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Bakalaiska prace zkouma vyuziti sekundarnich metabolitl pro determinaci sterilnich
stélek lichenizovanych vieckovytrusnych hub. Prvni ¢ast bakalarské prace je vénovana
literarni reSerSi, ktera se zaméfuje na sekundarni metabolity liSejnikt, jejich vyznam,
klasifikaci a metody jejich detekce. Dale se zabyva klicovymi sekundarnimi metabolity
pro determinaci lisejnikd rodu Cladonia a ptestavuje vybrané zastupce z toho rodu, které
lze obtizné identifikovat pouze na zaklad¢ jejich morfologie ¢i které obsahuji typické
sekunddrni metabolity. Praktickd cast bakalaiské prace je vyzkumem obsahu
sekundarnich metabolitt. 1zolace byla provedena metodou tenkovrstvé chromatografie.
Ziskané poznatky vedly k vytvorfeni tabulky, ktera usnadituje identifikaci konkrétnich
druhi rodu Cladonia na zakladé¢ jejich sekundarnich metaboliti. Také byly vytvoieny
didaktické pomucky, které mohou integrovat téma determinace sekundarnich metabolitt

liSejnikd do vyuky.
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The bachelor thesis examines the use of secondary metabolites in chemotaxonomy of
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isolation was carried out by the method of thin-layer chromatography. The knowledge
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the genus Cladonia based on their secondary metabolites. Didactic aids were also created
that can integrate the topic of determination of secondary metabolites of lichens into
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1. Uvod a cile prace
Pro svou bakalafskou praci jsem se rozhodla zvolit téma sekundarni metabolity
lisejnikit z toho diivodu, Ze rada pracuji v laboratofi a ur¢ovani metaboliti mi ptipada

fascinujici.

Jako budouci ucitelka vétim, Ze by v ramci vyuky biologie mohly lisejnikové latky
zaujmout také mé budouci studenty. Proto jsem se rozhodla vytvofit plisobivé materidly

a aktivity, které je dokazi zaujmout a piitdhnout k tématu.

Nékteré z metabolitl je mozné detekovat jednoduchymi, vSude dostupnymi, zdravi
neohrozujicimi ¢inidly, a proto neni problém pfi vyuce prezentovat barevné, a tedy i velmi
efektni reakce. Mnoho druhi lisejnikid se fadi mezi bézné a v piirodé rozsitené druhy

a neni problém sehnat dostatecné mnozstvi vzorkd.

Vsechny bézné dostupné lupenité i kefickovité druhy tvofi zajimavé metabolity
a velmi Casto se v jedné stélce vyskytuje vice riznych metabolitd. Také rozdily v obsahu
metabolitl v rdmci urc¢itého rodu (zajimaji me¢ dutohlavky) budou pro studenty zajimavé.

Nékteré mikroliSejniky s korovitou stélkou neni mozné bez determinace metabolitii urcit

do druhu.

vvvvvv

rrrrrr

Cile praktické casti této bakalarské prace zahrnuji determinaci vybranych druhi
dutohlavek na zakladé analyzy obsahu jejich sekundarnich metaboliti pomoci metody
tenkovrstvé chromatografie. Déle vytvofeni piehledu urcitych dutohlavek a jejich
sekundarnich metabolitd. Dal§im cilem je Vv neposledni fadé vytvoteni didaktickych
pomiicek pro vyuku predmétu biologie, se zaméfenim na sekundarni metabolity a jejich

detekci.
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2. Literarni reSerse
2.1 LiSejniky

Lisejniky nejsou uniformnimi organismy. Jako komplexni organismus je tvoii dva,
nekdy 1 tf1 odlisni partnefi z riiznych 1i8i. Nejcastéji jsou to vieckovytrusné houby, sinice
a zelené tasy. Toto koordinované spoleCenstvi dvou riznych organismll se nazyva
vyznamné vyhody. Houba (mykobiont) ziskava sacharidy nezbytné pro svou existenci od
fasy nebo sinice (fotobionta) schopnych fotosyntézy. Sinice svym symbiotickym

partnerum také dodavaji dusik, ktery fixuji ze vzduchu (Wirth et al., 2013).

Dal$im pozitivnim aspektem vztahu je ochrana bunék fotobionta obalem
houbového pletiva. Tento obal ho chrani pied rychlou ztratou vody a nadmérnym
slune¢nim zafenim. Brani ho také pted predatory, ktefi se zivi buitkami fas. LiSejniky
dlouho fascinuji badatele svymi nejriznéj$imi adaptacemi, které jim umoznuji piezit na
stanovistich pro jiné organismy neobyvatelné. Casto se kolonizuji substraty velmi

chudymi na Ziviny a snaseji extrémni sucho a mraz (Asplund et al., 2016).

Vétsina bézné se vyskytujicich liSejniki kolem nds ma strukturovanou stélku.
Stélku (t€lo) I1ze rozdélit podle vnitini struktury na dva typy: stejnorody (homeomericka)
a vrstevnaty (heteromerickd). Homeomerickou stélku nalezneme u rosolovitych lisejnik,
kde jsou buniky fotobionta a hyfy hub rovnomérné uspotadany. Snadno ji pozname za
desté, protoZe ve vlhku nasaji vodu a zvétsi objem az 40%. Vrstevnata stélka je sloZzena
obvykle ze 3 odlisnych vrstev (ktira, dfen a spodni vrstva s rhiziny). Butiky fotobionta se

nachazeji pouze ve dienové prosttedni (Kremer, 1998).

U lisejnikd Ize podle tvaru rozlisit tii hlavni ristové formy stélky: lupenita, korovita
a ketickovita. Stélku korovitych liSejnikti tvoti malé Supiny, bradavky nebo malé lalticky
(stélka areolovita — polickovitd, bradavciva a plakodioidni). Stélka u lupenitych liSejnikl
je tvotfena plochymi laloky. Vétve ketickovitych liSejnika jsou ploché, paskovité nebo

nitkovité radialni nebo dorsoventralné soumérné (Jahns, 1973).
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LiSejniky se vétsinou vyskytuji v terestrickych ekosystémech, kde se vyskytuji jako
marginalni pfispévatelé. Sladkovodnich a motskych druhi je mélo. V nékterych lesnich
a tundrovych ekosystémech tvofti liSejniky velkou ¢ast biomasy. Lisejniky nalezneme na
piiblizn€ 8 % povrchu pevniny Zemé. Celosvétové existuje vice nez 18 000 druhii
liSejnikti. Ohledné vyskytu liSejnikd, je také vhodné zminit, Ze na vysSich zemépisnych
Sitkach je vétsi pocet druhti liSejnikti nez druhti cévnatych rostlin. Panuje zde méné
priznivé klima, které mize byt pro rostliny s cévnatymi organy mén¢ vhodné. LiSejniky
jsou vsak schopné piezivat v extrémnich podminkach, coz jim umoziuje prosperovat

Vv téchto oblastech (Asplund et al., 2016).

2.2 Sbér lisejniki

Sbér lisejnikd ma klic¢ovy vyznam pro studium biodiverzity, taxonomie a ekologie
téchto organismi. Tento proces je relativné jednoduchy, avSak vyzaduje opatrnost
a ohleduplnost k zivotnimu prostfedi. Pokud se stélka lisejniku neda snadno oddélit od
substratu, coz je ¢asté u mnoha zemnich lisejnikt, provede se odebrani pomoci noze nebo
kladiva spolu s tenkou vrstvou substratu. Ziskané lisejnikové vzorky se poté ukladaji do
papirovych sacki na misté sbéru s uvedenim mista nalezu, substratu a datem sbéru.
Cerstvy material se ususi a poté se uklada pro dalsi analyzu a determinaci. Pii sbéru
liSejnikl je diilezité mit na paméti ohrozeni urcitych druhl. V nékterych piipadech by
sbér pouhych nékolika exemplaitt mohl mit za nasledek vyhubeni populace na daném
stanovisSti. Po kompletnim odstranéni exemplafe bude navrat vzacného druhu na

stanovisté¢ velmi pomaly. Proto je tfeba sbér provadét Setrné a minimalizovat mozné

Skody (Wirth et al., 2013).

2.3 Sekundarni metabolity liSejnikit

Zivé organismy produkuji celou fadu primarnich metabolitil, jako jsou napiiklad
aminokyseliny, sacharidy a fotosyntetické pigmenty. Tvoii také mnoho latek, které
nejsou pro zivot jedince nezbytné. Rostliny také casto produkuji rizné alkaloidy,
glykosidy a mykotoxiny. Lisejniky vytvareji mnoho sekundarnich metabolitd a Casto je

mozné je vyuzit pii ur€ovani né€kterych druht (Malicek, 2012).

Obsah sekundarnich metabolitli ve stélce liSejnikt dosahuje 0,1 % az 10 % suSiny
stélky, v nékterych ptfipadech mize dosdhnout az 30 % obsahu suSiny. Sekundérni
metabolity vzdy vytvaii mykobiont (Goga et al., 2018). Vice nez 700 druhti znamych

sekundarnich metaboliti produkuji jen liSejniky. Jen mald ¢ast (zhruba 50 az 60
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sekundarnich metabolitl) se vyskytuje u nelichenizovanych hub a vyssich rostlin (Elix

& Stocker-Worgotter, 2008).

Rozpustnost lisSejnikovych latek ve vod¢ je velmi nizka, a proto se pro jejich izolaci
vyuzivaji organickd rozpoustédla, napiiklad aceton. Produkce sekundarnich metabolitli
v liSejnicich je ovlivnéna faktory prostiedi jako je intenzita slune¢niho zatfeni, mnozstvi
UV zéfeni, nadmoiska vyska, teplotni vykyvy a ro¢ni obdobi. V¢Ek liSejniku je také pfi

tvorbé lisejnikovych latek vyznamny (Goga et al,. 2018).

2.4 Detekce sekundarnich metabolitu liSejnikii

K detekci lisejnikovych latek lze vyuzit nékolik metod. Cetné produkty
metabolickych procest lisejnikli jsou specifické pro jednotlivé druhy. Tim padem jsou
velmi G€innymi charakteristickymi znaky (Svrcéek, 1976). V nasledujicich kapitolach

struéné piedstavim mozné metody pro detekci sekunddrnich metabolita u liSejnik.

2.4.1 Stélkové reakce a UV svétlo

U stélkovych reakci se jedna o jednoduchy zptlisob, jak zjistit vybrané latky
u liSejnikt. K t€émto reakcim se vyuzivaji roztoky hydroxidu draselného, chlorové vapno
(napt. Savo) a parafenylendiamin (Smith et al., 2009). K detekci sekundarnich metabolitt
se malé mnoZstvi téchto roztok nanese na stélku liSejniku a v ptipad€ pfitomnosti
hledané latky, dojde k barevné zméné (nejcastéji na Cervenou, oranzovou, Zlutou ¢i
rizovou). Dale je také mozné pro detekci vyuZzit Lugoliv roztok. Ten obsahuje jod a pfi
kladné reakci s polysacharidy dojde k modrému zbarveni. Nevyhodou téchto reakci je, ze
Casto nedosahuji specifické odpovédi (reaguji pouze na urcity typ slouceniny), a proto
neni pokazdé mozné jednozna¢né uréit konkrétni latku obsazenou ve stélce (Orange et

al., 2010).

Pro detekci sekundarnich metabolitti liSejnikti lze také vyuzit fluorescenci.
Kratkovinné (254 nm) a dlouhovinné (366 nm) ultrafialové svétlo se pouziva
k identifikaci klicovych lisejnikovych latek, coz umoziuje pozorovani oranzové, Sedé,
hnédé, Cervené a bilé barvy. Intenzita fluorescence se méni v zavislosti na mnozstvi
atypu ptitomnych latek. Fluorescence je vyvolana latkami v horni kiife (naptiklad
xanthony) nebo v dfenové vrstvé (napfiklad alektoronova a divarikatova kyselina)
(McCune, 2017).
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2.4.2 Mikrokrystalizacni testy

Mikrokrystalizacni testy zahrnuji rekrystalizaci liSejnikovych latek pod
mikroskopem. Tyto testy byly Siroce vyuzivany pfedtim, nez se stala popularni pro
urcovani tenkovrstva chromatografie (McCune, 2017). Tato technika je uzite¢na pro
rozliSeni nékterych part latek, které se Spatn¢ oddé€luji v bézné pouzivanych systémech
TLC. Jimiz jsou napiiklad kyselina gyroforova, lekanorova, barbatova a diffraktova.
Dals§imi mikrochemickymi testy, které produkuji charakteristické krystaly, jsou testy pro
kyseliny norstiktovou (Orange et al., 2010).

2.4.3 Pigmenty a krystaly

Nekteré  z liSejnikovych  pigmentd nelze rozpustit ani Vv organickych
rozpoustédlech, coz znemoziuje jejich identifikaci pomoci mikrokrystalizacnich testii
nebo chromatografie. Na jejich identifikace se proto pouziva sledovani jejich reakci na
zasadité a kyselé prostiedi, kdy pfidani kyseliny chlorovodikové muze odhalit barevné
zmény. Dalsi metodou je reakce s kyselinou dusi¢nou, diky které dochazi ke zméné barvy

nékterych pigmentl na cervenou (Malicek, 2012).

2.4.4  Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Tenkovrstva chromatografie je Siroce rozsitenou metodou v lichenologii. Jedna se
o relativné jednoduchou a levnou techniku. Vzorky liSejnikii se extrahuji pomoci acetonu
a tento extrakt se aplikuje na sklenéné nebo hlinikové desky, které jsou potaZeny
kifemicitym gelem. Takto pfipravend deska je umisténa do uzaviené nadoby a ponofena
do konkrétni smési organickych rozpoustédel. Po ponofeni za¢ina roztok na desce vzlinat
a Snim 1 metabolity. Tyto metabolity jsou po vytaZeni desky zviditelnény postiikem
kyseliny sirové nebo jinymi ¢inidly. Vzniklé skvrny jsou docasné identifikovany podle

své barvy a relativni polohy (Orange et al., 2010).

245 Vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie pracuje na stejnych principech jako
umoziuje lepsi rozliSeni vzniklych skvrn. Vyhody HPLC oproti TLC chromatografii
spoCivaji ve vétsim rozliSeni skvrn, veétsi citlivosti, rychlosti a mensi spotiebou

rozpoustédla. Navic Ize aplikovat vzorky na obé strany desky (Orange et al., 2010).

Z toho vyplivaji dalsi pfednosti HPLC — detekce latek, které jsou zastoupeny

pouze ve stopovém mnozstvi a moznost rozliSeni latek ptibuznych, jenz se pti TLC
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spojuji do jedné skvrny. Kapalinovd chromatografie také soucasné urcuje absorpcni
maxima, které predstavuji vlnové délky, pfi nichz dané metabolity absorbuji nejvice
svétla. Tim pomaha pii jejich identifikaci, jelikoz rtizné metabolity maji obvykle

charakteristickd maxima (Malicek, 2012).

2.5 Vyznam sekunddrnich metabolitii

Role sekundarnich metabolitl pro pfeziti a rust liSejnikd mize a nemusi byt Zivotné
nezbytna. LiSejnikové latky vSak ptinaseji obéma partnerim vyhody. Maji vliv na Sirokou
Skalu biotickych a abiotickych interakci mezi liSejniky a jejich prostiedim. Nékteré ze
sekundéarnich metabolitl naptiklad pomahaji chranit stélku pted bylozravci, patogeny,
konkurenty a vnéjSimi abiotickymi faktory, jako je napiiklad toxicky substrat (Molnar
& Farkas, 2010). Uz po staleti se lisejnikové latky vyuzivaji v mnoha evropskych zemich
Kk barveni latek (Cassellman, 1994), jako 1é¢iva proti zaludeénim chorobam, cukrovce,
kasli, koznim onemocnéni a na rychlej$i hojeni ran. Navic také naleznou uplatnéni
I V potravinafstvi, vyrob¢ parfému, alkoholickych napoju a ve farmaceutickém pramyslu

(Rankovi¢ et al., 2012).

Sekundarni metabolity liSejniki sehravaji diileZitou roli ve fotoprotekci. Tyto latky,
jako je naptiklad kyselina usnova, absorbuji Skodlivé UVB =zafeni, které by jinak
inhibovalo fotosyntézu. Ur¢ité sekundarni metabolity také piispivaji k odolnosti vici
oxida¢nimu stresu a expozici zne&istujicimi latkami. Rada ze sekundarnich metabolitii je
také povazovana za dulezité pii konkurenci o ekologické niky a mohou pusobit jako
inhibitory ristu a kli¢eni semen u vysSich rostlin. Studie prokazaly, Ze kyselina vulpinova
a evernova maji schopnost inhibovat kli¢eni spor konkuren¢nich druht (Calcott et al.,
2018).

Derivaty orcinolu a B-orcinolu. jako jsou depsidy, depsidony a dibenzofurany
pravdépodobné hraji roli pfi ustanoveni lichenismu. Ovliviyji i interakce mezi symbionty
a jejich zivotnim prostfedim. Navic bylo prokazano, Ze derivaty depsidont vykazuji také
antioxida¢ni ucinky, o néco mén¢ také depsidy (Haner et al., 2008). Také bylo
zaznamenano, ze dochazi ke zméné mnozstvi sekundarnich metaboliti v reakci na
expozici téZkym koviim nebo anorganickym sloucenindm siry. Existuji dikazy, Ze
nekteré slouceniny liSejnikl se podileji na udrzovani rovnovahy kovi (Calcott et al.,
2018).
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2.6 Rozdéleni sekunddarnich metabolitii
Sekundarni metabolity lisejnika Ize rozdélit do nékolika hlavnich skupin dle jejich
chemické struktury a biologické funkce (Boustie et al., 2011). Mezi zakladni skupiny

patfi:

1. Depsidy: Obsahuji dvé nebo vice karboxylovych kyselin spojenych esterovou
vazbou. Maji vétSinou antioxidacni a antibakteridlni ti¢inky. Také mohou hrat roli
pfi ochrané proti UV zafeni. Do této skupiny lze zaradit naptiklad antranorin,
lekanorovou a norstiktovou kyselina.

2. Depsidony: Jsou podobné depsidiim, ale obsahuji navic ketonovou skupinu. Mezi
depsidony lze zaradit kyselinu alektoronovou.

3. Dibenzofurany: Obsahuji dvé aromatické kruznice spojené kyslikovym atomem.
Jejich vyznam je spojen s fotoprotekci. Jako piiklad 1ze uvést kyselinu evernovou.

4. Anthrachinony: Tvofi skupiny barevnych slou¢enin s aromatickou strukturou.
Jsou charakteristické pro své antioxidacni vlastnosti. Do této skupiny patii
kyselina usnova.

5. Xanthony: Ve své struktufe maji kyselé skupiny a maji antioxidaéni

a antimikrobidlni ucinky. Do této skupiny lze zafadit vulpinovou kyselinu.

Toto rozdé€leni neni zcela kompletni, ale predstavuje zakladni ptehled o hlavnich typech

sekundarnich metabolitt liSejnikt (Elix et Stocker-Worgotter, 2008).

2.7 Sekundarni metabolity vyznamné pro determinaci dutohldavek
U nékterych skupin dutohldvek maji sekundarni metabolity klicovou roli pro
determinaci. Tato kapitola piedstavuje vybrané vyznamné sekundarni metabolity, které

mohou napomoci K jejich uréeni.

2.7.1 Atranorin

Atranorin je depsid, sloZzeny ze dvou aromatickych kruhii spojenych pomoci
esterové vazby. Analyza celkového reaktivniho antioxida¢niho potencidlu a celkové
reaktivity antioxidantli prokazala, Ze atranorin pusobi jako obecny antioxidant (Kosani¢
et al., 2018). Dalsi vlastnosti atranorinu je jeho protinadorova aktivita proti bunéénym
liniim rakoviny (Goga, 2018). Tento depsid je fluorescenéni latkou, kterd absorbuje UVB
zateni. Pokudj je atranorin osvicen timto zafeni, pohlcuje vzniklou energii a nasledné

eliminuje svétlo o nizsi energii, coz je viditelné jako fluorescence. Toto svétlo mize byt
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vyuzito chlorofylem v fasach pii fotosyntéze k syntéze organickych latek (Calcott et al.,
2018).

Orange et al. (2010) uvadi, Ze retencni faktor atranorinu pii TLC chromatografii
s pouzitim systému C je 70. Vyslednd barva skvrny po potfeni kyselinou sirovou

a vypalenti je zlutd az oranzovozluta.

2.7.2 Kyselina usnova
Kyselina usnova je jednim z nejvice zkoumanych sekundarnich metaboliti
Vv oblasti lisejnika. Diky svym rozmanitym biologickym a ekologickym aktivitim nachézi

uplatnéni v kosmetickém primyslu a lékaftstvi (Goga, 2018).

Strukturdlni charakteristika a fyzikadlné—chemické vlastnosti kyseliny usnové
maji kliCovou roli v biologickych ucincich. Vykazuje Siroké spektrum bioaktivit,
se o sekundarni metabolit s jedine¢nou strukturu dibenzofuranu, ktery je Casto pfitomen
v lisejnicich rod Usnea, Lecanora a Cladonia. Tato rozmanita biologicka aktivita a Casty
vyskyt v riiznych typech liSejnikii naznacuje potencidl kyseliny usnové v Iékarském

vyzkumu (Luzina et al., 2018).

Dle Orange at el. (2010) ma kyselina usnova pfi TLC chromatografii s pouZzitim
systému C reten¢ni faktor 71. Po potfeni kyselinou sirovou a vypaleni se skvrna zbarvi
do Zluté¢ barvy. Tato metoda umoziiuje efektivné oddé€lit a urcit kyselinu usnovou

v analytickych procesech.

2.7.3 Kyselina isousnovd

Kyselina isousnova je fazena do skupiny dibenzofuranii. Je zndma prevazné svymi
antibakterialnimi, antifungalnimi a cytotoxickymi U¢inky. Studie prokdzaly, Ze kyselina
1sousnova ma také protizanétlivé ucinky, jelikoz inhibuje produkei oxidu dusnatého. Tato

-----

(Mendili et al., 2022).

Orange at el. (2010) uvadi, Ze kyselina isousnova dosahuje reten¢niho faktoru 79
pti TLC chromatografii s pouZitim systému C. Po potfeni kyselinou sirovou a nasledném

vypaleni se skvrna pfi této metodé zbarvi do odstinu velmi svétle Zluté az Sedozelené

barvy.
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2.7.4 Kyselina barbatovd

Kyselina barbatova patii mezi depsidy a prokazala se jako vysoce multifunkéni
latka s protinadorovymi uc¢inky a schopnosti inhibovat rast rostlin. Vyuziva se jako
herbicid, antioxidant a moluskocid (Wang, 2017). V nedavném vyzkumu provedeném Yu
et al. (2023) bylo zjisténo, ze tato kyselina projevuje diureticky t¢inek na laboratornich
mysich. Tyto nové poznatky o jejim diuretickém ucinku naznacuji potencial téchto

sloucenin jako moznych diuretik pro 1é¢bu nefrolitiazy v budoucnosti.

Vyzkum Silva et al. (2020) pfinesl zajimavé poznatky ohledné kyseliny barbatové
a jeji schistosomicidni ucinnosti. Tato latka se ukéazala jako ucinny prostfedek proti
krevniéce stievni (Schistosoma mansoni), jedna se o parazitického plosténce ze tridy
motolic, ktery zpiisobuje stfevni schistosomo6zu. Toto onemocnéni obvykle postihuje jatra
a tlusté stfevo. Kromeé toho studie prokézala, Ze kyselina barbatova neni toxicka pro lidské
mononukledrni buniky periferni krve v koncentracich, které jsou ucinné proti krevnicce

stfevni.

Dle Orange et al. (2010) ma kyselina barbatova reten¢ni faktor 52 pii TLC
chromatografii s pouzitim systému C. Kdyz je skvrna potiena kyselinou sirovou a poté je
vypélena, pfechazi barva skvrny od bled€ az do jasné Zluté, pfi¢emz jeji okraj ziskava

rizovy az rizovooranzovy nadech.

2.7.5 Kyselina didymova

Kyselina didymova je jednim z fenolitickych sekundarnich metabolitl liSejnik.
Jeji ptitomnost svéd¢i o slozitych biochemickych procesech probihajicich v rdmci
symbiotického systému liSejnikll. Vzajemna interakce mezi mykobiontem a fotobiontem
pfi tvorbé kyseliny didymové nam poskytuje vhled do sloZitého metabolismu liSejnikd.
Jeji vyznam vSak nespociva jen v hledisku fyziologie, ale také z ekologického hlediska
amozného vyuziti v Iékafstvi, jelikoz prokdzala antimikrobidlni, antioxidacni nebo

'''''

protizanétlivé vlastnosti (Jeong et al., 2021).

Dle Orange et al. (2010) m4 kyselina didymova v systému C (TLC) retencni faktor
52. Tato hodnota je shodna s reten¢nim faktorem kyseliny barbatové. Oba sekundarni
metabolity lze vSak odlisit pomoci vysledné barvy po potieni desky kyselinou sirovou
a vypaleni. Kyselina didymova nevykazuje Zadnou specifickou barvu na rozdil od
kyseliny barbatové. Pro jeji identifikaci je proto nezbytnd UV lampa, kde se po ozéfeni

zobrazi modrofialovy nadech.

21



2.7.6 Zeorin

Zeorin je chemickéd sloucenina, kterd se spadd do skupiny latek nazvanych
triterpeny (Goga, 2018). Strukturné se vSak odliSuje od ostatnich triterpenti. Hlavnim
rozdilem je absence karboxylové skupiny, kterd je povazovana za zasadni rys souvisejici
s inhibi¢ni aktivitou. Tento strukturdlni rozdil mize mit vliv na dalsi biologické vlastnosti
zeorinu, coz naznacuje potenciondlni zajimavost této slouceniny v oblasti 1écby

a vyzkumu (Thadhani & Karunaratne, 2017).

Zeorin prokazal antibakteridlni u¢inky (Goga, 2018). Vyzkum provedeny Kosanic
et al. (2010) navic ukazal, ze ma relativné silnou antimikrobidlni aktivitu a u¢innost proti

houbach a bakteriim.

Thadhani & Karunaratne (2017) ve své studii také zdlraznili hypoglykemicky
ucinek zeorinu. Béhem jejich vyzkumu na streptozocinem indukovanych diabetickych
krysach se ukazalo, Ze zeorin v davce 50 mg/kg dokéazal béhem dvou hodin snizit hladinu
krevniho cukru z 500 mg/dL na 400 mg/dL. Diky tomu by bylo mozné vyuziti zeorinu

pfi regulaci glykemie u pacientu s diabetem.

Pti provadéni tenkovrstvé chromatografie s pouzitim systému C ma zeorin
retencni faktor 43. Vysledna barva zobrazend na TLC desce je popsana jako fialova, avSak
s tlumenym ténem, coz znamenad, Ze neni zcela jasna nebo syta, ale spiSe ma jemné&;jsi

odstin fialové (Orange et al., 2010).

2.1.7 Kyselina norstiktovd

Kyselina norstiktova se fadi do skupiny depsidl. Patfi mezi Casté sekundarni
metabolity liSejnikti (Nash, 2008). Tato fenolicka sloucenina ¢asto krystalizuje pfimo na
povrchu hyf liSejnika. Struktura kyseliny norstiktové je Casto velmi podobna jinym
lisejnikovym metabolitim a diky tomu muze byt tézka jeji identifikace (Hauck at el.,
2010).

Vyzkum Ebrahim et al. (2016) poukazal, ze se kyselina norstiktova projevuje
potencionalni protinddorové ucinky. Tato studie se zaméfila na zkouméani moznosti
vyuziti kyseliny norstiktové jako moZzného lé¢iva proti rakoviné prsu. Experimenty
provedené na laboratornich mySich potvrdily, Ze tento sekundarni metabolit dokaze
ucinné zpomalovat rast a Siteni nddorovych buné€k rakoviny prsu, pficemz ma minimalni

vedlejsi u¢inky na ostatni zdravé bunky.
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Orange et al. (2010) uvadi, Ze retencni faktor kyseliny norstiktové pii TLC
chromatografii se systtmem C je 30. Pokud dale desku potfeme kyselinou sirovou

a nasledné ji vypalime skvrna se zobrazi jako syté zluta barva.

2.7.8 Kpyselina vulpinovd

Kyselina vulpinova je znama svou S$irokou Skalu biologickych ucinkt, které
zahrnuji antifungalni, protinadorové a antioxidacni vlastnosti (Yi et al. 2019). Nicméné
se jedna 1 o latku toxickou. Je toxicka pro rizné druhy zvifat, nejen pro savce, ale také
pro hmyz a mekkysSe. Jeji G€inky maji Siroky dosah a zasahuji do chovani mnoha

zivocichu (Elix & Stocker-Worgétter, 2008).

Ve vyzkumu provedeném Yi et al. (2019) byly zkoumény ucinky kyseliny
vulpinové na chovani bunék, které se podileji na tvorbé kosti a tukové tkané. Studie
prokazala, Ze kyselina vulpinovd mé schopnost ovliviiovat procesy diferenciace bunék.
U kmenovych bun¢k bylo pozorovano zvyseni exprese gend, které souvisi s tvorbou kosti
a sniZzenim tvorby tukovych bunck. Naopak u bunék ptedurcenych k tukové diferenciaci
doslo k urychleni procesu jejich pfemény na zralé buiky. Vysledky studie naznacuji, ze
by kyselina vulpinova mohla byt vyuzita jako 1é¢ivo pro nemoci spojené s kosterni tkani

a poruchami tukové tkan¢.

V poslednich letech ziskavaji sekunddrni metabolity znacnou pozornost diky
jejich potenciondlnimu vyuZiti v boji proti rakoviné. Tento fakt reflektuje 1 vyzkum
vedeny Cansaran-Duman et al. (2021), ktery se zaméfil pravé na kyselinu vulpinovou.
Jelikoz tato latka ma silny ucinek proti riznym typtim rakoviny. Cilem studie bylo
detailn¢ prozkoumat, jaky vliv mé kyselina vulpinovd na bunky s metastatickym
bunék a vést k jejich pred¢asné smrti. Déle byl v nedavném vyzkumu Buda et al. (2024)
zkouman vliv kyseliny vulpinové a difraktové na rakovinu déloZzniho ¢ipku. Tato studie
pfinesla zajimavé poznatky, kdy bylo zjisténo, ze zkoumané latky vykazuji schopnost
potlacit rist rakovinotvornych bunék a vést ke jejich piedCasné smrti. Zminéné
sekundarni metabolity by tedy mohly poskytnout perspektivni piistup v 1écbé rakoviny

délozniho ¢ipku.

Kyselina vulpinova dosahuje v systému C reten¢niho faktoru 76 (TLC) a vysledna

barva po vypaleni je Zluta (Orange et al., 2010).
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2.7.9 Kyselina fumarprotocetrarova
Kyslelina fumarprotocetrarova patii mezi depsidony a strukturné je odvozena od
kyseliny protocetrarové. Tato slou¢enina je znama svymi moznymi farmaceutickymi

ucinky (Sanchéz et al., 2022).

Ve vyzkumu Urefia-Vacas (2022) byla tato slouc¢enina zkoumana piedevsim pro
antimikrobialni vlastnosti. Zjistilo se, ze ma G¢inky proti riznym druhtim bakterii a hub.
Krom¢ toho byla prokazana také jeji schopnost potlacit aktivitu Trypanozomy svapi¢né

(Trypanosoma brucei), coz je paraziticky organismus.

Dalsim dulezitym aspektem je funkce kyseliny fumarprotocetrarové jako
antioxidantu. Tato latka byla také identifikovana jako moznost 1é¢by respiracnich
onemocnéni. Vyzkum prokazal pozitivni ucinek na zlepSeni vykaslavani hlenu

Vv dychacich cestach (de Barros Alves et al., 2014).

Orange et al. (2010) uvadi pro reten¢ni faktor kyseliny fumarprotocetrarové
v systému C hodnotu 7. Tato nizka hodnota znaci, Ze kyselina fumarprotocetrarova ma
tendenci zlstavat na koloné¢ déle, coz ¢ini jeji identifikaci téz$i. Vysledna barva se

objevuje mirné nad startovni pozici. Po vypaleni se zobrazuje jako Seda.

2.7.10 Kyselina perlatolova

Kyselina perlatolova je zafazovdna do skupiny depsidii. Tento sekundéarni
metabolit ma antibakterialni a antimykotickou aktivitu, coz znamena, ze dokaze
potlacovat rist a Sifeni urcitych bakterii a plisni. Diky témto vlastnostem byla kyselina

v minulosti vyuzivana k oSetfovani ran a proti infekci (Gianini et al., 2008).

Z vysledkd studie, ktera byla provedena vroce 2015 vyplyva, ze kyselina
perlatolova prokazala také pozitivni ucinky na rlst nervovych bun€k a je schopna
inhibovat enzym actylcholinestrazu. Coz je diilezité pro spravnou funkci mozku. Toto
zjiSténi by mohlo byt uzitecné pii 1é€bé onemocnéni centralniho nervového systému

(Reddy et al., 2016).

V roce 2023 byl proveden vyzkum, ktery se zaméfil na testovani nékolika tfid
sloucenin produkovanych liSejniky nebo pfidruZenymi bateriemi a houbami na jejich
ucinnost proti lidskému koronaviru (HCoV-229E). Béhem tohoto vyzkumu byla

zaznamenana antivirova aktivita u ¢ty zkoumanych sloucenin. Mezi tyto slouceniny
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patiila prave kyselina perlatolova, u které byla prokézana schopnost potlacit replikaci viru

SARS-CoV-2 zpisobujici onemocnéni COVID-19 (Desmarets et al., 2023).

Retenéni faktor kyseliny perlatolové v systému C odpovida hodnoté 54. Vysledna

barva po dokonceni procesu se zobrazuje jako zlut4 az oranzova (Orange et al., 2010).

2.7.11 Kyselina skvamatova
Kyselina skvamatova se také fadi do skupiny depsidi. Stejné jako dalsi sekundarni
metabolity z této skupiny ma antimikrobialni a antioxidacni vlastnosti. Jeji vyznam

spoc¢iva v moznych 1é¢ebnych ucincich.

Ve vyzkumu Nguyen et al. (2014) byla zkoumana cytotoxicka aktivita kyseliny
skvamatové spole¢né s dalsimi sekundarnimi metabolity liSejniki na rakovinovych
buiikach. Bylo zjisténo, Ze extrakt obsahujici kyselinu skvamatovou vykazuje vyraznou
schopnost zabijet rakovinné bunky. Kromé toho, kdyz byla aplikovana oddélené,
vykazovala obdobnou aktivitu jak extrat s vyssim poctem slouéenin. Diky tomuto zjisténi

by mohla najit uplatnéni v protinddorovych tcincich.

Retenéni faktor kyseliny skvamatové v sytému C odpovidd hodnoté 28.
Zobrazena barva po potieni TLC desky kyselinou sirovou a ndsledném vypaleni je svétle

oranzova (Orange et al., 2010).

2.7.12 Kyselina rhodokladonova

Kyselina rhodokladonova je ¢erveny pigment, ktery se vyskytuje v mnoha druzich
lisejnikt, zejména rodu Cladonia. Svou barvou ¢asto prispiva k napadnému zabarveni
liSejnikl. Je derivatem naftochinonu. Tato kyselina byla z liSejnikli identifikovana

a izolovana pravdépodobné jako jedna z prvnich (Baker & Bullock, 1969).

Pti vyuziti TLC chromatografie (systém C) mé kyselina rhodokladonova nizky
reten¢ni faktor, jehoz hodnota ¢ini 4. Tato skute¢nost komplikuje pesné urceni této latky.
Avsak jednou z charakteristickych vlastnosti této latky je vyrazné barva, kterd se béhem
chromatografického procesu projevuje odstiny od ¢ervené po fialovou (Orange et al.,

2010).

2.7.13 Kyselina thamnolova
Kyselina thamnolova se tfadi do skupiny depsidii a projevuje potencionalni

antibakterialni, antituberkuldzni a antifungélni G€inky. Byl zaznamenan silny ucinek proti
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bakteriim a kvasinkdm. Vzhledem k tomu by mohla byt vyuzita jako antimikrobidlni

¢inidlo v potravinaiském priamyslu (Goga et al., 2018).

Kyslelina thamnolovd je znama u liSejniki, které prokazuji odolnost vuéi
kyselému prostiedi, jako je Siroce rozsifeny druh Cladonia digitata. Jeji pfitomnost je
spojena se schopnosti liSejnik rGst na substratech s nizkym pH as odolnosti vici

znec€isténi ovzdusi (Hauck et al., 2009).

Podle Orange et al. (2010) dosahuje kyselina thamnolova pii TLC chromatografii
se systémem C hodnotu retencniho faktoru 13. Po aplikaci kyseliny sirové a vypaleni se

skvrna zobrazi jako oranzovozluta az oranzova.

2.7.14 Kyselina psoromova

Kyselina psoromova je organickou latkou, kterd se vyznacuje biologickou
aktivitou, jako jsou antioxida¢ni u¢inky a pusobici jako ochrana kardiovaskularniho
systému (Behera et al., 2012). Vykazuje také antimykobakterialni aktivitu proti ptisobeni
enzymu Mycobacterium tuberculosis. Proto je povaZzovana za potencionalné terapeuticky

vyznamnou pii 1€cbé tuberkulozy (Hassan et al., 2018).

Ve vyzkumu provedeném Hassan et al. (2019) byla kyselina psoromova
zkoumana pro své schopnosti potladit Sifeni viru herpes simplex typu 1 (HSV-1) a typu 2
(HSV-2). HSV-1 ¢asto vyvolavajici opary na tvafi, zatimco HSV-2 je hlavnim faktorem
genitalniho oparu. Byla prokazana vysoka Gc¢innost této latky v potlaceni obou typti viru,
pficemz dosahla lepSich vysledkii neZ standardni 1é¢ivo acyklovir. Studie rovnéz ukézala,
ze kyselina psoromova brani fungovani enzymu HSV-1 polymeraza a HSV-2

polymeraza, které jsou kli¢ové pro replikaci viru.

Elix (2014) uvadi reten¢ni faktor pii TLC chromatografii s vyuzitim systému C jako

41 a vyslednéd skvrna je charakterizovana jako hnéda.

2.8 Rod Cladonia

Rod Cladonia je jednim z nejvétsich rodu lichenizovanych hub. Rod je znamy svou
rozmanitosti, zahrnuje téméef 500 druhti (Stenroos et al., 2018). Zastupce nalezneme
v oblastech s vysokou vlhkosti, od nizinnych tropickych oblasti po pobiezi oblasti
Antarktidy a Arktidy, nevyskytuji se vSak na suchych a polosuchych poustich (Burgaz et

al., 2020). V soucasnosti se dutohlavky stavaji stale vice studovanymi organismy, jelikoz
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poskytuji dilezité poznatky o biodiverzité, ekologii a fylogenezi liSejnikli (Stenroos et

al., 2018).

U dutohlavek se vyskytuje tzv. dvoutvara (dimorfni) stélka. Primarni stélku (thallus
horizontalis) tvofi Supiny. Sekundarni stélka (thallus verticalis) je tvofen poharky
rizného tvaru (podetiemi nebo pseudopodetiemi) (Ahti et al., 2013). Podetia jsou vétvené
vyrustky, které vyristaji ze stélky a nemaji dfennovou vrstvu. Povrchova struktura téchto
poharki je druhov¢ specificka, hladka, mouc¢naté sorediosni nebo vlaknita, pfipominajici

pavucinu (Pino-Bodas et al., 2016).

Dutohlavky ptedstavuji vyznamnou skupinu liSejnikli obyvajici ekosystémy
borealnich lest a arktické tundry. Jsou specializované na zivot na zemi (terikolni druhy)
a na mrtvém drevé (lignikolni druhy). Tento adaptativni zpisob dutohldvkdm umoziuje
prosperovat v riznych prostiedich, jako jsou lesni pidy a mrtvé dievo. Nékteré druhy
rostou i epifyticky (Ahti et al., 2013).

V rodu dutohlavek bylo identifikovano okolo 70 sekundarnich metaboliti (Burgaz
et al., 2020). Mezi tyto latky patii rozmanité skupiny, véetné depsidi, nékolik depsidond,
dibenzofuranii a jejich derivatd, dale také anthrachinony, vyssi alifatické kyseliny
a triterpenoidy (Ahti et al., 2013). Pro identifikaci téchto metabolitl je mozné vyuzit
rizné analytické metody. Jednou z nich je vyuziti UV zafeni, které umoziiuje pozorovani
fluorescence nekterych depsidi a depsidont. Kromé toho se tradicné vyuzivaji barevné
testy skvrn sreagenty (naptiklad s hydroxidem draselnym). Avsak tyto testy mohou
selhat pfi nizké koncentraci nebo pii detekci specifickych latek. Vzhledem k citlivosti
a spolehlivosti je stile povazovana za nejefektivnéjsi techniku tenkovrstva

chromatografie (Burgaz et al., 2020).

Dutohlavky mohou byt rozdéleny bud’ podle typu stélky nebo podle barvy plodnic
na ¢ervenoplodé a hnédoplodé (Ahti et al., 2013).

KERICKOVITE DUTOHLAVKY

2.8.1 Cladonia portentosa (dutohlivka jeZata)

Cladonia portentosa se v Evropé vyskytuje na kyselé pidé v rozmezi nadmoiské
vysky od 0 do 1 500 metrti. Nejcastéjsi je v eurosibifské oblasti, ale roztrouSené se
objevuje i ve Stiedomoti (Burgaz et al., 2020). Druh patii do rozsahlé skupiny tzv.

ketickovitych dutohlavek, které nevytvari Supiny, ale bohaté vétvenou strukturu ketickda.
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Keticky dorustaji do vysky az 11 centimetrd, obvykle maji svétle zlutozelenou az
popelavé Sedou barvu a jejich povrch je hladky a bez kiry. Vzacné vytvaii plodnice
(apothecia) hnédé barvy (Ahti et al., 2013).

Dutohlavka jezatd vytvaii sekundarni metabolity kyselinu  usnovou
a perlatolovou, vykazujici vyraznou fluorescenci pii osvétleni UV zafeni. Zvlasté
vyznamna je pfitomnost kyseliny perlatolové, ktera slouzi k odliSeni od Cladonia mitis,
jenz tuto kyselinu neobsahuje. Chemicky a ¢astecné 1 morfologicky podobnym druhem
je také dutohlavka horska (Cladonia stellaris), rovnéz obsahujici kyselinu perlatolovou.
Na prvni pohled vsak lze pozorovat rozdily, jako jsou hustsi vétveni a vice kompaktni

struktura, ktera ptipomina kvétakovité hlavicky (Burgaz et al., 2020).

Cladonia portentosa byla identifikovana jako jedna z moznych latek pro inhibici
actylcholinestrazy, coz naznacuje, Ze muze obsahovat latky s potencidlni lécebnou

ucinnosti pii 1é¢bé neurodegenerativnich onemocnéni (napi. Alzheimerova choroba)

(Nagar et al., 2023).

Obrazek 1 - Cladonia portentosa
Zdroj: (Malicek, 2022), online
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Obriazek 2 - Cladonia mitis

Zdroj: (Malicek, 2021), online

Obrazek 3 - Cladonia stellaris
Zdroj: (Malic¢ek, 2023), online

HNEDOPLODE DUTOHLAVKY

2.8.2 Cladonia uncialis (dutohlavka hvézdovita)

Cladonia uncialis se ¢asto vyskytuje na pidé mezi mechy, na dobie osvétlenych
a obnazenych mistech. Je béZnd v jehli¢natych lesich, na viesovistich a pisecnych dunach
vV Evropé, Severni Americe a Asii. Stélka dutohlavky hvézdicovité mé barvu Zlutozelenou
nebo zelenou, Casto pfechdzejici do hnédé smérem ke Spicatym koncim vétévek
(Studzinska-Sroka et al., 2015). U této dutohlavky pievazuje tripolytomické az
tetrapolytomické vétveni (Ahti et al., 2013).
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Podoba se druhu Cladonia biuncialis, ale v kontrastu k tomuto lisejniku nevytvari
Cladonia uncialis praskovity povrch v centralni dutiné podetii a obsahuje pouze vzacné
kyselinu skvamatovou, zatimco Cladonia biuncialis ji zpravidla tvoti (Ahti et al., 2013).

U Cladonia uncialis se také vyskytuje kyselina usnova (Burgaz et al., 2020).

Obrazek 4 - Cladonia uncialis
Zdroj: (Malicek, 2008), online

Obrazek 5 - Cladonia biuncialis
Zdroj: (Sanderson, 2013), online

2.8.3 Cladonia cariosa (dutohldavka zetleld)
Cladonia cariosa ptedstavuje pionyrsky terikolni druh, ktery preferuje pudy
S nizkym obsahem Zzivin. Jeho roz$ifeni zahrnuje rizné nadmoiské vysky, od niZin az do

hor, véetné stanovist’ jako jsou viesoviste, piseéné plané a melké mineralni pady (Rola,
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2020). Stélka dutohlavky zetlelé je charakterizovana primarni Supinovitou stélkou,
slouzenou z drobnych Supin s okraji bud celistvymi nebo s jemnymi zéfezy. Pti
pozorovani podetii jsou patrné podélné trhliny, jejichZ povrch je tvofeny rozpraskanou
kirou. Apothecia maji tmaveé hnédou barvu a dosahuji priméru az 3 mm. Jsou nahlou¢ené

do skupin a vytvaieji utvar pfipominajici hrozen (Burgaz et al., 2020).

V ramci druhu Cladonia cariosa byla pozorovana zna¢na variabilita jak
z morfologického, tak z hlediska chemismu, coz vede k vytvofeni rozmanité Skaly
sekundarnich metabolitti. Tato variabilita se projevuje piitomnosti nékolika raznych
chemotypti (Ahti et al., 2013). Tyto chemotypy casto obsahuji atranorin spolu
s rangiformovou nebo fumarprotocetrarovou kyselinou, pfipadné i bez nich. Kromé toho
jsou znamé i chemotypy, obsahujici norstiktovou a psoromovou kyselinou (Pino-Bodas
etal., 2012).

Obriazek 6 - Cladonia cariosa
Zdroj: (Malicek, 2008), online

2.8.4 Cladonia cryptochlorophaea

Cladonia cryptochlorophaea roste na tlejicim dievé, na spodnich c¢astech
listnatych stromt, v humusu nebo vyjime¢né na holé ptid¢ (Burgaz et al., 2020). Primérni
stélka je slozena z drobnych a trvalych Supin. Podetia maji zelenoSedou barvu, tvarem
piipominaji Siroké nalevky. Plodnice, které jsou u Cladonia cryptochlorophaea velmi
vzacné, maji tmavé hnédou barvu. V ramci struktury plodnic jsou pozorovatelné pyknidy,
coz jsou drobné utvary slouzici k produkci nepohlavné vznikajicich konidii (spor). Pro

pienos a udrzeni spor se tvoti hyalinni sliz (Ahti et al., 2013).
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Druh Cladonia cryptochlorophaea je mozné spolehlivé rozlisit od ostatnich druhi
pomoci analyzy jeho specifickych sekundarnich metabolitd. Dutohlavka vytvari
kryptochlorofaeovou a paludosovou Kkyselinu. Daéle obsahuje komplex Kkyseliny
fumaroprotocetrarové, ktery je téméf vzdy ptitomen v evropskych populacich (Ahti et al.,
2013). Zminéné specifické sekundarni metabolity pro Cladonia cryptochlorophaea lze
ucinn¢ identifikovat pomoci tenkovrstvé chromatografie. Kyselina kryptochlorofacova
dosahuje pti vyuziti systému C retenc¢niho faktoru 37 a barva po potieni kyselinou sirovou
a vypaleni je tmavé oranzova s rizovym az fialovym okrajem (Orange et al., 2010).
U kyseliny paludosové je uvadén retenéni faktor 33. Po provedeni tenkovrstvé

chromatografie je zobrazena vysledna skvrna popsana barvou ¢ervenou (Elix, 2014).

Obrazek 7 - Cladonia cryptochlorophaea
Zdroj: (Sanderson, 2021), online

2.8.5 Cladonia fimbriata (dutohldvka tidsnita)

Cladonia fimbriata je béznym druhem vSech bioklimatickych past
sttedomotskych zemi. Vyskytuje se na holé ptid¢, humusu, vzacnéji na rozkladajicim se
dfevé a bazich stromil. Jedna se o druh rozsifeny na obou polokoulich (Burgaz et al.,
2020). Vyznacuje se hnédoplodymi poharky a dutymi podecii, které se v horni ¢asti nahle

VALY

dutohlavky (Ahti et al., 2013).

Z hlediska sekundarnich metaboliti osahuje dutohlavka t¥asnitd kyselinu
kvesitovou a komplex kyseliny fumarprotocetrarové. V oblasti sttedni Evropé byl
zaznamenan chemotyp obsahujici navic obsahuje kyselinu bourgeanovou. Cladonia

fimbriata vykazuje podobnost s Cladonia cryptochlorophaea, ta vsak obsahuje jiz
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zminéné specifické sekundarni metabolity (kryptochlorofacova a paludosova kyselina).
Dalsi podobnost 1ze nalézt s druhem Cladonia carneola (dutohlavka pletova). Rozdil je
Vv celkovém Zlutém zbarveni dutohlavky pletové, které je zpisobeno ptitomnosti kyseliny

usnové (Burgaz et al., 2020).

Obrazek 8 - Cladonia fimbriata
Zdroj: (Sanderson, 2007), online

Obrazek 9 - Cladonia carneola
Zdroj: (Timdal, 2015), online
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CERVENOPLODE DUTOHLAVKY

2.8.6 Cladonia digitata (dutohldavka prstita)

Cladonia digitata bézné roste na rozkladajicim se dfevé a na bazich listnatych
a jehli¢natych stromil. Casto se vyskytuje v lesich biotopech s vyssi vlhkosti a dlouhou
ekologickou stabilitou. V Evropé patii mezi hojné rozsitené druhy (Burgaz et al., 2020).
Primarni stélka je trvald a tvofi ji soredidzni ptizemni Supiny. Podetia jsou tvarem
proménliva, s povrchem pokrytym kiirou a sorediéznimi utvary v horni ¢asti. Rumélkove
ervena apothecia obvykle nejsou vytvorena. Cervené pyknidy maji obvykle vejéity az

kuzelovity tvar a obsahuji erveny sliz (Ahti et al., 2013).

Sekundarni metabolity dutohlavky prstité zahrnuji kyselinu thamnolovou
a rhodokladonovou (divod cEerveného zbarveni). Tento druh dutohlavky muze byt
zaménén s Cladonia polydactyla (dutohlavka mnohoprsta). Ta ma vSak mensi Supiny
S hlubokymi zéfezy, na okraji mén¢ soredidznimi. Dale je v sekundarnich metabolitech

tohoto druhu obsazena kyselina usnova (Burgaz et al., 2020).

Obrazek 10 - Cladonia digitata
Zdroj: (Sanderson, 2015), online
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Obrazek 11 - Cladonia polydactyla
Zdroj: (Sanderson, 2016), online

2.8.7 Cladonia deformis (dutohldavka znetvoiend)

Cladonia deformis se vyskytuje na humusu s bohatou ptidou, v husté zarostlych
lesich a na kamenech, obCas i1 na rozklddajicim se dfevé. Vykazuje Sirokou Skalu
stanoviSt, coz zahrnuje 1 rizné typy pfirodnich prostfedi. Pfitomnost dutohlavky
znetvorené na humusu a skaldch naznacuje schopnost ptizpisobit se riznym podminkam
a prostiedim (Ahti et al., 2013). Thallus tohoto liSejniku pfedstavuje Supinatou strukturu.
Podetia maji obvykle zelenozlutou az Sedozelenou barvu a maji trumpetovy tvar. Plodnice
jsou Cervené, ale jejich vyskyt je velmi vzacny. Pfitomné pyknidy maji uvnitf cerveny

sliz (Burgaz et al., 2020).

Cladonia deformis vytvati nékolik specifickych latek, mezi které patii kyselina
usnova, isousnova, rhodokladonova, zeorin, bellidiflorin a stopové mnozstvi nezndmych
terpenoidil. Zeorin se na povrchu téla lisejniku uklada ve formé krystalickych jehlic, které
je mozné pozorovat na herbarovych exemplatich (Ahti et al., 2013). Nékteré formy tohoto
lisejniku jsou robustnéjsi a piipominaji druh Cladonia sulphurina, ten ma vsak typicky
podetia s podélnymi trhlinami, a navic obsahuje kyselinu skvamatovou (Steinova et al.,
2013).
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Obrazek 12 - Cladonia deformis
Zdroj: (Bouda, 2017), online

Obrazek 13 - Cladonia sulphurina
Zdroj: (Sanderson, 2009), online

2.8.8 Cladonia bellidiflora (dutohlavka chudobkokvéta)

Cladonia bellidiflora se vykytuje na kyselych padach, ve vysokohorskych
raSeliniStich, na mechem pokrytych skaldch nebo v borovicovych lesich. Preferuje oblasti
s mikroklimaticky vyssi vlhkosti, jako jsou naptiklad lokality s dlouhodobé zasnézenym

povrchem (Burgaz et al., 2020).

Stélka dutohlavky chudobkokvété je charakterizovana vyraznou Supinovitou
stélkou. Podetia maji Zlutozelenou barvu a dosahuji vysky 3 az 8 centimetrii. na koncich

poharkt vyristaji hojné Cervena polokulovitd apothecia (Ahti et al., 2013).
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Cladonia bellidiflora vytvari kyselinu usnovou, ktera pouze vyjimecné chybi.
Daéle kyseliny skvamatovou, rhodokladonovou a belidiflorin. V oblasti Severni a Jizni
Ameriky se  vyskytuji dalsi chemotypy, obsahujici tamnolovou nebo

fumarprotocetrarovou kyselinu (Ahti et al., 2013).

Obrazek 14 - Cladonia bellidiflora
Zdroj: (Malicek, 2022), online

2.8.9 Cladonia borealis (dutohlavka severni)

Dutohlavka severni je v Evropé cCasto zaznamenavana zejména v horskych
a boredlnich regionech, kde se vyskytuje na mineralni ptud¢, ale také na humusu nebo
tenkych vrstvach pidy na skalnatych podkladech z kifemence. Obecné preferuje oteviena
stanovisté (Steinova et al., 2015). Stélku této dutohlavky tvofi Supiny s vlnitym okrajem
a zaoblenymi laloky. Supiny jsou na svrchni stran& zbarveny do $edozelené, zatimco na
spodni strané ptevazuje barva bild. Podetia jsou obvykle zlutozelena az Sedozelena a na
jejich vrcholu 1ze pozorovat ploché desticky. Apotecia jsou ziidka k vidéni a maji

vyraznou ¢ervenou barvu (Burgaz et al., 2020).

Mezi sekundarni metabolity, které jsou obsazeny ve stélce Cladonia borealis,
patii kyselina usnovd, barbatova, rhodokladonova a Casto i néktera z mastnych kyselin
(Ahti et al., 2013). Pravé pritomnost kyseliny barbatové méa vyznamnou roli pfi rozliSeni
této dutohlavky od podobného druhu Cladonia coccifera (dutohlavka Cervcova), ktery
tuto kyselinu neobsahuje. Dal$im rozliSovacim prvkem jsou puchyinaté desti¢ky na

povrchu podetii, které jsou u Cladonia coccifera supinovité (Steinova et al., 2015).
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Obrazek 15 - Cladonia borealis
Zdroj: (Bouda, 2007), online

Obrazek 16 - Cladonia coccifera
Zdroj: (Timdal, 2007), online

2.8.10 Cladonia norvegica (dutohlavka cervenajici)

Cladonia norvegica je druhem vyskytujicim se pievazné v lesich s vlhkym
patfezt a klad (Ahti et al., 2013). Primarni stélku dutohlavky cervenajici tvofi Supiny
poseté napadnymi cervenymi skvrnami zplisobenymi kyselinou rhodokladonovou.
Supiny jsou malé, lalokovité a jemné rozdélené, jejich barva na horni strané je $edozelena

a na spodni bil4. U tohoto druhu jsou patrna Sidlovita podetia (Burgaz et al., 2020).

Cladonia norvegica sdili n¢které charakteristiky s dal§imi pfibuznymi druhy, jako
je Cladonia coniocraea (dutohlavka jehlicovitd) a Cladonia ochrochlora (dutohlavka

okrozelena). Tyto druhy mohou byt na prvni pohled podobné, avsak jejich rozliSeni je
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mozné pomoci analyzy obsahu sekundarnich metabolitl. Kyselina barbatovd a 4-O-
demetylbarbatova jsou pritomny pouze u dutohldvky ¢ervenajici, u dutohlavky jehlicové
a okrozelené chybi. Tato podobnost s témito Castéji se vyskytujicimi druhy muize byt
jeden z duvodd, pro¢ byla Cladonia norvegica v minulosti ptehlizena nebo nedostate¢né
zkoumana (Schram et al., 2013).

Obrazek 17 - Cladonia norvegica
Zdroj: (Malicek, 2023), online

Obriazek 18 - Cladonia coniocraea
Zdroj: (Bouda, 2007), online
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Obrazek 19 - Cladonia ochrochlora
Zdroj: (Sanderson, 2022), online

40



3. Metodika
V praktické ¢asti byla pro postup pii TLC chromatografii vyuzita publikace Orange
et al. (2010).

3.1 Princip TLC chromatografie

Pti technice tenkovrstvé chromatografie (TLC) jsou klicovymi stacionarni
(nepohybliva) a mobilni (pohybliva) faze. Jako stacionarni ¢ast jsou nejcastéji vyuzivany
hlinikové nebo sklenéné desky pokryté sorbentem — silikagelem nebo oxidem hlinitym.
Pro pohyb mobilni faze se vyuzivaji rtizna organickd rozpoustédla. Tyto latky jsou
schopné se pohybovat pies stacionarni fazi a oddélovat slozky analytu na zékladé jejich

interakci s obéma fazemi (Schneiderka, 2000).

Vzhledem k nizké rozpustnosti sekundarnich metabolitd ve vodé je pro jejich
extrakci preferovan aceton. Extrakt je poté aplikovan na desku (stacionarni faze) pomoci
tenkych kapilar a umistén do vyvijejici komory s vhodnym organickym rozpoustédlem

(mobilni faze) (Orange et al., 2010).

Mobilni faze stoupa po stacionarni fazi spolecné s latkami obsazenymi v liSejniku.
Tyto latky se lisi v jejich afinité ke stacionarni fazi a mobilni fazi, coZ zplisobuje jejich
rozdéleni a pohyb riznymi rychlostmi. Latky, které maji vétsi afinitu ke stacionarni fazi,
se pohybuji pomaleji nez ty, které maji vétsi afinitu k mobilni fazi (Santiago & Strobel,
2013). Po dokonceni TLC chromatografie 1ze pozorovat stopy metaboliti ve formé
charakteristickych skvrn. Tyto skvrny jsou vysledkem riznych rychlosti, kterymi se latky
pohybovaly po tenké vrstvé sorbentu (Orange et al., 2010).

Pro identifikaci sekundarniho metabolitu je nezbytné nejprve vypocitat retencni
faktor. Nasledné je dulezité vizualné pozorovat barvu vzniklych skvrn. Pro zjisténi
pfesnosti a piipadné spravnosti vypoctu se pouziva kontrolni vzorek. Ten je nanaSen na
tteti pozici od obou okrajii desky. Typicky se jako kontrolni vzorek voli kyselina

norstikotva nebo atranorin (Orange et al., 2010).

3.2 Priprava vzorku dutohldvek

V ramci praktické casti byly herbarové vzorky dutohlavek vybrany ze soukromé
sbirky RNDr. Josefa Haldy, Ph.D. Z téchto vybranych vzorkt byla pomoci pinzety
odstranéna mala cast dutohlavky, ktera byla nasledné vlozena do mikrozkumavky

0 objemu 2 ml. Dale bylo do zkumavky pipetovano 150 pl acetonu S diirazem na to, aby
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vzorek neplaval a hladina acetonu neptesahla uroven zazeni zkumavky. Je tieba zdiraznit
opatrnost pfi pipetovani acetonu ke vzorku, aby nedoslo ke kontaktu Spicky se vzorkem.
To by mohlo zpusobit kontaminaci a znehodnoceni vzorku. Po této ptipravé byl vzorek

oznacen ¢islem a ndzvem druhu.

3.3 Postup vyvolani desky se vzorky

1. Priprava vyvijejici komory

Byl ptipraven roztok pro systém C slozeny ze 170 ml toluenu a 30 ml kyseliny
octové. Cast pripraveného roztoku byla jako medium do vyvijejici komory do vysky
hladiny zhruba 10 mm. Pro dosazeni optimalnich podminek byla vyvijejici komora
priklopena vikem alespon 30 minut pfed vlozenim desky, aby byl prostor nasycen vypary

Z roztoku.
2. Priprava stacionarni faze

Stacionarni fazi je sklenéna deska pokrytd silikagelem. Na horni a dolni cast
okraje desky byla zakreslena ¢ara ve vzdalenosti 20 mm od kraje a uprostied desky bylo
vyznaceno ¢elo. Nasledné byla definovéana startovni pozice pro aplikaci vzorkd. Prvni
a posledni pozici byla umisténa 15 mm od krajli, mezi ostatnimi byl zachovan rozestup

10 mm. Pro kontrolni vzorek byla oznacena tfeti pozici z obou stran.
3. Naneseni vzorki

Ptipravené vzorky sacetonem byly aplikovany pomoci tenkych kapilar na
startovni pozice. Kazdy vzorek byl nanasen samostatnou kapilarou, aby se ptedeslo
mozné kontaminaci vzorkt. Na startovni pozice byla nanesena jedna az dvé kapky, aby
nedoslo ke spojeni se vzorkem na sousedni pozici. Tento proces byl opakovan minimalné

15x.
4. Vlozeni desky do vyvijejici komory

Pripravena deska s aplikovanymi vzorky byla vloZena do vyvijejici komory
avyvijena po dubu zhruba 30 az 60 minut, dokud se hladina vzlinani nepfiblizila
k oznacenému Celu. Doba vyvijeni se muze lisit v zavislosti na staii pouzivaného systému
C, okolni teploté a dalSich atmosférickych podminkach v danou chvili. Nasledné byla

deska otocena a druha strana vyvijen stejnym zptisobem.
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5. Vyjmuti desky z vyvijejici komory

Desku byla vyjmuta z vyvijejici komory a umisténa na filtra¢ni papir v digestofi.
Poté byla deska nechana dikladné vyschnout, dokud byl zcela eliminovan jakykoliv

zapach octové kyseliny.
6. Priprava trouby

Béhem procesu vysouSeni desky v digestofi byla trouba predehiata na teplotu
110 °C.

7. Pozorovani desky na dennim svétle

Po vysuseni a odpafeni desky byla peclivé prohlédnuta a vyfocena zblizka za
bézného osvétleni. Pozice vzniklych skvrn na desce byly oznaceny pomoci tuzky

krouzkem.
8. Pozorovani desky pod kratkovinnym UV

Vzhledem k potencionalnimu poskozeni zraku kratkovinnym UV svétlem je
nezbytné pouzit ochranné bryle. Deska byla umisténa pod UV lampu (nastavena na 254
nm), byly potizeny fotografie a nové zobrazené skvrny byly identifikovany a zakresleny

pomoci vlnovky.
9. Pozorovani desky pod dlouhovinnym UV

Je tfeba si ponechat ochranné bryle kvili moznému poSkozeni zraku
dlouhovinnym svétlem. UV lampa byla nastavena na dlouhovinné UV (366 nm). Dale

byla deska znovu vyfocena a nové skvrny zakresleny pierusovanou ¢arou.
10. Zjisténi pritomnosti mastnych kyselin

Pro detekci mastnych kyselin byla deska opatrné pomoci stficky polita studenou
vodou. Pokud jsou pfitomny mastné kyseliny, objevi se bil¢ skvrny na prisvitném pozadi,

které byly piipadné zakresleny kiizkem. Deska byla znovu vyfotografovana.
11. Redéni kyseliny sirové

Pro ptipravu 250 ml 10% kyseliny sirové byla fedéna 96% kyselina sirova
destilovanou vodou. Do kadinky bylo nejprve nalito 225 ml destilované vody a nasledné

opatrng prilito 25 ml 96% kyseliny sirové.
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12. Aplikace kyseliny sirové

Z divodu zachovani bezpeCnosti pii praci byly nasazeny silné rukavice a do
kadinky nalita 10% kyselina sirova. Cela deska byla pomoci Sirokého $tétce s hustymi

Stétinami potfena pripravenou kyselinou.
13. Vypékani v troubé

Ihned po potieni kyselinou sirovou byla deska vlozena do predehiaté trouby.
Deska byla vypékana piiblizné 10 minut a nasledné vyjmuta z trouby, jakmile se vyvinou
pozadované skvrny. Ptili§ dlouhé vypalovani nebo pfili§ vysoka teplota mohou zpiisobit

zmatnéni barev skvrn a zhnédnuti celé desky.
14. Pozorovani desky na dennim svétle

Béhem vypékani mohly vzniknout nové nacervenalé¢ skvrny, které patii
terpenoidim. Deska byla znovu vyfocena na dennim svétle a tyto skvrny byly

identifikovany vysSrafovanim.
15. Pozorovani desky pod dlouhovinnym UV

Jako posledni krok byla deska opét vystavena dlouhovinnému UV zafeni (366 nm)

a nov¢ zobrazené skvrny byly zakresleny pierusovanou ¢arou.

(Orange et al., 2010)

3.4 Urceni sekundarnich metabolitii

Pro vyvolani desky je mozné pfistoupit k uréeni sekundarnich metabolitii. Pro
jejich identifikaci se pouziva metoda vypoctu retenéniho faktoru (zkracen¢ Rf).
Predstavuje hodnotu, ktera umoznuje porovnat pohyb analytu na desce s pohybem

rozpoustédla.
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Celo

Vypocitani retenéniho faktoru probiha podle

nasledujiciho postupu:

1. Zméfime vzdalenost skvrny od startovni pozice, | ®
¢imz ziskdme hodnotu A.
2. Zmétime vzdalenost mezi ¢elem a startovni A A

pozici, ¢imz ziskame hodnotu B.

3. Ob¢ tyto hodnoty dosadime do nésledujiciho

Startovni pozice

VZorce: Rf — 4. 100
B

(Orange et al., 2010) Obrazek 20 — Uréeni Rf

Zdroj: vlastni

Pro spravnou identifikaci sekundarnich metaboliti je nezbytné ziskat nésledujici
informace: hodnotu reten¢niho faktoru, barvu skvrny pod dlouhovinnym UV pied
vypalenim, barvu skvrny po naneseni kyseliny sirové a nasledném vypaleni a barvu
skvrny pod dlouhovinnym UV po vypaleni. S t€émito udaji je mozné podle odborné

literatury pfesné identifikovat dany sekundarni metabolit (Schumm, 2016).

3.5 PouiZité chemikdlie

Kyselina octova CHsCOOH (PENTA s.r.0., Praha, Ceska republika)
Toluen CgHsCH3 (PENTA s.r.o., Praha, Ceska republika)
Aceton CH3COCHs (PENTA s.r.0., Praha, Ceska republika)

Kyselina sirova H2S04 ,96 %, &ista (PENTA s.r.0., Praha, Ceska republika)

3.6 Priprava didaktickych pomiicek

Dle aktualniho ramcové vzdélavaciho programu pro gymndzia a tématu mé
bakalaiské prace jsem vytvorila soubor plakatti (Priloha 2) a tabulku (Tabulka 2)
s piehledem dikazovych reakci sekundarnich metaboliti liSejnikd rodu Cladonia, které
nabizeji uZitecné materialy pro vyuku biologie na sttednich skolach. Plakaty a dikazové
reakce je mozné vyuzit ve vzdelavaci oblasti biologie hub, konkrétné v ucivu stavba

a funkce lisejnikda.
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BIOLOGIE HUB

= Ocekavané vystupy

2 .

= zak

E [ 2 poznd a pojmenuje (s moznym vyuzitim riznych informacnich zdroji) vwiznamné zastupce hub a lisejnikd
:2: [ 3 posoudi ekologicky, zdravotnicky a hospoddrsky vyznam hub a lisejniki

Ucivo
stavba a funkce hub
stavba a funkce liSejniki

Obrazek 21 - Vytez z RVP

Zdroj: https://www.msmt.cz/vzdelavani/stredni-vzdelavani/ramcove-vzdelavaci-

rogram

Plakaty byly vypracovany za pomoci reSerSe odborné dostupné literatury
S pomoci programu Canva. Moznosti jejich vyuziti je vylepeni ve tiidé€, vyuziti
V hodindch s tématem biologie hub, pfipadné¢ jako rozSifeni uciva napiiklad
Vv biologickém krouzku. Téma a obsah plakati také nabizi mezipfedmétové vztahy
a jejich vyuziti je mozné i v pfedmétu chemie pfi hodinach s tématem separa¢nich metod,

jako je naptiklad tenkovrstva chromatografie.

Dukazové reakce vychazeji z publikace Orange et al. (2010) a byly zpracovany
v programu Microsoft Excel. Mohou poskytnout studentim interaktivni pohled na
detekci sekundarnich metabolitt lisejnikd. Tyto reakce lze prezentovat nejen v hodinach
biologie stématem biologie hub, ale také naptiklad v ramci biologického krouzku.

Reakce také nabizeji moZnosti pro mezipfedmétové propojeni v ramcei vyuky chemie.
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4. Prakticka ¢ast

V ramci praktické casti byly pomoci metody TLC chromatografie izolovany
sekundarni metabolity vybranych liSejnikd rodu Cladonia. Jednalo se o druhy casto
obtizn¢ identifikovatelné pouze na zéklad¢ jejich morfologie nebo mohou byt vizualné
podobné jinym druhiim. Sekundarni metabolity pfedstavuji klicovy faktor pfi rozliSovani

téchto druhu.

Po izolaci sekundarnich metaboliti bylo provedeno jejich piitazeni ke konkrétnimu
druhu. Nasledné byl vytvoien graf zobrazujici po¢et sekundarnich metabolitt u kazdého
druhu. Druhy byly rozdéleny na hnédoplodé dutohlavky (Obrazek 22) a ¢ervenoplodé
dutohlavky (Obrazek 23). Dale bylo vytvorena tabulka, ktera prezentuje obsah
sekundarnich metaboliti u vybranych druhti rodu Cladonia. (Tabulka 1). Tato tabulka

muze usnadnit identifikaci konkrétnich druhti liSejnik.

Pocet obsazenych sekundarnich
metaboliti hnédoplodych dutohlavek
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Obrazek 22 - Pocet obsazenych sekundarnich metaboliti hnédoplodych dutohlavek
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Pocet obsazenych sekundarnich
metabolitl ¢ervenoplodych dutohlavek
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Obrazek 23 - Pocet obsazenych sekundarnich metaboliti cervenoplodych dutohlavek
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Tabulka 1 - Obsah sekundarnich metabolita

vybranych lisejnikti rodu Cladonia

<+ |
2 f | L1 f 2 % SR =] F|®
| 2a 8| E| G Z E| E| 2| =| g| % %
HEER IR S| 2 & & 3| B| 2
Sl = 2| | 4 ol Bl = -
C. portentosa + + +
C. mitis + + +
C. stellaris + + +
C. uncialis + +
C. biuncialis + + +
C. fimbriata +
C. carneola + A + + +
+
+ + +
C. deformis + + + +
C. sulphurina + +
C. borealis + + +
C. coccifera + + + +
C. norvegica + +
C. coniocraea +
C. ochrochlora +
C. arbuscula + +
C. bellidiflora + +
C. caespiticia +
C. cariosa + + +
C. cenotea +
C. cervicornis + +
C. chlorophaea + +
C. ciliata +
C. convoluta A +
C. cornuta +
C. crispata
C. cyanipes 1 +
C. decorticata +
C. diversa A +
C. floerkeana i
C. foliacea + A +
C. furcata +
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C. glauca + | + +
C. gracilis i
C. grayi +
C. humilis + + +
C. incrassata A + + +
C. macilenta + +
C. macroceras + +
C. macrophylla
C, metacorallifera + + +
C. monomorpha +
C. parasitica + + +
C. peziziformis +
C. phyllophora + +
C. pleurota + +
C, pocillum + +
C. polycarpoides +
C. pulvinata
C. pyxidata + +
C. ramulosa + +
C. rangiferina + +
C. stygia + +
C. subcervicornis + +
C. subulata +
C. symphycarpia +
C. turgida + +
C. verticillata +
C. zopfii
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Mezi vybranymi druhy rodu Cladonia byly nejcastéji zjistény kyselina usnova
a kyselina fumarprotocetrarova. Naopak kyselina norstiktova, didymova a perlatolova se
vyskytovaly méné cCasto. Kyselina vulpinova nebyla identifikovana u zadného

Z vybranych druht.

Dale byla v ramci praktické ¢asti vytvotrena pomoci publikace Orange et al. (2010)
tabulka s pifehledem dikazovych reakci sekundarnich metaboliti obsaZenych
Vv lisejnicich rodu Cladonia. Tato tabulka byla koncipovana s ohledem na jeji didaktické

vyuziti, aby poskytla vyucujicim uceleny nastroj pro praktické cviceni.

Tabulka 2 - Ptehled dikazovych reakci sekundarnich metaboliti obsazenych

v lisejnicich rodu Cladonia

Barevna
Cinidlo reakce Sekundarni metabolit LiSejnik - priklad
Tmavé Cladonia floerkeana
K ¢ervena Kyselina rhodokladonova (apothecia)
K Zluta Atranorin Cladonia polydactyla
K Svétle zluta Kyselina thamnolova Cladonia polydactyla
C Zluta Kyselina usnové Cladonia portentosa
Kyselina
C Rizova kryptochlorofacova Cladonia chlorophaea
Kyselina
PD Rudohnéda fumarprotocetrarova Cladonia pyxidata
uv Bila Kyselina skvamatova Cladonia glauca (dien)
uv Modrobila Kyselina perlatolova Cladonia portentosa

Cinidlo:
e K =roztok hydroxidu draselného (10 g KOH + 100 ml destilované vody)
e (C =roztok chlornanu sodného (napt. Savo)

e PD = parafenyldiamin (dva nebo tfi krystaly rozpusténé v né€kolika kapkach
ethanolu)

e UV =osviceni UV lampou dlouhovinnym ultrafialovym zafenim (350 nm)
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5. Diskuse

Béhem zpracovani této bakalarské prace jsem objevila mnoho zajimavych poznatkt
tykajicich se lisejnikti a jejich sekundarnich metaboliti. Prekvapilo mé, jak velkou
rozmanitost téchto metabolitli je mozné pozorovat v riznych druzich lisejnikii. Fascinuje
mé nejen jejich skala, ale také jejich ucinky, které nejsou relevantni pouze v ptirodnim

prostiedi, ale také ve sméru cilené¢ho vyzkumu.

Zajimavym piikladem je kyselina barbatova, kterd prokazatelné piisobi jako Gi¢inna
latka proti krevnicce sttevni (Silva et al., 2020), coZ je zajimavy ptiklad vyuziti ptirodnich
latek v medicin€é. Dal§im zajimavych aspektem je skutecnost, Ze nékteré sekundarni
metabolity (napt. atranorin, kyselina norstiktova, usnova, barbatova, vulpinova
a skvamatova) vykazuji protinadorové uc¢inky. Tento poznatek poukazuje na
potencionalni 1é¢ebné vyuziti liSejnikd a jejich sekundarnich metabolitt v boji proti

nadorovym onemocnénim.

Pro zkoumani sekundarnich metabolitd jsem vybrala rod Cladonia, ktery se
vyznauje svou vysokou rozmanitosti. Tato rozmanitost se odrazi i v obsahu
sekundarnich metaboliti, dokonce existuji druhy s riznymi chemotypy (napi. Cladonia
cariosa a Cladonia bellidiflora). Zaujalo m¢, Ze diky témto metabolitim je mozné rozlisit
druhy, které mohou vykazovat ur¢itou podobnost (napi. Cladonia fimbriata a Cladonia
cryptochlorophaea). Pravé Cladonia cryptochlorophaea mé zaujala svymi
charakteristickym sekundarnim metabolitim, diky kterym je snadné&jsi jeji ureni (Ahti

etal., 2013).

V ramci praktické casti jsem provedla izolaci sekunddrnich metabolitl nékterych
druhti dutohlavek. Béhem této izolace jsem narazila na n€kolik problému. Jeden z nich
nastal u vyvijeni desky, kde pfi konci procesu zafala mobilni fidze stoupat ve tvaru
pismene U. To by mohlo zpusobit mylny vypocet reten¢niho faktoru. Tento problém se
vyfesil, kdyZ jsem nafedila médium ve vyvijejici komote star§im roztokem. Také jsem
méla potize s identifikaci urCitych sekunddrnich metabolitd, zejména kvili jejich
podobnym hodnotdm Rf faktorfi. Pro dosaZeni ptesnych vysledkl jsem pfi identifikaci
nékterych izolovanych metaboliti provedla srovnani se znamymi standardy ziskanymi

z urcitych druhti lisejniki.

Béhem analyzy grafii poctu sekundarnich metaboliti mé zaujalo zjisténi, Ze druhy,

které jsou v Ceské republice hojné rozsifené, obsahuji nizky podet téchto metabolitii.
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Konkrétné u hnédoplodého druhu Cladonia fimbriata byly zjistény pouze dva sekundarni

metabolity, to samé plati i pro ¢ervenoplody druh Cladonia digitata.

Pti srovnani vysledka praktické ¢asti s odbornou literaturou reSerSni Casti jsem
objevila nékolik rozdili. Podle Ahti et al. (2013) druh Cladonia uncialis obsahuje pouze
vzacné kyselinu skvamatovou. Nicméné ja kyselinu skvamatovou u tohoto druhu
izolovala. V literarni reSersi jsem uvedla kyselinu vulpinovou jako vyznamnou pro
determinaci dutohlavek, avSak Zzadna zvybranych dutohlavek tuto kyselinu
neobsahovala. Navzdory tomu jsem se rozhodla zachovat zminku o kyselin€ vulpinové

vzhledem K jejim zajimavym ucinktm.

Vysledkem této prace je poznani vyznamné role sekundarnich metaboliti pii
identifikaci sterilnich stélek lisejnikii. K tomuto poznani pfispiva i vytvorena tabulka,
kterd poskytuje piehled o pfitomnosti sekundarnich metabolith u vybranych druhli
dutohlavek. Poskytuje uceleny pohled na riznorodost sekundérnich metaboliti

Vv kontextu jednotlivych rodii a miize pomoci v taxonomii dutohlavek.
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6. Zavér

V teoretické Casti jsem popsala rizné moznosti detekce sekundarnich metabolitd
liSejnikli a predstavila jsem vybrané sekunddrni metabolity vyznamné pro determinaci
dutohlavek. Déle jsem se zaméfila na dutohlavky, které vykazuji podobnost s jinymi

druhy ¢i obsahuji specifické sekundarni metabolity.

V metodologické casti mé prace jsem detailné popsala proces metody tenkovrstvé
chromatografie, véetné zékladniho principu. Tento popis zahrnuje podrobné vysvétleni,
jak TLC funguje a jak je pouzivana k analyze sekundarnich metabolita liSejnika. Dale
jsem se vénovala postupu tvorby didaktickych pomitcek, které zahrnuji plakaty a tabulku

s dikazovymi reakcemi dutohlavek.

V ramci této prace jsem vytvorila tabulku, kterd poskytuje ptehled o pfitomnosti
sekundérnich metabolit u vybranych druhii dutohldvek. Dale jsem pfipravila didaktické
pomtcky pro vyuku pfedmétu biologie s dirazem na sekundarni metabolity a jejich
detekci. Béhem prace jsem ziskala dovednosti v pouzivani techniky tenkovrstvé
chromatografie a determinaci sekundarnich metabolitl liSejnik. Tim jsem zvolené cile

bakalarské prace splnila.
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8. Prilohy
Priloha 1: Fotky vyvolanych desek (TLC chromatografie)

Obrazek 24 - Deska pted vypalenim po aplikaci vody

Obrazek 25 - Deska pted aplikaci kyseliny sirové a vypalenim pod kratkovinnym UV
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Obrazek 26 - Deska pted aplikaci kyseliny sirové pod dlouhovinnym UV

Obrazek 27 - Deska po aplikaci kyseliny sirové a nasledném vypaleni
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Obrazek 28 - Deska po aplikaci kyseliny sirové a vypaleni

Obrazek 29 - Deska po aplikaci kyseliny sirové a vypaleni pod dlouhovinnym UV
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Ptiloha 2: Plakaty do vyuky na téma sekundarni metabolity liSejnikt a jejich detekce

KUNDARNI _
LITY LISEJNIKU

-

f B
Role sekunddrnich
metabolitl pro prezitia
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Taxonomie
Mohou pomoci pri urceni
druhu liSejnika

700+

Je znamo okolo 700
sekundarnich metabolita
Prevazna vétsina je pouze u

liSejnika

Jsou nerozpustné ve vodé
Ze stélky lisejniku
extrahovdny pouze
organickymi rozpoustédly .

|
\

Bx e

ératka horka

Jsou pric¢inou vyrazné
horké chuti vétsiny druht
liSejniki
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e Barvenazména (pomoci
napr. KOH, Sava)
¢ Fluorescence (kratkovinné
a dlouhovlnné UV)

Krystaly kyseliny norstiktové

Nékteré sekunddrni
metabolity nerozpustné
organickymi rozpoustédly
Pomoci napt. HCl barevné
reakce pigmenta
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Krystaly specifickych tvart a
velikosti, které jsou
charakteristické pro jednotlivé
sekunddrni metabolity

Zeleny pigment

Technika oddélovani a analgzy
sekundarnich metabolitii na
zdkladé jejich razné afinité k

mobilni fazi a staciondrni fazi
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e Stacionarni (nepohyblivd) fdaze - sklenénad deska pokryta
silikagelem
¢ Mobilni (pohybliva) faze - organickda rozpoustédla
POSTUP: -
1.naneseni vzorku na
stacionarni fazi
2.vloZeni desky do vyvijejici
komory - mobilni faze
zacne vzlinat silikagelem
vzhiru ﬂ a
3. vgpocet retenc¢niho
faktoru (Rf = A/B *100)‘/ .

4, pozorovani barvy PRINCIP:
vijsledné skvrny Latky s vétsi afinitou k staciondarni

fazi se pohybuji pomaleji nez ty s
vétsi afinitou k mobilni fazi, coz
umoznuje jejich rozdéleni
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