2. V pfipad¢ porovnani jednotlivych detekovanych bakterialnich
sekvenci v ramci jednotlivych druhl zvifat a skupin zvitat, bakterialni kmen Firmicutes tvoii
ve skupiné jelent tvoii podil 51,5 %, ve skuping€ srnct 51,1 %, u danka 56,3 % a u ovce 41,6
% celkovych sekvenci. Kmen Bacteroidetes tvofi ve skupiné jelent podil 40,9 %, ve skupiné
srnct 43,4 %, u danka 39,7 % a u ovce 50,5 % sekvenci. Kmen Tenericutes tvoii ve skupiné
jelent podil 2,3 %, ve skupiné srnci 0,6 %, u danka 0,7 % a u ovce 3,0 % sekvenci. Kmen
Actinobacteria tvoti ve skupiné jelent podil 1,1 %, ve skupiné srnct 1,3 %, u danka 1,8 %

auovce 0,6 % sekvenci. Kmen Proteobacteria tvoii ve skuping jelent podil 1,0 % (0,3 % -
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2,8 %), ve skupin¢ srnct 0,2 % (0,2 % - 0,2 %), u daiika 0,9 % a u ovce 0,7 % sekvenci.
Ostatni kmeny bakterii jako Fibrobacteres, Spirochaetes, Synergistestes, TM?7,
Cyanobacteria, Chloroflexi, Lentisphaerae a SR byly u jednotlivych zvifat zastoupeny v

minimalnich mnozstvich (0,0 % - 0,5 %).

No blast hit,Other

k__Bacteria,p_ Acidobacteria
k__Bacteria;p__Actinobacteria
k__Bacteria;p_ Armatimonadetes
k__Bacteria,p_ Bacteroidetes

k__Bacteria;p__ Chlamydiae
k__Bacteria;p__Chlorobi
k__Bacteria;p__Chloroflexi
k__Bacteria;p__Cyanobacteria
k__Bacteria;p__Elusimicrobia
k__Bacteria,p_ Fibrobacteres
k__Bacteria;p_ Firmicutes
k__Bacteria;p_ Fusobacteria
k__Bacteria,p_ GNO2
k__Bacteria;p__Gemmatimonadetes
k__Bacteria;p_ Lentisphaerae
k__Bacteria,p_ MVP-15
k__Bacteria,p__ Nitrospirae
k__Bacteria;p_ Planctomycetes
k__Bacteria;p_ Proteobacteria
k__Bacteria,p_ SC4
k__Bacteria;p_ SR1
k__Bacteria,p_ Spirochaetes
k__Bacteria;p__ Synergistetes
k__Bacteria;p_ TM6
k__Bacteria;p_ TM7
k__Bacteria,p_ Tenericutes
k__Bacteria;p_ Verrucomicrobia
k__Bacteria,p_ WPS-2

1

N O N

1

DANEK JELEN SRNEC OVCE

Obrazek 21: Slozeni bakterialni populace na bazi kmenti mezi jednotlivymi skupinami zvitat. Sloupce vyjadiuji
procentualni zastoupeni sekvenci pfifazenych ke kmentim bakterii, které jsou uvedeny v legendé

Druhy, které se vyskytuji u vSech ptfezvykavci, jsou nekultivované bakterie fadu
Bacteroidales, rod Prevotela, nekultivované Dbakterie celedi Prevotellaceae,
rod Paludibacter, rod Fibrobacter, nekultivované bakterie ¥adu Clostridiales, nekultivované
bakterie celedi Lachnospiraceae, rod Blautia, rod Butyrivibrio, rod Clostridium,
rod Coprococcus, rod Eubacterium, nekultivované bakterie ¢eledi Ruminococcaceae,
rod Ruminococcus a rod Selemonas. Tyto druhy se vyskytuji u vSech prezvykavca, které byly

podrobeny této analyze (obrazek 22).
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Obrazek 22: Diverzita jednotlivych bakterialnich druhti ve zkoumanych vzorcich

Nekultivované bakterie fadu Bacteroidales se vyskytuji v nejvétsim zastoupeni u ovce
20,3 %, v nejmensim zastoupeni u srnci 4,9 %, u daika 16,7 % a u jeleni 11,3 %.
Nekultivované bakterie fadu Clostridiales se vyskytuji v nejvétsim zastoupeni u danka 13,0
%, v nejmens$i mife srnci 6,0 %, u jelent 11,2 % a u ovee 11,9 %. Na urovni ¢eledi ma
nejvetsi zastoupeni Celed’ nekultivovanych bakterii Lachnospiraceae, v nejvétsim zastoupeni
byla danka 11,8 %, v nejmensim u ovce 5,0 %, jeleni a srnci méli stejné zastoupeni sekvenci
11,2 %. Dalsi celedi se stejnym zastoupenim jako Lachnospiraceae je ¢eled’ nekultivovanych
bakterii Ruminococcaceae. Nejvétsi zastoupeni u daika 14,2 %, nejmensi u srnctu 6,8 %, u
jelent 7,9 % a u ovce 10,3 %. Nejmensi zastoupeni na turovni celedi ma celed
nekultivovanych bakterii Prevotellaceae. Nejvétsi zastoupeni maji jeleni 2,9 %, nejmensi
zastoupeni maji srnci 1,4 %, ovce 2,3 % a danék 1,8 %. Na trovni rodu ma nejveétsi
zastoupeni rod Prevotella, kterd méla nejvetsi zastoupeni u srncti 35 %, nejmensi zastoupeni
m¢él dan¢k 21,2 %, ovce 25,6 % a jeleni 24,9 %. Druhym rodem s nejvétSim podilem sekvenci
je rod Selemonas, ktery byl nejvice zastoupen u srnct v 10,6 % sekvenci, nejmensi zastoupeni
mél dan€k 4,0 %, ovce 4,1 % a jeleni 43 % (1,2 % - 9,4 %). Dalsim rodem je rod
Ruminococcus, nejvice zastoupeny u jelend 5,5 %, nejméné u danék 1,2 %, u srnce 3,7 %
aovee ma 2,1 %. Rod Coprococcus byl nejvice zastoupen u srnct 3,4 %, nejméné u ovce 0,9

%, dan¢k ma 2,9 % a jeleni 2,1 %. Dalsim rodem je rod Paludibacter, ktery mé&l nejvétsi
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zastoupeni u ovce 2,3 %, témét nulové u danka 0,1 %, u srnct 2,1 % a u jelenii 1,6 %. Rod
Butyrivibrio byl nejvice zastoupen u jelenti 2,8 %, nejméné u ovce 0,8 %, srnct 1,6 % a danka
1,8 %. Rod Blautia byl nejvice zastoupen u srnci 2,6 %, nejméné u ovce 0,6 %, u danka 1,2
% a u jelent 1,7 %. Rod Eubacterium potom u darika 1,7 %, u ovce 0,1 %, usrnce 0,1 % au
jelentt 0,7%. Rod Clostridium byl nejvice zastoupen u danka 0,6 %, nejmensi zastoupeni u
ovce 0,1 %, u srnctt 0,3 % a u jelenti 0,7 %. Poslednim rodem, ktery se vyskytuje u vSech
zvifat, je rod Fibrobacter. Nejvétsi zastoupeni ma u jelentu 1,4 %, nejmensi zastoupeni ma u
danka 0,1 %, u srncti 0,2 % a ovce 0,2 % (obrazek 22).

Zajimavym poznatkem celé této analyzy je fakt, ze 45,8 % celkovych sekvenci
je pfirazeno  nekultivovanym  bakteriim fadu Bacteroidales, Clostridiales, celedi
Lachnospiraceae, Prevotellaceae a Ruminococcaceae. Dale byla zjisténa zna¢na variabilita
Vv poctech jednotlivych sekvenci mezi jednotlivymi druhy zvitat. Nejvice odlisné byly pocty
sekvenci u srnci vykazujici vysokou variabilitu poctu sekvenci pfifazenych jednotlivym
druhtim bakterii, pfedevS§im nekultivovanym bakteriim fadu Bacteroidales, Clostridiales,
Celedi nekultivovanych Lachnospiraceae, nekultivovanych Ruminococcaceae, rodu
Prevotela, Ruminococcus a Selemonas. Toto zjisténi také prokazuje analyza binary Jaccard,
ktera byla popsana vysSe. V piipadé fadu nekultivovanych bakterii fadu Bacteroidales byla
zjiSténa vysoka variabilita po¢tu sekvenci mezi jednotlivymi druhy zvifat. Srnci maji
mnozstvi sekvenci 4,9 %, jeleni 11,3 %, danck 16,7 % a ovce 20,3 %. Stejny trend
je prokazan u sekvenci nekultivovanych bakterii fadu Clostridiales. V tomto pfipadé srnCi
maji 6,0 %, jeleni 11,2 %, dan¢k 13% a ovce 11,9 %. V piipadé nekultivovanych bakterii
¢eledi Ruminococcaceae dosahuji pocty sekvenci u srnct 6,8 %, u jelend 7,9 %, u danka 14,2
% a u ovce 10,3 %. U nekultivovanych bakterii ¢eledi Lachnospiraceae pocty sekvenci
dosahuji u srncit 11,3 %, u jelenti 11,2 %, u danka 11,8 % a u ovce 5,0 %. V ptisadé rodu
Prevotela dosahuji pocty sekvenci u srnct 35,0 %, u danka 21,2 %, u jelent 24,9 % a u ovce
25,6 %. V ptipadé rodu Ruminococcus ma nejvétsi mnozstvi sekvenci dan¢k 14,2 %, ovce
10,3 %, jeleni 7,9 % a neyjméné maji srnci. Posledni vyznamné rozdily v poctech pfirazenych
sekvenci byly pozorovany u rodu Selemonas. Nejvétsi zastoupeni maji srnci (10,6 %), jeleni

maji 4,3 %, danék 4,0 % a ovce 4,1%.

6.1.4.1.DGGE analyza a indexy diverzity
Stejnych 15 vzorkil jako v pfedchozi analyze NGS sekvenovéani z bachoru jelenti

(n=11), srncii (n=2), daiika (n=1) a ovce (n=1) bylo podrobeno analyze pomoci denaturacni

gradientové gelové clektroforézy, ktera byla vyhodnocena pomoci softwaru Bionumerics
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7.2.1, ¢imz byly detekovany jednotlivé bandy (obrazek 23) a sestaven dendrogram na zakladé
UPGMA s Pearsonovou korelaci, diverzita jednotlivych vzorkd byla stanovena na zékladé
principal coordinate analysis, na zakladé vzdalenosti jednotlivych jednotek podle Jaccardova
indexu (obrazek 24).

®Reddeer RD2
®Reddeer RD3
©® Red deer RD1
® Reddeer RD7
©® Red deer RDS
©® Red deer RD12
® Red deer RD4
©® Red deer RD®
® Reddeer RD10
# sheep SH

* Roebuck RB1
* Roebuck RB2
® Red deer RD&
® Red deer RD8
e Red deer RD11
@ Fallow deer FD1

Obrazek 23: DGGE profily bakterialni 16S rDNA genovych fragmentt amplifikovanych za
pouziti celkové genomové DNA extrahované ze vzorkl obsahu bachoru a jejich odpovidajici klastrové
analyzy. Dendrogram byl také sestaven pomoci UPGMA s korelaci Pearsons. Vzorky jsou oznaceny.
RD — jelen, RB — srnec, FD — dan¢k a SH — ovce

Bakterialni komunitni rozmanitost byla métena u jelent, srncii, danka a ovce pomoci
indext alfa diverzity (tabulka 18), za pomoci Shannonova indexu a inverzniho Simpsonova
indexu. Shannontv index dosahoval mezi jednotlivymi jeleny hodnoty 2,74 — 3,12, mezi
srnci 2,75 — 2,89, u dafika hodnoty 2,47 a u ovce hodnoty 2,59. Simpsonav index dosahoval
mezi jednotlivymi jeleny hodnoty 0,51 — 0,79, mezi srnci 0,65 — 0,77. Oba indexy ukazaly,
ze bakteridlni komunitni rozmanitost se mezi jednotlivymi jeleny a srnci neli§i (Mann
Whitney test, P<0,05) a nelisi se ani v porovnani mezi skupinami zvitat - jeleni, srnci, dan¢k a
ovce. Dale byly meéfeny index bohatosti (Richness) a index rovnomérnosti (Evenness).
Richness index dosahoval hodnot u jelend 91,0 — 141,0, u srnci 91,0 — 96,0, u danka 60,0
a uovce 95,0. Evenness index dosahoval hodnot u jelend 0,70 — 0,78, u srnct 0,71 — 0,75,
u danka 0,79 a u ovce 0,70. Oba indexy ukazaly, Ze odliSnost bakteridlni komunitni
rozmanitosti mezi jednotlivymi jeleny a srnci nebyla statistiky prokazana (Mann Whitney test,

P<0,05) a nelisi se ani v porovnani mezi skupinami zvitat jeleni, srnci, dan¢k a ovce.

Tabulka 18: Indexy alfa diverzita u vzorkl z analyzy DGGE
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Vzorek Shannon Simpson Richness Evenness
JELEN 1 2.74 0.79 91.00 0.73
JELEN 2 2.86 0.72 112.00 0.70
JELEN 3 2.93 0.66 119.00 0.75
JELEN 4 3.12 0.51 124.00 0.78
JELEN 5 3.04 0.56 141.00 0.72
JELEN 6 2.97 0.60 116.00 0.70
JELEN 7 2.78 0.77 107.00 0.74
JELEN 8 2.90 0.68 103.00 0.75
JELEN 9 2.97 0.61 130.00 0.72
JELEN 11 2.93 0.65 107.00 0.72
JELEN 12 2.97 0.61 132.00 0.75
SRNEC 1 2.89 0.65 96.00 0.75
SRNEC 2 2.75 0.77 91.00 0.71
DANEK 2.47 0.72 60.00 0.79

OVCE 2.59 0.90 95.00 0.70

Na zaklad¢ analyzy a detekovani jednotlivych bandl na gelu pomoci principal
coordinate analysis of the community membership using Jaccard distance bylo zjiSténo
(obrazek 24), Ze nejvetsi bakteridlni diverzitu v porovnani mezi jednotlivymi vzorky ma
dan¢k a srnci. Na zakladé analyzy je zfetelné, Ze jednotlivé vzorky jeleni a ovce jsou
shlukovany vicemén¢ v jedné oblasti, a maji podobnou bakterialni diverzitu i pocty bakterii.
Srnci se vyznacuji tim, Ze se liSi bakterialni diverzitou, ne pocty jednotlivych bakterii.

Nejveétsi rozdily jak v diverzité jednotlivych druht, tak i v poctech jednotlivych bakteridlnich

kmenii ma dangk, ktery se nachazi daleko od ostatnich vzorki jednotlivych zvitat
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Obrazek 24: Principal coordinate analasis: Analyza ¢lenstvi jednotlivych vzorki v komunitach
podle profilu DGGE. Zelené tecky predstavuji jeleny, Cervené tecky piedstavuji jeleny, zluté jeleny a
modré ovce. Vzdalenosti bodu predstavuji relativni rozdily v ¢lenstvi v komunité

6.1.4.2. Kvantifikace vzorkti pomoci qPCR
Hustotu mikrobidlni populace jsme stanovili pomoci quantitative real-time PCR

(tabulka 19). Zaméfili jsme se na hustotu celkovych bakterii a ptredev§im na hlavni
celulolytické piedstavitele bakterii jako Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefasiens
a Ruminococcus albus (jednotky — podet bundk na g-* vzorku). Hustotu jsme stanovili
u stejnych vzorkl, jako v pfipad€ ptredchozich analyzach (jeleni, srnci, dan€k a ovce).
Analyza ukazala, Ze hustota celkovych bakterii v bachoru jeleni dosahuje hodnot 1,04 x 10°
~ 1,49 x 10, u srnci 5,11 x 10° — 6,56 x 10°, u daiika 9,93 x 10° a u ovce 5,43 x 10°.
V piipadé hustoty bakterie Fibrobacter succinogenes dosahovala v piipadé jelenti hodnot 1,35
x 107 — 1,83 x 10°%, u srnci 5,11 x 10° — 3,28 x 107, u daika 9,93 x 10° a u ovce 1,09 x 10
Jako dalsim druhem bakterie, u které jsme stanovovali hustotu je Ruminococcus albus, jehoz
hustota dosahuje v piipadé jelenti hodnot 1,87 x 10°— 7,82 x 10, v piipadé srnci 8,75 x 10° -
1,55 x 107, v piipadé dafika 1,12 x 10° a v pripadé ovce 9,42 x 10°. Poslednim druhem
bakterie, u které jsme stanovili hustotu je Ruminococcus flavefaciens, jehoz hustota dosahuje
hodnotu u jelenti 1,37 x 10° — 3,34 x 107, u srncti 4,53 x 10°— 7,77 x 10°, u daiika 5,88 x 10*
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au ovce 1,21 x 10°. Na zakladé statistické analyzy bylo prokazano, Ze hustota bakterii rodu
Fibrobacter succingenes a Rumonococcus flavefasiens u jelend, je signifikantné vyssi nez u
ostatnich druhti zvifat na hladin¢ vyznamnosti (P<0,05). U ostatnich zvitat nebyly prokazany

statistiky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi populacemi bakterii.

Tabulka 19: RT-PCR vysledky hustoty celkovych bakterii, hlavnich pfedstaviteld
celulolytickych bakterii, jako jsou Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens

a Ruminococcus albus (jednotky - pocet bungk g™)

Vzorek Celkové bakterie R. albus R. flavefaciens F. succinogenes
JELEN 1 5,10 x 10° 4,05 x 10° 1,20 x 10’ 1,83 x 108
JELEN 2 5,14 x 10° 9,67 x 10° 1,67 x 10’ 1,70 x 108
JELEN 3 4,53 x 10° 1,87 x 10° 4,72 x 10° 6,79 x 10’
JELEN 4 1,04 x 10° 3,33 x 10° 1,37 x 10° 1,35 x 107
JELEN 5 8,56 x 10° 1,51 x 10’ 1,36 x 10’ 1,71 x 107
JELEN 6 6,57 x 10° 7,82 x 107 8,45 x 10° 1,12 x 108
JELEN 7 5,50 x 10° 1,89 x 10° 1,37 x 10’ 1,05 x 108
JELEN 8 4,97 x 10° 3,86 x 10° 6,68 x 10° 1,49 x 107
JELEN 9 1,49 x 10%° 1,62 x 10’ 3,34 x 10’ 1,79 x 108
JELEN 11 6,83 x 10° 7,24 x 10° 6,31 x 10° 546 x 107
JELEN 12 6,58 x 10° 5,45 x 10° 1,70 x 107 2,43 x 108
SRNEC 1 6,56 x 10° 1,55 x 10’ 7,77 x 10° 3,28 x 10’
SRNEC 2 5,11 x 10° 8,75 x 10° 4,53 x 10° 5,11 x 10°
DANEK 9,93 x 108 1,12 x 10° 5,88 x 10* 9,93 x 10°

OVCE 5,43 x 10° 9,42 x 10° 1,21 x 10’ 1,09 x 107

6.1.4.3. Shrnuti analyzy

Provedené analyzy charakterizovali bakterialni skladbu jelent, srncii, daiika a ovce.
Analyza diverzity byla provedena indexy alfa a beta diverzity z NGS a DGGE. V obou
pifipadech bylo prokazano, Ze bakteridlni komunity nalezené v bachoru divokych ptezvykavci
jsou odlisné od sebe navzajem. Mimo jiné analyza vice jedincti ukazuje, Ze kmeny
jednotlivych bakterii pfitomnych v bachoru urcitého druhu piezvykavce jsou stejné, ale
relativni podil téchto bakterii se li$i. Tato tvrzeni jsou podpotena principal coordinate analysis
pomoci Jaccardovych indext. Vysoké hodnoty Shannonova indexu naznacuji vysokou
druhovou diverzity ve vzorcich. Dale, bakterialni spoleCenstva ve vzorcich na zakladé
podobnych a vysokych hodnot Simpsonova indexu naznacuji podobnou bakterialni populaci.
Vysoky pocet OTUS a vysoké hodnoty indexd mikrobialni diverzity naznacuji vysoké

zastoupeni druhii v testovanych vzorcich. Tato druhova rozmanitost vzorkd mtize byt pro
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volné¢ 7Zijici prezvykavce strategii pro prezivani ve volné pfirod¢, kterd je zavisla
na dostupnosti potravy a ménici se klimatickych vlivii (Henderson et al., 2013). Také jsme
porovnavali bakteridlni slozeni bakteridlnich komunit v ramci jednotlivych druhii zvifat.
Z vysledkt vyplyva, ze jsme nasli zna¢né rozdily v relativnim podilu jednotlivych bakterii
mezi druhy prezvykavci.

V této studii maji nejveétsi podil vSech bakteridlnich sekvenci na urovni kment
Firmicutes a Bacteroidetes, které ptedstavuji vice jak 93 % celkovych sekvenci ve vSech
druzich zvifat. Dominance téchto kment druhii byla prokazana také v jinych studiich u volné
zijicich ptezvykavci, ktefi jsou schopni travit a vyuzit velké mnozstvi potravy ve formé
cévnatych rostlin, trav, méchi a liSejnikd, pomoci unikatniho mikrobiomu v bachoru.
(Sundset et al., 2007, 2009, 2010, Griininger et al., 2015, Li et al., 2015, Zielinska et. al.,
2016, Hu et al., 2017, Qian et al., 2017). Analyza bakterialnich komunit ve vzorcich danka,
jelena evropského, srnce obecného a ovce predstavuje zastoupeni bakterialni kmene
Bacteroidetes s dominantnimi druhy fadu Bacteroidales, rodu Prevotela, celedi
nekultivovanych Prevotellaceae, rodu Paludibacter. Druhym kmenem s nejvEtSim
zastoupenim je Firmicutes s dominantnimi druhy fadu nekultivovanych Clostridiales, ¢eledi
nekultivovanych Lachnospiraceae, celedi nekultivovanych Ruminococcaceae, rodu Blautia,
Butyrivibrio, Clostridium, Coprococcus, Eubacterium, Ruminococcus a rodu Selenomas.

Statisticky vyznamné rozdily v relativnim zastoupenim jednotlivych druht bakterii
mezi jednotlivymi druhy zvifat jsou prokazany u srnce, kde byly prokazany rozdily u bakterii
nekultivovanych Bacteroides, Prevotela, nekultivovanych Clostridiales, nekultivovanych
Ruminococcaceae a Selenomomas.

Rada studii zaméfenych na studium bakteridlni komunity u divokych piezvykavch
uvadi, ze dominantnimi kmeny v travicim traktu jsou Bacteroides a Firmicutes, které pokryji
vice nez 90 % veskerych sekvenci bakterii (Sundset et al., 2007; 2009; 2010; Griininger et al.,
2014; Guo et al., 2015; Li et al., 2015; Zielinska et. al., 2016; Hu et al., 2017; Qian et al.,
2017), coz potvrzuje naSe zjiSténi. Dalsi bakteridlnich kmeny, které nemaji tak vysoké
zastoupeni sekvenci, které analyza prokazala se podle zminénych studii vyskytuji bézné 1
ostatnich volné Zijicich pfezvykavci, li§i se pouze procentudlnim zastoupeni sekvenci.
Z dostupné literatury jsme zjistili, Ze dosud nebyla provadéna analyza sekvenovéani nové
generace na jelenech evropskych ani na srncich obecnych ¢i na daiku skvrnitém. Je velice
slozité tyto vysledky porovnavat s dostupnou literaturou. Zajimavym zjisténim této studie
je velké mnozstvi sekvenci patfici nekultivovanym bakterialnim druhim jako Bacteroidales,

Clostridiales, Lachnospiraceae, Prevotellaceae a Rumonococcaceae, celkové jde o vice nez
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45 % z celkového poctu sekvenci. Stejny jev byl pozorovan ve studiich provedenych
na bachorovych obsazich sobli (Sundset et al., 2007), jelent wapiti (Cervus canadensis),
jelenct béloocasych (Odocoileus virginianus) (Griininger et al., 2014) a kabara (Moschus
berezovskii) (Hu, 2017). Nejvice zastoupenym druhem bakterii v nasi studii je rod Prevotella,
stejné jako u jelent yakard (Cervus elaphus yarkandensis) (Qian et al., 2017) a jelenti wapiti
(Cervus canadensis), jelenct béloocasych (Odocoileus virginianus) (Griininger eta al., 2014)
a kabar (Moschus berezovskii) (Hu, 2017). Dalsimi druhy bakterii jsou Blautia, Butyrivibrio,
Clostridium, Eubacterium, Ruminococcus, Fibrobacter a Selenomonas. Rod Selenomonas ma
druhé nejvétsi zastoupeni v poctu sekvenci. Podle Sawanona et al. 2011 bakterie Selenomonas
ruminantium je schopna v kokultuie s Fibrobacter succinogenes napomahat a urychlovat
Stépeni vldkniny v bachoru za zvySené produkce propiondtu. V nasem piipad€ maji nejvétsi
zastoupeni rodu Selenomonas srnci ve dvojnasobném mnozstvi oproti ostatnim druhtim
piezvykavci. Tietim nejvice zastoupenym rodem bakterii je rod Ruminococcus. Nejvétsi
zastoupeni rodu Ruminococcus maji jeleni, téméf o polovinu vice nez ostatni druhy zvifat,
stejné je i v pfipadé rodu Fibrobacter. Tyto zavéry potvrzuje na analyza vzorki qPCR.
To mulze byt zplsobeno tim, Ze jelen patii mezi potravni oportunisty a potravu si vybira, tudiz
jeho slozeni potravy obsahuje velké mnozstvi celulosy, které v bachoru §tépi predevsSim
celulolytické druhy bakterii Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefasiens a Fibrobacter
succinogenes (Koike and Kobayashi, 2001; Griinninger et al., 2014). Na tyto bakterie jsme se
zaméfili pro doplnéni ptfesnych pocti jednotlivych druht celulolytickych bakterii. Tyto
vysledky se shoduji 1 s publikovanymi studiemi (Khejornsart et al., 2011), jejichz pocty
potvrzuji vysledky next generation sequencing, ze pocty jednotlivych celulolytickych druh
bakterii jsou u jelenli vyss§i nez u ostatnich druhd. To potvrzuje hypotézu o sloZeni potravy
jelena evropského a jeho potravniho oportunismu. V porovnani vysledkii nasi studie se
studiemi provadénych pomoci stejnych metod na domadcich prezvykavcich jsme dosli
k zavéru, ze slozeni bakterialnich komunit na urovni kment je podobné jako u volné Zijicich
piezvykavcii. Procentudlni zastoupeni sekvenci jednotlivych bakterii je odlisSné. Podle studii
zamétenych na dobytek jsou dominantnimi kmeny bakterii kmen Bacteroidetes a Firmicutes
(Raphael Barbetta de Jesus e t al, 2015; Hess et al.,, 2011), ale oproti volné¢ Zijicim
prezvykaveim maji vEtsi zastoupeni kmene Bacteroides nez Firmicutes. Tuto skute¢nost
potvrzuje Qian et al. (2017) ve své studii na ovcich. Tento jev byl také popsan u sobi
(Sundset et al. 2007; Zielinska et al., 2017). Tato skutecnost je potvrzena i nasi studii, kde
podil Bacteroides pievazuje nad Firmicutes u ovce. Dal§im faktem, ktery potvrzuje

podobnost bakterialniho slozeni je fakt, Ze u skotu se vyskytuje znaéné mnozstvi
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nekultivovanych bakterii, jak u Bacteroidetes, tak u Firmicutes (Raphael Barbetta de Jesus et
al., 2015). Struktura bakterialni populace je zavisla na fad¢ faktoru, jako jsou antibiotika,
pufry, zména stravy, environmentadlni stres a infek¢ni onemocnéni, které meéni stabilitu
a strukturu bakteridlnich populaci (Kumar et. al., 2009), proto zde hovoiime pouze

0 relativnich porovnanich a zménach mikrobiomi jednotlivych druhti zvirat.

6.1.5.Molekuliarné geneticky screening bakterii v bachoru prezvykavci pomoci
NGS

Predpokladanym vysledkem této analyzy bylo popsat slozeni a diverzitu bakterialniho
populace vyskytujici se v bachoru volné zijicich ptezvykavcet, konkrétné jelena evropského
a danka skvrnitého, v konfrontaci s domacimi ptezvykavci, konkrétné tura domaciho a ovce
Zijicimi na uzemi Ceské republiky. Dale jsme zkoumali odlisnosti slozeni bakterialnich
spoleCenstev mezi jednotlivymi druhy zvifat i v ramci jednotlivych kust stejného druhu.
Odebrano bylo 20 vzorki obsahli bachoru, piesnéji z bachoru jelenil (n=6), daiikii (n=6), tur
(n=4) a ovci (n=4). Vzorky byly podrobeny pyrosekvenovani, které bylo provedeno v regionu
V1-V3. Sekvence byly zpracovany a analyzovany pomoci softwaru QIIME 1.9.0. Zjisténé
chyby pfti sekvenovani byly odstranény pomoci naprogramovani softwaru. Po odstranéni chyb
bylo celkové nacteno 477662 sekvenci s primérem 23883 sekvenci pro kazdy vzorek,
v rozmezi od 524 do 180071. Bakteridlni komunitni rozmanitost u jednotlivych vzorkid byla
méfena u jelend, dankd, ovei a tur pomoci Shannonova indexu, Simpsonova indexu, Chao

1 indexu, richness indexu a indexu evennes.

Tabulka 20: Indexy alfa diverzity jednotlivych vzorki zvifat odebranych z bachoru

Vzorek | Zvife | Observed OTU _ Indexy diverzity
Shannon Simpson Chaol Richness Evennes

6 jelen 2233 10,22 0,98 3288,41 0,97 0,92

7 jelen 292 7,72 0,99 682,20 0,99 0,94

9 jelen 463 8,43 0,99 816,39 0,99 0,95
22 jelen 1207 8,53 0,99 1801,22 0,99 0,83
33 jelen 1160 8,98 0,98 1943,73 0,99 0,88
40 jelen 1648 9,69 0,97 2548,86 0,98 0,91
73 dangk 2120 9,52 0,98 3419,24 0,98 0,86
75 dangk 1337 9,22 0,98 2178,22 0,98 0,89
76 danék 15772 10,78 0,99 17326,34 0,91 0,77
77 dangk 13390 11,12 0,97 15209,50 0,91 0,81
78 dangk 4334 9,74 0,99 5132,62 0,97 0,81
80 dangk 1125 9,17 0,97 1903,75 0,98 0,90
93 ovce 826 8,97 0,98 1541,83 0,99 0,93
94 ovce 8767 11,15 0,98 10084,98 0,92 0,85
95 ovce 4844 10,60 0,99 6049,83 0,95 0,87
96 ovce 1787 9,50 0,99 2754,12 0,98 0,88
97 krava 2553 10,14 0,99 3770,02 0,97 0,90
98 krava 796 8,30 0,98 1456,76 0,99 0,86
99 krava 1132 9,22 0,98 1840,20 0,98 0,91
100 krava 4489 10,82 0,97 5843,20 0,95 0,89
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Shannontiv index dosahoval mezi jednotlivymi jeleny hodnoty 8,43 — 10,22, mezi
danky 9,17 — 11,12, mezi ovcemi 8,97 — 11,15 a u turd 8,30 — 10,82. Simpsoniv index
dosahoval mezi jednotlivymi jeleny hodnoty 0,98 — 0,99, mezi danky 0,97 — 0,99, mezi
ovcemi 0,98 — 0,99 a u turd 0,97 — 0,99 (tabulka 20). Shannoniv index prokazal,
ze bakterialni komunitni rozmanitost se mezi jednotlivymi jeleny, danky, ovcemi a tury ani
V porovnani mezi jednotlivymi skupinami zvitat nelis$i (Mann Whitney test, P<0,05). Daéle
byly méfeny index bohatosti (Richness) a index rovnomérnosti (Evenness). Richness index
dosahoval hodnot u jelent 97,0 — 99,0, u dankd 91,0 — 98,0, u ovei 92,0 — 0,99 a u turd 0,95 —
0,99. Evenness index dosahoval hodnot u jelent 0,83 — 0,95, u dankt 0,77 — 0,90, u ovci 0,85
— 0,93 a u turt 0,89 — 0,91 (tabulka 20). Oba indexy ukézaly, Ze bakterialni komunitni
rozmanitost se mezi jednotlivymi jeleny, daiiky, ovcemi a tury neli$i (Mann Whitney test,
P<0,05) a nelisi se ani v porovnani mezi skupinami zvifat.

Pro porovnani diverzity bakteridlnich populaci mezi jednotlivymi skupinami zvitat
jsme pouzili indexy beta diverzity na zaklad¢ vazené Unifrac analyzy na zakladé Jaccardova
indexu s podobnosti 97 % (obrazek 25). Porovnavali jsme mozné odli$nosti mezi skupinami

jelent, daiiki, ovci a turd.
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Obrazek 25: Vazena UniFrac analyza pro porovnani bakterialnich spolecenstev
identifikovanych ve vzorcich v bachoru na zéklad¢ Jaccard analyzy 97 % podobnosti
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Dale jsme pouzili pro vizualizaci rozdili ve vzdalenostech jednotlivych zvitat a jejich
diverzity bakterialni populace pricipal coordinate analyzu (PCoA). Ob¢ analyzy beta
diverzity prokazaly, Ze jednotlivé vzorky maji variabilitu v procentualnim zastoupeni
bakteridlnich populaci. Na PCoA (obrazek 26) je zietelné, jak se jednotlivé vzorky
jednotlivych skupin sdruzuji v hlouc¢ku. Tato skute¢nost vyjadiuje variabilitu v komunitnim

slozeni jednotlivych druhti bakterii.
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Obrazek €. 27: Principal coordinate analysis (analyza PCoA) na zakladé€ ptislusnosti
jednotlivych vzorka v komunitach bakterii na zdkladé Jaccardova indexu. Modré tecky
piedstavuji jeleny, oranzové predstavuji danky, Cervené predstavuji tury a zelené predstavuji
ovce. Vzdalenosti mezi teckami na ploSe predstavuje relativni odliSnosti v komunitni
ptisluSnosti jednotlivych vzorkl

102



Struktura bakterialni populace
Taxonomicka analyza vzorkd odebranych z bachoru ukazala, Ze bakterialni populace
vSech testovanych zvifat se skldda z 27 kmena, 36 tfid, 75 tada, 154 celedi a 269 rodu.

Nejvetsi zastoupeni sekvenci ma bakterialni kmen Firmicutes, ktery obsahoval 49,3 %

v

celkovych sekvenci. Druhym nejhojnéjsim kmenem je kmen Bacteroidetes, kterému nalezi
40,9 % sekvenci. Dal§imi kmeny urCenych pii analyze jsou kmeny Actinobacteria se
zastoupenim 1,9 % sekvenci, kmen Proteobacteria se zastoupenim 1,8 %, kmen Spirochaetes
se zastoupenim 0,7 % sekvenci, kmen Tenericutes se zastoupenim 0,7 % sekvenci, kmen
Fibrobacteres se zastoupenim 0,3 % sekvenci, kmen TM7 se zastoupenim 0,3 % sekvenci,
kmeny Planctomycetes, SR1, Synergistetes a Verrucomicrobia méli zastoupeni sekvenci

Vv desetinach procent celkovych sekvenci (obrazek 27).
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Obrazek 27: SloZeni bakteridlni populace na bazi kmenti mezi jednotlivymi skupinami zvifat.
Sloupce vyjadiuji procentudlni zastoupeni sekvenci ptifazenych ke kmentam bakterii, které
jsou uvedeny v legendé

Pokud se podivame na vysledky jednotlivych kmenti z hlediska zastoupeni mezi
jednotlivymi druhy zvitat (obrazek 27), tak jeleni maji kmen Firmicutes zastoupen 43,5 %,
danci 51,1 % , ovece 55,0 % a tufi 55,4 %. Zastoupeni kmene Bacteroidetes maji jeleni 46,8
%, danci 39,4 %, ovce 33,2 % a tufi 35,1 %. V piipadé kmene Actinobacteria je zastoupeni u
jelenti 2,6 %, u dankd 1,2 %, u ovei 3,5 % a u turt 1,0 %. Kmen Proteobacteria je zastoupeni
u jelent 1,3 %, u danku 0,8 %, u ovci 0,5 % a u turt 0,4 %. Kmen Tenericutes je zastoupen u

jelent 0,7 %, u danku 1,1 %, u ovci 0,5 % a u turd 0,7 %. Kmen Spirochaetes ma zastoupeni

103



u jelenti 0,5 %, u dankti 0,9 %, u ovci 0,4 % a u turii 0, 9%. Poslednim kmene, ktery ma néjak
vyznamné zastoupeni je kmen Fibrobacteres, ktery ma zastoupeni u jelenti 0,4 %, u danki 0,5
%, u ovei 0 % a u turtt 0,2 %. Zbylé kmeny, jak jiz bylo zminéno vySe, maji minimalni

zastoupeni v poctech sekvenci.

Porovnani bakteridlnich druhii mezi jednotlivymi druhy zviiat

Z vysledk vyplyva, Zze u vSech zvifat se vyskytuji nekultivované bakterie tadu
Bacteroidales, rod Prevotella, nekultivovana c¢eled” Prevotellaceae, rod Fibrobacter,
nekultivované bakterie fadu Clostidiales, rod Clostridium, nekultivované bakterie celedi
Lachnospiraceae, rod Blautia, rod Butyrivibrio, rod Coprococcus, nekultivované bakterie
¢eledi Ruminococcaceae, rod Ruminococcus, rod Succinoclasticum a rod Mogibacterium.
Vsechny zminéné druhy bakterii se vyskytuji u vSech skupin zvifat a 1 u jednotlivca.
V nasledujicim textu budeme uvadét druhy bakterii od nejvétsiho procentualni zastoupeni
sekvenci k nejmensimu. Budeme popisovat jednotlivé pocty sekvenci mezi skupinami zvifat,

tudiz mezi jeleny, danky, tury a ovcemi (obrazek 28).
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Obrazek 28: Diverzita jednotlivych bakteridlnich druhii ve zkoumanych vzorcich
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Nejveétsi zastoupeni ze vSech druhti celkovych sekvenci ma rod Prevotella, ktery ma
nejvetsi zastoupeni u jelent 22,5 %, nejmensi u dankt 17,0 %, u turd je zastoupeni 21,0 % a
ovci 18,1 %. Druhym nejvice zastoupenym druhem bakterii jsou nekultivované bakterie fadu
Clostridiales, ktery ma nejvétsi zastoupeni sekvenci u danku 19,3 %, nejmensi u turd 13,6 %,
déle u jelent 15,4 % a u ovci 17,5 %. DalSim vyznamné zastoupenym bakterialnim druhem
jsou nekultivované bakterie fadu Bacteroidales s nejvétsim zastoupenim u jelent 11,9 %,
nejmensim zastoupenim u turti 8,2 %, u dankt 11,5 % a ovci 7,9 %. Nekultivované bakterie
¢eledi Ruminococcaceae maji nejvétsi zastoupeni u jelent a ovei 7,5 %, nejmensi u dankt 7,2
% a u tur 7,3 %. Nekultivovana ¢eled’ Lachnospiraceae ma nejvétsi zastoupeni u ovcei 7,4 %,
nejmensi u jelent 5,0 % a u turh a dankt 5,1 %. Dal§im rodem je rod Butyrivibrio, ktery mél
nejvetsi zastoupeni u turd 11,4 %, nejmensi u dankt 2,0 %, poté u ovcei 5,9 % a u jelent 2,8
%. Neltivovana ¢eled’ S24-7, tadu Bacteroidales ma nejvétsi zastoupeni u jelend 6,0 %,
nejmensi u dankd 1,2 %, u ovei 2,0 % a turt 1,6 %. Rod Ruminococcus ma nejvetsi
zastoupeni u dankt 4,1 %, nejmensi u jelent 1,2 %, u turd 3,8 % a u ovci 1,8 %.
Nekultivované bakterie Celedi Coriobacteriaceae maji nejvétsi zastoupeni u ovei 2,8 %,
nejmensi u turd a dankd a u jelent 1,5 %. Rod Succiniclasticum ma nejvétsi zastoupeni u turd
3,1 %, nejmensi u jelent 0,5 %, u ovci 0,8 % a u danki 1,0 %. Rod Clostridium ma nejvétsi
zastoupeni 1,4 % u dankt, nejmensi u jelent a ovei 0,3 % a turd 0,4 %. Poslednim zajimavym
rodem v nasi analyze je rod Fibrobacter, ktery mél nejvétsi zastoupeni u dankd 0,5 %,
nejmensi u ovei 0,0 %, u jelent 0,4 % a u turt 0,2 %.

Zajimavy zjiSténi z této analyzy je fakt, Ze téméf polovina, kdyZ nepocitame
nepfifazené sekvence, kterych bylo v tomto piipad€ 4,6 % z celkového poctu, tak sekvence
byly pfifazeny bakteriim, které jsou nekultivované. Jednalo se o 46,4 % vSech sekvenci.
Sekvence nekultivovanych bakterii jsou ve vSech piipadech ve vétsim zastoupeni u volné
zijicich pfezvykavci neZz u domécich. Tyto sekvence byly pfifazeny nekultivovanym
bakteriim fadu Bacteroidales, Bacteroidales BS11, Clostridiales, nekultivovanym bakteriim
celedi Coriobacteriaceae, Lachnospiraceae a Ruminococcaceae. Nejvétsi  zastoupeni
nekultivovanych bakterii mél rad Clostridiales, nejmensi Coriobacteriaceae.

Variabilita procentudlniho zastoupeni sekvenci mezi jednotlivymi skupinami zvitat
bez ohledu na statistickou vyznamnost byla prokdzadna u nekultivovanych bakterii tadu
Bacteroidales, kde byly zjistény pocty sekvenci u jelenti 11,9 %, u dankd 11, 5 %, u ovci 7,9
% a u turt 8,2 %. Dalsi variabilita pozorovana u nekultivovanych bakterii celedi S24-7, fadu
Bacteroidales, kde pocty sekvenci u jelenti dosahovaly 6,0 %, u danka 1,2 %, u ovei 2,0 %

a u turt 1,6 %. Dale u rodu Ruminococcus bylo zastoupeni sekvenci u danki 4,1 %, u turt 3,8
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%, u ovci 1,8 % a u jelent 1,2 %. Dalsim rodem byl rod Succiniclasticum, jehoz zastoupeni
bylo u turti 3,1 %, u danku 1,0 %, u ovci 0,8 % a u jelend 0,5 %. Nejvétsi variabilita byla
pozorovana u rodu Butyrivibrio, kde tufi méli zastoupeni sekvenci 11,4 %, ovce 5,9 %, jeleni

2,8 % a danci 2,0 %.

6.1.5.1. Kvantifikace vzorkt pomoci qPCR

Hustotu mikrobialni populace jsme stanovili pomoci quantitative real-time PCR
(tabulka 21). Zaméfili jsme se na hustotu celkovych bakterii a pfedev§im na hlavni
celulolytické predstavitele bakterii jako Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefasiens
a Ruminococcus albus (jednotky — podet bundk na g-* vzorku). Hustotu jsme stanovili
u stejnych vzorkl, jako v pifipad¢ piedchozich analyz (jeleni, daiici, ovce a tufi). Analyza
ukézala, ze hustota celkovych bakterii v bachoru jelent dosahuje hodnot 2,14 x 10° - 9,95 x
10%, u daitkti 2,23 x 10° - 8,02 x 10°, u ovei 1,74 x 10° — 1,95 x 10*° a u turdi 1,39 x 10° -
8,14 x 10°. V piipadé hustoty bakterie Fibrobacter succinogenes dosahovala v piipadé jelent
hodnot 1,37 x 10° - 8,41 x 10', u daiiki1 2,00 x 10° — 7,86 x 10, u ovei 2,59 x 10>~ 6,46 x 10°
au turd 1,99 x 10° — 3,63 x 10° Jako dalsim druhem bakterie, u které jsme stanovovali
hustotu je Ruminococcus albus, jehoz hustota dosahuje v piipadé jelent hodnot 9,46 x 10° —
7,46 x 10°, v piipadé daiiki 1,67 x 10" — 9,32 x 10", v piipadé ovei 2,19 x 10°— 6,50 x 10°
a Vv piipadé turd 9,11 x 10° - 9,96 x 10°. Poslednim druhem bakterie, u které jsme stanovili
hustotu, je Ruminococcus flavefaciens, jehoZ hustota dosahuje hodnotu u jelend 1,48 x 10° —
3,12 x 10", u dafikti 1,22 x 10°~ 5,92 x 10°%, u ovei 1,05 x 10°~ 7,33 x 10° a u turt 3,38 x 10"~
7,01 x 10”. Na zéaklads statistické analyzy (Mann Whitney test, P<0,05) bylo prokazano, e
hustota bakterii druhu Fibrobacter succinogenes je signifikantné vyssi u jelenti a danki nez u
ovci a turt, a dale druh Ruminococcus flavefasiens je signifikantné vyssi u ovci a turd nez u
jelenti a dankd, na hladiné vyznamnosti P<0,05. U ostatnich druht bakterii nebyly prokazany

statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi populacemi.
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Tabulka 21: RT-PCR vysledky hustoty celkovych bakterii, hlavnich predstaviteld
celulolytickych bakterii, jako jsou Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens

a Ruminococcus albus (jednotky - pocet bungk g™)

Vzorek Zvire Celkové bakterie F. succinogenes R. albus R. flavefasiens
6 jelen 9,78 x 10° 5,47 x 10° 1,42 x 10° 8,59 x 10°
7 jelen 4,09 x 10° 1,37 x 10° 1,28 x 10° 2,20 x 10°
9 jelen 5,93 x10° 6,97 x 10° 7,46 x 10° 2,02 x 10°
22 jelen 9,95 x 10° 8,70 x 10° 9,46 x 10° 1,48 x 10°
33 jelen 2,14 x 10° 1,38 x 10’ 1,58 x 10° 1,85 x 10°
40 jelen 3,70 x 10° 8,41 x 10’ 9,06 x 10° 3,12 x 10’
73 dan&k 2,37 x 10° 1,13 x 107 1,67 x 107 5,92 x 10°
75 dangk 3,69 x 10° 2,76 x 107 5,15 x 10’ 4,11 x 10°
76 dangk 4,66 x 10° 2,00 x 10° 1,75 x 107 1,22 x 10°
77 dangk 8,02 x 10° 2,50 x 107 3,07 x 107 3,22 x 10°
78 dangk 2,23 x 10° 7,86 x 10’ 1,96 x 10’ 1,37 x 10°
80 dangk 4,29 x 10° 3,00 x 107 9,32 x 10’ 2,69 x 10°
93 ovce 2,82 x 10° 6,46 x 10° 4,79 x 10° 2,57 x 10°
94 ovce 1,95 x 10%° 8,87 x 10? 3,10 x 10° 7,33 x10°
95 ovce 1,74 x 10° 1,35 x 10° 6,50 x 10° 2,60 x 10°
96 ovce 2,74 x 10° 2,59 x 10? 2,19 x 10° 1,05 x 10°
97 tur 8,14 x 10° 2,14 x 10° 1,20 x 10’ 7,01 x 107
98 tur 5,91 x 10° 1,99 x 10° 9,96 x 10’ 5,54 x 10’
99 tur 1,95 x 10° 3,63 x 10° 1,67 x 10’ 3,88 x 10’

100 tur 1,39 x 10° 2,76 x 10° 9,11 x 10° 3,97 x 10’

6.1.5.2. Shrnuti analyzy
Tato studie nam vytvofila celkovy pohled na strukturu bakterialni populace v bachoru

jelend, danki, ovci a tur. Smyslem analyzy bylo popsat strukturu bakterialnich populaci
jednotlivych druhli zvifat a porovnat ji mezi jednotlivymi skupinami zvifat. Analyza byla
provedena pomoci metody sekvenovani nové generace a dale molekularné genetickou
metodou gPCR real-time, jiz jsme kvantifikovali stéZejni celulolytické druhy bakterii
osidlujici bachoru.

Byla provedena analyza alfa a beta diverzity jednotlivych bakteridlnich spolecenstvem
Vv jednotlivych vzorcich, ktera nam vypovédéla o diverzité jednotlivych bakteridlnich populaci
V porovnani mezi skupinami druhd zvifat. V obou piipadech, zminénych indext se doslo
k zavéru, ze bakterialni komunity vyskytujici se v bachoru maji podobnou strukturu, ale
relativni podil zjiSténych bakterii se mezi jednotlivymi skupinami zvifat odliSuje. Vysoké
hodnoty Shannonova indexu naznacujici vysokou druhovou diverzitu bakterii ve vzorcich
s vysokou podobnosti druhil, coz ndm potvrzuje vysok4 hodnota Simpsonova indexu. Tento

zaver nam potvrdila i analyza PCoA. Vysoky pocet pozorovanych taxonomickych jednotek
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OTUS naznacuje vysoké zastoupeni testovanych bakteridlnich druht ve vzorcich. Rozdily
V procentudlnim zastoupeni jednotlivych druhti bakterii mezi jednotlivymi skupinami zvifat
jsou vysledkem strategii ve vyuzivani krmiv pfezvykavct (Henderson et al., 2013).

Vysledky ukdzaly, Ze vice jak 89 % sekvenci bylo pfifazeno bakteridlnim kmeniim
Firmicutes a Bacteroidetes, coz bylo zjisténo i1 v dalSich studiich zabyvajicich se travicim
traktem prezvykavci jak volné€ zijicich, tak hospodatskych (Sundset et al, 2007; Kong et al.,
2010; Samsudin et al., 2014; Griininger et al., 2014; Zielinska et al., 2016; Hu et al., 2017;
Qian et al., 2017). Tyto bakterialni druhy se vyskytujici a jsou dominantni i u ostatnich
suchozemskych obratlovci, kde maji také funkéni vyznam v travicim traktu (Shanks et a.,
2011; Lietal., 2016).

Analyza bakteridlnich komunit u jelenli, dankl, ovei a turd pfinesla vysledky,
ze kterych je patrné, Ze jeleni méli zastoupeni kmene Firmicutes 43,5 %, danci 51,1 % , ovce
55,0 % a tufi 55,4 %. Zastoupeni kmene Bacteroidetes maji jeleni 46,8 %, danci 39,4 %, ovce
33,2 % a tufi 35,1 %. Zajimavosti je, Ze téméf polovina sekvenci bylo pfifazeno bakteriim,
které jsou nekultivované. Tento fakt byl potvrzen i v jinych studiich prezvykavcii (Sundset el
al., 2009; Clauss et al., 2009; Kong et al., 2010; Griininger et al., 2014; Li et al., 2014; Hu et
al.,, 2017) Jednalo se o 46,4 % vSech sekvenci. Sekvence nekultivovanych bakterii jsou
ve vSech piipadech ve vétSim zastoupeni u volné€ Zijicich pfezvykavcl nez u doméacich. Tyto
sekvence byly pfifazeny nekultivovanym bakteriim fadu Bacteroidales, Bacteroidales BS11,
Clostridiales, nekultivovanym bakteriim celedi Coriobacteriaceae, Lachnospiraceae
a Ruminococcaceae. Nejvetsi zastoupeni nekultivovanych bakterii mél tad Clostridiales,
nejmensi Coriobacteriaceae. Variabilita procentualniho zastoupeni sekvenci mezi
jednotlivymi skupinami zvifat bez ohledu na statistikou vyznamnost byla prokazana
u nekultivovanych bakterii fadu Bacteroidales, nekultivovanych bakterii ¢eledi S24-7, fadu
Bacteroidales, rodu Ruminococcus rodu Succiniclasticum a rodu Butyrivibrio.

Rada studii zaméfenych na studium bakterialnich komunit v bachoru divokych
prezvykavcei uvadi, Ze dominantnimi kmeny v travicim traktu jsou Firmicutes a
Bacteroidetes, které pokryji vice jak 90 % celkovych sekvenci bakterii (Sundset et al., 2007;
Griinninger et al., 2014; Li et al., 2015, Zielinska et al., 2016; Hu et al., 2017; Qian et al.,
2017). Stejna hypotéza plati i hospodaiskych prezvykavct (Kong et al., 2010; Kittelmann et
al., 2014). Tyto s vysledky nasi studie. Dal$im aspektem je fakt, Ze témét polovina (46,1 %)
ziskanych sekvenci bakterii byla pfifazena nekultivovanym druhiim bakterii. Stejny jev byl

pozorovnam také u volné Zijicich pfezvykavci 1 hospodatskych piezvykavci.
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Kdyz budeme konfrontovat nase vysledky se studiemi, které byly provadény na jak
volné Zijicich prezvykavcich, tak na hospodarskych ptezvykavcich, tak dojdeme k zavéru,
ze struktura bakterialnich populaci jednotlivych druhti zvifat je velice podobna. Tyto populace
se mezi jednotlivymi druhy zvitat odliSuji pouze podle vysSe zastoupeni jednotlivych druhi
bakterii. Zamétime-li se na volné Zijici pfezvykavce, z naSich vysledkl vyplyva, Ze jeleni
maji veEtsi zastoupeni kmene Bacteriodetes nez kmene Firmicutes, coz je v rozporu
se studiemi zaméfenymi na volné Zzijici prezvykavce (Sundset et al., 2007; Griinninger et al.,
2014; Li et al., 2015, Zielinska et al., 2016; Hu et al., 2017; Qian et al., 2017). Tento jev
je spiSe pozorovan u hospodaiskych piezvykavcl s vyrazné odliSnou dietou, kde je vétsi
zastoupeni kmene Bacteroidetes nez Firmicutes (Hess et al., 2011; Raphael Barbetta de Jesus
et al., 2015). Tento jev je mozné vysvétlit tim, Ze vzorky podrobené analyze byly z ¢asti
odebrané z oborniho chovu a zimniho obdobi, kde je dieta castecn€ ovlivnéna clovékem, coz
koresponduje se zavéry Hendersona et al. (2013). Zvéf je v této rocni dobé hojné prikrmovana
jadrnymi a silaznimi krmivy. Co se tyCe zastoupeni bakterialnich kment u danka, ovce a turti
Vv této studii, vSechny tyto druhy maji vétsi zastoupeni kmene Firmicutes nez Bacteroidetes,
u dankd je tento fakt v souladu s dostupnou literaturou, ale v piipadé ovci a turti je popisovan
opacny stav (Sundset et al., 2007; Hess et al., 2011; Griinninger et al., 2014; Li et al., 2015;
Raphael Barbetta de Jesus et al., 2015; Zielinska et al., 2016; Hu et al., 2017; Qian et al.,
2017). Tento jev lze vysvétlit tim, ze tufi i ovce byly chovany ve volném prostiedi pastvy, kde
dieta nebyla tak rozsahle ovlivnéna ¢lovékem. Obecné kmen Firmicutes dominuje u zvitat
konzumujicich velké mnozstvi celulosy, zastupci tohoto kmene degraduji rostlinna vldkna
pomoci celulolytické slozky mikroorganismiim. Do téchto zvifat se fadi pfedevSim volné
Zijici pfezvykavci, zatimco zastupci kmene Bacteroidetes ptredevsim degraduji sacharidy
a bilkoviny (Fernando et al., 2010; Jami et al., 2014; Waite and Taylor, 2014; Nuriel-O et al.,
2016). VySe zminéné zavéry potvrzuje i studie, kterd byla provadéna u kabarti (Hu et al.,
2017), kdy zastoupeni kmene Bacteroidetes byly hojnéjsi v piipadé krmeni letni dietou
s vysokym obsahem $krobu, bilkovin a laktatu (Zebeli et al., 2008; Belanche et al., 2012),
zatimco v zimnich dietdch s predkladanou dietou s vysokym obsahem hrubé vldkniny bylo
vys$si zastoupeni kmene Firmicutes (Fernando et al., 2010). Z vySe uvedeného dochazime
k zavéru, Zze rozdily slozeni bakteridlni populace a zastoupeni jednotlivych druhti bakterii
je zavislé na sloZce potravy (Bergvall, 2009; Henderson et al., 2013). Mikrobiom v bachoru,
jeho funkce, slozeni a interakce mezi jednotlivymi druhy mikroorganismt tedy zévisi
pfedevsim na sloZeni krmné davky, ale také napf. na podavani antibiotik nebo od¢ervovacich

prostiedkti (Russell et al., 2001; Sullivan et al., 2001; Dethlefsen et al., 2008).
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Soucasti této studie je detekci a porovnani Cetnosti hlavnich predstavitelti zastupct
celololytickych bakterii, Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus a Ruminococcus
flavefaciens. Tato ¢ast byla provedena kvantifikaci hlavnich ptedstavitelti celulolytickych
druht pomoci metody qPCR specifickymi primery cilenymi pouze na tyto druhy bakterii.
Z vysledkt vyplyva, ze signifikantni rozdily mezi jednotlivymi druhy zvifat byly pozorovan
u bakterie Fibrobacter succinogenes u jelent a dankt, a u Ruminococcus flavefasiens u ovci a
turt, kde byly vyrazné vyssi pocty téchto bakterii s porovnanim s ostatnimi druhy zvitfat na
hladiné vyznamnosti (P<0,05). Poéty jednotlivych druhti bakterii korespondovaly s poznatky
uvadénymi v literarnich zdrojich (Koike and Kobayashi, 2001).

6.1.6. Molekularné geneticky screening hub v bachoru prezvykavci pomoci NGS
Cilem této analyzy bylo popsat slozeni a diverzitu anerobnich hub vyskytujici se v

bachoru volné zijicich prezvykavcl, konkrétné jelena evropského a danka skvrnitého
v konfrontaci s domacimi piezvykavci, konkrétné tura domaciho a ovce Zijicim na Uzemi
Ceské republiky. Dale jsme zkoumali odli$nosti ve sloZeni spoleGenstev hub mezi
jednotlivymi druhy zvifat i v rdmci jednotlivych zvirat stejného druhu. Odebrano bylo 20
vzorki obsahll bachoru, piesnéji z bachoru jelenti (n=6), dankd (n=6), turi (n=4) a ovci (n=4).
Vzorky byly podrobeny pyrosekvenovani, které bylo provedeno v regionu ITS1. Sekvence
byly zpracovany a analyzovany pomoci softwaru QIIME 1.9.0. Zjisténé chyby
pii sekvenovani byly odstranény pomoci naprogramovani softwaru. Po odstranéni chyb bylo
celkové naéteno 112371 sekvenci s primérem 5618 sekvenci pro kazdy vzorek, v rozmezi
od 489 do 27702. Komunitni rozmanitost u jednotlivych vzork byla métena u jelent, danki,
turh a ovci pomoci Shannonova indexu, inverzniho Simpsonova indexu, Chaol indexu,
richness indexu a indexu evennes. Shannontv index dosahoval mezi jednotlivymi jeleny
hodnoty 8,43 — 10,22, mezi danky 9,17 — 11,12, mezi ovcemi 8,97 — 11,15 a u turt 8,30 —
10,82. Simpsontiv index dosahoval mezi jednotlivymi jeleny hodnoty 0,99 — 1,00, mezi danky
0,99 — 1,00 (tabulka 22). Oba indexy ukézaly, ze komunitni rozmanitost se mezi jednotlivymi
jeleny, danky, ovcemi a tury ani v porovnani mezi jednotlivymi skupinami zvitat nelis§i (Mann
Whitney test, P<0,05). Dale byly méfeny index bohatosti (Richness) a index rovnomérnosti
(Evenness). Richness index dosahoval hodnot u jeleni 97,0 — 99,0, u danka 91,0 — 98,0,
uovcei 92,0 — 0,99 a u turtt 0,95 — 0,99. Evenness index dosahoval hodnot u jelent 0,83 —
0,95, u danku 0,0,77 — 0,90, u ovei 0,85 — 0,93 a u turd 0,89 — 0,91 (Tabulka ¢. 22). Oba
indexy ukazaly, Ze komunitni rozmanitost se mezi jednotlivymi jeleny, danky, ovcemi a tury

neli$i (Mann Whitney test, P<0,05) a nelisi se ani v porovnani mezi skupinami zvifat.
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Tabulka 22: Indexy alfa diverzity jednotlivych vzorki zvifat odebranych z bachoru

Vzorek | Zvire

Observed OTU

Indexy diverzity

Shannon

Simpson

Chaol

Evennes

Richness

93 ovce 548 6,90 0,98 668,87 0,95 0,76
94 ovce 173 3,66 0,74 228,31 0,99 0,49
95 ovce 84 4,66 0,91 133,40 0,99 0,73

Po porovnani alfa diverzity mezi jednotlivymi zvifaty a skupinami zvifat jsme dale
zkoumali beta diverzitu mezi jednotlivymi skupinami. Porovnavali jsme diverzitu hub mezi
jednotlivymi skupinami zvifat. Ve skupiné jelenti, danki, oveci a turi a mezi skupinami
navzdjem. Nejprve jsme spocCitali na zdkladé shlukovani vzorkd Bray-Curtisiiv index
a zakomponovali do analyzy principal coordinate analysis (PCoA) jsme vizualizovali
vzdalenosti mezi jednotlivymi zvifaty (obrazek 29). Analyza prokazala, ze vzorky
jednotlivych skupin zivoc¢ichl se shlukuji kolem sebe na ose y, ale jsou rozptyleny po ose x.

To znamend, ze jednotlivé skupiny zvitat maji podobné zastoupeni druhi jednotlivych hub,

ale jiné odlisné procentudlni zastoupeni.
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Obrazek 29: Principal coordinate analysis (analyza PCoA) na zaklad¢ prislusnosti jednotlivych
vzorkil v komunitach hub na zaklad¢ Bray-Curtisova indexu. Modré tecky ptedstavuji jeleny,
oranzové predstavuji danky, ¢ervené predstavuji tury a zelené predstavuji ovce. Vzdalenosti mezi
teCkami na plose predstavuje relativni odlisnosti v komunitni ptislusnosti jednotlivych vzorki

Struktura populace hub v bachoru

Taxonomickd analyza vzorkli odebranych z bachoru ukazala, Ze bachorova populace
hub se sklada celkové z 6 kmenti, 27 tiid, 68 tada, 136 Celedi a 251 roda (obrazek 30).
Z celkového poctu sekvenci bylo 46,1 % pfifazeno kmenu Ascomycota. DalSim nejhojnéjSim
kmenem byl kmen Basidiomycota 27,3 %, kmen Neocallimastigomycota 14,5 % a kmen
Zygomycota 1,5 %. Ostatni kmeny hub Chytridiomycota, Glomeromycota byly zastoupeny
V témét nulovych hodnotach. Co se tyka porovnani jednotlivych detekovanych sekvenci hub
mezi jednotlivymi skupinami zvifat, tak kmen Ascomycota je nejvice zastoupeny u daikt
51,2 %, nejméné u ovci 39,8 %, u jelent 43,6 % a u turd 49,6 %. Kmen Basidiomycota mél
nejvetsi zastoupeni sekvenci u ovei 45,1 %, nejmensi u dankd 7,9 %, u turt 24,4 % a jelenii
31,7 %. Kmen Neocallimastigomacota ma nejvétsi zastoupeni sekvenci u dankt 29,9 %,
nejmensi u ovci 4,3 %, u turd 10,7 % a jelent 13,0 %. Poslednim kmenem, ktery
ma vyznamné zastoupeni je kmen Zygomycota, ktery mé nejvetsi zastoupeni sekvenci

u jelenti 3,5 %, nejmensi u ovcei 0,1 %, turt 2,3 % a danki 0,2 %.
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Obréazek 30: Struktura populace hub na bazi kment jednotlivych skupin zvitat. Sloupce
vyjadiuji procentudlni zastoupeni sekvenci prifazenych ke kmentiim bakterii, které jsou uvedeny
Vv legendé

Porovnani vyskytu hub mezi jednotlivymi druhy zvirat

Druhy, které se vyskytuji u vSech ptezvykavci, jsou rod Archaeorhizomyces, rod
Epicoccum, rod Penicillium, rod Galactomyces, rod Pichia, neidentifikované houby tiidy
Saccharomacetes, neidentifikované houby kmene Ascomycota, rod Gymnopilus, rod Inocybe,
rod Pholiota, rod Stropharia, neidentifikované houby kmene Basidiomycot a rod
Orpinomyces.

Dale budeme popisovat jednotlivé pocty sekvenci mezi skupinami zvitat, tudiz mezi

jeleny, danky, tury a ovcemi (obrazek 31).
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Obrazek 31: Diverzita jednotlivych druht hub ve zkoumanych vzorcich

Rodem hub snejvétsim zastoupenim je rod Orpinomyces, ktery ma nejvetsi
zastoupeni u danku 29,9 %, nejmensi zastoupeni u ovei 4,3 %, u jelend 13,0 % a u tur
10,7%. Rod Pichia ma nejvétsi zastoupeni u turtt 11,2 %, nejmensi u jelend, u ovei 10,2 % au
danka 5,8 %. Rod Epicoccum ma nejvétsi zastoupeni u jelent 10,3 %, u danka 9,3 %, u ovci
2,2 % a u turtt ma nulové zastoupeni. Rod Penicillium ma nejvétsi zastoupeni u dankt 9,7 %,
nejmensi u ovei 0,3 %, u turd 3,8 % a u jelend 2,2 %. Neidentifikované houby kmene
Ascomycota maji nejvétsi zastoupeni u dankd 4,3 %, nejmensi u turh 2,0 %, u jelent 4,2 %
au ovci 3,8 %. Rod Archaeorhizomyces ma nejvétsi zastoupeni u ovei 10,2 %, nejmensi
zastoupeni u jelent a turt, u danku 3,3 %. Rod Gymnopilus ma nejvétsi zastoupeni u jelend
13,9 %, a nejmensi u turd 0,0 %, u danki a ovei 0,1 %. Rod Inocybe ma nejvétsi zastoupeni
utura 11,4 %, nejmensi u jelent 0,5 %, u danku 1,5 % a u ovci 0,8 %. Rod Stropharia ma
nejveétsi zastoupeni u ovei 11,9 %, u turil je nulové zastoupeni, u jelent 0,3 % a u danku 0,2
%. Rod Pholiota ma nejvétsi zastoupeni u jelent 6,2 %, nejmensi u turd 0,1 %, u ovci 4,7 % a
u dankua 0,4 %. Rod Galactomyces ma nejvétsi zastoupeni u turtt 9,3 %, nejmensi u danka 0,3
%, u jelendt 1,7 % a u ovci 0,7 %. Poslednim zastupce jsou neidentifikované houby tfidy
Saccharomycetes, ktera ma nejveétsi zastoupeni u jelend 4,2 %, nejmensi u ovci 1,9 %,
u dankd 2,6 % a u turl 2,1 %. Zajimavym poznatkem této analyzy je fakt, Ze nejvétsi
zastoupeni ma anaerobni druh Orpinomyces s vyraznym fibrolitickym potencidlem. Dale je

zajimavé, ze 21 % z celkovych sekvenci hub je ureno neidentifikované.
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Tato studie poskytla poznani struktury hub vyskytujici se v bachorech jak volné
zijicich ptrezvykavci, tak pfezvykavci domacich. Z vysledkli vyplyva, Ze struktura hub
V bachorovém prostiedi md podobnou strukturu, ale odlisné relativni podily jednotlivych
druhti. Tento zavér je potvrzen i indexy alfa a beta diverzity jednotlivych skupin zvifat 1 zvitat
samotnych. Vysoké hodnoty Shannonova indexu naznacuji vysokou pocet druhil
Vv jednotlivych vzorcich se znacnou podobnosti, coz potvrzuje Simpsontiv index. Tato tvrzeni
podporuje i analyza PCoA. Z vysledku vyplyva, Ze jsme objevili zna¢né rozdily v relativnim
podilu jednotlivych druhii hub mezi piezvykavci. Druhova rozmanitost a pocty jednotlivych
druhti jsou v zavislosti na struktufe diety.

ZnaSeho hlediska, protoze tato prace je prevazné zaméfena na strukturu
mikroorganismu Stépici celulosu, je nejzajimavéjsi poznani zastoupeni anerobnich hub rodu
Orpinomyces. Podil z celkového poctu sekvenci je 14,5 %. Nejvétsi zastoupeni ma u danka,
kde zaujima 29,9 % z celkovych sekvenci, dale druhé nejvétsi zastoupeni je u jelent 13,0 %,
u turtt 10,7 % a u ovei 4,3 %. V dostupné literatufe se uvadi, Zze zatim bylo z bachoru
izolovano a popsano vice nez 16 druh anaerobnich hub rozdélenych do 6 rodu:
Neocallimastix, Piromyces, Caecomyces, Orpinomyces, Anaeromyces a Cyllamyces (Ozkose
et al,2001). Bachorové houby se aktivné Ucastni traveni vlakniny a rozruSenim rostlinnych
pletiv umoZznuji pronikani bakterii do mist pro né¢ pivodné nedostupnych. Jejich uloha pti
trdveni krmiva bohat¢ho na vldkninu je vzhledem kjejich vysoké celulolytickeé,
hemicelulolytické a xylanolytické aktivité¢ nesporna (Novotna et al., 2010). Podil na celkové
bachorové fermentaci se vSak dosud nepodatilo zcela pfesné kvantifikovat (Teunissen et al.,
1993). Byla prokazana existence konsorcii mezi anaerobnimi houbami a bachorovymi
houbami pfi traveni hrubé vlakniny (Shirohi et al., 2012). Houby napomahaji rozrusovat
rostlinna pleva a tim pomahaji celulolytickym bakteriim k pfistupu k celulose a naslednému
Stépeni. Z nasich vysledkti vyplyva, ze rod Orpinomyces, ktery byl identifikovan u vsech
skupin zvifat v na$i analyze, se podili na Stépeni celulosy a vyskytuje se u volné Zijicich
I domacich prezvykavcl (Nagpal et al., 2011; Kittelmann et al., 2012). Vysokou variabilitu
Vv zastoupeni tohoto druhu 29,9 % u dankt, 4,3 % u ovci, 10,7 % u turd a u jelent 13,0 % lze

spojovat se sloZenim celkové potravy a prostiedi, ve kterém zvifata ziji.

6.1.7. Biochemicka aktivita extracelularnich enzymii bachorovych obsahu
V této analyze jsme porovnali vSech 20 vzorkl, které jsme analyzovali v pfedchozi

analyze, tudiz jeleny, danky, ovce a tury. Porovnavali jsem jsme celulolytickou

a xylanolytickou aktivitu mezi jednotlivymi skupinami zvifat. Cilem bylo porovnat
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extracelularni aktivitu prostfedi v bachoru volné Zijicich pfezvykavcii s domacimi (tabulka
23). Zvysledku vyplyva, ze enzymova aktivita celulas, celobiohydrolas, beta-glukosidas
a xylanas je signifikatn¢ vyssi na hladin€ vyznamnosti (ANOVA, P<0,05) nez u volné¢ zijicich

prezvykavci.

Tabulka 23: Porovnani enzymové aktivity mezi volné Zijicimi a domacimi piezvykavci

Aktivita enzymi (ug/ml/h/1mg proteinu)
Oznacdeni vzorki | Zviie
Celulasy | Xylanasy | Celobiohydrolasy | p-glukosidasy

jelen 0,31 1,07 0,46 0,48

jelen 0,40 1,41 0,60 0,73

jelen 0,34 1,27 0,54 0,55
40 jelen 0,53 1,86 0,75 0,91
41 jelen 0,39 1,03 0,51 0,66
22 jelen 0,50 1,73 0,58 0,62
33 jelen 0,42 1,59 0,83 0,87
73 dan&k 0,64 3,08 1,11 1,11
75 danék 0,45 1,13 0,76 0,75
76 danék 0,51 1,63 0,64 0,81
77 dangk 0,48 1,41 0,67 0,84
80 dangk 0,43 1,51 0,71 0,73
93 ovce 0,17 0,33 0,28 0,28
94 ovce 0,21 0,58 0,33 0,35
95 ovce 0,16 0,53 0,18 0,26
96 ovce 0,20 0,62 0,33 0,37
97 krava 0,21 0,48 0,32 0,29
98 krava 0,10 0,49 0,26 0,17
99 krava 0,29 0,92 0,12 0,40
100 krava 0,16 0,45 0,27 0,27

6.2. Izolace Cistych bakterialnich kultur a ovéreni jejich biochemické
celulolytické aktivity

Dal$im krokem na$i prace byla izolace cistych bakteridlnich kultur z bachorovych
obsahtl jelenil evropskych s celulolytickou aktivitou. Izolace byly provadény za anaerobnich
podminek v rukavicovém boxu s anaerobni atmosférou a metodou ROLL-TUBE
na agarovych zivnych pidach M10 s rliznymi substraty (celobiosa, karboxymethylcelulosa,
glukosa, filtracni papir Whatman a xylan), agarovych zivnych ptidach medium Celullose for
Ruminococcus a na agarovych zivnych padach modifikovaného PYG media. Po 24 — 48 (120)

hodinové kultivaci se narostlé kolonie pfeockovaly do tekutého média M10 s danym
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substratem, Celullose for Ruminococcus a modifikované PYG. Po narustu budou z izolata
pfipraveny stéry a obarveny metodou podle Grama (Ogimoto and Imai, 1981). Déle jsme
izolované Cisté kultury testovali z hlediska biochemickych aktivit pii Stépeni rtiznych typt
celulosy (tabulka 24). Kultury byly testovany na aktivity CM-celulasy, endoglukanasy
a celobiohydrolasy (tabulka 25). Po ovéfeni biochemické aktivity byly cisté bakteridlni
kultury vykazujici pozadovanou celulolitickou aktivitu nakultivovany a identifikovany
pomoci 16S r DNA. Déle byla z Cistych kultury s celulolytickou aktivitou vyizolovana DNA,
ktera byla amplifikovdna, pfedCiSténa a sekvenovan jeji apmlikon. Vysledna konsenzni
sekvence byla porovnana s internetovou databazi GenBank NCBI se sekvencemi piibuznych
druhd v softwaru BLAST. V tabulce 24 jsou uvedeny vSechny Cisté kmeny bakterii, které
byly za celou praci izolovany. Dale podle vyslednych sekvenci jednotlivych bakterii byl
sestrojen fylogeneticky stromek, ktery nam vyjadiuje pfibuznosti jednotlivych izolovanych

kmeni (obrazek 32).

Tabulka 24: Seznam izolovanych ¢istych kmenti s celulolytickou aktivitou. V prvnim sloupci
je oznaCeni kmene, ve druhém sloupci je identifikovany druh posle databaze NCBI, ve tfetim
podobnost izobatu s databazi, ve ctvrtém sloupci je oznaceno na jakém médiu byla bakterie
izolovany a na jakém substratu (RM = medium Celullose for Ruminococcus, CB — celobiosa,

WT - celulosa — Whatmann, XY — xylan)

Kmen Druh bakterie Similarity FZOlovano Poznamka
(%) Medium | Substrat

1 Streptococcus macedonicus 99,00 M10 CB
7 Streptococcus macedonicus 100,00 M10 CB
8 Streptococcus macedonicus 99,00 M10 CB
9 Streptococcus macedonicus 99,00 M10 CB
36 Bacteroides uniformis 99,00 M10 CB
3 Actinomyces ruminicola 98,00 M10 CB
19 Actinomyces ruminicola 98,00 M10 CB
43 | Actinomyces ruminicola 98,00 M10 CB
101 | Actinomyces ruminicola 98,00 M10 CB
102 | Actinomyces ruminicola 98,00 M10 CB
C5 [Uncultured Eubacterium sp. 99,00 M10 WT
C12 |Clostridium glycolicum 99,00 PYG WT
33 [ Clostridium butycicum 99,00 M10 WT
51 | Clostridium subterminale 99,00 M10 XY
76 | Clostridium sartagoforme 99,00 M10 XY
94 | Actinomyces ruminicola 98,00 M10 WT
5111 | Clostridium subterminale 98,00 M10 WT
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C10 | Actinomyces ruminicola 98,00 PYG WT novy druh
A6 | Actinomyces ruminicola 98,00 PYG WT
75 | Clostridium aminovalericum 99,00 M10 XY
331 | Clostridium butyricum 100,00 M10 XY
66 I11 | Clostridium bifermentans 99,00 M10 XY
A8 | Actinomyces ruminicola 97,00 PYG WT novy druh
16 | Actinomyces ruminicola 97,00 PYG WT novy druh
Al | Actinomyces ruminicola 98,00 PYG WT
12 | Actinomyces ruminicola 98,00 PYG CB
66 I | Clostridium bifermentans 100,00 RM XY
C3 | Actinomyces ruminicola 97,00 M10 WT novy druh
76 1 | Clostridium sartagoforme 99,00 RM XY
4 Actinomyces ruminicola 97,00 M10 CT
J8 Actinomyces ruminicola 97,00 PYG WT novy druh
5 Clostridium thiosulfatireducens 100,00 M10 XY
46 Clostridium thiosulfatireducens 99,00 M10 WT
1151 | Bacillus thermoamylovorans 99,00 RM WT
11511 | Bacillus thermoamylovorans 99,00 RM XY
109 1 [ Eubacterium cellulosolvens 89,43 RM XY novy druh
106 111 [Olsenella uli 95,75 RM XY novy druh
23 | Sporanaerobacter acetigenes 100,00 M10 XY
147 | Sporanaerobacter acetigenes 99,00 RM WT
109 Il | Eubacterium cellulosolvens 89,45 RM WT novy druh
106 11 | Olsenella uli 96,33 RM WT novy druh
146 11 | Clostridium cochlearium 100,00 RM WT
205 | Clostridium cochlearium 100,00 RM WT
69 | Clostridium subterminale 99,00 PYG XY
J22 | Streptococcus gallolyticus 99,00 M10 CB
1011 | A. glycerinitolerans 98,00 M10 CB novy druh
10211 | A. glycerinitolerans 98,00 M10 CB novy druh
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L16484 Bacteroides ovatus NCTC 11153
JNB73344 Bacteroides uniformis strain ZLT
J536 Bacteroides uniformis

JQ404487 Escherichia col

C8 Uncultured bacterium Eubactenivm sp
AF104839 Rurminococcus albus strain ARGT
115 1 Bacillus thermoamylovorans

115 2 Bacillus thermoamylovorans

73 Clostridivm aminovalericum

7097

709 2

U37378 Butyrivibrio proteoclasticus B316
EUBETE42 Butyrivibrio fibrisolvens strain H15
GQ131207 Lactobacilius casel strain IMAUTO08S

J22 Stieptococcus gallolicus subsp. macedonicus
ELi483247 Streptococcus gallolticus subsp. galolticu

JST Streptococcus macedonicus
J58 Streptococcus macedonicus
JST Streptococcus macedonicus

J59 Streptococcus macedonicus
23 Sporanasrobacier acetigenes
147 Sporanaercbacter acetigenes
146 2 Clostricium cochiearium
205 Cloatrichurn cochleanum

69 Clostridium subterminale

5 Cloatridium thiosulfatireducens
48 Clostrichium thiosufatireducens
51 Clostrichum subterminale

31 2 Clostridivm argentinense

33 Clostridium butyricum

331 Clostridivem butyricum

76 Clostrdium sartagoforme

78 1 Clostridium sartagoforme
C12 Clostridium glycolicum

66 3 Clostricium bifermentans

6t 2 Clostridivm bifermentans
T06 3

106 2 Qlsenella sp.

0.050

7

dobacte

JQO3TT40 animalis subsp. lactls
DQOT2006 Actinomyces rurinicola strain DATT

7
99

53

10

S8
50

76

63

J543 Actinomyce: cola
JST02 Actinoryces ruminicola
8 Actinomyces ruminicols
10211 Actinormyces ruminicola
4 Actinomyces ruminicols

C3 Actinomyces uminicolz
AT Actinomyces uminicols

16 Actinomyces mminicola

A Actinomyces ruminicols
AR Actinomyces mminicolz
J519 Actinomyces ruminicola
JS3 Actinormyces niminicola
JSI0T Actinomyces ruminicola
12 Actinomyces mminicolz
1011 Actinomyces ruminicola
G4 Actinomyces mminicolz
C10 Actinomyces ruminicola

Obrazek 32: Fylogeneticky stromek vSech izolovanych bakterii. Jednotlivé vétve
urcuji vzdalenosti ptibuznosti jednotlivych kmenti mezi sebou. Cervené zvyraznéné kmeny
jsou bakterie, které byly oznaceny jako nové druhy bakterii

Tabulka 25: Enzymové aktivity jednotlivych izolovanych kment (CEL — celulosy, XY —

xylanasy, CBH — celobiohydrolasy, B-GL — betaglukosidasy)

Aktivita enzymu (ug/ml/h/1mg

Kmen Druh bakterie Medium | Substrat proteinu)
CEL XY CBH B-GL
Streptococcus macedonicus M10 CB 12,22 26,75 1,32 452
Streptococcus macedonicus M10 CB 6,43 8,54 1,2 15

Streptococcus macedonicus

M10

CB

8,32

10,25

1,02

3,25
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9 Streptococcus macedonicus M10 CB 4,52 4,65 0,96 1,25
36 | Bacteroides uniformis M10 CB 7,25 11,25 1,12 2,11
3 [ Actinomyces ruminicola M10 CB 5,65 4,56 2,54 2,32
19 | Actinomyces ruminicola M10 CB 8,38 54 1,62 2,52
43 | Actinomyces ruminicola M10 CB 16,25 11,39 1,12 10,85
101 | Actinomyces ruminicola M10 CB 23,08 14,9 1,06 14,65
102 | Actinomyces ruminicola M10 CB 6,37 10,71 0,96 2,35
C5 | Uncultured Eubacterium sp. M10 WT 18,25 26,54 1,25 3,25
C12 | Clostridium glycolicum PYG WT 31,14 14,25 2,25 4,25
33 | Clostridium butylicum M10 WT 4,94 30,63 1,23 2,32
51 | Clostridium subterminale M10 XY 10,41 13,42 2,35 5,85
76 | Clostridium sartagoforme M10 XY 24,58 21,78 3,52 2,52
94 | Actinomyces ruminicola M10 WT 3,18 2,52 0,23 1,23
51 11 | Clostridium subterminale M10 WT 10,41 13,34 2,25 5,21
C10 | Actinomyces ruminicola PYG WT 19,96 14,94 2,12 1,75
A6 | Actinomyces ruminicola PYG WT 13,65 7,51 0,89 4,21
75 | Clostridium aminovalericum M10 XY 10,04 6,375 1,21 3,25
331 | Clostridium butyricum M10 XY 28,61 15,02 0,98 2,25
66 Il | Clostridium bifermentans M10 XY 8,35 15,69 1,23 2,21
A8 | Actinomyces ruminicola PYG WT 16,06 14,93 1,65 5,65
16 [ Actinomyces ruminicola PYG WT 23,02 24,89 2,32 1,25
Al | Actinomyces ruminicola PYG WT 26,2 22,19 1,58 3,66
12 [ Actinomyces ruminicola PYG CB 10,86 18,56 2,52 1,65
66 Il | Clostridium bifermentans RM XY 8,25 8,32 1,21 2,54
C3 | Actinomyces ruminicola M10 WT 17,25 27,42 3,56 4,56
76 1 | Clostridium sartagoforme RM XY 24,54 21,88 3,52 5,58
4 | Actinomyces ruminicola M10 CT 7,86 3,54 15 1,21
J8 | Actinomyces ruminicola PYG WT 14,37 10,71 1,65 5,65
5 Clostridium thiosulfatireducens M10 XY 26,98 15,56 2,35 3,25
46 | Clostridium thiosulfatireducens M10 WT 20,25 11,25 1,22 2,65
1151 | Bacillus thermoamylovorans RM WT 4,25 8,54 0,86 1,25
11511 [ Bacillus thermoamylovorans RM XY 6,52 9,54 0,98 1,35
109 | | Eubacterium cellulosolvens RM XY 41,25 26,52 2,35 8,58
106 111 | Olsenella uli RM XY 32,25 8,85 2,54 7,58
23 | Sporanaerobacter acetigenes M10 XY 25,45 16,54 5,21 3,2
147 | Sporanaerobacter acetigenes RM WT 12,52 10,52 0,85 2,21
109 Il | Eubacterium cellulosolvens RM WT 25,25 15,25 1,25 2,5
106 11 | Olsenella uli RM WT 25,41 12,52 1,86 3,54
146 11 | Clostridium cochlearium RM WT 4,56 8,45 1,22 2,54
205 | Clostridium cochlearium RM WT 12,25 26,65 2,32 3,56
69 | Clostridium subterminale PYG XY 12,85 10,95 1,24 2,32
J22 | Streptococcus gallolyticus M10 CB 5,86 4,65 0,55 1,21
1011 | A. glycerinitolerans M10 CB 9,49 5,45 0,36 1,32
10211 | A. glycerinitolerans M10 CB 20,41 26,75 1,52 16,52
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Z vysledki vyplyva, ze bylo celkové izolovano 47 cistych bakteridlnich kultur
s celulolytickou aktivitou. Mezi jejich predstavitele patii Steptococcus macedonicus,
Bacteroides uniformis, Actinomyces ruminicola, Nekultivovana Eubacterium sp., Clostrium
glycolicum, Clostridium butylicum, Clostridium subterminale, Clostridium sartagoforme,
Clostridum aminovalericum, Clostridium bifermetans, Clostridium sartagoforme, Clostridium
thiosulfatireducens, Clostridium cochlearium, Bacillus thermoamylovorans, Eubacterium
cellulosolvens, Olsenella uli, Sporanaerobacter acetigenes, Streptococcus gallolyticus
a Actinomyces glycerinitolerans. Z dostupné literatury a taxonomie tyto druhy nepatii mezi
celulolytické bakterie, ale my jsme celulolytickou a xylanolitickou aktivitu detekovali.
V nésledujicim kroku jsme popsali a charakterizovali bakteridlni kmen C10 a porovnali jsme
jej jiz piibuznym popsanym druhem Actinomyces succiniciruminis a Actinomyces

glycerinitolerans.

6.2.1. Popis a charakteristika kmene C10

Nésledujici studie byla zamétfena charakterizaci celulolytickéch a xylanolytické
bakterie, kterd byla izolovana z bachoru jelena evropského. V toto analyze diskutujeme
vysledky charakterizace nového celulolytického a xylanolytického kmene C10 z bachoru
jelena evropského, ktery je zaloZen na identité dil¢ich genti 16S rRNA, rpsA a rplB na A.
glycerinitolerans / A. succiniciruminis. Genotypové a fenotypové srovnavaci analyzy byly
provedeny na zkoumaném kmeni a A. ruminicola DSM 27982T, tfeti nejblizsi ptibuzny druh.
Nékteré genotypové a fenotypové charakteristiky kment typu A. glycerinitolerans a A.
succiniciruminis jsou také zahrnuty do soucasné studie. Prezentované vysledky rozsifuji
charakteristiky bakterii zafazenych do rodu Actinomyces pochézejici z bachoru ruznych
prezvykavcu hlavné na struktute peptidoglykanovych a extracelularnich enzymovych aktivit.
Kromé toho je také uvedeno pouziti dvou nové navrZzenych fylogenetickych markert
amplifikovanych pomoci primert specificky ur¢enych pro rod Actinomyces.

DNA izolovaného kmene C10 byla podrobena stanoveni piibuznosti s ostatnimi
bakteriemi, které¢ jsou uvedeny vySe. Dale byly provedeny Vv téchto tfech bakteriich

fylogenetické studie, zalozené na konstrukci fylogenetickych stromkl z databaze NCBI

(tabulka 26).
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Tabulka 26: NCBI ¢isla oblasti genomu v kmenech Actinomyces obsahujicich sekvence genu

rpsA a rplB, které byly pouzity pro navrhovani PCR primert

Actinomyces strains / Gene rpsA rplB

A. dentalis DSM 19115" AUBL01000001 AUBL01000002
A. georgiae DSM 68437 AUBM01000008 AUBMO01000006
A. gerencseriae DSM 68447 AUBNO01000010 AUBNO01000006
A. graevenitzii FO530 KE951478 AWSC01000014
A. israelii DSM 433207 JONS01000001 JONS01000002
A. johnsonii F0510 KE951657 KE951821

A. massiliensis F0489 AKFT01000116 AKFT01000002
A. neuii subsp. neuii DSM 8576" ATUWO01000005 ATUWO01000002
A. odontolyticus ATCC 179827 AAY 102000004 AAY 102000004
A. oris K20 BABV01000691 BABV01000551
A. slackii ATCC 49928" KE386779 KE386782

A. timonensis DSM 23838" JH806633 JH806632

A. urogenitalis DSM 154347 ACFH01000018 ACFHO01000106
A. vaccimaxillae DSM 158047 ATUX01000006 ATUX01000005

Genetickd rozdilnost a fylogeneticky vztahy kment byly hodnoceny pomoci
parcialnich sekvenci. Déle byla provedena fenotypova charakterizace zaloZena na hodnoceni
fylogeneticky piibuznych bakteridlnich kmenti se soustfedilo na profilovani bunécnych
mastnych kyselin, stanoveni rozsahu teploty ristu a pH, biochemické vlastnosti (schopnost
fermentovat rizné sacharidy, aktivitu specifickych enzymi), stanoveni specifické

extracelularni  aktivity enzymi, fermentacnich produktl, bunééné morfologie,
peptidoglykanové struktury a citlivosti na podminky aerobniho ristu. Bunky byly kultivovany
za prisn€ anaerobnich podminek v modifikovaném PYG mediu. Toto riistové médium bylo
také pouzito pro ucely dalSich fenotypovych analyz. Teplotni rozsah a rozsah rtstu pH byly
testovany na zékladé¢ metody (Killer et al., 2013). Schopnost fermentovat rizné zdroje
organického uhliku a produkovat riizné enzymy byly zkouméany pomoci testovacich prouzk.
Pro aktivity extracelularnich enzymi karboxymethylcelulasy (CMCasy, endo-1,4-B-D-
glukansy EC 3.2.1.4), celobiohydrolasy, glukosidasy (1,4-p-D-glukosidasy EC 3.2.1.21)
a xylanasy (xylanasy, 1,4-B-D-xylanu xylanohydrolasy, EC 3.2.1.8), které jsou spojeny
s celulolytickymi aktivitami u mikroorganisma (Hong et al., 2001), byly kultury kultivovany
v modifikovaném PYG mediu obsahujicim rGzné substraty (0,8% hmotn./obj.) Podle
stanoveni Celulosa (Whatman CC41, Sigma-Aldrich),

specifického  enzymu.
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karboxymethylcelulosa (Sigma-Aldrich), hemicelulosa ze slamy, xylan z bukového dieva
(TCI, Japonsko) a celobiosa (Sigma-Aldrich) byly pouzity jako jediny a definovany zdroj
organického uhliku. Xylan a celobiosa byly pouzity pouze pro stanoveni aktivity xylanas a [3-
glukosidas. Bakterie byly kultivovany za striktné anaerobnich podminek pfi teploté 39 °C po
dobu 48 hodin. Enzymatické aktivity byly méfeny v supernatantu centrifugovanych (9000 x g,
20 min) bun¢k. Koncentrace nizkomolekularnich organickych kyselin (mravenci, jantarova,

mlécna a octova) byly stanoveny izotachoforeticky kapilarni elektroforézou.

Vysledky analyzy

Nejbliz§imi kmeny C10 byly na zéklad¢ identifikace genu 16S rRNA nedavno
popsany Actinomyces succiniciruminis Am4T (NCBI a LK995506) a A. glycerinitolerans
G10T (NCBI a NZFQTT01000017) s podobnosti 99,7 a 99,6%, nasledované A. ruminicola
B71IT (97,2%, DQ072005). Ziskané hodnoty obsahu C + G (67,1 mol%, SD = 0,32 ze tii
nezavislych stanoveni) u kmene C10, DDH kmene typu A. ruminicola (51,0% = 7,0) jsou
srovnatelné s 68,5% 43,3%) s A. succiniciruminis Am4T a A. glycerinitolerans G10T
(Palakawong et al., 2016).

Jak se ocekavano, vsechny ¢tyfi bakterialni kmeny C10, A. glycerinitolerans G10T, A.
succiniciruminis Am4T a A. ruminicola B71T jsou shlukovany spole¢né v rodu Actinomyces
podle fylogenetické analyzy 16S rRNA (obrazek 33).
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Obrazek 33 :Fylogeneticky strom 16S rRNA (délka 1223 nt) zobrazujici polohu kmene C10 v

rodu Actinomyces, Hodnoty bootstrapu, vyjadiené jako procento 1000 datovych sad (> 70), jsou

uvedeny v uzlech. Cisla v zavorkach odpovidaji pfistupovym &isliim v databazi GenBank. Stromek byl

sestaven na zaklade¢ bootstrap. Bar, 0,007 substituci na nukleotidovou pozici

Fylogenetické studie provadéné na zakladé fragmentt genu rpsA (obrazek 34) a rplB

(obrazek 35) odhalily vztah i rozdily mezi hodnocenymi kmeny zatazenymi do samostatné

fylogenetické vétve.
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A. succiniciruminis Am4T(LK995535)
a7

A. glycerinitolerans G10'(NZFQTT01000013)
Actinomyces sp. C10 (KT730044)

A. ruminicola DSM 27982 (KT730045)

A. dentalis DSM 19115 (NZAUBL01000001)

A. urogenitalis DSM 15434 (ACFHO01000018)

A. timonensis DSM 23838 (NZJH806633)

A. slackii ATCC 49928 (NZKE386779)

A. israelii DSM 43320 (NZJONS01000001)

A. gerencseriae DSM 6844 (NZAUBN01000010)

A. georgiae DSM 6843 (NZAUBM01000008)

A. odontolyticus ATCC 17982 (AAY102000004)

75

A. vaccimaxillae DSM 15804 (NZATUX01000006)

A. neuii subsp. neuii DSM 8576 (NZATUW01000005)

A. suimastitidis DSM 15538 (NZKE386848)

A. coleocanis DSM 15436 (NZDS999543)

Arcanobacterium haemolyticum DSM 20595 (NC014218)

Obrazek 34: Fylogeneticky strom zalozeny na rpsA (délka 519 nts) ukazuje polohu
vyhodnoceného kmene C10 v rodu Actinomyces. Hodnoty bootstrapu, vyjadiené jako procento 1000
datovych sad (> 70). Cisla v zavorkach odpovidaji pfistupovym &islim databaze GenBank. Stromek

byl sestaven na zakladé Arcanobacterium haemolyticum DSM 20595T. Bar, 0,02 substituce na pozici
nukleotidu

A. urogenitalis DSM 15434 (ACFH01000106)

A. timonensis DSM 23838 (NZJH806632)

A. israelii DSM 43320 (NZJONS01000002)

A. gerencseriae DSM 6844 (NZAUBN010000086)

A. dentalis DSM 19115 (NZAUBL01000002)

A. slackii ATCC 49928 (NZKE386782)

A. ruminicola DSM 27982 (KT730047)
100

Actinomyces sp. C10 (KT730046)

0 A. succiniciruminis Am4T(LK995471 )

A. glycerinitolerans G10'(NZFQTT01000001)

A. neuii subsp. neuii DSM 8576 (NZATUWO01000002)

A. georgiae DSM 6843 (NZAUBM01000006)

ﬂ{ A. odontolyticus ATCC 17982 (AAY102000004)

A. vaccimaxillae DSM 15804 (NZATUX01000005)

A. coleocanis DSM 15436 (NZDS999545)

A. suimastitidis DSM 15538 (NZAUBF01000006)

Arcanobacterium haemolyticum DSM 20595 (NC014218)

0.02

Obrazek 35 : Fylogeneticky strom zaloZeny na rplB (délka 597 nts) ukazuje polohu
studovaného kmene C10 v rodu Actinomyces. Hodnoty bootstrapu, vyjadiené jako procento 1000
datovych sad (> 70), jsou uvedeny v uzlech. Cisla v zavorkach odpovidaji pfistupovym &islam
databaze GenBank. Stromek byl sestaven na zakladé Arcanobacterium haemolyticum DSM 20595T.
Bar, 0,02 substituce na pozici nukleotidu
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Topologie fylogenetickych stromi rekonstruovana na zékladé konkavniho genu (délka
1116 nts) (obrazek 36) a aminokyselinovych sekvenci (délka 372 aa) (obrazek 37) také

potvrdila nase zavéry.

A. israelii

A. urogenitalis
A. timonensis
A. dentalis

A. gerencseriae
A. slackii

A. ruminicola

99
Actinomyces sp. C10
99
88 Lo . T
L0 A- succiniciruminis Amd

A. glycerinitolerans G10"

. A. georgiae

A. odontolyticus

70 A. vaccimaxillae

79 A. neuii subsp. neuii

A. suimastitidis

A. coleocanis

——— Arcanobacterium haemolyticum
0.02

Obrazek 36: Fylogeneticky strom sestrojeny s vyuzitim zietézenych fragmentt genu rpsA + rplB (délka
1116 nts) znazornujici polohu studované¢ho kmene v rodu Actinomyces. Hodnoty bootstrapu, vyjadiené jako
procento 1000 datovych sad (> 70). Strom byl sestrojen na zakladé Arcanobacterium haemolyticum DSM
20595T. Bar, 0,02 substituce na pozici nukleotidu

79| A. succiniciruminis Ama’
s9| ' A, glycerinitolerans G1 o'

Actinomyces sp. C10

28

A. ruminicola

A. gerencseriae

{ A. israelii

A. dentalis
80

A. slackif

4,7 A. urogenitalis

A. timonensis

A. coleocanis

A. suimastitidis

A. neuii subsp. neuii

76

A. vaccimaxillae

A. odontolyticus

Arcanobacterium haemolyticum

0.01

Obrazek 37: Phylogeneticky strom rekonstruovany na zékladé konteinovanych aminokyselinovych
sekvenci rpsA (173 aa) a rpIB (199 aa) genovych fragmentl. Ukazuje jak fylogeneticky vztah, tak i rozdil mezi
A. glycerinitolerans C10 a A. ruminicola DSM 27982T. Pro sestrojeni byl pouzit algoritmus s maximalni
pravdépodobnosti a model Jones-Taylor-Thorton implementovany v softwaru MEGA 6.06. Hodnoty bootstrapu,
vyjadfené jako procento 1000 datovych sad (> 70). Bar, 0,01 substituce na aminokyselinovou pozici
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Nicméné fylogenetické analyzy neumoznily zatazeni sledovaného kmene uréitému
druhu. Proto se tento kmen oznacuje jako Actinomyces sp. C10. Vzhledem k navrzeni primerd
zalozenych na konsensualni sekvenci odvozené z n¢kolika raznych druhd Actinomyces, Ize
ocekavat pouzitelnost pfi identifikaci, klasifikaci a fylogenezi rodu. Identity sekvenci rpsA a
rplB genu mezi kmenem C10 jsou srovnatelné s kmeny A. succiniciruminis Am4T, A.
glycerinitolerans G10T a A. ruminicola B71T porobnosti byly 98,5, 97,9, 97,7 a 97,5, 97,6,

94,8 %. Bunécné mastné kyseliny porvnané s builkami profilujicimi dva zkoumané

bakterialni

kmeny

jsou

srovnatelné.

a A.glycerinitolerans G10T jsou uvedeny v tabulce 27.

Vysledky

A.

succiniciruminis

Tabulka 27: Profily bunéénych mastnych kyselin fylogeneticky ptibuznych bakteridlnich

kmeni. Byly vypocteny relativni koncentrace mastnych kyselin (% hmotn./obj.). Jiné mastné

kyseliny nebyly charakterizovany. * idaje jsou z ptispévku Palakawong et al. (2016)

Taxa / Fatty acid | Actinomyces sp. C10 A. glycerinitolerans A. succiniciruminis A. ruminicolg DSM
G10 * Am4 * 27982
Ceo 11.7 ; ] ]
Cioo 45 2.9 1.3 10.0
C11:0 8.2 - - 4.6
Cioo 6.9 4.8 3.3 6.9
C13:0 - - - 7.5
Clio 5.1 4.4 34 -
014:1 7.9 - - 49
C15:0 - - - 3.4
Ciso 16.2 38.0 40.1 19.0
Ciro 4.7 - - 3.4
Cloo - 1.3 1.7 3.7
Claiu 27.8 33.5 31.2 24.4
Coro 7.0 - ] ]
Conz 31 - - -
C22:6(u3 - - - 5.8
C22:2 - - - 3.4

AmA4T

I kdyz byly pouzity rtizné metodologie a média, hlavni mastné kyseliny zjisténé u
kmeni C10 a G10T byly C16: 0 a C18: 109c. Tyto vysledky také podporovaly vztah a rozdil
C10, AmA4T, G10T a A

Srovnatelné vysledky byly stanoveny u C10, A. succiniciruminis Am4T a A. glycerinitolerans

mezi kmeny ruminicola.

GI10T v pripad¢ fyziologickych a biochemickych vlastnosti, pfestoze byla pouzita rtzna

kultivacni média (tabulka 28). VSechny Ctyii hodnocené kmeny se liSily pouzitim 13 substrat
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a aktivitou 12 enzymu. Vysledky A. ruminicola DSM 27982T byly ponékud odlisné ve

srovnani s ptiivodnimi studiemi (An et al., 2006; Palakawong et al., 2016).

Tabulka 28: Ruzné fenotypové charakteristiky, obsah DNA G + C a stanovisté fylogeneticky pfibuznych bakterialnich kmenti C10,
G10T, Am4T a A. ruminicola. Vsechny kmeny vyuzivaji L-arabinosu, D-xylozu, D-glukézu, D-fruktosu, L-ramnozu, inositol,
amygdalin, arbutin, esculin, salicin, celobiosu, maltosu, laktosu, melibiosu, sacharosu, trehalosu, rafinosu, $krob, glykogen a
gentiobiosu. Zadna z nich neobsahuje kyselinu z glycerolu, erythritolu, D-arabinosy, L-xylosy, D-adonitolu, L-sorbosy, dulcitolu,
methyl-a-D-manopyranosidu, D-tagatosy (slabé& pozitivni reakce v G10T a Am4T), D-fukosa, L-fukosa, L-arabitol, glukonat
draselny, 2-keto-glukonat draselny a 5-keto-glukonat draselny. Viechny kmeny jsou pozitivni pro -galaktozidosu, B-glukozidasu,
dekarboxylasu kyseliny glutamové, argininarylamidasu, prolin arylamidasu, fenylalaninarylamidasu, leucinarylamidsu, tyrosin-
arylamidasu, alanin-arylamidasu, glycin-arylamidasu, histidin-arylamidasu a serin-arylamidasu. V§echny kmeny jsou negativni pro
ureasu, arginin dihydrolasu, B-galaktozidasu-6-fosfat, N-acetyl-f-glukosaminidasu, a- arylamidasu, trypsinu (slabé pozitivni reakce
u A. ruminicola), a-chymotrypsinu, a-mannosidas (slab& pozitivni reakce u A. glycerinitolerans C10), hydrolyzy Zelatiny, katalasy a

oxidasy. +, pozitivni reakce; (+), slaba pozitivni reakce; -, negativni reakce; ND, neni uréeno. * Udaje jsou ze studie Palakawong et

al. (2016)
Strain / Actinomyces sp. A. glycerinitolerans | A. succiniciruminis | A. ruminicola DSM
Characteristic C10 G10"* Am4T* 27982"
G + C content (%) 67.1 68.5 69.8 68.1*
Peptidoglycan A5B L-Orn-L-Ala- ASp L-Om(L-Lys)-
structure L-Orn-D-Glu ND ND L-Ala-L-Orn(L-
Lys)-D-Glu
Growth at low pH >5.0 >55 >55 >55
Temperature range
for growth (°C) 25-45 25-45 25-45 30-42
Habitat Rumen of a red deer Sheep rumen Cow rumen Cattle rumen
API 50 CHL :
D-Ribose + + + -
methyl-aD- ) + } )
Glucopyranoside
methyl-BD- ) + ) +
Xylopyranoside
D-Galactose - + + +
D-Mannose + + + (+)
D-Mannitol + (+) + (+)
D-Sorbitol + (+) + -
Inulin + + + -
Melezitose - + + +
D-Turanose (+) + + +
D-Lyxose +) + + +
D-Arabitol + + + -
D-Xylitol - + + -
Rapid ID 32A +
API ZYM :
a-Galactosidase + - - -
a-Glucosidase + + - +
a-Arabinosidase + + + -
B-Glucuronidase (+) + (+) -
Nitrate reduction + - + -
Leucyl g'lycme + + + )
arylamidase
Esterase (C4) (+) - - -
Esterase lipase (C8) (+) - - -
Lipase (C14) (+) - - -
Valine arylamidase + - - -
Cystine ¥ ND ND -
arylamidase
Napthol-AS-BI-
phosphohydrolase ) * *) *)
Acid phosphatase + ND ND -
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Vysledky primérnych extraceluldrnich enzymatickych aktivit spojenych s degradaci
celulosy jsou uvedeny v tabulce 29. Tyto vysledky odhalily, Ze enzymatické aktivity se lisi
mezi kmeny C10 a A. ruminicola a rtzné zdroje organického uhliku ovliviiuji vysledné
aktivity. Obecn¢, kmen C10 mél vyssi aktivity CMCsy, CBHas a XYLas a nizsi u B-
glukosidas na rozdil od A. ruminicola. Tyto analyzy odhalily potencialni celulolytickou
a silnou xylanolytickou schopnost u kmene C10. Bylo mnohokrat uvedeno, ze podstatnymi
celulolytickymi bakteriemi v bachoru jsou Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus
a Ruminococcus flavefaciens. Nicméné nékolik druhti Clostridium, Prevotella ruminicola,
Eubacterium ruminantium a Eubacterium celulosolvens jsou také znamé jako fibrolytické
druhy. Nedavno byli nalezeni ¢lenové rodu Pseudobutyrivibrio, Butyrivibrio
a neklasifikovana bakterie Lachnospiraceae, které patii do kmenu Firmicutes (Nyonyo et al.,
2014), ptevladajici celulolytické a xylanolytické bakterie. Enzymatické aktivity spojené se
schopnosti degradovat celulosu a xylan nebyly pozorovany u zadného druhu Actinomyces.
Nicmén¢ lignocelulolytické a xylanolytické enzymy byly detekovany u nékterych
Actinomycettl, zejména u zastupct rodu Streptomyces (Zimmermann et al., 1988; Saini et al.,
2015).

Tabulka 29: Enzymatické aktivity (ug.ml™.h™.1mg proteinu™) spojené s celulolytickou schopnosti. Enzymy: CMC -
karboxymethylcelulsaa; CBH - celobiohydrolasa; XYL - xylanaza. Substraty, na kterych byly kultury kultivovany: CP -
prasek z celulosy (Whatman CC41, Sigma-Aldrich); CMC - karboxymethylcelulosa (Sigma-Aldrich), HEM - hemicelulosa
ze slamy; XYL - xylan z bukového dieva (TCI, Japonsko); CB-cellobioza (Sigma-Aldrich)

Strain/ Substrate A. glycerinitolerans | A. ruminicolg DSM
Enzymes C10 27982
CP 7.61 5.53
CMCases CMC 19.96 4.42
HEM 20.35 20.09
CP 0.38 0.19
CBHases CMC 2.00 0.24
HEM 0.52 0.29
CP 18.82 7.51
CMC 14.94 11.39
XYL ases HEM 14.09 15.61
XYL 54.01 15.50
CP 3.66 2.54
. CMC 1.70 2.19
B-Glucosidases HEM 1.20 2176
CB 13.03 25.18
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Analyzy SCFA (mastné kyseliny s kratkym fetézcem) urcily kyselinu mlécnou,
jantarovou, octovou a mravenci jako kone¢né produkty fermentace na rtiznych substratech u
C10i A. ruminicola DSM 27982T (tabulka 30). Kyselina mlé¢na byla stanovena pii nejvyssi
koncentraci na vSech pouzitych substratech, nasledoval sukcinat, kyselina octova a kyselina
mraven¢i. V kombinaci s kmenem C10, kmenem A. ruminicola B71T vzniklo vice kyseliny
mravenci. Jak bylo ocekavano, pomér SCFAs produkovanych z kmenii péstovanych na
ruznych zdrojich uhliku se lisil (tabulka ¢.). Pokud jde o kmen C10, Palakawong et al. (2016)
stanovil srovnatelnou stechiometrii fermenta¢nich produktti na glukose v A. glycerinitolerans
G10T a A. succiniciruminis Am4T. Na rozdil od nasich vysledki byla stanovena niz$i hladina
kyseliny mlé¢né. Mohlo by to byt ovlivnéno riznym pouzitym médiem. Kyselina mravenci,
dale kyselinou octovd a kyselinou mlécnd byly analyzovany jako ptevladajici konecné
produkty fermentace glukosy v pavodni studiich popisujicich nové druhy Actinomyces
ruminicola (Anet al., 2006).

Tabulka 30 :Rozdily v koncentraci SCFA (mM) stanovené ve dvou hodnocenych
kmenech, A. glycerinitolerans C10 a A. ruminicola DSM 27982T napé&stovanych na riznych
substratech: G - glukosa; CB - celobiosa; XY - xylan; HEM - hemicelulosa; CMC -
karboxymethylcelulosa; CP - celulosovy prasek

Acetic Formic
Kmen Fatty acid / Substrate Lactic acid Succinic acid ) .
ccid acid
G 9.1 4.6 3.3 1.7
CB 7.6 3.1 4.1 1.0
XY 4.5 2.0 2.6 2.6
C10
HEM 7.2 4.1 2.5 2.8
CMC 4.0 1.7 2.3 0.9
CP 5.0 1.9 2.2 1.1
G 8.2 3.6 2.4 2.3
CB 7.1 3.7 2.1 3.0
A XY 3.8 1.1 2.6 3.0
ruminicola HEM 7.0 3.0 2.3 3.3
CMC 3.2 0.8 2.7 2.6
CP 3.9 2.0 2.5 2.8
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Bunéénd morfologie kmene C10 je velmi podobna té, ktera je pozorovana u A.

glycerinitolerans G10T (Palakawong a kol., 2016) a odlisna od A. ruminicola (obrazek 38).

A) B)

Obrazek 38 : Podrobna morfologie bun¢k: A) A. glycerinitolerans C10 a B) A. ruminicola
DSM 27982T byla analyzovéna za pouziti skenovaci elektronové mikroskopie. Morfologie se
1181 predevsim délkou bun¢k a tvarem bunéénych koncti

Zjisténé typy peptidoglykani u bakteridlnich kmeni C10 a A. ruminicola DSM
27982T, L-Orn-L-Ala-L-Orn-D-Glu (pravdépodobné variace typu ASp) a L-Orn -Ala-L-Orn
(L-Lys) -D-Glu (pravdépodobné také variace typu AS5p) nebyly dosud stanoveny pro zadny
bakteridlni izolat. Poméry molarnich aminokyselin ve dvou peptidoglykaech byly 1,8 Ala: 0,9
Orn: 2,0 Glua 1,5 Ala: 0,6 Ser: 2,0 Glu: 0,8 Orn: 0,3 Lys.

Oba kmeny, podobné¢ jako byly zminény v Palakawong et al. (2016) u A.
glycerinitolerans a A. succiniciruminis, maji schopnost ristu za aerobnich podminek.
Zavérem jsou vysledky genotypovych a fenotypovych charakteristik zkoumaného
bakterialniho izolatu Actinomyces sp. C10 blizce pfibuzné druhtim A. glycerinitolerans a A.
succiniciruminis na zakladé 16S rRNA, rpsA a rplB genové sekvenéni podobnosti
a fylogenetické analyzy, coz potvrdil taxonomicky rozdil od druhu A. ruminicola. Nase
vysledky rozsitfuji charakterizaci kment Actinomyces, které se vyskytuji v bachoru ruznych
prezvykavci, na bazi izolatu z bachoru jelena evropského, hlavné peptidoglykanové struktury
a specifické extracelularni aktivity enzymu spojenych se schopnosti Stépit celulosu a xylan.

Bakterialni izoldt C10 vykazoval podobné genotypové a fenotypové vlastnosti vaci A.
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succiniciruminins Am4T a A. glycerinitolerans G10T (Palakawong et al., 2016). Byly v§ak
pozorovany slabé rozdily. Pfitomnost v bachoru divokych pfezvykavci naznacuje, ze
fylogeneticky ptibuzné kmeny nedavno charakterizovanych druhit mohou obyvat nejen travici
trakt domacich prezvykavci (Seo et al., 2013). Kvtli vztahu studovaného kmene s vyse
uvedenymi dvéma druhy musi byt jeho zafazeni na turovni druhi provedeno pomoci
komplexniho genomového srovnani nebo sofistikované MPSV (multicocus sequence

analysis) v budoucnu.

6.3. Purifikace a charakterizace enzymu kmene C10

V pribéhu této prace byla izolovéana celd fada bakterii schopnych efektivné se podilet
na degradaci vlakniny. Jejich piehled a zejména Groven jejich aktivit je sumarizovan v tabulce
¢. 24 Pro proteomickou charakteristiku celulolytického organismu izolovaného z bachorového
obsahu jelena evropského jsme zvolili méné bézny mikroorganismus Actinomyces
glycerinitolerans C10 jednak s ohledem na jeho uréitou vyjimeénost v této metabolické
skupiné mikroorganismt, dale predevSim proto, ze jsme se studiu tohoto mikroorganismu
vénovali detailnéji a deponovali jej jako novy izolat do dvou vyznamnych Evropskych sbirek
kultur mikroorganismi a jeho schopnosti §tépit celulosu a xylan jsou pomérné zna¢né. Kromée
toho jsme chtéli timto studiem pfispét k vétSimu poznani mimotadné skupiny aktinomycet,
kter¢ jsou dosud povazovany spiSe za méné vyznamné mikroorganismy bachoroveé
mikrobioty, ale publikacni aktivity fady mikrobiologickych pracovist z nedavného obdobi
ukazuji na jejich znaény potencial (Palakawong et al., 2017).

Detailni popis a charakteristika Actinomyces glycerinitolerans C10 jsou uvedeny
VvV pfedchozim textu a zejména v nasi citované praci. V nasledujicich experimentech jsme se
pokusili provést zakladni proteomickou studii zejména sohledem na charakterizaci
a mapovani proteind technikami zaloZenymi na PAG. Od kone¢né detailni proteomické
charakterizace jsme s ohledem na rozsah a nakladnost tohoto postupu, zejména hmotnostnich

studii pomoci MALDI-metod, upustili.

6.3.1. Gelové filtrace na Sephadexu
Gelova filtrace byla provedena na Sephadexu G-75 nanesenim 1 ml vzorku

ultrafiltraci zahus$téného media z kultury C10 ve stacionarni fazi rastu. V jednotlivych
frakcich byly stanoveny aktivity enzymu celulasy, xylanasy, celobiohydrolasy a beta-
glukosidasy a ptepocitany jako specifické aktivity s ohledem na obsah proteinu. Vysledny

prab¢eh této purifikace je ziejmy na obrazku 39.
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Obréazek 39: Specificka enzymova aktivita (ug.ml™.h™.1mg proteinu™) CM celulasy,
CMxylanasy, celobiohydrolasy a beta-glukosidasy v kultuie C-10 v jednotlivych frakci
zahusténého media M-10 po dé€leni na gelové filtraci

Z uvedenych vysledkl je ziejmé, Ze gelova filtrace na Sephadexu pii pfipravé vzorka
pro dal$i studium neni dostatecné efektivni separacni postup k rozdéleni jednotlivych
proteinovych frakci, jak je patrné z pomérné zna¢ného mnozstvi bandli v nejbohatSich
frakcich 6, 7 a 8 (obrazek 40), které jsou navic v Sirokém rozmezi z hlediska jejich
molekulové hmotnosti. Lze vSak predpokladat, Ze tento krok napomohl k purifikaci frakei
odstranénim celé fady zejména nizkomolekularnich latek nebilkovinného charakteru, které
jsou soucasti kultivacniho media (zejména pii pouziti media M-10 s ptidavkem bachorové

tekutiny).

Obrazek 40: ELFO PAGE proteint v kultufe C-10 v jednotlivych frakci zahusténého media
M-10 po déleni na gelové filtraci SEPHADEX G-75. Barveno Commasie blue
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6.4. Stanoveni vlastnosti enzymu CM-celulasy (pH optimum, teplotni optimum

stanoveni inhibic¢niho spektra)

6.4.1. Stanoveni pH optima
Kazdy enzym vyzaduje pro dosazeni optimalni Gcinnosti specifickou koncentraci

vodikovych iontt H , nejen proto, Ze reakéni mechanismus vyzaduje kyselé ¢&i zéasadité
prostiedi, ale také proto, ze konformace proteinu zavisi na naboji vazebnych skupin.
Stanoveni optimalniho pH je proto velmi dulezitou charakteristikou enzymu, ktera
je vyznamna i pro vytvofeni optimalniho prostfedi pii dal$im studiu enzymu. Stanoveni
optimalniho pH pro aktivitu enzymt schopnych hydrolyzovat CM-celulosu jsme provedli
extracelularni a celularni frakci kultury A. glycerinitolerans.

Vysledky jsou znazornény na obrazku 41. Z namétenych hodnot vyplyva, Ze optimalni
pH se liSi pro extraceluldrni a na buniku vazanou enzymovou aktivitu. Zatimco enzym
uvolnovany do média vykazoval nejvyssi aktivitu pii priblizné¢ pH 5,5, enzymova aktivita
vazand na buiky vykazovala nejvyssi aktivitu pfiblizné pti pH 6,5. Pfi hodnotach pH pod

4 a vys$sich nez 8 aktivita v obou frakcich dramaticky poklesla.
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Obréazek 41: Specificka aktivita CM-celulasy (ng.ml™.h™.1mg proteinu™) v mediu a
V bunééné frakci v zavislosti na pH reakéniho prostiedi

6.4.2. Stabilita pH
Jednou z dulezitych charakteristik enzymu je jeho stabilita enzymu za rdznych

reakénich podminek. Aktivitu CM-celulasy jsme stanovovali v extracelularni a celularni
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frakci zahusténé kultury C10 péstované na mediu M10 v reakénim prostfedi o rozdilném pH,
V tomto experimentu vSak byla inkubacni doba prodlouzena na tfi hodiny. Dosazené vysledky
jsou znazornény na obrazku 42. Z vysledku je ziejmé, ze vycist, Ze extracelularni i celularni
aktivita CM-celulasy vykazuje velmi dobrou stabilitu v rozmezi pfiblizné pH 4,5-7,5. Pii pH
8 a vyssim a naopak 4 a niz§im dochdzi k vyraznému poklesu aktivit pravdépodobné v
disledku denaturace enzymu. Nase vysledky jsou ve shod¢ s hodnotami pH optima a pH
stability stanovenymi pro celulolytickou bachorovou bakterii Bacillus licheniformis, u niz
byla zjisténa jenom ponékud nizsi pH stabilita u hodnot pH 7-8 (Seo et al., 2013). Stabilita
pti pH vrozmezi 4-7 zcela odpovida hodnotam pH v bachoru i zménam v zavislosti

na priabéhu fermentace v pribéhu dne.

25 +
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Obréazek 42: Stabilita specifické aktivity CM-celulasy (ug.ml™.h™.1mg proteinu™) v mediu a
Vv bunécné frakci v zavislosti na pH reak¢niho prostiedi po 3 hodinové inkubaci

6.4.3. Stanoveni teplotniho optima
Aktivita enzymt nartista se vzrustajici teplotou az do bodu, kdy termalni energie zacne

naruSovat proteinové vazby, po dosazeni urcité kritické teploty se celd konformace zhrouti
a dojde kdenaturaci proteinu-enzymu. Optimalni reakéni teplota je proto vyznamnou
charakteristikou enzymu. Ovéfovali jsme optimalni teplotu pro aktivitu CM-celulasy
Vv celuladrni a extracelularni frakci kmene C10.

Vysledky jsou graficky znazornény na obrazku 43. Z namétenych hodnot vyplyva, ze
optimalni reakéni teplota je u obou studovanych frakci obdobna. Nejvyssi aktivita proti CM-
celulose byla naméfena v rozmezi teplot 30-40, z priib&hu kiivek 1ze odhadnou az 45°C. Lze

fici, ze tyto hodnoty koresponduji s fyziologickym rozmezi hodnot méfitelnych v bachoru
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piezvykavcti. Pii teplotach nad 50°C specifické enzymové aktivity u obou sledovanych frakci
prudce poklesly, u celularni frakce jsme naméfili je§té mirné pretrvani aktivity pii 60 °C a

prudky pokles nastal teprve pii dalsim zvyseni teploty.
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Obrézek 43: Specificka aktivita CM-celulasy (ng.ml™.h™.1mg proteinu™) v mediu a
vV bunééné frakcei v zavislosti na teploté reakéniho prostiedi

6.4.4. Stanoveni teplotni stability
Teplotni stabilita specifické enzymové aktivity proti CM-celulase byla méfena

Vv celularni a extracelularni frakci kmene C10. Vzorky enzymi byly vystaveny plisobeni
riznych inkubacnich teplot po dobu 1 hodiny. Z vysledki, které jsou znazornény na obrazku
44, je ziejmé, Ze oba testované vzorky jsou stabilni nejenom pii své optimalni teploté 30 -
45°C, ale vysokou stabilitu vykazuji v Sirokém rozsahu od 10 do 50°C. Pii teploté 60°C

a vyssi vykazuji tyto enzymové aktivity vysokou nestabilitu a jejich aktivita se prudce sniZuje.
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Obrazek 44: Teplotni stabilita specifické aktivity CM-celulasy (pg.ml-1.h-1.1mg proteinu-1)
v mediu a v bunééné frakci v zavislosti na teploté reakéniho prostiedi pti 1 hodinové inkubaci

Seo a kol. (2013) u celulolytické bakterie Bacillus licheniformis JK7 nalezli na rozdil
od naich zjisténi vyrazn& vyssi stabilitu endoglukanasy i pii teplotach 70 a 80°C. Jako
teplotni optimum celulas u tohoto bachorového mikroorganismu uvadgji 70°C, coz s ohledem

na fyziologickou teplotu v bachoru kolem 40 °C je piekvapivé a obtizné vysvétlitelné.

6.4.5. Vliv ionti a chemikalii na aktivitu CM-celulasy
Aktivitu enzymu mohou ovlivnit latky, které blokuji aktivni misto nebo méni

konformaci enzymu, kterd vede je zmén¢ katalytické aktivity. Ovétovali jsme proto aktivaéni
¢i inhibiéni G¢inek 16 latek na aktivitu enzymu St€piciho CM-celulosu v bunécné
a extracelularni frakci kultury C10. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 31, kterd popisuje vliv
kovovych iontil na aktivitu CM-celulasy a tabulce 32, ktera shrnuje vliv riznych chemickych
latek na tentyZ enzym. Hodnoty jsou vyjadieny v procentech. 100 % aktivita je pfitom aktivita
CM-celulasy, ktera byla hodinu inkubovana pii 40°C jen v ¢istém 100 mM fosfatovém pufru
pH 6 bez pfidavku jakéhokoliv iontu nebo chemikélie. Z vysledkli vyplyvaji tyto zavéry.
Inkubace s draslikem a hot¢ikem vedlo k mirnému zvyseni aktivity enzymu, naopak inkubace
s kobaltem vedla k inhibici enzymi v priméru o 19 % a s manganem az o 60 %. Inkubace
S baryem méla mirny aktivaéni vliv na bunécnou i extracelularni CM-celulasu. VétSina
sledovanych chemikalii méla inhibi¢ni vliv na enzymatickou aktivitu. Jako nejvétsi inhibitory
se projevily dvé latky, SDS a thimerosal, které pfi vyssi koncentraci (10mM) vyrazné
potlacily ¢i zcela deaktivovaly Cm-celulasovou aktivitu. Pomérné vyaznym inhibitorem

se ukazala byt i EDTA, ktera pti bézné pouzivané 1mM koncentraci vyvolala pokles aktivity
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CM-celulasy. Naopak mirny aktiva¢ni U¢inek prokdzal iodoacetamid a 1 mM kyselina

iodooctova (pii vyssi koncentraci jiz doslo k inhibici).

Tabulka 31: Vliv iont na aktivitu CM-celulasy v mediu a bunééné frakci kmene C10

vztazeny procentualné k aktivité neovlivnéného enzymu

lonty kovi Koncentrace Relativni aktivita(%)
(mM) Bunécna frakce Medium
Bez iontd 100,00 100,00
MnCl, 1 81,92 70,16
KCI 1,10 98,23;101,20 105,12;97,33
HgCl, 1,10 71,51;21,10 51,12;15,16
BaCl, 1 100,39 102,17
CoCl, 1 52,27 81,39
MqgCl, 1,10 109,00;115,34 102,78;95,15
FeCls; 1,10 110,01;102,52 120,12;101,37

Tabulka 32: Vliv chemickych latek na aktivitu CM-celulasy v mediu a bunééné frakci kmene

C10 vztazeny procentualné k aktivité neovlivnéného enzymu

Chemikélic Koncentrace Relativni aktivita(%)
(mM) Bunécna frakce Medium
L-cystein 1,10 91,04;71,54 70,99;51,50
EDTA 1,10 97,28;78,65 89,25;38,15
SDS 1,10 80,19;2,58 39,14;6,79
dithiothreitol 1;10 81,32;67,17 69,25;37,63
kyselina iodooctova 1:10 105,14:95,07 119,21:69,99
thimerosal 1,10 68,13;39,27 51,10;32,19
merkaptoethanol 1;10 9266;69,13 58,61;34,35
idoacetamid 1;10 113,21;99,32 114,54;91,28
henylmethyl-
silfo:yl fluo):id ' 13,25 >3

V piipadé¢ CM-celulasy kmene C10 jsme nalezli vyznamny inhibi¢ni vliv na aktivitu

tohoto enzymu v pfitomnosti Mn2+, Hg 2+ a Co 2+. Zcela opacné vysledky obdrzeli
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Karnchanatat et al. (2007) u endoglukanas dfevokaznych hub. Obdobné v pfitomnosti Mg2+
a Fe3+ byla tato aktivita u C10 stimulovéna, citovani autofi popisuji zcela opacny efekt.
Inhibi¢ni ucinek kovovych iontii na aktivitu enzymii naznacuje ptitomnost sulthydrylovych
skupin v aktivnim centru enzymu, kde oxidace témito ionty destabilizuje konformaci
enzymové molekuly. Znalosti o stimula¢nich nebo inhibi¢nich vlivech na enzymové aktivity
jsou velmi dulezité zejména pro piipravu reakéniho prostiedi pro vyuziti nebo testovani
enzymul-. Ztoho pohledu je zejména zajimavé zjiSténi o vyrazném inhibi¢nim uc¢inku
thimerosalu a phenylsulfonyl fluoridu na antivitu CM-celulasy, nebot’ tyto latky jsou Casto
komponentou roztokii a pufri pouzivanych v proteomice a mohly by vyznamnym zpiisobem

ovlivnit experimentalni nalezy.

6.5. Zymografie celulosové aktivity na CMC PAGE a stanoveni molekulové
hmotnosti isoforem endocelulasy

Kultura Actinomyces glycerinitolerans C10 byla kultivovany pii 39°C v médiu M10.
Jako zdroj uhliku v médiu byla pouzita carboxymetylcelulosa (4g/l). Isoformy celulasy
vV zahu$téném médiu a celularni frakei byly vizualizovdny pomoci zymografick¢ metody:
SDS-elektroforézy s CM-xylanem zakomponovanym do gelu (Obrazek ¢.) srovnava
molekulové hmotnosti isoforem endocelulasy detekované v extracelularni a celularni frakci.
Ze zymogramu je ziejmé, Ze v mediu byly detekovany pfinejmenSim 3 vyrazné bandy
s endocelulasovou aktivitou §tépici CM-celulosu (prouzek 1) s molekulovou hmotnosti
ptiblizn¢ 100 kDa, 70 kDa a 63 kDa. V bunécné frakci (prouzek 2) jsme detekovali
2 isoenzymy o stejné molekulové hmotnosti (70 a 63 kDa), navic jsme nalezli 2 dalsi
isoenzymy s molekulovou hmotnosti pfiblizné 80 kDa a 45 kDa, naopak isoenzym s nejvetsi
molekulovou hmotnosti jsme v celularni frakci nedetekovali. Bachorové mikroorganismy
s celulolytickou aktivitou pfedstavuji vyznamnou skupinu mikroorganismt podminujici svoji
aktivitou zékladni potravni strategii piezvykavci zalozenou a degradaci vldkniny.
O vlastnostech, struktufe a funkci celulas bachorovych mikroorganismti pojednava rozsahla
védecka literatura (napi. Gilbert and Hazlewood 1993; Nyonyo et al., 2014). Jedna se o velmi
rozséhlou skupinu enzymi, spiSe se hovoii o komplexu enzymi. V obecné roviné je tento
systém slozen ze tfi hlavnich komponent: endo-L- (EC 3.2.1.4), exo-L-glucanasy (EC
3.2.1.91) a L-glucosidasy, (EC 3.2.1.21), pficemz enzymy pusobici proti CM celulose patii
K prvnimu z nich a byvaji oznacovany jako carboxymetylcelulasa (Bhat et al., 2000). Tento

enzym byva pro degradaci celulosy kliCovy. Zastoupeni aktivnich bandl viditelnych na
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zymogramu na obrazku 45 - potvrzuji, ze tento enzym je zastoupen i u kmenu CI10

a koresponduje se schopnosti této bakterie vyuzivat celulosu jako zdroj uhliku.

Obrazek 45: Zymograficka vizualizace proteinti aktivnich pfi stépeni CMC (endocelulasy)
v mediu (prouzek 1) a bunééné frakci (prouzek 2) na PAG s ptidavkem karboxymetylcelulosy

6.6. Dvourozmérna elektroforéza proteinit kmene

2D-PAGE je wvysoce efektivni separaéni metodou umoziujici rozdéleni
komplikovanych smési stovek riznych bilkovin a pfedstavuje zdkladni néstroj v novém
rozvijejicim se smeru proteomiky. Je kombinaci isoelektrické fokusace (IEF)a elektroforézy
Vv polyakrylamidovém gelu (PAGE). Ob¢ separace se provadéji postupné tak, Ze nejprve se
provede isoelektricka fokusace na prouzku gelu s imobilisovanym pH gradientem (IPG), kdy
se bilkoviny rozdé€li podle svych isoelektrickych bodi (pI). Rozsah gradientu pH je udan
vyrobcem a pl skvrn Ize uréit podle jeji polohy. Proteiny se nejprve rozdéli podle svych
izoelektrickych bodii v gradientu pH. Po separaci v prvnim rozméru je provedena SDS-
elektroforéza v druhém sméru, bilkoviny se rozdéli podle své velikosti.

Na rozdil od ptedeslych metod, jejichz vysledkem jsou frakce obsahujici Casto smés
n¢kolika bilkovin, 2D elektroforéza umoziuje izolovat jednotlivé proteiny v ramci
proteomické charakteristiky mikroorganismu. V nasem piipad¢ jsme metodu 2-D PAGE
pouzili pouze k vizualizaci proteinii rozdélenych nejenom na zaklad¢ jejich migracni

pohyblivosti, ale i pl, coz umozni zjistit celé spektrum jednotlivych proteinti (obrazek 46). Ty
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lze dale studovat na zdkladné hmotnostni analyzy (MALDI), v nasem ptipad¢ by vsak tyto
metodické pfistupy ptresahovaly rozsah studované problematiky a 2D metodu jsme pouzili
jako ilustra¢ni. Na elektroforegramu je ziejmé rozd€leni proteini s piiblizné stejnou
molekulovou hmotnosti ve vodorovném sméru na zaklad€ jejich odliSného pl. Jednotlivé

spoty nebyly dale analyzovany.

Obrazek 46: 2D-PAGE elektroforegram proteint celularni frakce A. glycerinitolerans C10 po
isoelektrické fokusaci v gradientu pH 3-10. Barveno Sypro ruby.
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7. ZAVER

Tato prace si kladla za cil hlubsi poznani struktury a funkce mikrobiomu bachoru volné
Zijicich piezvykavel na uzemi Ceské republiky, predeviim pak na jelena evropského (Cervus
elaphus), se zaméfenim piedev§im na mikroorganismy podilejici se na degradaci celulosy a
tim pfispét k rozsifeni znalosti o fyziologii traveni voln¢ zijicich prezvykavct. Pro tento ucel
jsme stanovili dvé zakladni hypotézy v praci uvedené a v prubc¢hu feseni jsme smétfovali
K jejich potvrzeni nebo vyvraceni. Jako hlavni metodicky nastroj ke kvalitativnimu a
kvantitativnimu popisu bakteridlniho mikrobiomu a zejména organismii podilejicich se na
fermentaci celulosy jsme zvolili molekularné genetické metody (DGGE, qPCR — Real-Time a
NGS — next negeration sequencig), stejnymi metodami jsme vyzkum rozsifili na sledovani
struktury mikrobiomu hub. Celou studii jsme smétovali pfedevsim na hlavniho predstavitele
voln¢ zijiciho piezvykavce na nasem uzemi, na jelena evropského (Cervus elaphus). Popsali
jsme slozeni a strukturu jeho bachorové mikrobioty a soubézné jsme provedli porovnani
s dalSim dualezitym predstavitelem volné Zijicich pfezvykavcil s dankem skvrnity (Dama
dama). Pro ovéteni hlavni hypotézy prace jsme bachorové mikrobiomy volné Zzijicich
pfezvykavci porovnavali se strukturou mikrobioml obsazenych v bachorech domacich
prezvykaved. V dalsi casti prace jsme se zaméfili na ¢ast mikrobioty podilejici se na
degradaci vlakniny, zejména mikroorganismy schopné degradovat celulosu. Podafilo se nam
izolovat a identifkovat fadu bakteridlnich kment s ovéfenou celulolytickou aktivitou a
nekteré z nich jsme detailnéji popsali a tyto izolaty jsme deponovali do 2 evropskych sbirek
¢istych kultur mikroorganismid. Rovnéz jsme ovéfili zakladni charakteristiky jejich
celulolytickych enzym.

Molekularné genetickymi analyzami bylo zjisténo, ze struktura bakteridlniho mikrobiomu
v bachorech jelena evropského je slozena zdvou hlavnich kment bakterii. Z kment
Firmicutes a Bacteroidetes. Bylo prokazano, Ze tyto bakterie zaujimaji nejvétsi zastoupeni
v bakteridlnim mikrobiomu cca 90 % z celkovych bakterii. Déle bylo zjiSténo, Ze se
vV mikrobiomu bachoru vyskytuje zna¢né mnozstvi nekultivovanych druht bakterii cca 45 %.
Piedevsim se jednalo o bakterie nalezejici k fadu Bacteroidales, Clostridiales, celedi
Lachnospiraceae, Prevotellaceae a Ruminococcaeae. Nejvice zastoupenym rodem bakterii
byl rod Prevottela. Tyto vysledky byly podobné také ve vSech molekularné genetickych
analyzach ve vzorcich ziskanych od dankd, ovci a turt. Struktura bakteridlniho mikrobiomu je
u vSech zvifat podobnd, ale rozdilné je zastoupeni jednotlivych druhii bakterii. Tento zavér

byl potvrzen indexy alfa diverzity s pouzitim Shannonova indexu, Simpsonova indexu a
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indext bohatosti (Richness) a rovnomérnosti (Eveness), dale také indexy beta diverzity (Bray
Curtis a Unifrac.) a principal coordinate analyzou PCoA Obecné lze konstatovat, ze slozeni
mikrobiomu vykazuje vysoky stupen diverzity populace. Podil jednotlivych skupin se pak
velmi lisi. Bylo prokdzéno, ze u volné zijicich piezvykavci je vysSi zastoupeni kmene
Firmicutes nez Bacteroidetes. U domacich pfezvykavcu bylo vys$i zastoupeni kmene
Bacteroidetes. Tento jev byl pozorovan u jelenti vV obornim chovu, kde dominoval kmen
Bacteroidetes, naproti tomu u jelenti ve volnosti dominoval kmen Firmicutes. Tento fakt byl
prokazatelné zptisoben racionalizaci diety v obornich chovech jelenii a danki, coz je podobné
jako u domacich ptezvykavci. S ohledem na zastoupeni vlakniny v dieté prezvykavct jsme
zna¢nou Cast prace veénovali studiu Cetnosti hlavnich zastupct celulolytickych bakterii druhi
Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus a Ruminococcus flavefaciens. Kvantifikovali
jsme jejich zastoupeni neboli denzitu v bachorovych obsazich i v exkrementech jak volné
zijicich jelent, tak v obornich chovech a porovnavali je se vzorky ziskanymi od ovci a turt.
Z vysledkl vyplyva, ze denzita celulolytickych bakterii v exkrementech je prokazatelné nizsi
nez v bachorovych obsazich jelenil. Dale jsme dosli k zavéru, ze jeleni zijici ve volné ptirodé
maji vyssi zastoupeni druhu Ruminococcus albus nez jeleni zijici v obornim chovu. V ptipadé
konfrontace celulolytickych druhtl s ostatnimi zvifaty, tak jsme dosli k zavéru, Ze jeleni maji
vyS$$i zastoupeni druhti Fibrobacter succinogenes a Ruminococcus flavefasiens nez daici,
ovce a tufi.

Dale jsme studovali mikrobiom hub v bachoru jelent, daiiki, ovci a turd. Zde jsme dosli
k zavéru, Ze struktura hub v bachoru jednotlivych zvifat je podobna, ale 1iSi se pouze
v zastoupeni jednotlivych druhit hub. Tento zavér byl potvrzen indexy alfa diverzity
S pouzitim Shannonova indexu, Simpsonova indexu a indexti bohatosti (Richness) a
rovnomérnosti (Eveness), dale také indexy beta diverzity (Bray Curtis a Unifrac.) a principal
coordinate analyzou PCoA. Rodem, ktery ma nejvétsi zastoupeni v mikrobiomu hub bachoru
testovanych zvifat je rod Orpinomyces, ktery ma nejvétsi zastoupeni u dankd, coz je 29,9 %
z celkového poctu sekvenci. Tyto vysledky byly shrnuty a ptipraveny k publikaci.

V souladu s vyty¢enou hypotézou jsme se pokusili porovnat celkovou celulasovou a
xylanasovou enzymovou aktivitu a tak napomoci ovéfit, zda jestli je bachorovy mikrobiom
aktivnéjsi a efektivngjsi ve Sté€peni strukturnich polysacharidii. Podrobili jsme obsahy bachort
zZ jelent, dankt, ovcei a turi analyze extracelularni celulolytickych a xylanolytickch aktivit.
Dosli jsme k zavéru, Ze bachorovy mikrobiom volné Zijicich ptezvykavcl je aktivnéjsi a
efektivnéj$i, nez u domacich ptrezvykavci, i kdyz se nepodafilo toto tvrzeni podepfit

statisticky vyznamnymi hodnotami.
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Klasickymi anaerobnimi technikami jsme z bachoru jelena evropského izolovali 47
Cistych bakteridlnich kultur s celulolytickymi a xylanolytickymi aktivitami, z nich bylo 6
izolatli oznaceno za noveé objevené druhy bakterii. Kmen C10 byl vybran a podroben dal§im
genotypovym, fenotypovym, metabolickym a proteomickym analyzam. Z vysledkii bylo
zjisténo, ze kmen CI10 Actinomyces sp. je blizce ptibuzny druhim Actinomyces
glycerinitolerans a Actinomyces succiniciruminis. Genové a fylogenetické analyzy potvrdili
taxonomicky rozdil od druhu Actinomyces ruminicola, jako typového kmenu. Dale byly
pozorovany velmi slabé rozdily s druhy Actinomyces glycerinitolerans Am4t a Actinomyces
succiniciruminis G10T. Tyto vysledky byly shrnuty a publikovany. Dale jsme izolovany
kmen C10 podrobili proteomickym analyzdm (charakterizace a mapovani proteinl).
Zvysledkll vyplyva, Ze tento kmen patiici k aktinomycetdm, jez nejsou bézn€ tazeny
k celulolytickym mikroorganismtim, je schopen produkovat do media zna¢nou celulolytickou
a xylanolytickou aktivitu. Vyznamna aktivita byla také detekovana v bunééné frakei kultury.
Rovnéz byly ovéfeny optimalni vlastnosti reakéniho prostiedi a celkovy proteom byl
vizualizovan po izoelektrofokusaci 2D-ELFO PAGE metodou.

Nase vysledky naznacuji, Ze diive pouzivané studie zaméfené piedevSim na
domestikované druhy zvifat neobjasnily celou rozmanitost microbiomu v bachoru. Dalsi a
detailngj$i zkoumani bachorové mikrobioty u volné Zijicich pfezvykavci by potencialné
mohlo pfinést fadu zcela novych poznatkl o fyziologii a degradaci vldkniny v travicim traktu
prezvykavci. To naznacuje 1 skutecnost, Ze jsme ziskali 6 Cistych bakteridlnich izolath
s celulolytickou aktivitou. Z vysledki dosazenych molekularné genetickymi metodami
vyplyva, Ze v bachorovém mikrobiomu obecné se vyskytuje fada dosud nepopsanych druhti
bakterii. Je tfeba se témito druhy zabyvat, ne pouze z hlediska mikrobialni ekologie zaloZené
na molekularné genetickych postupech, ale je dulezité izolovat nové dosud nepopsané druhy
bakterii klasickymi kultivaénimi technikami a déle s t€émito kmeny pracovat a analyzovat
jejich  fyziologické vlastnosti. Naznacili jsme tyto trendy provedenim zakladnich
proteomickych analyz. Dals$i pokrok v mikrobiologii bude patrné pifedevSim zdviset na
komplexnich poznatcich nejenom o struktufe a komplexnosti mikrobidlnich populaci, ale
pfedevS§im na znalostech funkénich aktivit mikrobioty. Proto je potieba studovat bakterie
komplexné se vSemi jejich vlastnostmi. Tyto poznatky jsou potom potencialné vyuzitelné

v praktickych napf. biotechnologickych aplikacich.
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