Jit{ Malicek

Sekundarni metabolity liSejnikt
a jejich vyznam pro taxonomii

Vseobecné znamou schopnosti Zivych organismu je produkce primarnich meta-
bolitti, mezi néz patii napf. aminokyseliny, sacharidy a fotosyntetické pigmenty.
Produkuji ale také fadu sekundarnich metabolitd, ¢ili latek, které zpravidla
nejsou pro Zivot jedince nezbytné (alespon v kratkodobém meéritku). K témto
organickym slouceninam patii mimo jiné alkaloidy, glykozidy a mykotoxiny.
Jednou ze skupin organismii, kde se muzeme setkat s mnozstvim rtiznych sekun-
darnich metabolit, jsou liSejniky. V soucasné dobé se pocet téchto latek s po-
psanou strukturou blizi ¢islu 800. Skute¢ny pocet muze vSak byt vyrazné vys-
$i. Naprosta vétsina z nich je navic specificka pouze pro lisejniky. Vyjimecnost
lisejnikovych latek tkvi v jejich obrovském taxonomickém vyznamu a tudiz
v rutinnim vyuZzivani metod jejich detekce. To je velky rozdil oproti cévnatym
rostlindm, mechorostiim, nelichenizovanym houbam nebo fasam, kde se pri-
tomnosti sekundarnich metaboliti vyuziva pro urcovani taxoni jen ojedinéle

u vybranych skupin.

Prvni publikace popisujici p¥itomnost
sekundarnich metabolitt v lisejnicich se
objevily v druhé poloviné 19. stol. Rozvoj
chemotaxonomie nastal o 100 let pozdéji,
v 60. letech minulého stol., v souvislosti
s vyvojem a §ir$im vyuzitim chromatogra-
fickych metod. V té dobé §lo v podstaté
o pfevrat v taxonomii lisejnikt srovnatel-
ny s nadstupem molekularnich metod v po-
slednich 20 letech. S pomoci chromatogra-
fie se mohly noveé rozlifovat druhy, které
kvili nedostatku anatomickych a morfo-
logickych znakd nebylo do té doby moz-
né blize urcovat. Typickym ptikladem je
béZny a Siroce rozsifeny rod prasenka (Le-
praria), ktery netvo¥i plodnice a vyskytuje
se pouze v podobé sterilnich $edavych
povlakid. MozZnost detekce sekundarnich
metabolitd v8ak napomohla rozvoji taxono-
mie i mnoha zndmych druht makroliej-
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nikd — zvlasté z rodt provazovka (Usnea),
vousatec (Bryoria) a dutohlavka (Cladonia).

Sekundérni metabolity se v liSejnicich
vyskytuji v riznych podobach a v riznych
¢astech stélky. Vétsina z nich obaluje po-
vrch houbovych vlaken. MtZeme je vSak
nalézt také jako granulky, krystaly, kapén-
ky nebo pigmenty v generativnich a vzac-
néji ve vegetativnich ¢astech stélky. Jejich
pfitomnost nékdy byvé patrna na prvni
pohled, protoZe mohou urcovat barvu liej-
niku. Nap¥. Zlutozelené zabarveni prova-
zovek zptisobuje kyselina usnova (obr. 2),
$edou barvu ter¢ovnikt (Physcia) atranorin,
zlutooranzovou stélku teréniku zedniho
(Xanthoria parietina) parietin, nebo napad-
né cervené zbarveni plodnic nékterych
dutohlavek kyselina rodokladonova (obr. 1).
Lisejnikové latky také zapricinuji vyraz-
né hotkou chut vétsiny druhi. U dératky

horké (Pertusaria amara, obr. 3) miZeme
podle sviravé chuti zjistit pfitomnost kyse-
liny pikrolichenové p¥imo v terénu, ¢imz
druh celkem spolehlivé odlisime od velmi
podobné dératky bélavé (P. albescens).
Kyselina alektorialové4 obsaZena napt. u né-
kterych vousatct zase zpisobuje rizové
zabarveni herbarovych poloZzek po nékoli-
ka letech skladovani. Také vyskyt nékterych
terpenoidt (zvlasté bé&zné rozsifeného
zeorinu) se projevuje vytvorenim drobnych
jehlicovitych krystalti na povrchu stélek

1 Napadné ¢ervenou barvu plodnic
nékterych dutohlavek (Cladonia)
zpusobuje kyselina rodokladonova. Asi
nejbéznéjsim cervenoplodym druhem je
dutohlavka vyzablé (C. macilenta).

2 Zlutozelenou barvu provazovek
(Usnea) zptisobuje pfitomnost kyseliny
usnové. U této latky bylo zjisténo jeji
protirakovinné ptisobeni (napf. Backorova
a kol. 2011 a 2012).

3 Nékteré lisejniky miizeme poznat
dokonce podle chuti. Diky pfitomnosti
kyseliny pikrolichenové maji soraly
(mista, kde vznikaji vegetativni rozmno-
zovaci Céstice zvané sorédie) dératky
horké (Pertusaria amara) palcivé

hotkou chut. Foto J. P. Halda

4 Ke zjisténi pfitomnosti kyseliny
fumarprotocetrarové se vyuziva
parafenylendiamin. V p¥ipadé kladné
reakce se vzorek zbarvuje oranzove,

az Cervené jako u zde pouzité misnicky
korové (Lecanora pulicaris).

5 Kyselina norstiktova vytvaii v hydro-
xidu draselném nezaménitelné cervené
krystalky o délce ca 5-10 pm. Spole¢né
s atranorinem se vyuziva jako standard

v tenkovrstevné chromatografii (TLC).

6 Krystaly kyseliny vulpinové vzniklé
pfi mikrokrystaliza¢nich testech.

Tato latka zptisobuje vyrazné zluté
zabarveni nékterych lisejnikt

a je jedovatd. Foto W. Obermayer

7 Ve stélce vétvicniku Zlutého (Letharia
vulpina) se kyselina vulpinova vyskytuje
ve velkém mnozstvi. Proto se tento lisej-
nik d¥ive pouzival k traveni vlka. Roste
hojnaji nap¥. v Alpach, v Ceské republice
byl pted tasem nalezen na Sumavs (viz
Ziva 2000, 6: 249-250). Foto F. Bouda
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u nékolik let starych herbarovych polozek.
K detekci lisejnikovych latek slouzi vice
¢i méné sofistikované metody, které by
mohly byt popsany v nejedné knize. V na-
sledujicich kapitolach stru¢né predstavim
jen nékolik z nich, které lichenologové
rutinné vyuzivaji.

o Stélkové reakce a UV svétlo

Stélkové (bodové) reakce lisejnik s che-
mikaliemi jsou jednoduchym zptsobem
zjisténi vybranych latek, a proto se velmi
¢asto vyuzivaji p¥i ur¢ovani druhi. V pra-
covné lichenologa nesmi chybét roztok
hydroxidu draselného, chlorové vapno
(resp. jiny dezinfekéni pFipravek obsahu-
jici chlér, napt. Savo) a parafenylendiamin
(obr. 4 a 5). Nepatrné mnozstvi téchto rea-
gencii se nanese na stélku lisejniku, kde
v pfipadé pfitomnosti hledané latky do-
chazi k barevnym zméndm — nejcastéji na
¢ervenou, zlutou, oranzovou a ruZzovou
(viz také obr. na 2. str. obalky). Nevyhodou
téchto reakci je, Ze byvaji nespecifické
(specificky reaguje jen urcity typ slouce-
nin), a tudiz ¢asto nelze jednoznacéné urcit
konkrétni latku obsaZenou ve stélce. Tato
metoda ma jesté dalsi slabinu, a sice Ze
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v pfipadé nizkych koncentraci sekundar-
nich metabolitt v liejniku neni bodova
reakce zpravidla ¢itelnd. Pro t¢innéjsi vy-
uziti metody miZeme provadét stanoveni
na mikroskopickych fezech. Ke stélkovym
reakcim patii také aplikace Lugolova roz-
toku obsahujiciho j6d k detekci vybranych
skupin polysacharid. Vétsinou se nanési
na dien (stfedni vrstva lisejnikové stélky
tvofend houbovymi vlakny), ktera se v p¥i-
padé kladné reakce zbarvuje modfe. Vy-
uziti Lugolova roztoku v8ak nachazi zasad-
ni uplatnénf u zkouméni struktury viecek
(kde vznikaji vytrusy). Nékteré sekundar-
ni metabolity svétélkuji v ultrafialovém
svétle, proto je nezbytnym vybavenim kva-
litni UV lampa. Pokud je latka obsaZena,
sviti lisejnik pod UV lampou bile az mod-
e (tim je prokdzana pfitomnost depsidi
a depsidont), popt. v odstinech zluté,
oranzové az ervené (tyto barvy znaci p¥i-
tomnost xantont). Ultrafialové zafeni je
velmi uzite¢nym nastrojem napt. pii urco-
véani dutohlavek.

e Mikrokrystaliza¢ni testy
Tato metoda se v soutasné dobé pouziva
spiSe ojedinéle, protoZe byla zastinéna
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chromatografii (viz déle). Ta je v porovna-
ni s mikrokrystaliza¢nimi testy citlivéjsi
a spolehlivéjsi, avsak také ¢asové i financ-
né naro¢néjsi. Vyhodou mikrokrystalizac-
nich testli je naopak moznost rozligeni
nékolika latek, které se tenkovrstevnou
chromatografii neoddéli. Postup je takovy,
Ze nejprve naneseme kapku rozpoustédla
(nejcast&ji acetonu) na ¢ést stélky umisté-
nou na podloznim sklicku. Rozpoustédlo
z lisejniku vyextrahuje sekundarni meta-
bolity. V dalsim kroku p¥idame k ziskané-
mu extraktu vybrané mikrokrystaliza¢ni
¢inidlo, jehoz zéklad tvofi nejcasté&ji glyce-
rol, etanol, voda a kyselina octova. Sklicko
zahfejeme a nechdme zchladnout. Postup-
né se vytvori krystaly specifickych tvara
a velikosti, které jsou charakteristické pro
jednotlivé latky. Jejich vzhled a vlastnosti
pak sledujeme pod mikroskopem (obr. 6).

o Chromatografie

Pti zkouméani sekundarnich metabolitd
vyuzivdme v zdsadé dva zdkladni typy
chromatografie — tenkovrstevnou (TLC)
a vysokouc¢innou kapalinovou (HPLC).
Tenkovrstevna chromatografie je na liche-
nologickych pracovistich Siroce rozsifena
a v taxonomii pfedstavuje nezbytnou me-
todu pro zjistovéani lisejnikovych latek.
Slouceniny vyextrahované v acetonu se na-
néseji na chromatografickou desku, kte-
rou po ponofeni vzliné roztok organickych
rozpoustédel a s nim i nanesené metabo-
lity. Ty se podle velikosti molekul rozmis-
tuji na riznych pozicich v rdmci desky.
Umisténi je charakteristické a zdsadni pro
urc¢ovéni jednotlivych latek. Kratkym po-
nofenim desky do vody je dile moZné zji-
stit pfitomnost mastnych kyselin, které
jsou jinak bezbarvé. Po aplikaci kyseliny
sirové a zaht4ti po dobu nékolika minut se
organické latky zbarvuji. Zména barvy tak-
téZ slouzi k identifikaci latek, stejné jako
zkoumani vlastnosti skvrn (vzniklych po
predchozim zah¥ivani) pod UV svétlem.
TLC je velmi efektivni metoda a jeji po-
uzivani neni slozité ani p¥ili financné
néarocné.

Sofistikovanéjsi metodou je vysokotcin-
né kapalinova chromatografie (HPLC). K je-
jim pfednostem patfi moznost stanoveni
koncentrace metabolitt, detekce latek za-
stoupenych pouze ve stopovych mnoz-
stvich a rozliseni p¥ibuznych latek, které
v TLC splyvaji v jediné skvrné. Kapalino-
vé chromatografy také zdroven méti ab-
sorpéni maxima detekovanych sloucenin,
coZ vyrazné napomaha k nasledné identi-
fikaci (obr. 9). HPLC je zvlasté uzite¢na
u skupin lisejniki, které obsahuji barevné
pigmenty rozpustné v organickych rozpou-
stédlech, jako jsou antrachinony a xanto-
ny. Vysokotc¢inné kapalinovéd chromato-
grafie mé ve vyzkumu lisejnikovych latek
do budoucna znacény potencial. Dokaze
totiZ zjistit mnoho slou¢enin zastoupenych
pouze v nepatrnych koncentracich, z nichz
velké procento neni prozatim zndmo. Cena
zafizeni v8ak pfesahuje rozpocet pramér-
ného pracovisté, tudiz nebyva standard-
nim vybavenim lichenologické laboratote.

Vseobecnou komplikaci chromatogra-
fickych metod jsou potiZze s identifikaci
jednotlivych metabolita, kterd vyzaduje
¢asto mnohaletou zku$enost badatele a hoj-
né vyuzivani srovnavaciho materialu.
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e Pigmenty a krystaly

Cast ligejnikovych pigmentt neni rozpust-
né v organickych rozpoustédlech (napf. ve
zmin&ném acetonu), a tudiZ je nelze iden-
tifikovat pomoci chromatografie nebo mi-
krokrystaliza¢nich testid. Z tohoto dtivodu
nezname ani jejich strukturni vzorce. Ob-
vykle se vyskytuji v generativnich ¢astech
stélky — v apoteciich a periteciich. Maji
rizné barvy, nejGastéji zelenou, hnédou,
¢ervenou a modrou. Pro identifikaci se sle-
duje chovani (barevna reakce) v zasaditém
a kyselém prostiedi po pfidani hydroxidu
draselného, resp. kyseliny chlorovodiko-
vé. Dilezita je také reakce s kyselinou
dusi¢nou, kterd napf. méni barvu nékterych
pigmentt na ¢ervenou. V bézné licheno-
logické praxi jsou pigmenty velmi dtlezi-
tym voditkem pi¥i mikroskopickém urco-
vani fady taxona.

Mezi sekundarni metabolity lisejnikti se
fadi i $tavelan vépenaty. O produkci této
latky houbovymi organismy se do¢teme
vice v Zivé — v ¢lanku O. Koukola (2012,
1: 14-16). Stavelan se u lisejnikd vysky-
tuje v apoteciich, ale také na povrchu stél-
ky v podobé ojinéni. U nékolika rodt hra-
je velikost a rozmisténi krystali této latky
podstatnou roli pro uréovani. Ke zkouma-
nf krystalt §tavelanu se vyuZiva polarizo-
vané svétlo, které zviditelni za normalnich
podminek tézko patrné krystalické kom-
ponenty a umozni jejich odlieni od jinych
podobnych struktur.

Vyznam sekundarnich metaboliti

Sekundarni metabolity lisejnikd a jejich
funkce v organismu jsou doposud velice
maélo probadanou oblasti. Lisejnikové lat-
ky skytaji potencidl novych objevt v bu-
doucnu, napi. v mediciné. Jejich vyuziti
¢lovékem bylo v Zivé jiZ popsano (2003, 6:
253-255; 2004, 1: 17-19). Pro pfipomenu-
ti uvedme alespoil nékolik nejvyznamnéj-
§ich zpusobid uplatnéni nebo ptisobeni
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lisejnikovych metabolitd: barveni latek,
vyroba lakmusu, 1é¢ivé ti¢inky, antibiotic-
ké a protirakovinné pusobeni, vyroba par-
fému atd. V samotném lisejniku zastavaji
tyto latky rizné dlohy, avsak u vétsiny
znich funkci nezname. Uplatiiuji se v kom-
petici s jinymi organismy nebo pomahaji
prezit v extrémnich podminkach — mohou
pusobit jako inhibitory rtstu rostlin a enzy-
mové aktivity, chrani lisejnik pted bylo-
zravci, symbiotickou fasu chrani pfed
nadmérnym UV zafenim, maji vliv na pro-
pustnost membran fotobiontd nebo vzni-
kaji jako tzv. stresové metabolity.

Ne vSechny druhy lisejnikt obsahuji
sekundédrni metabolity — chybéji napft.
u vétsiny cyanoliSejnika (obsahujf jako fo-
tobionta sinici; obr. 11) a také u pyreno-
karpnich liejnikt (typem plodnice je pe-
ritecium). Zde se p¥i determinaci musime
spoléhat na anatomické, morfologické
a popfipadé molekulérni znaky.

S lisejnikovymi latkami také souvisi je-
jich fytogeografické variabilita a p¥itom-
nost tzv. chemotypti. Oznaceni chemotyp
se pouziva pro piipady, kdy se jeden druh
vyskytuje s riznymi sekundarnimi meta-
bolity. U nékterych taxont je popsdna
zmeéna v piitomnosti urcitych latek v ram-
ci jejich areédlu, napt. evropské populace
houboplodky krvavéjici (Mycoblastus san-
guinarius, obr. 10) obsahuji kyselinu kapera-
tovou, zatimco americké a asijské kyseli-
nu rangiformovou. Casto je tudiZ zajimavé
studovat, zda chemotypy maji néjaky taxo-
nomicky vyznam a neodlisuji jinak mor-
fologicky totozné druhy. V mnoha ptipa-
dech ale jde pouze o pfitomnost chemicky
blizce ptibuznych latek, kde o vysledném
metabolitu mohou rozhodovat napt. pod-
minky prostfedi ¢i stabilita molekul dané-
ho produktu (ackoli néktefi lichenologové
se spie piiklanéji ke genetickym pFicindm).
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8 Priklad vysledné chromatografické
desky, kde byla analyzovana skupina
pfibuznych zastupct rodu misnicka.
Pravé v tomto p¥ipadé se setkavame

s doposud neznamymi latkami

(v obr. ozna¢eny jménem druhu),

jez jsou charakteristické pro jednotlivé
druhy. K nejrozsitensjsim sekundarnim
metabolitim u liSejnikd patii atranorin,
ktery se v tenkovrstevné chromatografii
pouziva jako standard.

9 Vysledny chromatogram z vysoko-
u¢inné kapalinové chromatografie
(HPLC). Na ose X je zobrazen

tzv. retencni ¢as, ktery poméhé

k identifikaci slou¢eniny, na ose Y je
koncentrace latek. Jednotlivé vrcholy
predstavuji rizné antrachinony obsazené
v krasnici zubaté (Caloplaca crenularia).
Orig. U. Sgchting

10 Rez plodnici houboplodky
krvavéjici (Mycoblastus sanguinarius).
Pro horn{ ¢ast vytrusorodé vrstvy
(epihymenium) je charakteristicky tmavé
zeleny pigment (Cinereorufa-green),

ve spodni ¢asti plodnice (hypotecium)
se koncentruje rodokladonové kyselina.
Tuto latku nalezneme i ve stélce, proto
jsou naru$end mista stélky syté Cervena.
11 Vétsina cyanolisejniki (jako foto-
bionta obsahuji sinici) netvoii Zadné
sekundarni metabolity. Na obrazku
typicky zastupce této skupiny huspenik
tuhy (Collema tenax). Foto F. Bouda

12 Vysokohorsky lisejnik sidlovec
kiistkovity (Thamnolia vermicularis)

se ve stfedni{ Evropé vyskytuje ve dvou
chemotypech. Jeden obsahuje kyseliny
baeomycesovou a squamatovou (vlevo)
a sviti pod UV lampou bélavé, zatimco
druhy chemotyp s kyselinou thamnolo-
vou (vpravo) na UV zafeni nereaguje.
Nékdy byvaji oba chemotypy povaZzovany
za samostatné druhy. Snimky J. Malicka,
pokud neni uvedeno jinak
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