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Seznam pouzitych zkratek:

DMAPP - dimethylallyl difosfat

DMATS - dimethylallyl syntetdza

LSD - diethylamid kyseliny lysergové

CoA - koenzym A

PKS - polyketidova syntetaza

DNA - deoxyribonukleova kyselina

rDNA - ribosomalni deoxyribonukleova kyselina
rRNA - ribosomalni ribonukleova kyselina

PCR - polymerazova fetézova reakce

MeOH - metanol

BuOH - butanol



Seznam latinskych a ¢eskych nazvi hub:

Agaricum officinale - verpanik lékatsky

Agaricus bisporus - Zampion dvouvytrusy

Amanita muscaria - muchomiurka ¢ervena

Armillaria borealis - vaclavka severni

Armillaria cepistipes - vaclavka drobna

Armillaria gallica - vaclavka hlizovita

Armillaria mellea - vaclavka obecna

Armillaria novae-zelandiae - vaclavka novozélandska

Armillaria ostoyae - vaclavka smrkova

Armillaria tabescens - vaclavka bezprstenna

Claviceps purpurea - pali¢kovice nachova

Collybia tuberosa - penizovka hlizkata

Flammulina velutipes - penizovka sametonoha

Galerina paludosa - ¢epicatka mocalova

Hirneola auricula-judae - boltcovitka bezova, syn. Jidaovo ucho
Langermannia gigantea - vatovec obrovsky, syn. pychavka obrovska
Lentinus edodes - houzevnatec jedly (,,Sii-take)

Lyophyllum palustre - penizovka raselinikova

Oudemansiella mucida - slizecka slizka, syn. slize¢ka porcelanova
Piptoporus betulinus - btezovnik obecny

Pleurotus ostreatus - hliva Gstfi¢na

Psilocybe mexicana - lysohlavka mexicka

Serpula lacrymans - dfevomorka domaci

Trametes versicolor - outkovka pestra
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1. Uvod

Sekundarni metabolity tvofi vyznamnou skupinu organickych latek produkovanych
hlavné rostlinami, bakteriemi a houbami. Tyto latky nachézeji uplatnéni vmnoha oblastech
lidské €innosti, zvlasté pak v mediciné. Do soucasnosti bylo izolovano mnoho latek, které se
dockaly masového vyuziti hlavné ve farmaceutickém a potravinafském primyslu, a to
zejména z fady zastupci fiSe hub. Predevs§im jde o tfiduascomyceti (vieckovytrusnych hub),

z nichZ jde napt. o rody Penicillium a Aspergillus.

U mnoha zastupcti basidiomycetli (stopkovytrusych hub) bylo taktéz nalezeno velké
mnozstvi sekundarnich metabolita se specifickou biologickou aktivitou, a to ptedevs§im u hub
vyuzivanych v oblasti lidové mediciny (napt. Agaricum officinale, Flammulina velutipes).

Proto mohou byt mnohé z téchto latek vyuzity jako zaklad novych G¢innych léki.

V mnohych pfipadech jsou sekundarni metabolity rodové, nebo druhové specifické. To
umoziuje jejich vyuZiti v oblasti klasifikace, popt. identifikace, ur¢itého organismu ¢i skupiny

organismil - mizeme je tedy v mensi ¢i vétsi mife pouzit i k taxonomii zastupct fise hub.

Studium sekundarnich metabolith hub mize pfindset ale i dalSi Cetné poznatky.
Sekundarni metabolity nejsou pro rlst organismu nezbytné, a proto maji tyto latky
pravdépodobné velky vyznam pii vytvafeni optimalniho prostfedi pro rist houby, potlaceni
okolnich patogent ¢i ziskani dostate¢ného zivotniho prostoru. Jejich studiem lze tedy ziskat

cenné informace o schopnostech hub pfizpisobovat se okolnim podminkam.

Cilem této bakalaiské prace je predevSsim vytvofeni reSerSe dosud znamych
sekundarnich metabolitd rodu Armillaria a dale pak ovéfeni mozného vyuziti tenkovrstvé
chromatografie ktaxonomickému zatazeni rdznych druh rodu Armillaria srovnavaci

analyzou produkti sekundarniho metabolismu.
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2. Teoreticka cast

2.1. Cil

Cilem teoretické casti této prace je charakteristika tfidy basidiomyceti a rodu
Armillaria spadajiciho do této tfidy, dale uvod do problematiky sekundarniho metabolismu

hub a reSersSe shrnujici sekundarni metabolity nalezené u rodu Armillaria.

2.2. Charakteristika basidiomyceti
2.2.1. Zarazeni a obecna charakteristika

Basidiomycety (Agaricomycetes) jsou jednou z hlavnich téid oddéleni Basidiomycota
(stopkovytrusnych hub), dalsi tfidy jsou Urediniomycetes (rzi) a Ustilaginomycetes (snéti).

Mezi basidiomycety fadime pfiblizn€ 2000 druht, coz je téméi 70% znamych Basidiomycot.

Vétsina zastupcl této tfidy tvofi plodnice (basidiomata, bazidiokarpy) s vyjimkou fadu
Filobasidiales. Do této tfidy fadime vétSinu mykorhiznich hub (tzv. makromyceti). Plodnice
jsou mnohobunétné rozmnoZovaci Utvary tvofené plektenchymem, nepravym pletivem
tvofenym hyfami. RozliSujeme dva typy plodnic: hymenialni a geastralni. U hymenialnich
typl plodnic se basidie vyskytuji ve vytrusorodé vrstvé (hymeniu) na povrchu plodnice. U
geastralnich typd plodnic obaluje blana okrovka (peridie) tefich (glebu) tvofici vytrusorodé
pletivo s basidiemi. V basidiich dochazi ke splyvani jader (karyogamii) v jediné diploidni
jadro a k nasledné meidze. Basidie jsou oddélené od hyf pfi¢nou prehradkou a mohou byt
¢lenény na probasidie, kde probiha karyogamie, a na metabasidie, v nichz probiha meidza. Na
basidiich se vytvareji stopecky (sterigmata), na kterych se tvofi vytrusy. Témi prochazeji
z basidii haploidni jadra, kterd se poté obklopi plazmou a bunétnou sténou. Tak vznikaji
basidiospory, které se mohou lisit u jednotlivych rodl tvarem, velikosti, barvou ¢i jinymi
znaky. Tyto znaky jsou vSak druhové stalé. Velikost basidiospor se vétSinou pohybuje

v rozmezi od 3 do 30 um a na jedné basidii jsou obvykle &tyfi.

Plodnice mnoha basidiomycetii maji, zvlast¢ u mladych hub, patrny obal. Tento obal se
nazyva velum a maze obalovat bud’ cely zarodek plodnice (primordium), pozustatkem tohoto

obalu je pak pochva na bazi tfené a bradavky na klobouku (napt. Amanita muscaria), a nebo



obaluje jen ¢ast plodnice a zlistava po ném prsten na tfeni nebo manzeta (armilla), ¢i pavucina

(kortina) mezi tfeném a okrajem klobouku.

Vegetativni stélka je u basidiomyceti tvofena vlaknitym myceliem, které je zpravidla
piehradkované. Ve sténé prehradek (sept) jsou tzv. dolipdry majici podobu plasté soudku,
jejichz obé strany kryje obvykle polokulovitda membrana nebo méchyiky tvofena &picka
(parentozom). Bunécna sténa je slozena zné€kolika tenkych vrstev a jako u vétSiny hub je
tvofena prevazné chitinem. U nékterych zastupcl se vyskytuji také pevné, tmavé zbarvené
mycelidlni struktury rhizomorfy (myceliové provazky se zesilenou tmavou kirou na $picce
tvofené apikalnim meristémem, napt. rod Armillaria), nebo sklerocia (kulovité nebo elipsoidni

utvary vzniklé stmelenim hyf, obsahujici zasobni latky, napt. Collybia tuberosa).

Basidiomycety se dale déli, na zaklad¢ odliSnych piehradek v metabasidii, v niz
probihda meidza, na dvé podtiidy: Tremellomycetidae a Agaricomycetidae. U podtiidy
Tremellomycetidae mé& metabasidie vzdy vytvofena tzv. primarni septa (pfehradky mezi
burikami), u podtiidy Agaricomycetidae muze byt vzdcné metabasidie délena .,adventnimi*

pfehradkami, vetSinou je vSak nedélena.

2.2.2. Zivotni cyklus

Kli¢enim basidiospory vznikd primarni mycelium, které je jednojaderné. Diky
rychlému déleni jader mize byt zpo€atku primarni mycelium i vicejaderné, brzy se vsak
vytvofi piehradky rozdélujici mycelium na jednojaderné haploidni buriky. Primarni mycelium
pieziva pouze velice kratkou dobu a do této doby musi nastat kopulace dvou bunék priméarniho

mycelia, ktera dava vzniknout sekundarnimu dikaryotickému myceliu.

Sekundarni mycelium pfedstavuje ptevazujici fazi Zivotniho cyklu. Mycelium je
ptehradkované a vznikaji zde pfezky v disledku konjugované mitozy (viz. obr. ¢. 1, str. 9).
Déleni jader v koncové buiice hyfy vyuzivd nazpét orientovaného vyristku, do kterého
prechazi jedno dcefiné jadro a zbyla tfi jadra zistavaji v hyfé. Po vytvofeni bunéénych stén
vznika stddium tvofené tfemi buiikami: butikou koncovou obsahujici dvé jadra, buikou

subterminalni a burikou vzniklou z vyriistku po jednom jadie. Po urcitém case dosihne



vyristek subtermindlni buriku, v mist€¢ dotyku se sténa rozpusti a jadro vyrlstkové buriky

doplni dikaryon. U nékterych basidiomycetli viak k tvorbé pfezek nedochazi.
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Obr. ¢. 1: tvorba prezky
(http.//biodidac. bio.uottawa.ca/thumbnails/filedet. htm? File_name=BASI010B&File_type=GIF)

Z dikaryotického mycelia vznikaji plodnice, avSak jejich vznik neni nijak podminén
pohlavnim procesem (sekundarni mycelium muze rist léta bez tvorby plodnic). K vytvofeni
plodnic je Casto tieba zajisténi specifickych podminek (napf. substrat, klima atd.). Jak jiz bylo
zminéno, plodnice obsahuji basidie, ve kterych se tvofi basidiospory. Mlada basidie

(probasidie) ptedstavuje jedinou diploidni buiiku v celém Zivotnim cyklu basidiomycetu.

Nepohlavni rozmnoZovani probihd u basidiomycetli pomoci fragnentace mycelia nebo
pomoci konidii (nepohlavnich vytrust), které se obvykle tvofi na dikaryotickém myceliu.
Anamorfy, stadia houbové stélky tvofici nepohlavni vytrusy, jsou u basidiomycet(i nenapadné

a témér vzdy spojené s pohlavné se rozmnozujicim stadiem (teleomorfou).



2.2.3 Ekologicky a hospodaFsky vyznam basidiomyceti

ALY

organismq, které tvoii vyznamnou slozku ptdni mikrofldry, z ¢asti obligatni nebo fakultativni
parazité rostlin, ojedinéle hmyzu a ¢lovéka. Dale sem patii symbionti zijici v ektomykorhize
nebo endomykorhize s cévnatymi rostlinami, vyjime¢né s jinymi rostlinami ¢i hmyzem (napf.

rod Termitomyces).

Mykorhiza je projev symbiosy zelené rostliny a houby. V piirodnich ekosystémech ma
velky vyznam, jeji role je hlavné ve vyzivé obou partnerti a pravdépodobné se podili na
ochrané kofenového systému pted patogeny. V praxi rozliSujeme dva hlavni typy mykorhizy:
ekto a endo mykorhizu. Ektomykorhiza je patrnd pouhym okem u nejjemnéjSich kotinkd, které
jsou obaleny hyfovym plastém, znéhoz hyfy z ¢asti pronikaji do bun€k partnerské rostliny
(napf. rod Boletus). Endomykorhiza se projevuje vnikanim hyf do bun€k bez tvorby hyfového

plaité a je Getngjsi u bylin, neZli u stromd (napt. rod Thanatephorus).'

Rada basidiomycetii svou enzymatickou ¢innosti rozrusuje celulosy nebo lignin. Tyto
houby nazyvame difevokazné. Jde pfevazné o fakultativni parazity, které mohou za uritych
podminek napadat Zivé stromy, zvlasté fyziologicky oslabené” a zptisobovat tak hnilobu dieva.
Dtevokazné houby se v zasadé dé€li na houby bilé hniloby (white-rot fungi) a na houby hnédé
hniloby (brown-rot fungi). Mezi houby bilé hniloby, které rozkladaji vSechny slozky buné¢né
stény rostlin: celulosu, hemicelulosy a lignin, patéi napt. rody Pleurotus, Armillaria,
Trametes ¢i Stereum. Houby hnédé hniloby jsou charakteristické depolymerizaci celulosy a
hemicelulosy, lignin v$ak nedegraduji, nanejvy$ jej modifikuji. Odbouravanim dievnich
hub hnédé hniloby pilisobicim na opracovaném dievé je Serpula lacrymans (dievomorka
domaci). Pti vysychani napadeného dfeva dochdzi kjeho praskani a vznikaji hnédé kubické
bloky, které se droli. Dievokazné houby zplsobuji velké ekonomické skody v lesnictvi.
Napadené dievo vykazuje estetické i strukturdlni vady a je nepouzitelné témef ve vsech

odvétvich dievozpracujiciho primyslu.?

Ojedinéli jsou parazité mechorostl, napi. Lyophyllum palustre, nekrotrofni parazit na

raselinicich, nebo Galerina paludosa, jez je spiSe biotrofnim parazitem lisejniki. Patii sem
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také parazité hub, jako napf. nékteré druhy rodu Tremella. Z paraziti clovéka sem patii druh
Filobasidiella neoformans, jehoz anamorfa Cryptococus neoformans je puvodce nemoci

kryptokokozy.'

Jak jiz bylo feceno, mezi basidiomycety patii vétSina makromycetid, které se

prumyslove péstuji (zvIasté Agaricus bisporus, Pleurotus ostreatus nebo Lentinula edodes).

Mnoho basidiomyceti se pouziva v lidové mediciné nebo k ziskdvani ucinnych
l1é¢ebnych latek. Naptiklad Hirneola auricula-judae, neboli ,JidaSovo ucho, se pouziva ke
snizeni krevniho tlaku, proti kornaténi cév, pti bolestech zaludku a hemeroidech. Extrakty z
Trametes versicolor se pouzivaly v japonsku proti zhoubnym nadortm, v Cing pfi 1é&bé
rakoviny jater a Zloutenky typu B a C. Flammulina velutipes je pouzivana ke zvySeni
odolnosti imunitniho systému a proti nespavosti. Z houby Oudemansiella mucida bylo
izolovano puvodni ¢eské antibiotikum ,,Mucidermin®, které¢ se zevné pouzivalo pfi riiznych

koznich plistiovych onemocnénich.’

Cela tada latek izolovanych z basidiomycetli méa cytostatické U€inky, napf. betulin
z Piptoporus betulinus, letinan izolovany z Lentinus edodes, flamulin z Flammulina velutipes,

kalvacin z Langermannia gigantea atd.'

K nabozenskym ritudlim byly jiz od starovéku pouzivany houby obsahujici latky
s halucinogennimi uc¢inky, napt. v Mexiku Psilocybe mexicana obsahujici psilocin a
psilocybin nebo Amanita muscaria, obsahujici kyselinu iboteinovou a muscimol, ktera byla
hojné vyuzivana pii Samanskych ritudlech v oblasti Sibife a pod nazvem ,,soma‘“ ve staroveéké

Indii. 4

2.3. Sekundarni metabolismus hub

Pod pojem sekundarni metabolismus je fazeno velké mnozstvi reakci, pfi nichz
vznikaji produkty, které nejsou pfimo nezbytné pro pfirozeny rdst organismu. Dodnes byly
popsany tisice sekundarnich metaboliti hub. Jde o velice rliznorodou skupinu latek, které

presto spojuji urcité znaky:
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» Latky vzniklé z béznych meziprodukti metabolismu, ale pomoci specialnich enzymatickych

cest kodovanych specifickymi geny.

= Latky majici tendenci vznikat na konci exponencidlniho ristu hub pii kultivaci v tekutych

pidach nebo pfi substratove limitované kontinualni kultivaci.
= Latky, které nejsou nezbytné pro rist nebo normalni metabolismus organismu.
= Latky, jejichZ produkce je ¢asto rodové, druhové nebo kmenove specificka.

Zajem o vyzkum latek patici do této Siroké skupiny je predevsim zplisoben moznosti
jejich ptipadného komeréniho vyuziti. Mnohé z téchto sloucenin maji naptiklad antibiotické
uc¢inky. Penicilin z Penicillium notatum je primyslové vyuzivan uz vice nez padesat let,
podobné jako strukturné ptibuzné cefalosporiny z Penicillium griscofulvum. Nékteré produkty
sekundarniho metabolismu hub jsou primyslové vyuzivany jako rostlinné hormony, napfiklad
gibberelliny produkované parazitickou houbou Gibberella fujikuroi, parazitujici na ryzi.
Dal§im ptikladem vyuzivanych sekundamich metabolitQ jsou aflatoxiny z Aspergillus flavus a

Aspergillus parasiticus a namelové alkaloidy produkované napt. Claviceps purpurea.’

Vzhledem k tomu, Ze sekundarni metabolity nejsou pro riist organismu nezbytné, byly
po dlouhou dobu povazovany za odpadni latky. V dne$ni dobé se spiSe priklanime k nazoru,
Ze tyto latky maji velky vyznam pro schopnost hub pfizplsobovat se Zivotnim podminkam a

nékdy jsou dokonce nezbytné pro nalezeni prostfedk{ nutnych k jejich pFeZiti.6

2.3.1. Hlavni metabolické drahy sekundarniho metabolismu
2.3.1.1. Sikimatova driha

Jde o metabolickou cestu, pti které dochdzi k syntéze aromatickych aminokyselin
fenylalaninu, tyrosinu a tryptofanu z Sikimové kyseliny, ktera byla poprvé izolovana vr. 1885
holandskym badatelem J.F. Eijkmanem b&hem jeho pobytu v Tokiu z badyaniku posvatného
(lllicium religiosum), s japonkym nazvem Sikimi-no-ki.” Sikimova kyselina vznika reakci D-
erytroza-4-fosfatu a fosfoenol pyruvatu, jenz vede ktvorbé fosforylované sedmiuhlikaté
ketézy a naslednou cyklizaci na 5-dehydrochinovou kyselinu. Sikimova kyselina déle reaguje

az na zminéné aminokyseliny (viz. obr. & 2, str. 13).® Intermediaty této metabolické drahy
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jsou ¢asto vychozimi latkami pro biosyntézu sekundarnich metaboliti obsahujicich aromatické

jadro.

Figure 25-14
The biosynthetic pathway to tyrosine, phen-
ylalanine, and tryptophan.
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2.3.1.2 Mevalonatova draha

Tato metabolicka dréha je odpovédna za vznik terpent. Nejvétsi mnozstvi terpenti je
rostlinného plvodu, piesto je zde nékolik dilezitych terpeni houbového pivodu, jako
aristolocheny, gibberelliny, nékteré karotenoidy, idolové-diterpeny a trichotheceny. VSechny
terpeny jsou sloZeny z isoprenovych jednotek a mohou byt linedrni, cyklické, nasycené,
nenasycené nebo jinak modifikované. Biosyntéza terpenti vychazi z isopentenyl difosfatu a
jeho isomeru dimethylallyl difosfatu (DMAPP). Skladanim isoprenovych jednotek vznikaji
linearni polyprenyl difosfaty, které jsou prekurzory sterolli, karotenoidi a koenzymu Q
u mnoha druhd hub. DMAPP a isoprenoidni intermediaty jsou Casté vychozi latky pro velké

mnozstvi sekundarnich metabolitd. Nejdulezitéj§i skupiny tvofi indolové alkaloidy,

monoterpeny, seskviterpeny a diterpeny (viz. obr. €. 3, str. 15).°

Indolové alkaloidy jsou odvozeny nejéastéji od aminokyseliny tryptofanu a DMAPP.
Nejlépe prozkoumana je syntéza ergotaminu v Claviceps purpurea, kde pomoci dimethylallyl
syntetazy (DMATS) vznika nejprve dimethylallyl tryptofan, jenz je nasledné methylovén a po
sérii oxidacnich krokti vznikd kyselina lysergova, ze které po aktivaci a kondenzaci
s tripeptidem vznika ergotamin.” Poprvé byl ergotamin izolovan v roce 1918 profesorem
Stollem jako prvni alkaloid nadmele ziskany v Cisté podob€. Byl rychle zaveden na trh v
podobé hemostatického 1é€iva v porodnictvi a jako 1€k na migrénu. Pozdé&ji byla v roce 1938
pfi vyzkumu namelovych alkaloidi objevena Albertem Hofmannen v laboratofich Sandoz
jedna z nedCinnéjSich semisyntetickych halucinogennich latek - diethylamid kyseliny
lysergové (LSD)."°
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Obr. ¢. 3: Mevalondtova drdha (prevzato z Keller P., Turner G., Bennett J. W.: Fungal
secondary metabolism — from biochemistry to genomics, Nat. Rev. Microbiol. 3, 937-47, 2005)

2.3.1.3 Acetat-malonatova draha (polyketidy)

v

proménlivou skupinou ptirodnich produkti, které maji ¢asto biologické ucinky. Tyto latky
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jsou odvozené od polymerace acetyl koenzymu A (acetyl CoA) a malonyl CoA procesem
podobnym jako u mastnych kyselin."" Hlavni rozdil mezi polyketidy a mastnymi kyselinami
spoCiva v uplné redukci na B-uhliku u mastnych kyselin, ktery u polyketidii vétSinou
nenastava.

Polyketidy houbového pivodu vznikaji pomoci polyketidovych syntetaz (PKS) typu I,
coz jsou multidoménové proteiny pfibuzné eukaryotnim syntetdzdm mastnych kyselin. Na
tomto proteinovém komplexu dochazi k jiz zminéné kondenzaci acetyl CoA a malonyl CoA
na fetézce ruznych délek. Riznorodost struktur houbovych polyketidi je dana poctem
iteranich reakci, poctem redukénich reakci a u aromatickych polyketidd, cyklizaci
vznikajiciho fetézce. Dalsi variabilita plyne zmnohych post-syntetickych kroki.”

Podle poctu acetatovych jednotek se rozlisuji polyketidy a oligoketidy. Nejznaméjs$imi

oligoketidy jsou tetracykliny a aflatoxiny.

2.3.1.4. Derivaty produkti primarniho metabolismu

Tyto sekundarni metabolity vznikaji vétSinou bezprostiedni pfeménou béznych
primarnich metabolitl, aminokyselin, sacharidi a organickych kyselin syntetizovanych

v ramci primarniho metabolismu.”

2.4.1. Charakteristika rodu Armillaria

2.4.1.1. Zarazeni, obecna charakteristika

Tabulka ¢. 1. taxonomické zatazeni rodu Armillaria'®

latinsky nazev ¢esky nazev
RiSe Fungi houby
Oddéleni Basidiomycota stopkovytrusné
Trida Basidiomycetes stopkovytrusé
Podtiida Agaricomycetidae houby rouskaté
Rad Agaricales lupenotvaré
Celed’ Marasmiaceae Spickovité
Rod Armillaria vaclavky
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Rod Armillaria poprvé pojmenoval Friedrich Staude ve své publikaci vroce 1857 a
vice nez sto let byla nomenklatura a taxonomické aspekty tohoto rodu pfedmétem sporl
prednich biologl, piesto se k obecnym zavérim, zvlasté u evropskych druht, dospélo teprve
v posledni dob& (Velenovsky, 1986;"> Guillaumin a kol., 1985;'* Marxmiiller, 1987;"> Roll-
Hansen, 1985;' Romagnesi a Marxmiiller, 1983;17 Termorshuizen a Arnolds, 1987;18 Watling,
1987;" Watling a kol., 1982%%). V n&kterych publikacich mtizeme nalézt pro rod Armillaria
také synonymum Armillariella.*' Podrobngjsi rozbor nomenklatury a taxonomie zde nebude

dale rozvadén.

Rod Armillaria, s ¢eskym nazvem viaclavky, zahrnuje okolo 40 druht, z nichZ nékolik
mé omezeny geograficky vyskyt nebo rostlinnou asociaci.’' Vaclavky jsou predeviim znamé
jako patogenni a saprofytické basidiomycety zptlisobujici velmi rozsirené onemocnéni kofent
listnatych a jehli¢natych stromi** Na nasem tizemi bylo do sou¢asné doby popsano pét druhd
vaclavek, jde o druhy Armillaria ostoyae (vaclavka smrkova), Armillaria gallica (vaclavka
hlizovitd), Armillaria cepistipes (vaclavka drobnd), Armillaria borealis (vaclavka severni) a

Armillaria mellea (véclavka obecna).?

Vaclavky se od ostatnich druhi hub li$i v mnoha morfologickych i jinych znacich. Zde

jsou uvedeny ty nejvyraznéjsi:

Klobouk: tupé kuzelovity, pak rozloZeny, masity, ztenCujici se ke kraji, medové zluty, hnédy,

zluty az olivovy, vétsinou jemné Supinaty
Lupeny: vétsinou bélavé, Sedavé nebo smetanové

Tien: beélavé vlockaty nebo vinaty, bélavy az Cervenohnédy, centralni, vlaknity, masity,

s Casto vyraznym limeckem Zlutavé ¢i bilé barvy
Vytrusovy tisk: bild az smetanova barva tmavnouci mirné pti suseni
Basidia: tvofi 4, nékdy 2 vytrusy

Bazidiospory: elipsoidniho tvaru, prihledné nazloutlé smetanové barvy, hladké nebo mirn¢

bradavdité

Rhizomorfy: mycelialni provazce s nahromadénym melaninem ve vnéjsi vrstvé a s bledym,

apikalné rostoucim koncem?'
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Stejné jako u ostatnich makromycetl jsou druhy véaclavek vymezené svoji morfologii.
Rozlieni nékterych druhd pomoci morfologickych znaki je vsak, stejn€ jako u mnoha jinych
druhti hub, obtiZné. Identifikace miZe vyzadovat mnozstvi makro a mikromorfologickych rysi
v kombinaci s biochemickymi a ekologickymi informacemi.> Vyzkumem serologickych
odli$nosti mezi nékterymi druhy vaclavek se zabyval napiiklad Lung-Escarmant a Dunét
(1979, 1980). V dnesni dobé je nejptesnéjsi metodou k ur€eni druhu analyza rDNA (tj. genl
kédujicich rRNA v ribosomech) pomoci PCR.**

2.4.1.2. Vyznam

Véclavky patii do skupiny dfevokaznych hub, coZ jsou houby, které ke svému ristu a
fruktifikaci v pfirozeném prostiedi vyzaduji dfevni hmotu. Jak uz bylo vySe uvedeno, tyto
houby mizeme rozdélit do dvou skupin: houby bilé hniloby (white-rot fungi), kam patii pravé
vaclavky, vyznauji se tim, Ze jsou schopny vyuzivat lignin soucasné s celulézou a
hemicelul6zami, a houby hnédé hniloby (brown-rot fungi), které vyuZivaji ke svému ristu

celulézu a hemicelulézu, avsak lignin nejsou schopny degradovat.'

Velice hojnou vaclavkou a zaroveri velmi problematickou, zvlasté z hlediska ochrany
lesi na naSem uzemi, je Armillaria ostoyae (vaclavka smrkovd), kterd je znacné rozSitena
v jehli¢natych lesich, kde pisobi znaéné Skody predev§im u smrki. Viaclavka smrkova
zpUsobuje rozklad dfeva spodni ¢asti kofend a odtud se plamencové $ifi do vnitini pafezové
Casti kmene. U napadeného dreva lze na podélném fezu pozorovat tii faze jeho rozkladu.
Nejdrive je dievo svétle hné€do-oranzové a tvrdé. Smérem do zdravého dieva je mycelium
ohrani¢ené tenkou Cernou vrstvou o tloust’ce mezi 25 a 50 um. Pozdéji je dfevo svétle Zluto-
oranzovo-hnédé nebo Zluto-bilé a mekké. V konecné fazi je dfevo zna¢né rozrusené s vyrazné
zachovalymi dfefiovymi paprsky.® Vaclavka smrkové spolu s ostatnimi druhy vaclavek,
pfedev§im vaclavkou obecnou (Armillaria mellea), plsobi po celém svété velice rozsahlé
Skody na lesnich porostech. Rozsahy napadeni vaclavkami mohou byt velice riznorodé, od
nékolika stromii po rozsahlé oblasti &itajici az 400 ha.> Na obéazku &. 4 (str. 19) je patrné
Sifeni onemocnéni z ur¢itého bodu a obrovsky rozsah individudlniho organismu, ktery muize

dosahovat aZ desitky hektar.

18



Obr. ¢. 4: oblast jehlicnatého lesa v Montané zasazeného vaclavkou. Nejvétsi ohranicenad
oblast ve spodni casti obrazku ma velikost témér 8 hektaru (prevzato z Raven Johnson,
Biology, Hardcover, 1996)

Piestoze nejvétsi zdjem o vaclavky je zplisoben pravé parazitizmem na dfevinéch, je
tento rod také velice zajimavy z hlediska medicinského. Do dnesni doby bylo z véclavek
izolovéno relativné velké mnozstvi latek s antibakteridlni ¢i antifungéalni aktivitou (viz.
nasledujici kapitola) a byly také popsany cetné piipady pouziti vaclavek v lidové medicing.
Naptiklad Armillaria mellea (vaclavka obecna) byla souéasti mediciny jiz staré Ciny, kde byla
pouzivana proti zaludeCnim chorobam a proti plicnim nebo jaternim potizim. UZzivani
vaclavek pusobi také jako prevence proti paleni zahy, zabranuje vysuSovani pokozky,
zmiriuje bolesti zad a pomahé potlaCovat ptiznaky epilepsie a rachitidy. Byva také pouzivana
byla ziskéana latka oznaCovana jako peptidoglukanova frakce B, ktera je schopna potlacit rist

sarkomu S180.%
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2.5. Sekundarni metabolity rodu Armillaria

V této ¢asti jsou shrnuty sekundarni metabolity izolované z kultur vaclavek.

Nejvétsi skupinu latek, jez je produktem sekundarniho metabolismu véaclavek, tvori
latky odvozené od seskviterpend. Seskviterpeny patii do tfidy terpend skladajicich se ze tii
isoprenovych jednotek. Z vaclavek bylo izolovano n€kolik desitek rGiznych seskviterpen aryl
esterql, jeZ jsou odvozeny od dvou hlavnich typi reprezentovanych armillyl orsellinatem [1] a
melleolidem [2].?7 Velkou &ast téchto seskviterpen aryl esterdi tvofi jejich chlorované

derivaty.?®

Nejvice prozkoumanym druhem vaclavek zpohledu produkce sekundarnich metabolitl
je Armillaria mellea (vaclavka obecna), u které byla nalezena vétSina znamych seskviterpen
aryl esteri vaclavek. Napfiklad bylo popséano, ze vaclavka obecné produkuje v priméru kolem
70 mg chlorované latky armillaridinu [3] na jeden kilogram susiny. Dal3imi izolovanymi
latkami jsou: arnamiol [4], melleolidy K [5], L [6], M [7],”° B [8], C [9] a D [10].*° Mezi latky
vykazujici silnou antibakterialni aktivitu proti gram-pozitivnim bakteriim jsou 4-O-
methylmelleolid [11] a judeol [12].>' Dale armillarilin [13], armillarinin [14],* armillaripin
[15]** a armillarova kyselina [16], u které byla zjiiténa silna inhibi¢ni aktivita proti gram-

pozitivnim bakteriim a kvasinkam.

Dalsi nalezené seskviterpen aryl estery jsou armillarivin [17], armillaritin (18],
armillan (armillarizin) [19],”> armillarigin [20],°® armillaricin [21], armillaribin [22],”
melleolidy H [23], E [24], F [25], G [26]*® a mellolid J (armillarikin) [27],>° melledonal [28],
melledonol [29],* armillyl orsellinat [1],*° melleolid [2],*' armillarin [30].* Mnoho

izolovanych latek v soucasné dobé jesté nema trivialni nazev. Jde o tyto latky:
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* [2R-(2a,40,4a0,7aa,7bPB)]-2.4,4a,5,6,7,7a,7b-oktahydro-4-hydroxy-3-(hydroxymethyl)-
6,6,7b-trimethyl-1H-cyklobut[e]inden-2-yl ester kyseliny 2-hydroxy-4-methoxy-6-methyl-
benzoové [31]%

* (2a,2aPB,4aa.,60.,7B,7aa, 7bB)-(+)-3-formyl-2,2a,4a,5,6,7,7a,7b-oktahydro-2a,4a,7-
trihydroxy-6-(hydroxymethyl)-6,7b-dimethyl-1 H-cyklobut[e]inden-2-yl ester kyseliny 2-
hydroxy-4-methoxy-6-methyl-benzoové [32]

* [2R-(2a,2aB,4aa,7B,7aa,7bP)]-3-formyl-2,2a,4a,5,6,7,7a,7b-oktahydro-2a.4a,7-trihydroxy-
6,6,7b-trimethyl-1 H-cyklobut[e]inden-2-yl ester kyseliny 2-hydroxy-4-methoxy-6-methyl-
benzoové [33]"

* [2R-(2a,2aB,4aa,7aa,7bf3)]-3-formyl-2,2a,4a,5,6,7,7a,7b-oktahydro-2a-methoxy-6.,6,7b-
trimethyl-1H-cyklobut[e]inden-2-yl ester kyseliny 3-chloro-6-hydroxy-4-methoxy-2-methyl-
benzoové [34]"

* [2R-(20,2aB,4aa,7a0.,7bPB)]-2,2a,4a,5,6,7,7a,7b-oktahydro-2a,4a-dihydroxy-3-
(hydroxymethyl)-6,6,7b-trimethyl-1 H-cyklobut[e]inden-2-yl ester kyseliny 2,4-dihydroxy-6-
methyl-benzoové [35]

" [2R-(20,2a0,4a0,73,7aa,7bB)]-3-formyl-2,2a,4a,5,6,7,7a,7b-oktahydro-2a,7-dihydroxy-
6.6, 7b-trimethyl-1H-cyklobut[e]inden-2-yl ester kyseliny 2,4-dihydroxy-6-methyl-benzoové
[36]

* [2R-(2a,2aB.4aa, 7a0, 7bB)]-3-formyl-2,2a,4a,5,6,7,7a,7b-oktahydro-2a-methoxy-1,6,6-

trimethyl-1 H-cyklobut[e]inden-2-yl ester kyseliny 2-hydroxy-4-methoxy-6-methyl-
40

benzoové [37]
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Dale byly u Armillaria mellea nalezeny dva norseskviterpeniodni estery: armillasin

[38] a armillatin [39]."
g )\ /Me

H o (CH2)14

Arnamiol [4] byl také nalezen u dalSich druhG véclavek: Armillaria ostoyae,
Armillaria tabescens, Armillaria monadelpha, Armillaria gallica a Armillaria cepistipes.
V tekutych médiich po kultivaci Armillaria ostoyae byla zjisténa také pfitomnost melledonalu
C [40] a melleolidu D [10].* Jediny dalsi rod, ukterého byla zaznamenana p¥itomnost
chlorovanych seskviterpen aryl estert, je rod Clitocybe, kde byl popsan mellendonal E [41] a

D [42]® u Clitocybe elegans, ktery zatim nebyl detekovan u rodu Armillaria.*’

V kulturach Armillaria novae-zelandiae byly popsany: melleolid 1 [43], J [27] a
armellidy A [44], B [45], dale melledonaly B [46] a C [40], |3-hydroxy-4-methoxymelleolid
[47], 6‘-chloro-10a-hydroxymelleolid [48]:* a dale pak nasledujici slouceniny:

= (2R,2aS,4aS,7R,7aS,7bR)-3-formyl-2,2a,4a,5,6,7,7a,7b-oktahydro-2a,7-dihydroxy-6,6,7b-
trimethyl- | H-cyklobut[e]inden-2-yl ester kyseliny 2,4-dihydroxy-6-methyl-benzoové [49]



* (2R.2aS.4aR,7aR,7bR)-3-formyl-2,2a,4a,5,6,7,7a,7b-oktahydro-4a-hydroxy-2a-methoxy-
6,6,7b-trimethyl-1 H-cyklobut[e]inden-2-yl ester kyseliny 2,4-dihydroxy-6-methyl-benzoové
[S0]

" (2R,2aS,4a8S,7aS,7bR)-2,2a,4a,5,6,7,7a,7b-oktahydro-2a-hydroxy-3-(hydroxymethyl)-

6,6,7b-trimethyl-1 H-cyklobut[e]inden-2-yl ester kyseliny 2,4-dihydroxy-6-methyl-benzoové
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Dalsi sekviterpen aryl estery byly nalezeny u Armillaria tabescens, kde byly kromé
latek nalezenych jiz u Armillaria mellea jako jsou napt. armillyl orselinat [1], melleolid [2] a
melleolid F [25], objeveny také 4-dehydro-14-hydroxydihydromelleolid [52], 14-
hydroxydihydromelleolid [53], 13-hydroxy-4-methoxymelleolid [47] a 5f,10a-dihydroxy-1-
orsellinat-dihydromelleolid [54].**

Mezi ostatni sekviterpen aryl estery vaclavek patfi:

" [2R-(2,2aP,4a0,6(3,7a0,7bB)]-2,2a,4a,5,6,7,7a,7b-oktahydro-2a,4a-dihydroxy-3-
(hydroxymethyl)-6,7b-dimethyl-1 H-cyklobut[e]inden-2-yl ester kyseliny 2,4-dihydroxy-6-
methyl-benzoové [55]

* [2R-(20,2aP,4aa,7aa, 7bB)]-3-formyl-2,2a,4a,5,6,7,7a,7b-oktahydro-4a-hydroxy-2a-
methoxy-6,6,7b-trimethyl-1 H-cyklobut[e]inden-2-yl ester kyseliny 2,4-dihydroxy-6-methyl-
benzoové [56]

* [2R-(2a,2aP3,4aa,6a,7a0.7bP)]-2,2a,4a,5,6,7,7a,7b-oktahydro-2a,6-dihydroxy-3-
(hydroxymethyl)-6,7b-dimethyl-1H-cyklobut[e]inden-2-yl ester kyseliny 2,4-dihydroxy-6-
methyl-benzoové [57]

= [2R-(2w,2aB.4a0,6(3,7B,7aa,7bP)]-2.2a,4a,5,6,7,7a,7b-oktahydro-2a,7-dihydroxy-3-

(hydroxymethyl)-6,7b-dimethyl-1 H-cyklobut[e]inden-2-yl ester kyseliny 2.4-dihydroxy-6-
methyl-benzoové [58]
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* [2R-(20,2aB,4a0,63,7a0,7bP)]-2,2a,4a,5,6,7,7a,7b-oktahydro-2a-hydroxy-3-
(hydroxymethyl)-6,7b-dimethyl-1 H-cyklobut[e]inden-2-yl ester kyseliny 2,4-dihydroxy-6-
methyl-benzoové [59]

" [2R-(2,2aP,4a0,6(3,7a0,7bPB)]-2,2a,4a,5,6,7,7a,7b-oktahydro-3-(hydroxymethyl)-6,7b-
dimethyl-1H-cyklobut[e]inden-2-yl ester kyseliny 2,4-dihydroxy-6-methyl-benzoové [60]

= [2R-(2,2aB.4ac,60,7ac,7bP)]-2,2a,4a,5,6,7,7a,7b-oktahydro-6-hydroxy-3-
(hydroxymethyl)-6,7b-dimethyl-1 H-cyklobut[e]inden-2-yl ester kyseliny 2,4-dihydroxy-6-

methyl-benzoové [61]%
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K syntéze nékterych specifickych metaboliti u vaclavek dochdzi pti kultivaci dualnich
kultur sjinym druhem basydiomycetl, kde vznikaji toxické sekundarni metabolity jako
soucast uto¢nych ¢i obrannych mechanismt proti druhé kultufe. Pfi experimentech s dudlnimi
kulturami tii odliSnych typl vaclavek (4. gallica, A. borealis a A. cepistipes) bylo popsano
zastaveni syntézy metaboliti charakteristickych pro monokulturu, napfiklad melleolid D [10],
melledonal C [40] a melleolid J [27] s antibiotickymi U€inky. Naopak byla stimulovana

syntéza metabolitdl bez antibiotické aktivity, jako naptiklad armillarin [30].*

Jak jiz bylo zminéno, velké mnozstvi izolovanych seskviterpen aryl ester(i je
biologicky aktivnich. Antimikrobialni aktivita byla prokazéna inhibici ristu kolonii bakterii
Bacillus subtilis a Escherichia coli. Antifungalni aktivita byla prokazana inhibici ristu

patogenni houby Cladiosporium cucumerinum.

Antibakterialni u¢inky vi¢i gram-negativnim bakteriim Escherichia coli vykazuje
melleolid [2] pii koncentraci v roztoku okolo 250 pg ml'. Aktivita proti gram-positivnim
bakteriim Bacillus subtilis byla pozorovana u melledonalu C [40] pfi koncentraci 20 pg ml™" a
6°-chloro-10a-hydroxymelleolid [48] inhibuje rist jak Bacillus subtilis pii koncentraci 10 pg

ml”', tak také rast Escherichia coli pti koncentraci 20 ug ml™.

Antifungalni aktivitu proti Cladiosporium cucumerinum vykazuji melleolid [2] a 6°-

chloro-10a-hydroxymelleolid [48]. %

U vaclavek byl popsan také vyskyt latek antrachinonové povahy (antrachinony, tj.
aromatické organické latky odvozené od antracenu). Jedna se o oranzové pigmenty averufin
[62] a averufanin [63]. Dal$im oranzovym pigmentem izolovanym z vaclavek je austocystin F

[64], linearni xanthon, podobny aflatoxintim ziskanych z Aspergillus ustus.”’
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U vaclavky obecné byly nalezeny také sacharidy D-mannitol [65] a phycitol [66].%*
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3. Experimentalni ¢ast
3.1.Cil

Jak jiz bylo fec¢eno v ptedchozich kapitolach, sekundarni metabolity produkované
houbovymi organismy jsou ¢asto rodov€, druhové nebo kmenové specifické. Tato vlastnost je
¢asto, kromé jinych metod, vyuzivana k taxonomickému zafazeni a identifikaci druhQ hub
jejichz morfologické znaky nejsou natolik vyrazné, aby bylo mozné odlisit jedince dvou
riaznych druhd. U vaclavek nejsou tyto rozliSovaci znaky vzdy ziejmé, u mladych plodnic
téméf nerozlisitelné, a proto se pro pfesné urceni pouzivd molekularné genetickych metod,
napiiklad pomoci tzv. nested PCR.* Tyto metody jsou velice presné, ale mnohdy pfili§ Casové
a technicky naro¢né. Je potieba specifickych primerd, tj. kratkych useki DNA, které se
pouzivaji k oznacni useku DNA, jez ma byt pomnozena pomoci polymerazové fetézové
reakce. V experimentalni Casti této prace byly kultivovany tfi rizné druhy vaclavek (4.
gallica: kmeny A4 a A7, A. cepistipes: kmeny A509 a AS518, 4. ostoyae: kmeny AS60 a
AS580). Tekuté kultivatni médium, obsahujici produkty sekundarniho metabolismu, bylo
analyzovano metodou tenkovrstvé chromatografie. Na zakladé vysledkl bylo vyhodnoceno

mozné vyuziti této metody k taxonomickému zatrazeni.

3.2. Material
3.2.1. Pouzité kmeny

Pouzité kultury byly z &asti ze sbirky laboratofe biochemie dfevokaznych hub MBU
AV CR (4. gallica: kmeny A4 a A7) a doplnény ze sbirky Mendelovy zemédélské a lesnické
univerzity (MZLU) v Brné laboratofe doc. Dr. Ing. Libora Jankovského (A. cepistipes kmeny
A509 a A518, 4. ostoyae kmeny A560 a A580), kde byly zaroven vSechny pouzité kultury

identifikovany molekularné genetickymi metodami.*®
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3.2.2. Pouzité chemikalie

Aceton p.a. (Lachema, CR)

Agar (Fluka Biochemika)

Butanol p.a. (Lachema, CR)
Ethylacetat p.a. (Lachema, CR)
Hexan pro UV (Lachema, CR)
Chloroform p.a. (Lachema, CR)
Isopropyl alkohol p.a. (Lachema, CR)
Malt extrakt (Fluka Biochemika)
Metanol p.a. (Lach-Ner s.r.0., CR)
n-Amyl alkohol p.a. (Lachema, CR)
n-Propyl alkohol p.a. (Lachema, CR)
Toluen p.a. (Lachema, CR)

3.3. Metody

3.3.1. Stacionarni Kultivace na pevné pidé

Do 1 | Erlenmeyerovy bariky bylo ptipraveno 500 ml 2 % roztoku malt extraktu o pH
5,00. Po ptidavku 12,5 g agaru byla smés autoklavovana. Za horka byl tento roztok nalit do 18
ptipravenych misek. Po zchladnuti byl vzdy do tii misek zaockovan jeden zuvedenych
kmend. Misky byly ofkovany kmeny z jiz narostlych pevnych pid tak, Ze do stfedu nové
misky byl sterilné¢ prenesen vzdy jeden kousek mycelia vyfiznuty sterilnim skalpelem. Po
inokulaci byly zaotkované misky zajiStény parafilmem a kultivovany pfi teploté¢ 25 °C po
dobu 20 dni, dokud nebyly dostate¢né prorostlé myceliem, jak mGzeme pozorovat na obr. €. 5

na nasledujici stran¢, kde jsou patrné vytvérejici se rhizomorfy, jez jsou pro vaclavky

charakteristické.
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Obr. ¢. 5: A. cepistipes — kmen A518 (foto P. Bfichdcek MBU AV CR)

3. 3.2. Submersni kultivace v tekuté pudé

Do 18 kultivaénich bané€k o objemu 100 ml bylo odméfeno vzdy 25 ml 2 % roztoku
malt extraktu o pH 5,00 a baiikky byly zajistény molitanovou zéatkou. Poté byly kultivaéni
bariky s tekutou pidou autoklavovany. Kultury byly inokulovany kousky agaru prorostlého
myceliem a vyfiznutého sterilnim skalpelem z okraji dobie narostlé agarové misky po
ptedchozi stacionérni kultivaci. Do jedné bariky byly vloZeny vzdy dva kousky inokula. Baiiky
s kulturami byly po inokulaci umistény do reciproké trepacky (100 cykli/min), kde byla
teplota udrzovana na konstantni vysi 25 °C. V téchto podminkach mycelium rostlo 25 dni, v
jejichZ pribéhu se zacalo uvoliovat dostate¢né mnozstvi barevnych produktti sekundarniho
metabolismu, jak je patrné na fotografiich (obr. ¢. 6, str. 33). Déle tu lze pozorovat
mezidruhové rozdily vetvaru mycelidlnich pelet a v mnozstvi uvolnéného barevného

produktu.

Médium po submersni kultivaci v tekuté padé bylo zfiltrovano ptes papirovy filtr a
ziskany filtrat byl lyofilizovan. Lyofilizaty byly uchovavany pfi teploté -80 °C a pouzity pti

chromatografickych analyzéch.
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. gallica

A. cepistipes

A509 AS518

A560 A580

Obr. ¢. 6: submersni kultury po 25 dnech kultivace
(pohled na spodni cast kultivacnich banék)
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3.3.3. Tenkovrstva chromatografie

U tenkovrstvé chromatografie dochazi kchromatografickému déleni vzorku pfi
pritoku mobilni faze tenkou vrstvou jemnozrnného sorbentu nebo nosi¢e zakotvené faze,
ktery je nejcastéji zafixovan na hlinikové folii ¢i sklenéné desce. Vzorek se nanese na start a
po odpareni rozpoustédla vzorku se deska ulozi do chromatografické vané s mobilni fazi na
dné. Jakmile ¢elo mobilni faze dosdhne potfebné vzdalenosti, chromatogram vyjmeme,
nechame odpafit rozpoustédlo a provedeme detekci. Dané latce odpovida jeji poloha na
chromatogramu vyjadiend hodnotou Ry (tzv. retenéni faktor, tj. pomér vzdalenosti stfedu
skvrny od startu a vzdalenosti ¢ela rozpoustédla od startu) Déleni latek probihd riznymi
mechanismy, podle pouzitého materidlu tenké vrstvy (adsorbce, vyména iontd atd.) a

odpovidajici mobilni faze.*’

Pro déleni lyofilizatd produktii vaclavek bylo pouzito dvou druhil desek Merck 60 Fas4

aT-1154 RP-18.
Postup:

Malé mnozstvi lyofilizatu barevnych produktt vaclavek bylo rozpusténo v 0,5 mi
destilované vody. Vzorky o objemu 5 pl byly nanidSeny na desky a vyvijeny v rlznych
systémech rozpoustédel. Na deskach Merck 60 F,ss byly vzorky vyvijeny v systémech:
MeOH, BuOH, CHCI; - MeOH (1:10), toluen - MeOH (1:10), MeOH - BuOH (2:1), MeOH -
BuOH(1:1), n-amylalkohol - MeOH (1:1), n-amylalkohol - MeOH (3:1), MeOH - toluen
(10:1), n-propylalkohol - MeOH(1:1), n-propylalkohol - MeOH (5:3), n-amylalkohol - MeOH
(3:1), isopropylalkohol - MeOH (1:1), ethylacetat-MeOH (1:1) a samotny ethylacetat.

Na deskach T-1154 RP-18 v systémech rozpoustédel: MeOH, MeOH - H,O (9:1),
MeOH - H,0 (99:1), MeOH - BuOH (2:1), hexan, aceton.

Pouzité chromatografické desky byly vizualizovany pomoci UV zafeni o vinové dElce

250 nm.
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3.4. Vysledky a diskuze

K nejlep$imu déleni vzorkii produkti vaclavek pomoci tenkovrstvé chromatografie
doslo na deskach Merck 60 Fas4, a to v systému MeOH - BuOH (1:1) a n-amylalkohol -
MeOH (1:1).

Meols -7 B 0N

e

I aaah At

ASD9  ASIS  Ad A7 AS60  ASSO AS09  ASIS AS60  ASS0

Obr. ¢. 7: chromatogramy vyvinuté v systému rozpoustédel MeOH - BuOH (1:1) a n-
amylalkohol - MeOH (1:1)

Jak je patrné z fotografii chromatogramt (obr. ¢. 7), latky produkované jednotlivymi
kulturami se velice li$i nejen na Grovni mezidruhové, ale i mezi kmeny stejného druhu. Tento
vysledek je pravdépodobné zpisoben velkou proménlivosti genti zodpovédnych za vznik

charakteristickych metabolit(.
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4, Zavér

Byl vypracovan spiehled dosud znamych sekundarnich metaboliti nalezenych u rodu

Armillaria.

Podafilo se rozdélit latky produkované tiemi odliSnymi druhy vaclavek metodou
tenkovrstvé chromatografie. Nepodafilo se vSak prokazat, Ze pouziti tenkovrstvé
chromatografie ve vySe popsaném provedeni je vhodnou metodou k jednozna¢nému rozliSeni

téchto druhii vaclavek: Armillaria gallica, Armillaria cepistipes a Armillaria ostoyae.

K presné identifikaci by bylo vyhodné sledovat ur¢ity metabolit vyskytujici se pravé
jen u jednoho druhu, avSak takové provedeni by bylo pravdépodobné technicky i ¢asové pfiilis

naro¢né.
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