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Abstrakt

Produkci sekundarnich metabolitt je liSejnik chranén pred rlznymi vlivy
prostfedi. Diky nim jsou liSejniky pravdépodobné schopné adaptovat se na
rozmanitou Skalu nepfiznivych podminek. Chemickou analyzou TLC byly
identifikovany sekundarni metabolity saxikolnich liSejniku silikatovych suti ze 4 lokalit,
reprezentujicich 4 nadmorské vySky. Rozmezi nadmorskych vySek mezi nejnize a
nejvyse polozenou lokalitou je 250-1550 m. n. m. Z lokalit byly porovnavany rozdily
v zastoupeni sekundarnich metabolitdl podél vyskového gradientu nizina-subalpinsky
stupenl. Celkové bylo identifikovano 45 sekundarnich metabolitd a 49 saxikolnich
druhGl ze vSech lokalit. Zastoupenim metabolitd se lokality mezi sebou vyrazné
neliSily. VétSina metabolitl z hlediska vyskytu na nadmofskou vySku vazana neni,
kromé kyseliny miriquidové. Druhy rodu Miriquidica osidluji v pfevazné vétsiné
podhorské, horské a alpinské oblasti (s vyjimkou M. deusta), proto se metabolit v
nizSich polohach nevyskytuje. V ramci vyzkumu byl zjistén vyskyt dealpinského druhu
Dimelaena oreina s chemotypem | v nejnize polozené lokalité v Podyji. Pro KrkonoSe
byla nové zjiSténa Miriquidica nigroleprosa var. liljenstroemii. Bylo zjisténo, Ze

zastoupeni rdznych sekundarnich metabolitd nezavisi na nadmorské vysce.

Klicova slova: sekundarnimetabolity, saxikolni lisejniky, Thin Layer Chromatography,

Brdy, KrkonoSe, Podyjiji



Abstract

Lichens are protected from environmental factors by production of secondary
metabolites. This likely allows them to adapt to broad range of harsh conditions.
Secondary metabolites of saxicolous lichens were chemically analyzed by TLC.
Lichen material was collected from 4 boulder scree sites representing 4 different
elevations. Range of elevations was 250-1550 m. a. s. |. between the lowest and the
highest lying locations. Differences in presence of metabolites from each site were
compared with regard to the elevation gradient. From all analyzed samples 45
secondary metabolites in 49 saxicoulous lichens were identified from all localities.
There was no significant difference in distribution of metabolites amongst the
locations. In most of the metabolites their presence was not dependent on the
elevation with the exception of the miriquidic acid. Species of the order Miriquidica are
found mainly in mountainous and alpine regions (except M. deusta) - therefore the
miriquidic acid is not present in the species found in the localities withlower elevation.
A dealpine species Dimelaena oreina with the chemotype | was found in the locality
with the lowest altitude Podyji. The variety Miriquidica nigroleprosa var. liljenstroemii
was found in KrkonoSe mountains (Giant Mts.).It was found that the presence of the
different metabolites is not linked to the elevation.

Keywords: secondary metabolites, saxicolous lichens, Thin Layer Chromatography,

Brdy, Krkonos$e, Podyji
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1. Uvod

Stejné jako bakalafska prace je i tato diplomova prace zaméfena na
problematiku sekundarnich metabolitl. Zatimco bakalafska prace byla vénovana
sekundarnim metabolitim epifytickych liSejniku, tato prace je zamérena na saxikolni
lisejniky.
produkce sekundarnich metabolitd. Tvorbou sekundarnich metabolitd je tak
mikrobiom liSejniku chranén. Existuje mnoho studii, kde byly tyto vlastnosti

(Rankovi¢ 2015).

LiSejniky mohoudiky sekundarnim metabolitim existovat v Uzemich, kde
panuji nehostinné podminky. Jsou schopné se adaptovat na rdznou $kalu
nepriznivych podminek. Kazdy metabolit mdze plnit jinou funkci, proto jsou ¢astym
predmétem vyzkumu.Uginky sekundarnich metabolitli jsou nejcast&ji zjistovany
méfenim jejich koncentrace. Ktomu slouzi metoda vysokouc€inné kapalinové
chromatografie (HPLC). Diky ni Ize zjistit, zdali se koncentrace latky v zavislosti na

néjaky abioticky faktor prostfedi méni.

Sekundarni metabolity jsou vyznamné i z hlediska taxonomie. Kazdy druh ma
své specifické slozZeni liSejnikovych latek, diky cemuz je mozné liSejniky urcit do
druhu. Této vlastnosti se pfedevSim vyuziva u druh(, které jsou obtizné urcitelné.
K uréeni metabolitd slouzi metoda tenkovrstevné chromatografie TLC (Thin-layer

chromatography).



2. Cile prace

Cilem diplomové prace bylo zjistit, zdali se ménizastoupeni sekundarnich
metabolitd v riznych nadmorskych vyskach. Tedy zdali se produkce sekundéarnich
metabolitd i§i v zavislosti na vySkovém gradientu nizina - subalpinsky stuperi.
Sekundarni metabolity budou hodnoceny kvalitativné. Bude posuzovana jejich

pritomnost ¢i nepfitomnost v druzich, nikoliv jejich koncentrace.

Ekologické naroky a chemismus nizinnych, horskych, subalpinskych druht
jsou diky literatufe znamé. Tato prace je praktickym ovéfenim téchto skutecnosti.
Zaroven bude snahou zjistit, zda jsou néjaké saxikolni druhy svym chemismem

variabilni.

Aby bylo mozné predchozi cil spinit, je nezbytné sekundarni metabolity
identifikovat.Sekundarni metabolity se uréi pomoci metody tenkovrstevné

chromatografie (TLC). Zaroven bude snahousaxikolni druhy determinovat.

Na zakladé urCenych sekundarnich metabolitdi a saxikolnich druhu se
vyhodnoti jejich zastoupeni v rdznych nadmofrskych vySkach. Pomoci ziskanych

informaci literarni reSersi budou vysledky diskutovany.
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3. Literarni reserse

3.1 Metabolické adaptace liSejnikt

LiSejniky jsou schopné prezivat v extrémnich podminkach, na rozdil od
vétSiny jinych eukaryotickych organismu. Ztoho dlvodu jsou liSejniky nékdy
oznaCovany za ,extrémofilni“ organismy (Nash 2008). Mohou se adaptovat na
extrémni teploty, sucho, zaplavy, salinitu, vysokou koncentraci znecisténi ovzdusi a
na zivinové chudé prostredi. | presto, Zze se liSejniky dokazi pfizpusobit nehostinnym
podminkam, jsou citlivé ke zmé&nam prostfedi, ve kterém ziji (Rankovi¢ 2015). Pravé
za VveétSinu adaptaci k nepfiznivym podminkam jsou zodpovédné sekundarni
metabolity (Culberson 2001), které mimo jiné chrani liSejnik pfed herbivory, hmyzem,
patogeny a kompetitory. Na tvorbu sekundarnich metabolitd maji vliv viditelné svétlo,

UV zéfeni, nadmorska vySka, kolisani teplot a sezonnost (Rankovi¢ 2015).

3.2 Alelopatické adaptace

Grime (1979) kdysi predpovédél, Ze funkce sekundarnich metabolitu je
obranna. Jako pfiklad Ize uvést pfitomnost kyseliny usnové a jinych sekundarnich
metabolitd v lisejnicich, diky kterym neni liSejnik spasan herbivory a poziran hmyzem
(Shukla et al. 2017). Sekundarni metabolity jsou také pokladany za alelochemické
latky, které potlacuji rist sousednich organismu (Lawrey 1995). Tato schopnost mize
byt povazovana za adaptaci, jelikoz pomaha liSejnikim v kompetici s mechy Ci
s cévnatymi rostlinami (Shukla et al. 2017). Depsidy kyselina evernova a kyselina
squamatova zpomaluji rist mechua Ceratodon purpureus, Funaria hygrometrica a
Mnium cuspidatum (Lawrey 1977). Saxikolni liSejniky pusobi alelopaticky i na
mikrokolonialni houby, cyanobakterie a zelené fasy Zijici na skalach. Jejich rust je

inhibovan kyselinu norstiktovou, kyselinu usnovou a parietinem (Gazzano et al. 2013).

3.3 Adaptace na geografické a ekologické podminky

U nékterych liSejnikd mohou v rdmci jednoho druhu vznikat rizné varianty

chemického slozeni, tzv. chemotypy. Vznik chemotypl muze byt vysvétiovan jako
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adaptace na rozdilné podminky prostfedi, ale ne vzdy tomu tak je. Rizné chemotypy
byly zjistény u arktoalpinskych druh(l Flavocetraria cucullata a Flavocetraria nivalis
ze Sibife. F. cucullata tvofi tfi chemotypy, jejichz rozSifeni se lisi podle typu
stanovisté. Napfiklad chemotyp lll se vyskytuje pouze v arktickych poustich, kde je
nizka biodiverzita. Oproti chemotypu | mu chybéji dvé kyseliny, jejichz nepfitomnost
by mohla byt pfiinou nizké konkurenceschopnosti. DalSim zjist€nim je mozna
existujici souvislost mezi obsahem kyseliny usnové a rostouci zemépisnou Sirkou.
Vy&Si obsah kyseliny usnové ve vysSich zemépisnych Sitkach by mohl souviset
s ochranou pfed slune¢nim zafenim béhem polarniho dne. F. nivalis ma& dva
chemotypy, u kterych nebyla zjiSténa zadna rozdilnost v souvislosti s geografickymi
Ci ekologickymi podminkami. Oba chemotypy obsahovaly velké mnozZstvi kyseliny
usnové, ale vtomto pfipadé nebyla souvislost se zemépisnou Siftkou potvrzena.

MozZnym vysvétlenim jsou i jiné funkce této kyseliny (Prokopiev et al. 2018).

3.4 Adaptace proti pozirani

Neékteré liSejniky se produkci sekundarnich metabolitd adaptovaly proti
konzumaci fytofagnim hmyzem a hlemyzdi. Ukazuje se ale, Zze nékteré organismy se
zacinaji na urcité sekundarni metabolity adaptovat také. Poykko et al. (2010) zjistili,
Ze larvy motyla riznorozce liSejnikového Clerodes lichenaria se adaptovaly na
sekundarni metabolity pomoci travici soustavy. Clerodes lichenaria je potravni
specialista a nejvice se zaméfuje na druh Ramalina farinacea, jehoz sekundarni
metabolity dokaze ze vSech liSejniki metabolicky nejlépe vyuzit. Napfiklad vétSinu
sekundarnich metabolitd druhu Xanthoria parietina larvy nevyuziji a vylouci (Poykko
et al. 2010). Nékteré sekundarni metabolity jsou pro larvy dokonce toxické a larvy
umiraji. Mezi kyseliny s letalnim u€inkem se fadi kyselina physodova a physodalova,

které jsou obsazeny v liSejniku Hypogymnia physodes (POykkd et al. 2005).

Boch et al. (2015) zkoumali, zdali hlemyzdi ve své potravé davaji pfednost
ur€itym druhim liSejnika pfed jinymi druhy z hlediska obsahu sekundarnich
metabolitd. Pokusnym druhem hlemyzdé byla hladovka horska (Ena montana) a
druhy z ¢eledi Clausilidae. Vysledky ukazaly, Ze nejvice konzumovanym druhem byl
lisejnik Lecanora chlarotera, ktery byl zaroven nejhojnéji zastoupenym druhem na
stanovisti. Na zakladé vysledku je mozné, Ze hlemyzdi jsou schopni rozeznat
nejhojnéjSi druh liSejniku podle jeho sekundarnich metabolitl, a zaroven se tak

vyhybaji neznamym druhim s nizkym vyskytem na stanovisti. Tim se potvrzuje
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mysSlenka, ze konzument se adaptuje podle hojnosti vyskytu zdroje potravy, coz je
v souladu s Feenyho teorii aparence (,apparency hypothesis®). Podle této teorie se
rostliny déli na tzv. aparentni (bé&zné &i napadné), které neunikaji pozozornosti

herbivor(, a neaparentni (vzacné) rostliny (Feeny 1976).

Existuji metabolity, u kterych byl zjistén ac€inek na rast a vyvoj larev
polyfagniho hmyzu. Konkrétné u larev druhu Spodoptera littoralis byl zpozorovan
zpomaleny rast, zpasobeny mnoha metabolity (atranorin, pulvinovy dilakton, kalycin,
parietin, ...). Nejvétsi u€inky zpomalujici rast larev mély kyselina usnova a vulpinova
(Emmerich et al. 1993, Giez et al. 1994).

Nékteré druhy liSejniki se produkci sekundarnich metabolitd brani pred
poziranim savcl.Kdysi doslo k pfipadu, kdy zemfelo 400-500 jelent lesnich (Cervus
elaphus). PFi¢inou smrti byla otrava liSejnikem Xanthoparmelia chlorochroa. Druh

vylu€uje kyselinu usnovou, ktera je pfi vysokych davkach toxicka (Dailey et al. 2008).

3.5 Adaptace na UV zareni

LiSejniky jsou schopné kolonizovat pousté nebo alpinské ¢&i arktické oblasti,
pro néz jsou typické extrémni podminky, jako je sucho nebo slunecni zafeni. V korové
vrstvé liSejniku se nachazi fotobiont, tedy fasa, ktera je citliva na slune¢ni zafeni a
muze dojit k jejimu poskozeni. UV-B zafeni zpomaluje fotosyntézu a ni¢i DNA. Diky
pigmentum v korové vrstve liSejniku absorbujicim UV-B zéafeni, je fotobiont chranén.
Mezi sekundarni metabolity s touto schopnosti absorpce patfi atranorin, kalycin,
kyselina pinastrova, kyselina pulvinova, kyselina rhizokarpova, kyselina usnova a

kyselina vulpinova (Galloway 1993, Rundel 1978, Solhaug & Gauslaa 1996).

V arktickych podminkach na Antarktidé roste druh pupkovky Umbilicaria
decussata. U tohoto liSejniku Sadowsky a Ott (2015) zkoumali fotoprotektivni uc€inky
fotobionta a pigmentu melaninu, ktery je produkovan mykobiontem. Ochrana
fotosystému Il je pro prezit iliSejniki v extrémnich podminkach kliCova. Samotny
izolovany fotobiont je schopen chranit fotosystém Il, ale pouze pfi vy$Sich teplotach.
Nejvys$Si fotoprotektivni G¢€inky ma fotobiont s mykobiontem v symbiotickém stavu.
Adaptace na extrémni podminky v Antarktidé je ¢aste¢né dana fyziologickymi ucinky

fotobionta a jeho profitovanim ze symbiotického vztahu s mykobiontem.
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3.6 Adaptace na kyselé prostredi

Produkce urcitych sekundarnich metabolitll ma souvislost s typem prostiedi,
ve kterém liSejniky rostou. Toleranci ke kyselému prostfedi maji druhy liSejniku, které
produkuji fumarprotocetrarovou, perlatolovou nebo thamnolovou kyselinu. Divodem
je velmi nizka hodnota disociacni konstanty pKa: téchto kyselin, jejichz tvorbou jsou
lisejniky adaptovany na kyselé prostfedi s pH < 4. Kyselé prostfedi rovnéz zahrnuje
raSelinné pudy nebo borku jehlicnanu, ktera je velmi kysela i v neznecisténém
prostfedi. V dobé kyselych destd a znedistujiciho se ovzdusi se rozSifily druhy
s fumarprotocetrarovou (Lecanora conizaeoides, Mycoblastus fucatus), perlatolovou
(Ropalospora viridis) a thamnolovou kyselinou (Cladonia digitata), coz bylo

pravdépodobné dano adaptaci na kyselé prostfedi (Hauck et al. 2009).

3.7 Adaptace na tézké kovy

Ve znecidténém prostfedi téZkymi kovy a slou¢eninami siry byly u druhu
Hypogymnia physodes zaznamenany znatelné zmény v obsahu jednotlivych
sekundarnich metabolitd. Ve stélce vyrazné klesla hladina atranorinu, kyseliny
physodovéa kyseliny hydroxyphysodové. Naopak vzrostlo mnozstvi kyseliny
physodaloveé, ktera by mohla byt kliCova pro preziti ve zné&cisténém prostiedi
(Biatonska and Dayan 2005). Hauck a Huneck (2007a) potvrdili u€innost kyseliny
physodalové u H. physodes. Prokazali, Zze pfi vyméné kationtd dochazi k iont-
specifickému snizeni nebo zvySeni adsorpce tézkych kovl buné&nou sténou pokrytou
sekundarnimi metabolity H. physodes. LiSejnikové slou€eniny vyrazné snizily
adsorpci Na*, Ca?", Mg?", Cu®* a Mn?* iontli. Naopak byla zvySena adsorpce Fe**
iontd a hladina Fe?" iontd se nezménila. Hauck (2008) dosel ke stejnému vysledku u
Cu?*, Mn?" a Fe?" iontu. Dale zjistil, Ze sekundarni metabolity nemély na hladinu Zn?*
vliv, stejné jako u Fe?* iontl. H. physodes zbavena sekundarnich metabolitt neméla
na snizeni €i zvySeni iontd vliv. Diky sekundarnim metabolitim je H. physodes
schopna tolerovat vy$s$i koncentrace Cu?* a Mn?* iontu, které jsou toxické. Naopak
nemély vliv na Zn?* a Fe?" ionty, u kterych ani neni znamo, Ze by ovliviiovaly preZiti
lisejnikt (Hauck 2008). U druhu Lecanora conizaeoides snizuje adsorpci Mn?* iont(
kyselina fumarprotocetrarova, ktera by mohla byt kli€ovym faktorem ve vysoké Mn
toleranci tohoto druhu (Hauck & Huneck 2007Db).
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Vysledky ukazuji, ze sekundarni metabolity pomahaiji lisejnikim v toleranci

tézkych kovuch ve znecisténych oblastech (Molnar & Farkas 2010).

Tézké kovy jsou stresovym faktorem i pro saxikolni liSejniky, které se na né
adaptovaly pomoci sekundarnich metabolitl. Favero et al. (2015) délali vyzkum
saxikolnich liSejnikl na ultramafickych horninach v Alpach. Zjistili, ze pfitomnost
urcitych liSejnikovych sloucenin je zavisla na pfitomnosti ur¢itych mineraltl hornin.
Napfiklad produkce kyseliny norstiktové a ji pfibuznych slouenin jsou zavislé na
pritomnosti kfemiku, hliniku, vapniku & chromu. Nepfima zavislost byla prokazana
uniklu, Zeleza ¢&i hof&iku. Tedy pokud se v horniné nachazi nikl, Zelezo nebo hofgik,

je produkce kyseliny norstiktové vyloucena.

4. Charakteristika zajmovych Gdzemi

Vyzkum probihalna sutich v Podyji, na Hfebenci v Brdech a na Snézce
v KrkonoSich (Obr. 1). V8echny zajmové lokality se fadi k zvlasté chranénym
Uzemim. Z&kladni charakteristiky suti zajmovych lokalit uvadi tabulka (Tab. 1).

Obr. 1:Lokalizace zajmovych Gzemi (zdroj mapy:CUZK)
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) Vyskové Délka (vysSka) | . _ . ] i
Lokalita ) . Sitka suté [m] | Expozice | Substrat
rozmezi [m] suté [m]

Kamenné morenad

. . 240-285 115 80 + 80 JZ granit
Dyji (Podyji)
Hrebenec (Brdy) 710-735 500 300 + 200 JZ granit
Sut nad Kova
o nad Tovamot 1 1135-1200 125 60 177 svor
(Snézka)
Pod vrcholem
1540-1590 125 300 JV svor

Snézky

Tab. 1: Charakteristika suti

4.1 Podyji

Balvanita sut, na které vyzkum probihal, se nachazi v |. zoné Narodniho parku
Podyiji. NP Podyji byl vyhlasen v roce 1991. Lokalita se nachazi ve vychodni ¢asti NP
Podyji, na pravém bfehu Dyje, 2,5 km severozapadné od obce Havraniky na

Znojemsku.

Jihozapadné orientovana sut’ je rozdélena porosty stroml na dvé &asti (Obr.
2). Obé jsou stejné vysokeé (115 m) a stejné Siroké (80 m). Rozmezi nadmorské Sirky
¢ini 240-285 m n. m. Balvany suti jsou tvofeny granitem a ze vSech Ctyf suti se jedna
0 balvany s nejvétSim rozmérem, nékdy v praméru i pfes 1 m. Jizni Cast suté je

charakteristicka vihkem, jelikoz se nachazi blizko feky a je kryta stromy.

Podle geomorfologického Clenéni (Demek & MackovE€in 2006) lze uzemi
zaradit do provincie Ceské vysoéiny, Ceskomoravské soustavy a oblasti
Ceskomoravska vrchovina. Dale spada do celku JeviSovicka pahorkatina, ktera se
déli na dvé pahorkatiny. V Bitovské pahorkatiné lezi zapadni &ast uzemi a ve
Znojemské pahorkatiné lezi stfedni ¢ast uzemi. Nejvychodnégjsi Cast Uzemi zasahuje
do Dyjsko-svrateckého Uvalu, jez nalezi soustavé Vnékarpatskych snizenin a
provincii Zapadnich Karpat. Kamenné mofe, na némz probihal vyzkum spada do
fi€ni meandry ovliviuji orientaci svah( do riznych smérl. AvSak vétSina uzemi je

ukloné&na jihovychodnim smérem (Reiterova & Skorpik 2011).
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Horninové podlozi narodniho parku tvofi ve sméru od zapadu na vychod
muskovit-biotitické pararuly, dvojslidné ortoruly, amfibolity, chloritické svory, fylity,
muskovitické kvarcity, mramory, krystalické vapence a erlany. Vychodni ¢ast, kde lezi
lokalita vyzkumu, je sloZzena z biotitickych granitd. Granity v Urovni Znojma stfidaji
granodiority. V udolich vodnich tokl se vyskytuji hlinité pisky, piscitohlinité a

$térkovité sedimenty (Reiterova & Skorpik 2011).

NejrozSifengjsim pudnim typem jsou hnédozemé&, kambizemé, které na
hibetech skal a prudSich svazich pfechazeji v rankery az litozemé (Reiterova &
Skorpik 2011).

Klimaticky spad& lokalita v NP do teplé oblasti T2. Ta je charakteristick&4
dlouhym teplym a suchym létem, velmi kratkym pfechodnym obdobim a kratkou,
mirné teplou, suchou az velmi suchou zimou s velmi kratkym trvanim sné&hové
pokryvky. Prdmérny rocni Uhrn srazek se pohybuji v rozmezi 500-600 mm a
primérna roc¢ni teplota €ini 9 °C. Teplota mezi dnem a horni hranou udoli Dyje se
muze lisit o 1-3 °C  (Quitt1971).

Z hlediska vegetace je Uzemi narodniho parku velmi pestré. Zapadni ¢ast je
zastoupena bucinami asociaci Melico-Fagetum, Carici pilosae-Fagetum a Tilio
cordatae-Fagetum. Pro stfedni ¢ast a pro fiéni udoli jsou typické hercynské
dubohabfiny asociace Melampyro nemorosi-Carpinetum. Ve vychodni Casti se
uplatfiuji acidofilni doubravy, které jsou na okraji Ceského masivu nahrazeny
teplomilnymi doubravami asociace Sorbo torminalis-Quercetum. Dolni ¢asti pfikrych
svahu v Fi¢nim udoli tvofi sutové lesy asociace Aceri-Carpinetum zatimco dolni ¢asti
mirnych svahu jsou porostlé hercynskymi dubohabfinami. Plochy pfirozené nelesni
vegetace v ficnich udolich Ize nalézt na skalach a na sutich, ktera je pfevazné
slozena z mechU a liSejnik(. Na okrajich narodniho parku se nachazi polopfirozené
bezlesi, které je tvofeno suchym viesovi§tém nebo suchymi acidofilnimi travniky
(Danihelka J. et al. 2002).
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Obr. 2: Sut nad Dyji (foto: autor prace)

4.2 Hrebenec

Zajmova lokalita se nachazi pfiblizné 7,5 km jihozapadné od obce Rozmital
pod TfemSinem ve StfedoCeském kraji. Pfirodni pamatka Hfebenec byla vyhlasena

v roce 1964 a je soudasti chranéné krajinné oblasti Brdy (Cizek & Samata 2008).

Sut je orientovana jihozapadné a dosahuje vySky 35 metr (Obr. 3). Porosty
stromu je rozdélena na dvé ¢asti. Celkové je kamenné more Siroké 600 m, ale severni
Cast je delsi (300 m) oproti jizni ¢asti (200 m). Nadmofrska vySka se pohybuje mezi
710-735 m n.m. Horninovym substratem je granit. Rozmér vétSiny balvana je
pfiblizné 30 x 20x 10 cm, ale nékteré jsou pfekryty balvany s vétSimi rozméry (100 x

80 x 50 cm). Jizni East je tvofena vétSimi balvany.

Uzemi geomorfologicky patii k Brdské vrchoving, ktera je sougasti provincie

Ceska vysotina (Demek 1965).

Balvany kamenného mofe jsou tvofeny holSinskymi slepenci. Jedné se o

kambrické sedimenty, jejichZ slozkou je kiemen a buliznik (Cizek & Samata 2008).

Dle Quitta (1971) spada Guzemi do chladné oblasti CH7. Tato obast je typicka
kratkym az velmi kratkym létem, mirné chladnym a vihkym Iétem adlouhou, mirné
chladnou, vihkou zimou s dlouhym trvanim snéhové pokryvky. Pramérny ro¢ni uhrn
srazek se zde pohybuje v rozmezi 700-800 mm a prumérna roc¢ni teplota dosahuje

6—7 °C (www.chmi.cz).
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Okoli kamenného more tvofi smrkové porosty s vtrousenymi stromy buku
lesniho (Fagus sylvatica), jedle bélokoré (Abies alba), borovice lesni, bfizy pyfité a
bélokoré. V bylinném patfe prevazuje brusnice bortvka (Vaccinium myrtillus), dale se
zde uplatfiuje metliCka kfivolaka (Avenella flexuosa) a brusnice brusinka (Vaccinium
vitis-ideae). Ve vrcholovych partiich se roztrousené tyci borovice lesni, smrk ztepily,

bfiza bé&lokora &i pyfita, jefab ptadi a buk lesni (Cizek & Samata 2008).

Obr. 3: Sut Hfebenec (foto: autor prace)

4.3 Snézka

Snézka (1603,3 m n. m.) je nejvySSim vrcholem Narodniho parku Krkono$ a

Ceské republiky. Vrcholem Snézky prochazi esko-polska hranice.

Na Snézce byly vybrany dvé vyzkumné lokality tvofené sutémi. Jedna lokalita
se nachazi pfimo pod vrcholem v rozemzi 1540-1590 m n. m. a druha lokalita se
rozprostiramezi 1135 a 1200 m n. m. (Obr. 4 a Obr. 5.). nad byvalou Kovéarnou. Nize
poloZena sut je orientovana jihozapadozapadné a sut pod vrcholem je orientovana
na jihovychod. Obé suté jsou se svymi 125 m stejné vysoké. Sitka suté nad Kovarnou

¢ini 60 m a suté pod vrcholem €ini 300 m. V obou lokalitach je substratem svor.

Z geomorfologického hlediska nalezi Snézka do provincie Ceské vysoginy,
KrkonosSsko-jesenické subprovincie, KrkonoSské oblasti, podcelku Krkonossské
hibety, okrsku Slezské hibety a podokrsku Vychodni Slezsky hibet (Balatka
&Kalvoda 2006).

Uzemi Krkono$ geologicky spada do krkono$sko-jizerského krystalinika.

SnéZka je tvofena svory a granity krkono$ssko-jizerského plutonu. Pro vrchol Snézky
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a jeji blizké okoli jsou charakteristické vychozy a suté kontaktné metamorfovanych
svorll. Kamenna more vznikla rozpadem horniny vrcholovych partii a hibetu, které
byly v minulosti zvétravany mrazem v dusledku zalednéni (Mackovcin & Sedlacek
2002).

Kvdli kyselému horninovému podlozi jsou pudy Krkono$ vétSinou mineralné
chudé, avSak vihkostné pfiznivé. Pfevazujicim padnim typem Krkonos$ jsou podzoly.

Na sutich a skalnich vychozech se vyskytuji litozemé a rankery (Schwarz 2010).

Podle klimatického Clenéni Quitta (1971) jsou vrcholové partie zafazeny do
chladné oblasti CH4 a zbylé oblasti do oblasti CH6 a CH7. Primérna rocni teplota na
vrcholu Snézky je 0,2 °C a pfi upati je pfiblizné 4 °C. Primérny ro¢ni Uhrn srazek je
ve vrcholovych partiich nizSi (1230 mm) nez v udoli (1200—-1400 mm) (Schwarz
2010).

NejvySe poloZena lokalita lezi v alpinském vegetacnim stupni a nize polozena
lokalita se nachazi ve stupni montannim. Alpinsky stupen se vyznacuje bezlesim,
nizkou bylinnou vegetaci, liSejniky a mechy. Pro montanni stupen jsou typické
smrkové porosty. V dobé zalednéni byly vrcholové partie dlouhodobé izolovany, coz
vedlo ke vzniku novych druh( a poddruhu, které lze povazovat za krkonoSské
endemity. Napfiklad Ize uvést lomikamen pizmovy &ediCovy (Saxifraga moschata
subsp. basaltica) a bedrnik obecny skalni (Pimpinella saxifraga subsp. rupestris).
Diky zalednéni se KrkonoSe mohou pyS$nit nékolika glacialnimi relikty napf. ostruzinik
moruska (Robus chamaemorus), ostfice tuha (Carex bigelowii) a vrba laponska (Salix
lapponum). Vrcholy jsou pokryty vyfoukavanymi drnovymi spoleCenstvy ze svazu
Juncion trifidi se sitinou trojklannou (Juncus trifidus), psineCkem skalnim (Agrostis
rupestris), vrancem jedlovym (Huperzia selago) a dalSimi (Mackov&in & Sedlacek
2002).

20



Obr. 4: Sut nad Kovarnou (foto: Jana Kocourkova)

Obr. 5: Sut pod vrcholem (foto: Jana Kocourkova)

5. Metodika

Prace zahrnuje Cast terénni a ¢ast laboratorni. Pfedmétem préace je analyza
sekundarnich metabolitl saxikolnich liSejnikl suti podél vySkového gradientu. Proto

.....

Nadmorska vySka nejnize nalezené polozené lokality €ini 240 m n. m. a nejvysSi

v v

lokalita se nachéazi pfimo pod vrcholem nejvy$si hory Ceské republiky ve vy$ce 1540
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m n. m. V rozmezi nadmorské vySky nejnize a nejvySe polozené lokality bylo tfeba
nalézt dalSi dvé lokality. Aby byly nadmorské vysky lokalit podél gradientu
rovnomérné rozlozeny, byl zvolen interval 400 m. DalsSi dvé lokality se sutémi byly
tedy hledany s vyskytem ve vysce nad 700 m n. m. a nad 1100 m n. m. DalSim
kritériem byla snaha nalézt suté s co nejpodobnéjSim geologickym substratem,

expozici a stabilnimi sutémi (velké balvany).

Veskeré prace byly provadény v laboratofi a v herbafi Fakulty Zivotniho

protiediCeské zemédélské univerzity v Praze.

5.1 Sbér dat v terénu

Prace v terénu probihaly od srpna do listopadu v roce 2018 na prfedem
vybranych lokalitach silikatovych suti. Jedna se o lokality Podyji, Hfebenec a Snézka.

VSechny lokality jsou soucasti zvlasté chranénych uzemi.

Na lokalitdch byly sbirany pouze saxikolni liSejniky, které byly odebirany
pomoci majzliku a kladiva. Vzorky druht byly nasledné viozeny do papirovych pytlikd,
na které se zaznamenalo pfisluSsné datum sbéru, lokalita, substrat, GPS soufadnice
a identifikaéni Cislo vzorku. Terénni udaje byly soubézné zaznamenany do notysku.
NezZ se provede chemicka analyza, je nutné nasbirany material vysusit a vymrazit po

dobu alespori 10 dn( pfi teploté —28 °C (Kocourkova 2016).

Material uréeny k determinaci jsem na Hfebenci a v Podyji sbirala sama a na

Snézce mi se shérem pomohla vedouci prace doc. RNDr. Jana Kocourkova, CSc.

5.2 Laboratorni ¢ast

V herbafi  byly morfologické znaky liSejnikd  zkoumany  pomoci
stereomikroskopu a mikroskopu. Sekundarni metabolity byly identifikovany
provedenim bodovych chemickych testd, metody UV fluorescence a metody
tenkovrstevné chromatografie. Chemicka analyza sekundarnich metabolitd metodou
tenkovrstevné chromatografie probihala v laboratofi. Pfi metodé UV fluorescence se
pouziva UV box s dlouhovinnym zafenim (366 nm).VySe zminéné metody identifikace
sekundarnich metabolitd byly provadény dle metodikyKocourkové (2016), Orange et
al. (2010). Metody identifikace druh(i a pfedevsim metodika TLC je detailné popsana

v mé bakalarské praci (Botova 2017), v této praci bude popsana obecné.
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Vzorky budou zpracovany do herbafovych poloZzek a budou ulozeny do

herbafe na Fakulté Zivotniho prostiedi, Ceské zemédé&lské univerzity v Praze.

5.3 Metoda tenkovrstevné chromatografie (TLC)

Metoda tenkovrstevné chromatografie (Thin-Layer Chromatography)
nasleduje metodiku dle Orange et al. (2010) a Kubiak & Kukwa (2011).

Metoda TLC je ur€ena k identifikaci sekundarnich metabolitd. Funguje na
principu rozdilné schopnosti adsorpce a migrace slozek smési v systému dvou fazi.
Jednd se o fazi stacionarni a mobilni. Stacionarni fazi je sklenéna nebo hlinikova
deska pokryta vrstvou silikagelu. Mobilni faze sestava ze systému rozpoustédel (tzv.
solventni systém). Konkrétné byly pouzity solventni systém A (toluen, dioxan,
kyselina octovd) a solventni systém C (toluen a kyselina octova). Na desku se
narysuje tzv. startovni linie 2 cm od spodniho okraje, na kterou se vynese 18 nebo 20
bodl (pozic). Kazdou desku je nutné popsat Cislem TLC sady, typem solventu a

popfipadé jménem vykonavatele.

Pfed samotnym provedenim metody TLC by mély byt pfipraveny odebrané
vzorky liSejnikG v jednorazovych mikrozkumavkéach, tzv. eppendorfkach. Do
mikrozkumavek je pfikapan aceton, do kterého se sekundarni metabolity extrahuji.
Acetonovy extrakt se aplikuje pomoci sklenénych kapilar do pfislusnych bodu na
desku. Poté se deska s naneSenymi vzorky umisti t¢éméf kolmo do sklenéné komory
se solventnim systémem, po které rozpoustédlo vzlina smérem k hornimu okraji

desky.

Ve chvili, kdy se rozpoustédlo nachazi pfiblizné 5 cm od horniho okraje desky,
se desky z komory vyjmou. Z desek se musi rozpoustédlo odpafit, s ¢imz pomuze
vysousec vlasl. Suché desky se viozi do UV boxu pod kratké viny o délce 254 nm a
pod dlouhé viny o délce 366 nm, kde se sekundarni metabolity zviditelni a oznaci

tuzkou.

DalSim krokem je zjistit pfitomnost mastnych kyselin. Desky se posprejuji
destilovanou vodou a mastné kyseliny se diky svym hydrofobnim vlastnostem

zviditelni a oznaci teCkovanou €arou. Desky se opét museji vysusit.

Posledni krokem je aplikace 10% kyseliny sirove, ktera je na desku nanesena
Stétcem nebo sprejem. Deska je poté vliozena na TLC vafi¢ nebo do trouby, kde se

suSi pfi teploté¢ 110°C. Deska se musi hlidat, aby nezhnédla. Tedy az se skvrny
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vybarvi, desku je potfeba z vafi€¢e nebo z trouby vyjmout. Potom se desky zkoumaji
pod dlouhovinnym UV zafenim. Kyselina sirova se pouziva k zviditelnéni skvrn na
dennim svétle a také k jinému zbarveni sekundarnich metabolitd pod dlouhovinnym

UV zarenim.

Desky je tfeba po provedeni metody TLC vyhodnit, tedy urcit sekundarni
metabolity. K vyhodnoceni byla pouzita literatura Elix (2014) a Orange et al. (2010),
kde jsou uvedeny jako retardacni faktor (Rr), barva pod UV zafenim pfed a po aplikaci
kyseliny sirové a barva po zahfati. Retardaéni faktor vyjadfuje vzdalenost urazenou
od startovni linie. Jedna se tedy o pozici skvrny na desce. Pro ulehCeni uréeni pozice
sekundarniho metabolitu muze byt pouZzita kontrola, tzv. standard. Vybere se liSejnik
s pfedem znamym sekundarnim metabolitem, u néjZz je retardacni faktor znam.
Kontrolni vzorek také muze slouzit k ovéfeni pfitomnosti o¢ekavané latky, nebo kdyz

si nejsme jisti spravnou identifikaci latky.
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6. Vysledky

6.1 Seznam uréenych sekundarnich metabolita

Ze vSech Ctyr lokalit bylo celkem identifikovano 45 sekundarnich metabolitd.

2'-O-demethylpsoromové kyselina (2'-O-demethylpsoromic acid)
2'-O-methylmikrofyllinova kyselina (2'-O-methylmicrophyllinic acid)
2'-O-methylperlatolova kyselina (2'-O-methylperlatolic acid)
2'-O-methylsuperfyllinova kyselina (2'-O-methylsuperphyllinic acid)
4-O-demethylplanaové kyselina (4-O-demethylplanaic acid)
6-methylester kyseliny pannarové (pannaric acid 6-methylester)
alektorialova kyselina (alectorialic acid)

alektoronova kyselina (alectoronic acid)

angardianova kyselina (angardianic acid)

atranorin (atranorin)

bourgeanova kyselina (bourgeanic acid)

diploschistova kyselina (diploschistesic acid)
fumarprotocetrarova kyselina (fumarprotocetraric acid)
gangaleoidin (gangaleoidin)

gyroforova kyselina (gyrophoric acid)

kalycin (calycin)

konfluentovéa kyselina (confluentic acid)
konfumarprotocetrarova kyselina (confumarprotocetraric acid)
konnorstiktovéa kyselina (connorstictic acid)

konsalazinova kyselina (consalazinic acid)

konstiktova kyselina (constictic acid)

lekanorova kyselina (lecanoric acid)

25



lobarovéa kyselina (lobaric acid)
mengaziaova kyselina (menegazziaic acid)
miriquidova kyselina (miriquidic acid)
norstiktova kyselina (norstictic acid)
oxostenosporova kyselina (oxostenosporic acid)
pannarova kyselina (pannaric acid)
perlatolova kyselina (perlatolic acid)
planaovékyselina (planaic acid)
protocetrarova kyselina (protocetraric acid)
psoromova kyselina (psoromic acid)
pulvinova kyselina (pulvinic acid)
pulvinovy dilakton (pulvinic dilactone)
rangiformova kyselina (rangiformic acid)
rhizokarpova kyselina (rhizocarpic acid)
roccellova kyselina (roccellic acid)
salazinova kyselina (salazinic acid)
stenosporova kyselina (stenosporic acid)
stiktova kyselina (stictic acid)

thamnolova kyselina (thamnolic acid)
umbilikarova kyselina (umbilicaric acid)
usnova kyselina (usnic acid)

vulpinova kyselina (vulpinic acid)

zeorin(zeorin)

Pritomnost ¢i nepfitomnost sekundarnich metabolitli saxikolnich druhli v dané
lokalité urcité nadmoiské vySky ukazuje tabulka (Tab. 2). Zcelkovych 45
sekundarnich metaboliti bylo 15 sekundarnich metabolitll spoleénych pro vSechny
lokality. Naopak 10 lisejnikovych latek bylo pfitomno pouze na jedné ze Ctyr lokalit.

Nejvyssi zastoupeni uréenych sekundarnich metabolitd (32) ma lokalita nad
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v vor

Kovarnou na Snézce. Na Snézce je zaroven lokalita s nejniz8im poctem uréenych

sekundarnich metabolitd (25) — pod vrcholem Snézky.

Pod vrcholem

Podyji Hfebenec Nad Kovarnou vy
Snézky

2'-O-demethylpsoromova kyselina + + + +
2'-0-methylmikrophyllinova kyselina + + + +
2'-O-methylperlatolova kyselina - - + +
2'-0-methylsuperphyllinova kyselina + - - -
4-0O-demethylplanaova kyselina - - + +
6-methylester kyseliny pannarové + - - -
alektorialova kyselina - - - +
alektoronova kyselina - + - -
angardianova kyselina - - + _
atranorin + + + +
bourgeanova kyselina - - + +
diploschistesova kyselina + + + +
fumarprotocetrarova kyselina + + + +
gangaleoidin - - + _
gyroforova kyselina + + + +
kalycin + + - -
konfluentova kyselina + + + +
konfumarprotocetrarova kyselina + + + -
konnorstiktova kyselina - - + +
konsalazinova kyselina - + + -
konstiktova kyselina + + + +
lekanorova kyselina + + + +
lobarova kyselina - + + +
mengaziaova kyselina - - + +
miriquidova kyselina - - + +
norstiktova kyselina - + + +
oxostenosporova kyselina + - - -
pannarova kyselina - + - -
perlatolova kyselina + - - -
planaova kyselina - + + —
protocetrarova kyselina + + - -
psoromova kyselina + + + +
pulvinova kyselina + - - -
pulvinovy dilakton + - - —
rangiformova kyselina + - + +
rhizokarpova kyselina + + + +
roccellova kyselina + + + -
salazinova kyselina - + + -
stenosporova kyselina + - - -
stiktova kyselina + + + +
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thamnolova kyselina - + + -
umbilikarova kyselina - + + +
usnova kyselina + + + +
vulpinova kyselina + + - -
zeorin + + + +
celkem 27 28 32 25

Tab. 2: Prehled uréenych sekundarnich metaboliti ve vSech lokalitach a jejich pocetnost. Znak ,+*

vyjadfuje pfitomnost sekundarniho metabolitu na lokalité a znak ,— “ vyjadtuje jeho absenci na lokalité.
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Sekundarni metabolity

V jednotlivych rodech se vyskytuji rizné sekundarni metabolity. Nékteré

metabolity jsou spoleCené nékolika rodiim, jiné jsou specifické pouze pro jeden rod.

Graf znazornuje pfehled ur€enych sekundarnich metabolitd a poCet rodu, v nichz jsou

obsazeny (Obr. 6). Kyselina gyroforova byla identifikovana v 6 rodech zcelkového

poCtu 29 rodd saxikolnich liSejnikd v8ech Ctyf lokalit. VétSina sekundarnich

metabolitd je vSak charakteristicka pouze pro jeden rod.Tfi rody nevykazovaly zadné

chemickeé latky.Vhodné&jsim ukazatelem by v tabulce byl poCet druh, nez pocet rodd,

u kterych byl sekundarni metabolit identifikovan. Tabulka by pak ale byla

nepiehledna.
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Ze vSech lokalit bylo dohromady uréeno 49 druhl. Nejmensi pocet uréenych
druhd pochazi z lokality Podyiji (15) a nevyssi z lokality Nad Kovarnou na Snézce (24).
Seznam uréenych druhd podle zastoupeni na lokalité je uveden v tabulce (Tab. 3).

Prehled vyc¢tu druhl z kazdé lokality zobrazuje tabulka (Tab. 4).

Pod vrcholem

Podyji Hfebenec Nad Kovarnou Snéiky

Acarospora fuscata +

Arctoparmelia incurva -

+ |+ |+
|
|

Aspicilia laevata -

Aspilidea myrinii - -

Bellemerea sanguinea - - -

Brodoa intestiniformis - + - -

Calvitimela armeniaca - - + -

Canderiella vitellina

Dimelaena oreina

Diploschistes scruposus

Chrysothrix chlorina

Lecanora intricata - -

Lecanora polytropa - -

Lecanora cenisia - -

+ |+ |+ |+

Lecidea confluens -

+ |+

Lecidea fuscoatra +

Lecidea lithophila -

+ |+

Lecidea plana -

Lepraria caesioalba +

+ |+ |+
|
|

Lepraria membranacea -

Lepraria vouauxii + - - _

Melanelia hepatizon - - + -

Melanelia stygia - + - +

Melanelixia fuliginosa + - - -

Miriquidica garovaglioi - - - +

Miriquidica leucophaea - - + -

Miriquidica nigroleprosa
var.lilienstroemii

Montanelia disjuncta + - - -

Parmelia omphalodes -

Parmelia saxatilis -

+ |+
|

Physcia dubia -

+
+
Pertusaria corallina - +
+
+

Protoparmelia badia -

+ |+

Protoparmelia phaeonesos - -

Pseudephebe pubescens - - -

Schaereria fuscocinerea + +

+ |+ |+ |+ |+

Stereocaulon vesuvianum - -
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Rhizocarpon alpicola

Rhizocarpon geographicum

Rhizocarpon lavatum

Rhizocarpon lecanorinum

+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+

Rhizocarpon reductum

Tremolecia atrata

Umbilicaria cylindrica

Umbiliaria deusta

+ |+ |+

Umbilicaria torrefacta

Umbilicaria polyphylla

Xanthoparmelia conspersa

Xanthoparmelia pulla

Xanthoparmelia protomatrae

celkem 15

24

23

Tab. 3: Seznam ur&enych druhu, kde znak ,+“ vyjadfuje pfitomnost vyskytu druhu na lokalité

Podyji Hrebenec Nad Kovarnou Pod vrcholem Snézky
Acarospora fuscata Acarospora fuscata Aspicilia laevata Aspicilia laevata
Arctoparmelia
Canderiella vitellina , P Aspilidea myrinii Aspilidea myrinii
incurva
Dimelaena oreina Aspicilia laevata Calvitimela armeniaca | Bellemerea sanguinea
, . Brodoa Diploschistes Diploschistes
Diploschistes scruposus | . ., .
intestiniformis scruposus scruposus
. . Diploschistes L
Chrysothrix chlorina P Lecanora intricata Lecanora polytropa
scruposus
Lecidea fuscoatra Chrysothrix chlorina | Lecanora polytropa Lecanora cenisia

Lepraria caesioalba Lecidea confluens

Lecanora cenisia

Lecidea confluens

Lepraria vouauxii Lecidea fuscoatra Lecidea confluens Lecidea lithophila
Melanelixia fuliginosa | Lecidea plana Lecidea lithophila Melanelia stygia
L . . . Miriquidica
Montanelia disjuncta Lepraria caesioalba Lecidea plana q ..
garovaglioi
. . Miriquidica
Rhizocarpon Lepraria . . ,
. Melanelia hepatizon | nigroleprosa var.
geographicum membranacea I ..
Liljenstroemii
. . . Miriquidica . .
Rhizocarpon reductum | Melanelia stygia Protoparmelia badia
leucophaea
. . . . (e Protoparmelia
Schaereria fuscocinerea | Parmelia omphalodes | Parmelia saxatilis P
phaeonesos
. . e . , Pseudephebe
Xanthoparmelia pulla Parmelia saxatilis Pertusaria corallina P
pubescens
Xanthoparmelia , . . . . .
P Pertusaria corallina Protoparmelia badia | Rhizocarpon alpicola
protomatrae
. . Protoparmelia Rhizocarpon
Physcia dubia P p.
phaeonesos geographicum
Protoparmelia badia | Rhizocarpon alpicola | Rhizocarpon lavatum
Rhizocarpon Rhizocarpon Rhizocarpon
lecanorinum geographicum lecanorinum
Schaereria . Schaereria
. Rhizocarpon lavatum .
fuscocinerea fuscocinerea
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Umbilicaria Rhizocarpon Stereocaulon

polyphylla lecanorinum vesuvianum
Xanthoparmelia Schaereria ,
, Tremolecia atrata
conspersa fuscocinerea
Stereocaulon I N
, Umbilicaria cylindrica
vesuvianum

Umbilicaria cylindrica | Umbiliaria deusta

Umbilicaria torrefacta

Tab. 4: Seznam uréenych druht podle lokalit

Pro vizualizaci podobnosti lokalit z hlediska metabolitl byl pomoci software
NTSYSpc Version 2.21q vypocitan Jaccardlv index podobnosti. Vstupni data byla
kvalitativni, pouze prezence (1) &i absence (0) metaboliti. Vysledek zobrazuje
dendrogram (Obr. 7). Nejvétsi podobnost v zastoupenych sekundarnich metabolitech
maji lokality Pod vrcholem SnéZzky a Nad Kovarnou ze Snézky. Podobnost se pak
nachazi mezi lokalitami Hfebenec a Podyji. Cim vy$$i hodnota koeficientu, tim vyssi

podobnnost.

T
05 06 07 08 09
Coefficient

Obr. 7: Dendrogram podobnosti lokalit (NTSYSpc Version 2.21q). PVS — Pod vrcholem Snézky, NK —
Nad Kovarnou, H — Hfebenec, P — Podyji.

6.2 Komentovany seznam sekundarnich metabolita

Tato kapitola rozSifuje problematiku vyznamu sekundarnich metabolitd

,,,,,,

jsou sepsany dosavadni poznatky o ucincich metabolitd. Dale jsou zde uvedeny

lokality vyskytu metabolitd a druhy, u nichz byly dané liSejnikové latky identifikovany.
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U nékterych metabolitll je zminén pouze vyc€et druhd. Nebyla k nim totiz nalezena

zadna literatura popisujici funkce konkrétniho metabolitu.
Rhizokarpova kyselina

Kyselina je zaznamenana na vSech lokalitach, tedy v celém vySkovém
gradientu nizina — subalpinsky stupen. Na rozdil od vétSiny sekundarnich metabolit(,
vyskytujicich se ve vSech nadmorskych vyskach, byla identifikovana pouze v jednom
rodu — Rhizocarpon, ktery byl na lokalitach dominantnim rodem. Je pfitomna i v jinych
rodech, které vSak nejsou predmétem vyzkumu. Napfiklad druh Acarospora
schleicheri ji produkuje také. U tohoto druhu byla zjis§téna pozitivni korelace mezi
koncentraci latky a UV-B zafenim. V nejvétSi nadmorské vysSce, kde je intenzita UV-
B zareni vysok4, bylo naméfeno nejvetSi mnozstvi kyseliny rhizokarpové(Rubio et al.
2002). Metabolit patfi mezi derivaty kyseliny Sikimové, které se vyznacuji
fotoprotektivnimi  u€inky.Kyselina rhizokarpova se sice vyskytuje ve vSech
nadmofskych vySkach, ale zalezi na jejim mnozstvi. Dalo by se tedy pfedpokladat, ze

koncentrace v rodu Rhizocarpon bude nejvétsi z lokality pod vrcholem Snézky.
Rhizocarpon geographicum (L.) DC.

Rhizocarponlecanorinum Anders

Diploschistova kyselina

Stejné jako kyselina rhizokarpova, byla identifikovana na vSech lokalitach a
také pouze v jednom rodu. Zadnym jinym rodem neni pravdépodobné produkovana.
Druh Diploschistes scruposus je zastoupen v celém vySkovém gradientu. Jeho
hlavnim produktem je kyselina lekanorova. Jako samotna neni kyselina
diploschistesova produkovana a nékdy ani jeji funkce v lisejniku neni znama, ma
pfedevSim taxonomicky vyznam pro identifikaci rodu. Bylo by zajimavé zjistit, zdali
chrani buriky pfed oxidativnim stresem stejné jako kyselina lekanorova. Nebo by
mohly byt zméfeny a porovnany koncentrace kyseliny diploschistesové ve vSech

nadmofskych vySkach.

Diploschistes scruposus (Schreber) Norman

Kalycin, pulvinova kyselina, pulvinovy dilakton, vulpinovéa kyselina

VSechny C¢&tyfi metabolity jsou odvozeny od metabolické cesty kyseliny
Sikimové. Vyskytuji se pouze u dvou druhl na dvou lokalitach, v Podyji a na Hfebenci.

Kalycin je pfitomen v druzich Chrysothrix chlorina (na obou lokalitach) a
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v Candelariella vitellina (pouze v Podyji). Vulpinova kyselina je zastoupena pouze
v Chrysothrix chlorina a pulvinova kyselina s jejim dilaktonem jsou zaznamenany u
Candelariella vitellina. VSechny latky jsou znamy svou fotoochrannou funkci.
Nicméné Chrysothrix chlorina porlsta stinné plochy kamen, vétSinou ve Stérbinach
nebo na svislych plochach, chranénych pied destém. Druh tedy neni UV zafeni tolik
vystavovan. U derivatl kyseliny pulvinové byly prokazany dal$i vlastnosti, které
souviseji s pH. Velmi nizka disociacni konstanta téchto pigmenti umoziuje
liSejnikim kolonizovat kyselé substraty. Naopak pfi vy$Sim pH jsou druhy s témito
metabolity schopny adsorbovat kovy, jsou tedy schopné Zit i na zivinové bohatych
stanovistich (Cerpani Zivin z okoli) (Hauck et al. 2009). Vyskyt druhu Candelariella
vitellina byl zaznamenén pouze v Podyji a to ojedinéle. Pfisun Zivin ma nejspise diky
ptactvu (ornitokoprofilni druh) - Chrysothrix chlorina nema velké naroky na ziviny, ale
diky kyseliné vulpinové a kalycinu je schopna zit na silikatovych substratech. Na
Snézce ve vySSich nadmorskych vySkach nebyla pfitomna ziejmé& z duvodu
nedostatku svislych a stinnych ploch kamend.

Candelariella vitellina (Hoffm.) Mull.Arg.

Chrysothrix chlorina (Ach.) J. R. Laundon

Lekanorova kyselina

Vyskytuje se ve vSech nadmofrskych vyskach a je zastoupena ve tfech rodech.
Obsahuije ji vySe zminény rod Diploschistes, dale pak rod Umbilicaria a Melanelixia.
Kyselina lekanorova je velmi u€innym antioxidantem. Pfitomnost této kyseliny byla
zjisténa udruhu Umbilicaria antarctica, diky které pravdépodobné preziva
v Antarktidé. Extrémni podminky Antarktidy podmiriuji tvorbu reaktivnich molekul
kysliku (ROS), které vedou k poSkozeni proteind, lipidl a nukleovych kyselin liSejniku.
Kyselina lekanorova tvorbé ROS brani a vtéchto oblastech je jeji koncentrace
zvySena (Luo et al. 2009).

Metabolit je sice produkovan rlznymi druhy, ale je zastoupen na vSech
lokalitach, kde mohou panovatnepfiznivé podminky jako je sucho (Podyji) nebo
intenzivni slunecni zareni (Snézka). LiSejniky jsou tedy ohrozeny tvorbou ROS, pfed
kterou jsou chranény produkci kyseliny lekanoroveé.

Diploschistes scruposus (Schreber) Norman

Melanelixia fuliginosa (Fr. ex Duby) O. Blanco, A. Crespo, Divakar, Essl., D. Hawksw. &

Lumbsch

Umbilicaria torrefacta (Lightf.) Schrader
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Gyroforova kyselina

Tato kyselina byla nejcastéji se vyskytujicim metabolitem ve vSech lokalitach
a obsahovalo ji nejvice rodu ze vSech sekundarnich metabolitd. Vyznacuje se
fotoochrannymi a antioxida¢nimi uc€inky (Bucukoglu et al. 2012, Nguyen et al. 2013).
Z vySe uvedenych dldvodu je pfitomna u vétSiny druht a v celém vySkovém gradientu.
Nejvétsi koncentrace by byla pfedpokladana v nejvétsi nadmorské vysce, z divodu
nejvétsi intenzity UV zareni.

Acarospora fuscata (Schrader) Arnold

Lecidea fuscoatra (L.) Ach.

Porpidia sp.

Rhizocarpon distinctum Th. Fr.

Rhizocarpon geographicum (L.) DC.

Rhizocarpon lecanorinum Anders

Schaereria fuscocinerea (Nyl.) Clauzade & Cl. Roux

Umbilicaria deusta (L.) Baumg.

Umbilicaria polyphylla (L.) Baumg.

Umbilicaria torrefacta (Lightf.) Schrader

Usnova kyselina

Je zastoupena ve vSech nadmorskych vySkach, ale ne tak v hojném poctu
jako napfiklad kyselina gyroforova. Na Snézce na obou lokalitach byla identifikovana
pouze v jednom rodu Lecanora. Na Hfebenci a v Podyji byla zaznamenéana u vice

rodd.

Kyselina usnova se vyznaCuje schopnosti absorbce UV zafeni a
ovliviiuje vice faktorl. Podle nékterych autord se koncentrace kyseliny usnové
zvétSuje s rostouci nadmorskou vySkou z duvodu silngjSiho UV-B zafeni (Fernandez
et al. 1998, Rubio et al. 2002). Tuto domnénku Bjerke et al. (2004) vyvraceji a tvrdi,
Ze zvySenou koncentraci ve vySSich polohach zplUsobuje nizka teplota a vihkost,

nikoliv UV-B zareni.

Na SnéZzce, jakozto v nejvétsi nadmorské vysce, se kyselina usnova vyskytuje
z celého vySkového gradientu nejméné. To v8ak neznamena, Ze koncentrace

kyseliny obsazené v druzich by byla na Snézce nejmensi.
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Arctoparmeliaincurva (Pers.) Hale

Dimelaena oreina (Ach.) Norman

Lecanora polytropa (Hoffm.) Rabenh

Lecanora intricata

Pertusaria pseudocorallina

Xanthoparmelia conspersa (Ehrh. ex Ach.) Hale

Xanthoparmelia protomatrae (Gyeln.) Hale

Atranorin

Spolu s kyselinou gyroforovou patfi mezi nejhojnéji zastoupeny sekundarni
metabolit ze v8ech lokalit. Vyskytuje se ve vS8ech nadmofiskych vysSkach a je
zastoupen v mnoha rodech. Pod vrcholem Snézky byl identifikovan pouze jednou,

konkrétné u druhu Stereocaulon vesuvianum.

Ma fotoochrannou funkci stejné jako kyselina usnova a gyroforova. Dadvodem
jejich pfitomnosti a mnozZstvi v liSejnicich jsou podminky a zmény podminek
prostfedi, na které se liSejniky diky nim adaptuji. Koncentrace atranorinu se muze
meénit pfitomnosti riznych faktora.

Arctoparmelia incurva (Pers.) Hale

Brodoa intestiniformis (Vill.) Goward

Parmelia saxatilis (L.) Ach

Physcia dubia (Hoffm.) Lettau

Stereocaulon vesuvianum Pers.

Fumarprotocetrarova kyselina

Identifikovana ve vS8ech nadmofskych vyskach, byt na SnéZce na obou
lokalitach jedenkrat. Konfumarova kyselina byla u nékterych druhu vedlejSim

produktem kyseliny fumarové.

Jeji ucinky jsou spojeny s toleranci kyselych substrati a kyselych destu.
Stejné jako u kyseliny usnové, by se jeji mnozstvi podle nékterych studii mélo
s rostouci nadmofiskou vySkou zvySovat. MoZznym vysvétlenim zvySené koncentrace
et al. 1977). Kyselina fumarprotocetrarova nebyla identifikovana z lokalit v zadném

druhu s korovitou stélkou (vyjma druhl Lepraria), které byla nej¢astéjSim typem stélky
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nalezenych druhl. Celkové tento typ stélky a zarovén pfFitomnost kyseliny

fumarprotocetrarové neni témér u zadného druhu znam.
Brodoa intestiniformis (Vill.) Goward
Dimelaena oreina (Ach.) Norman
Lepraria caesioalba (B. de Lesd.) J. R. Laundon
Melanelia stygia (L.) Essl.

Xanthoparmelia protomatrae (Gyeln.) Hale

Protocetrarova kyselina

Vyskytuje se pouze v Podyji a na Hfebenci.

Brodoa intestiniformis (Vill.) Goward

Parmelia omphalodes (L.) Ach.

Stiktova kyselina

Zaznamenana na vSech Ctyfech lokalitach a v nékolika rodech. Jeji vyskyt
nebyl hojny. V kazdé nadmofiské vysce se vyskytoval v jednom nebo ve dvou druzich.
VétSinou je doprovazena pfibuznymi sekundarnimi metabolity, které tvofi tzv.
komplex kyseliny stiktové (angl. ,stictic acid complex®). Mezi tyto latky se fadi kyselina
konstiktova, mengaziova a kryptostiktova. Casto se objevuje s kyselinou salazinovou
nebo i norstiktovou, ale i s latkami, které se nedaji identifikovat.

Pritomnost kyseliny stiktové v liSejnicich je spojena se schopnosti vazat tézké
kovy (Gauslaa et al. 2016). Déle chrani organismus pfed parazity (Merinero et al.
2015) a pred herbivorii (Asplund & Gauslaa 2008).

Aspicilia laevata (Ach.) Arnold

Melanelia hepatizon (Ach.) Thell

Rhizocarpon lecanorinum Anders

Stereocaulon vesuvianum Pers.

Xanthoparmelia conspersa (Ehrh. ex Ach.) Hale
Norstiktova kyselina

Metabolit vyskytujici na tfech lokalitach mimo Podyji. Byl identifikovan

v nékolika druzich.
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Kyselina norstiktova je spolu s atranorinem a kyselinou usnhovou jednou
Z nejprozkoumanéjsich lisejnikovych latek. Divodem je zfejmé Casty vyskyt napfic¢
v§emi druhy liSejnikd. Druhy produkujici tuto kyselinu preferuji spiSe substraty s pH >
4 (Wedin et al. 2009, Hauck et al. 2010). Podle Armaleo et al. (2008) je koncentrace
kyseliny norstiktové u druhu Parmotrema hypotropum korelovana s mnozstvim svétla
béhem rokunegativné. To ale nemusi platit u vS8ech druhd. Napfiklad Cetraria
aculeata obsahovala kyselinu norstiktovou pouze v zemich jizni Evropy. Ve stfedni
Evropé, kde je ro€né méné slunnych dn(, nebyla v pfisluSném druhu pfitomna vibec.
Autofi zaroven tvrdi, Ze vyskyt kyseliny norstiktové ve skupiné druhd Cetraria aculeata
nesouvisi s fylogenezi, ale je spojovan s faktory prostfedi (Lutsak et al. 2017). U
nékterych druhl byla zjiSténa korelace s velikosti stélky. Pozitivni korelace byla
pozorovana u druhu Lobaria pulmonaria (Asplund & Gauslaa 2007), zatimco u druhu
Cetraria aculeata byla koncentrace u jedinct s mensi stélkou nizsi (Nadyeina et al.
2013). Faktory, které spoustéji produkci kyseliny norstiktové, mohou byt rizné a

mezidruhové variabilni.
Aspicilia grisea Arnold
Aspilidea myrinii (Fr.) Hafellner
Melanelia hepatizon (Ach.) Thell
Protoparmelia phaeonesos Poelt
Pertusaria corallina (L.) Arnold

Xanthoparmelia conspersa (Ehrh. ex Ach.) Hale

Salazinova kyselina

Radi se k metabolitiim, které svou produkci odpovidaji na podminky prostredi.
Koncentrace kyseliny salazinové muze klesat smérem 2z mist s nizSi severni
zemeépisnou Sifkou do mist s vySSi severni zemépisnou Sifkou. Davodem muze byt
niz8i roCni primérna teplota v severnéji polozenych zemich (Deduke et al. 2012).
Autofi Shukla et al. (2015) naméfili vySSi koncentrace kyseliny norstiktové a
atranorinu u druhd ve vy8Sich nadmoiskych vySkach. Pfi€inou produkce vétSiho
mnozstvi kyseliny muze byt zvySena intenzita slune¢niho zareni ve vysSich polohach.
Dal$i funkci kyseliny norstiktové je ochrana bunék pfed oxidativnim stresem a pred
UV zafenim (Lohézic-Le Dévéhat et al. 2013).

Casto se nachazi v deledi Parmeliaceae. To potvrzuje vyskyt v uréeném druhu
Parmelia saxatilis, ktery byl nalezen na Hfebenci a na SnéZce nad Kovarnou.

PrestoZe kyselina salazinova pini v liSejnicich rizné funkce, byla analyzovana pouze
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v jednom druhu. Kyselinu salazinovou ¢asto doprovazi kyselina konsalazinova a je
povazovana za jeji ,ko-metabolit. Stejné tak byla analyzovana s kyselinou
salazinovouz obou lokalit. Dvodem nepfitomnosti v ostatnich liSejnicich muze byt
bud chemotaxonomicky vyznam, nebo typ stélky. Kyselina salazinova je typicka
predevsim pro druhy s lupenitou stélkou, avSak mezi nalezenymi saxikolnimi druhy
prevladaji druhy s korovitou stélkou. Pokud by byla méfena koncentrace, méla by byt

podle studii vySSi v nalezu ze Snézky.

Parmelia saxatilis (L.) Ach.

Psoromova kyselina
Vyskytuje se ve vSech lokalitach. Uginky nebyly zjistény.
Miriquidica nigroleprosa var. liljenstroemii (Du Rietz) Owe-Larss. & Rambold

Rhizocarpon geographicum (L.) DC.

Konfluentova kyselina, 2'-O-methylmikrofyllinovd kyselina, 2'-O-
methylperlatova  kyselina, 2'-O-methylsuperphyllinova  kyselina,
planaovéa kyselina, 4-O-demethylplanaovéa kyselina

VSechny tyto kyseliny jsou si navzajem biosynteticky pfibuzné. Daji se oznacit

jako metabolity ze skupiny kyseliny konfluentové.

Jejich vyznam je spiSe chemotaxonomicky. Casto jsou pFitomny v rodech
Lecidea a Porpidia. Je zajimavé, Ze se ve velké vétsiné nachazeji u saxikolnich druht

preferujicich silikatové horniny.
Lecidea confluens (Weber) Ach.
Lecidea lithophila (Ach.) Ach.

Lecidea plana (J. Lahm) Nyl.

Porpidia tuberculosa (Sm.) Hertel & Knoph

Kyselina stenosporova, oxostenosporova, perlatolova
PFitomna pouze v Podyji v jednom druhu.

Uginky kyseliny perlatolové jsou spojeny s toleranci kyselych déstt a
kyselého prostfedi a kyselych substratd (Hauck et al. 2009).

Montanelia disjuncta (Erichsen) Divakar, A. Crespo, Wedin & Essl.
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Thamnolova kyselina

Kyselina zaznamenana z lokality Hfebenec a Nad Kovarnou pouze z jednoho
druhu.

Stejné jako u kyselina fumarprotocetrarove a kyselina perlatolové jsou ucinky

spojeny s toleranci kyselého prostfedi a kyselych substrati (Hauck et al. 2009).

Pertusaria corallina (L.) Arnold

Zeorin

Jednd se o triterpenoid a metabolit syntetizovany cestou kyseliny
mevalonatové. U zadného z jejich metabolitdl nebyly doposud prokazany zadné
ucinky.

Lecanora polytropa (Hoffm.) Rabenh

Lecanora intricata (Ach.) Ach.

Lobarova kyselina
Zaznamenana na véech lokalitach. Uginky nebyly zjitény.
Parmelia omphalodes (L.) Ach.

Protoparmelia badia (Hoffm.) Hafellner

Miriquidova kyselina

Tento metabolit charakterizuje rod Miriquidica. Nachazel se pouze v lokalitach
Snézky. Uginky nebyly zjistény.

Miriquidica garovaglioi (Schaer.) Hertel & Rambold

Miriquidica nigroleprosa var. liljenstroemii (Du Rietz) Owe-Larss. & Rambold

Protoparmelia phaeonesos Poelt
Alektoronova kyselina

Vyskyt pouze z lokality Hfebenec. Uginky nebyly zjistény.

Arctoparmelia incurva (Pers.) Hale
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Alektorialova kyselina

Vyskyt pouze z lokality Nad Kovarnou u arkto-alpinského druhu.U&inky nebyly
zjistény.

Calvitimela armeniaca (DC.) Hafellner

Pannarova kyselina
Zaznamenana pouze na Hrebenci. Uginky nebyly zjitény.

Lepraria membranacea (Dicks.) Lettau

6 - methylester kyseliny pannarové
Vyskyt pouze v Podyji. U&inky nebyly zjistény.

Lepraria vouauxii (Hue) R.C. Harris

Bourgeanova kyselina

Zaznamenana Vv obou lokalitach na Snézce. Soucasti chemotypu rodu
Rhizocarpon. Uginky nebyly zjistény.

Rhizocarpon lecanorinumAnders

Rangiformové kyselina

Zaznamenana na vSech lokalitach kromé Hrebence. Uginky nebyly zjistény.

Lecanora polytropa (Hoffm.) Rabenh

Roccellovéa kyselina

Zaznamenana na vSech lokalitdch kromé lokality Pod vrcholem SnézZky.
Uginky nebyly zjistény.
Lepraria membranacea (Dicks.) Lettau

Lecidea sp.

Angardianova kyselina

Vyskyt pouze v lokalité Nad Kovarnou. Uginky nebyly zjistény.
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Lepraria caesioalba (B. de Lesd.) J. R. Laundon

6.3 Komentare k vybranym druhiim a rodiim

Druhy jsou v této kapitole komentovany v souvislosti s jejich chemismem.

Dimelaena oreina (Ach.) Norman

Reliktni druh vyskytujici se pfevazné v horskych oblastech. Osidluje tvrde,
vyslunné, silikdtové horniny. U nas je znam spiSe z nizSich poloh izolovanych lokalit
jako dealpinsky druh.V Cechach je znam z né&kolika lokalit, naptiklad z okoli Prahy,
Ceského stfedohofi, Sedléanska nebo z Kfivoklatska (Malicek & Kocourkova 2014).

Jednd se o druh, ktery je z hlediska chemismu velmi variabilni. Rozeznava se
u néj 7 chemotypu. VSechny chemotypy obsahuji kyselinu usnovou a jeden dalSi
metabolit, kterym se liS§i. Chemotyp Il a V se déli na dva subtypy. Chemotyp Il je
tvofen pouze kyselinou usnovou. Podle autord Leuckert & Poelt (1978) chemotyp Il
prevazuje ve Skandinavii, chemotyp | (kyselina usnova a fumarprtocetrarovd) ve
stfedni Evropé a chemotyp V (kyselina usnova a stiktova) dominuje ve zbylych
Castech Evropy a v mediteranu. Toto tvrzeni je v souladu s nalezenym druhem
v Podyji, kde byl identifikovan chemotyp I. Jina studie uvadi, ze chemotyp | byl
nejcastéjSim ve vysSich nadmoiskych vySkach a chemotyp V dominoval v nizSich
poloh&ch (Leuckert et al. 1981). Tato domnénka je v rozporu s vyskytem chemotypu

| v Podyji.

Druh byl nalezen na lokalité v Podyji a jeho vyskyt byl velmi ojedinély.
Nadmorska vySka lokality je pfiblizné 250 m n. m., mize se tak jednat o jednu

Z nejnize polozenych lokalit s vyskytem tohoto druhu.

Miriquidica nigroleprosa var. liljenstroemii (Du Rietz) Owe-Larss. &
Rambold

Varieta se lidi od Miriquidica nigroleprosa var. nigroleprosa svétle Sedou az
bilou stélkou. Lisi se pfedevS§im chemismem. Var. liljenstroemii obsahuje kyselinu
miriquidovou a psoromovou, kdezto var. nigroleprosa pouze kyselinu miriquidovou.

Roste na vétrem vyfoukavanych skalach a sutich (Smith et al. 2009).
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Néktefi lichenologové povazuji varietu jako samostatny druh Miriquidica
lilienstroemii. Podle autor Haugan et al. (2013) jsou obé variety fylogeneticky dva

odli§né druhy.

Chemicka analyza prokazala tuto varietu ve tfech pfipadech. VSechny

pochazeji z lokality pod vrcholem Snézky.

Montanelia disjuncta (Erichsen) Divakar, A. Crespo, Wedin & Essl.

LiSejnik s lupenitou stélkou je podle ndzvu charakteristicky spiSe pro horské
oblasti. Pfekvapivé byl nalezen v Podyji, kde je nadmofska vyska pfiblizné 250 m n.
m. Druh je vazan na oslunéné plochy kamend. Podyji je slunnou lokalitou, coz zfejmé

ze vSech ekologickych naroku preferuje nejvice.

Stélka se vyznacuje obsahem kyseliny stenosporové a perlatolové, jejichz
pfitomnost byla na této lokalité potvrzena. Kromé& dvou zminénych kyselin byla
identifikovana kyselina oxostenosporova, ktera muize kyselinu stenosporovou

doprovazet.

Montanelia disjuncta je znama také z Hfebence (Bayerova 1999), avSak v této
praci pfi mém vlastnim vyzkumu nebyl nalezen. Kyselina stenosporova je v této praci
uvadéna pouze z lokality Podyji. To vS8ak neznamend, Ze zde existuje souvislost
s adaptacemi na podminky nizkych poloh. Pro druh je vyskyt ve vySSich polohach
chemotaxonomicky vyznam. AZ po zméfeni koncentraci kyseliny stenosporové
Z nizin a horskych poloh by se dalo diskutovat o U&incich ve spojitost s abiotickymi

faktory prostredi.

Pertusaria corallina (L.) Arnold

Tento druh se vyznacuje thamnolovou kyselinou. Druh byla nalezen na lokalité
Hfebenec a ze Snézky nad Kovarnou. Z Hfebence byly chemickou analyzou
identifikovany dva vzorky tohoto druhu a jeden z nich kromé kyseliny thamnolové
obsahoval kyselinu norstiktovou a usnovou. To pro tento druh vibec bézné a
neexistuji zadné publikace o tom, Ze by zminéné kyseliny obsahoval. Podobnym
druhem obsahujicim pouze kyselinu norstiktovou je Pertusaria pseudocorallina, ktera
se od Pertusaria corallina se liSi pfitomnosti hnédych vrcholl na izidiich. A pfitomnost
kyseliny také neni pro P. pseudocorallina typicka. Mohlo by se jednat o novy

chemotyp P. corallina.
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Protoparmelia phaeonesosPoelt

Postaveni tohotu druhu z hlediska fylogeneze je stale diskutovano. Tento druh
se fadi k rodu Protoparmelia s. lat.,, u néhoz néktefi védci pomoci molekularnich
metod prokazali, Ze rod Protoparmelia s. lat. je polyfyleticky. Sest druh(i véetné P.
phaeonesos vytvofilo monofyletickou skupinu s druhy rodu Miriquidica. P.
phaeonesos je fylogeneticky bliz§i rodu Miriquidica nez rodu Protoparmelia s. lat.
(Singh et al. 2015). U druhu je charakteristicka produkce kyseliny norstiktove, kterou
se od metabolitd (kyselina alektoronova a lobarova) druhu Protoparmelia s. str. V této
praci byla kromé kyseliny norstiktové identifikovana navic kyselina miriquidova, ktera
byla pfitomna ve vSech vzorcich P. phaeonesos. To je dalSi divod, pro¢ by P.

phaeonesos méla byt zafazena do rodu Miriquidica.

Rhizocarpon spp.

Rod je podle zbarveni stélky rozdélen do dvou skupin druh(. Tzv. Zluta
skupina ma stélku diky pfitomnosti kyseliny rhizokarpové zbarvenou do zluta. Tzv.
hnéda skupina tuto kyselinu neobsahuje a stélky jsou hnédé, tmavé Sedé az témér

bilé barvy. Obé skupiny rodu Rhizocarpon jsou zastoupeny na v§ech lokalitach.

Druhy obou skupin jsou z hlediska chemismu vnitrodruhové variabilni.
McCarthy & Elix (2014) dokonce objevili u australskych druht chemotypy nové. V této

praci byl zjisténodliSny chemismus uvnitf druhu v ramci lokalit.

Druh Rhizocarpon lecanorinumse vyskytuje na Hfebenci a na obou lokalitach
Snézky. Kyselina rhizokarpova a gyroforova je pfitomna u vSech nalezl. Treti
kyselinou se liSi. Z Hfebence se jedna o kyselinu stiktovou a z obou lokalit Snézkyo
kyselinu bourgeanovou. Neni typické, aby u tohoto druhu nebyla pfitomna kyselina
stiktova. Chemicka analyza byla provedena ze Snézky u Sesti vzorkl (2 pod vrcholem
a 4 nad Kovarnou) a u v8ech byl zjistén stejny chemismus.Kyselina stiktova nebyla
identifikovanaani v jednom vzorku. Bourgeanova kyselina neni u tohoto druhu dle
publikaci pravdépodobné znama, alesporni z Evropy. V australském druhu ji jako
bé&Znou prokazali McCarthy & Elix (2014).

Naopak stejny chemismus v ramci druhu byl zjistén u druhu Rhizocarpon
geographicum, ktery byl v nejnize i nejvySe polozené lokalité stejny. Pravé tento druh

ma mnoho chemickych variant (McCarthy & Elix 2014).
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7. Diskuse

Puvodné byla stanovena hypotéza: diverzifikace sekundarnich metabolitl se
liSi podél vySkového gradientu nizina- subalpinsky stupen. Je znamo, Ze hypotézy
jsou bud zamitnuty nebo potvrzeny na zakladé statistické analyzy. Pro tuto praci byla
pro kazdou nadmorskou vysku vybrana jedna lokalita. Aby mohlo byt statistické
hodnoceni provadéno a mélo predevsim relevantni vysledky, musela by byt kazda
nadmorska vySka reprezentovana vice nez jednou lokalitou. Nalezeni silikatovych
suti se stejnou expozici a ve stejné nadmoiské vysce je vSak obtizné. Napfiklad vétsi
pocet lokalit v nadmorské vysce 1500-1600 m n. m. nelze v Ceské republice nalézt.
Musely by byt vybrany lokality z pohofi v zahranici (napf. Vysoké Tatry). Vyzkum by
se stal ¢asové narocnéjsim a nestacila by na néj pouze jedna sezbna, ktera je za
normalnich podminek vyhrazena pro vyzkum k diplomové praci. Z tohoto ddvodu

nejsou zavéry vyvozeny na zakladé statistické analyzy.

Statistickou analyzu sekundarnich metabolitd druhd by bylo mozné provést i
bez TLC pouze na zakladé literatury. Z té je mozné vycist ekologii druh( a jejich
metabolity, jez jsou u vétSiny druhd pfitomny konstantné (kvalitativné se neméni).
Vyzkum a analyza byly praktickym ovéfenim téchto skutecnosti (ekologie, metabolity
druhu). Z literatury se da takeé zjistit, které liSejniky jsou nizinné, horské ¢i subalpinské.
Analyzu by tedy teoreticky bylo mozné provést, ale jednalo by se o adaptace
v hrubém meéfitku. Kazda nadmorska vySka se vyznacuje odliSnymidruhy a jejich
vazbou ne lokalni ristové podminky jako je: geologie substrat (kysely x bazicky),
mikroklima-osvit (severni stinnéjSi x jizni slunci exponované), teplota, nebo stuper
zachyceni srazek (vertikalni x horizontalni plochy kamena). V této praci bylo snahou
zachytit rozdily v zastoupeni metabolitl v jemnéjSim méfitku, tedy pravé v zavislosti

na specifickych lokalnich podminkach.

Analyza sekundarnich metabolitd pomoci TLC byla v této praci nezbytna,
jelikoz se bez ni nékteré druhy s malo odliSnymi morfologickymi znaky nedajiurcit.
UrCovani komplikovala také variabilita morfologickych znaku - velikost areol, barva,
pfitomnost €i nepfitomnost apothecii vzhledem ke stafi stélky. V tomto ohledu bylo
velmi problematickou lokalitou Podyji, kde plodnice u velké &asti druhtd chybély.

Stélky byly velmi suché. Moznym vysvétlenim je vy$Si teplota, nizka vihkost a dlouha
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doba expozice suté sluncem. S tim mlze téz souviset i nizka pokryvnost. Z toho

divodu mohou byt druhy z této lokality nespravné uréené.

Obtizné urcitelné byly rody Lecidea a Porpidia. Jednak jsou fylogeneticky
blizce pfibuzné a jednak oba obsahuji metabolity kyseliny konfluentové. Prolinaji se
tedy z hlediska chemismu. Pokud ma napfiklad néjaky druh obsahovat pouze
kyselinu konfluentovou, c&asto se stava, ze obsahuje i kyselinu 2'-O-
methylmikrofyllinovou a 2'-O-methylperlatolovou, které mohou byt charakteristické
pro jiny druh. Pfitomnosti téchto metabolitd se vyznacuji napf. druhy Lecidea
confluens, Porpidia melidones a P. tuberculosa. Obdobnym pfipadem jsou druhy
Lecidea lithophila a Lecidea plana, které oba mohou produkovat kyselinu planaovou
a kyselinu 4-O-demethylplanaovou. Lecidea lithophila by mé&la mit jako hlavni (s vySSi
koncentraci) kyselinu 4-O-demethylplanaovou a Lecidea plana kyselinu planaovou.
U téchto druhd by byla doporucena revize lichenologem, taxonomickym specialistou

na danou skupinu. Molekularni analyzy pro tuto skupinu chybi.

VétSina vyzkuml se zaméfuje na ucCinky malého mnozstvi vybranych
sekundarnich metabolitt méfenim koncentrace. Vlastnosti metabolitll jsou tedy
zkoumany kvantitativné. Mnozstvi metabolitu mize byt s pfislusSnym faktorem
pozitivné C&i negativné korelovano. Tedy koncentrace nékterych metaboliti se
s faktorem zvySuje Ci snizuje,nebo mezi nimi zadna zavislost neexistuje.V ramci
metabolitd i druhl je mnozstvi vyprodukované liejnikové latky v zavislosti na urcity
faktor velmi variabilni. Napfiklad u druhu Parmotrema hypotropum se koncentrace
atranorinu v zavislosti na mnozstvi svétla zvySuje a u kyseliny norstiktové klesa
(Armaleo et al. 2008). Naopak Stephenson & Rundel (1979) u druhu Letharia vulpina
nepotvrdili zadnou zavislost mezi koncentraci atranorinu a intenzitou svétla. Tato
prace se na pri€iny produkce metabolitd nezaméfuje kvantitativné, nybrz kvalitativné.
Tedy pfitomnosti ¢i nepfitomnosti metabolitdl u liSejnikl v dané nadmorské vysce.
Konkrétné v souvislosti s nadmorskou vySkou byla produkce nékterych metabolitl jiz
zkoumana, avSak kvantitativné. Podle Swanson et al. (1996) koncentrace kyseliny
usnové obsazené v Umbilicaria americana s rostouci nadmofrskou vySkou klesa,
kdezto u kyseliny rhizokarpové v Acarospora schleicheri roste(Rubio et al. 2002).
PFic¢inou syntézy sekundarnich metabolitd neni pravdépodobné pouze nadmorska
vysSka, ale komplex riznych ménicich se abiotickych faktorl daného stanovisé.
Nicméné v praci byl stanoveny design s co nejpodobné&jSimi ekologickymi naroky, a
proto by bylo v budoucnu doporu¢eno zméfit koncentraci u druhl se sekundarnimi

metabolity pfitomnymi v celém vySkovém gradientu. Pro uréeni koncentrace
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sekundarnich metabolitll metoda tenkovrstevné chromatografie nestaci. K detekci a
meéfeni koncentrace sekundarnich metabolitd slouzi metoda vysokouc&inné
kapalinové chromatografie, tzv. HPLC (High-performance liquid chromatography),
ktera je finan¢né velmi nakladna. Jedna se o separaéni metodu slozek smési, ktera
je provadéna v zarizenich s kolonami. Stacionarni faze je zakotvena v kolonég, kterou
diky vysokotlakému Cerpadlu protéka mobilni faze. K rozdéleni pak obvykle dochazi
podle miry interakce analytu se stacionarni fazi kolony. Mnozstvi analytu se pak
uréuje podle intenzity signalu na detektoru (nejcastéji UV-vis spektrometr &i pfipadné
hmotnostni spektrometr) metodou kalibraéni kfivky €i interniho standardu. Touto
metodou by mohly byt ur€eny neidentifikované metabolity z této prace. Mnoho z nich
jich bylo také neznamych. Napf. mastné kyseliné kyseliny, terpeny, terpenoidy,
xynthony. U druhd s metabolity kyseliny konfluentové se objevovalo v mensim
mnozstvi nékolik daldich neonové sviticich latek. Takto zbarvené jsou pravé latky ze
skupiny kyseliny konfluentové. Nékteré mohou byt stale nepojmenované a jejich

vyskyt je velmi variabilni.

Atranorin, kyselina gyroforova, usnova, stiktovd, norstiktova a
fumarprotocetrarova jsou metabolity, které byly identifikovany ve velkém poctu rodu
a zaroven postihly zastoupeni v celém vySkovém gradientu. VSechny zminéné
metabolity vznikaji acetyl-polymalonatovou cestou. Tyto metabolity obsahuji
fenolickou skupinu a podle ni jsou nazyvany fenolickymi slou¢eninami. Pro né jsou
typické fotoochranné, antioxidacni, antimikrobialni a antiherbivorni u¢inky. Proto jsou
potfebné mnoha liSejnikim a vyskytuji se v celém rozmezi nadmofiskych vySek. Jak
jiz bylo zminéno vySe, bylo by u nich vhodné zméfit koncentraci a dale hodnotit

zavislost na faktorech prostredi.

Produkci kyseliny fumarprotocetrarové jsou lisejniky schopné tolerovat kyselé
prostiedi a kyselé substraty. Kyselina byla pfitomna pouze v druzich s lupenitou
stélkou. MUze zde existovat silna vazba na typ stélky a nasledné umoznéni témto
druhim zvladat kyselost prostfedi. Mezi fenolické sloueniny se fadi i derivaty
kyseliny pulvinové (kyselina vulpinova, kalycin, pulvinovy dilakton), které jsou naopak
syntetizovany cestou kyseliny Sikimové. U nich se také jedna o adaptaci na kyselé

prostredi.

Mezi metabolity syntetizované cestou kyseliny mevalonové patfi zeorin a pak
nékolik neznamych terpenu a terpenoidt. Dodnes jich spousta neni pojmenovana a
neni u nich znam vyznam pfitomnosti v liSejnicich. V této praci se nachazely

sporadicky a mély spiSe chemotaxonomicky vyznam.
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Rod Lecidea a Porpidia jsou €astymi druhy s vyskytem na silikdtovych
horninach a zaroven maji ¢asté zastoupeni v horskych a subalpinskych polohach.
Jejich sekundarnimi metabolity spadajici do skupiny kyseliny konfluentové nebyly
z hlediska uc€inkd zkoumany. Presto se zda, Zze by mohla existovat zavislost mezi
produkci kyselin a silikatovymi substraty. Z toho divodu by mohly byt metabolity

v budoucnu kyseliny konfluentové pfedmétem vyzkumu.

Rod Rhizocarpon se vyznaluje vnitrodruhovou variabilitou sekundarnich
metabolitd. Chemickou analyzou byly u druhu Rhizocarpon lecanorinum v rdmci
nadmorskych vydek Ci spiSe lokalit zjistény odliSnosti v pfitomnosti sekundarnich
metabolitd. Druh z Hfebence druh obsahoval €asto pfitomnou kyselinu stiktovou. Na
lokalitéSnézka byla kyselina stiktova zastoupena kyselinou bourgeanovou, ktera neni
z evropskych publikaci u tohotu druhu znama. U australského druhu tato kyselina
identifikovana byla. Zavislost mezi syntézou metabolitu a nadmorskou vyskou zde
nejspiSe hledat nelze. Jelikoz z australskych polozek byla kyselina stiktova pfitomna
i v nadmoiské vySce 1600 m n. m. (McCarthy & Elix 2014). Nelze fici, co spousti

produkci riznych metabolitt v ramci jednoho druhu.

Nejvice metabolit bylo identifikovanych z lokality Nad Kovarnou, ktera sdilela
spoustu druhl s lokalitou Pod vrcholem Snézky (Aspilidea muyrinii, Lecanora
polytropa, Lecidea lithophila, Protoparmelia phaeonesos, Stereocaulon vesuvianum,
atd.). DalSi shodu v zastoupeni druh ma i s lokalitou Hfebenec (Parmelia saxatilis,
Pertusaria corallina). Ty naopak obsahuji metabolity, které nejsou druhy z lokality Pod
vrcholem Snézky produkovany. Proto je lokalita Nad Kovarnou z hlediska metabolitd
nejpocetnégjsi.

Prekvapivé s nejmensim poctem identifikovanych metabolitl je lokalita Pod
vrcholem Snézky, a€ je zastoupena druhym nejvétSim pocétem druhd. PFic¢inou je
produkce podobnych metabolitd v rdmci mnoha rGznych druhl. Rodové je lokalita
oproti ostatnim lokalitam homogennégjsi. Z toho divodu je mozné, Ze druhy stejného

rodu produkuji podobné metabolity, napf. kyselina miriquidova.

VétSina druhid ze Snézky ma arkto-alpinské rozSifeni. Mezi vzacné a
ohroZené druhy patfi Bellemerea sanguinea, Calvitimela armeniaca, Miriquidica
garovaglioi, Protoparmelia phaeonesos, Stereocaulon vesuvianum, Tremolecia atrata
a kriticky ohrozena Umbilicaria torrefacta. Hfebenec se také mize pysnit druhem s
nebyly nalezeny typicky nizinné druhy. VétSina z nich mdze osidlovat i vy$3i polohy.

DalSim problémem byla Spatna determinace v dusledku malého mnozstvi fertilnich
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liSejnikl na lokalité. V porovnani zastoupeni sekundarnich metabolitl mezi nizinnymi
a arkto-alpinskymi druhy, nebyly shledany velké rozdily. Kyselina miriquidova je
zastoupena pouze u horskych a alpinskych druhd. Kyselina alektorialova byla
zaznamenana pouze v Podyji. Je nutné si uvédomit, ze do vyzkumu byly zahrnuty
vyhradné saxikolni druhy liSejniki a pfitomnost jejich metabolitd. Kyselina
alektorialova se v ramci tohoto vyzkumu vyskytujepouze v Podyji. Naopak kyselina
miriquidova je charakteristickd pouze pro SnézZku. Jeji obsah je pro druhy rodu
Miriguidica typicky, ma tedy pfedevsim taxonomicky vyznam. Druhy Miriquidica jsou
spiSe vazané na submontanni, horské a subalpinské oblasti. V nizinach se
nevyskytuji vyskytuje pouze M. deusta, kterd kyselinu miriquidovou neprodukuje. Ta
je zastoupena kyselinou lobarovou. Vyskyt kyseliny miriquidové v horskych polohach
je z hlediska zastoupeni kyselin ve vySkovém gradientu zajimavym zjisténim. Ale

vétsi vyznam spojeny s produkci je taxonomicky.

Velkou odchylku tvofila pfitomnost kyseliny stenosporové a derivatu kyseliny
pulvinové. Ty se diky tfem druhim vyskytovaly v niziné. Nijak zvlast se tedy
metabolity nejnize a nejvySe zastoupené nadmoiské vySky neliSily. VétSinu
metabolitd mély spoleCnych (atranorin, kyselina usnova, gyroforova, norstiktova,
atd.).

Pomoci indext podobnosti byly zjiStovany rozdily v zastoupeni metabolitd na
lokiltach. Do jaké miry jsou si lokality pfitomnosti metabolitd podobné, které
NejmenSi podobnost je mezi Podyjim a Snézkou, kde jsou za tento vysledek
odpovédné derivaty kyseliny pulvinové atd. Hfebenec se od metabolitdl Snézky [i§i
tim, Ze obsahuje metabolity druh( Lepraria a nékteré spolecné metabolity s Podyjim
(vulpinova kyselina, calycin), které na SnéZce chybi.Nejvétsi podobnost lokality na
Snézce muze byt dana vyskytem spolecnych reliktnich druhli (dano diky ledovci).
Dal$im vysvétlenim muze byt kratka vzdalenost mezi dvéma lokalitami, které maji
reprezentovat jinou nadmoriskou vySku. Obé se vSak nachazeji na stejném vrcholu
pohofi. Podobnost lokalit by mohla vyjit jinak v pfipadé, Zze by byly vybrany lokality
z rozdilnych pohofi.

Rozdily v zastoupeni sekundarnich metabolitd v zavislosti na typ
geologického substratu nebyl statisticky hodnocen. PfestoZe jsou svory (Podyji,

Hiebenec) o trochu uzivnéjsi nez granity (Pod vrcholem Snézky, Nad Kovarnou),

nebyly rozdily v zastoupeni zpozorovany.
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Vyskyt sekundarnich metaboliti podél vySkového gradientu se kvalitativné
vyrazné nelisil. Samotny vliv nadmorské vySky na produkci sekudarnich se spiSe
neprokazal. Na produkci sekundarnich metabolitd ma vliv mnoho raznych faktora.

NejspiSe nelze Fici, ktery z nich ma nejvétsi vliv. A velkou roli mize hrat mikroklima.

8. Zaver

Prace predklada kvalitativni rozbor vyskytu sekundarnich metabolitd
saxikolnich lisejnik ve vySkovém gradientu nizina - subalpinsky stuperi. Cilem bylo
porovnat zastoupeni metabolitd v riznych nadmorskych vySkach.U metaboliti byla
zjiStovana pfitomnost i nepfitomnost na lokalité, nikoliv jejich koncentrace.Pomoci
metody tenkovrstevné chromatografie (TLC) bylo chemickou analyzou identifikovano
45 sekundarnich metabolitd ze 4 lokalit suti. NejbéznéjSimi a nejznaméjSimi
metabolity z hlediska U€inku jsou atranorin, kyselina usnova, gyroforova, stiktova a
norstiktova, které se vyskytoval ve vSech nadmorskych vyskach. O jejich biologickych
vlastnostech vypovida spiSe vyprodukované mnozstvi nez pouze pfitomnost v téle
lisejniku.

Zastoupeni sekundarnich metabolitll se mezi lokalitami s riznou nadmorskou
vyskou vyrazné neliSilo. Jedinym metabolitem, ktery by mohl korelovat s nadmofskou
vyskou je kyselina miriquidova. Druhy rodu Miriquidica se toutou kyselinou vyznacu;ji
a zaroven osidluji pouze horské a alpinské polohy. V této préaci byl objeven vyskyt
kyseliny miriquidové u druhu Protoparmelia phaeonesos, coz nebylo doposud
publikovano. Existuji studie, které prokazaly pfibuznost druhu spiSe s rodem
Miriquidica nez s rodem Protoparmelia s lat. Nova skute¢nost pfitomnosti kyseliny

v tomto druhu by mohla pomoci budoucim vyzkumim a taxonomickym zafazenim.

Dohromady bylo uréeno 49 druhu. Nejvice ze Snézky, z Hfebence a nejméné
z Podyji. Na lokalité Podyji byla spousta liSejnikG ve sterilnim stavu bez apothecii,
bez jejichz pfitomnosti se druhy obtizné urcuji. Z toho divodu je z této lokality nizky
poCet ur€enych druhl. Prace byla pfedevSim zaméfena na chemickou slozku

liSejnikd, proto je do budoucna doporucena revize uréenych druhu.

Zajimavymi nalezy byl druh Dimelaena oreina, ktery byl zjistén z Podyji jako
dealpinsky druh. Jedna se nejspiSe o nejnize poloZzenou lokalitu vyskytu tohoto druhu
v Ceské republice (250 m n. m.). Ze sedmi existujicich chemotypu je nalez z Podyji

chemotyp |, ktery je charakteristicky pro stfedni Evropu.
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Diky chemické analyze byla ze Snézky determinovana nova varieta druhu

Miriguidica nigroleprosa var. liljenstroemii.

Na produkci sekundarnich metabolitt ma vliv mnoho rlznych faktoru.
NejspiSe nelze fici, kterych z nich ma nejvétsi vliv.

Do budoucna by bylo vhodné vybrat vice lokalit ze stejnych nadmorskych
vySek, diky nimz by se dala provést statisticka analyza, a vysledky by pak mély vétsi

vahu.
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