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Anotace prace

ZDARSKA, N. Sekundarni metabolity stélek lichenizovanych hub rodu Cladonia ve
Vysokych Sudetech. Hradec Kralové, 2022. Bakalarska prace na prirodovédecké fakulté
Univerzity Hradec Kralové. Vedouci bakalaiské prace RNDr. Josef Halda, Ph.D.

Bakalarska prace se zabyva studiem druhotnych metabolickych produkti specifického
metabolismu liSejnikd, které nazyvame liSejnikové latky neboli sekundarni metabolity.
Prvni cast bakalarské prace je literarni reSerSi pojednavajici o liSejnicich jakoZto
ekologické skupiné organismii a o sekundarnich metabolitech a jejich vyznamu, jak pro
liSejniky, tak pro druhy zZivoci$né riSe Ci ¢lovéka. Druha cast bakalarské prace je
vyzkumem obsahu sekundarnich metabolitli, obsazenych ve stélkdch morfologicky
velmi variabilnich druhd dutohlavek, izolovanych pomoci metody tenkovrstvé
chromatografie. Na zakladé ziskanych poznatki byl vytvoren urcovaci kli¢ a didaktické

vyukové pomlcky, které jsou obsazeny v priloze této prace.
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Annotation

ZDARSKA, N. Secondary metabolites of thalli of lichenized fungi of the genus Cladonia
in High Sudetten Mountains. Hradec Kralové, 2022. Bachelor Thesis at Faculty of

Science University of Hradec Kralové. Thesis Supervisor RNDr. Josef Halda, Ph.D.

The bachelor thesis deals with the study of secondary metabolic products of specific
lichen metabolism, which are called lichen substances or secondary metabolites. The
first part of the bachelor thesis is a literature search dealing with lichens as an
ecological group of organisms and with secondary metabolites and their importance,
both for lichens and for species from the animal kingdom or humans. The second part
of the bachelor's thesis is an analysis of the content of secondary metabolites contained
in the thalli of morphologically highly variable species of hollowworms (genus
Cladonia) isolated by thin-layer chromatography. On the basis of the findings obtained,
a determination key and didactic teaching aids were developed and are included in the

appendix of this thesis.
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Uvod a cile prace

LiSejniky tvoii ekologickou skupinu podvojnych organismi. Symbiotické spojeni mezi
dvéma organismy umoznuje osidleni mnohych extrémnich stanovist na nasi planeté.
Diky netradi¢ni stavbé a zplisobu Zivota jsou latkovym a energetickym metabolismem
produkovany také specifické latky, které nazyvame liSejnikové latky neboli sekundarni

metabolity.

Sekundarni metabolity jsou sloZité chemické slouceniny poskytujici liSejnikiim mnohé
vyhody a funkce.V kratkodobém meéritku vSak nejsou zcela nezbytné pro Zivot.

Sekundarni metabolity hraji také vyznamnou roli v taxonomii liSejnika.

vvvvvv

sekundarnich metabolitech obsaZenych v jejich stélkach a o metodé tenkovrstvé

chromatografie, pomoci niZ miiZeme dané sekundarni metabolity identifikovat.

Cilem praktické casti této bakalarské prace je determinace morfologicky velmi
variabilnich druhti dutohlavek na zakladé obsahu sekundarnich metabolit
izolovanych pomoci metody tenkovrstvé chromatografie. A nasledné vytvoreni
urcovaciho klice dutohlavek podle zjiSténych obsahovych latek. DalsSim cilem je
vytvorit vyukové plakatky a pracovni list pro Zaky gymnazii, v nichZ budou propojeny
poznatky ziskané pii psani této prace saktudlné platnym ramcové vzdélavacim

programem pro gymnazia.



1 Literarni reserse

1.1 Charakteristika lokality Vysokych Sudet

Sudety jsou tvoreny soustavou vyssich pohofi, izolovanych vrcholl a horskych hibetd. Tvofi
protahlé horské pasmo dlouhé zhruba 250 km a rozprostiraji se v oblasti mezi 50 az 51°
severni Sirky a 14 az 18° vychodni délky. Sudety mGzeme rozclenit na mnoho mensich celkd.
Nejcastéji se setkdvame s délenim na Sudety zdpadni, Sudety stfedni a Sudety vychodni.
Jako zapadni Sudety (nékdy také Vysoké Sudety) jsou oznacované Krkonose. Krkonose jsou
nejvyssim pohotim celych Sudet s nejvyssim vrcholem Snézkou dosahuji vysky 1603 metr(
nad morfem. Jako stfedni Sudety jsou oznacovany Orlické hory, vychodni Sudety jsou

znaméjsi jako Jeseniky (Jenik, 1961).

Vysokeé Sudety

Obr. 1: Oblast Vysokych Sudet (geoportal.gov.cz)

1. 1. 1. Historie

KrkonoSe radime mezi nejstarSi evropska vrasovd pohoti, pochazejici z doby
preddevonské. Zvétravani, eroze a odnos probihaly jiZ pred pocatkem tietihor. DnesSni
reliéf je vSak vysledkem intenzivni erozni ¢innosti tretihorniho a ¢tvrtohorniho stari

(Obenberger, 1952).



Po dlouha tisicileti zde ledovce a horské toky vytvarely hluboké prolakliny nazyvané
ledovcové kary. V Krkonosich jich mizeme najit ¢trnact. Souhrou mnoha jevii, mezi néz
miiZeme radit ¢innost vétru, ledu, snéhu, vody, lavin, teplot a orientaci svahii, doslo v
ledovcovych karech kvytvoreni nejbohatSiho nalezisté fauny a flory v celych

Krkonosich (Stursa, 1983).

Osidlovani Krkonos ve stredovéku se uskute¢niovalo velmi pomalu a povétSinou bylo
omezeno na obchodni cesty spojujici Cechy a Slezsko. K vét§imu a systematickému
osidleni horskych oblasti Krkono$ dochazelo az v 16. stoleti v souvislosti s rozvojem
tézby kovi, sklarského primyslu a rozsahlého kaceni lesti. Od 18. stoleti priroda
utrpéla vlivem pastvy, sbéracti 1é¢ivych bylin a pocinajiciho turismu nemalé skody, ke

kterym v dneSni dobé také prispiva negativni vliv imisi (David, 2019).

1. 1. 2 Geologicka charakteristika

Oblast Vysokych Sudet se nachazi vseverni ¢asti Ceského masivu. PievaZzujicimi
horninami v této oblasti jsou Sedé Zula, fylity, svory a krystalické bridlice. (Chaloupsky,

1989).

Kiemenné piskovce
Porfyrické granity jemné zrnité
Fylity

Rudé i Sedé kalovce, piskovce
Granity a granodiority

Pisky, stérky, jily

Granity bohaté stopovymi prvky

Obr. 2: Vyfez mapy oblasti Vysokych Sudet z hlediska geologického rozdéleni
(geoportal.gov.cz)
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1.2 LiSejniky (Lichenes)

LiSejniky nejsou skupinou taxonomickou, nybrz skupinou ekologickou (Kalina, 2005)
a na rozdil od ostatnich vySsSich ¢i nizSich rostlin, nejsou jednotnym organismem, ale
organismem podvojnym. Proto zaujimaji vrostlinné friSi zvlastni postaveni
(Rabsteinek, 1987). LiSejnik je tedy symbiotickym organismem sloZenym z houby
(Fungi) a sinice (Cyanobacteria), pripadné rasy. Houbového symbionta oznacujeme
jako mykobiont. Nejcastéji ho tvori vieckovytrusna houba (Ascomycetes). U nékolika
liSejnikovych rodli je mykobiontem houba stopkovytrusna (Basidiomycota).

Fotobionty jsou u liSejniki sinice a zelené tasy (Chlorophyta) (Kremer, 1998).

Spojeni téchto dvou organismi vjeden celek bylo popsano jiz vroce 1869
(Schwendener, 1869). Propojenim obou komponentti, mykobionta a fotobionta, vznika
symbioticky organismus s novymi vlastnostmi, ktery ma nové naroky na prostredi,

v némz se vyskytuje i na zplisoby rozmnozovani (Balaban, 1960).

Partnefi symbiozy jsou specificti. Dany druh houby se nejcastéji spojuje s danym
druhem rasy. Oba Gcastnici Cerpaji ze spole¢ného souziti vyhody a vytvareji unikatni
zivotni formu oznacovanou jako stélka (thallus). Hyfy houby (mykobiont) tvoii vétsi
cast stélky a urcuji jeji vzhled. Poskytuji buiikdm fotobionta ochranu pted neptiznivymi
vlivy z vnéjstho prostiedi, chrani pred vysychanim a prehiivinim. PredevsSim ale
poskytuji vodu, v niZ jsou rozpusténé dileZzité minerdlni latky. Fotobiont obsahuje
chlorofyl, je schopen fotosyntézy a do symbiotického spojeni dodava organické latky,

napriklad glycidy (RabsSteinek, 1987).

V symbiotickém spojeni nemusi byt nutné pouze jeden mykobiont a jeden fotobiont.
Jsou znamy piipady, kdy tvori stélku liSejniku kromé hyf houby jesté zeleny a sinicovy

fotobiont (Nash, 2008).

Diky specifickému souZiti jsou liSejniky schopny existovat v extrémnich lokalitach,
vnichZ by ani jeden ze zucastnénych organismi izolované existovat nemohl. Mezi
extrémni lokality vyskytu liSejnikli mohou patrit holé skaly, chudé piscité pidy ci
horské oblasti s vy$$i nadmorskou vySkou (Balaban, 1960). Horské oblasti vyznacujici
se rozmanitosti podkladi i stanovist jsou bohaté na vyskyt liSejniki. LiSejnikova flora

Krkono$ v minulosti pattila k nejbohatsim ve stfedni Evropé. Hlavni pricinou je pestra
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geologicka stavba a velka nadmorska vyska Krkonos. Lisejniky se vyznamné podileji na
utvareni rostlinnych spolecenstev Krkonos, protoZe jako prvni osidluji pro jiné rostliny
neobyvatelnd stanovisté. Na holém povrchu tvori liSejniky béZné samostatna
spolecenstva. LiSejnikova fléra Krkonos ¢ita pres 200 rodi lisejnikd a vice nez 600
druhli. NejpocetnéjSimi rody jsou dutohlavka (Cladonia), misni¢ka (Lecanora) a

mapovnik (Rhizocarpon) (Flousek, 2007).

LiSejniky jsou dlouhovéké a vytrvalé, diky tomu mohou byt pozorovany a sbirany po
cely rok (Flousek, 2007). Rist liSejniki je ve srovnani s jinymi houbami velmi pomaly.
U nékterych rodl byl zjistén prirtistek pouze 1 mm za 20 let. Stari nékterych stélek
rodu mapovnik (Rhizocarpon) se odhaduje na 1000-4500 let. Lupenité a kerickovité

liSejniky rostou rychleji, zhruba 10-40 let (Kalina, 2005).

Vegetativni télo liSejnikli neboli stélku (thallus) miZeme délit na dva zakladni stavebni
typy. Stejnorodd (homeomericka) stélka se vyskytuje nejCastéji u rosolovitych
liSejnikd. Bunky fotobionta a hyfy mykobionta jsou usporddany rovnomérné.
Vrstevnata (heteromerickd) stélka je diferencovana do nékolika odliSnych vrstev
a hyfy fotobionta najdeme jen v prostfedni vrstvé (dremn). Dale rozliSujeme tfi hlavni
ristové formy: korovité liSejniky, lupenité lisejniky a kerickové lisejniky. Tyto riistové
formy mezi sebou prechazeji (Kremer, 1998). LiSejniky je dale mozné délit dle typu
obsazeného substratu na liSejniky skalni (epilitické), liSejniky zemni (epigeické)

a lisejniky stromové (epifytické) (Flousek, 2007).

1.3 LiSejnikové latky (sekundarni metabolity)

Diisledkem zvlastni anatomické stavby stélky liSejniku a zplisobu Zivota je odliSny
latkovy a energeticky metabolismus, jehoZ vysledkem jsou nejen obvyklé produkty
latkové vymény (napf. sacharidy, lipidy, volné aminokyseliny), ale také latky znacné

odlisné od produkti metabolismu jinych rostlin (Jarkovsky, 1978).

Pro liSejniky je charakteristické vytvareni druhotnych metabolickych produktt
nazyvanych liSejnikové latky neboli sekundarni metabolity. Jedna se o sloZité chemické

slouceniny, které v kratkodobém méritku nejsou zcela nezbytné pro Zivot. PIni mnohé

12



funkce a ¢asto také ovlivnuji zbarveni liSejnikové stélky (Flousek, 2007). Dnes je znamo

vice jak 1050 sekundarnich metabolitii (Stocker-Worgotter, 2008).

Jednad se o latky rozpustné v organickych rozpoustédlech a ve vodé vétSinou
nerozpustné. Casto maji kyselou povahu, ztohoto divodu byly diive nazyvany

liSejnikovymi kyselinami (Jarkovsky, 1978).

Sekundarni metabolity jsou produkovany mykobiontem a ukladaji se extracelularné t;j.
na vnéjSim povrchu houbovych hyf (Orange, 2010). LiSejnikové latky jsou
koncentrovany v susiné stélky a tvori aZ 20 % jeji hmotnosti. Ukladaji se v kiife nebo
ve dreni. Vkire byvaji obsazZeny barevné latky a ve dieni latky bezbarvé (napf.
depsidy) (Jarkovsky, 1978). Nékdy nam samotny vzhled liSejniku mize napovédét, jaké
chemické latky obsahuje (Orange, 2010).

Syntéza liSejnikovych latek probiha tremi zakladnimi biosyntetickymi drahami. Jsou to
draha kyseliny Sikimové, draha kyseliny mevalonové a draha acetyl-polymalonylova

(Nash, 2008).

Pro zjiSténi pritomnosti obsahu liSejnikovych latek vliSejniku slouzi vice
sofistikovanych metod, mezi které patii napriklad reakce stélky na dlouhovinné UV
zareni, mikrokrystaliza¢ni testy nebo chromatografie. Pti praci s liSejniky vyuZivame
dva zakladni typy chromatografie. Tenkovrstvou chromatografii (TLC) a

vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) (Malicek, 2012).

1. 3. 1. Vyznam liSejnikovych latek

LiSejnikové latky nékterych druhi liSejniki jsou velmi dlouho vyuZivany ¢lovékem
jako barviva. Za timto ucelem byly pouzivany liSejniky obsahujici erythrin a kyselinu
lekanorovou. Dale byly liSejnikové latky vyuzivany k1écebnym ucelim jako slozky
lécivych ¢aji  (kyselina fumarprotocetrarova zpuklérky islandské). Nékteré
sekundarni latky (napr. kyselina usnovd) mohou mit také antibiotické ucinky

(Jarkovsky, 1978).

Sekundarni metabolity plni také ochrannou funkci. Pritomnost Kyselin zpiisobuje

horkou chut stélky, ktera odrazuje vétsinu herbivornich zivocichi od jejich konzumace
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a tmavé barvivo chrani druhy pied po$kozenim ze slune¢niho zaieni (Cernajova &
Svoboda, 2014; Kalina, 2005). Antibiotické ucinky kyselin zabranuji napadenti liSejniku
bakteriemi. Existuji také latky, které jsou toxické pro savce napr. kyselina vulpinova

(Kalina, 2005).

Vyznamnou roli hraji liSejnikové latky také v taxonomii. PouZivani obsahu chemickych
latek k determinaci se datuje jiZ od sedmdesatych let minulého stoleti (Walker et
James, 1980). V mnohych pripadech se Clenéni na zakladé obsahu chemickych latek
shoduje s ¢lenénim na zakladé morfologicko-anatomickych znakl. U nékterych druht
byly zjiStény pouze rozdily chemické (Jarkovsky, 1978). Schopnost detekce
sekundarnich metaboliti napomohla rozvoji taxonomie mnoha makroskopickych
liSejnikli zejména rodl provazovka (Usnea), vousatec (Bryoria) a dutohlavka

(Cladonia) (Malicek, 2012).

Kyseliny zplsobujici zbarveni piisobi jako filtr a chrani fotobionty pired slunecnim
svétlem (Kalina, 2005). Nékteré latky (napiiklad atranorin nebo Kkyselina usnova) maji
schopnost absorbovat UV zareni (Rundel, 1978). LiSejnikové latky mohou navic
potencionalné ovlivnit bunécné déleni rasového partnera, ¢imZ hraji zasadni roli
v udrZovani rovnovahy mezi symbionty (Lokajova et al. 2014). Sekundarni metabolity

mohou zastavat diilezitou roli pti detoxikaci tézkych kovii (Purvis, 2008).

Existuji vSak také nazory, Ze liSejnikové latky predstavuji pouze odpadni produkty
metabolismu mykobionta a Ze nemaji konkrétni vyznam pro Zivot liSejniku. (Kalina,

2005)

1. 3. 2. Nejznaméjsi liSejnikové latky
DIBENZOFURANY

Kyselina usnova

Kyselina usnova byla poprvé izolovana roku 1844 a od té doby se stala jednim
z nejrozsahleji studovanych metabolitd. Nejhojnéji se vyskytuje u liSejnikd rodu
Cladonia, Usnea a Lecanora. Mnoho lisejniki a extraktti obsahujicich kyselinu usnovou
se vyuziva pro lékarské, kosmetické a ekologické ucely (Ingolfsdottir, 2002). Kyselina

usnova zpusobuje zlutavé az zlutozelené zbarveni liSejniku a patri tak mezi pigmenty
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chranici fotobionta pred dopadajicim zarenim (Rundel, 1978). Pro nékteré obratlovce
muze byt toxicka (Dailey et al, 2008). Kyselina usnovad je odvozena zacetyl-

polymalonylové drahy (Elix et Stocker-Worgotter, 1996).

OH Q) Q)
HsC
HsC
CH3;

HO 0) OH

0) CH;

Obr. 3: Vzorec kyseliny usnové.

DEPSIDY

Stavebnimi jednotkami liSejnikovych depsidii jsou fenolkarboxylové kyseliny
odvozené od orcinu a f3-orcinu. LiSejnikové depsidy vznikaji obvykle spojenim dvou

nebo tif{ molekul zakladni slozky (Jarkovsky, 1978).

Atranorin

Atranorin je jednim z nejbéznéjsich sekundarnich metabolitt liSejnikG (Studzinska-
sroka, 2017). Je jednou z liSejnikovych latek, které maji silné schopnosti absorbovat UV
(Rundel, 1978). Barva skvrny po aplikaci kyseliny sirové a vypaleni je matné Zluta az

oranzovozluta (Orange, 2010).
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OH O 0/

HO

Obr. 4: Vzorec atranorinu.

Kyselina gyroforova

Kyselina gyroforova nalezi mezi tridepsidy (Thor, 1991), je cytotoxicka a inhibuje rist
bunék (Kumar et Miiller, 1999). Po aplikaci kyseliny a nasledném vypaleni ma skvrna
obsahujici kyselinu gyroforovou oranZovou barvu a pti pozorovani pod dlouhovinnym

UV je matné zelend aZ do hnéda (Orange, 2010).

HO OH

Obr. 5: Vzorec kyseliny gyroforové.
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DEPSIDONY

Depsidony tvofi druhou nejvétsi skupinu liSejnikovych latek. Odvozuji se od orcinu
nebo f3-orcinu. V piirodé liSejnikové depsidony pravdépodobné vznikaji oxidativni
cyklizaci depsidli, ¢imz vznikd velmi stabilni etherova vazba. Mezi nejzndméjsi
zastupce depsidonl patfi Kkyselina norstiktova, kyselina fumarprotocetrarova a

kyselina stiktova (Jarkovsky, 1978).
Kyselina norstiktova

Kyselina norstiktova je pouZivana jako jedna z kontrol pfi provadéni tenkovrstvé
chromatografie. Relativni hodnota Rf prfi pouziti systému C jako organického
rozpoustédla je 30. Barva skvrny Kyseliny norstiktové po aplikaci kyseliny sirové a

nasledném zahrati je jasné Zluta (Orange, 2010).

H3C ) CH3
0 OH

0
HO 0

Obr. 6: Vzorec kyseliny norstiktoveé.

Kyselina fumarprotocetrarova

Kyselina fumarprotocetrarova je jedou z liSejnikovych latek s antioxida¢nimi ucinky
(De Barros Alves, 2014). Po aplikaci kyseliny sirové a nasledném zahrati se jevi jako

Sedéa skvrna (Orange, 2010).
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Hi:C O 0
OH

HO

0 CHs; 0

Obr. 7: Vzorec kyseliny fumarprotocetrarové.

TERPENY

Ze skupiny terpeni jsou v lisejnicich obsazeny jak diterpeny, tak daleko pocetnéjsi

triterpeny. Typickym zastupcem triterpent je zeorin. Terpeny se v liSejnicich vyskytuji

vpomérné malych koncentracich. Jsou bezbarvé a poskytuji pozitivni reakci s

kyselinou sirovou (Jarkovsky, 1978). Po aplikaci kyseliny sirové a nasledném zahrati

je na dennim svétle pozorujeme jako fialové, nacervenalé, Sedé, zelené nebo hnédé

skvrny nebo ¢ary, které typicky vykazuji fluorescenci v dlouhovinném UV zarenti. Jejich

pozici, barvu a fluorescencni barvu je nutné okamzité zaznamenat, protoze skvrny brzy

ztraceji na intenzité a blednou (Orange, 2010).

H;C CH; OH

Obr. 8: Vzorec zeorinu.
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1.4 rod Cladonia (dutohlavky)

Dutohlavky maji dvoutvarou nebo kerickovitou stélku, ktera se Casto bohaté vétvi.
Stélka neni upevnéna k podkladu pomoci rhizinti. Tuto funkci nahrazuji prichytné
terc¢iky, kterymi stélka zpravidla v jednom misté pririista a kolem néj ziretelné odstava.
Dutohlavky s dvoutvarou stélkou maji vyvinutou spodni korovitou, Supinkatou az
lupenitou c¢ast nazyvanou prizemni stélkové Supiny a vzprimenou horni cast
nazyvanou kminky neboli podetia (Svrcek, 1976). Do rodu Cladonia, ktery vynika
vysokou mnohotvarnosti a proménlivosti druhtli spada nejvétsi pocet plidnich lisejnikt

(Balaban, 1960).

Dutohlavky dominuji v borealnich lesich a arktické tundre. V severnich oblastech tvori
vyznamnou slozku potravy sobd (Cladonia rangiferina) a vyuziti nasly také ve
farmaceutickém primyslu (Cladonia stellaris). U dutohlavek bylo identifikovano vice

nez 60 sekundarnich metabolitd (Ahti et al., 2013).

Pro urcovani dutohlavek jsou vyznamné mikroskopické morfologické a anatomické
znaky stélky, které jsou patrné za pomoci stereolupy a mikroskopu. K identifikaci
urcitych druht se vyuzivaji liSejnikové latky obsaZené v jejich stélkach. Nékteré
sekundarni metabolity jsou druhové specifické a patii mezi nejlepsi rozliSovaci znaky
(Svrcek, 1976). Dutohlavky miizeme délit podle typu stélky nebo dle barvy plodnic na
cervenoplodé a hnédoplodé (Ahti et al.,, 2013).

Star$i prace uvadéji na izemi Ceské republiky nejcast&jsi vyskyt Cladonia rangiferina
(dutohlavky sobi), Cladonia arbuscula (dutohlavky lesni), Cladonia fimbriata
(dutohlavky tiasnité), Cladonia coccifera (dutohlavky cervcové) a Cladonia pyxidata
(dutohlavky pohdarkaté) (Balaban, 1960). Zalezi vSak na typu biotopu, v némz
dutohlavky hledame. V soucasnosti jsou v béZném lesnim biotopu (Lesni kultury
s nepivodnimi drevinami) nejbéznéjSi Cladonia digitata (dutohlavka prstovitd),
Cladonia coniocraea (dutohlavka Sidlovita) a Cladonia fimbriata (dutohlavka trasnita).
Kerickovité dutohlavky jsou mnohem vzacnéjsi a jejich masivnéjsi vyskyt je omezen na

chranéné biotopy (NDOP, 2022).
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CLADONIA RANGIFERINA (dutohlavka sobi)
Popis:

Cladonia rangiferina je jednim z nejznamé;jsich a kdysi nejrozsirenéjsich druhi u nas.
Ketickovita stélka dutohlavky sobi se bohaté vétvi a dosahuje vysky 5-15 cm. Hlavni
vétvicky jsou silné 0,7-1,5 mm a maji popelavé Sedé, modroSedé az béloSedé zbarveni
s nahnédlymi Spickami. Na koncich postrannich vétvicek se vzacné tvoii malj,
polokulovita, ¢ervenohnéda apothecia (Ahti et al., 2013). Plsobenim roztoku KOH se

vétvicky zbarvuji Zluté (Balaban, 1960).
Vyskyt:

Cladonia rangiferina je dobfe adaptovana na dlouhotrvajici sucha. Trvalé zamokieni
vSak nesnasi a nejlépe ji vyhovuje stfidani vlhka se suchem (Balaban, 1960).
Dutohlavka sobi se nejcastéji vyskytuje na suchych oslunénych stanovistich s pis€itymi,
kyselymi ptidami. Nejcastéji je v suchych borovych lesich, na viesovistich a pasekach

(Rabsteinek, 1987).
Obsah lisejnikovych latek:

Mezi lisSejnikové latky, které jsou obsaZeny ve stélce Cladonia rangiferina patti
atranorin a kyselina fumarprotocetrarova, v mensim méritku také kyselina ursolova a

neznamé mastné kyseliny (Ahti et al.,, 2013).

Mala polokulovita
/ hnéda apothecia

Kerickovité podetium

Sl Nahnédlé $picky

podetii

0,7 -1,5 mm =p 2

Obr. 9: Charakteristické znaky Cladonia rangiferina (dutohlavky sobi).
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CLADOINA ARBUSCULA agg. (dutohldavka lesni)
Popis:

Taxon Cladonia arbuscula predstavuje druhovy komplex tradi¢né rozdéleny na nékolik
poddruhti na zakladé morfologie stélky a obsahu sekundarnich metabolitii (Piercey-
Normore, 2010). Ma prima 5-15 cm vysoka a 0,1-0,2 cm silna podetia. Od Cladonia
rangiferina (dutohlavky sobi) se lisi predevsim barvou vétvi, které jsou slamové Zluté,
Zlutozelené az Sedozelené. Koncové vétévky jsou jednostranné previslé a stejné barvy
jako hlavni vétve nebo slabé zahnédlé. Povrch vétvicek je hladky, matny a slabé
pavucinové plstnaty. Apothecia jsou mala, cervenohnéda az tmavohnéda na koncich

vzpiimenych vrcholovych vétvi (Balaban, 1960).
Vyskyt:

Cladonia arbuscula je velmi pﬁzpﬁsobivy druh vyskytujici se na kyselych ptidach

vV

raSelinistich, v suchych lesich i na kamenitych sutich (Rabsteinek, 1987).
Obsah lisejnikovych latek:

Dle obsahu liSejnikovych latek miizeme u Cladonia arbuscula rozlisit tri hlavni
chemotypy. Prvni typ obsahuje kyselinu usnovou, kyselinu izousnovou, kyselinu
psoromovou a kyselinu 2'-0-demethylpsoromovou. Druhy typ obsahuje kyselinu
usnovou, kyselinu izousnovou a kyselinu fumarprotocetrarovou. U tfetiho typu

nalezneme pouze kyselinu usnovou a kyselinu izousnovou (Ahti et al.,, 2013).

o Zlutozelené az
0,1-0,2 cm silna . Sedozelené podetium

podetia \ J \
m/ s

Pi= g
@w \\\ ﬁﬁ%w

A ') @\5\

Koncové vetevky
jednostranné previslé

Obr. 10: Charakteristické znaky Cladonia arbuscula agg. (dutohlavky lesnti).
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CLADONIA PYXIDATA (dutohlavka poharkata)
Popis:

Hlavnim odliSovacim znakem Cladonia pyxidata je tvar podetii, které jsou kratké a
Siroce rozeviené (Kotelko, 2010). Ptizemni stélka Cladonia pyxidata je drobné
Supinata, Sedava, Sedozelena aZ hnéd3, na spodni ¢asti mliZe byt bélava. Je dosti tuh3,
vystoupava nebo pritiskla k podkladu. Podetia jsou 1-4 cm vysokd, Sedozelena nékdy
olivové zelena ¢i bélava, ridce Supinatd, nebo Uplné bez Supin. Podetia se smérem
vzhiliru rozsiruji v pravidelné, hluboké, blanou uzavirené poharky s jednoduchym nebo
vroubkovanym okrajem. Na okraji poharkl jsou svétle hnédd az tmavohnéda

apothecia, ktera jsou bud’ ptisedla, nebo maji kratkou stopku (Rabsteinek, 1987).
Vyskyt:

Cladonia pyxidata obyva stiedné az silné kyselé mineralni pidy, dale skalni oblasti
pokryté mechem, travni porosty nebo dalni¢ni naspy tvorené clovékem (Ahti et al.,

2013). Typicky se vyskytuje na oslunénych chudych ptidach (Balaban, 1960).
Obsah lisejnikovych latek:

Ve stélce je obsaZena kyselina fumarprotocetrarova, kyselina hypoprotocetrarova a
kyselina quaesitova. Ziridka miiZe obsahovat stopy atranorinu a neznamych mastnych

kyselin (Ahti et al., 2013).

Na okraji poharkl
hnéda apothecia

<+« Vroubkovany okraj

Podetia se rozsiruji
v hluboké poharky

Sedozelend aZ olivové

zelend podetia Podetia mohou byt

Iidce Supinata

Obr. 11: Charakteristické znaky Cladonia pyxidata (dutohlavky poharkaté).
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CLADONIA COCCIFERA agg. (dutohlavka cervcova)

Popis:

Cladonia coccifera agg. je skupina obsahujici dvanact morfologicky velice podobnych
druhii (Stenroos, 1989). Prizemni stélka Cladonia coccifera je lalo¢nata, pokryta rizné
velkymi vroubkovanymi Supinami Sedé nebo Zlutozelené barvy. Spodni strana stélky
je svétla, bélozluta. Podetium je vysoké az 5 cm a v dolni casti Siroké az 0,5 cm, Zluté,
Sedozelené az Sedé barvy. Povrchova kiira stélky miize byt bradavicnata, s hrubé
zrnitymi sorediemi nebos Supinkami (Rabsteinek, 1987). Apothecia jsou velk3,

napadna a Cervena (Ahti et al., 2013).
Vyskyt:

Vyskytuje se hojné v jehli¢natych lesich od niZin po horské oblasti. Roste predevsim na
svézich humoznich nebo piscitych ptidach. Dale osidluje vlhéi skdly a parezy. Netvori

trsy ani polstare, ale roste samostatné nebo v mensich skupinach (Balaban, 1960).
Obsah lisejnikovych latek:

U skupiny Cladonia coccifera se miizeme setkat spomérné velkym mnozstvim
sekundarnich metabolit{. Kyselina usnovéa a zeorin jsou ve stélce obsaZeny vzdy. Casto
se vyskytuje také kyselina izousnova a porphyrilova. Existuji také chemotypy

s neidentifikovatelnymi terpenoidy a mastnymi kyselinami (Ahti et al., 2013).

Velka ¢ervena
apothecia

Povrchova stélka muze
byt bradavi¢nata

Obr. 12: Charakteristické znaky Cladonia coccifera agg. (dutohlavky ¢ervcohlavé).

23



CLADONIA FLOERKEANA (dutohlavka Floerkeova)

Popis:

Cladonia floerkeana ma malé Sedavé zelené Supiny, podetia bez poharki jsou vétSinou
valcovita, vysoka 1-3 cm. V horni ¢asti podetia vyristaji z jednoho mista dvé az tri
postranni vétve. Kilira podetii je hladka zrnité sorediézni. Na konci podetii se nachazeji

Sarlatové Cervena, polokulovita apothecia (Kremer, 1998).
Vyskyt:

Jedna se o kratkovékou dutohlavku kolonizujici jako pionyrsky druh nedavno
obnaZena stanovisté (Cooper, 2001). Nalezneme ji na kyselych, huméznich
stanovistich (Kremer, 1998), parezech, starém drevé, v raseliniStich, viesovistich i na

piscitych ptidach (Svrcek, 1976).
Obsah liSejnikovych latek:

Dle obsahu sekundarnich metaboliti se u Cladonia floerkeana odliSuji dva hlavni
chemotypy. Prvni typ obsahuje kyselinu barbatovou a kyselinu dydimovou. Druhy typ
obsahuje kyselinu thamnolovou a kyselinu dydimovou (Ahti et al., 2013).

Sarlatové ¢ervena
olokulovita apothecia

/p

2-3 postranni vétve
v horni ¢asti podetia

\ Podetia bez poharka

Sedavé zelené Supiny

Obr. 13: Charakteristické znaky Cladonia floerkeana (dutohlavky Floerkeovy).

24



CLADONIA SULPHURINA (dutohlavka sirova)

Popis:

Cladonia sulphurina ma prodlouZena 3-5 cm dlouha podetia. Na povrchu stélky jsou
malé az stiedné velké Supiny, které jsou ve spodni ¢asti bilé a v horni ¢asti Sedozelené.
Podetia jsou v horni ¢asti rizkovitd nebo Uzce poharkovita az roztrhana. Apothecia
jsou Cervena (Kremer, 1998) a vyvijeji se na hornim okraji nepravidelné tvarovanych
podetii (Ott, 1993). Sterilni podetia jsou obtiZné rozlisitelna od sterilnich Zlutavych
druhti s hnédymi apothecii (Kremer, 1998).

Vyskyt:

Cladonia sulphurina ma dobfe vyvinuta rhizinova vlakna, ktera zpomaluji proces
vysychani (Ott, 1993). BéZné se vyskytuje na holé a odvodnéné raseliné, neporusenych
baZinatych pahorcich, shnilém dievé nebo v alpskych a alpinskych viresovistich (Ahti

etal., 2013).
Obsah liSejnikovych latek:

Mezi liSejnikové latky obsazené ve stélce Cladonia sulphurina spada kyselina

squamatova a mastné kyseliny (Ahti et al., 2013).

Podetia v horni ¢asti
ruzkovita az roztrhana

Malé az stredné
velké Supiny

Prodlouzena 3-5 cm
dlouha podetia

Obr. 14: Charakteristické znaky Cladonia sulphurina (dutohlavky sirové).
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CLADONIA FIMBRIATA (dutohlavKa tiasnita)

Popis:

Cladonia fimbriata ma Sedozelenou aZ olivové zelenou stélku svelmi pevnymi,
drobnymi, okrouhlymi Supinami. Podetium dorista vysky 10-40 mm. Spodni cast
podetii je kryta kiirou, horni ¢ast je ukoncena nepravidelnymi poharky s tidsnitym
okrajem. Na okrajich poharki jsou husté umisténa hnédé zbarvena apothecia. Cela

plocha podetia je moucnaté sorediozni (Rabsteinek, 1987).
Vyskyt:

Cladonia fimbriata je velice adaptabilni druh (RabSteinek, 1987). Je jednim z nejCastéji
se vyskytujicich druhi dutohlavek, rostouci od nizZin az po horské oblasti. Roste ve
svétlych lesich na huméznich ptidach, na viesovistich a raselinistich. Vyjimkou neni ani

vyskyt na mechovitych skalach ¢i ztrouchnivélych parezech (Balaban, 1960).
Obsah liSejnikovych latek:

Ve stélce Cladonia fimbriata je obsaZena Kyselina fumarprotocetrarova a atranorin

(Ahti et al., 2013).

Nepravidelné poharky
‘*a"'“‘ & s tiasnitym okrajem

'\Sedozelené az olivové
zelena stélka

Spodni ¢ast podetii je
kryta klirou

Obr. 15: Charakteristické znaky Cladonia fimbriata (dutohlavka trasnita).
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CLADONIA SQUAMOSA (dutohlavka Supinata)

Popis:

Charakteristickym znakem Cladonia squamosa jsou 2-7 mm dlouhé a 0,5-1 mm Siroké,
nepravidelné délené, prizemni stélkové Supiny. Supiny maji zelené, Sedozelené az
olivové zelené zbarveni. Podetia pfim4, duté valcovita, vysoka 1,5-10 cm a silna 0,1-
0,8 mm. Zbarveni podetii je Sedé aZ Sedozelené. Na konci kratkych vétévek se nachazeji

otevrena svétle az tmavé hnéda apothecia (Kremer, 1998).
Vyskyt:

Cladonia squamosa roste na skalnich stanovisStich, starych parezech nebo na bazi

kment (Rabsteinek, 1987). Velmi casto se vyskytuje od niZin do hor (Kremer, 1998).
Obsah liSejnikovych latek:

Dle obsahu sekundarnich metabolitli Cladonia squamosa vytvari dva hlavni chemotypy.
Prvni typ obsahuje kyselinu squamatovou, kyselinu barbatovou a neznamé terpenoidy.
Druhy typ obsahuje Kkyselinu tamnolovou, Kkyselinu barbatovou, Kkyselinu

dekarboxytamnolovou a neznamé terpenoidy (Ahti et al., 2013).

: @ %}g .
PFimd podetia b .&‘* ,Jt" l,\js
vysoka 1,5-10 cm * =
~ e ol

ﬁe.\ 3 % ¥ Podetia silna 0,1-0,8 mm
% =

! \.

% Stélkové Supiny Sedozelené
az olivové zelené barvy

T

Obr. 16: Charakteristické znaky Cladonia squamosa (dutohlavky Supinaté).
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CLADONIA GRACILIS (dutohlavka §tihl4)

Popis:

Cladonia gracilis vytvari Stihla az 8 cm vysoka, malo vétvena podetia bez Supin.

Poharky na konci podetii jsou uzké nebo tuplné chybéji (Svréek, 1976). Okraj poharki

je lehce zubaty a vétSinou vybiha v tenké tizce poharkovité vétévky. Apothecia na okraji

poharkd jsou hnédé barvy, drobné az stredni velikosti (Rabsteinek, 1987).

Vyskyt:

Jedna se o velice rliznotvarny a proménlivy druh, ktery se vyskytuje od niZinnych

oblasti aZ po vysoké hory. Roste na surovém humusu v rozvolnénych svétlych lesich

(Rabsteinek, 1987). Nalézt ji miizeme také na piscitych ptidach nebo vresovistich

(Svrcek, 1976).

Obsah liSejnikovych latek:

Jedinou liSejnikovou latkou obsaZenou ve stélce Cladonia gracilis je Kyselina

fumarprotocetrarova (Ahti et al., 2013).

Podetia malo
vétvena, bez Supin

Stihla az 8 cm /

vysoka podetia

Okraj poharki

/ lehce zubaty

Okraje poharkt
hnédé

Obr. 17: Charakteristické znaky Cladonia gracilis (dutohlavky stihlé).
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CLADONIA BELLIDIFLORA (dutohlavka chudobkokvéta)

Popis:

Primarni stélka Cladonia bellidiflora je tvofena $edozelenymi $upinami. Zlutozelena
podetia dortstaji vysky 3-8 cm, jsou malo rozvétvena a netvoii poharky. Na povrchu
podetii byva naruSovana korova vrstva, husté prorostld vodorovné postavenymi
kratkymi Supinkami o velikosti 1-2 mm. Na vrcholcich podetii vyristaji syté ¢ervena

polokulovita apothecia velka az 3 mm (Ahti et al., 2013).
Vyskyt:

Cladonia bellidiflora se nejcastéji vyskytuje mezi mechy na horskych balvanitych

humusu v hlubokych vapencovych udolich nebo na raseliné (Kremer, 1998).
Obsah liSejnikovych latek:

Ve stélce velmi zridka chybi kyselina usnova, dale mize obsahovat Kyselinu
squamatovou, kyselinu rodokladoniovou a belidiflorin. Existuji také chemotypy

obsahujici kyselinu tamnolovou nebo fumarprotocetrarovou (Ahti et al., 2013).

)
$

Syté Cervend polokulovita
»~ apotecia velkd az 3 mm

Sedozelené supiny Sha Netvori poharky

¢ \

Zlutozelena podetia
vysoka 3-8 cm

Obr. 18: Charakteristické znaky Cladonia bellidiflora (dutohlavky chudobkokvété).
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1.5 Metoda tenkovrstvé chromatografie (TLC)

Chromatografie na tenké vrstvé patfi mezi nejrozsSirenéjSi separacni analytické a
preparac¢ni metody vyuZzivané v lékarstvi, biologii a chemii lipidi. Metoda TLC je

vhodna predevsim pro kvalitativni separace latek (Ranny, 1984).

Lichenologové pouzivaji  kidentifikaci liSejniki  rtizné metody, jednou
z nejvyuzivanéjSich metod je pravé chromatografie na tenké vrstvé. Tenkovrstva
chromatografie je citliva a relativné levna metoda, vyuZitelna v laboratofti se zakladnim
laboratornim vybavenim jako je digestor a bezpecné uloziSté chemikalii. Vyvijejici
systémy TLC jsou lidskému zdravi nebezpecné, a proto je zapotiebi diisledné pracovat
v rukavicich a pouzivat laboratorni plast. Metodu tenkovrstvé chromatografie neni

moZné provadét mimo laboratot (Orange, 2010).

Metoda tenkovrstvé chromatografie vyrazné zlepsila rychlost a jistotu rozpoznani
sekundarnich metabolitli obsazenych v liSejnicich (Schumm, 2016). Pro identifikaci
chemické latky je diilezité, aby testovany material byl jednotny. Pifitomnost jinych
druhli ve vzorku zpisobi kontaminaci, ktera vede k nespravnym zavértim a mylné

determinaci (Orange, 2010).

Vramci provadéni metody TLC pracujeme s mobilni a stacionarni fazi. Stacionarni
(nepohyblivou) fazi nazyvame sklenénou pripadné hlinikovou desku pokrytou vrstvou
silikagelu. Mobilni faze se v chromatografickém systému pohybuje. Pohyb umoziuji

riizna organicka rozpoustédla - systémy (Schneiderka, 2000).

Pro analyzu vzorki liSejniki se vyuziva nékolik typli organickych rozpoustédel, z nichz
kazdé ukazuje jiné vysledky. Mezi zadkladni systémy patii systém A (Toluen, dioxan a
kyselina octova v poméru 180:14:5), systém B (Hexan, metyl 3-butyl éter a kyselina
mravenci v poméru 140:72:18), systém C (Toluen a kyselina octova v poméru 170:30)
a systém G (Toluen, etyl acetdt a kyselina mraven¢i v poméru 139:83:8). Krom
zakladnich systémi existuji jesté systémy specializované. Pro pocatecni analyzu se
vyuziva systém C nebo systém G. Za ucelem hrubého rozliSeni jednotlivych latek
vétSinou staci vyuzit jeden systém rozpoustédel. Pro podrobnéjsi analyzu je vhodné
vyuzit systémi vice, protoZe jeden systém nemusi oddélit vSsechny slouceniny, které

jsou ve vzorku obsazZeny (Orange, 2010).
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Tabulka 1: Specializované systémy vyuZivané pro TLC (Orange, 2010).

Systém Slozeni Pomér
E Cyklohexan, ethyl acetat 75: 25
EA Diethyl éter / kyselina octova 100: 1
EH Diethyl éter / hexan 90: 30
EHF Diethyl éter / hexan / kyselina mravenci 300: 100: 3
F Ethyl acetat / cyklohexan 1:1
H Cyklohexan / chloroform / methylethylketon 60: 30: 40
HEF Hexan / ethyl acetat / kyselina mravendi 139:83: 8
J Dichlormethan / aceton 4:1
OH Ethyl acetat / methanol / amoniak 75:20:5

1. 5. 1. Princip TLC

Za pomoci acetonu se ze stélky liSejniku vyextrahuji sekundarni metabolity. Ziskany
extrakt nanasime tenkymi kapildrami na sklenénou pripadné hlinikovou desku se
silikagelem, kterou nasledné vloZime do vyvijejici komory s vhodnym organickym
rozpoustédlem. Ve vyvijejici komore dochazi ke vzlindni organického rozpoustédla
spole¢né s latkami obsazenymi v liSejniku. Po vyjmuti desky z vyvijejici komory,
muliZeme pozorovat stopy metabolitd v podobé skvrn, které jsou na desce umistény

charakteristickym zptisobem. Vysledné skvrny oznacime (Orange, 2010).

Pro identifikaci pozorované skvrny je zapotrebi vypocitat retencni faktor (Rf). Hodnoty
Rf se Casto liSi az 0 5 %. Nékteré liSejnikové latky maji stejnou hodnotu Rf. Abychom
latky s totoZznou hodnotou reten¢niho faktoru odlisili, je deska se vzorky také
pozorovana pod dlouhovinnym a kratkovinnym UV. Pro zji$téni pritomnosti mastnych

kyselin, které jsou bezbarvé, je deska potfena vodou. V piipadé obsahu mastné

31



kyseliny ve vzorku by se po aplikaci vody objevila nova skvrna. Na zavér je deska
potfena 10 % kyselinou sirovou a zahrata. Porovnanim ziskanych poznatki s databazi

zjistime, jaka liSejnikova latka je ve vzorku obsazena (Schumm, 2016).

Pro ovéreni spravnosti vypoctu se pouziva kontrolni vzorek neboli kontrola. Kontrolu
nanasime na tieti pozici od obou okrajl desky (stacionarni faze). Jako kontrolni latky

se nejcastéji pouzivaji kyselina norstiktova a atranorin (Orange, 2010).
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2 Metodika

2.1 Postup vyvolani desky se vzorky

Pouzila jsem nasledujici postup podle prace Orange, 2010.

1)

2)

3)

4)

5)

Priprava vzorki. Pomoci pinzety si do malych plastovych zkumavek pripravim

vzorky liSejnik.

Priprava vyvijejici komory. Roztok - systém C (170 ml toluenu + 30 ml
kyseliny octové) naliji do vyvijejici komory alespont 30 minut pred vloZenim
desky. Vyska hladiny roztoku je pribliZzné 10 mm. Vyvijejici komoru nasledné
priklopim vikem, aby se cely prostor nasytil vypary roztoku. Po celou dobu

pracuji v digestoii a pouzivam ochranné pomticky - plast a latexové rukavice.

Priprava stacionarni faze. Na skelnénou desku se silikagelem zakreslim okraje
(20 mm), poté oznacim a ocisluji startovni pozice vzorkd (15 mm od okraje
desky a 10 mm mezi vzorky). Na tfeti pozici od obou kraji desky oznacim

kontrolni vzorek. Ve stiedu desky si oznacim celo.

Pridani acetonu. Do pripravenych a ocislovanych vzorkl napipetuji pomoci
mikropipety 150 pl acetonu (vzorek nesmi plavat, hladina acetonu nesmi
presahnout troven zdZeni zkumavky). Pri pipetovanti je treba predejit, kontaktu
Spicky pipety se vzorky. Doslo by ke kontaminaci a znehodnoceni vzorka a

nasledné mylnym vysledkim.

Naneseni vzorku na startovni pozice. Takto pripravené vzorky nanasim
tenkymi kapildrami na startovni pozice. Pro kazdy vzorek musim pouzit vlastni
kapilaru, aby nedoslo ke kontaminaci. Vzorky nanasim po jedné kapce. Vice
kapek najednou by vytvorilo priliS velky krouzek a mohlo by dojit ke
kontaminaci se vzorky na sousednich pozicich. Idealni velikost krouzku je 5-6

mm v praméru. Na kazdou startovni pozici nanesu postupné 15 kapek vzorku.
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6) VloZeni desky do vyvijeci komory. Pfipravenou desku s nanesenymi vzorky
vlozim do vyvijejici komory, kde necham vzorky stoupat 30-60 minut (dokud

hladina vzlinani nepftibliZi oznacenému Celu).

7) Vyjmuti desky. Desku vyndam, poloZim na filtracni papir a vysusim v digestofi.

Deska nesmi byt citit po kyseliné octové.

8) Priprava trouby. Pripravim si troubu na vypékani. Troubu piedehieji na

110 °C.

9) Pozorovani na svétle. Vysusenou desku si prohlédnu a vyfotim zblizka pfti

normalnim svétle. Vzniklé skvrny oznac¢im tuzkou.

10) Pozorovani pod kratkovinnym UV. Nasadim si ochranné bryle (kratkovinné
UV svétlo poskozuje zrak), desku prohlédnu a vyfotim pod kratkovinnym

UV (254 nm), nové skvrny zakreslim vinovkou.

11) Pozorovani desky pod dlouhovinnym UV. Desku prohlédnu a vyfotim

pod dlouhovinnym UV (366 nm), nové skvrny zakreslim pireruSovanou ¢arou.

12) Aplikace vody. Pro zjiSténi pritomnosti mastnych kyselin opatrné strickou
poliji desku studenou vodou. Opét desku prohlédnu a vyfotim na

normalnim svétle. Nové vzniklé skvrny oznac¢im kiiZkem uvnitr.

13) Aplikace Kkyseliny sirové. Nasadim si silné rukavice a naliji si do kadinky
10 % kyselinu sirovou. Celou desku poté opatrné potiu kyselinou pomoci

Sirokého Stétce.
14) Vypékani v troubé. Ihned po aplikaci kyseliny vlozim desku do predehraté

trouby. Desku vypaluji zhruba 10 minut, dokud se zretelné neobjevi

vyvolané skvrny.
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15) Pozorovani na svétle. Desku znovu prohlédnu a vyfotim na dennim svétle

a neoznacené skvrny (nacervenalé terpenoidy) vysrafuji.
16) Pozorovani pod dlouhovinnym UV. Na zavér desku opét pozoruji pod

dlouhovinnym UV (366 nm) a pierusovanou c¢arou zakreslim pozice novych

skvrn.
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2.2 Urceni liSejnikovych latek
2. 2.1. Vypocet retencniho faktoru

Mame-li vyvolanou desku se vzorky miZeme pristoupit k urcovani liSejnikovych latek.
K identifikaci vzniklych skvrn je zapotiebi vypocitat reten¢ni faktor (Rf). Retencni
faktor je hodnota, o kterou zaostava analyt za rozpoustédlem a vypocitame ji

nasledujicim zpiisobem:

Celo
1) Zmérime vzddalenost skvrny od startovni
pozice, ¢imz ziskame vzdalenost A.
2) Zmérime vzdalenost Cela od startovni pozice, O
¢imZ ziskame vzdalenost B. B A
3) Ziskané hodnoty dosadime do nasledujiciho A
A
vzorce:Rf = B 100
(Orange, 2010) . ]
Startovni pozice

Obr. 19: Urceni Rf.

2. 2. 2. Vysledné urceni sekundarniho metabolitu
Pro vysledné urceni dané liSejnikové latky je zapotrebi:

— Hodnota Rf.
— Barva skvrny pod dlouhovinnym UV pred vypalenim.
— Barva skvrny po aplikaci kyseliny sirové a nasledném vypaleni.

— Barvu skvrny pod dlouhovinnym UV po vypaleni.

Mame-li vSechny hodnoty zaznamenany vysledny sekundarni metabolit dohledame

v databazi (Schumm, 2016).
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2.3 Tvorba Kklice

Na zakladé vysledki ziskanych pii provadéni metody tenkovrstvé chromatografie jsem
vytvorila kli¢ ke snaZ$i identifikaci morfologicky variabilnich druhli dutohlavek,

pomoci latek obsaZenych ve stélce liSejniku.

Postup tvorby Kklice

1) Nalezeni sekundarnich metabolit. Pomoci metody TLC jsem v laboratornich

podminkach nalezla jednotlivé sekundarni metabolity obsaZené ve vzorcich.

2) Urceni druhii dutohlavek. Na zikladé mikroskopickych morfologickych a
anatomickych znaki stélky a latek ve stélce obsazenych jsem urcila jednotlivé

druhy dutohlavek, z nichZ byly vzorky zhotoveny.

3) Sjednoceni vysledkii. Pomoci MS Excel a MS Word jsem vyhodnotila a
zpracovala vysledky, které jsem sjednotila je do tabulek obsaZenych v

kapitole 3 (Vysledky).

4) Finalni Kkli¢. Dutohlavky jsem utfidila do dvou skupin, na Cervenoplodé a
hnédoplodé. Nalezené sekundarni metabolity jsem seradila od nejvice se
vyskytujicich po nejméné se vyskytujici a na téchto podkladech vytvorila Klic.

Finalni podoba Kklice je obsaZena v priloze 2 této prace.

Kyselina C. coccifera
Hsnhova C. pleurota
Kyselina Kyselina C. sulphurina
ushova squamatova i .
d C. bellidiflora

Kyselina Kyselina Kyselina )

v . . , |=———— C. umbricola
usnova squamatova barbatova

Obr. 20: Ukazka klice.
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2.4 Priprava didaktickych pomiicek

V souladu s aktualné platnym ramcové vzdélavacim programem pro gymnazia a tématem
mé bakaldrské prace jsem vytvofila plakatky pro vyuku Zak( na stfednich skolach. Plakatky

jsou obsazeny v pfiloze €. 2.

Priprava:

1) Prostudovani aktualnich RVP pro gymnazia.
2) Reserse odborné dostupné literatury.
3) Tvorba obrdazk( za pomoci grafického tabletu a programu malovani.

4) Finalni zpracovani v MS Word.

Ucivo
stavba a funkce protist

BIOLOGIE HUB

Ocekavané vystupy

zik

> pozna a pojmenuje (s moZnym vyuzitim rdznych informaénich zdroji) vyznamné zastupce hub a lisejnika

[ 3 posoudi ekologicky, zdravotnicky a hospodarsky vyznam hub a lisejnikd

Ucivo
stavba a funkce hub
stavba a funkce lisejniki

Obr. 21: Vyrez RVP - biologie hub (edu.cz).

Moznost vyuziti plakatka:

- Vylepeni ve tfidé nebo na chodbé skoly.
- Vyuziti pti vyuce, v hodinach s tématem biologie hub.

-> Rozdifeni uciva v biologickém krouzku.
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3 Vysledky

3.1 Identifikované druhy liSejnikt

Béhem prace vlaboratofi jsem zhotovila 82 vzorki, na kterych byla nasledné
provedena metoda TLC chromatografie pro zjisténi pritomnosti sekundarnich
metabolitli. Dle vzhledu a obsahu liSejnikovych latek ve stélce jsem posléze urcovala

vysledny druhu lisejniku, z néjz byl dany vzorek zhotoven.

V celkovém poctu 82 vzorki jsem identifikovala 24 druht liSejnik(. Nalezené druhy,
které se vyskytovali ve vice vzorcich shrnuji i s pocty vzorkd, v nichZ byly obsazeny v

tabulce ¢. 2.

Tabulka 2: Nej¢astéji nalezené druhy cladonii.

Latinsky nazev Cesky nazev Pocet vzorki
Cladonia arbuscula dutohlavka lesni 4
Cladonia bellidiflora dutohlavka chudobkokvéta 7
Cladonia borealis dutohlavka severni 5
Cladonia cervicornis dutohlavka rohovita 4
Cladonia floerkeana dutohlavka floerkeova 3
Cladonia furcata dutohlavka rozsochata 3
Cladonia gracilis dutohlavka stihla 6
Cladonia grayi dutohlavka Grayova 4
Cladonia macroceras dutohlavka statna 2
Cladonia macrophylla dutohlavka velkolupenna 4
Cladonia merochlorophaea - 3
Cladonia ochrochlora dutohlavka okrozelena 3
Cladonia pleurota dutohlavka kiidlovita 2
Cladonia rangiferina dutohlavka sobi 2
Cladonia squamosa dutohlavka Supinata 9
Cladonia sulphurina dutohlavka sirova 5
Cladonia uncialis dutohlavka hvézdovita 3
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Dale jsem identifikovala nasledujici druhy: Cladonia cenotea (dutohlavka dutonoha),
Cladonia coccifera (dutohlavka ¢ervcova), Cladonia mitis (nema cesky nazev), Cladonia
polydactyla (dutohlavka mnohoprsta), Cladonia pyxidata (dutohlavka poharkata),
Cladonia stygia (dutohlavka temnd) a Cladonia umbricola (nema cesky nazev). Kazdy

z téchto sedmi druht byl identifikovan pouze po jednom vzorku.

3.2 Nalezené lisejnikové latky

V82 zhotovenych vzorcich jsem identifikovala 13 sekundarnich metaboliti. U
cervenoplodych dutohlavek byla nejcastéji se vyskytujici liSejnikovou latkou kyselina
usnova, kterou jsem identifikovala u Sesti druhti. Mezi hnédoplodymi dutohlavkami se
nejcastéji vyskytovala kyselina fumarprotocetrarova, kterou jsem identifikovala u
dvanacti druht. LiSejnikovymi latkami identifikovanymi pouze u jediného druhu jsou
kyselina grayanova (Cladonia grayi), kyselina merochlorophaeova (Cladonia
merochlorophaea), kKyselina psoromova (Cladonia macrophylla), kyselina rangiformova

(Cladonia macrophylla) a kyselina stiktova (Cladonia mitis).

NejpocetnéjsSim druhem byla Cladonia squamosa (dutohlavka Supinata), ze které bylo
zhotoveno 9 vzorkil. U 8 vzorkl jsem ve stélce identifikovala kyselinu squamatovou.

V 6 vzorcich kyselinu barbatovou a u jediného vzorku kyselinu fumarprotocetrarovou.

OBSAH LISEJNiIKOVYCH LATEK U
CLADONIA SQUAMOSA

E Kys. squamatovd = Kys. barbatova Kys. fumarprotocetrarova

Pocet vzorka

LiSejnikova latka

Obrazek 22: Obsah lisejnikovych latek ve vzorcich Cladonia squamosa.
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Cladonia bellidiflora (dutohlavka chudobkokvéta) byla identifikovana v sedmi
vzorcich. LiSejnikovymi latkami nalezenymi ve stélce jsou kyselina usnova a kyselina
squamatova, kyselina fumarprotocetrarova a kyselina tamnolova. V péti vzorcich byla
obsaZena Kkyselina usnova, ve tiech vzorcich kyselina squamatova a v jediném vzorku

kyselina fumarprotocetrarova a kyselina tamnolova.

OBSAH LISEJNiIKOVYCH LATEK U CLADONIA
BELLIDIFLORA

E Kys. squamatova  #Kys. usnova = Kys. fumarprotocetrarova Kys. tamnolova

Pocet vzorku
o [ N w H (95 [e)] ~

LiSejnikova latka
Obrazek 23: Obsah lisejnikovych latek ve vzorcich Cladonia bellidiflora.

Tretim nejpocetnéjSim druhem, pozorovanym v 6 vzorcich byla Cladonia gracilis
(dutohlavka stihla), kterda méla ve stélce obsazenu pouze kyselinu fumar-

protocetrarovou, kterou jsem nalezla ve vSech vzorcich.

OBSAH LISEJNiIKOVYCH LATEK U CLADONIA
GRACILIS

& Kys. fumarprotocetrarova

Pocet vzorku
o =N w H [9,] [e)]

LiSejnikova latka

Obrazek 24: Obsah lisejnikovych latek ve vzorcich Cladonia gracilis.
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Kyselina fumarprotocetrarova, jako jediny sekundarni metabolit byla nalezena také u
dalsich ctyr lisejnikl: Cladonia cervicornis (dutohlavka rohovitd), Cladonia furcata
(dutohlavka rozsochata), Cladonia macroceras (dutohlavka statna) a Cladonia

ochrochlora (dutohlavka okrozelena).

Zjisténé lisejnikové latky u jednotlivych druhii Cladonia shrnuji v tabulce €. 3.

Tabulka 3: ZjiSténé sekundarni metabolity.

Latinsky nazev Cesky nazev Sekundarni metabolity
kys. fumarprotocetrarova
Cladonia arbuscula dutohlavka lesn{
kys. usnova
kys. squamatova
Kkys. usnova
Cladonia bellidiflora dutohlavka chudobkokvéta ]
kys. fumarprotocetrarova
kys. tamnolova
kys. barbatova
Cladonia borealis dutohlavka severni
kys. usnova
Cladonia cenotea dutohlavka dutonoha kys. squamatova
Cladonia cervicornis dutohlavka rohovita kys. fumarprotocetrarova
Cladonia coccifera dutohlavka Cervcova kys. usnova
kys. tamnolova
Cladonia floerkeana dutohlavka Floerkeova
kys. barbatova
Cladonia furcata dutohlavka rozsochata kys. fumarprotocetrarova
kys. fumarprotocetrarova
Cladonia gracilis dutohlavka stihla
kys. usnova
kys. fumarprotocetrarova
Kys. grayanova
Cladonia grayi dutohlavka Grayova
Kys. usnova?
neznama mastna kyselina
Cladonia macroceras dutohlavka statna kys. fumarprotocetrarova
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Cladonia macrophylla

dutohlavka velkolupenna

kys. rangiformova

Kys. psoromova

Cladonia merochlorophaea

Kys. merochlorophaeova

kys. fumarprotocetrarova

kys. homosekikaiova

kys. usnova

Cladonia mitis

Kkys. fumarprotocetrarova

Kkys. stitkova

Cladonia ochrochlora

dutohlavka okrozelena

kys. fumarprotocetrarova

Cladonia pleurota

dutohlavka kridlovita

Kkys. usnova

Cladonia polydactyla

dutohlavka mnohoprsta

kys. tamnolova

Cladonia pyxidata

dutohlavka poharkata

kys. fumarprotocetrarova

kys. homosekikaiova

atranorin

Cladonia rangiferina

dutohlavka sobi

kys. fumarprotocetrarova

atranorin

Cladonia squamosa

dutohlavka Supinata

kys. fumarprotocetrarova?

kys. barbatova

kys. squamatova

Cladonia stygia

dutohlavka temna

kys. fumarprotocetrarova

atranorin

Cladonia sulphurina

dutohlavka sirova

kys. usnova

kys. squamatova

Cladonia umbricola

kys. barbatova

kys. squamatova

kys. usnova

Cladonia uncialis

dutohlavka hvézdovita

kys. squamatova

kys. usnova
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4 Diskuse

Pfi porovnavani vysledki mé bakalaiské prace s odbornou literaturou, kterou jsem
citovala vreSerSni casti této prace, jsem zjistila nékteré zajimavé poznatky. U
devatenacti druhi liSejnikGi jsem byla sndalezy liSejnikovych latek ve shodé
sodbornymi publikacemi zabyvajicimi se chemotypy dutohlavek a metodou

tenkovrstvé chromatografie. U péti druhii jsem pozorovala nasledujici odliSnosti.

Pomérné velkou variabilitu sekundarnich metaboliti jsem zaznamenala u Cladonia
bellidiflora (dutohlavka chudobkokvéta). V celkem sedmi vzorcich jsem naSla ctyri
sekundarni metabolity. Kyselina usnova byla obsaZena v péti vzorcich, z nichz ve tfech
vzorcich spolecné s kyselinou squamatovou a ve dvou vzorcich byla obsaZena
samostatné jako jediny sekundarni metabolit. Jeden vzorek obsahoval pouze kyselinu
squamatovou. Jeden vzorek obsahoval kyselinu fumarprotocetrarovou a kyselinu
tamnolovou. Ahti et al. (2013) zaznamenal, Ze Cladonia bellidiflora obsahuje kyselinu
usnovou, ktera chybi pouze vzacné a dale miZe obsahovat kyselinu squamatovou,
kyselinu rodokladoniovou ¢i belidiflorin. Mohou vSak také existovat chemotypy
s kyselinou fumarprotocetrarovou a kyselinou tamnolovou. U jednoho vzorku jsem
pravdépodobné narazila na tento chemotyp. Kyselinu rodokladoniovou ani belidiflorin

jsem nezaznamenala u Zadného vzorku.

Cladonia sulphurina (dutohlavka sirova) a Cladonia deformis (dutohlavka znetvorena)
jsou morfologicky obtiZné rozpoznatelné. K identifikaci velmi pomiiZe dlouhovinné UV,
pod kterym Cladonia sulphurina sviti bile zatimco Cladonia deformis nesviti. Dal$im
rozliSovacim znakem je pritomnost zeorinu ve stélce liSejniku. Cladonia deformis
zeorin obsahuje a Cladonia sulphurina nikoliv. Pozorovala jsem vsak jeden vzorek
Cladonia sulphurina, ktery pod dlouhovinnym UV nesvitil, protoZe pravdépodobné
obsahoval nizké mnoZstvi kyseliny usnové. Metoda TLC vSak predpoklad, Ze se jedna o

vzorek Cladona deformis vyvratila, protoZe ve stélce nebyl obsaZen zeorin.

Zajimavy jev jsem pozorovala u druhu Cladonia uncialis (dutohlavka hvézdovita), ktery
jsem urcovala trikrat. Dle prace (Ahti et al., 2013) obsahuje Cladonia uncialis ve stélce
Kyselinu usnovou, ktera vzacné chybi a obcas mize obsahovat kyselinu squamatovou.
Ja jsem vsak Kyselinu usnovou pozorovala pouze u jediného vzorku. U dvou vzorki

jsem zaznamenala jen kyselinu squamatovou.
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U dvou vzorkil jsem narazila na latku, ktera pro dany druh neni v odborné literature
zaznamenana. Jednalo se o vzorek Cladonia squamosa (dutohlavka Supinata) a Cladonia
grayi (dutohlavka Grayova). Cladonia squamosa se vyskytuje ve dvou hlavnich
chemotypech. Prvni chemotyp obsahuje kyselinu squamatovou, kyselinu barbatovou a
nezndmé terpenoidy. Druhy chemotyp obsahuje Kkyselinu tamnolovou, kyselinu
barbatovou, kyselinu dekarboxytamnolovou a neznamé terpenoidy. Anijeden z téchto
chemotyptli neobsahuje kyselinu fumarprotocetrarovou. Ja jsem vSak u jednoho z deviti
vzorkli kyselinu fumarprotocetrarovou pozorovala. Pravdépodobné tedy doslo
kontaktu dvou lisejniki a tim ke kontaminaci a vzorku a faleSnym vysledkiim. Stejna
situace nastala u Cladonia grayi, kdy jsem u jednoho ze ¢ty vzorki objevila kyselinu
usnovou, ktera taktéZ neni v odborné literatufe zaznamenana. Tyto latky jsou v tabulce

C. 3 (Zjisténé sekundarni metabolity) oznaceny otaznikem.

Jednou z nejcastéji se vyskytujicich dutohlavek na dzemi ceské republiky je Cladonia
fimbriata  (dutohldvka trasnitd), vjejiz stélce byva obsaZzena kyselina
fumarprotocetrarova a atranorin. Tuto dutohlavku jsem vSak pri provadéni
tenkovrstvé chromatografie a porovnavani anatomickych a morfologickych znaka
neidentifikovala. Stejné liSejnikové latky (kyselina fumarprotocetrarova a atranorin)
jsou obsazeny také ve stélce Cladonia rangiferina (dutohlavka sobi) a Cladonia stygia
(dutohlavka temna). Cladonia rangiferina je velmi znamy druhu, ktery v minulosti
spadal mezi nejroziifenéjsi druhy CR. Dnes patfi mezi druhy blizké ohroZeni. Mezi
sekundarni metabolity obsaZené ve stélce Cladonia rangiferina spada kyselina
fumarprotocetrarova a atranorin, které chybi jen velice zfidka. Obcas miiZe byt
obsazZena také kyselina ursolova ¢i nezndmé mastné kyseliny. Pfi provadéni metody
tenkovrstvé chromatografie jsem narazila na tfi vzorky obsahujici pouze kyselinu
fumarprotocetrarovou a atranorin, na zakladé anatomickych a morfologickych znakl
stélky lisSejniku jsem dva druhy identifikovala jako Cladonia rangiferina a jeden druh

jako Cladonia stygia.

Pomérné vzacnéji se na uzemi CR vyskytuje Cladonia macrophylla (dutohlavka
velkolupenna), jejiZ vyskyt je omezen na horské oblasti. Ve stélce Cladonia macrophylla
je vzdy pritomna Kkyselina psoromova a Kkyselina rangiformova, ale mize také

obsahovat kyselinu norrangiformovou. Cladonia macrophylla jsem identifikovala ve
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Ctyrech vzorcich, znichZ vSechny obsahovali kyselinu psoromovou a kyselinu

rangiformovou.

Pti zpracovavani vysledki jsem narazila na jednu skvrnu (liSejnikovou latku), kterou
jsem nedokazala identifikovat. Vyskytovala se u vice vzorkid. Hodnota reten¢niho
faktoru této skvrny byla 62. Po vyjmuti z vyvijeci komory se skvrna jevila jako lehce
nazloutla, pri pozorovani pod kratkovinnym UV pred vypalenim jako Cerna a pri
pozorovani pod dlouhovinnym UV pred vypalenim nebyla vidét. Po aplikaci vody
nevytvorila novou skvrnu, nejedna se tedy o masnou kyselinu. Po aplikaci kyseliny
sirové a nasledném vypaleni neméla nacCervenalé zbarveni, pravdépodobné se tedy
nejednd ani o druh terpenoidu. JelikoZz takovéto vlastnosti nemél zadny
ze sekundarnich metabolitl typicky se vyskytujicich ve stélkach lisejniki, u nichZ byla

tako skvrna pozorovana, nepodarilo se mi skvrnu identifikovat.
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Zaver

Prvni ¢ast bakalarské pace je vénovana obecné charakteristice liSejnikii s podrobnym
zamérenim na rod Cladonia, dale liSejnikovym latkam a chromatografii na tenké vrstveé.
Okrajové je zde zminéna charakteristika Vysokych Sudet, jakozto mista ptvodu

herbarovych poloZek, které byly vyuzity pro praktickou ¢ast této prace.

Druha cast prace je zamérena na podrobny popis metody tenkovrstvé chromatografie,
od vyvolani desky se vzorky pres vypocet retencniho faktoru, po vysledné urceni
sekundarniho metabolitu. Dale je zde zminén postup tvorby plakatka s liSejnikovou

tématikou a pracovnich listli pro didaktické ucely.

Sekundarni metabolity zaujimaji, mimo jiné, vyznamnou roli v taxonomii lisejniki.
Jejich obsah ve stélkach morfologicky variabilnich liSejniki 1ze relativné snadno zjistit
pomoci chromatografie na tenké vrstvé a zakladniho laboratorniho vybaveni. Jednim
z cilli této prace bylo vytvorit Kli¢, ktery pomize ke snazsi identifikaci nékterych druhti

dutohlavek na zakladé obsahu lisejnikovych latek v jejich stélkach.

Vystupem této prace je kli¢ k urcovani druhti dutohlavek nalezenych p¥i psani této
prace a didaktické pomiticky (vyukové plakatky a pracovni list), které mohou slouzit

zakltm zakladnich a stfednich Skol k lepSimu pochopeni problematiky liSejniki.

Na bakalarskou praci je mozné navazat studiem dalSich druhti dutohlavek a rozsirit tak

urcovaci kli¢ o dalsi druhy.
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Prilohy

Priloha 1: Fotografie desek se vzorky

Deska po vyjmuti z vyvijeci komory

Obr. 25: Deska po vyjmuti z vyvijeci komory.

8C LT 9C ST V¢ €T ?¢ 1¢ 0T 61 8T L1 91 ST

& =

Dlouhovinné UV pited vypalenim

1a b(K)1c 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12(K)13 14

Obr. 26: Deska pod dlouhovinnym UV pred aplikaci kyseliny a vypalenim.
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Obr. 27: Deska pod kratkovinnym UV pred aplikaci kyseliny a vypalenim.
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Obr. 28: Deska po aplikaci vody.
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Obr. 29: Deska po aplikaci kyseliny sirové a nasledném vypaleni.
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Obr. 30: Deska pod dlouhovinnym UV po aplikaci kyseliny a vypaleni.
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Priloha 2: Kli¢ k ur¢ovani dutohlavek

55

CERVENOPLODE DUTOHLAVKY
Kyselina
usnova g
Kyselina Kyselina
usnova squamatova -
Kyselina Kyselina Kyselina R
usnova squamatova barbatova -
Kyselina . Kyselina
usnova " barbatova
Kyselina R
tamnolova g
Kyselina R Kyselina R
tamnolova barbatova

C. coccifera

C. pleurota

C. sulphurina

C. bellidiflora

C. umbricola

» C. borealis

C. polydactyla

C. floerkeana



HNEDOPLODE DUTOHLAVKY

C. cervicornis

C. furcata
Kyselina -
fumarproto- > C. gracilis
cetrarova C. macroceras
C. ochrochlora
Spellie Kyselina
fumarproto- i » C. arbuscula
X usnova
cetrarova
Kyselina
fumarproto- Kyselina Kyselina > C. grayi
cetrarova usnova grayanova
Kyselina ] .
u Kyselina Kyselina
fumarproto- ) ., |— C. merochlorophaea
L usnova merochlorophaeova
cetrarova
Kyselina er .
Atranorin C. rangiferina
fumarproto- > ]
cetrarova C. stygia
Kyselin .
yselina Atranorin Kyselina .
fumarproto- L —— C. pyxidata
. homosekikaiova
cetrarova
Kyselina ]
Kyselina ..
e e s » C. mitis
cetrarova stitkova
Kyselina _ C. cenotea
squamatova C. uncialis
Kyselina Kyselina
Y . y . » C. squamosa
squamatova barbatova
Kyselin Kyselina
yselind ) y_ » C. macrophylla
psoromova rangiformov
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Priloha 3: Plakatky do vyuky a pracovni list

Ligejnﬂq ( chhenes) Podvojné organismy, zaujimajici

v rostlinné risi zvlastni postaveni.

LiSejnik je symbiotickym organismem sloZenym z houby (Fungi) a sinice (Cyanobacteria),
pripadné rasy. Houbového symbionta oznaCujeme jako mykobiont. Nejcastéji ho tvori
vireckovytrusna houba (Ascomycetes). U nékolika lisejnikovych rodl je mykobiontem houba
stopkovytrusna (Basidiomycota). Sinicového symbionta nazyvame fotobiont. Fotobionty jsou

u lisejnik sinice a zelené rasy (Chlorophyta) (Kremer, 1998)

4 3

Do symbi6zy dodava: Do symbidzy dodava:
e Vodu e Organické latky
e Mineralni latky (fotosyntéza)

e Chrani pfed vysychanim

(ot Y v s Télo je tvoieno
e (Chrani pred prehrivanim

stélkou (thallus).

Diky specifickému souZiti jsou liSejniky schopny existovat v extrémnich lokalitach,
v nichZ by ani jeden ze zicastnénych organismi izolované existovat nemohl.
Mezi extrémni lokality vyskytu liSejnikii mohou patfit: = Holé skaly

- Chudé pis¢ité pidy
Specifickou vlastnosti lisejniki je

- Horské oblasti
produkce sekundarnich metabolitt,

které by houba ani Ffasa nebyla ROZMNOZOVANI:

schopna samostatné vyrobit. Pln{ a) Pohlavni - pouze mykobiont

mnohé funkce a Casto také ovliviuji - apothecia

zbarvent liSejnikové stélky. b) Nepohlavni - fragmentace stélky

V Ceské republice se li$ejnikova fléra hojné vyskytuje v Krkonosich, kde miizeme nalézt vice
nez 200 rodd liSejnikd. NejpocetnéjSimi rody jsou: dutohlavka (Cladonia), misnicka

(Lecanora) a mapovnik (Rhizocarpon).
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Télo je tvoteno stélkou (thallus), jejiz vzhled je urc¢en hyfami houby (mykobiontem).

RozliSujeme tfi typy stélky:

1) Korovita 2) Lupenita 3) Kerickovita
(Mapovnik zemépisny) (Tercovka bublinata) (Dutohlavka sobi)

Stavba stélky liSejniku:

- = Svrchni korova vrstva

- = Rasova/sinicova vrstva

-—> Drenlova vrstva

- = Spodni korova vrstva

- = Prichytna vlakna

Vyznam lisejnikii:

POTRAVAPRO | [ N\ ™\
FIVOCICHY BIOINDIKACE
CISTOTY OVZDUSI PRIMARNI
- Sob, housenky KOLONIZATORI
J - LiSejniky jsou citlivé
na oxidy siry, dusiku i - Osidlovani extrémnich
[ PRODUKCE \ k tézké kovy ) stanovist
SEKUNDARNICH \ j
METABOLITU - ~
- Barviva PUDNI EROZE
>Létiva - Naru$ovani skalniho URCOVANI STARI
USAZENIN
k% Taxonomie j 9 podkladu y
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Se](undérr[i metabo]ity » Slozité chemické

slouceniny

Disledkem zvlastni anatomické stavby stélky liSejniku a zpisobu Zivota je odliSny latkovy a

energeticky metabolismus, jehoZ vysledkem jsou nejen obvyklé produkty latkové vymény

(napf. sacharidy), ale také specifické latky, které nazyvame liSejnikové latky neboli

sekundarni metabolity.

Vyznam:
e Barviva
e LécCebné ucely
e Antibiotické ucinky
e Ochrana pred UV
e Ochrana pted herbivory

e Taxonomie

Mezi nejznaméjsi liSejnikové latky patfi:

Kyselina usnova, atranorin, zeorin a

Kkyselina fumarprotocetrarova.

OH 0] 0]
H3zC
HsC
CHs
HO 0) OH
0 CHs

Vzorec kyseliny usnové

Pro zjiSténi pritomnosti obsahu liSejnikovych latek v lisejniku slouzi vice sofistikovanych

metod, mezi které patfi napriklad reakce stélky na dlouhovinné UV zareni, mikrokrystalizacni

testy nebo chromatografie. Pti praci s liSejniky vyuzivame dva zakladni typy chromatografie.

Tenkovrstvou chromatografii (TLC) a vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii

(HPLC).

Dlouhovinné UV po vypaleni

1a b 1c 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112(K)13 14

Metoda tenkovrstvé chromatografie (TLC)
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PRACOVNI LIST - LISEJNIKY

Jméno a piijment: Trida: Datum:

@ Vhodné dopliite do ndsledujiciho textu:
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PRACOVNI LIST - LISEJNIKY

Jméno a piijmenti: Trida: Datum:

@ Vhodné dopliite do ndsledujiciho textu:

LiSejnikje symbiotickym organismem, slozenymz houby a sinice p¥ipadné Fasy

Diky specifickému spojeni jsou lisejniky schopny osidlovat extrémni lokality

naptiklad holé skaly nebo  chudé pistité pidy

vlastnosti liseiniki je produkce Sekundarnich metabolitii

@ Vypiste alespori pét mozZnosti vyuZziti lisejnikii:

Potrava pro Zivocichy (soby, housenky)
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@ Popiste svymi slovy, jak funguje spoluprdce organismii v lisejniku:

Houbovita ¢ast (mykobiont) chrani fotobionta pied vysychanim a pirehrivanim a do

A -  SyrchniKkorova vrstva
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