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praktické rady pfi analyzach vzorkd. Stejné tak dékujeme expedi¢nimu tymu, ktery se

vydal do Ladaku a odebiral ve vysokohorskych podminkach ptdni vzorky.

Aktivity vyzkumného tymu v Ladaku probihaji diky projektu GAAV-IAA600050802
"Migrace rostlin do subnivalnich poloh: tloha rostlinnych vlastnosti a interakci v otep-
lujicim se klimatu" (2008-2012), jehoZ hlavnim FeSitelem je Dr. Jifi DoleZal (Botanicky
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CZ.1.07/2.3.00/090034), do kterého jsme =zapojeny. Vysledky tohoto vyzkumu

zvefejnime v ramci SOC v roce 2012.



Anotace
Predmétem prace bylo zjistit, jak je bakterialni spoleCenstvo ve vysokohorském prostre-

di ovlivnéno nadmorskou vySkou a pritomnosti rostliny Thylacospermum caespitosum.
Studovana oblast se nachazi v pohofi Ladak, SZ Himalaje, Indie, kde je velmi suché kli-
ma a teploty mohou kolisat od +30°C v lété az k -30 °C v zimé. Ptdni vzorky byly
odebrany na dvou odlisSnych lokalitach, Nubra Valley a u jezera Tsomoriri, na 8
stanoviStich pod polStafem rostliny T. caespitosum a z biologické pidni krusty vedle
polstare.

Celkové pocty bakterii (T) v puadnich vzorcich byly stanoveny epifluorescencni
mikroskopii s barvenim DAPI, pocty kultivovatelnych bakterii (C) byly stanoveny me-
todou CFU (Colony Forming Units) a zaroven bylo zjiSténo procentické zastoupeni bak-
terii - a K-stratégli. Byl vypocten pomér kultivovatelnych bakterii k celkovym poc¢tim
(C/T). Statistickymi analyzami bylo zjiSténo, Ze celkové pocty bakterii v ptidnich vzor-
cich nebyly ovlivhény podminkami rostliny T. caespitosum ani nadmotskou vyskou od-
bérového mista. Naopak pocty kultivovatelnych bakterii a procentické zastoupeni r-stra-
tégli v pidé se méni v zavislosti na pritomnosti T. caespitosum a na zvysujici se nad-
moriské vysce.

Nase vysledky tedy ukazaly, Ze celkové pocty bakterii v piidach indického pohori Ladak
nejsou ovlivnény rostlinou T. caespitosum a nadmorskou vyskou, ale tyto dva faktory

ovlifuji sloZeni mikrobialniho spolecenstva.

Klicova slova: bakterie; polstafové rostliny; biologické ptidni krusty; nadmoiska vyska;

Himalaje; r-/K-strategie



Annotation

The aim of this study was to find out, how bacterial community is affected by altitude
and presence of cushion plant Thylacospermum caespitosum in the alpine environment.
The study area is situated in mountain range of Ladakh, NW Himalaya, India, where the
climate is remarkably arid and temperatures can rise to +30 °C in summer and drop as
low as -30 °C in winter. Soil samples were collected at two different localities, Nubra
Valley and near the lake Tsomoriri, at 8 sites under the cushion of Thylacospermum
caespitosum and from the biological soil crust near the cushion.

Total bacteria counts in soil samples were determined by the epifluorescent microscopy
with DAPI staining, using Colony Forming Unit (CFU) counts were assessed the
cultivable bacteria counts and the proportion of r- and K-strategists. Culturable-to-total
cell ratio (C/T) was calculated.

Statistical analysis showed, that total bacteria counts weren't influenced by the cushion
of T. caespitosum nor by altitude. On the contrary, CFU counts and proportion of r-
strategists change with presence of T. caespitosum and different altitude.

Our results proved that total bacteria counts in soils of Ladakh, India are not influenced
by T. caespitosum nor altitude, but these two factors affect the composition of microbial

communities.

Keywords: bacteria; cushion plants; biological soil crusts; altitude; Himalaya; r-/K-

strategy
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1. Uvod a cile prace

1.1. Uvod
Aktivity ceskych védct v Transhimalajich zapocaly expedici Akademie véd v roce

1989. Jeden z tcastnikt, botanik LeoS Klimes, se poté rozhodl pro systematicky pri-
zkum této dosud malo probadané oblasti a pravidelné navstévoval Ladak od roku 1997.
Jeho aktivity spocivaly zejména v ditkladném mapovani vyskytu vyssich rostlin a v na-
vaznosti na néj rovnéz priprava moderni Kvéteny Ladakhu. Zajimal se i o ekologické
otazky, jako je klonalita u mistnich druhti rostlin, a provadél nejriznéjsi experimenty.
Po jeho tragickém zmizeni nékde uprostfed divoké Casti Zanskaru v srpnu 2007 vSak
jeho prace zistala, bohuzel, nedokoncena. Od roku 2008 pokracuji vyzkumné aktivity
pod vedenim Dr. Jifiho DoleZala z Botanického tstavu v Treboni. Hlavni oblasti badani
zahrnuji monitoring vegetacnich zmén, hospodareni rostlin s Zivinami, vztahy mezi
cévnatymi rostlinami a ptidnimi mikrobiadlnimi spoleCenstvy a dalsi ekologicka témata
tykajici se extrémnich nadmotskych vySek (Dvorsky, 2009).

V ramci Studentské odborné cinnosti jsme se v letech 2010 — 2011 zapojily do vyzkumu
charakteristik ptdnich vzorkli dovezenych pracovniky ustavi Akademie véd z jejich ex-
perimentalnich ploch v Himalajich. NaSim tkolem bylo stanoveni pocti bakterii
v celkem 96-ti ptidnich vzorcich. Mély jsme tak moznost seznamit se s mikroskopicky-
mi a kultivacnimi technikami pouZivanymi v piidni mikrobiologii. Velmi cenné pro nas
bylo zapojeni do védeckého vyzkumného tymu, prace v laboratori, ticast na diskusnich
seminarich ke studované problematice, studium odborné literatury a kone¢né vyhodno-
ceni vysledki, vCetné statistickych analyz. V préaci zvefejnéné vysledky jsou soucasti
Biodiverzité rostlin ve vysokohorském nebo alpinském ekosystému a jejich zemépisné-
mu rozSifeni je vénovana znacna pozornost, obzvlasté s probihajicimi zménami klimatu.
Zmény v rozsiteni rostlinnych druhtd spojené s rostouci teplotou byly zdznamenany ve
vysokohorskych oblastech v Evropé, Severni Americe a na Novém Zélandu. Presto jsou
naSe znalosti chladného alpinského prostfedi a jeho bioty stale tutrZkovité, obzvlasté
s diirazem na fototrofni mikrobialni spolecenstva v alpinské ptidé (Rehékova et al.,

v priprave).

Ve vysokohorskych podminkach jsou rostliny vystaveny stresovym podminkam (kratké

vegetacni obdobi, nizka teplota, silny vitr, eroze a nizky prisun vody a Zivin), které ve-



dou u rostlin k vytvareni polStafovych forem jako projev Zivotni strategie (Korner,
2003). Polstare vytvari okolo 338 polstarovych druhti rostlin, které patii do 78 rodu a 34
Celedi (Arredondo-Nuifiez et al., 2009). PolStarové druhy rostlin se fadi k tzv. ,,ekosysté-
movym inZenyrim” vzhledem k tomu, Ze dok4zi ménit kvalitu nejen mikroprostredi, ale
i jejich blizkého okoli (sniZuji rychlost vétru, zptistupiiuji makroZiviny, zmirfiuji vykyvy
teploty, udrzuji vlhkost a jiné). Navic mohou slouzit jako péstebné prostiedi pro jiné
rostliny, které v polStarich mohou zacit rist a tak prispivaji ke zvySeni diverzity rostlin v
daném prostfedi. Kompetice mezi rostlinami se ve stresovych podminkach snizuje
(Dvorsky et al., v pripravé). Pozitivni a negativni interakce probihaji soucasné a urcuji
sloZeni a strukturu rostlinného spoleCenstva. Pfitom vyrovnanost téchto interakci je
ovliviiovana podminkami prostfedi. Tyto vztahy se nazyvaji ,,Stress Gradient Hypo-
thesis” (Stresova gradientova hypotéza) (Dvorsky et al., v pripravé). Ekologové dnes
fesi otazku, zda se skutecné projevuje vzajemna podpora rostlin se zvySujicim se stre-
sovym zatiZenim prostredi.

Re3eny projekt si klade za cil ziskat prvotni poznatky o tom, zda se v extrémnich vys-
kach Transhimalaji projevuje kladny vliv polStafovitych rostlin na ostatni organismy
alpinské zény. V této oblasti dochazi diky globalnim zménam k vytvareni mnoha
novych prostiedi pro rist rostlin. Polstafe Thylacospermum caespitosum (CAMBESSE-
DES) SCHISCHKIN pritom mohou hrat vyznamnou roli pfi kolonizaci odlednénych
oblasti a podpore uchyceni dalSich druht rostlin. PolStafové rostliny mouhou také ovliv-
fovat chemismus ptidy. OvSem velmi maélo je znamo o jejich vlivu na ptidni mikroor-

ganismy, které hraji klicovou tlohu pfi tvorbé ptidy a pri kolonizaci substratu.

Projekt studuje nasledujici otdzky: i) ovliviiuje T. caespitosum pldni chemické
vlastnosti?; ii) ovliviluje T. caespitosum rozsiteni cévnatych rostlin?; iii) ovliviiuje
T. caespitosum kvantitativni a kvalitativni sloZeni ptidniho mikrobialniho spolecCenstva?;

iv) jsou tyto charakteristiky ovlivnény nadmotskou vysSkou/vegetaCnim typem?

1.2. Pracovni hypotéza projektu
Byl formulovan predpoklad, Ze polStafové rostliny T. caespitosum vytvari ve vysoko-
horskych podminkach Himalaje vhodnéjSi klima pro uchyceni wvysSich rostlin,

a ovliviiuji sloZeni mikrobialniho spolecenstva.



1.3. Cil prace

Cilem nasi prace bylo zjistit, zda se spoleCenstvo bakterii liSi kvantitativné a kvalita-
tivné v riznych nadmorskych vyskach a zda je rozdilné v ptidach pod polstarem a vedle
polstare rostliny T. caespitosum.

Predmétem vyzkumu byly zmény skladby rostlin podél vyskovych stupiii a zhodnoceni
dtlezZitosti unikatnich polstart rostliny T. ceaspitosum na diverzitu vysokoalpinskych
a subnivalnich spolecenstev rostlin. Zaroven byl studovan vliv T. caespitosum na che-
mismus pldy a mikrobidlni spoleCenstvo ptdy. Testovala se hypotéza stresového
gradientu a prospésné ucinky polstaiti v suchych podminkach hor vychodniho Ladaku
(Indie) na ostatni druhy rostlin (Dvorsky, et al., v pripravé).

V ramci projektu byly stanoveny jednak pocty bakterii, dale byly provedeny analyzy si-
nic a fas s vyuzZitim mikroskopickych technik a také geneticka analyza mikrobiadlniho
spolecenstva, ptidni vzorky byly charakterizovany po chemické a fyzikalni strance (Re-

hakova, tstni sdéleni).

2. Material a Metody

2.1 Charakterizace odbérovych mist

Misto odbéru pidnich vzorki se nachazi v oblasti Ladak, ve staté Jammu a KaSmir, v
severozapadni Indii mezi 32°41.5' — 33°59.7' (Obr. 1, 2). Presnéji v pohori vychodniho
Karakomu - Nubra Valley - blizko hranici s Pakistinem (4700-5300 m n. m.) a na za-
padni strané svahu vrcholu Chamser Kangri (6600 m n. m.) u jezera Tsomoriri (Obr. 3)
v Malém Tibetu, pobliz hranice s Cinou (5300-5900 m n. m.). Ladak leZi ve srazkovém
stinu Himalaji, které tvori bariéru sezonnim srazkam. Klima je tudiZ prevaziné suché
s primérnymi rocnimi sraZkami 50 — 100 mm (Hartmann, 1983; Wang, 1988). Srazky
klesaji smérem vychodnim podél udoli Indu od 83 mm u Lehu (3514 m, 34°09' S, 77°34'
V, cca 50 km SZ od studovaného regionu) po 54 mm v Garu v JV Tibetu (4232, 32°07'
S, 80°04" V, cca 160 km JV od studovaného regionu) (Miehe, 1990). V nizZSich
a stfednich polohach vypar prevlada nad sraZkami. Podle Dvorského et al. (2011)
dostupna klimatologicka data pro tento region ukazuji, Ze primérna rocni teplota se po-
hybuje okolo 0 °C. Geologické podloZi v Nubra Valley tvori batolit a v oblasti jezera
Tsomoriri se vyskytuje Tsomoriri rula a prekambricka rula. Nadmotska vyska stu-

dovaného tizemi se pohybuje od 3350 m na dné Udoli Indusu k 7672 m na vrcholu Sa-
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ser Kangri v pohofi Karakoram. V niZSich nadmofskych vysSkach je vétSina uzemi
pokryta chladnou pousti a polopoustni vegetaci, step se naléza ve stfednich vySkach do
5000-5400 m n. m., alpské louky tvori pas nad stepni zénou a subnivalni vegetace je
rozvinuta v nejvyssich nadmorskych vyskach (Dvorsky et al., 2011).

Studie byla provedena na dvou vzdalenych lokalitach, aby byl vertikalni gradient nad-
moiskych vysek delsi a umoznil lepsi srovnani. Uzemni ¢lenéni vegetace v Nubra
Valley je podobné lokalité u jezera Tsomoriri, ale diky odliSnym geografickym pod-
minkam jsou vegetacni pasy na lokalité Nubra posunuty o 300-400 metrdi niZe (Dvorsky
et al., v pripravé). Byly provedeny chemicko-fyzikalni rozbory piid ve studovanych ob-

lastech, ziskana data a jsou uvedena v praci Dvorského et al. (v ptipravé).

Obr. 1. Celkovy pohled na Indicky poloostrov. V horni casti obrazku je pohofi
Himalaje, Sipka ukazuje na oblast odbéru pidnich vzorkd, pohoii Ladak

(maps.google.com)
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Obr. 2. Stat Jammu a KaSmir a pohofi vychodni Karakoram. Na obrazku jsou
vyznacena mista odbéru ptidnich vzorkt, Nubra Valley a jezero Tsomoriri.

(maps.google.com)

Obr. 3. Vyzkumna plocha u jezera Tsomoriri v oblasti zvané Maly Tibet.

V pozadi se zdvihd vychodni ¢ast pohori Ladak. PodloZi v této oblasti je tvoreno

horninou rula. Foto Z. Chlumska (www.butbn.cas.cz/ladakh/).
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2.1.1. Charakteristika Thylacospermum caespitosum

Thylacospermum caespitosum (Celed’ hvozdikovité, Caryophyllaceae) se vyskytuje ve
velehorskych oblastech Asie. Rist v okoli snézné Cary jej zafazuje mezi nejvyse rostou-
ci cévnaté rostliny. Ve studovaném regionu se objevuje v rozmezi nadmorskych vySek
4550 — 5960 m n. m. (KlimeSova et al., 2010). V nizZSich polohach mtiZeme rostlinu na-
jit na nizce spasanych pastvinach a sutich vystavenych slunci. Vytvari pevné kompaktni
pichlavé polstare, které maji primér 20-50 cm. Dortista do vysky cca 5 cm. Vykvétaji
v Cervnu a Cervenci (Sekyrka, 2008). PfestoZe o rychlosti jeho riistu nebo délce Zivota je
znamo velmi malo, nejvétsi polStare ve studovanych regionech mohou dosahovat vice

nez 150 cm v primeéru (osobni pozorovani K. Rehdkové) a mohou pravdépodobné pre-

trvavat pres desetileti nebo dokonce stoleti.

Obr. 4. Ostrivkovity vyskyt polStafové rostliny Thylacospermum caespitosum (Celed

hvozdikovité, Caryophyllaceae). Foto K. Rehakova.

2.1.2. Biologické pidni krusty
BPK se skladaji z vodou nerozpustnych ptdnich agregati, které jsou spojeny Fasami,

houbami, liSejniky a mechy. Tloustka krusty nad povrchem zemé miZe dosahovat az
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10 cm. BPK se obvykle nachéazi v polosuchém a suchém prostfedi po celém svété
(www.soilcrust.org). Ve vétsSiné pripadi v kryptogamickych krustach prevladaji vlaknité
cyanobakterie (Johansen, 1993). Protoze krusty nejsou prizptisobeny vysokému tlaku,
pasouci se dobytek, rekreacni a vojenské aktivity zptisobuji velké ztraty na jejich in-
tegrité. NaruSeni krust pfinasi odnos ptdnich Zivin z prostfedi, zvySuje erozi, sniZuje
vlhkost ptidy a tim zptisobuje pokles diverzity organismd.

Zvysena Clenitost povrchu nékterych krust zlepSuje odolnost proti erozi vétrem a vodou.
Pokud mohou kryptogamické krusty zabramovat erozi, tvoreni dun a ztraté drodnosti
ptdy, mohou také zpomalovat proces dezertifikace.

Dtikazy svédci o tom, Ze krusty maji ulohu ve zpeviovani povrchu ptd a prispivaji
k urodnosti ptd diky fixaci dusiku, zadrzovani ptidnich Zivin a zvySené organické hmo-

té v piidé (Johansen, 1993).

F

Obr. 5. Biologicka piidni krusta (Sipka). Foto K. Rehakova.

2.2. Odbér padnich vzorku
Odbéry ptidnich vzorki probihaly v srpnu roku 2009. Sbér dat koresponduje s vrcholem
vegetacniho obdobi. V Nubfe, v nadmorské vysce 5100 m n. m., zacina vegetaCni sez6-

na na pocatku Cervna a trva do prvni poloviny zari. Snéhova pokryvka se vyskytuje od
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konce zafi do prvni poloviny kvétna. V Tsomoriri v nadmotské vySce 5600 m n. m. za-
¢ina vegetacni sezona v druhé poloviné Cervna a trva do zacatku zari (Dvorsky et al.,
v pripravé). Celkem bylo na obou lokalitich odebrano 96 vzorkt ptdy ve 4 rtznych
nadmorskych vySkach. Jednotlivda mista odbéru byla od sebe vzdalena 100-200
vysSkovych metrti: v Nubra Valley 4620 m, 4870 m, 5020 m a 5100 m, u Tsomoriri
5346 m, 5575 m, 5735 m a 5833 m. Téchto 8 mist efektivné pokryva vertikalni rozsireni
T. caespitosum v Ladaku (Dvorsky et al., v pripravé). V kazdé nadmorské vySce byla
odebrana pida z okoli 6-ti rostlin. Byl odebran jeden vzorek (150 g) vedle rostliny
T. caespitosum a jeden primo pod polStafem (Obr. 4). Vzorek z okoli polStare byl sloZen
ze dvou vzorkl odebranych na vychodni a zdpadni strany polstare (75 + 75 g). Na kaz-
dém stanovisti byl ptidni vzorek odebran sterilni Spachtli z povrchové vrstvy (hloubka

1-3 cm) z plochy 10 cm®.

2.3. Zpracovani a skladovani ptadnich vzorku

Odebrana ptida byla suSena na hlinikovém platu po dobu 10 hodin. Vzorky byly sterilné
umistény do 100 ml polypropylenovych sacka, byly udrZovany pfi pokojové teploté
a premistény do laboratore k analyzam nebo zamraZeny po dobu maximalné 6 mésicd,
pii teploté —20°C, pred provedenim analyz. Piida nebyla prosata na situ.

Vzorky byly skladovany ve sterilnich zkumavkach pri teploté 4 °C ve tmé.

Obr. 6. Odebrané ptidni vzorky na hlinikovych platech pred analyzovanim. Foto

K. Rehdkova.
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2.4. Mikrobiologicky rozbor piidnich vzorki

2.4.1. Priprava redici rady

Do sterilni 100 ml Erlenmayerovy bariky bylo navazeno 5 g ptudy a pridano 45 ml
sterilniho 0,1 % roztoku kalgonu (hexametafosfore¢nan sodny (NaPOs)s). Poté byla pri-
pravena desetindasobnym fedénim ve sterilni vodé fedici fada pidni suspenze (1 ml

wevs

mikroorganismi bylo zvoleno fedéni 10°.

2.4.2. Epifluorescencni mikroskopie

Pro stanoveni celkovych pocti bakterii epifluorescencni mikroskopii bylo pouZito
barvivo DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole). Zakladni roztok barviva byl pripraven
rozpuSténim 0,001g DAPI v 10 ml sterilni filtrované vody a homogenizace vzorku byla
provedena ultrazvukem (UC 006 DM1, Tesla, Czechoslovakia). Roztok DAPI byl
uchovavan bud’ dlouhodobé v mraznicce pti -20 °C nebo kratkodobé pfi +4 °C.

DAPI je specifické barvivo a pouta se k dvousSroubovici DNA, obzvlasté k ¢astem boha-
tym na adenin a thymin. Proto vytvari méné nespecifikovatelnych skvrn na pozadi nez
jind barviva (napf. acridine orange — C;7H»0CIN3.1/2 ZnCl,). DAPI patrné zabarvuje
hlavné wvnitini casti bunék. V pozorovanych polich v mikroskopu je fada Zivota-
schopnych aktivnich bunék az po neZivé organické Castice, coz zptisobuje veliky rozdil
v intenzité vyzarovani obarvenych castic. Mikroskopické pocitani je vidy subjektivni,
nebot’ riizné osoby pouZzivaji riizné “intuitivni hranice” k rozliSeni mezi Zivymi burikami
vodé diky pritomnosti ptidnich Castic a vétSimu poctu nespecifikovatelnych skvrn na po-

zadi (Bloem, 1995).

2.4.3. Barveni pudnich vzorka DAPI

1 ml vzorku byl obarven 0,05 ml pracovniho roztoku DAPI. Vzorek byl prefiltrovan
pres 0,2 pm porovity polykarbonatovy filtr (GE Polycarbonate, Black, 0,22 Micron,
25 mm, GE Water & Process Technologies, USA). Poté jsme umistily filtr na podloZni
sklo a pridaly jsme na filtr nefluorescen¢niho imerzniho oleje (Olympus, Immersion oil,

Japan), prekryly krycim sklickem a opét nanesly jednu kapku imerzniho oleje.
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2.4.4. Pocitani bakterii v pudnim vzorku
Bakterie jsme pocitaly s pouZitim epifluorescen¢niho mikroskopu BX 60 (firma
Olympus, Japan) pri zvétSeni 1000 x.
Pocty bakterii na gram ptidy (B) jsou kalkulovany podle nasledujiciho vzorce:

B = (N/X) (A/B) (1/S)
kde N = pocet bakterii odecteny na urcité ploSe, X = pocet sledovanych poli mik-
roskopem, A = plocha filtru pokryta ptidnim vzorkem, B = mnozZstvi bakterii ve vzorku,

S = mnoZstvi vzorku na filtru (Bloem, 1995)

2.4.5. Kultivacni médium pro stanoveni poctu bakterii

R2A Agar (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) (g/l): kvasni¢ny extrakt 0,5; proteosa
pepton 0,5; hydrolizovany kasein; glukéza 0,5; rozpustny Skrob 0,5; pyruvat sodiku
(CH;COCOONa) 0,3; hydrogenfosforecnan draselny (K,HPO,) 0,3; siran hotecnaty
(MgS0,) 0,05; agar-agar 12, pH 7,2.

2.4.6. Inokulace pudni suspenze na kultivacnim médiu a inkubace bakterii

Na sterilni Petriho misky se ztuhlym Zivnym kultivacnim médiem bylo sterilni pipetou
inokulovéano 0,2 ml pidniho roztoku Fedéni 10*, pro kazdy vzorek vidy ve Ctyfech opa-
kovanich. Roztok byl sterilni sklenénou hokejkou rozetfen rovhomérné po celém po-
vrchu misky. Petriho misky byly inkubovany na tmavém misté pfi teploté 20°C po dobu
osmi dnu. r — stratégové (“fast growers”) byly definovani jako bakterie, které tvori vidi-
telné kolonie béhem 72 hodinové kultivace, K — stratégové (“slow growers”) béhem 96-

192 hodin (De Leij et al., 1993).

2.4.7. Stanoveni poctu bunék bakterii na kultivacnim médiu

Po dobu osmi dni inkubace jsme zaznamenavaly nové narostlé bakteridlni kolonie na
Petriho misce s kultivacnim médiem R2A Agar. Pocty bakterii byly prepocitany na
gram organické hmoty. Byly stanoveny priiméry z vice opakovani a vypocitany sméro-
datné odchylky. Dale byl vypocten index C/T, pomér poctu kultivovatelnych bakterii
(CFU) a celkového poctu bakterii (barveni DAPI).
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2.4.8. Stanoveni organické hmoty v pidnich vzorcich

Organickd hmota (OM) v ptidnich vzorcich se stanovovala jako hmotnostni procento,
kdy se nejdiive zvazila ptida, poté se vysusSila pii 80 °C a znovu se zvaZzila. Po odecteni
hmotnosti pidy od hmotnosti vysuSené jsme ziskali procento vody v ptidé. Déle se vy-
suSeny vzorek Zihal pfi 450°C po dobu 5 hodin a zvaZzil se. Odectenim hmotnosti vzorku
vyZihaného od hmotnosti vysuSeného vzorku pfi 80°C bylo ziskdno mnoZstvi organické
hmoty ve vzorku (K. Rehdkova, tstni sdéleni). Celkové pocty bakterii a pocty kul-

tivovatelnych bakterii byly pfepocteny na gram OM.

2.5. Statistické zpracovani dat

Ve statistickych analyzach jsme lokality Nubra a Tsomoriri posuzovali oddélené z dii-
vodu odliSného sloZeni podloZi (Zula v Nubfe versus rula v Tsomoriri). Obé lokality
reprezentuji odliSny gradient, ktery postupuje ze studeného stepniho pasu do subnivalni-
ho pasma. Jak jiZ bylo zminéno v kapitole 2.1., rozliSujeme mezi lokalitami s polStari
T. caespitosum (zahrnujici pidu pod nimi nebo jejich povrch s dalSimi rostlinnymi
druhy) a neovlivnénymi lokalitami mimo polStare (BPK).

Dvoufaktorovy test variance ANOVA a Tukey post hoc test v programu STATISTIKA
6.0 byl pouZit ke statistickému zhodnoceni vlivu pritomnosti polStafe Thylacospermum
caespitosum a ménici se nadmorské vySce odbérového mista vzorku na celkové pocty
bakterii (T), pocet kultivovatelnych bakterii (CFU), index C/T a pocet r-stratégi. Za ne-
zavislé proménné byly vZdy dosazeny nadmoriska vyska a pfitomnost polStare. Test vari-
ance byl provadén u vzorki ze stejné lokality (Nubra Valley nebo Tsomoriri). PouZzito

bylo vSech 6 vzorki z kazdého odbérového mista.

3. Vysledky

3.1. Zhodnoceni ptuidnich vzorki z lokality Nubra Valley

Celkové pocty bakterii v pidé pod polStafem se pohybuji v rozmezi 6,9 — 41,67*10°
v gramu OM (Tab. 1, Graf 1). V pidé BPK v rozmezi 27,13 — 35,31*10° v gramu OM.
Celkové pocty bakterii byly vyssi v BPK, ale statisticka analyza neprokazala vliv nad-
morské vysky a pritomnosti T. caespitosum na celkové pocty bakterii, mimo jednoho

vzorku odebraného pod polStafem, ve vySce 5020 m n. m., ktery byl vyrazné odliSny od
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ostatnich vzorkt (p>0,01) (Tab.1).

Pocty kultivovatelnych bakterii (CFU) se pohybovaly v rozmezi 2,25 — 4,79 *10° v gra-
mu OM v pudé pod polstafrem (Tab. 1, Graf. 2). V ptidé BPK v rozmezi 4,79 — 12,75
*10° v gramu OM. Pocty CFU byly ovlivnény jak nadmofskou vyskou, tak i pfitomnosti
T. caespitosum (Tab. 1). V nadmotskych vySkach 4620 m n. m. a 4870 m n. m. byly
hodnoty priikazné vyssi v BPK ve srovnani s hodnotami CFU pod polStafem. Ve vétSich
nadmorskych vySkach byly hodnoty CFU v BPK také zvySené, ale rozdily byly sta-
tisticky nepriikazné (Tab. 1, Graf 2). Pod polStafem byl vliv nadmotské vySky na hodno-
ty CFU nepriikazny (p<0,01).

Index C/T byl v BPK nejvyssi v nadmorské vySce 4620 m n. m., zatimco pod polStafem
T. caespitosum byla nejvyssi hodnota zaznamenana v 5020 m n. m. (p<0,01) (Tab. 1,
Graf 3).

r-stratégové tvorili 50 — 72 % spolecenstva bakterii plidy pod polstarem, zatimco v BPK
32 — 57 %. Vyskyt r-stratégli v pidnich vzorcich byl statisticky ovlivnén polStarem
T. caespitosum i nadmorskou vySkou (p<0,01) (Tab. 1). Nejvyssi procentické zastoupeni
r-stratégli v pidé bylo zaznamenéano u vzorku pod polStafem v nejvyssi nadmorské vys-

ce 5100 m n. m (Tab. 1, Graf 4).
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Tabulka 1. Udaje o poctech bakterii sledovanych réiznymi technikami a z nich stanovené
charakteristiky Zivotni strategie heterotrofnich bakterii v oblasti Nubra Valley. Plidni
vzorky jsou rozliSeny dle pritomnosti polStare rostliny T. caespitosum na vzorky “A”
odebrané pod polstafem a vzorky “B” odebrané v biologické ptidni krusté (BPK, mimo
polstar). U padnich vzorkt je uvedena nadmorska vyska odbérového mista, celkové po-
Cty bakterii (pocet + S.D.) stanovené epifluorescencni mikroskopii a metodou CFU
(tdaje byly prepocteny na gram OM). Dale byl vypocten index C/T (pomér kultivova-
telnych bakterii CFU k celkovym poctim bakterii a procentické zastoupeni r-stratégi
ve vzorcich pidy. Rozdilnd pismena ukazuji na statisticky vyznamné rozdily mezi

vzorky (dvoufaktorovd ANOVA a Tukey post hoc test).

Vzorek Nadmoisnlsé vyska b a(]:(zl:::‘;; [l)gsé/tgyOM) x1 (g/FgUOM) Index C/T r-strz}/:e}ové
A 4620 41,67 +14,92 4,79 + 4,44 0,0015a | 50,60 £ 4,56 a
A 4870 36,83 £15,02 2,75+ 0,81 0,0022b | 67,00+333b
A 5020 690+ 1,65a 2,25+ 091 0,0036¢c | 6340+392c
A 5100 28,19 + 4,69 327 +£0,71 0,0014d | 72,83 +556d
B 4620 27,13 + 1,90 12,75+289a | 00044e | 41,67+278¢e
B 4870 30,98 + 15,38 811+ 150b 0,0035 f 4520 + 4,16 f
B 5020 3531+ 18,78 4,79 £ 0,96 0,0023g | 5733+500g
B 5100 29,90 + 8,69 5,76 + 2,60 0,0023h | 32,17+ 10,50 h
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Graf 1. Celkové pocty bakterii stanovené epifluorescenc¢ni mikroskopii (barveni DAPI)
u pudnich vzorkd z Nubra Valley. A — pod polstafem T. caespitosum, B — biologicka

padni krusta.
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Graf 2. Celkové pocty kultivovatelnych bakterii stanovené inkubaci na kultivaénim mé-
diu R2A Agar u pudnich vzorkd z Nubra Valley. A — pod polstafem T. caespitosum a B

— biologicka ptdni krusta.
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Graf 3. Pomeér celkového poctu kultivovatelnych bakterii (CFU) a poctu bakterii pfi
barveni DAPI v ptdnich vzorcich z Nubra Valley. A — pod polstafem T. caespitosum

a B — biologicka ptidni krusta.
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Graf 4. Procentické zastoupeni r-stratégii v ptidnich vzorcich z Nubra Valley. A — pod

polstaifem T. caespitosum a B — biologicka ptidni krusta.
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3.2. Zhodnoceni pidnich vzorkii z lokality u jezera Tsomoriri

Celkové poCty bakterii v piidé pod polStafem se pohybuji v rozmezi 47,1 — 66 *10°
v gramu OM (Tab. 1, Graf 1). V ptidé BPK v rozmezi 49,49 — 65,38 *10° v gramu OM.
Statisticka analyza neprokazala vliv nadmorské vysky a pritomnosti T. caespitosum na
celkové pocty bakterii (p>0,01) (Tab. 2, Graf 5).

Pocty kultivovatelnych bakterii se pohybovaly v rozmezi 1,52 — 7,12 *10° v gramu OM
v ptdé pod polstafem (Tab. 2, Graf. 6). V BPK v rozmezi 3,84 — 11,64 *10° v gramu
OM. Pocty CFU byly prokazatelné ovlivnény nadmorskou vyskou i pritomnosti rostliny
T. caespitosum. Ve vzorcich odebranych z BPK byly hodnoty CFU vidy vyssi ve
srovnani s pudnimi vzorky odebranymi pod polStifem, v nékterych pripadech byly
hodnoty vyssi prikazné. Od vSech vzorki se nejvice liSila hodnota vzorku odebraného
vedle polstare T. caespitosum v nadmorské vySce 5346 m. Tato hodnota byla nejvétsi a
od hodnoty CFU pod polstafem se liSila téméf o 64 % (p<0,01) (Graf 6).

Pomeér C/T byl pritkazné ovlivnén nadmotskou vyskou a pritomnosti rostliny T. caespi-
tosum (Tab. 2, Graf 7). Hodnoty indexu C/T se vzrustajici nadmotskou vyskou klesaly
od 5346 do 5735 m n. m. jak v BPK, tak pod polstafem T. caespitosum (p<0,01).
r-stratégové tvorili 57,7 — 72,7 % spolecenstva bakterii pidy pod polStafem, zatimco
v BPK 46,8 — 64,2 %. Procentické zastoupeni r-stratégii v ptdnich vzorcich nebylo sta-
tisticky ovlivnéno nadmorskou vyskou a pritomnosti polstare T. caespitosum. Od vSech
hodnot se statisticky odliSoval jen vzorek odebrany v krusté v nejvyssi nadmorské vysce

5833 m n. m. (p>0,01) (Tab. 2, Graf 8).
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Tabulka 2. Udaje o poctech bakterii sledovanych riznymi technikami a z nich stanovené
charakteristiky Zivotni strategie heterotrofnich bakterii v oblasti jezera Tsomoriri. Vy-

svétleni viz. Tabulka 1.

Vzorek Nadmolzgn[l:){l vk bak(tjgl!(i(gélgg/ég%M) (x 10E/1;%M) Index C/T r-Str?g/i;);OVé
A 5346 56,71 £ 5,55 7102+ 14la | 00013a | 72,67+7.33
A 5575 57,53 + 4,44 1,96 £+ 0,66b | 0,00035b | 6840+ 224
A 5735 66,04 + 16,60 288+085c | 0,00043c | 5800 6,33
A 5833 47,10 + 17,09 152+068d | 00019d | 57,67+933
B 5346 49,49 + 17,23 11,64 +247e | 00029e | 64,20+576
B 5575 51,27 + 13,83 526+055f | 00013f | 54,50+9,75
B 5735 65,38 + 21,69 396+1,12g | 000046g | 6233+ 633
B 5833 54,32 + 8,51 384+047h | 000066h | 4683+944a
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Graf 5. Celkové pocty bakterii stanovené epifluorescencni mikroskopii (barveni DAPI)
u pudnich vzorki z oblasti jezera Tsomoriri. A — pod polStafem T. caespitosum a B —

biologicka pidni krusta.

Celkoveé poCty CFU -TS§

x 108g-1 OM

55

5 57356 5833

7
Hadmofska vyika (m}

Graf 6. Celkové pocty kultivovatelnych bakterii stanovené inkubaci na kultivaénim mé-
diu R2A Agar u pidnich vzorkt z oblasti jezera Tsomoriri. A — pod polstaiem T. caespi-

tosum a B — biologicka ptidni krusta.
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Graf 7. Pomér celkového poctu kultivovatelnych bakterii (CFU) a poctu bakterii pfi bar-
veni DAPI ve pidnich vzorcich z oblasti jezera Tsomoriri. A — pod polStafem T.

caespitosum a B — biologicka pidni krusta.
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Graf 8. Procentické zastoupeni r-stratégti v ptidnich vzorcich z oblasti jezera Tsomoriri.

A — pod polstafem T. caespitosum a B — biologicka ptidni krusta.
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4. Diskuse

Spolecenstvo mikroorganismi je schopné preménou organické hmoty zpfistupnit jinak
nedostupné mineralni prvky pro rostliny (Dvorsky et al, v pripravé). Jak je uvedeno
v kapitole 2.1., hypotéza projektu byla o tom, Ze polStare rostlin zlepSuji podminky
prostfedi pro mikroorganismy a podporuji jejich prezivani v subnivalni z6né. Pred-
loZené vysledky jsou, dle naSich znalosti, prvni které reSi problematiku interakci polsta-
fové rostliny a mikrobniho spolecenstva.

Polstafe T. caespitosum nemély vliv na celkové pocty bakterii, ale ovlivnily sloZeni
mikrobniho spolecenstva (community-level shift), coZ se projevilo ve zvySeném zastou-
peni kultivovatelnych typi bakterii pod polStafem rostliny. DeLeij et al. (1993) navrhl
pouzit poméru tvorby kolonii bakterii na kultiva¢nich médiich jako moZnost rozliSeni r-
(rychle rostoucich) a K- (pomalu rostoucich) organismt. Zastoupeni bakterialnich r-
stratégli bylo vyssi v ptidach pod polstafem, kde je vyssi obsah organické hmoty, nizsi
pH, vyssi obsah pristupného fosforu, vyssi obsah rostlinnych exudatt, vyssi vlhkost
a stabilnéjsi teplota. Tedy podminky vhodné pro tzv. zymogenni mikrofléru (r-stratégy)
(Langer et al., 2004).

Vys$§i zastoupeni K-stratégii bylo zaznamenano na lokalitach s cetnéjsi frekvenci nepfi-
znivych podminek, jako je sucho (nadmorska vyska 4620, 4870 m n.m.), nebo
pravidelné zamrzani/roztavani béhem vegetacniho obdobi (5735, 5833 m n.m.). Nepfiz-
nivé podminky navozuji vétsi soutéZ o zdroje Zivin; podporuji rdst organismu s nizZSim
obratem biomasy a vyssi efektivitou metabolismu (Dworkin et al., 2006). Na téchto
lokalitach se vytvari stabilni spoleCenstvo, které je schopné vyuZivat nepristupny mate-
rial.

Zaznamenaly jsme prostorovou variabilitu v zastoupeni kultivovatelnych vs nekul-
tivovatelnych typt bakterii podél vySkového gradientu a mezi lokalitami (Tab. 1, 2). Za-
stoupeni kultivovatelnych bakterii je mnohem niZ3i ve vysSich nadmotskych vyskach,
obvzlasté na lokalité Tsomoriri. ZvySené zastoupeni nekultivovatelnych bakterii mtze
byt spojeno s pozdéjSim sukcesnim stadiem, kde tyto typy bakterii vénuji méné energie
do riistu a/nebo maji velmi specifické riistové pozadavky, které nemohou byt splnény na
umélych kultiva¢nich médiich (Garland et al., 2001).

V ramci diskusi feSitelského kolektivu projektu se odvijeji spekulace, zda Tibetska na-

horni ploSina je jiZ po staleti v klimaxovém stadiu bez vétSich disturbanci. Naproti tomu
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lokalita Nubra je relativné mladé predpoli ledovce. Z literarnich udajt je znamé, Ze
ranna sukcesni stadia maji vyssi zastoupeni kultivovatelnych bakterii (Kristifek et al.,

2005).

5. Zavéry

V této praci jsme se zabyvaly otazkou, zda se mikrobialni spoleCenstvo v nepriznivych
podminkach pohoti Ladak (Indie) 1iSi v rtznych nadmorskych vySkach a zda je
ovlivnéno pritomnosti polStarovité rostliny T. caespitosum. Z naSich dosud ziskanych
vysledkt vyplyva, Ze “inZenyr ekosystému” T. caespitosum neovliviiuje pocet bakterii
v padé, ale ma vliv na sloZeni mikrobniho spolecenstva. Nadmotska vyska v nékterych

pripadech pocty bakterii ovlivnila.
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