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ABSTRACT

Jelen evropsky je schopen travit nerozpustné pofysady pomoci symbiotickych
mikroorganisni kolonizujici jeho travici trakt: bakterii, prvoka anaerobnich hub.

V této praci jsme pomoci molekul&rgenetickych metod (denatdrd gradientové
gelové elektrofozéra DGGE, polymerazovétzové reakce PCR) sledovali slozeni
mikrobialni populace bachoru a exkremeglena evropského chovaného ve volnosti a
v obornim chovu. Typické skupiny mikroorganisisme kvantifikovali pomoci metody
PCR RealTime. f#buznost detekovanych mikroorganisrayla owiena pomoci metody
fylogenetickych strorin.

DGGE profily ukazaly vysoky stupe diverzity mikrobialni populace kazdého
subjektu. Sekverai analyza odhalila, Ze ¢&t8ina sekvenci byla fifazena
k nekultivovanym a nekultivovanym bachorovym baikter Dale byly detekovany
sekvence odpovidajici réoh Bacteroides, Ruminococus, Pseudomonas a Eubacterium

Vysledky metody PCR RealTime prokazaly v bachorov@msahu jelet z volns
Zijici populace vySSi gy skupiny Kklostridii a bakteroides. V gech celkovych bakterii,
skupiny desulfovibrii, enterobakterii a bifidobakitenebyly nalezeny vyznamné rozdily.
Ve vzorcich exkremeiit z oborniho chovu byly detekovany vyssicéiyo celkovych

bakterii, klostridii a vyznaminvyssi péty u skupiny aspergila a enterobakterii.

Kli ¢ova slova jelen, bachor, mikrofléra, DGGE, gPCR



ABSTRACT

Red Deer is able to digest insoluble polysacchangi¢éh symbiotic micro-organisms
colonizing the digestive tract: mostly bacteria,otpgoa and anaerobic fungi.
In the presented work we described the composafamicrobial population of the rumen
and feces of farmed red deer and red deer kepteinvild by using of molecular genetic
techniques (denaturing gradient gel electrophorEs&GE, polymerase chain reaction
PCR). Typical groups of microorganisms were quatifby RealTime PCR. The
phylogenic affinity of detected microorganisms wasified by the method of phylogeny
trees.

DGGE profiles revealed a high degree of diversitynucrobial populations of each
subject. That most sequenced samples were assigribd uncultivated and uncultivated
ruminal bacteria. Other detected sequences werespmnding to the genera Bacteroides,
Ruminococcus, Pseudomonas and Eubacterium. RealF@fe results shown in ruminal
contents from wild deer population increased numlwérbacteria belonging to group of
Clostridia and Bacteroides. The numbers of totaltdyéa, Desulfovibrio, Bifidobacteria
and Enterobacteria groups were not found significdifferent. In the samples of
excrement from deer park were found higher numbétstal bacteria, Clostridia group,

and significantly higher numbers of Aspergillus aBdterobacteriaceae were detected.

Key words: deer, rumen, microbiota, DGGE, gPCR
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1. UVOD

Jelen evropsky je trathi a také nejtSi zastupce sparkatééte obhospodavané
lovem vCeské republice. Je jedinymiyodnim druhem rodiCervus vyskytujicim se
v Evrop.

Jedna se poénn¢ mohutné zwe. Vyska v kohoutku u jelena je 130 az 150 cmpd la
115 az 130 cm. Tvagla je valcovity, Stihly, u starSich jediheobustrijsSi. Ma dlouhé
behy, silny krk, zvla& u jeleri. Larg jsou v dosplosti Stihlé, se zaoblenou postavou
s protahlou hlavou na dlouhém Stihlém krku. Hmatjelena se pohybuje 100 az 180 kg,
lan¢ 70 az 95 kg. Vlivem échto parametr vynika jeleni z¢f mohutnosti, silou a
v dasledku jejiho chovani i jistou vzneSenosti. Jertthdktery se vyznaje teritorialitou a
vysokymi potravnimi naroky.

Jeleni z¥i je souwdsti naSeho kulturniho aimdniho bohatstvim, které musime
zachovat i do budoucnosti. Jeji vyhodou je velkiapisobivost a vyvojova plasmost,
pomoci které se 2v dokaze pizpusobovat a reagovat na sesné civilizéni tlaky, které
pusobi negativé na existenci velkych divokych zeai.

Tento druh z¥fe pati mezi gezvykavce. To znamena, Ze¢gwkonzumuje velké
mnoZstvi potravy, kterou poté v dobklidu prezvykuje a travi. Traveni probiha
v predzaludcich zejména vlivem mikroorganisrkteré se nejen podileji na tomto procesu
traveni, ale dale poskytujirfg¥vykavci ochranuied nezadoucimi mikroorganismy, které
vyuZivaji travici trakt ke vstupu do organismu. $tredi traviciho traktu je osidlovano
velkym patem mikroorganisr, coz nize rekolikanasobd prevySovat celkovy piet
burgk prezvykavce. Mikroorganismy pomahaji vyuzivaepvykavém rostlinny material,
ktery je bez dchto organizmdi pro jedince nestravitelny. i€2vykavec poskytuje
mikroorganisnim idealni prostdi a podminky pro jejich existenciid2vykavec tak jako
potravu vyuZiva nejenom bachorovou fermentaci ugrau potravu, ale i biomasu
mikroorganisni a jejich fermenténi produkty. Struktura mikroorganismv travicim
traktu grezvykava je tvareno bakteriemi, prvoky a anaerobnimi houbami.

Osidleni traviciho astroji mikroorganismy je popsdi u wtsiny Zivaisnych druli
i u ¢loveka. Strukturadchto ekosystéinje ovliviiovana a limitovana faktory hostitele a

okolniho prostedi. Vzhledem k relativni nedostupnosti j& gtudiu mikroflory osidlujici

Mrivriw s

-y

metoda zaloZen& na afth vzorki ze stolice, jelikoz jiny oddy z vnittnich orgai Zijicich
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Zivocichu je velice problematické a slozité a je zpravidiaeaeno na odiy z mrtvych
zvirat. U experimentalnich zt Ize pouzit zavedeni kanyl nebo bioptické&dlvzork.

Ze slozitého odéru vzorki, komplexnosti mikrobialniho osazeni a kultivovatsti
jen ¢asti mikroorganism piitomnych v travicim traktu vyplyva, Zze o vyvoji doseni
mikrobialni populace jelenovité &ke nebo divoké jsou dostupné pouze omezené
informace (BARSON 1969). Objev molekulatn genetickych metod umoznil dosahnout
celého spektra novych poznatk slozeni ekosystémosidlujicich travici trakt jelen
nekultivanimi technikami, jejich zasadniipos spéiva v mozZnosti monitorovat vyskyt
tzv. nekultivovanych mikroorganisim jez jsou klasickymi mikrobiologickymi postupy
nezjistitelné. V pedkladané préci byly tyto techniky pouzity k porémn mikrobiélni

populace osidlujici travici trakt jel@nzijicich v rozdilnych podminkach, v oborach

s intenzivnim gikrmovanim a ve volnosti.
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2. CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo porovnat pomociekolarre biologickych metod
(denaturani gradientova gelova elektrofozéra DGGE, polymevazettzova reakce PCR,
a PCR RealTime) slozeni mikrobialni populace ogiicllbbachor a mikrobialni populace
obsazené v exkrementech jelena evropského ve dvalilmych zgsobech chovu a to
v chovu obornim a chovu ve volnosti.

Prace je zaloZzena na hypotéze, Ze sloZzeni mikyofiédilejici se na pregastrické a
postgastrické fermentaci bude odliSné u jelena @hékio viiznych podminkach a klade si

za cil tyto znény charakterizovat.

12



3. ROZBOR LITERATURY

3.1 Travici ustroji jeleni zwre

Travici Ustroji tohoto druhu 2¥e je vyborg prizptisobeno k fijimani velkého
objemu rostlinné potravy. Z tohotdgvbdu se ve vyvoji tohoto druhu &e pred samotnym
Zaludkem vytvail trikomorovy gedzaludek, ktery umabje pojmout velké mnoZstvi
potravy [¥ pastw¥. Potravu z¥t piijima bez zn&aného rozmilnéni a polyka ji ve velkych
soustech. Tato potrava se hromadireddaludcich a po &itém obdobi je nutné ji @p
vratit do dutiny Ustni a dokonaleji zpracovat, tamjevu seiika prezvykovani,cimz je
tento druh z¥ie typicky. Rezvykovani se &e Y2 az 1 hodinu poifpmu potravy. Poté se
jiz kvalitn¢ zpracovana potrava vraci &pdo pedzaludk, kde jiz probihd traveni

mikrobialni a enzymatické (MOLOVA & LIPSKY 1976).

Obr. 1: Jelen lesni — ez tlem (VANKELMAYER A KOL . 2005)

lezina trake atfevo

lgclving nnednik
|

sl

STANIGE
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3.1.1 Anatomie traviciho astroji

Travici Ustroji u jeleni z8fe z&ina dutinou Ustni, kde je mechanicky r@ammina a
poté jicnem pechazi do fedzaludk (WINKELMAYER A KOL . 2005). Dutina Ustni obsahuje
velké a malé slinné Zlazy, které maji itepvykavaé vyznam takovy, Ze neutralizuji kyselé
prostedi bachoru. f8dzaludek se skladaji zi# komor nazyvanych jako bachaepec a
kniha. Na tyto pedZaludky navazuje samotny Zlaznaty Zaludek, kteryazyva slez. Ze
slezu potrava prochézi do nejdelSiho Useku travidstroji a tim je tenké a tlusté&esto
(FOREJTEK A KOL 2009). Zde dochazi k traveni a iettavani zakladnich mineralnich
slozek potravy a vody. Traveni je ukemo v koneéniku, kterym vychazeji zla

nestravené zbytky potravy ANzaL 2006).

Obr. 2: Stavba traviciho traktu dgzvykavdé (WINKELMAYER A KOL . 2005)
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3.1.1.1 Anatomie edzaludkia a zaludku

Bachor

Je ze vSechipdZaludk nejwtSi. U mlalat je maly az do doby, neZz&eu gijimat
objemnou potravu, se bachor¢ma zv¥tSovat a ve sta 4 mesiai dosahne kormé
velikost. Bachor je umigh v dutirg briSni na levé strana zasahuje od branice az k panvi.
Vypada jako dva protahlé na sobloZzené vaky (8VENS & HumE 1995). Bachor je
rozélenén bachorovymi pilii, které vznikly zesilenim svaloviny v mistech, ka®bihaji
bachorové brazdy. émito piliti je zagic¢inéno systematické promichavani bachorového
obsahu a rozleni bachoru nadkolik ¢asti (HANzaL 2006). Spojnici mezi bachorem a
c¢epcem tvéi bachorova fedsii, do které Usti jicen. Bachor je vystlan kutanidngti,
ktera je sil# zrohovakla a na jejim povrchu se vyskytuji 1 cm vysoké pajaizyckového
tvaru, které jsou neftSi na d& bachorovych vaka snérem k piliam se zmensuji a poté
mizi (STEVENS & HUME 1995).

Cepec

Je umisin mezi branici a bachorem, jeho tvar je zakulac€mpec je schopentip
smrsEni mit velikost jako pst a je spojen s bachorem a knihou. Otvor ntepcem a
knihou je tvden uzaviratelnym hladkosvalovym ésatem. Cepec ma charakteristickou
kutanni sliznici, ktera tid 1 cm vysoké tebeny, které se mezi sebotizk a vytvai
ctyiboké az Sestibok&epcové konirky. Hrebeny jsou poseté drobnymi bradavkami.

Kniha

Ma kulovity az ovalny tvar. Nachazi se na pravarstiod ¢cepce a je umisha nad
slezem. Se slezem je spojena knihoslezovym otvorktery se sklada ze dvou
polomésicitych chlopni s nedplnym gvace, které uzaviraji vstup do slezu. Spodast
knihy tvori most, ke kterému stfuji od stropu a bimich sén vysoké a tenkeé listy knihy.
Mezi konci listi a mostem je volny knihovy kandl. Listy majilmésicity tvar a jsou
pokryty drobnymi papilami.
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Slez

Je to vlastni Zaludeki@zvykavd, ktery je uloZzen na spodirpiedni ¢asti dutiny
biiSni. Jeho roz&ény kranialni konec se dotyki#epce a konec vratnikovyrgrhazi do
tenkého geva. Sliznice slezu vytval2 az 14 dlouhych nevyhladitelnytds spiralovitého
pribéhu a je v celém rozsahu Zlaznata, hladkajz@gla a kluzka. Svalovina je hladka.
Obalovou vrstvu tvid pokxriSnice, kterd pechazi na slez z bachoru aifveelkou oponu,
z knihy tvai oponu malou. Opony obaluji organy a ffivizolacni vrstvy, které jsou

rezervoarem tuku (MOLOVA & LIPSKY 1976).

3.1.1.2 Pohyby pedzaludkii

PredZaludky vykonavaji pravidelné pohyby, které jpperusované obdobimi klidu.
Pohyby bachoru &epce na sebe navazuji a trvaji 1 minutu. Tyto pghkteré se nazyvaji
¢epcobacorové jsou tieny 2 smréovacimi pohybyepce a 2 kontrakcemi bachoru. V 1.
fazi dochazi ke smr&ti ¢epce na polovinu své velikosti. Dochazifesunucasti potravy
do knihy, jejiz konzistence je tekjgi. Poté s€epec smrsti Upt Obsah je femistn do
bachorové fedsii. Tento stah je nasledovan 1. kontrakci bachoradémém sriru. Fi
sekundéarnim stahu dochazi ke ssmBtdorzalniho a ventralniho vakuté&/ens & HUME
1995). Pravidelné opakovani kontrakci bachoru jeradzeno zvukovymi efekty, podle
kterych zle zjistit bachorovy koeficient, pomocekého je mozné pdpad zjistit zdravi
zvitete. Jeho hodnota u zdravychfatije 2 — 3. Kontrakcemi dochézi k promichéani
obsahu mezi bachoreméapcem za vzniku plyin ztedni obsahu a ifechodu teku§si
casti do knihy. Pohyby knihy jsou charakteristickéhy vcelku a pohyby ligt Pomoci
listt se potrava lisuje a tekut@st pada na most knihy, kde je potrava odmadio slezu
pomoci stal. V¢EtSi strukturu potravy knihoslezovy otvor nepropusti

Pohyby pedZaludk jsou fizeny nervovou soustavou. Veirsich gedzaludk jsou
nervové pletetr Cinnost pletenitidi pohyby pedzaludi jes& kratkou dobu po jejich
vyjmuti z €la mrtvého zviete (MHOLOVA & LIPSKY 1976).
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3.1.2 Fyziologie pedzaludki a zaludku

Potrava, ktera jeipata pichdzi do bachoru, kde je promisena s jeho obsanem
nasleds zasind mikrobidlni traveni. Ziviny uvabvané pi tomto kroku jsoucasteéns
vsttebavany epitelem bachorwtsina vSak postupuje do dalSich oddilaviciho traktu.
Bachorové pilie a slepé vaky maji funkci zadrzovaci, aby zpomahichod krmiva
bachorem, kili dostaté&né dol& pro rozklad rostlinné hmoty.

Po rozkladu pechazi natravena potrava v polotekutém stavu zdpactio cepce,
ktery pisobi jako aktivni sepatai organ. Rytmickymi kontrakcenmiepce jsou hrub&iasti
zadrzeny na 8hach a jem&Si casti jsou vytléeny do knihy. HrubSicasti jsou
nedostaténé zpracovany a vraceji se &k prezvykani a fermentaci do bachoru. Kniha
pIni mechanickou funkci,ipkteré svymi listy drti potravu a také ma funkatiebavaci.
Ve slezu jako v Zaludkuipzvykava probiha enzymatické traveni mikrobi&lmpracované

potravy a biomasy mikrab(STEVENS & HUME 1995).

3.1.3 Strategie pezvykavai pri vyuzivani krmiv

Anaerobr probihajici fermentaci zajigji v predZaludcich mikroorganismy. Jsou to
piedevsim #izné druhy bakterii, protozoi a také houby. VSichyiozravci jsou na
symbiotickém spojeni s mikroorganismy osidlujicitravici trakt zavisli. Kuli jejich
schopnosti ziskavat energii z rostlinnych pletier& jsou pro samotného savce
nevyuzitelné. Zasadni vyhodou fermentacaedpaludcich je, Ze hostitelsky organismus
nevyuziva pouze ziviny vznikléipobenim mikrobialnich enzyimna traveninu, ale i
biologicky vysoce hodnotnou stale se mnozici biamaskroorganism, jeZz sestava
dalSim potravnim zdrojem v postgastrickém travipimcesu (EINT 1997). Tyto procesy
probihaji v pedzaludcich, f®devSim bachoru, postgastricka fermentace se odelve
slepém sevu a tréniku.

V bachoru probihaiedevsim mechanické zpracovatiijgté potravy a fermentace
¢innosti mikrofléry. Bachor je jakysi fermentor, kfevytvaii idedlni progdiedi pro fist,
rozmnozovani a latkovou vynu mikroorganism. V jeho nitru se vytvid velmi stabilni
a biochemicky aktivni mikrobialni ekosystém. Skl&k z mnohalanki propojenych
celou fadou vzajemnych interakci jak mezi sebou, tak iostitelskym organismem

(MAckIE 2002). Umoduji 1épe vyuZzit krmiva na Ziviny cenné pro organisnhostitele.
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Fermentani proces umafije dokonaleji travit vlakninu obsazenouéehto krmivech.
V dasledku proteosyntézy mikroorganigree efektiviji vyuzivaji nebilkovinné dusikaté
latky za vzniku hodnotné bilkoviny. Na druhé st&rara uctitych podminek, rize
dochazet naruSenim optimalni fermentace k degragamwhodnotnych bilkovin a
k proteolyze. Ostatni ztraty vznikaji u jednoduBSienergetickych Zivin. Spravnou
Upravou krmiv a sloZzenim krmné davky Ize negativinly omezit a vyuZit potencidl
mikrobialniho traveni (BSSEL& HESPELL1981).

V prab¢hu ontogenetického vyvoje se funkciegzaludk a mikrobialniho osidleni
rozviji a fermentace v bachoru se zintenmje (FONTY A KOL. 1984). K mikrobidlnimu
osidleni bachoru miat dochazi jiz  porodu s prvnim kontaktem s matkou. Olizovanim
piechazic¢ast bachorové mikroflory z jejich slin na mé&a@LEIN A kKoL. 1987). Dalsi
osidleni epifytnimi mikroorganismy nastavé piijmu rostlinnych krmiv, kterymi se do
bachoru dostava velké mnoZstvi mikroorganisf@HURCH 1962). Vybrané druhy krmiv
jako jsou nap seno, pastva, okopaniny svymi pletivy poskytujibstrat po
mikroorganismy a tak poziti¢novliviwuji jejich vyvoj. Na druhé strarkrmiva dieteticky a
nutricné nevhodna jako jsou nekvalitni silaze dokazhdm rekolika dni poskodit
mikrobialni osazeni bachoru nebo jej Gpkiikvidovat. Negativd mohou fsobit dietni
nedostatky, nedodrzeni Zadouciho panzivin, hygienické nedostatky atd. Pokud chceme
docilit dobrého zdravotniho stavu a vysoké uZitisbvawie, je nutné optimatvyuzivat
Ziviny, které jsou velice idezité a ovliviuji irover bachorového traveni @8ELY A KOL.
1984).

3.1.4 Bachorovy mikrobialni ekosystém

Vyzkum mikrobialniho sloZzeni bachoru spada do 402D. stoleti, { kterém bylo
vyuzivano anaerobnich technik a simultanniho ped$tbachoru. Touto metodou bylo
popsano velké mnozstvi mikrobialnich druhu osidiupachor pezvykavd. (HUNGATE
1950). Nastupem novych molekularnbiologickych metod v 90. letech dochazi

k presnému zimzovani mikroorganistnosidlujici bachor (ENG A koL. 2011).
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Mikrobialni osazeni bachoru je v zasadoreno femi druhy mikroorganisin

1. Bakterie — je nejptetnsjsi skupina v bachorovém ekosystému, jejich huget0® —
10" burk v 1 ml bachorového obsahu, jsou zastoupetklika tisici anaerobnimi
druhy, tvai 50 % populace bachoru KUSE & RUSSEL1996),

2. Prvoci — je druha nejgetrejSi skupina mikroorganisin jejich hustota v1 ml
bachorového obsahu je 46 1@, jejich zastoupeni je kolem 40 diyhtvori 40 %
populace bachoru @ emAN 1980),

3. Houby — posledni skupina mikroorganismjejich hustota je kolem f0v1 ml

bachorového obsahu, jejich zastoupeni je 16td(@RPIN & JOBLIN 1997).

3.1.4.1 Bakterie

Bakterialni druhy jsou zazeny podle své vyznamnostied prvoky a houby. Jejich
vyznam je pedevSim v produkciékavych mastnych kyselin. Dnes je jejich ¢pb
odhadovan na &kolik tisic druhi. Jejich pdéet v jednom ml bachorového obsahu se
v pribéhu dne mini. Tento jev je zfisoben redEnim bachorovych mikroorganism
vlivem piijmu potravy, vody a také slinami. DalSim vlivente®ym se nize snizit poet
bakterii v bachoru je dlouhodobé hladoi; kdy je bachorova fermentace naruSena. Po
skorteni hlado¥ni se fermentace v bachoru vrati dowg@dniho stavu do dvou dn

Clereni bachorovych bakterii je u autovelice rozdilné. Z tohotoirodu jsem zvolil
¢leréni podle vztahu k substratu zavedené autorem, kfmipZil zaklady dleni
bachorovych bakterii (BNGATE 1966):

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

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

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

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

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

6. Ureolytické bakterie:Succinivibrio dextrinosolvens, Selenomonas rumioamt
Prevotella ruminicola, Ruminicoccus bromii, Trepore sp., Megasphaera
elsdenii

7. Proteolytické bakterie: Ruminobacter amylophilus, Prevotella ruminicola,
Butyrivibrio fibrisolvens, Streptococcus bovis, §thidium bifermentans

8. Bakterie produkujici cukry: Succinovibrio dextrinosolvens, Succinovibrio
amylolytica, Treponema bryantii, Lactobacillsp., Bifidobacterium sp.,
Selemononas ruminantium

9. Bakterie produkujici methan: Methanobrevibacter ruminantium,
Methanobacterium formicicum, Methamicrobium mobethanosarcina barkeri

10. Bakterie produkujici amoniakPrevotella ruminicola, Megasphaera elsdenii,
Selenomonas ruminantium

11. Bakterie produkujici kyseliny:Veillonella parvula, Oxalobacter formigenes,

Megasphaera elsdenii, Wollinella succinogenes, [pswibrio desulphuricans

Podle zfisohi Zivota v bachorovém ekosystému Ize baktétanit do 5 skupin
(MCALLISTER A KOL. 1994):

1. Bakterie Zijici volg v bachoru — tvih kolem 25 % celkové populace bakterii, jejich
piispivek k traveni je skoro nulovy
Bakterie volg vazané ngastice potravy — podil na traveni minimalni

3. Bakterie peva vazané nadstice potravy — tid 75 % celkové populace bakterii,
maji hlavni podil na tvorbenergie

4. Bakterie vazané na epitel bachoru — podil na triaremimalni

Bakterie vazané na povrch bachorovych pivekpodil na traveni minimalni
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Obr 3: Bachorova bakterigipedla k epitelu bachoru §ENG A KOL. 1981)
i S— -

3.1.4.2 Prvoci

V bachoru se vyskytuje asi 160 dtulprvoki. Jejich pdet je ovlivren slozenim
krmiva, pH, ptibchem traveni a fyziologickych stavem iste (buAany 2006). V 1 ml
bachorové tekutiny za dobrych fyziologickych podekine 300 — 700 tisic prvdk Jejich
piitomnost se povaZuje za dobrou Urbbachorového traveni. Mnozstvi préok bachoru
se néni podle zg@sobu vyZivy. V pipac dlouhodobého hladéwni dochazi porech dnech
k Uplnému vymizeni bachorovych priokBakterie a houbytstavaji. Sice se jejich pet
snizi, ale nedojde k vymizeni jako u pruolrvoci jsou narni na ziviny. K vyzkumu
vyznami prvoki pro bachorovou fermentaci byla pouzivana tzv. wied@ana zvata,
jejich bachor bylhiiznymi chemickymginidly prvoka zcela zbaven QUANY A KOL. 1988).
Prvoci tvai 40 % mikrobiédlniho osazeni bachoru. V bachoroypgastedi se jich nachazi
kolem 40, pedevSim zastupcititdy Cilliate, kterA ma d¥ podtidy Holotricha a
Entodiniomorphg HUNGATE 1966).

Do podtidy Holotricha pati rody Isotricha a Dasytrichafermentujici cukry a rod
Isotrichafermentujici Skrob.

Do podtidy Entodiniomorphgpati rody Diplodinium, Entodiniuna Epidinium.Jsou
schopny fermentovat hemicelulozu, pektin a Skrokiyagiti rozpustnych cukr Prvni dva

zmiréné rody jsou schopny fermentovat celul6zul(Mims & COLEMAN 1985).
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3.1.4.3 Houby

Bachorové anaerobni houby se podileji na traveakmhy. RozruSuji rostlinna
pletiva a umoituji bakteriim pronikani do¢thto pletiv. Anaerobni houby maji néjsi
vyznam gi trdveni krmiva bohatého na vidkninu. QMNTFORT& ASHER1989).

V dneSni dob je popsano 21 druih anaerobnich bachorovych hub, které jsou
zarazeny do 6 roil (THEODOROU 1996): Cyllamyces, Anaeromyces, Orpinomyces,
Caecomyces, Neocallimastix, Piromyces.

Do roduPiromycespati anaerobni bachorova houBaomyces minutysktera byla
izolovana u jelena evropskéhodi koL. 1993).

3.1.4.4 Ostatni mikroorganismy

Z dalSich mikroorganistnlze v bachoru nalézt j@Skvasinky, viry a fagy, jejich

nutri¢cni vyznam vsak je zanedbatelny.

Obr. 4: Mycelium anaerobni bachorové holNmocallimastix frontali®sidlujici rostlinné

pletivo (THEODOROU A KOL 1988)
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3.1.4.5 Fermentace v fedzaludku

Mikroorganismy u pezvykav@ hraji klicovou ulohu v procesu traventijpmané
potravy. Vlivem mikroorganisin probihd mikrobialni fermentace, ktera probiha
v predZaludcich a temiku. Fermentacefmasi gezvykavaém 4 vyhody:

1. Degradaci strukturalnich polysachdridnezi které pdt celul6za, hemicelul6za a
pektin. Tyto polysacharidy jsou obsazeny v rostinpotra¢. Pro gezvykavce
piedstavuji hlavni zdroj energieRSBERG A KOL 1997).

2. Schopnost mikroorganisin na sebe vazat neproteinovy dusik, vyuZivat jej
k syntéze vlastni biomasy a v zazivacim traktu wgkvaret zdroj hodnotnych
aminokyselin a protein

3. Mikroorganismy syntetizuji vitaminy a aminokyselmyozadovaném mnozstvi,

4. Sekundarni produkty mikroorganignposkytuji ochranny dinek pred detoxikaci
rostlinnych toxiri (HUME & WARNER 1980).

Bakterie osidlujici bachor mohou byleny podle své velikosti, tvaru, kagtji jsou
vSak dleny podle schopnosti fermentovat substrat do 8 pisku celulolyticke,
hemicelulolytické, amylolytické, sacharolytické, oprolytické, lipolytické, uklizujici
aminokyseliny a metanogenni.¢ckily jsou je&t zaazeny pektinolytické a producenti
amoniaku. \¢tSina drul bakterii je vSak schopna podilet se na fermemiael substrdit
(HESPELL A KOL 1997). Metabolismus sachaiid zaujim& v bachorové biochemii
vyznamné misto. #@devSim strukturni polysacharidy rostlin, ale i mwsacharidy,
disacharidy a oligosacharidy, prochazeji za andobbrpodminek $&penim a jsou
celulolytickymi, hemicelulolytickymi,  xylanolytickmi, pektinolytickymi  a
sacharolytickymi bakteriemi postuppienenény na €kavé mastné kyseliny, metan, oxid
uhlicity, vodik, kyselinu mraveti, kyselinu mlé€nou, etanol, fipadré dalSi produkty
(HINTNAUS 2011). Produkcegkavych mastnych kyselin je z&red. Kyseliny se véebavaji
stnou bachoru. Nejvyznany$im vyslednym produktem bachorové fermentace jsou
tekavé mastné kyseliny i@devsim kyselina octov4, propionova a maselna. Kyseliny
piedstavuji az 40 % energie pettné pro hostitelsky organismus. Tv85 % veSkerych
bachorovych kyselin. Vychozim substratem pro tvottkavych mastnych kyselin je

piedevsim vladknina a ostatni sacharidové komponeiety @95 % Skrobu, 54 % hrubé
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vlakniny), na jejich vzniku se podileji dalsi Ziyiree 40 — 80 % bilkoviny a ro¥a tuky
Stepici se fisobenim lipolytickych bakterii ERNINGTON 1952).

Bachorovou fermentaci Ize kvantifikovat pomoci oel& produkce a proporcialniho
zastoupenickavych mastnych kyselinfPplnohodnotné krmné davce je molarni procento
jednotlivych mastnych kyselin v bachoru zavistédevsim na typu davky a jejim slozeni.

Nejcastji se uvadi ptmérné mnozstvi mastnych kyselin v krmné davce takto:

kyselina octova: 50 — 65 mol %

kyselina propionova: 20 — 25 mol %

kyselina maselna: 10 — 20 mol %

kyselina mraveéi, valerova, kapronova a vyssi mastné kyselinyob ¥

Tento pongr mezi tkavymi mastnymi kyselinami v bachoru ma &mavyznam pro
vyvoj a zdravi zwie. Do zn@né miry je ovlivin slozenim krmné davky. MnoZstvi
vlakniny v krmné dévce ovliwje vzajemny porr produkovanych mastnych kyselin.
V piipact nadnérného mnozZstvi lehce stravitelnych glyicidnag. jadrnych krmiv)
v krmné davce dojde ke zpomalerkdy az k zastaveni traveni vlakniny.cde zvySena
tvorba kyseliny mléné, ktera zvySuje kyselost bachoru. V tomtipadt zatne klesat pH.
Tento stav, acidéza, vede ke sniZzenttponekterych vyznamnych mikroorganism
zpasatku gredevsim celulolytickych, pozf i vétSiny ostatnich mikroorganisiva zdsadh
se zméni druhové proporce ekosystéemur@IN A KoL. 1992). Aktivita fermentace zavisi
do zn&né miry na podminkach bachorového piedit, fedevsim na hodndpH. VétSina
enzymi vykazuje optimalni aktivitu ip tzv. fyziologickém rozmezi pH 6,2 — 6,8 AK
1960), podob# i fada bakterii, zejména fibrolytickych, je k pokles pH velmi citlivd
(BRAUN A KOL. 1992).

Neprezvykavi bylozravci travi celulozu v tlustém fes€ (STEWARD 1997),
masozravci ji nedovedou vyuZitilvec. Na degradaci vlakniny se vyznampodileji
produkci fibrolytickych enzyiini anaerobni houby (BMUNTFORT& ASHER1989). Pomoci
enzymatickych systéinbakterii, protozoi a hub dochazi k odbouravantipgk Zasobni
polysacharidy (Skrob a pektin) jsou degradovanyobbbggm zgisobem. Monosacharidy a
disacharidy slozi jako zdroj energie pro ostatrktéx@e. Na fermentaci Skrobu, dexikia
lehce rozpustnych cukrse vyrazt podileji bachorovi prvoci. Produkuji oxid ufity,
vodik, kyselinu octovou, kyselinu propionovou addysu maselnouPrvoci pohlcuji zrnka

Skrobu a mini jej na glykogen. Dochazi ke kvaSenf| kterém se uvaluje a vznika
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piedevSim CQ a metan diky symbiotickému spojeni s metanogennimitebb@mi
nasedajicimi na povrclltprvoka (FILAY & FENCHEL 1992). \£tSina €chto plyrmi vznika
pii mikrobialni fermentaci sachafd(BARTOS 1987). Nejintenziv§Si produkce je asi 4
hodiny po nakrmeni. Plyny jsou odwéy z bachoru progtdnictvim vstebanim do krve,
vylu¢ovanim plicemi nebo krkanim do jicnu a dutiny astni

Z bachorového obsahu bylo izolovano celkem malorknlipolytickych bakterii. U
prezvykavd@ secasto ehlizi vyznam tuk. Jsou dlezité vlivem své energetické hodnoty
a maji vyznam pro vznik esencialnich mastnych kyselipofilnich vitamiri. Bachorove
bakterie jsou row¥ producenty vitaminu K a vitamirskupiny B.

Bakterie, které jsou schopnyépit bilkoviny se nazyvaji proteolytické. &t8ina
téchto bakterii je schopny rozkladat i sacharidy. ol Yiakterie &fpi bilkoviny na
aminokyseliny, které prochazeji desaminaci za weraknoniaku, mastnych kyselin a
oxidu uhlgitého. Z hlediska bilkovin je tento proces s vy&éblogickou hodnotou
nevyhodny. Je snaha chranit tyto bilkoviny a dopravdo dalSichéasti traviciho Ustroji
k enzymatickému traveni.

Vedle SEpnych proces v bachoru probiha syntéza mikrobialnich bilkovin.
Jednotlivé prvky jsou wdezité pro tuto syntézu. Jsou Kk dispozici okamnZzia
v poZzadovaném mnozstvi. Déchto prviki paki uhlik, energie vznikla ze sachatic
tekavych mastnych kyselin a dusik z krmiva nebo zgedickych zdraj. Zejména prvoci
jsou schopni syntetizovat ve svychBlech zn&né mnozstvi plnohodnotné Zziiéné
bilkoviny z neplnohodnotnych bilkovin rostlinnychzadusikatych latek nebilkovinnych
(amidu, m@oviny) s vysokou stravitelnosti (85%). Biomasadejitl se stava zdrojem
bilkovin pro gezvykavce a jsou vyuzivany vitehu traveni v tenkém igtvu. (RUSSELL
& HEsPELL1981). Jejich denni produkce je 100 — 15G'edptavujici az ¥4 denni peby

makroorganismu.

3.1.4.6 Mikrobialni proteosyntéza

Mikrobialni syntéza probihajici v bachoru ma vyznam hospodani s dusikatymi
latkami, hlave s bilkovinami. Dusikaté latky z biomasy vyfeay prostednictvim
bachoru vyuzitim dusikatych krmivigrstavuji 50 — 70 % dusikatych latek ipbnych
pro organismus. Zbytek pgeby organismu je zaji&t dusikatymi latkami ipmo z krmiv
(VESELY A KOL. 1984).
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Bilkoviny se vbachoru rozklddaji na jednoduché ikate slozky. Jsou
metabolizovany na mikrobialni bilkovinyBgAHIM & INGALLS 1972). Amoniak vznikai
rozkladu bilkovin. B proteosyntéze neni vyuZit, & nedostaténému mnoZstvi
mikroorganisni nebo nedostatku energieii Rrysokém pijmu dusikatych latek se
amoniak dostdva do jater, kde dochazi k ureosyngzeork¥ endogenni mioviny.
Mocovina se vraci krvi a slinami &pdo bachoru &ast se vyltuje mai. Kdyz dojde
mnoZzstvi volného amoniaku az ke kapacitni moznastosyntézy v jatrech, dochazi ke
zvySeni obsahu amoniaku v krvi a v tofipacE nastavaji klinické projevy intoxikace.

KdyZ jsou nutréni podminky dobré, tak se az 90 % nebilkovinnétskduvyuZije na
mikrobialni bilkovinu.Cést bilkovin asi 20 — 60 % prochaziegzaludky beze zény a

k traveni dochazi enzymatickou cestou v dal8&dtech traviciho Ustroji.

Obr. 5: Schémaipmeny dusikatych latek urpZvykava@ (VESELY A KOL. 1984)
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Vlivem podavani syntetickych zdioj dusikatych latek se id@e mikrobialni
proteosyntéza zvysit, vlivem rdaviny a ¢pavku. Za pedpokladu, Ze mikroorganismy
v bachoru musi mit dostatek pohotové energie nptadana tyto latky, ktera t¥o30 %

z celkové energie v krmivu. Pro tvorbu mikrobidhilikoviny je dilezité gekladat vhodné

krmivo se zdrojem dusiku (M{LACE A KoL. 1987). Vhodnym krmivem jsou lizy a silazni
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kyseliny. S ohledem na mikrobialni proteosyntézpredukini efekt gi podavani krmiv

s plnym krytim dusikatych latek ze syntetickych ggéirasi 60 — 70 % v porovnani
s bilkovinnymi zdroji  z tradnich krmiv. V disledku porusSeni zasad vyuZivani
syntetického dusiku nebo neregulovanéistppu zvfat k €mto zdrojim hrozi nebezpé
intoxikace se smrtelnym fochem. Dochazi k alkalizaci pH bachoru na hodnoty &,5
vySSi. MEni se pomr mezi formou NH a NH; ve prospch NHs; kterd je snadno
propustna buwnymi membranami. Timto faktorem dochézi k urychlémioxikace.

K intoxikaci dochazi v pokrné kratké dol. Tato doba se pohybuje v rozmezi 30 minut
po podani méoviny v disledku uvolgni amoniaku. Intoxikace je apobena nedostatkem
energie, nedostateym navykem na novou krmnou davku a techniku jephdavanigi

nevhodné formy Upravy krmiva @SELY A KOL. 1984).

3.1.4.7 Fermentace v tlustém gevu

Tlusté stevo tvai trubici, jejiz pamér se v piibéhu steva znané¢ meéni. Vlivem
polohy a tvaru se tlustéret/o dli na slepé sevo, tr&nik a konénik. V tratniku a slepém
sttew prezvykavd@ probiha sekundarni fermentace vldkniny a nestsirerzbytki
potravy oznéovana jako postgastricka (iMe 1997). Sekundarni fermentace odbourava 27
% prijaté celulozy a 40 % hemicelulozy ABEY & MCRAE 1970). Tlusté $evo je
vystlano sloupcovitym epitelem, ktery obsahuje phbdté buiky, které produkuji mucin.
Mucin je forma elastického a viskdzniho gelu, ktespaduje pohyb traveniny tkmikem.
Mucin poskytuje ochranu tlustémurestu gred gilnutim a invazi patogennich bakterii,
mikrobialnich antigetn a toxini (ALLEN 1981). Sliznice tlustého i&lva vstebava
metabolity etné tékavych mastnych kyselin uvainych pisobenim trénikovych
mikroorganisnd (REDDY A KoL. 1992). ZdejSi ekosystém je podobny bachorovému a
vyuziva potravnich komponent, které unikaji fermaentv bachoru. U j@zvykavé tak
slouzi jako dopilkovy systém ke zvySeni fermetwd (Cinnosti, u nepezvykavych

bylozravdi prebira funkci pedzaludk.

27



3.2 VyZiva jeleni z¥ie

Jak jiz bylo zmigno, tak je jelen evropsky vyday byloZravy peZzvykavec. SloZeni
jeho potravy se #ni v zavislosti na rnim obdobi. Jedinou vyjimkou je cel@ra spasani
travin a bylin, které nachazi na lesnich mytingobdél cest a v okoli lesa (JRANTEL
2004).

Prirozenou potravu tv fada rostlinnych druh které se u nas vyskytuji. Skladba
piirozené potravy jelena lesniho je stejna jako inygh ¢astech Evropy. DneSni stav
Zivotniho progtedi vlivem civilizace a industrializace pridi, ve kterém Zije neposkytuje
jeleni zfi volny vybér rostlinné potravy (bCHMAN 1985; SUNDSET A KoL 2010). Je
dulezité zachovat zii klidové oblasti v jejim firozeném prosedi (ELINEK 2007).
Poslednim faktorem, ktery ovliuje @ijem potravy je réni obdobi. Vlivem reéniho
obdobi se také &mi poZzadavky na slozeni a pémednotlivych slozek potravy (8IDSET
A KOL. 2009). Jde fedevSim o obdobi letni a zimniiNgINAus (2011) uvéadi, Ze vliv na
vySi a druh pjimané potravy ma hormon melatonin, ktery je uhemdn endokrinnimi
Zlazami na zaklagdswtelnych podminek zachycenych sitnici oka.

VODNANSKY (2008) uvadi, Ze celkova dob&jmu potravy jeleni z&fe v jarnich a
letnich ngsicich¢ini 400 az 470 minut (kolem 5 — 7 hodin). To znaénkalem 28 az 33 %
z celkového denniho cyklu. &8ina doby stravenétijmem potravy je v rozmezi mezi
zapadem a vychodem slunce. Vilpthu denni doby se z 65 — 72 &&su tyka pastevnich
aktivit. V nacni period mezi zadpadem a vychodem slunce se 28 — 35 % pweelttoby
tyk& piijmu potravy. Tyto jednotlivé fazeripmu potravy jsou od sebe ofldny ¢asovymi
useky, pi kterych jeleni z¥t potravu pezvykuije.

Jelen evropsky p#tmezi potravni oportunisty, coz jsou druhy, ktggéu velice
potravu s ¥tSim mnozstvim celulézy, kterd prochazi déle thavitcraktem, a proto ma
mére potravnich period. Zasadnim tgowbem kvalitu krmiv ovlitiuje i sloZzeni pdy
(STARK A KoOL. 2010). Rijem potravy jelena lesniho ma dva vrcholy. Pnenvjsrpnu a
druhy v prosinci (locHMAN 1985). Vrcholy pijmu potravy jsou vystdany ogtovnym
shizovanim fijaté potravy a u sanicv doke fije dochazi az k hladéwi. Toto hladogni
zpasobuje rozvoj hormonalnich aktivit varlat, kterdiviuji chovani jelef. V fiji jelenam

chybi v bachoru potrava pro mikroorganismy &tpdoakterii v bachoru klesaji az na jednu
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pétinu jarniho stavu. Prvoci z bachoru vymizeji. Dézhk vylwovani adrenalinu, ktery
Stepi tuk v tukovych depech, za uvehi energie ve forghvolnych mastnych kyselin. Tuto
energii organismus nedokaze celou vyuzit a dodhakladani nadbytmé energie do jater
slowwenim nadbyténych tuki s bilkovinami potravy a vznikem lipoproté&inLipoproteiny
se transportuji zft do tukovych sklail Hromadni tuki v jatrech omezuje metabolickou
aktivitu jaternich buék. Fri velkém nahromathi tuki dochazi ke z#néni jater (VACH A
KOL.1996).

Ke koncifije se snizuje mnozstutkavych mastnych kyseliny. Dochazi k intenzivni
potrebs piijmu potravy trvajici az do jara. Adji jsou jeleni unaveni aistavaji radji
v krytu v blizkosti potravy, kde odpivaji. V tomto obdobi fijimaji potravu bohatou na
vlakninu i potravu obsahujici glycidy, které jim tvsieji tukové zasoby na zimu.
S vysokou intenzitou ifjimani potravy souvisi vyt¥éni energetickych zasob ve farm
tuku, které ma dva vrcholy.

Prvni vrchol je v obdobi #sice srpna. Jeleni vyhledavaji potravu bohatounadrso
stravitelné rostliny s vysokym obsahem glygidilkovin a zejména vlakniny ve fogm
travin a bylin. V tomto @sledku dochazi k pomnozeni celulolytickych mikrcorigmi.
SloZeni potravy m& zasadni vliv g&atnost jednotlivych skupin mikroorganidmnag.
vysoky podil vlakniny a lignocelul6zovych komponemntdiet zvySi zastoupeni
fibrolytickych (celulolytickych, xylanolytickych @emicelulolytickych) bakterii, naopak
zvySeni podilu jadrnych krmiv #pobi nafist amylolytickych drufh (WANAPAT A KOL.
2009). V zéi dochazi ke snizeni intenzityijpnu potravy, zvySuje se pohybova aktivita
jeleni za sniZzeni tukovych zasob.

Druhy vrchol gijmu potravy je v obdobi #sice prosince. Tento vrchol sjea
v mnoZstvi deponovaného tuku, ktery je ipbhy k gekonani dobu stradani. Poté
nasleduje postupné snizovaiiijmpu potravy a pokles tukovych zasob. \ésiti lreznu je
mnozstvi tukovych zasob minimalni I(HNAUs 2000). NejétSi intenzita latkového
metabolismu je obdobi #ice k¥tna acervna, kdy dochazi k obn®évsil ztracenych
v doke stradani, které je energeticky proézwnara@né. Zwt si vytv&i podminky pro
aspesnou reprodukci (WCH A KoL. 1996). V neposlednfacdt do sloZeni potravy jeleni
zwete zasahuj€lovek ovlivnénim nabidky krmiv zegdélskou ¢innosti na polnich honech
nebo gikrmovanimei piimo intenzifikaci chovu v oborach ¢CMAN A KoL . 2009;MILLER
AKOL. 2010).
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3.2.1 SloZeni potravy jeleni ze

Potrava jeleni z%e je sloZzena z& z&kladnich sloZzek, do kterych piabbjemna
krmiva, jadrnd krmiva, duznatd krmiva, mineralnphiy a vitaminy a voda. Tyto druhy
potravy tvdi nenahraditelnou funkci a musi mit fp&né zastoupeni v danémcrom
obdobi. Je @leZité poznamenat, Ze se velice liSi sloZzeni pgtvawvolném chovu ze a v
chovu obornim. Ve volnosti se &@v piikrmuje pouze v dob stradani, coz znamena
v pozdnim podzimu a v zi#tn Naproti tomu v obornim chovu seé&twiikrmuje po cely

rok.

3.2.1.1 Objemné& krmiva

Tyto krmiva jsou charakteristické nizkou koncenitra@in a energie, naproti tomu
maji velky obsah vlakniny a ligninu, coz znamend,pto tento druh z¥e tvai hlavni
zdroj potebnych Zivin. Je ilezité, aby z@ méla dostaténé mnozstvi tohoto krmiva pro
spravné fungovaniipdzaludk. Do skupiny &chto krmiv pati predevsim vSechny druhy
travin a bylin, jakcerstve, tak i konzervované suSenim nebo silaZovaRii sem i
veskeré letorosty jefdinatych i listnatych ievin (VACH A KOL. 1996).

V zimnim obdobi maji velky vyznam suSen& objemmaika, kterd tvéi hlavni zdroj
Zivin v zimnim obdobi. Obsah suSinydchto krmivech se pohybuje kolem 85 %. DalSim
zdrojem objemnych krmiv jsou krmiva silazovanarateznikaji i mlécneém kvaseni bez

piistupu vzduchu. Toto krmivo ma obsah susiny kol&®3(VACH A KOL. 1996).

3.2.1.2 Jadrn& krmiva

Mezi tato krmiva pat obiloviny, luS&niny, vyrobky tukového pmyslu,
horkovzdusné ususky objemnych nebo duznatych kammpiimyslow vyrakené jadrné
krmné sndsi. Do této kategorie tizeme z#adit i suSené ovocné vylisky, kastany, Zaludy a
jefabiny (STEPANEK A koL. 2003). Tento druh krmiv je charakteristicky vysokou
koncentraci energie a Zivin, které obsahuji na 8u%tny (\ACH A KOL. 1996).

V priabéhu prikrmovani g€mito krmivy je dilezité dodrZzovat wité zasady, jelikoz
tato krmiva jsou pro Z& velice chutna a je mozné, Zeégvzkonzumuje nadgmné
mnoZstvi. To se projevi zaZivacimi poruchami ainoravotnim stavem, cozZute veést
az k uhynu z¥te. Proto je dlezité gedkladat takové mnozstvi, aby kazdy kiigabpouze
omezené mnozstvi a nedochazelorikimému poreni tohoto druhu krmiva. Plati také
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zésada fedkladat takové krmivo, které byéta doplnit jakousi pirozenou krmnou davku
pro kazdy kus, ktery odpovida danému pohlavicairau obdobi (MCH A koL. 1996).

3.2.1.3 Duznata krmiva

Tato krmiva jsou charakteristicka nizkou konceritraivin s vysokym obsahem
vody. Maji dieteticky vyznam s cennymi zdroji vitam a provitami. Do tohoto druhu
krmiva pati okopaniny (krmnaiepa, cukrovarepa, mrkev, brambory, topinambury,
vodnice, titin), pimyslové odpady z jejich zpracovani (cukrovarskeky), kedlubny,

zeli, ovoce a plodnicegkterych vySSich hub.é&mito krmivy se z¥i piikrmuje v menSich

davkach po celou zimu az déepjai (VACH A KOL. 1996).

3.2.1.4 Mineralni dophiky a vitaminy

Tato polozka krmné davky jeilkzita v obdobi, kdy a4 prochazi ufitym vyvojem
ve svém Zivat, coz je v dob ristu mladé zdte, ristu parozi u sanig pri rastu plodu u
biezich samic a samiwgme pri kojeni mlalat (VACH A KoL. 1996).

Mineralni latky nizeme rozdlit na makroprvky a mikroprvky.

Markoprvky jsou dleZité pro dobrou kondici a spravnyst. Radi se do nich vapnik,
fosfor, hacik, sodik a sira.

Mikroprvky jsou obsazeny v krmivech v daleko mengimoZzstvi nez makroprvky.
Do této skupiny pdt Zelezo, mangan, zinek.&di, kobalt, jod a selen.

Mineralni latky se vzajentovliviuji, je dilezité udrzovat vyrovnany pamtéchto
latek.

DalSi nezastupitelnou slozkou v pottagvéie jsou vitaminy. Pro tuto ¥ jsou
pontr, aby gipadné snizeniifsunu irozené potravy bylo aplikacéthto latek dosazeno
vyrovnané vyzivy. Tyto latky se podavajictvpiimichanim do ostatnich krmivgtginou

se @idavaji ke krmivim jadrnym (KUKANOVA & PickA 2008).

3.2.1.5 Voda

Vodu nepovazujeme za krmivo, ale je zcela zaklaglokkou potravy kazdého

Zivocicha. Tvai prostedi pro vSechny chemické reakc#,kerych se penenuji latky a je
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pro organismus nepostradatelna. Proto (jezité zajistit pro z8t dostaténé mnozstvi
kvalitni vody. Z\t ji v ptirod prijima prostednictvim krmiv s porrné malym obsahem
susiny a zbylowtast z vodoté&i a jezirek (MCH A KOL. 1996). V gripac, Ze neni moznost
zajiseni vody z girodnich zdraj, je mozné ji zajistit pomoci napajedelagLoupiL &

VALA 2009).

3.2.1.6 Pameérné slozeni potravy jeleni zéie
SloZeni potravy jeleni zve se v pibéhu roku velice liSi. Jedna sdegevsSim o
sttidani klimatickych faktar, véku zwie, pohlavi, druhu fiedkladané potravy, ruseni

zweéie, zdravotniho stavu a kvalipredkladané potravy.

Graf¢. 1: Pameérné sloZeni potravy jelena lesniho v letnim obdobi
(ZaBLOUDIL & VALA 2009)

14,00

MnoZzstvi v kg

seno lu¢ni trava luéni  jadrné duznaté  ostatni
krmivo krmivo

Druh krmiva
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Graf¢. 2: Pameérné sloZeni potravy jelena lesniho v zimnim obdobi
(ZaBLOUDIL & VALA 2009)

5,00

Mnozstvi v kg

seno luéni travaluéni jadrné  duznaté  ostatni
krmivo krmivo

Druh krmiva

3.2.2 Vyznam struktury a sloZeni krmiv pro jeleni xér

Zivotni podminky jeleni zife byly v poslednich 50 letechGeské republicéinnosti
¢loveéka vyrazr zmenény. Favodni lesni porosty a luzni lesy byly veétSiné oblasti
nahrazeny smrkovymi lesy nebo zcela ustoupily mieri zentdélské vyrok
nerespektujici poebu zete ani krajiny. UZivnost Zivotniho prdstli se vyrazé zhorsila.
V souvislosti s tim se zénil i biotop jeleni zétre, dnes fevazig vytlacené do smrkovych
lesi v oblastech s vySSi nadiiskiou vySkou. Pro spravnou vyZzivu jelenié®s jsou
nenahraditelné lesni pastviny, louky &tay, jejich vyméra vSak také prudce poklesla.
Snaha o kompenzovanéchto deficiti vede ¢asto k provozovani intenzivnich forem
obornich chow nebo alespo k intenzivnimu pikrmovani jeleni z¥te drzené ve volnosti
v zimnim obdobi, kdy 2% nenaléza v ifirozeném prosedi dostatek kvalitni potravy.
Tento zmisob pée vSak musi respektovat fyziologické pozadavk§fevdané pedevsSim
stavem bachorové fermentace. | v zimnim obdobi ragshlavnim zdrojem energie pro
jeleni z@t celuldza s velikostitastic alespd 8 mm, ktera je $pena celulolytickymi
bakteriemi (HNTNAUS 2011). Mechanické vlastnosti hrubé vldkniny musio@mit

piezvykovani. K tomuto fyziologickému nezastupitelnépnocesu pdebuje z¢i dostatek
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klidu. Celul6za je pro jeleni 2¥ nezbytnou sloZkou potravy, kter4 udrzuje Zvoté a v
¢innosti celulolytické bakterie a prvoky a uniofe z vlakniny uvolnit dostateé
mnoZstvi energie ve formtékavych mastnych kyselin. Minimum hrubé vlakniny
v zaziting bachoru je odhadovano celéns na 50 % susSiny (INTNAUS 2000).

V pripac, Ze neni zajigho dostatené mnoZstvi krmiv s vysokym obsahem
celulézy, dochézi k hladewi, zwi zatne hledat nahradni zdroje viakniny @Ze dochézet
k poskozeni porodtloupanim, pipadré okusem nebo ohryzemilky. PredloZzena prace si
klade za cil napomoci os&wit nekteré stranky fyziologie traveni u jelena v novych

podminkach jeho chovu.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1 Material

4.1.1 Komegni kity

Kity uvedené v tabulcé. 1 byly pouZity pro izolaci DNA z bachoru a exkrenti,

pro purifikaci DNA fragment po PCR reakci a pro sekvema reakci.

Tab.¢. 1: Seznam pouzitych kitpro praci s DNA

Funkce Nazev Vyrobce
Izolace DNA ZR Fecal DNA Kif" Zymo Research
PreciStovani PCR produkit] QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN
Sekvenovani fragmeintl6 BigDye® Terminator v3.1 Cycle Biosystems

S rDNA

Sequencing Kit

4.1.2 PCR primery

Seznam specifickych primiepouzitych pi PCR v této praci je v tabulce 2.

Tab.¢. 2: Seznam pouzitych primiepouzitych pi PCR reakci

Oznaeni Sekvence (5 - 3)

Zdroj

338 GC CGC CCGCCG G ceceaea e
GGC CCG CCG CCG CCG CcCG
CAC TCC TAC GGG AGG CAG

MTUYZER A KOL. 1993

CAG
FP 341 CCT ACG GGA GGC AGC AC MUYZER A KOL. 1993
RP 534 ATT ACC GCG GCT GCT GG MUYZER A KOL. 1993
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4.1.3 Roztoky pro praci s DNA

10 x

10 x

50 x

0,5M

TE pufr
TRIS.HCI
EDTA —Na

TBE pufr

EDTA — Na
TRIS.HCIpH =8
H3BO3

TAE pufr

Tris base

0,5M EDTA

ledova kyselina octova
dH,0O

EDTA
EDTA N&
NaOH
dH,0

Akrylamid 40%

38 g akrylamidu
2 g bisakrylamidu

Persulfat amonny

100 mg.mt*

pH 8,0
0,1 molit
10 mmor}

pH 8,2
20 mmor}
0,4 mofi
0,9 mol.t*

pH 8,2
2409
10 mi

57,1 mi
do 1000 mi

pH 8,0

186,19

~ 20 g (na upravu pH)
do 1000 mi
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4.1.4 PouZité pistroje

Vortex VELP Scientifica (ltalie)

Vortex P-Lab, Scientific Instruments (CZ)

Autoklav PS 20A (Chirana Praha, CZ)

Vytapéné michadlo 1000, Jenway (UK)

Odstedivka Hawk IE/05, MSE (UK)

Mikroodstedivka Force F, Denver Instrument (USA)
Zdroj na ELFO PowerPac Basic, Biorad (USA)
Cyklicky vodni oftivac DC10, HAAKE (Némecko)
Vahy L42D, Sartorius Laboratory @ihecko)

UV Transiluminator TF-20M, Bioblock Scientific (Fraie)
UV box, Herold GmbH (Nmecko)

PCR termocykler T-personel Combi, Biometraiiicko)
Sekvenétor ABI Prism 3100 Avant (UK)

pH metr Jenway 3310 (UK)

PCR termocykler MX 3005", Stratagene (USA)
Fotodokumenténi systém GelDd¢ XR', Biorad (USA)
Software Image/Lab verze 2.0, Biorad (USA)

DGGE néadrz Protean Il xi Cell, Biorad (USA)

Water Purification System Direct & Millipove (USA)

4.2 Odker vzorka a zpracovani vzorki

Vzorky byly odebirany v dvou lokalitach: ve volnéhovu v oblasti StraZzného na
Sumav a v obde Aglaja nedaleko DdfSe. Vzorky byly dvojiho typu. Jeden typ vzorku
byl odebiran z bachorstrelenych jelefi v obdobi lovu od 15.11. 2010 do 15.1. 2011
v dok® veget&niho klidu devin a bylo jich 21 nasbirano ve volném chovéieva 15
v obornim chovu. Druhy typ vzoikbyly exkrementy jelein nasbirané 15. ledna 2011.
Trus byl nasbiran v okoli krmicich i#zeni. Ve volnosti jich bylo nasbirano 19 a
v obornim chovu 12. Vzorky byly odebirany do stédh plastovych vzorkovnic o objemu

25 ml a byly skladovany v mrazicim boxti feplo -10 °C.
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Tab.¢. 3: Seznam a oztani jednotlivych vzork

Poradi | Oznaéeni | Pohlavi | Stafi bruh Misto
vzorku shéru

1 1 kolouch 1 bachor volnost
2 2 lan 5 bachor volnost
3 3 kolouch 1 bachor volnost
4 4 kolouch 1 bachor volnost
5 5 lan 3 bachor volnost
6 6 lan 3 bachor volnost
7 7 jelen 4 bachor volnost
8 8 lan 3 bachor volnost
9 9 lan 2 bachor volnost
10 10 kolouch 1 bachor volnost
11 11 lan 3 bachor volnost
12 12 kolouch 1 bachor volnost
13 13 lan 6 bachor volnost
14 14 jelen 3 bachor volnost
15 15 kolouch 1 bachor volnost
16 16 kolouch 1 bachor volnost
17 17 lan 5 bachor volnost
18 18 kolouch 1 bachor volnost
19 19 lan 3 bachor volnost
20 20 kolouch 1 bachor volnost
21 21 lan 2 bachor volnost
22 23 kolouch - exkrementy volnost
23 24 kolouch - exkrementy volnost
24 25 kolouch - exkrementy volnost
25 26 kolouch - exkrementy volnost
26 27 kolouch - exkrementy volnost
27 28 lan - exkrementy volnost
28 29 lan - exkrementy volnost
29 30 lan - exkrementy volnost
30 31 lan - exkrementy volnost
31 32 lan - exkrementy volnost
32 33 lan - exkrementy volnost
33 34 jelen - exkrementy volnost
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34 35 jelen - exkrementy volnost
35 36 jelen - exkrementy volnost
36 37 jelen - exkrementy volnost
37 51 kolouch 1 bachor obora
38 52 jelen 3 bachor obora
39 53 jelen 7 bachor obora
40 54 kolouch 1 bachor obora
41 55 lan 5 bachor obora
42 56 kolouch 1 bachor obora
43 57 kolouch 1 bachor obora
44 58 jelen 2 bachor obora
45 59 kolouch 1 bachor obora
46 60 kolouch 1 bachor obora
a7 61 jelen 2 bachor obora
48 62 jelen 10 bachor obora
49 63 lari 5 bachor obora
50 64 lar 6 bachor obora
51 65 lar 4 bachor obora
52 67 jelen - exkrementy obora
53 68 jelen - exkrementy obora
54 69 jelen - exkrementy obora
55 70 lar - exkrementy obora
56 71 kolouch - exkrementy obora
57 72 lar - exkrementy obora
58 73 lan - exkrementy obora
59 74 kolouch - exkrementy obora
60 75 lan - exkrementy obora
61 76 jelen - exkrementy obora
62 77 kolouch - exkrementy obora
63 78 kolouch - exkrementy obora

4.2.1 Charakteristika lokality volného chovu jelem v oblasti StrdZzného

Rozloha této lokality je 3500 ha. Zastoupeméwih: 70 % jehkinatych a 30 %
listnatych devin.
Jeleni z¥t se v piibéhu roku nepkrmuje, pouze v obdobi nouze, kterécimé od

listopadu do tezna. V této dob se z¢t prikrmuje objemnymi, jadrnymi a duzZnatymi
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krmivy. Do €chto krmiv, ktera jsouiedkladana zii pati seno, vogska, j€nem, oves,

krmnéatrepa a mrkev.

4.2.2 Charakteristika lokality oborniho chovu jeleni v obafe Aglaja u
DobriSe

Rozloha obory je 490 ha. Zastoupeméwin: 40 % jehkinatych a 60 % listnatych
drevin.
Zvét se v této lokalit piikrmuje po cely rok objemnymi, jadrnymi i duznatykimivy.
Nejcastji piedladand krmiva jsou seno, \dka, j€men, oves, pSeniceiepkové

pokrutiny a krmné&epa.

4.3 |zolace DNA

DNA byla izolovana pomoci komariho kitu ZR Fecal DNA Kit" dle navodu
vyrobce. Principem izolace byl rozklad &nv lyzainim pufru, zachyceni uvainé DNA
na filtru dodavané kolonky, promyti roztokem obgatietanol a eluce DNA.

Koncentrace &istota ziskané DNA byla kontrolovana vizualmomoci horizontalni
agarozové elektroforézy. Gel na elektroforézu hypraven jako 1,2 % roztok agardzy
v TBE pufru. Vzorky byly na gel davkovany ve &nse vzorkovym pufrem v pafru 2:1
(SAMBROOK A KOL. 1989).

4.4 Polymerazové&etézova reakce (PCR) — Amplifikace Useku 16S rDNA

Namnozeni vybranych Us&kl6S rDNA bylo provedeno pomoci metody PCR.
Reakni smés byla gipravena v boxu oSgném UV sétlem. Reakni snés obsahovala:

DNA 1l

Forvard primer 338 GC 1l
Revers primer RP 534 1l
PCR readymix 15 pl
PCR H20 12 ul
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Pro PCR byl v termocykleru pouzit ndsledujici peogr denaturace 5 minuti4
°C, 36 amplifik&nich cykh (30 sec denaturacéi®4 °C, 20 secifsednuti primei pii 61
°C a 40 sec polymeracé @2 °C) a zasrecna elongace (7 minufip/2 °C).

Obr. 6: Box s UV sétlem (orig. SMUNEK 2011)

w4,
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4.5 Denaturani gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

Denaturéni gradientova gelova elektroforéza byla pouzitaskslovani bakterialni
populace traviciho traktu jelena lesniho. Dendnirgradientova gelova elektroforéza je
elektroforetickd metoda, kterd dokaze rozliSit memty DNA stejné délky liSici se
v alespa jedné bazi. V denatutaim gradientovym akrylamidovém gelu je dvouvldknova
DNA vystavena rostoucimu denatémému gradientu a disociuje (,taje”) v oddnych
oblastech. Rozvolmim DNA se snizuje jeji pohyblivost v polyakrylaroidem gelu.
Denatur&ni prostedi je tvdeno kombinaci uniformni teploty (60 °C) a lineamih
denaturujiciho gradientu tieného moovinou a formamidem (IMERS A KOL. 1985).
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Gradient je tvéen postupnym misenim dvou rozio nizné denatukani sile. Gel se
lije do sestavenych desek a necha se polymerovatderovné poloze alespd hodinu.
Pouzité roztoky udava tabulka4. Gel je na korpusu poren do laza temperované na 60
°C. 16S rDNA byla amplifikovana pomoci rekce PCRer& je uvedena vySe. Ziskany
produkt byl nanesen na gel.

Vlastni elektroforéza probihd po dobu 18 hodinkaastantniho nafi 55 V. Po
skorteni je gel barven 30 minut v roztoku SYBR GreeBiftha-Aldrich,CR). Nasledi
je gel vyfocen a analyzovan ve fotodokumeéntm systému GelDd¥ XR' od firmy

Biorad.

Obr. 7: DGGE, gel se vzorky na korpusu, ktery jagien temperované larorig.
SIMUNEK, 2011)
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Tab.¢. 4: Roztoky pro fipravu DGGE géi

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

4.6 Sekvenovani

Vybrané fragmenty DNA byly identifikovany nasledijn zpisobem: DNA byla
vyiiznuta z gelu sterilnim skalpelem, bylofidano 100 pl dHO a smds byla
centrifugovana 10 minutip9000 oté&kach a pokojové teplét

Jeden mikrolitr roztoku obsahujici fragmenty gelyl lmplifikovan zgisobem
popsanym vySe (amplifikace Useku 16S rDNA) a nagiedmodifikaci: forward primer
338 GC byl nahrazen primerem FP 341. Ziskany protyk piecisten kitem QIAquick
PCR Purification Kit. Cilem purifikace bylo odstiari templatové genomické DNA a
obou primet, které by interferovalyip nasledném sekvenovani. Byla provedena kontrola
cistoty, formy a koncentrace DNA pomoci elektroforézagarozovém gelu. Sekvenovani
bylo provedeno pomoci kitu BigD§eTerminator v3.1 Cycle Sequencing Kit dle navodu

vyrobce. Rea#ni snmés obsahovala:

PCR produkt 1l
Primer 10 mM 0,32 ul
5x sekvenniho pufru 4 ul
2,5x sn¢s BigDye 2 ul
PCR HO 12,68 pl

Sekvenani reakce probihala vtermocykleru podle naslethgic programu:
denaturace 1 minutuipd6 °C a 25 amplifikénich cykii (10 sec {i 94 °C, 5 secip 50 °C
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a 4 minuty pi 60 °C). Sekvenmi produkty byly peciStény srézenim etanolem. Ke 20 pl
realkéni smesi byly pridany 2 pl 125 mM EDTA, 2 pl 3 M NaAc a 50 pl ethnoSnes
byla inkubovana 20 minuttppokojové teplot a odstedtna 35 minut i 16 400 g a 4 °C.
Supernatant byl odstram a DNA promyta 70 pl 70 % etanolu. Sekwarigragmenty byly
rozpusény v 10 pl formamidu HiDi a analyzovany naigtroji 3100 — Avant Genetic
analyse. Ziskané sekvence byly porovnany s NCBstRlatabazi (MIDAK A KOL . 1994).

Obr. 8: Termocykler (orig. RUNEK 2011)

= o

4.7 Fiprava agardzoveho gelu a podminky elektroforézy

Agarozova elektroforéza byla pouzita pro 2jst cistoty, formy a koncentrace
izolované DNA a PCR produkt Byl pripraven 1,2 % agarézovy gel v TBE tlumivém
roztoku (MANIATIS A KOL. 1982). Elektroforéza probihala 1 hodinii papstové spadu 8 —
10 v.cmi’®. Po skogteni byla DNA barvena etidium bromidem o koncent@& pg.mf
(SAMBROOK A KoL. 1989). DNA byla vizualizovana a dokumentovana ve
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fotodokumentanim systému od firmy Bio-Rad. Stejny systém byl fibupro zji¥ovani
velikosti DNA fragmenit porovnanim s molekulovymi standardy.

4.8 Konstrukce fylogenetického stromu

Fylogeneticky strom je grafické znazeémi pribuzenskych vztah mezi fiznymi
taxonomickymi jednotkami, u kterych lzefgglpokladat, Ze maji spdleého pedka.
Pribuzenské vztahy se posuzuji na zéklarfologické nebo genetické podobnosti.
Metoda je zaloZena na vytteni binarni matice (0 chybi a 1 zastoupena) v pirogr
MsExcel 2007 z DNA DGGE gelu vizualizované a dokatogané ve fotodokumeritiaim
systému GelDd®' XR" (Bio-Rad). Tato matice se vloZi do softwaru FreT(HamPL A
KoL. 2001) a podle metody Neighbour-joining Jaccardveafe vyp@itd vzdalenost a
vytvoii fylogeneticky strom, jehozévohodnost se @i metodou bootstrapping (1000
krat). Tato metoda @i vérohodnost fylogenetického stromu, vy§adou v procentech u

kazdé ¥tve stromu (AmPL A KOL. 2001).

4.9 Real-time PCR

Sledovani p&tu celkovych bakterii a jednotlivych subpopulacilobyrovedeno
metodou real-time PCR.

Metoda je zalozena na klasické polymerazmt&zové reakci PCR s tim rozdilem, Ze
specialni pistroj umo#uje kontinuald monitorovat pirastky DNA bithem kazdého cyklu,
Z&kladni podminkou jefftomnost fluorescemi barvy, kterd se vaze na syntetizovanou
DNA a urover detekované fluorescence pak odrazi mnozstvi netiyotvané nukleové
kyseliny. Data jsou sbiranactiem celého PCR procesu na termocyklerech s optikou
umozujici detekci fluorescence @b A KoL. 1996).

Reakni snts byla gipravena v boxu oS&ném UV sétlem a reakni prostedi

obsahovalo:
DNA 1 ul
Primer forward 10 mM 1l
Primer revers 10 mM 1l

FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) Mix (10
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PCR HO

7 ul
Byla pouZita jedna z nasledujici dvojice prifneUni331F + Uni797R; Bac303F +
Bac708R; Cl.leptumF113 + Cl.leptumR1367; Ecol457FEe01652R; Dsv691F +
Dsv826R; Ecol457F + Ecol652R; Asp-F + ITS-R; Lm26-Em3-R. Jejich sekvence
uvadi tabulka¢. 5. Pro gPCR byl pouZit jeden zteplotnich programvedenych

vV seznamu.
Tab.¢. 5: Primery pouzitéipReal-time PCR

Ozna&eni Sekvence (5-3) Zdroj

Uni331F TCCTACGGGAGGCAGCAGT BARTOSCH2004

Uni 797R GGACTACCAGGGTATCTATCCTGTT | BARTOSCH2004

Bac303F GAAGGTCCCCCACATTG ART0SCH2004

Bac708R CAATCGGAGTTCTTCGTG ART0SCcH2004

Cl.leptumF1123 GTTGACAAAACGGAGGAAGG KVERKA os.
KONZULTACE

Cl. leptumR1367 GACGGGCGGTGTGTACAA KVERKA, os.
KONZULTACE

Dsv691F CCGTAGATATCTGGAGGAACATCAG BARTOSCH2004

Dsv826R ACATCTAGCATCCATCGTTTACAGC | BARTOSCH2004

Ecol1457F CATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGC| BARTOSCH2004

Ecol652R CTCTACGAGACTCAAGCTTGC BARTOSCH2004

Asp-F CTGTTCGAGCGTCATTG SCHABEREITER
GURTNER2007

ITS-R TCCTCCGCTTATTGATAT SCHABEREITER
GURTNER 2007

Lm26-F GAT TCT GGC TCA GGA TGA ACG KAUFMANN A KOL.
1997

Lm3-R CGG GTG CTICCC ACT TTC ATG KAUFMANN A KOL.

1997

4.9.1 Seznam teplotnich profit pro gPCR

Celkové bakterie (Eubakterie)
Primery Uni331F + Uni797R: denaturace 3 minuty @b °C, 35 amplifikénich
cykli (30 sec denaturacefip95 °C, 30 sec fsednuti primeak pii 58 °C a 30 sec

polymerace p 72 °C).
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Bakteroides (Bacter/Porphyrom/Prevotella)

Primery Bac303F + Bac708R: denaturace 3 minuty9g °C, 35 amplifikénich
cykli (30 sec denaturacefip94 °C, 30 sec isednuti primeak pii 56 °C a 30 sec
polymerace H 72 °C) a zawrecna elongace (5 minip72 °C, 30 secip56 °C a 30 secip
94 °C).

Clostridium leptum

Primery Cl.leptumF113 + Cl.leptumR1367: denaturdceninuty @i 94 °C, 35
amplifika¢nich cykii (30 sec denaturacéi®4 °C, 30 secijsednuti primek pti 55 °C a 30
sec polymeraceip72 °C) a za¥recna elongace (5 minip72 °C, 30 seciip55 °C a 30 sec
pii 94 °C).

Enterobakterie

Primery Ecol457F + Ecol652R: denaturace 3 mintit@p °C, 35 amplifikanich
cykli (30 sec denaturacerip95 °C, 30 sec isednuti primek pii 63 °C a 30 sec
polymerace i 72 °C) a zawrecna elongace (1 minip95 °C, 30 secip 63 °C a 30 secip
95 °C).

Desulfovibrio

Primery Dsv691F + DsvB26R: denaturace 3 minuiy9d °C, 35 amplifikanich
cykli (30 sec denaturacerip94 °C, 30 sec isednuti primel pii 55 °C a 30 sec
polymerace fi 72 °C) a zawrecna elongace (5 minip72 °C, 30 secip55 °C a 30 secip
94 °C).

Aspergillusniger

Primery Asp-F + ITS-R: denaturace 3 minuty @4 °C, 40 amplifikanich cyki (30
sec denaturaceri@4 °C, 35 secifsednuti primek pii 55 °C a 30 sec polymeracé 72
°C) a zav¥recna elongace (15 seéi®5 °C, 10 secip55 °C a 10 secip95 °C).

Bifidobacterium breve

Primery Lm26-F + Lm3-R: denaturace 5 minit®4 °C, 8 amplifikénich cykh (45

sec denaturacefipo4 °C, 2 min pisednuti primek pfi 55 °C a 1 min polymeraceip/2
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°C), 30 amplifik&nich cykh (20 sec denaturacéi®4 °C, 1min pisednuti primek pii 55
°C a 1 min polymeraceip72 °C) a zavretna elongace (7minip72 °C, 30 secip55 °C a
30 sec f 95 °C).

4.9.2 Statistické zhodnoceni

Vysledky n®feni jsou vyjatbvany jako piméry a snérodatné odchylky hodnot
vybéru o cetnosti n=12, 12 pro skupiny Bachor volnost, Bacbbora, Exkrementy
volnost, Exkrementy obora. Vyznamnost roédihezi hodnotami byla analyzovana
pomoci jednocestné ANOVA metody #® A koL. 1991). V gipact signifikantniho
rozdilu byl proveden Studeit T-TEST (SVEDECOR & COCHRAN 1967). VSechny
statistické analyzy byly provedeny v programu GRguh Prism v. 5.04 (GraphPad
Software, USA).
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Charakteristika mikroorganismi v travicim traktu

Pro charakteristiku mikroorganiZmyv travicim traktu jelena evropského byly
analyzovany vzorky odebrané z bachoru a ze stakcelvou lokalit. Z lokality volného
chovu a chovu oborniho. Zahto vzorki byla izolovana DNA, ktera byla v dalSich krocich
dvakrat amplifikovdna V3 oblast 16 S rDNA pouZzitimiverzalnich bakterialnich printer
Amplifikované oblasti 16 S rDNA byly rozteny pomoci denatuéai gradientové gelové
elektroforézy DGGE. Jednotlivé fragmenty DNA remetijici jednotlivé bakterialni
druhy byly nasled& vytiznuty z gelu a sekvenovanyidd sekvenci byla évenacistota
DNA pomoci agar6zové elektrofozéry. Ziskané sekgeliNA byly poté manuath
upraveny pomoci softwaru BioEdit a porovnany seigini sekvencemi v databazi
GenBank. Ziskané profily DGGE jsou znarédy na obrazcich a vysledné sekvence

ziskané porovnanim jsou uvedeny v tabulk&dh— 9.

Obr. 9: Pouzity bachorovy standaril PGGE metod

Bachorovy standard
35-60%
17h 50V

— Bacrteroides AR20

Lachnospira multipara ATCC 19204
Ruminococcus albus SY3
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—% [ achnospira multipara ATCC 12204

= % Pseudobutyrivibrio JK 618

-
_ Treponema 704

Ruminococcus flavefaciens 627
Faecalibacterium prausinitzii A2 165
Butyrivibrio fibrisolvens ATCC 19171
Clostridium proteoclasticum X2
Escherichia coli JM 109

—
—
—

il

Megasphera elsdenii AW 106

Megasphera elsdenii AW 106
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5.1.1 Bakterialni druhy u jeleni z divokého chovu ze vzori z bachoru

V této fazi pokusu byly stanoveny bakterialni drulhyeleri z divokého chovu ze
vzorki odebranych z bachoru. V tétésti pokusu byly analyzovany vzorky1 — 21. Na
obr. je zobrazen DGGE profil celkové bakterialnpplace a v tabulcé 6 jsou zachyceny
vysledky ziskanych sekvenci vybranychiezanych fragmeitz gelu a porovnany se
sekvencemi v databazi GenBank.

Z téchto vysledk vyplyva, Ze wkteré bakterialni druhy se vyskytuji u vice iati
Jde o nekultivované bachorové bakterie (fragmentyi3d, 14 a 15) a nekultivované
bakterie (fragmenty 2, 3, 6, 7, 8, 9, 16), které&yskytuji u vSech analyzovanych vzérk
tudiZ u vSech jelenz této skupiny.

Druh Pseudomonas aeruginogfiagment 4, 5) se vyskytuje u jefet6 a 18. Tento
druh je popsan jako patogen, ktery se vyskytujelpadnich vodach, vil¢ a ve stolici
domacich i divokych zvat. Kolonizuje sliznice respi¢gaiho a mdéového ustroji se
snizenou imunitou (WREJKA A KoL. 1989). Podle této charakteristiky u#deme
konstatovat, Ze tento tato bakterie osidluje tridtriakt vlivem poziti nekvalitni vodyi
potravy, coZ je volném choviina zalezitost.

DalSi druhem identifikované nekultivované baktg¢eieod Bacteroidegfragment 10)
vyskytujici se u jelein 18 a 19. Tento druh je popsan jako anaerobnikigdy je Ezny
jako sowast mikroflory zviat i ¢clovéka. Mezi jeho zékladndinnosti pati fermentace za
vzniku kyseliny octové a mé@é (KITAHARA A KOL . 2005).

Druh Pseudomonas veror{fragment 11) byl identifikovan u jeléri4, 18, 19. Tento
druh byl identifikovan ve vzorcichipy na byvalych skladkach, kde dochazi k rozkiad
tlejiciho deva (NaM A KOL. 2003). Tento druh bakterie se mohl dostat do tragitraktu
jeleni vlivem poziti rozkladajiciho sa'eva.

Poslednim druhem identifikovaného v této skepirzorki je nekultivovanyiad
Pseudomonadaldfragment 12), vyskytujici se u jeled3, 15, 16, 17 a 18.
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Obr. 10: DGGE profil celkové bakterialni populacglen: 1 — 21 (bachor)
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Tab.¢. 6: Vysledky zjis&¢né porovnanim ziskanych sekvenci se sekvencentabalze

GenBank
Fragment NejblizSi nalezené sekvence v GenBank Pdulwost
1 Nekultivovana bachorova bakterie 94 %
2 Nekultivovana bakterie 95 %
3 Nekultivovana bakterie 94 %
4 Pseudomonas aeruginosa 97 %
5 Pseudomonas aeruginosa 98 %
6 Nekultivovana bakterie 93 %
7 Nekultivovana bakterie 94 %
8 Nekultivovana bakterie 93 %
9 Nekultivovana bakterie 92 %
10 Nekultivovana bakterie rodéacteroides 96 %
11 Pseudomonas veronii 97 %
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12 Nekultivované bakterigdduPseudomonadalles 98 %
13 Nekultivovana bachorova bakterie 98 %
14 Nekultivovana bachorova bakterie 95 %
15 Nekultivovana bachorova bakterie 95 %
16 Nekultivovan& bakterie 94 %

5.1.1.1 Ziskané sekvence

Sekvence. 1
GGGGNGGAACCTGACAGCACGCCGCGTGAAGAGAGGCCTTCGGGTTGTAAT
CTTTTATGAGGGACGAAGGACGTGACGGTACCTCATGAATAGCCAGCGGCAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGCCAGCAGCCGCGGTAAT

Nekultivovana bachorova bakterie

Identita = 114/121 (94 %)

Sekvence. 2
ANCTGACAGCACGCCGCGTGAAGAGAAGGCTTCGGGTTGTAAACTCTTTAGBA
GGGACGAAGACGTGACGGTACCTCATGAATAAGCCACGCGCTAACTACGTGC
TCCGCCGCGGCAAGCCAGCAGCCGCGGTAATAA

Nekultivovana bakterie

Identita = 97/102 (95 %)

Sekvence. 3
GNCGTGGAGGAGACGGTTTTCGGATTGTAAGCTCTTTTATAGGGACGAACAA
GACGGCACCTTATGAAAAGCTCCGACCATATCCATGCAATCCGCCTAGGTHA
TATGTGCCCCGAGGCAATATAATAA

Nekultivovana bakterie

Identita = 74/79 (94 %)
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Sekvence. 4
GAAAGGGGGAACTGACCAGCCATGCCGCGTGTGTGAGAGGTCTTCGGATTA
AAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTAACCTAATACGTTAGTGTCTTRC
GTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTATGCCAGCAGCCGCGGTAAT
Pseudomonas aeruginosa

Identita = 145/149 (97 %)

Sekvence. 5
GAAAGGGGAACTGACCAGCCATGCCGCGTGTGTGAGAGGTCTTCGGATTGA
AGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTAACCTAATACGTTAGTGTCTTGACG
TTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
Pseudomonas aeruginosa

Identita = 147/150 (98 %)

Sekvence. 6
GGAGGGGGGGAAACCTGAGCAGCGAGCCGCGTGAGGAAGAAGTTTTCGGT
TAAGCTCTATCAGCAGGGAATAAAATGACGGTACCTGACTAAGAATGCCCG:C
TAAATACGTGCCATCACCCGCGGTTCAATGCCAGCAGCCGCGGTAAT
Nekultivovana bakterie

Identita = 123/132 (93 %)

Sekvence. 7
ACCTGACCAGCACGCCGCGTGAGGGAGAAGGCCCTCGGGTTGTAAACTCTT
AGCAGGGACGAATGNGGGGCGCGTCTTCCGAAGTGCTGCCCCTACGATAGA
TCGGCTAACTTAATGCCAGCAGCCGCGGTAATAAAAT

Nekultivovana bakterie

Identita = 64/68 (94 %)
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Sekvence. 8
GGGGGGCACCTGACCAGCCATGCCGCGTGATGAGAAGCCTTCGGGTTGTAL
TCTTTTTCGGGAGAAAAGGGGTACCTGNCTAGAAATGCCCGCCCCTACGTGC
GGATCGGCTGTTTAAAAACAGCAGCCGCGGTAATAA

Nekultivovana bakterie

Identita = 123/134 (93 %)

Sekvence. 9
GGNNNNNANCTGACCAGCACGCCGCGTGAGGATAGGCCCTCGGGTTGTAARN
TCTTTTATACGGGAAATGTATCTACGTGTAGATATTTGACGTACCGTACGAATA
AGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAATA

Nekultivovana bakterie

Identita = 134/145 (92 %)

Sekvence. 10
GGGGGGGGAAACCCTGAACCAGCCAGCCGCGTGCAGGAGACGGCCTTCGEG
TGTAAACTCTTTTATCAGGCGGGGAATGCACAAGATGCGTCTTGTGCTTGEA
GTACCTGATGAATAAGCACCGGCTAATCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAA
Nekultivovana bakterie rodu Bacteroides

Identita = 151/157 (96 %)

Sekvence. 11
ACCTGACCAGCCATGCCGCGTGTGTGAGAGGTCTTCGGATTGTAAAGCAQTT
AAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGTGATTGTTTTGACGTTACC®BC
AGAATAAGCACCGGCTACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA

Pseudomonas veronii

Identita = 148/152 (97 %)
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Sekvence. 12
AGCTGACCAGCCATGCCGCGTGAGTGAGAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACT
TAAGTTGGGAGGAAGGGCATTAACCTAATACGTTAGTGTTTTGACGTTACGA
CAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAA
Nekultivovana bakterie Fadu Pseudomonadal es

Identita = 147/150 (98 %)

Sekvence. 13
AACTGANCAGCNAGTAGCGTGCAGGAGAGGCCCTATGGGTTGTAAACTGC
TTTTATACGGGGATAAAGTGAGGGACGTGTCCCTTTTTGTAGGTACCGTATGAA
TAAGGACCGGCTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATNA

Nekultivovana bachorova bakterie

Identita = 130/132 (98 %)

Sekvence. 14
AAACTGACAGCACGCCGCGTGAAGGAGAAGGTCTTCGGATTGGAACCTC
TTTTATGACGGACGAAAGACGTGACGGTTCCTCATGAATAGCCCGCGGCTAC
TACGTGCCCCGGCCGCTGTAATACCAGCAGCCGCGGTAATA

Nekultivovana bachorova bakterie

Identita = 115/121 (95 %)

Sekvence. 15
CTGACCAGCACGCCGCGTGAGGAGAGGCCTTCGGGTTGTAACTTCTTTTAIA
GGGACGAAGGACGTGACGGTACCTCATGAATAAGCCACGGCTAACTACGTGC
AGCAGCCGCGGTAAACCTGCCCCGCGGTAATAAATAA

Nekultivovana bachorova bakterie

Identita = 120/126 (95 %)
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Sekvence. 16
AAACTGACCAGCACGCCGCGTGAAGGAGAAGGCCTTCGGGTTGGAAACCTL
TTTATGAGGGACGAAAAANGTGTCTCTAGCTCATGAATGCCCNCCGCTAACA
CATGCCNCGGCCGCTCTAAACCAGCAGCCGCGGTAAT

Nekultivovana bakterie

Identita = 136/145 (94 %)
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5.1.2 Bakterialni druhy u jeleni z divokého chovu ze vzork ze stolice

Pro charakteristiku bakterialni populace jélem dikového chovu byly vzorky
odebirany ze stolice. Profil DGGE celkové bakteiigdopulace je na obrazku 11 a
vysledky ziskané porovnanim jednotlivych sekvendatabazi GenBank jsou v tabulte
7.

Z profilu DGGE vyplyv4, Ze &které druhy bakterii jsou zastoupeny u vSectiatvi
Jedné se o nekultivovanou bakterii (fragment 1719820, 21, 22, 23, 25, 27, 28).

Poslednim identifikovanym druhem v této skupuzorki je nekultivovany zastupce
roduBacteroidegfragment 24, 26) vyskytujici se u jeteR5, 29, 31, 34, 35, 36 a 37.

Obr. 11: DGGE profil celkové bakterialni populacgleni 23, 24, 25, 26, 28, 29, 30, 31,
34, 35, 36, 37 (exkrementy)

A = b 1 1= -]
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ST ° 23 24 25 26 28 29 30 31 g4 3 38 a7 37
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Tab.¢. 7: Vysledky zji&né porovnanim ziskanych sekvenci se sekvencentabaize

GenBank
Fragment Nejblizsi nalezena sekvence v GenBank Pdalwost
17 Nekultivovana bakterie 95 %
18 Nekultivované bakterie 92 %
19 Nekultivovana bakterie 96 %
20 Nekultivovana bakterie 95 %
21 Nekultivované bakterie 92 %
22 Nekultivovana bakterie 96 %
23 Nekultivovana bakterie 95 %
24 Nekultivovana bakterie roddacteroides 94 %
25 Nekultivovana bakterie 94 %
26 Nekultivovana bakterie rod®acteroides 93 %
27 Nekultivované bakterie 96 %
28 Nekultivovana bakterie 93 %

5.1.2.1 Ziskané sekvence

Sekvence. 17

AACTGACCCGCACGCCGCGTGAGGGAGAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTT
TTAGGGAGGAAAAGGCGGTACCCGTATGAGATTGCAGGGACCCTAAGAATA
GGCTCGGCTAATTCCGAGCCAGCAGCCGCGGTA
Nekultivovana bakterie

Identita = 124/130 (95 %)

Sekvence. 18

AAACCTGACCCAGCACGCCGCGTGAGAGAGGCTTTCGGNTTGTAACTTCTITT
TCCGGACGAANANGGCGGCGCTCCCTGCNGAAAAACCGGCTGCTAACTAGN
GCCAGCGGCCGCGGAAAAACA
Nekultivovana bakterie
Identita = 49/51 (96 %)
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Sekvence. 19
AACCTGACCAGCCACGCCGCGTGAGGAGAGGATTTCGGGTGGTAACCTCTT
TGAGGGAAGAAAATGACGGTACGTGACTAAGATTGCCGGCTAATACGAGCG
GCCGCCGCGGTTTACGAGCAGCCGCCGCGGTAATA

Nekultivovana bakterie

Identita = 128/134 (96 %)

Sekvence. 20
AAACTGACCAGCACGCCGCGTGAGGAAGACGGTTTCGGGTGTAACCTCTTIT
GAGGGAAGAAAATGACGGTACGTGACTAAGATTGCCGGCTAACTACGAGCG
GCCGCCGCGGCTTTAAGAGCAGCCGCCGCGGTAATAA

Nekultivovana bakterie

Identita = 127/133 (95 %)

Sekvence. 21
AAACCGGAACCAGCGACGCCGCGTGAGGAGAAGGCTTTCGGGTTGTAAACTC
TTTTTCCCCCTTTAAAANGACGGCACCTGACGCNGANTGCCGGCCCCTAAGA
GACGCCACCCGCGGCAATAAAACAGCAGCCGCGGTAAAA

Nekultivovana bakterie

Identita = 46/46 (100 %)

Sekvence. 22
ACCGGACCAGCACGCCGCGTGAAGGAGAGGCCTTCGGGTTGTAACTTCTTA
CCCCTTGAAAAAGGCGCCGGTGCGGAGANGACCGGCCTTACGAGACGCC@S
CGGCGCTAATCCGCCGCCCCGGGAATA

Nekultivovana bakterie

Identita = 49/51 (96 %)
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Sekvence. 23
AAGCCTGACCAGCACGCCGCGTGAGGGATAGGCTTTCGGGTTGTAAACCTTO
TCAGCAGGGAAGAAAAGACGGTACCTGCAGAAGAATACCGGCTCATACCTA
CGCCTCCCCTAGCTCNAAAACAGCAGCCGCGGTAAT

Nekultivovana bakterie

Identita = 88/93 (95 %)

Sekvence. 24
AACCTGACCAACACGCCGCGTGAGGAGAGGCTTTCGGATGTAACCTCTTTIIC
AGGGAAGAAAAAGGCGCTACCTGTAGCAGATTGCCGTCCCATATGAATAAGRC
ATCGGCTAACTCCATGCCAGCAGCCGCGGTAATA

Nekultivovana bakterie rodu Bacteroides

Identita = 48/48 (100 %)

Sekvence. 25
AACAGACCAGCACGCCGCGTGAGGAGAAGGCCCTCGGGTTGAAACTTCTTIT
ATACGGAAGTAAAGTGCCTTACGTGTAGGGTTTTGTATGTACCGTATGAATAG
CATCGGCTAATTCCAGGCCAGCAGCCGCGGTAATAA

Nekultivovana bakterie

Identita = 133/142 (94 %)

Sekvence. 26
ACCTGACCAGCCATGCCGCGTGCAGGAGAGGCCCTATGGGTTGTNAAACTG
TTTTATATGGGAGCAATAATAGGTTTGCGTAGACCGATGCAAGTACCATATGA
ATAAGCATCGGCTAACTCCATGCCAGCAGCCGCGGTAATA

Nekultivovana bakterie rodu Bacteroides

Identita = 139/149 (93 %)
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Sekvence. 27
AACTGNACCAGCGACGCCGCGTGAGGTGAGGCTTCCGGATGTAAAGCTCTT
TCAGGGAAGAAAAGACGGTACCTGACTAAGAAGCCCCGGCTAACTACTTGCA
GCCGCCGCGGTAATGTACCAGCAGCCGCGGTAATA

Nekultivovana bakterie

Identita = 127/132 (96 %)

Sekvence. 28
AACTGACCAGCACGCCGCGTGAGGAGAGGCCTTCGGGTTGTAACCTCTTTA
CAGGGAGAAATGACGGTACCTGATGAATAAGTCCGGCTAATACGTGCCAGAE
GCCGCCGTTCAAAACCACCACCCGCGGAATAA

Nekultivovana bakterie

Identita = 107/115 (93 %)

5.1.3 Bakterialni druhy u jeleni z oborniho chovu ze vzork z bachoru

Obr. vyjaduje DGGE profil celkové bakterialni populace u fgé&1 — 65 z oborniho
chovu. Vzorky byly odebrany z bachoru ulovenyclef! V tabulcec. 8 jsou vysledky
ziskané porovnanim sekvenci jednotlivych feaanych fragmeft se sekvencemi
v databazi GenBank.

Z vysledki vyplyva, Ze &které bakterialni druhy jsou zastoupeny @siny zviat.
Nekultivovana bakterie (fragment 29 — 34) a nekoltana bachorova bakterie (fragment
36, 38, 39 a 40) se byly identifikovany u vSeclenél

Celed Ruminococcacea@iragment 37) byla identifikovana u jekes1, 52, 58, 59 a
65.

Poslednim druhem identifikovanym &chto vzorcich je nekultivovany rod
Bacteroideqfragment 35) lokalizovan u jelérb2, 53, 54, 55 a 65. Tento rod je popisovan
jako anaerobni, ktery se vyskytuje uiatii uc¢lovéka. Jeho hlavni tlohou je fermentace za

vzniku kyseliny octové a mi@e.
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Obr. 12: DGGE profil celkové bakterialni populacgleni 51 — 65 (bach
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Tab.¢. 8: Vysledky zji&né porovnanim ziskanych sekvenci se sekvencentabaize

GenBank
Fragment NejblizSi nalezena sekvence v GenBank Podobnost
29 Nekultivovana bakterie 96 %
30 Nekultivovana bakterie 95 %
31 Nekultivovana bakterie 95 %
32 Nekultivovana bakterie 94 %
33 Nekultivovana bakterie 96 %
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34 Nekultivovana bakterie 95 %
35 Nekultivované bakterie rodacteroides 95 %
36 Nekultivovana bachorova bakterie 95 %
37 Nekultivované bakterigelediRuminococcaceae 96 %
38 Nekultivované bachorovéa bakterie 96 %
39 Nekultivovana bachorova bakterie 96 %
40 Nekultivovana bachorova bakterie 95 %

5.1.3.1 Ziskané sekvence

Sekvence. 29
CCTGACCAGCCAAGTAGCGTGCAGGAAGACGGCCCTATGGTTGTAAACTCIT
TTATAGGGAAGTAAAGTGAGTCTCGTGAGACTTTTTGCATGTACCTTATGAATA
AGGACCGGCTAATTCCATGCCAGCAGCCGCGGTAATA

Nekultivovana bakterie

Identita = 141/147 (96 %)

Sekvence. 30
AACCTGGACCAGCAACGCCGCGTGAAGGAGAAGGTCTTCGGATTGTAAACTT
TTTTTTNNGGANGAAAGACGTGGCGGTTGCTCATGAATGCCCCTGCCCTABT
ACTATGCCTCNGCTGTTCTAATCCAGCAGCCGCGGTAATA

Nekultivovana bakterie

Identita = 53/56 (95 %)

Sekvence. 31
AAAGCCTGACCCAGCACGCCGCGTGAGGGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAALT
CTTTTCTTGGGGAAGAANAATGACGGTATCTGGGGAATAAGTCTCGGCTALT
ATGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACCAGCAGCCGCGGTAATA

Nekultivovana bakterie

Identita = 126/132 (95 %)
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Sekvence. 32
AACCTGACCAGCCACGCCGCGTGAGGGAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAGCTT
TTGTTGAGGAGGAAAGAGGCGGTACGTATGGACAGTTGCAGGGACCCTAAG
ATAAGGCCCGGCTAATTCCGAGCCAGCCGCCGCGGTAATAAATAT
Nekultivovana bakterie

Identita = 130/138 (94 %)

Sekvence. 33
TAAAGGGNNNGNNAANCCTGAACCAGCCAAGTCGCGTGCAGGAAGACGGCC
TCTGGGTTGTAAACTGCTTTTTTTCGGGAATAAAATGCGGCACGTGTGCCGTT
TGCATGTACCGTANGAATAAGGACCGGCTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGTA
ATAAATA

Nekultivovana bakterie

Identita = 141/147 (96 %)

Sekvence. 34
GAGGGGNNGGAAACCTGACCAGCCACGCCGCGTGAAGGGAGAAGGCCTTA®
GTTGTAACCTCTTTTTGAGGGGAGGAAAGAGGCGGTACCCGTATAGAATTGA
GGGCCCTAAGAATAAGGCCCGGCTAATTCCGAGCCAGCCGCCGCGGTAATA
Nekultivovana bakterie

Identita = 130/137 (95 %)

Sekvence. 35
AACCTGAACCAGCCATGCCGCGTGCAGGAGAGGCCTTCTGGGTTGTAAAQT
TTTCCGGGAAGAAAAGGGTGATGCGTCAACCGATTGACTGTCCTGAAGAARA
GCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAA

Nekultivovana bakterie rodu Bacteroides

Identita = 138/146 (95 %)
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Sekvence. 36
GAAGGGGGGGGGAACCTGAGCAGCCATGCCGCGTGGAGGAGAGGTTTTCBG
TTGTAAACTCCTGTCTTAAAGGACGATAATGACGGTACTTTAGGAGGAACGC
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAAGCCAGCAGCCGCGGTAMT
Nekultivovana bachorova bakterie

Identita = 129/135 (95 %)

Sekvence. 37
AAGGGGGGGGGAAACCTGAACCAGCAACGCCGCGTGAAGGGATGAGGCCTT
GGGTTGTAAACCTCTGTCCTCTTTGAAGATAATGACGGTAGCAGAGGAGGAN
GCCGGCCCTTTTGAAGACGGCACGGCTGGTTCTAANCCAGCAGCCGCGGAA
AA

Nekultivovana bakterie ¢eledi Ruminococcaceae

Identita = 96/100 (96 %)

Sekvence. 38
TAATGGGCGGGAGCCTGACCAGCAAGTAGCGTGCAGGATGACGGCCCTGAG
GTAAACTGCTTTTGCCGGGGAATAAAGTGCGGCACGTGTGCCGTTTTGCAGA
CCCGGAGAATAAGGACCGGCTATTCAAGCGCGCCCGGATAAT

Nekultivovana bachorova bakterie

Identita = 127/132 (96 %)

Sekvence. 39
AGGGGGGCGAAACCTGACCAGCACGCCGCGTGAAGGAGAAGGCCTTCGGGBT
GTAAACTTCTTTTATGAGGGACGAAGGACGTGACGGTACCTCATGAATAAGCC
ACGGCTAACTACGTGCCACAGCCGCGGTAAACCAGCAGCCGCGGTAAT
Nekultivovana bachorova bakterie

Identita = 131/136 (96 %)
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Sekvence. 40
GGAAACTGACCAGCACGCCGCGTGAAGAGAAGGCTTCGGGTTGTAAACTCIT
ATGAGGGACGAAGGACGTGACGGTACCTCATGAATGCCCGCACCGTAACGA
TANGCCTCGGCTAACTCTAATGCCAGCAGCCGCGGTAATAA

Nekultivovana bachorova bakterie

Identita = 83/87 (95 %)

5.1.4 Bakterialni druhy u jeleni z oborniho chovu ze vzork ze stolice

Posledni DGGE profil celkové bakterialni populace abr. 13 vyjaduje bakterialni
druhy identifikované u populace jelewr obornich chovu ze vzoikze stolice. Vysledky
jsou uvedeny v tabulae 9, ziskané porovnanim sekvencfezanych fragmeitz gelu se
sekvencemi v databazi GenBank.

Z vysledki vyplyva, Ze nekultivovana bakterie (fragment 43, 44, 46, 48, 49, 51,
52) a nekultivovana bachorova bakterie (fragmeiby§ identifikovany u vSech jelén

Z téchto vzorki ze stolice byla izolovana tal&acillus sp. (fragmenty 47, 50 a 53).
Tyto fragmenty jsou na profilu DGGE velice vyrazdéou lokalizovany u jelén69, 71,
73,74 a 75.

Dalsi identifikovanou bakterii jEubacteriumsp. (fragment 42). Tyto bakterie byly
lokalizovany u jelef 67, 69, 70, 71, 73, 75, 76 a 77.

Posledni identifikovanou bakterii je nekultivovaakterieceledi Ruminococcaceae
(fragment 54), ktera byla lokalizovana u jelésv, 68, 70, 75, 76, 77.
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Obr. 13: DGGE profil celkové bakteridlni populacgleni 67
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Tab.¢. 9: Vysledky zji&né porovnanim ziskanych sekvenci se sekvencentabaize

GenBank
Fragment NejblizSi nalezena sekvence v GenBank Podobnost
41 Nekultivovana bakterie 99 %
42 Eubacteriunsp. 93 %
43 Nekultivovana bakterie 95 %
44 Nekultivovana bakterie 94 %
45 Nekultivovana bachorova bakterie 95 %
46 Nekultivovana bakterie 96 %
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47 Bacillus sp. 96 %
48 Nekultivované bakterie 95 %
49 Nekultivovana bakterie 93 %
50 Bacillus sp. 98 %
51 Nekultivované bakterie 98 %
52 Nekultivovana bakterie 99 %
53 Bacillus sp. 98 %
54 Nekultivovana bakterigelediRuminococcaceae 95 %

5.1.4.1 Ziskané sekvence

Sekvence. 41
AACCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGA
CTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTAACCTAATACGTTAGTGTCTTGACGTRACC
GACAGAATAAGCACCGGCTAACTACTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAAA
Nekultivovana bakterie

Identita = 154/154 (100 %)

Sekvence. 42
ACCCTGACCAGCGACGCCGCGTGAGTGAGAGGTTTTCGGTATGTAAGCT@AT
TGCAGGGAAGAAATGACGGTACCTGACTAAGAAGCCCCGGCTAACTACGTGC
GCCAGCCGCGGTAATAATACAG

Eubacterium sp.

Identita = 120/129 (93 %)

Sekvence. 43
GGGGCAACCCTGAACCAGCAACGCCGCCGTGAAGGAGAAGGNTTTTCGGAT
GTAAACTTCTTTTATTAGGGACGAAATTGACGGTACCTAATGAAAAGCTCCGG
CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGAAAAAA

Nekultivovana bakterie

Identita = 126/133 (95 %)
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Sekvence. 44
GGGGGGAAACCTGACCAGCACGCCGCGTGAGGAGAAGGTTTTCGGATTGRA
ACTTCTTTTCTTAGGGAGGAAATTTGACGTTACCTAAGGAATAAGCTCCGETA
ACTACGTGCCGCCAGCCGCGGTAATAACATC

Nekultivovana bakterie

Identita = 126/134 (94 %)

Sekvence. 45
GGAAACCTGACCCAGCAACGCCGCGTGAGGAGAGGTTTTCGGATTGTAAACT
CTGTTTTTAGCGAAGAAAAAGGCGGTACCTGTNGCAGATTGCCCGTCCCAAT
CTATGCGCCTCCCCCCGCTANAAGCCAGCAGCCGCGGTAATAA

Nekultivovana bachorova bakterie
Identita = 74/78 (95 %)

Sekvence. 46
AAAGCCTGAATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAGAGGTTCTTCGGATTGTAAG
CACTTTAGTTAGGGAGGAAGGGCATTAACCTAATACGTTAGTGTTTTGACATA
CCGACAGAGTAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
Nekultivovana bakterie

Identita = 151/157 (96 %)

Sekvence. 47
GGGAAACCTTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAGAAGGCTTTCGGGTC@AT
AAACTCTGTTGTTAGGGAAGAAAAGTACGAGAGTACTGCTCGTACCTTGAGSG
TACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
Bacillus sp.

Identita = 143/148 (98 %)
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Sekvence. 48
GGGGGGAAAANNCTTGACGGCAGCATGCCGCGTGAGTGAGAGGTTTTCGGA
CGTAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAGTACGACAGTAACTGGTCGTACCTG
ACGGTACCTAACCAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG™
Nekultivovana bakterie

Identita = 141/148 (95 %)

Sekvence. 49
GGGGGGNGGNNANCCTGAACCAGCAACGCCGCGTGAAGGAGAGGTCTTCRG
TTGTAAACTTCTGTCTTCAGGGACGAAAAAGACGGTACCTGAGGAGGAAGAOC
CGGCTAACTACGTGCCGCCAGCCGCGGTAATATAA

Nekultivovana bakterie

Identita = 121/130 (93 %)

Sekvence. 50
CTGAANGCAGCAAGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTTT
GTTGTGAGGGAAGAACAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACTC
ATTAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAA

Bacillus sp.

Identita = 141/144 (98 %)

Sekvence. 51
ACCCTGACCAGCACGCCGCGTGAGGATGAAGGTTTTCGGATTGTAAACT
TCTTTTATCAGGGACGAAGCTTGACGGTACCTGATGAATAAGCTCCGGCTAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTACA

Nekultivovana bakterie

Identita = 125/128 (98 %)
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Sekvence. 52
AGGGGGGGGGAAACTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGTGAGAAGTATTTCGG
ATGTAAAGCTCTATCAGCAGGGAAGAAAATGACGGTACCTGACTAAGAAGCC
CCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAAAA

Nekultivovana bakterie

Identita = 132/134 (99 %)

Sekvence. 53
ANGGGGGGAAAACCTGACGGAGCACGCCGCGTGACGATGAAGGCTTTCGGG
CGTAAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCAGAGTAACTGCTGGTACAT
GACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGE
ATA

Bacillus sp.

Identita = 147/150 (98 %)

Sekvence. 54
AACCTGNACCAGCGACGCCGCGTGAGGGAAAGGTCTTCGGATTGTAAACAIT
GTTGTCAGGGACGAAATGACGGTACCTGACGAGAGCCACGGCTACTACGTGC
AGCAGCCGCGGTGANAATCCGCACCCGCGGTAATAAAT

Nekultivovana bakterie ¢eledi Ruminococcaceae

Identita = 109/115 (95 %)

5.1.5 Kontrola ¢istoty vyiezanych fragment

Agardzova elektroforéza byla pouZzita proétmni cistoty, formy a koncentrace
izolované DNA ped sekvenéni reakci u vSech fragmeéntyirezanych z DGGE.

Zobr. 14 — 19 vyplyva, Ze vSechny fragmentyeaané z gelu obsahujistou a
koncentrovanou DNA.
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Obr. 14:Agar6zova elektroforéza fragmenit 1 — 8

Obr. 15:Agar6zova elektroforéza fragmietit 9 — 16

Obr. 16:Agarozova elektroforéza fragment 17 — 27
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Obr. 17:Agardzova elektroforéza fragmietit 29 - 39

Obr. 18:Agar6zova elektroforéza fragment 41 — 47
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Vysoky stup@& variace mezi zvaty byl pozorovan v DGGE profilech zat

z jednotlivych skupin, &oliv nékteré dominantni bandy ve stejnych pozicich se palyo

u vice jelen.
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Sekverni analyza ukazala vyraznou odliSnost mezi jedwatii jeleny. Podobné
vysledky byly popsany u s@b(SUNDSET A kKoL. 2009). Zasadh odliSné DGGE profily
byly nalezeny ve vzorcich exkreméntTaké vtomto fipact Ize konstatovat velkou
odliSnost mezi jednotlivymi jeleny. Profil DGGE vkd exkremeni byl odliSny od profil
vzorki bachorovych obsdih

VétSina studii slozeni mikrofléry bachoru byla proged na hospodskych
zviratech: skotu, ovcich, kozach a buvolech. U ¥dlifich prezvykava bylo publikovano
n¢kolik praci s touto tématikou provedenyctegevsim v severskych zemich na sobech
(SUNDSET A KOL. 2009;SUNDSET A KOL. 2010).

V¢étSina identifikovanych bakterialnich 16S rRNA gefcly sekvenci izolovanych ze

vzorka bachorovych obsdirsohi byly prezentovany jako dosud nekultivované druhy.

5.2 Konstrukce fylogenetického stromu

Pro porovnani fylogenetické podobnosti mikroorgamiisosidlujici travici trakt
jeleni ve vzorcich odebranych z bachoru chovanych veosbira v obée byl vytvaen
fylogeneticky strom. Pro tento pokus bylo vybrankezdé lokality 10 vzotik Z chovu ve
volnosti byly vybrany vzorky. 3, 6, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 20, 21 a z chovormiho¢.
51, 52, 53, 54, 57, 59, 60, 61, 62 a 63. Obr. 2&zarnuje DGGE profil jednotlivych
vzorka a jasi viditelné bandy DNA jednotlivych mikroorganisnosidlujici travici trakt
jelen.

Vysledky vyjaduje fylogeneticky strom na obr. 21. Z obrazku vygly Ze
fylogenetickd podobnost obou porovnavanych lokgitodliSna. Jsou zde jasrvidét
odliSnosti obou #tvi fylogenetického stromu. Horni vyjage mikroorganismy zastoupené
v travicim traktu ve volném chovu. Dolnitev vyjaduje mikroorganismy zastoupené
v travicim traktu v obie. Jedina odliSnost je u vzorku 51, ktery je zastoupen v horni

Veétvi.
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Obr. 20: DGGE profil pouzity pro konstrukci fylogetického stromu ze vzoikz bachoru
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Obr. 21: Fylogeneticky strom
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5.3 Paty jednotlivych mikroorganismu osidlujici travici trakt

Kvantitativni klasifikace mikroorganisimkolonizujici travici trakt jelena evropského
byla provedena pomoci polymerazawe&zové reakce RealTime qPCR. Pro tuto metodu
byly zvoleny primery, které amplifikuji V3 oblas61S rDNA. Pomoci této metody byly
vyuzitim detekce Us@&k rDNA charakteristickych pro typové mikroorganismy
klasifikovany skupiny: celkové bakterieEbacteriun), Bacteroides Clostridium,
Desulfovibrio, Aspergillus, Escherichia a Bifidobacum.

Kvantifikace byla provétha u jelefi ze dvou lokalit a to z volného a oborniho
chovu. U kazdé lokality bylo vybrano 12 vzérke vzorki bylo odebrano z bachorového
obsahu a 6 vzotk bylo odebrano z exkremeént V kazdé této Sestici vzoik byli
zastoupeni 2 jeleni, 2 lana 2 kolouSi. Vysledky kazdé skupiny jsou ipe&rovany a

vyjadieny v nasledujicich grafech.
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5.3.1 Celkové bakterie

V klasifikaci je zachyceno mnozstvi celkovych baite bachoru a exkrementech
v porovnani mezi dsma lokalitami volnost a obora. Vysledky jsou uvedergrafuc. 3.

Z grafu vyplyva, Ze peet celkovych bakterii v bachoru ve volném chovuywab
hodnoty 5,85E+09 a v chovu obornim 6,07E+09. V tomtipadd muZzeme hovét o
minimalni rozdilu mezi touto skupinou vzaérk

V piipact exkremeni porovndvanymi mezi @ma lokalitami dojdeme k zé&w, Ze
mnozstvi celkovych bakterii v exkrementech ve volrghovu nabyva hodnoty 3,59E+08,
v obornim chovu mnozstvi nabyva hodnoty 4,44E+08zdd mezi &émito lokalitami je
znany.

Rozdily mezi jednotlivymi lokalitami v gitech celkovych bakterii jsou nevyznamné.

Graf¢. 3: P@et celkovych bakterii v bachoru a exkrementecholeosti a v obie
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5.3.2Bacteroides

Vtomto pipad byla provadna kvantifikace skupiny bakteriBacteroidesve
vzorcich odebranych z bachoru a z exkrefnenporovnani mezi chovem ve volnosti a
chovem obornim.

Tento rodBacteroideszahrnuje anaerobni bakterie a jsoifrk sowasti bakterii
kolonizujici travici trakt zvit i lidi. Nekteré tyto druhy bakterii fermentuji cukry a

produkuji kyselinu jantarovou, midéou, propionovou, mravéha octovou.
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Z vysledki vyjadienych v grafle. 4 vyplyva, Ze je zrnmy rozdil mezi péty bakterii
v bachoru mezi lokalitami. Ve volnosti bylo kvaikdvano 1,47E+11 a v obornim chovu
6,22E+10. Tento rozdil fize byt z@soben vlivem odliSnéhoifmu potravy, zejména
vysokého pijmu jadrnych krmiv v obornim chovu.

V piipact exkremeni vysledky dosahovaly hodnot ve volném chovu 2,0@E#0
v obornich chovu 4,03E+09.

Rozdily mezi jednotlivymi lokalitami v gibech bakterii skupinyBacteroidesjsou

statisticky nevyznamne.

Graf¢. 4: P@et bakterii skupingacteroidesv bachoru a exkrementech ve volnosti a v

obae
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5.3.3Clostridium

Kvantifikace skupiny bakteriClostridiumbyla provadna ve vzorcich odebranych
z bachoru a z exkremeént porovnani mezi chovem ve volnosti a chovem oimorn

Jedné se o anaerobni bakterie, které kolonizujicir&akt. Fermentuji zkvasitelné
zdroje uhliku za vzniku ethanolu, butanolu, kysgldctové, maselné a hexanovér(@NG
AKOL. 2010).

Graf¢. 5 vyjaduje vysledné mnozstvi bakterii. U vz@r&debranych z bachoru je
velky rozdil mezi lokalitami. Ve volném chovu je p#stvi bakterii 2,57E+09 a v ofgo
1,75E+09. U vzork odebranych z exkreméntlosahuji hodnoty ve volném chovu
8,31E+08 a v ohe 2,57E+09.

78



Rozdily mezi jednotlivymi lokalitami v pidech bakteriiClostridiumjsou statisticky

nevyznamne.

Graf¢. 5: P@et bakterii skupinglostridium v bachoru a exkrementech ve volnosti a v
obae
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5.3.4Desulfovibrio

V kvantifikaci je zachyceno mnozstvi bakterii skupiDesulfovibrio v bachoru a
exkrementech v porovnani meziétdva lokalitami volnost a obora. Vysledky jsou uvegien
v grafuc. 6.

Skupina bakteriDesulfovibrio pati do anaerobnich bakterii, které byly izolovany
z ma'ského prosedi, traviciho Ustrojtloveéka i zvirat (WARREN A KOL. 2005).

Z vysledki vyplyva, Ze velké rozdily mezi hodnotami ngmemymi v bachoru i
exkrementech nabyvaji v obou lokalitach podobnyotinot. Pdet bakterii v bachoru ve
volnosti nabyva hodnoty 2,35E+06 a v &d@,57E+06. U exkremeht/e volném chovu je
pocet bakterii 1,07E+06 a v olm1,04E+06.

Rozdily mezi jednotlivymi lokalitami v pivech bakterii skupinypesulfovibriojsou
nevyznamné ve vSechiipadech na hladinach P<0,05.
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Graf¢. 6: P@et bakterii skupinypesulfovibriov bachoru a exkrementech ve volnosti a v
obae
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5.3.5Aspergillus

V tomto p@ipad byla provadna kvantifikace anaerobnich hub skupidgpergillus
ve vzorcich odebranych z bachoru a z exkrethemqtorovnani mezi chovem ve volnosti a
chovem obornim.

Skupina Aspergillus pati mezi vlaknité houby, jsou to velice uldzité
mikroorganismy. Produkuji extracelularni enzymy @gseinu citronovou. Mohou
zpiasobovat onemoemi zvanécerné plisd na rekterych druzich ovoce a zeleniny. Tyto
houby se nepstji vyskytuji v pidé a byly identifikovany i v travicim traktu zkdt
(SCHUSTER A KOL 2002).

Graf ¢. 7 vyjaduje vysledky ngieni pata téchto hub. Ve vzorcich z bachoru bylo
nantieno ve volném chovu 2,38E+03 a v &d@B,24E+04. Tyto hodnoty nevyjagi
témet Zadny rozdil. Naproti tomu u vzarkz exkrement je rozdil znany. Ve volném
chovu dosahuji na&iiené hodnoty ptiu 2,79E+03 a v olie 1,28E+04. Tento rozdil ike
byt zpisoben vlivem nekvalitniho objemového krmivagkladaném v obornim chovu.

Rozdily mezi jednotlivymi lokalitami v gidech anaerobnich hub skupiAgpergillus
jsou nevyznamné ve¢tsine pripadech na hladinach, krénrozdiki mezi lokalitou

exkrementy vols a exkrementy obora, které jsou statisticky vyznama hladia P<0,05.
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Graf¢. 7: P@et anaerobnich hub skupidgpergillusv bachoru a exkrementech ve
volnosti a v obte
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5.3.6Escherichia

V pokusu je zachyceno mnoZstvi bakterie nalezienterobakteriim v bachoru a
exkrementech v porovnani meziédva lokalitami volnost a obora. Vysledky jsou uveglen
v grafuc. 8.

Tato bakterie je fakultativhanaerobni bakterie Zijici v travicim traktu tepkknych
Zivocichu. Je to jeden z nejtkzitéjSich zastupi sttevni mikroflory a jeji pitomnost je
nezbytna pro spravnyidseh travicich proces (GIAMMANCO A KOL . 1996).

Jednotlivé péty vyjadtuje grafé. 8. Z grafu vyplyva, Ze v obornim chovu byly na
méreny WtSi paty bakterii nez ve volném chovu. V bachoru bylo s#&mo ve volném
chovu 8,61E+02 a v obornim 1,85E+04. Npact exkremeni dosahuji ve volném chovu
hodnot 1,73E+04 a v obornim chovu 6,00E+04.

Rozdily v p@tech Enterobakterii jsou statisticky vyznamné mekalitami bachor

volné a bachor obora na hladif<0,05.
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Graf¢. 8: P@et bakterii skupinyscherichiav bachoru a exkrementech ve volnosti a v
obae
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5.3.7Bifidobacterium

V piipact bakterii skupinyBifidobacteriumbyla provadna kvantifikace ve vzorcich
odebranych z bachoru a z exkrentemtporovnani mezi chovem ve volnosti a chovem
obornim.

Jednd se anaerobni bakterii osidlujici travicittigdi i zvirat. V travicim traktu
fermentuje cukry a produkuje kyselinu dté@u a kyselinu octovou (@RNER A KOL.
2003).

Z vysledki, které vyjaduje graf¢. 9 vyplyva, Ze ve vzorcich v bachoru dosahuji
pocty bakterii ve volném chovu 3,31E+06 a v oborninowh 7,35E+06. U vzork
z exkrement dosahuji péty bakterii hodnot ve volném chovu 4,84E+06 a viebo
5,22E+06.

Rozdily mezi jednotlivymi lokalitami v pidech bakterii skupinyBifidobacterium

jsou statisticky nevyznamné.
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Graf¢. 9: P@et bakterii skupingifidobacteriumv bachoru a exkrementech ve volnosti a
v obae
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V dostupné literatte jsme nenalezli informace obdobnych studiich pdewgch na
jelenu evropském. Nelze tedy diskutovat naSe visietiskané v obornim chovu a

volnosti u této z¥fre.
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6. ZAVER

V piredlozené praci jsme pomoci molekukargenetickych metod (denatdrd
gradiento gelova elektrofozéra DGGE, polymerazeéstzova reakce PCR) sledovali
sloZzeni mikrobialni populace bachoru a exkreringetena evropského chovaného ve
volnosti a v obornim chovu. Typické skupiny mikrganisnii jsme kvantifikovali pomoci
metody PCR RealTime.iibuznost detekovanych mikroorganisrhyla owiena pomoci
metody fylogenetickych stroim

Vysoky stupé variace byl pozorovan v DGGE profilech fati u jednotlivych
skupin, @&koliv nékteré dominantni bandy ve stejnych pozicich se paljou vice z\at.
DGGE profily ukazaly vysoky stupediverzity mikrobialni populace kazdého subjektu.
Jejich porovnanim jsme neprokazali vyznamné odéinmezi o¥rovanymi skupinami.
Zasad@ odlisSné DGGE profily byly nalezeny ve vzorcich exkenti. Také vtomto
piipadt |ze konstatovat velkou odliSnost mezi jednotlivymiraty. Profil DGGE vzork
exkremeni byl odliSny od profii vzorki bachorovych obsdh Sekvenani analyza 54
identifikovanych fragmerit odhalila, Ze w®tSina sekvenci nélezi k nekultivovanym a
nekultivovanym bachorovym bakteriim. Dale byly detedny sekvence odpovidajici
rodim Bacteroides, Ruminococcus, Pseudomonas a Eubatterkylogenetickou
odliSnost mezi mikroflorou bachoru u obou skupinitalv jsme owrovali metodou
fylogenetickych strorin. S vyjimkou jednoho izolatu byly @ébpopulace detekovanych
mikroorganisni charakterizovany jako odliSné.

Vysledky metody PCR RealTime ukazaly v bachorovésabu jeled z volrg Zijici
populace vyssi py Clostridii a Bakteroides. Vifpadt celkovych bakterii, Desulfovibrii,
Entorobakterii a Bifidobakterii nebyly nalezeny mgmné rozdily. Ve vzorcich
exkremeni z oborniho chovu byly detekovany vySstgyocelkovych bakterii, Clostridii a
vyznamr vySSi p@ty u Aspergillus a Enterobakterii.

S ohledem na dosazené vysledky Ize konstatovayyBgené cile byly spkny.
Pouzitymi metodami jsme prokazali, Ze mikrobialopplace bachoru a tlustéhdesta u
jelena evropského chovaného v ba drzeného ve volnosti je odliSnéedpoklddame, Ze
hlavni gicinou €chto rozditi je odliSna skladba dostupné potravy a v obornimvih
s intenzivrjSim prikrmovanim skladba a kvalitaredkladanych krmiv.

Jsme si wdomi, Ze poty bakterii stanovené metodou RT PCR jsou vymezxeityou

primeri a jejich specifikou. S ohledem na cil prace jshtwstupnych primérzvolili ty,
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jejich pozitim jsme &ekévali ziskat UpkjSi obraz o sloZeni SirSi populace
mikroorganisni. Jsme si ¥domi metodického omezeni, pro kompléjgn pristup k dané
problematice by bylo vhodné pouZzit vice spétifsich primet, rozsfit studii o prvoky a

anaerobni houby. Takto pojata studie by vias@hla realné moznosti diplomové prace.
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