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ANOTACE

NOSKOVA, A. Izolace vybranych sekunddrnich metabolitii ze stélek riiznych druhii
lisejnikii pomoci TLC. Hradec Kralové, 2023. Bakalarska prace na Prirodovédecké
fakulté Univerzity Hradec Kralové. Vedouci bakalarské prace RNDr. Josef Halda,

Ph.D.42s.

Bakalarska prace se zabyva studiem liSejnikovych latek nazyvanych sekundarni
metabolity. LiSejniky se vyznacCuji produkci velkého mnoZstvi sekundarnich
metabolitli, z nichZ vétsina je specifickd pouze pro tyto organismy. Prvni ¢ast prace
literarni resSerSe se zabyva popisem, stavbou arozdélenim liSejnik(i, dale pak
pojednava o sekundarnich metabolitech, jejich funkci a vyznamu jak pro ¢lovéka,
tak ipro ZivoCichy. Je zde popsdna také metoda chromatografie, jeji rozdéleni
a princip. V praktické ¢asti bakalarské prace jde o vyzkum obsahu sekundarnich
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tenkovrstvé chromatografie. V zavéru prace jsou pak uvedeny vysledky vyzkumu.
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ANNOTATION

NOSKOVA, A.Isolation of selected secondary metabolites from thalli of lichenized
fungi using the TLC method. Hradec Kralové, 2023. Bachelor Thesis at Faculty of
Science University of Hradec Kralové. Thesis Supervisor RNDr. Josef Halda, Ph.D.

42 p.

The bachelor thesis deals with the study of lichen substances called secondary
metabolites. Lichens are characterized by the production of alarge number of
secondary metabolites, most of which are specific only to these organisms. The first
part of the literary research work deals with the description, structure and division
of lichens, then discusses about secondary metabolites, their function and meaning,
both for humans and animals. The method of chromatography, its division and
principle are also described here. In the practical part of the bachelor's thesis, it
concerns the research of the content of secondary metabolites in the thallus of
various species of lichens, which were isolated using the thin-layer chromatography

method. At the end of the work, the results of the research are presented.
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Uvod

Zajima mé prace v laboratori, a proto meé zaujalo téma izolace lisejnikovych latek. Je
obecné znamo, Ze liSejniky tvori ekologickou skupinu a jejich stélku skladaji dva
nebo vice organismu. Symbidza, ¢astéji oznacovana jako mutalismus, predstavuje
spolupraci fylogeneticky velmi vzdalenych organismi (houba, sinice, fasa).
Vzajemna spoluprace vSech téchto prvki v lisejniku z néj tvori celkové velmi odolny
organismus, ktery umoziuje osidleni extrémnich stanovist od polarnich oblasti
po tropy. Jsou skvéle adaptovany na prostiredi s nedostatkem vody a bez obtizi snasi
sucho, horko i mraz. Proti nadmérné radiaci se napriklad chrani vytvarenim
specifickych latek oznacovanych jako liSejnikové latky, liSejnikové kyseliny nebo
obecné sekundarni metabolity. Jsou to biologicky aktivni latky zajiStujici liSejniktim
riazné vyhody a funkce. Slouzi napriklad jako ochrana proti byloZravcim a UV
zafeni, mnoho znich se vyznacuje farmakologickymi ucinky a jsou vyuZivany
kvyrobé 1éCiv nebo jinych podplrnych produkti. Dal$i jsou vyuzivany
v potravinarstvi, kosmetickém primyslu avzemédélstvi. Nejoceniovanéjsi
sekundarni metabolity jsou latky s antibiotickymi ucinky.
latkach a jejich izolaci pomoci metody tenkovrstvé chromatografie (TLC), ktera
se nejvice vyuziva k identifikaci sekundarnich metabolitti liSejniki.

Izolované metabolity budou pouzity pro spole¢ny projekt s univerzitou

v Istanbulu (i¢inek metabolitl jako antibioticky agens).



1 LiSejniky
1.1 Symbiodza nebo mutalismus

LiSejniky - lichenizované houby nejsou skupinou taxonomickou, nybrz tvori
ekologickou skupinu, fylogeneticky nalezejici do rtiznych skupin riSe hub, prevazné
vieckovytrusnych (Honegger, 2022). Na rozdil od rostlin nejsou jednotnym
organismem, télo tvofi vice partnerli srlznym stupném vzijemné vazby (Van
Beneden, 1875). Symbioticky vztah ve stélce pritomnych partnert - houby a sinice,
piipadné rasy je oznacovan jako mutalismus (Ametrano, et al., 2022). Houbového
symbionta oznacujeme jako mykobiont a je jim vZdy houba. Fotobionta zastupuji
riizné zelené fasy (fytobionti) nebo sinice (cyanobionti) (Stikova, 2015). Mykobiont
poskytuje ochranu, zabezpecuje prijem vody, mineralli a anorganickych latek a se
svou vétsi biomasou udava tvar stélky areguluje mnoZeni fotobionta. Fotobiont
poskytuje organické slouceniny a zprostredkovava fotosyntézu, jejimi produkty pak
zasobuje mykobionta (Nguyen, et al., 2013), (Kremer, et al., 1998). Tvar lisejnikd je
primarné ur¢ovan mykobiontem. Pouze v nékolika pripadech jsou znamé liSejniky,
ve kterych urcuje vzhled celé stélky fotobiont, naptiklad ve vlaknitych rodech
Coenogonium, Ephebe, Cystocoleus a Racodium (Blaha, 2017).

Vnéjsi stavba téla liSejniku predstavuje jednotny utvar, ktery neni nijak podobny
ostatnim rostlinam. LiSejniky nemaji koreny, stonek ani listy. Télo liSejniku se
nazyva thallus (stélka) (Dreyer, et al., 2019). Na zakladé celkového vzhledu, tvaru
a riistu stélek déli liSejniky na tfi typy: korovité, lupenité a ketickovité. Korovité jsou
nejdrobnéjsi azpravidla nejméné napadné stélky, proto jsou nékdy nazyvany
mikroliSejniky. Jsou pevné prichyceny k podkladu a vzhledem k tomu, Ze vytvari
velmi nizké potahy na skalnatych plochach, neni mozné odebrat jejich vzorek, aniz
by doslo k poskozeni stélky. Tyto liSejniky casto obriistaji skaliska, kameny, balvany,
koreny a borky stromii (Dostal, 2006). Lupenité stélky jsou také pevné pripevnény
k podkladu, ale lupinky na okrajich stélky prichyceny k podkladu nejsou. Druhy
stimto typem stélky nejcastéji najdeme na borce stroml. Poslednim,
nejnapadnéjSim typem stélky je stélka kerickovita. Bohaté se vétvi a v priznivych

podminkach miiZe dortstat délky azZ nékolika metri (Esseen, et al., 2023).
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Laloky kerickovité stélky maji protahly vlascity, pasovity nebo kerickovity tvar.
Mohou byt ploché nebo valcovité (Biidel, et al., 2008). Kerickovita stélka se da lehce
odstranit ¢i vyjmout z podkladu, protoZe k nému pfirlistd jen na jednom misté
(Dostal, 2006).

LiSejniky predstavuji jednu znejuspésnéjSich forem vzajemného souZiti
v prirodé. Mohou se rozmnoZovat jak pohlavné - pomoci vytrust, tak i nepohlavné
- takzvanym vegetativnim zptisobem, fragmentaci stélky (Nash, 2008).

LiSejniky jsou vyuzivany jako indikatory kvality ovzdusi (Abas, 2021). [ pres to,
ze liSejniky nejsou schopny aktivni regulace prijmu vody apatfi mezi
poikilohydrické organismy (organismy, unichZ se znacné méni obsah vody -
stridavé vysychaji a opét prijimaji velké mnoZstvi vody, anizZ by tim utrpély) (Liska,
2000), jsou schopny preZivat na extrémnich stanovistich, predev§im s minimem
vody a zivin (Round, 1984). Mezi extrémni lokality vyskytu liSejnikl patii napriklad
holé skaly, piscité pltidy nebo horské oblasti s vys$si nadmoiskou vyskou (Balaban,
1960). Predevsim horské oblasti jsou velice bohaté na vyskyt liSejniki. Jejich Zivot
je vazan na pritomnost vody ve stélce. Vzhledem k tomu, Ze nemaji specialni organy
pro prijem vody, prijimaji vodu celym povrchem téla. Zaroven vSak nejsou schopny
vodu udrzet, a proto je pro jejich Zivot typické neustalé stiidani vlhké a suché stélky
(LiSka, 2000).

Rist liSejnikii je velice pomaly. Divodi pomalého ristu mize byt nékolik.
Nejcastéji stim souvisi pravé extrémni podminky avlhkost stélky. Totiz
v extrémnich podminkach jsou liSejniky schopny preckavat mnohdy i dlouha obdobi
v latentni fazi (spanku) (Kalina, et al., 2005). Ve fyziologickém spanku odolavaji jak
nizkym teplotdm, tak ivysychani, a preziji tudiZz velice dlouho bez jakéhokoliv
poskozeni (Liska, 2000). Pro spoustu biologickych vyzkumii maji nepostradatelny
vyznam, jelikoZ jsou schopny piezivat teploty od - 196 °C do +100 °C (Cenék, 2009).

NaSe liSejnikova fléra v KrkonoS$ich v minulosti patfila a stale patii k nejbohat$im
ve stredni Evropé (Kossowska, 2011). Hlavnim diivodem je pestra geologicka
stavba, velkd diverzita biotopld ahorské podminky svysSim podilem srazek
zajistujici vzdusnou vlhkost. LiSejnikova fléra Krkonos ¢ita pies 200 rodii a vice nez
600 druht liSejnik(i. NejpocetnéjSimi rody jsou dutohlavka (Cladonia), misnic¢ka

(Lecanora) a mapovnik (Rhizocarpon) (Kossowska, 2011).
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LiSejniky jsou vytrvalé a dlouhovéké, mohou byt pozorovany a sbirany po cely

rok (Flousek, et al., 2007).

1.1.1 Mykobiont

Mykobiont - houbova slozka liSejniku vytvaii velmi podstatnou ¢ast celého téla
liSejniku. Mykobiont urcuje systematické zatrazeni (védecké jméno liSejniku)
(Printzen, 2010). ZajiStuje prijem vody a minerdlnich latek, tvori stélku aje
rozhodujici slozkou pohlavniho a nepohlavniho rozmnoZovani. Do nékolika vrstev
stratifikované télo lisSejniku (tzv. heteromericka stélka) urCuje mnozZstvi
dopadajiciho zareni a usnadiiuje vyménu plyni fotobionta (Kalina, et al., 2005).
Mykobionty jsou z 98 % zastupci vireckovytrusnych hub (Ascomycetes). Kazdy druh
liSejniku je tvoren specifickym druhem mykobionta, vdzanym na jeden druh
fotobionta. Existuji vSak vyjimky, kdy stejny mykobiont je schopny vytvaret
morfologicky odlisné liSejnikové stélky (fototypy ¢i fotomorfy) nebo rizné liSejniky
sriznymi fotobionty. Mykobionty se také mohou vyskytovat samostatné jako
aposymbiotické organismy, ale vprirodé se témér vyhradné vyskytuji jako
symbionty (Printzen, 2010). Mykobiont urcuje rozclenéni stélky liSejniku
do nékolika vrstev: svrchni kiiry, dfené anékdy spodni kiiry. Pravé dren

(tzv. gonidiova vrstva) obsahuje buriky fotobionta (Sedlarova, et al., 2004).

1.1.2 Fotobiont

Fotobiont - rasova (fykobiont) nebo sinicova (cyanobiont) slozka liSejniku tvori
5-10 % celé biomasy liSejniku (Sedlatova, et al., 2004). Fotobiont tvori v liSejnicich
témér 40 rodu zelenych a hnédych ras a 13 rodt sinic (Sanders, et al., 2021). Jako
zelené rasy se nejvice uplatiiuji rody Trebouxia, Trentepohlia a ze sinic rod Nostoc.
Z cytologického hlediska milizeme fotobionty rozdélit na eukaryotické
a prokaryotické. Rody Trebouxia a Trentepohlia jsou eukaryotické organismy patiici
do zelenych tas (Chlorophyta). Prokaryotic¢ti fotobionti jsou sinice, kam patfi rod
Nostoc, Stigonema nebo Gloeocapsa (Honegger, 2022). Nékteri zastupci fotobiontt

Ziji volné v prirodé (Borgato, et al.,, 2022).
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Fotobionty slouZzi v liSejnicich k zajisténi vSech fotochemickych déjii a poskytuji
jejich uhlikaté metabolity houbé. Houbova vlakna oplétaji bunky fotobionta

a odCerpavaji z nich asi 50 % produktti fotosyntézy (Sedlarova, et al., 2004).

1.2 Vybrané druhy liSejnikii obsahujici metabolity vhodné

k izolaci

Bryoria fuscescens - vousatec hnédavy

Vousatec vytvari napadnou kerickovitou stélku. Je zelenosedé az hnédavé barvy
(DALIB.CZ, 2020). Dlouhé previslé nitkovité vétve stélky se nepravidelné vétvi.
Roste hlavné v zachovalych lesnich ekosystémech v horskych oblastech na vétvich
a kmenech jehlicnani. Misty se vyskytuje i vnizSich polohach, naptiklad
v opusténych sadech. Nedavno byl nalezen v Prihonickém parku (Liska, 2012).
Kromé jehli¢nanii roste také na skalach a v okoli porostti trnek a hlohti (DALIB.CZ,
2020). Vyskytuje se vpodstaté po celé severni polokouli. Jeho stélka mize
obsahovat kyselinu alektoriovou, ktera vykazuje silnou antivirovou aktivitu proti

respira¢nimu syncytidlnimu viru (Omarsdottir, et al., 2006).

Cladonia bellidiflora - dutohlavka chudobkokvéta

Dutohlavka chudobkokvétad je cervenoploda dutohlavka, jejiz primarni stélka je
tvorena $edozelenymi Supinami. Zlutozelena podétia jsou husté porostla velkymi
Supinami. Podétia se témeér nevétvi anetvori poharky (DALIB.CZ, 2020).
Na vrcholech podeétii vyrilstaji velké cervené plodnice. Hojné roste v horskych
oblastech na kyselé ptidé, raselinistich, mezi mechy, na balvanitych svazich nebo
vriznych stérbindch (Halda, et al, 2016). Preferuje predevsim vlhka mista,
nejcastéji tedy plochy s dlouho pretrvavajici snéhovou pokryvkou (DALIB.CZ,
2020). Rozsirena je v Evropé, Asii, Severni aJizni Americe, na Novém Zélandu,
a dokonce i v Antarktidé. V Evropé je tento liSejnik vazan hlavné na vyssi pohori.
U nds je bézny na hiebenech Krkonos, §umavy, Kralickém Snézniku a v Jesenikach
(Halda, et al., 2016). Dutohlavka obsahuje kyselinu squamatovou a rodokladonivou.
Bylo prokazano, Ze Kkyselina squamatovd ma antioxidacni, antimikrobidlni,

cytotoxické a protirakovinné ucinky (Paluszczak, 2018).
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Cladonia borealis - dutohlavka severni

Dutohlavka severni se vzhledem podoba dutohlavce Cervcové (Cladonia coccifera).
Spolehlivé od sebe oba druhy odliSuji obsahové latky a destickové Supiny
na povrchu podeétii. Dutohlavka severni tvori pravidelné knoflikovité/puchyinaté
desticky, zatimco dutohlavka cervcova tvofi nepravidelné Supinové desticky
(DALIB.CZ, 2020). Nejvice se vyskytuje vhorskych oblastech na severu
a subpolarnich oblastech, kde roste na mineralni piidé nebo silikdtovych skalach.
V CR je druh nejhojnéjsi v podhorskych oblastech a horach na kyselych skalach
(DALIB.CZ, 2020). Dutohlavka obsahuje kyselinu usnovou a kyselinu barbatovou.
Obé kyseliny maji farmakologické tucinky a vyuZzivaji se ve farmacii, 1ékarstvi nebo

v kosmetickém primyslu (Ingélfsdottir, 2002), (Wang, 2017).

Evernia prunastri - vétvic¢nik slivovy

Vétvicnik slivovy, lidové nazyvany dubovy mech, je typicky svou vidli¢naté vétvenou
zlutozelenou sorediozni stélkou s bilymi stranami spodnich vétvi (DALIB.CZ, 2020).
Kericky liSejniku jsou tvoieny plochymi vétvemi, visicimi volné dolti. Spodni strana
vétvi je bild&. Hojné se vyskytuje od niZin po hory vétSinou
na starych kmenech, na vétvich listnatych stromti a ket a vzacné i na skalach. Miize
vSak rlst i na jehlicnanech (Pavlovicova, 2013). Jeho celkovy vyskyt je rozsahly,
roste v oblastech Eurasie, Severni Ameriky a severni Afriky. U nds ma tento liSejnik
velice Sirokou ekologickou valenci (DALIB.CZ, 2020). Vétvi¢nik slivovy je povaZovan
za 1éCivou rostlinu, vyrabi se z néj tak rtizné tinktury a extrakty. Obsahuje kyselinu
usnovou, kterd ma silné antibiotické ucinky, a to predevsim v oblasti dychacich cest
a zaludku. Plisobi také proti nékterym virtim, 1é¢i dvanactnikové a zZaludec¢ni viredy

a zlepSuje vstirebavani Zivin (Kadarka, 2020).

Flavoparmelia caperata - tercovka svrastéla

Tento druh tercovky se unas fadi mezi nejvétsi tercovky. Je typicka svym
Sedozelenym, po zvlhceni Zlutozelenym zbarvenim a puchyrkovitymi soraly
(DALIB.CZ, 2020). Stélka je nepravidelna nebo rizicovita, poskladana z laloki. Roste
predevsim v nizsich astfednich polohdch na otevienych stanovistich, na kire
listnatych stromt, nejvice dubi. Vzacnéji se vyskytuje i na kiremicitych horninach

(Halda, et al., 2016).
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Tercovka svrastéla je pomérné citlivad na zneciSténé ovzdusi, ve stredni Italii byla
dokonce po dobu 14 let vyuzivana jako indikator zneciSténi kolem skladky. LiSejnik
odhalil zvySené ukladani nékterych prvka (Fe, Cr, Cd, Ni) a sniZeni rozmanitosti
druhti liSejniki na mistech kolem rozsitujici se skladky (Paoli, et al., 2012). Jeji
vyskyt se vlivem zneciSténi pomérné omezil i u nas jen na urcita stanovisté. Mlizeme
ji. pozorovat predevSim v okoli ficnich tok (kolem Labe, Vltavy, Dyje nebo
Berounky). V soucasné dobég, s ibytkem znecisténi, ji mizeme opét najit v nizSich
polohach, kde se vyskytuje hojné (DALIB.CZ, 2020). Tercovka svrastéla obsahuje
kyselinu kaperatovou a protocetrarovou, které maji cytotoxické a protizanétlivé

ucinky (Dieu, et al., 2020).

Lecanora saxicola - misni¢ka zedni

Misnicka zedni je zelenobily liSejnik s korovitou stélkou, na okrajich s laltcky (tzv.
plakodiovita stélka). Stélka je uprostied husté porostla miskovitymi plodnicemi,
které maji tmavé zelenou barvu (Pavlovi¢ova, 2013). Radi se mezi saxikoln{ lisejniky
a osidluje hlavné vapnité substraty, jako jsou vapence. Casto roste na omitkach,
nahrobnich kamenech, betonu, asfaltu nebo i na stresnich taskach (DALIB.CZ, 2020).
U nas je velice bézny, vyskytuje se od niZin aZ po nejvyssi polohy Krkonos. Vyhledava
oteviend stanovisté s dostatkem Zivin. Rod Lecanora je velmi pocetny a rozmanity
ama kosmopolitni rozsifeni (Weber, et al, 2007). Tento rod casto obsahuje
sekundarni metabolit zeorin, ktery ma silné antibakterialni a antimikrobialni u€inky
a vyuziva se pri 1é¢bé riiznych onemocnéni zplisobenych mikroorganismy (Kosanic,

etal., 2010).

Lecidea confluens - $alecka splyvajici

Tento druh Salecky je pomérné napadny a zajimavy svym vzhledem. Tvoii rozsahlé
souvislé Sedé povlaky, na kterych jsou rozesety skupinky cernych husté
nahloucenych apotecii. Roste na skaladch v horskych oblastech na silikatech nebo
kyselych vulkanitech. Preferuje vlh¢i stanovisté, nejcastéji plochy s dlouho
piretrvavajici snéhovou pokryvkou. V CR je lisejnik hojny v Krkonosich, Jesenikach,

na Sumavé, v Ceském stfedohoii nebo v Brdech (DALIB.CZ, 2020).
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Lepraria membranacea - prasenka blanita

PraSenka blanita je dobre rozeznatelny druh liSejniku (DALIB.CZ, 2020).
Od ostatnich druhi se odliSuje napadné lalo¢natym okrajem stélky (Gazovciak,
2017). Osidluje prevazné silikatové skaly, kamenné stény, stromy s kyselou borkou
(borovice, duby) nebo se miiZe i vyjimecné vyskytovat na starych kmenech strom.
Druh je rozsien kosmopolitné. V Ceské republice je hojny po celém tizemi od niZzin
do hor (DALIB.CZ, 2020). Prasenka obsahuje atranorin, ktery je povazovan za jeden
z nejrozSirenéjSich sekundarnich metabolitl u liSejnikii a v TLC chromatografii

se pouziva jako standard (Malicek, 2012).

Letharia vulpina - vétvicnik zluty

Vétvicnik zluty je epifyticky kerickovity liSejnik, ktery roste na kiife jehlicnang,
holém drevé, na rliznych otevirenych stanovistich, mtize osidlovat i rtizné drevéné
ploty, telegrafni sloupy, Sindelové strechy avzacné ho nalezneme ina skalach
(Markova, 2011). Diky své vyrazné Zluté az Zlutozelené barvé je nepirehlédnutelnym
liSejnikem. Vyskytuje se predevsim v Severni Americe, Asii a Africe (Détinsky, et al.,
2000). Nejvice lokalit v Evropé se nachazi v horach. V CR byl vidy velmi vzacny
s vyskytem v pohrani¢nich oblastech (§umava, Jeseniky, KrkonoSe, Ceské
Svycarsko) (Markova, 2011). Zminka o sbéru tohoto lisejniku u Ceského Svycarska
pochazi zroku 1905. Od roku 2016 je monitorovan na lokalité ve Vlasenicich
u Kamenice nad Lipou (DALIB.CZ, 2020). Jedna se v$ak o druh zafazeny v Cerveném
seznamu lisejnikd Ceské republiky jako druh kriticky ohroZeny (Markova, 2011).
Stélka vétvicniku zZlutého obsahuje velké mnozZstvi jedovaté kyseliny vulpinové. Tato
kyselina se v minulosti pouzivala v Evropé, predevSim ve Skandinavii, k otravé
predatori. Extrakty z této Kyseliny vSak prokazaly také silné antimikrobialni ucinky,

a je tedy vhodna napriklad k 1é¢bé Zaludec¢nich potiZi (Shrestha, et al.,, 2015).

Phlyctis argena - méchyiovka stiibrita

Méchytovka stribrita je liSejnik s okrouhlou stélkou stribtité Sedé az bélavé barvy.
Na okraji je ohranicend prvostélkou (prothallus) (NatureSpot, 2009). Roste
predevsim na kiife listnatych stroml, méné cCasto jehlicnant, také muze rist
na povrchu mechii atfadi se mezi prvni kolonizatory hladké kiry. Vyskytuje se

po celé Evropé v lesich nebo i v oteviené krajiné.
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U nas se vyskytuje od nizin do hor (CMS, 2004). Stélka lisejniku vytvari kyselinu
norstiktovou, ktera se reakci s KOH srazi do jehlicovitych, krvavé Ccervené
zbarvenych krystalli. Je vyznamna v mediciné pfi vyvoji 1é¢iv proti rakoviné prsu
(Ebrahim, et al., 2016). Kyselina norstiktova je standardem pro izolaci liSejnikovych

latek pomoci TLC (Orange, et al., 2010).

Rhizocarpon lecanorinum - mapovnik misnickovity

Mapovniky patfi mezi nejnapadnéjsi liSejniky se Zlutou stélkou. Tvori korovitou
stélku sestavenou ze zZlutych areol podkovovitého tvaru, které jsou uprostred
pirerusené cernymi apotécii. Okraj stélky lemuje po obvodu Cerna prvostélka
(protallus, hyfy houby bez fotobionta) (DALIB.CZ, 2020). Druh roste v podhorskych
az vysokohorskych oblastech na silikatovych a ultrabazickych skalach a balvanech
(Halda, et al,, 2016). Preferuje oslunéna stanovisté s dostatkem destovych srazek
(DALIB.CZ, 2020). Po urcitém case portista také antropogenni substraty, napriklad
staré streSni tasky. Vyskytuje se v Evropé, Asii, Africe a Severni Americe (Halda, et
al., 2016). V celé Evropé se tento druh mapovniku radi mezi béZné zastupce rodu
(Nimis, et al., 2022). Je hojny po celém nasem Uzemi, nejvice vSak na hiebenech hor
(Halda, et al, 2016). Obsahuje kyselinu stiktovou a rhizokarpovou. Kyselina
rhizokarpova funguje jako filtr proti nadmérné radiaci a chrani burky fotobionta
(Meessen, et al., 2013). Nékteré vyzkumy potvrzuji jeji odolnost proti radioaktivité
(Villar, et al., 2005).

Xanthoparmelia pulla - tercovka tmava

Tercovka tmava vytvari lupenitou stélku, kterad je pevné prichycena k podkladu.
Sklada se z tmavohnédych lesklych laloki, které jsou smérem ke stredu zvrasnélé.
Casto tvoii $iroké splyvajici riizice (GaZovéiak, 2017). Podobnych druht existuje
vice a Casto se zaménuji. Nejspolehlivéjsi je urcovani podle obsahu sekundarnich
metaboliti (DALIB.CZ, 2020). Hlavni obsahovou latkou je kyselina stenosporova
s antimikrobidlnimi ucinky (Candan, et al., 2006). Roste na silikatovych skalach
a kamenech, na eutrofizovanych a antropogennich stanovistich. U nas druh roste

roztrousené po celém uzemi (DALIB.CZ, 2020).
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1.3 Sekundarni metabolity lisSejnikt

Zivé organismy jsou schopny produkovat mnoho primarnich metabolitd,
jako jsou aminokyseliny, sacharidy a fotosyntetické pigmenty. Produkuji ale také
Fadu sekundarnich metaboliti, latek, které nejsou v kratkodobém méritku pro zZivot
jedince zcela nezbytné. Jednou ze skupin organismi, které tvoti neobvykle velké
mnozstvi riznych sekundarnich metabolitt, jsou liSejniky (Malicek, 2012).

VliSejnicich se vyskytuji dvé skupiny metaboliti. Jsou to metabolity
intracelularni (primarni) a extracelularni (sekundarni). Sekundarni metabolity jsou
produkty podminéné souzitim mykobionta a fotobionta ve stélce. V soucasné dobé
je znamo vice nez 1050 sekundarnich metabolitti (Stocker - Worgotter, 2008).

Sekundarni metabolity lisSejniki jsou produkovany mykobiontem. Tim jsou
v absolutni vétSiné pripadli houby ze skupiny Ascomycota, méné casto pak
ze skupiny Basidiomycota. Ukladaji se ve formé malych krystalkd extracelularné
na vnéjsim povrchu houbovych vldken (Orange, et al., 2010). Tyto latky jsou ve vodé
nerozpustné a mohou byt extrahovany pouze organickymi rozpoustédly, napriklad
acetonem. Casto maji kyselou povahu, z tohoto diivodu byly diive oznatovany jako
liSejnikové Kkyseliny (Jarkovsky, 1978). LiSejnikové latky mohou tvorit az
20 % suSiny stélky. Ukladaji se v kiife nebo ve dieni. V kiife byvaji obsaZeny barevné
latky a ve dreni latky bezbarvé (Jarkovsky, 1978). Pritomnost nékterych latek nékdy
byva patrna na prvni pohled, protoZe mohou urcovat barvu liSejniku. K nejcastéjsim
sekundarnim metabolitim patii kyselina usnova, ktera zptlisobuje Zlutozelené
zbarveni provazovek (Usnea), atranorin urcuje Sedou barvu tercovnika (Physcia),
parietin Zlutooranzovou stélku tercovniku zedniho (Xanthoria parietina) a kyselina
rodoklanova zpulsobuje napadné cervené zbarveni plodnic nékterych dutohlavek
(Cladonia) (Malicek, 2012).

U syntézy liSejnikovych latek se rozlisuji tri zakladni biosyntetické drahy: draha
kyseliny Sikimové, draha kyseliny mevalonové a acetyl-polymalonylova draha
(Nash, 2008).

K detekci liSejnikovych latek slouZzi velké mnoZstvi riiznych metod, mezi které
patii napriklad reakce stélky na dlouhovinné UV zareni, mikrokrystalizacni testy

nebo chromatografie.
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1.3.1 Vyznam sekundarnich metaboliti

Sekundarni metabolity liSejniki a jejich funkce v organismu jsou stale velmi malo
prozkoumanou oblasti. LiSejnikové latky z nékterych druhti jsou dlouhou dobu
vyuzivany clovékem jako barviva. Jiné slouzi kléCebnym ucellim, jako slozky
l1écivych cajii. Nékteré jsou vyznamnou slozkou pfi vyrobé parfémi a mohou mit
také antibiotické a protirakovinné ucinky (Jarkovsky, 1978). Sekundarni metabolity
plni také ochrannou funkci. Pritomnost kyselin zpisobuje hotfkou chut stélky
(napt. kyselina fumarprotocetrarova), ktera odrazuje vétSinu herbivornich
zivocichl od jejich konzumace, a tmavé barvivo chrani druhy pred poskozenim
ze slunecniho zareni (Cernajové, 2013), (Kalina, et al., 2005).

V samotném liSejniku maji tyto latky rtizné ulohy, avSak u vétSiny z nich funkci
zatim nezname. Uplatnuji se v kompetici s jinymi organismy nebo pomahaji prezit
v extrémnich podminkach, mohou ptisobit jako inhibitory riistu rostlin a enzymové
aktivity, chrani liSejnik pied byloZravci, symbiotickou fasu chrani pred nadmérnym
UV zarenim, maji vliv na propustnost membran fotobiontli nebo vznikaji jako
takzvané stresové metabolity (Lumbsch, 1998).

Nékteré sekundarni metabolity vS§ak mohou byt Skodlivé nebo dokonce az
toxické. Napriklad liSejnik Letharia vulpina obsahuje toxin kyselinu vulpinovou.
V minulosti byl pouzivan ktraveni predevsim liSek a vlkid. Metabolit je toxicky
i pro hmyz a mékkyse. Mysi a krdlici jsou viic¢i jedu rezistentni. LiSejniky, které
obsahuji derivaty kyseliny vulpinové, jsou prudce jedovaté. Kyselina vulpinova
plisobi na centrdlni nervovy systém aprudce zrychluje dychani, které vede
k hyperventilaci azastavé dechu. Dermatitidy, alergické reakce a podrazdéni
mohou  zplsobovat Kkyselina usnova, Kyselina evernova, Kkyselina
fumarprotocetrarova, kyselina stiktova a atranorin. Atranorin a kyselina stiktova
mohou zplisobovat také fotosenzitivaci kiize (Kalina, et al., 2005).

Ne vSechny druhy liSejnikli obsahuji sekundarni metabolity, chybéji napriklad
u vétsiny cyanolisejnikili (fotobiontem je sinice) a také u pyrenokarpnich lisejnik
(typem plodnice je perithecium). Zde se prii determinaci musime spoléhat

na anatomické a morfologické znaky (Malicek, 2012).
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Vyznamnou roli hraji liSejnikové latky také vtaxonomii. PouZivani obsahu
et al., 1980). MozZnost detekce sekundarnich metaboliti napomohla rozvoji
taxonomie mnoha zndmych druhii liSejniki zejména rodl provazovka (Usnea),
vousatec (Bryoria) adutohlavka (Cladonia) (Malicek, 2012). V taxonomii jsou
sekundarni metabolity béZné vyuZzivany jiz od konce 2. svétové valky a davaji nadéji

dalSich novych objevii v budoucnu, naptiklad v mediciné (Culberson, et al., 1994).

1.3.2 Zkoumané sekundarni metabolity

kyselina gyroforova

Kyselina gyroforovd se radi mezi tridepsidy. Pro své cytotoxické ucinky
se vyuzivd k inhibici ristu bunék (Kumar, et al, 1999). Stavbou patii
k nejjednodussim liSejnikovym Kyselindm. Plisobi jako antioxidant, filtr omezené
propoustéjici UV zareni, je slozkou masti proti starnuti ataké se pridava
do pripravki khojeni ran. Své vyuziti nasla v kosmetickém a farmaceutickém

priamyslu (Mohammadi, et al., 2022).

kyselina norstiktova

Kyselina norstiktova slouZi jako standard pro tenkovrstvou chromatografii.
Relativni hodnota retencniho faktoru pti pouZiti systému Cje 30 (Orange, et al,,
2010). Reakci s KOH vytvari jehlicovité cervené krystaly. Barva skvrny kyseliny
norstiktové po aplikaci kyseliny sirové a nasledném vypadleni je jasné Zluta (Orange,
et al, 2010). Tato kyselina je také vyznamna v mediciné pri vyvoji 1éCiv proti

rakoviné prsu (Ebrahim, et al., 2016).
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kyselina usnova

Kyselina usnova se stala jednim znejrozsahleji studovanych metabolitii. Jeji
retencni faktor pri pouZziti systému C je 71 (Orange, et al, 2010). Najdeme ji
u liSejnikG Cladonia diversa, Flavoparmelia caperata nebo Xanthoparmelia
conspersa. Ma antioxidacni, ale isilné inhibi¢ni ucinky na nékteré metabolické
enzymy. Patfi mezi pigmenty chranici bunky fotobionta pred nadmérnym UV
zarenim (Rundel, 1978). Mnoho lisejnikli obsahujicich kyselinu usnovou se vyuziva
pro lékarské, kosmetické a ekologické ucely (Ingoélfsdéttir, 2002). Pro nékteré
obratlovce je toxicka (Dailey, et al.,, 2008). Také miiZe zpisobovat dermatitidy,

alergické reakce a podrazdéni pokozky (Kalina, et al., 2005).

kyselina vulpinova

Kyselina vulpinova je latka, kterd je toxicka pro savce. Drive se tento toxin pouzival
ve Skandinavii do navnad a slouzil k traveni liSek a vlkt. I v Kalifornii si byli lidé
védomi jeho jedovatosti a pouZivali jej k hubeni veverek (Svanberg, et al., 2017).
LiSejniky, které obsahuji derivaty kyseliny vulpinové, jsou prudce jedovaté. Kyselina
vulpinova pisobi na centralni nervovy systém a prudce zrychluje dychani. (Kalina,
etal., 2005). V nékterych zemich se vSak tento metabolit pouZival jako barvivo, nebo
byl dokonce vyuzit vtradi¢ni lidové mediciné. Antibiotické ucinky Kkyseliny

vulpinové byly pozdéji prokdzany i védeckou studii (Lauterwein, et al., 1995).

atranorin

Atranorin je jednim z nejrozsitenéjSich sekundarnich metabolitli u liSejniki, ktery
se v tenkovrstvé chromatografii pouziva jako standard (Malicek, 2012). Retenc¢ni
faktor atranorinu pii pouZiti systému C je 79. Barva skvrny atranorinu
po aplikaci kyseliny sirové a nasledném vypadleni je matné Zlutd aZ oranZovozluta
(Orange, et al., 2010). Tento sekundarni metabolit ma silné schopnosti absorbovat
UV zareni, ale miiZze také zplisobovat alergické reakce nebo fotosenzitivaci klize
(Rundel, 1978), (Kalina, et al., 2005). Atranorin piisobi jako antioxidant a vyrazné
méni chovani zvirat. Vysledky pri zkoumani atranorinu naznacuji jeho potencialni

antidepresivni ucinky (Urbanska, et al.,, 2022).
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kyselina barbatova

Kyselina barbatova spolu s kyselinou difraktovou, kyselinou evernovou a kyselinou
usnovou patri mezi takzvané depsidy. Vykonavaji Sirokou Skalu biologickych funkci
a maji 1éc¢ivé ucinky. Vyuzivaji se ve farmacii, kosmetice a potravinarstvi. Derivaty
téchto Kkyselin se pouzivaly naptiklad do krémi, deodorantii nebo opalovacich
pripravki (Wang, 2017). Kyselina barbatova ma takzvany schistosomicidni ucinek.
Velice uc¢inné plisobi proti krevnicce strevni (Schistosoma mansoni), ktera zptisobuje
strevni schistosomdzu. Jedna se o onemocnéni, u kterého jsou vétSinou zasazena

jatra a tlusté stirevo (Silva, et al.,, 2020).

kyselina squamatova

Tato kyselina se radi také mezi depsidy. Tvori ji nékteré dutohlavky (napt. Cladonia
squamosa). Jeji hodnota reten¢niho faktoru pri pouZiti systému C je 28
(Orange, et al., 2010). Bylo prokazano, Ze kyselina squamatova ma antioxidacni,
antimikrobialni, genotoxické, cytotoxické a protirakovinné ucinky v bunécnych
liniich karcinomu prsu a tlustého streva (Paluszczak, 2018). Kyselina squamatova
patii k pfirodnim produktiim s nizkymi toxickymi a vedlejsimi ucinky. Tato kyselina
byla vyvinuta jako nové protinaddorové 1éc¢ivo, které se vyuziva zejména k potlaceni
jaternich nddorovych bunék. Kyselina squamatova je Setrna k Zivotnimu prostredi,

a poskytuje tak nové pristupy k 1é¢bé nadort (Fudan, 2011).

zeorin

Mezi liSejniky vytvarejici zeorin patii napriklad cervenoplodé dutohlavky (Cladonia
pleurota, Cladonia sulphurina), které rostou kosmopolitné (Steinova, et al., 2013).
Zeorin je jednim znejdéle znamych triterpenti. Ma silné antibakterialni
a antimikrobialni ac¢inky. Nasel vyuziti pti 1é¢bé riiznych onemocnéni zptisobenych

mikroorganismy (napf. bakteriemi a houbami) (Kosanic, et al., 2010).

21



kyselina kaperatova

Kyselina  kaperatova patfi mezi polykarboxylové mastné Kkyseliny.
Ma cytotoxické, protirakovinné a protizanétlivé ucCinky. Pouziva se v kosmetickych
produktech pri péci o plet a prispiva k rychlejsSimu hojeni ran (Dieu, et al., 2020),
(Paluszczak, 2018). Tuto kyselinu lze povazovat za zdroj cennych latek pii hledani
novych 1ékli a metod uonemocnéni centrdlniho nervového systému, napriklad

pro 1écbu neurodegenerativnich onemocnéni (Studzinska-Sroka, 2022).

kyselina evernova

Tato kyselina patfi mezi depsidy. Chova se jako inaktivator ureazy (Cifuentes, et al.,
1987). Vyznacuje se antimikrobidlnimi, antioxida¢nimi, protirakovinnymi
a protiplisnovymi ucinky. Pfiznivé piisobi na hojeni ran. Je biologicky aktivni a silné
inhibuje aktivitu patogennich hub (Lee, et al., 2021). Kyselina evernova je dokonce
povazZovana za kandidata na léky u neurodegenerativnich onemocnéni (Fernandez-
Moriano, et al,, 2017). Vyuziva se ve farmacii, potravinarstvi a kosmetice (Wang,

2017).

kyselina rhizokarpova

Kyselina rhizokarpova funguje jako filtr branici nadmérné radioaktivité (Villar, et
al, 2005). Absorbuje nebezpecné UV-Bzateni poskozujici stélky liSejnik.
Akumulace kyseliny rhizokarpové se zvySuje s nadmoiskou vyskou - ¢im vysSsi
nadmoftska vyska, tim vyssi hladina UV-B zateni (Rubio, et al., 2002). Metabolit

chrani pred poskozenim také bunky fotobiontd (Meessen, et al., 2013).

1.4 Chromatografie

Chromatografie je fyzikalné-chemicka separacni a analytickda metoda. V soucasné
dobé je jednou znejpouZzivanéjSich anejvyznamnéjSich metod pro separaci
a analyzu smési latek, jejimz zakladnim principem je rozdélovani slozek smési mezi
mobilni a stacionarni fazi. Vyuziva se pri zkoumani sekundarnich metaboliti. BéZné
se vyuzivaji dva typy chromatografie - tenkovrstvd chromatografie (TLC)

a vysokoucinna chromatografie (HPLC) (Schneiderka, 2000).
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1.4.1 Princip chromatografie

Zakladnim a spole¢nym principem chromatografickych technik je déleni latek
na zakladé postupného mnohonasobné opakovaného rozdélovani slozek smési mezi
dvéma ci vice fazemi. Obvykle dochazi k separaci latek mezi dvéma fazemi - mezi
mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou) fazi. Mezi mobilni a stacionarni
fazi dochazi krozdélovani smési na =zakladé kontinuadlniho ustanovovani
rovnovaznych stavli (Popl, 1981). Chromatografické metody tedy umoZiuji
vzajemnou separaci latek obsazenych ve zkoumané smési a poskytnou kvalitativni
a kvantitativni analyzu smési. Diky vysledku separace slozek smési mizeme zjistit,
z jakych latek se zkoumanda smés sklada. Kvalitativni analyza nam piresné urci, jaké
latky jsou obsaZeny ve smési, a kvantitativni analyzou zjistime presné koncentrace
jednotlivych sloZek (Schneiderka, 2000). Chromatografické analyzy se zpravidla
pouzivaji pro sloZité smési latek, které maji velice podobné fyzikalni a chemické
vlastnosti.

Stacionarni faze je vZdy nepohybliva na rozdil od mobilni faze, ktera je pohybliva,
protoZe se v chromatografickém systému pohybuje. Jako mobilni faze se pouziva
kapalina nebo plyn. Pravé podle mobilni faze rozdélujeme chromatografii
na kapalinovou nebo plynovou chromatografii. Jako stacionarni faze mize byt
pouzita pevna latka nebo film zakotveny na pevné latce (Stikova, 2015).

Vzorek umistime na zacatek stacionarni faze a pohybem mobilni faze pres
stacionarni fazi je vzorek touto soustavou undaSen. Slozky vzorku mohou byt
stacionarni fazi zachycovany, a proto se pri pohybu mohou zdrZovat. Vzorky, které
jsou kolonou poutany silnéji, jsou separovany pozdéji nez slozZky méné zadrzované
(Novotna, 2017).

Chromatografie ma uplatnéni ve vSech védeckych odvétvich vcetné 1ékarstvi.
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1.4.2 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Tenkovrstva chromatografie neboli chromatografie na tenké vrstvé patii mezi
nejrozsirenéjSi separacni, analytické a preparacni metody vyuZivané v biologii,
chemii alékatstvi. Vyuzivd principu rozdélovaci, adsorpc¢ni, iontové a afinitni
chromatografie. Je jednou z nejvyuzivanéjsich metod slouzici k identifikaci lisejniki
(Stikova, 2015).

Tenkovrstva chromatografie je citliva arelativné levnd metoda provadéna
vlaboratorich se zakladnim laboratornim vybavenim. Vyvijejici systémy
tenkovrstvé chromatografie jsou vSak lidskému zdravi nebezpecné, aproto je
zapotirebi dbat disledné na ochranu pri praci. Je dilezité pracovat v rukavicich
a pouZzivat laboratorni plast. Metodu tenkovrstvé chromatografie neni v§ak moZné
provadét mimo laborator (Orange, et al., 2010). Metoda tenkovrstvé chromatografie
vyrazné zlepsila rychlost a jistotu rozpoznani sekundarnich metabolitli obsazenych
v liSejnicich (Schumm, 2016).

U metody TLC pracujeme se stacionarni (nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou)
fazi. Jako stacionarni fazi pouzivame primyslové vyrabéné hlinikové nebo sklenéné
desky, které jsou pokryty vrstvou silikagelu nebo oxidem hlinitym. Pohyb mobilni
faze zajist'uji rlizna organicka rozpoustédla neboli systémy (Schneiderka, 2000).

Mezi zakladni systémy patii systém A (toluen, dioxan a kyselina octova v poméru
180:14:5), systém B (hexan, metyl 3 -butyl éter akyselina mravenc¢i v poméru
140:72:18), systém C (toluen akyselina octova vpoméru 170:30) asystém
G (toluen, etyl acetat akyselina mravenc¢i v poméru 139:83:8). Pro pocatecni
analyzy se pouzivaji predevsim systém C nebo systém G (Orange, et al., 2010).
Pro kontrolu jsou pouZivany atranorin a kyselina norstiktova, s jejimiZ reten¢nimi

faktory (Rf) jsou srovnavana ostatni data (Slavik, 2015).
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2

Metodika

2.1 Postup vyvolani desky

1)

2)

3)

Priprava vyvijejici komory

Do vyvijejici komory nalijeme roztok - systém C= 170 ml toluenu + 30 ml
kyseliny octové alespon 30 minut pred vloZenim desky. VySka hladiny roztoku
by méla byt priblizné 10 mm. Do vyvijejici komory vlozime filtracni papir
velikosti desky a komoru priklopime vikem, a nechame tak cely prostor nasytit
vypary. Po celou dobu pracujeme v digestori a pouzZivime ochranné pomiicky

(plast a latexové rukavice).

Priprava stacionarni (nepohyblivé) faze

Sklenénou desku se silikagelem si pomoci tuzky a pravitka rozdélime na pil,
vznikne ndm tak ve stfedu celo desky. Poté si zakreslime okraje - 20 mm na obou
stranach desky a ocislujeme startovni pozice vzorkii - 15 mm od levého
a pravého okraje desky a 10 mm mezi vzorky. Tteti pozici od obou okrajii desky

obsadime kontrolnim vzorkem obsahujicim kyselinu norstiktovou a atranorin.

Priprava vzorki

Z vybranych liSejniki si pomoci pinzety odebereme vzorky do plastovych
mikrozkumavek. Mikrozkumavky ocislujeme nebo pojmenujeme podle daného
liSejniku a do takto pripravenych vzorkl pipetujeme 150 pl acetonu (vzorek
nesmi plavat, hladina acetonu by méla byt maximalné do drovné zuZeni
zkumavky). Pti pipetovani je diileZzité dbat na to, aby nedoslo ke kontaktu Spicky
pipety se vzorky. Vzorky by se tak mohly kontaminovat a znehodnotit, a vysly by
nam tak chybné vysledky.

25



4)

5)

6)

7)

8)

9)

Nanaseni vzorki na desku

Takto pripravené vzorky tenkymi kapilarami nanaSime na desku - na startovni
pozice. Pro kazdy vzorek musime pouzit vlastni kapilaru, aby nedoSlo
ke kontaminaci. Vzorky nandsSime po jedné kapce, vice kapek najednou by
vytvorilo prilis velky krouzek a doslo by ke kontaminaci se vzorky ze sousednich
pozic. Idedlni velikost jednoho krouzku je pribliZzné 5-6 mm v primeéru.

Na kazdou pozici tenkymi kapildrami naneseme postupné 15 kapek ze vzorku.

VlozZeni desky se vzorky do vyvijejici komory
Pripravenou desku se vzorky vloZime do vyvijejici komory a nechame vzorky
stoupat po dobu pfiblizné 20-30 min, dokud se vzlinajici hladina se vzorky

nepribliZi k vyznacenému celu.

Vyjmuti desky z vyvijejici komory
KdyzZ vzorky dosahnou cela desky, desku opatrné vyndame z vyvijejici komory,
poloZime na filtracni papir a nechame vysusit v digestori. Deska nesmi byt citit

po kyseliné octové.

Priprava trouby na vypékani
Mezitim, co se deska vysousi v digestofi, zapneme si troubu na vypékani. Troubu

predehi'ejeme na 110 °C.

Pozorovani desky na dennim svétle
VysuSenou desku si prohlédneme avyfotime na dennim svétle atuzkou

oznacime pozice a barvu vzniklych skvrn.

Pozorovani desky pod kratkovinnym UV
Nasadime si ochranné bryle (kratkovinné UV svétlo poskozuje zrak), desku
si prohlédneme avyfotime pod kratkovinnym UV (254 nm) anové skvrny

zakreslime na desku vlnovkou.
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10) Pozorovani desky pod dlouhovinnym UV
Desku si prohlédneme a vyfotime pod dlouhovlnnym UV (366 nm) a pozice

dalSich skvrn zakreslime na desku preruSovanou carou.

11) Zjisténi pritomnosti mastnych Kyselin
Pro zjisténi pritomnosti mastnych kyselin opatrné stiickou posprejujeme desku
studenou vodou. Znovu desku prohlédneme a vyfotime na dennim svétle a nové

vzniklé skvrny oznac¢ime kiizkem uvnitf.

12) Aplikace kyseliny sirové
Nasadime si silné rukavice, do kadinky si nalijeme 10 % kyselinu sirovou a celou

desku pomoci Sirokého Stétce kyselinou opatrné potieme.

13) Vypékani desky v troubé
Po aplikaci kyseliny sirové desku ihned vloZime do predehraté trouby a nechame

vypalit priblizné 10 min, dokud se zietelné neobjevi vyvolané skvrny.

14) Opétovné pozorovani desky na dennim svétle
Desku znovu prohlédneme a vyfotime na dennim svétle a neoznacené skvrny

(nacervenalé terpenoidy) vySrafujeme.

15) Opétovné pozorovani desky pod dlouhovinnym UV
Na zavér desku znovu pozorujeme a vyfotime pod dlouhovinnym UV (366 nm)
a preruSovanou ¢arou zakreslime pozice novych skvrn.

(Orange, et al., 2010)
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2.2 Urceni sekundarnich metabolita

Pokud jiZ mame vyvolanou desku se vzorky, prejdeme k urcovani sekundarnich
metabolitl. Pfi urCovani sekundarnich metaboliti je nejdiive potieba vypocitat
takzvany retencni faktor (Rf). Hodnota Rf ndm udava, jak daleko zaostava skvrna

analyzované latky za ¢elem rozpoustédla, a vypocita se nasledujicim zptisobem:

1) Nejprve si zmérime vzdalenost skvrny vzorku od startovni pozice do jeji
dosaZené vzdalenosti po vzlinani. Ziskdme tim tak hodnotu A.

2) Zmérenim vzdalenosti mezi startovni pozici a Celem vzorku ziskame
hodnotu B.

3) Obé ziskané hodnoty dosadime do nasledujiciho vzorce a vypocitame tak

retencni faktor (Orange, et al.,, 2010).
celo

W >

startovni pozice

Obrazek 1- uréeni Rf

Pro vysledné urceni sekundarnich metaboliti  potfebujeme  znat:
hodnotu Rf faktoru, barvu skvrny pod dlouhovinnym UV pred vypalenim, barvu
skvrny po naneseni kyseliny sirové andasledném vypaleni a barvu skvrny
pod dlouhovinnym UV po vypaleni. Pokud zndme vSechny tyto parametry, mizeme

tak dle odborné literatury urcit danou latku metaboliti (Schumm, 2016).
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3 Vysledky

3.1 Izolované sekundarni metabolity

LATINSKY NAZEV CESKY NAZEV SEKUNDARNI METABOLITY
Letharia vulpina vétvicnik zluty k. vulpinova
Phlyctis argena méchyrovka stiibrita k. norstiktova
k. usnova
Flavoparmelia caperata tercovka svrastéla
k. kaperatova
Lecidea confluens salecka splyvajici k. konfluentova
k. usnova
Lecanora saxicola misnicka zedni _
zeorin
k. usnova
Evernia prunastri vétvicnik slivovy k. evernova
atranorin
k. usnova
Bryoria fuscescens vousatec hnédavy
atranorin
Xanthoparmelia pulla tercovka tmava _
Lepraria membranacea prasenka blanita atranorin
k. barbatova
Cladonia borealis dutohlavka severni
k. usnova
Cladonia bellidiflora dutohlavka chudobkokvéta _
k. usnova
Rhizocarpon lecanorium mapovnik misnickovity _

Tabulka 1- izolované sekundarni metabolity
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Pti préci v laboratofi jsem vytvorila celkem 12 vzorki z raznych druhi lisejniki
a nasledné jsem z téchto vzorki pomoci metody TLC chromatografie izolovala jejich
sekundarni metabolity. Izolované sekundarni metabolity jsem poté priradila
ke konkrétnimu druhu liSejniku a vytvorila jsem piehlednou tabulku (Tabulka 1).

Z 12 vybranych druhi liSejnikl jsem izolovala celkem 13 riiznych sekundarnich
metabolit. Nejcastéji vyskytujicim se sekundarnim metabolitem byla kyselina
usnova, kterou jsem rozpoznala u 6 druhll liSejnikGi. Druhym nejcastéji se
vyskytujicim sekundarnim metabolitem byl atranorin, ktery jsem rozpoznala
u 3 druhli. Zbylé izolované sekundarni metabolity nalezené u rlznych druhi
liSejnika byly kyselina vulpinova v liSejniku Letharia vulpina, Kyselina norstiktova
v liSejniku Phlyctis argena, kyselina kaperatova v liSejniku Flavoparmelia caperata,
kyselina konfluentova v liSejniku Lecidea confluens, kyselina murolova a zeorin
v liSejniku Lecanora saxicola, kyselina evernova v liSejniku Evernia prunastri,
kyselina stenosporova v liSejniku Xanthoparmellia pulla, kyselina barbatova
v liSejniku Cladonia borealis, kyselina squamatova v liSejniku Cladonia bellidiflora

a kyselina rhizokarpova v liSejniku Rhizocarpon lecanorium.

4 Diskuse

Pti izolaci metabolitli mé prekvapilo, kolik latek nékteré stélky obsahovaly a jak
obtizné je vSechny presné identifikovat. Nékteré latky s podobnym Rf faktorem nenf
snadné od sebe odlisit.

Hlavnim zdrojem k urcovani sekundarnich metabolitt je publikace (Orange, et al.,
2010). Seznam metabolitti v publikaci je omezeny a obsahuje jen nejznamé;jsi latky.
Pri identifikaci sekundarnich metaboliti ztéto literatury jsem jasné urcila
sekundarni metabolity u druhu Letharia vulpina - kyselinu vulpinovou, ktera je
u tohoto liSejniku velmi dobre rozeznatelna diky své vyrazné Zluté barvé. Druh
Plyctis argena obsahujici kyselinu norstiktovou a Xanthoparmelia pulla obsahujici
kyselinu stenosporovou také nebylo obtizné identifikovat.

Dale jsem spolehlivé urcila sekundarni metabolity liSejnikl: Flavoparmelia
caperata (kyselina kaperatova), Lecidea confluens (kyselina konfluentova), Evernia

prunastri (kyselinou evernova) a Rhizocarpon lecanorium (kyselina rhizokarpova).
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U liSejniku Lecanora saxicola bylo obtiZné presné identifikovat dané metabolity.
Identifikovala jsem nejvice rozsifeny metabolit - kyselinu usnovou. Déale zeorin,
ktery se vyskytuje ¢asto u rodu Lecanora, a kyselinu murolovou.

Urodu Bryoria fuscescens jsem identifikovala pouze zakladni a nejznamé;jsi
metabolity - kyselinu usnovou a atranorin.

Ze vzorku druhu Lepraria membranacea jsem ziskala pouze atranorin, piestoze
podle odborné publikace (Orange, et al, 2010) by mél obsahovat také kyselinu
roccelovou a panarovou.

LiSejnik Cladonia boreallis by mél podle pouzitého zdroje (Steinova, et al., 2015)
obsahovat Kkyselinu barbatovou, kterou jsem také ze vzorku izolovala
a identifikovala. Nalezla jsem zde vSak ikyselinu usnovou, kterou tento liSejnik
muze také obsahovat.

Cladonia bellidiflora je liSejnik, u kterého lze nalézt velké mnozZstvi sekundarnich
metaboliti. MlZe obsahovat Kkyselinu usnovou, kyselinu squamatovou, Kyselinu
rodokladoniovou nebo belidiflorin. Ze vzorku liSejniku jsem v$ak izolovala pouze
kyselinu usnovou a kyselinu squamatovou.

Nékteré vzorky obsahovaly vice metabolitii s podobnym faktorem a nedokazala

jsem presné rozhodnout, jaké latce skvrny patfi.

Zaver

Vuvodni casti bakalarské prace jsem predstavila skupinu lisejnikii, které maji
schopnost prezivat v extrémnich podminkdch bez nutnosti konkurovat jinym
druhdm organismt. Strucné jsem predstavila systematické clenéni liSejnikt a vztah
sloZzek mezi mykobiontem a fotobiontem.

Vytvotila jsem prehled nékolika béznych sekundarnich metabolitd a predstavila
liSejniky, jejichz stélky je vytvareji. Popsala jsem vyznam téchto liSejnikovych latek,
jejich ucinky a praktické vyuziti v rliznych oblastech.

Predstavila jsem zde metody chromatografie a detailné popsala metodu
tenkovrstvé chromatografie (TLC), ktera se vyuziva kdetekci sekundarnich
metaboliti. Tato béZné se pouzivajici, relativné levnd metoda je velmi efektivni

i v laboratorich se zakladnim laboratornim vybavenim.
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Naucila jsem se pouzivat techniku tenkovrstvé chromatografie (TLC), izolovat
a determinovat sekundarni metabolity z vybranych druht liSejnikd, a tim jsem

splnila vSechny cile bakalarské prace.
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Prilohy

Priloha €. 1: Fotografie desek se vzorky

Obrazek 2 - deska po vyjmuti z vyvijejici komory

Obrazek 3 - deska pod kratkovinnym UV
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Obrazek 4 - deska pod dlouhovinnym UV

Obrazek 5 - deska po aplikaci vody
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Obrazek 6 - deska po aplikaci kyseliny sirové a ndsledném vypaleni

Obrazek 7 - deska po vypéleni pod dlouhovinnym UV
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