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Abstrakt

Cilem diplomové prace bylo hodnoceni zmén v profilech zasobnich proteini semen
luskovin v prubéhu kli¢eni. Pro feSeni byly vybrany 4 druhy luskovin: hrach sety polni,
lupina zkolista, bob obecny a sdja lusStinatd. Analyzy proteini v semenech luskovin byly
provadény na zacCatku, uprostied a na konci kliceni. Ze ziskaného lyofilizovaného a
homogenizovaného materidlu byly vyextrahovany proteiny, které byly analyzovéany
pomoci gelové denaturacni elektroforézy (SDS-PAGE). Vysledky prokazaly, Ze b&hem
kli¢eni semen dochazi ke Stépeni zdsobnich proteinli na mensi peptidy slouzici pro tvorbu
novych proteini. Ve spektrech proteini naklicenych semen hrachu setého se snizila
intenzita proteinovych pruhl v zoénach o velikosti 48-45 kDa a 40-36 kDa a zvysilo se
zastoupeni proteinovych pruhG v zdénach charakterizovanych hmotnosti 25-23 kDa a
19-7 kDa. Ve spektrech proteini naklicenych semen lupiny uzkolisté nebyly detekovany
proteinové pruhy nad 39 kDa a zvysilo se zastoupeni proteinovych pruht v oblastech o

velikosti 15-7 kDa.

Kli¢ova slova: kliceni semen luskovin, proteiny, SDS-PAGE elektroforéza, Glycine

max L., Lupinus angustifolius L., Pisum sativum L., Vicia faba L.



Abstract

The aim of the diploma thesis was to assess changes in pattern of legume storage
proteins during germination. Four species of legumes were chosen for analyses — Glycine
max L., Lupinus angustifolius L., Pisum sativum L. and Vicia faba L. Seeds for analyses
were sampled at the beginning, middle and end of germination. Proteins were extracted
from lyophilised and homogenised material. These proteins were analysed by SDS-PAGE
electrophoresis. The results proved that during seed germination the seed storage proteins
cleave into smaller peptides, which forms new proteins. The intensity of protein bands in
pea seeds was decreased in the area at around 48-45 kda and 40-36 kDa and the intensity
of the proteins bands was increased at around the protein bands 25-23 kDa and 19-7 kDa.
In lupine were not detected the protein bands over 39 kDa and during germination amount

of protein bands in areas 15-7 kDa was increased.

Keywords: germination of legume seeds, storage proteins, SDS-PAGE electrophoresis,

Glycine max L., Lupinus angustifolius L., Pisum sativum L., Vicia faba L.
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1. Uvod

Luskoviny jsou jednoleté druhy rostlin patfici do ¢eledi bobovité (Fabaceae), ktera
je tieti nejveétsi Celedi mezi kvetoucimi rostlinami a patii do ni 16 000 — 19 000 rostlin,
zatfazenych v cca 750 rodech. V potravinafstvi se vyuziva téméf 60 domestikovanych
druhti luskovin (Prugar et al., 2008).

V soucasné dobé¢ plocha péstovanych luskovin dle statistiky FAO ¢ini kolem
74 mil. ha (PotmeéSilova, 2012). So6ja je nejpéstovanéjsi luskovinou, ale z hlediska
svétovych statistik neni zafazovdna jako luskovina, nybrz jako olejnina (PotméSilova,
2012; Prugar et al., 2008). Podle odhadu z USDA by svétova produkce séji méla v roce
2012/13 dosdhnout 108,97 mil. ha (Potmésilova, 2012). V Evropé plochy péstovanych
luskovin stoupaly do zacatku 90. let, kdy se ustélily na 1,3 mil ha. V posledni dob¢ je
zaznamenavan mirny pokles péstovanych ploch luskovin (Prugar et al., 2008). Plocha
péstovanych luskovin CR v roce 2011 &inila 22 316 ha (Potmé&silova, 2012).

Vylusténa zrala semena luskovin se nazyvaji lusténiny. Konzumuji se také nezralé
cerstvé plody (lusky) a semena nékterych druhti, u nas pouze hrachu, fazoli, cizrny, cocky
a n€kterych dalSich druhii a v krmivafstvi se vyuziva bob konsky, lupina bila, peluska a
nékteré druhy vikve. Ze vSech luskovin mé v lidské vyzivé diky svému odlisnému slozeni
nejvetsi vyuziti soja. Pfevazna ¢ast péstované soji je geneticky modifikovana (Prugar et al.,
2008). Soja je diky svému vysokému obsahu proteinii cenéna hlavné u vegetariani
(Messina, Messina, 2010).

Lus$téniny jsou vyznamnym zdrojem bilkovin hned za bilkovinami Zzivocisného
produktu. Na rozdil od ZivociSnych produktd, lusténiny neobsahuji nasycené tuky.
Limitujicimi aminokyselinami jsou sirné aminokyseliny. Obsahuji také fadu vitamini
skupiny B, pfedevS§im thiamin, riboflavin, nikotinovou kyselinu a kyselinu listovou,
minerdlni latky (Ca, Fe, P, K, Zn, Mg, Mn aj.), s vyjimkou s6ji maji nizky obsah tuku.
Obsahuji 55-85% nenasycenych kyselin. Pfitomnost rostlinnych sterolti pusobi ptiznivé
jako prevence kardiovaskularnich a nékterych nddorovych onemocnéni (Prugar et al.,
2008). Luskoviny rovné€z maji nizky glykemicky index v mezich 29-33, coZ je vyhodné
zejména pro diabetiky (Hedley 2001; Rambouskova, Klavinova, 2007). Semena luskovin

1ze efektivné ptipravit ke konzumaci kli¢enim (Vidal-Valverde et al., 1993).



2. Literarni prehled

2.1. Vyznam a vyuziti naklicenych semen luskovin

Kli¢eni je jedna z nejvyznamnégjSich metod zlepSujicich nutri¢éni hodnotu semen
luskovin. Béhem kliceni semen se zvySuje biologickd dostupnost, obsah minerald,
vitamind, stravitelnost a snizuje se obsah antinutri¢nich latek (Satya et al., 2010).

Na trhu v CR Ize sehnat nakli¢ena semena fazole zlaté (Vicia radiata). Méné bézna
jsou k dostani naklicena semena CoCky a cizrny. Nutri¢ni vyznam a efekt nakli¢enych
semen luSténin byl znam jiz po fadu minulych staleti. Z naklicenych semen hrachu se
zejména na venkovée pfipravoval o Velikonocich tradiéni pokrm zvany pucalka. Obsahoval
velké mnozstvi enzym, vitaminli a byl bojem proti jarni tnavé (Prugar et al., 2008).

Klicenim se hydrolyzuji a mobilizuji dostupné polysacharidy, v semenech stoupa
obsah cukrii (Jood et al., 1988).

Negativnim jevem pfi  kliceni semen luskovin je narist nezadoucich
mikroorganismt (Prugar et al., 2008). Ristu mikroorganismil lze zabranit skladovanim
nakli¢enych semen za vysokého tlaku (Dostalova et al., 2007; Kadlec et al., 2008; Prugar
et al., 2008). OSetfena naklicena semena luskovin jsou zdrojem vitaminu C, B-komplexu,
bilkovin, sacharidd, vapniku a lze je ptidévat do salath (Paulickova et al., 2005; Zatopkova

et al., 2004; Prugar et al., 2008).

Tabulka ¢. 1: Priimérné sloZeni semen luskovin (Pokorny, Dostalova, 1996)

Hriach | Co¢ka | Fazole | Boby | Cizrna

Voda 10,4 10,5 11,4 10,6 10,7
Energie 346 346 345 350 368
Bilkoviny 24,5 24,7 21,5 24,8 19,5
Tuk 1 1 1,3 1,4 5,7

Sacharidy | 62,1 61,2 62,7 60,4 61,7
Vliknina 6,3 10,4 10,6 14,9 6,1
Popel 2,5 2,6 3,5 3.3 2,7




2.2. Stavba kli¢iciho semene luskovin

Semeno luskovin je sloZzeno z osemeni a klickil s velkymi délohami. Délohy tvofi
89,6- 93%, 6-9,3% osemeni a klicek 0,8-1,3% hmotnosti semene. Klicek je ulozen mezi
délohami. Parenchymatické buniky déloh jsou vyplnéné zasobnimi latkami, pievazné

proteiny (Lahola et al., 1990).

Obrazek ¢. 1: SloZeni semene luskovin (Lahola et al., 1990)

a) pupkova ¢ast: 1. Sev, 2. pupek, 3. chalaza, 4. mikropyle, 5- obrys kofinki;
b) rozpilené semeno: 6. osemeni, 7. délohy, 8. kli¢ek, 9. kotinek.

Zasobni proteiny se zachovavaji béhem vysouSeni pfi zrani i pfi proteolyze béhem
kliceni semen luskovin (Casey et al., 1986; Duranti, 2006). Kliceni semen luskovin je
doprovazeno metabolismem zasobnich proteinli umisténych v délohéch. Hydrolyzou téchto
molekul jsou produkovany aminokyseliny a peptidy v zasobnich pletivech, ¢i jsou vyuzity
vyvijejicimi se rostlinami. Tyto aminokyseliny a jejich derivaty jsou vyuZivany pro
syntézu novych proteini, zdsobnich meziclanka a k tvorbé energie potiebné k rustu pred
zaCatkem fotosyntézy (Ashton, 1976; Derbshire et al., 1976).

Podle Osbornovy frakcionace se proteiny rozdeluji na ve vodé rozpustné albuminy,

v solném roztoku rozpustné globuliny, v alkoholu rozpustné prolaminy a kysele a zasadité



rozpustné gluteliny (Osborne, Campbell, 1898; Mandal, Mandal, 2000). Globuliny se dale
dé€li na leguminy a viciliny (Sgarbieri, Whitaker, 1982).

Kli¢ici semena Lupiny

Extrakce v destilované vodé

centrifugace

Precipace s TCA

zbytky
Supernatant
Neproteinovy dusik
+albuminy Extrakce s 5%

K, SO,
supernatant
| Z‘bytky
globuliny Extrakce s
0,03 M
NaOH v
70%
C‘zHSOH
globuliny | i
Gluteliny Supernatant
+prolaminy Zbytky N

Obrazek ¢. 2: Schéma proteinové frakcionace semene lupiny (Gulewitz et al., 2008)

2.3. Globuliny

Pfevaznou Cast zasobnich proteina tvofi globuliny. Mobilizace globulinii pii kliceni
je zahajovana cystein proteinazou (Schleret et al., 2001). Globuliny jsou rozpustné ve slané
vod¢ (Duranti, 2006; Osborne, 1924). Podle sedimenta¢niho koeficientu se rozdéluji na
11S (leguminy) a na 7S (viciliny) globuliny (Casey, Domoney, 1999; Duranti, 1997;
Duranti, 2006; Martinez et al., 2008; Nunes et al., 2006).

V globulinové frakci jsou z neesencialnich aminokyselin zastoupeny asparagin,
glutamin, glycin a arginin a z esencialnich aminokyselin leucin, fenylalanin, lysin a

thyrosin (Mart1'nez-Villaluenga et. al., 2008).



2.3.1. Leguminy

Mezi leguminové lupinové globuliny, které patii do 11S globulinové rodiny se fadi
a-conglutin (Duranti et al., 1981). a-conglutin je zdsobni protein Gc€astnici se proteolytické
degradace pfi kli¢eni a nachazi se v zasobnich vakuolach déloznich bunck (Duranti et al.,
1984; Duranti et al., 1991).

a-conglutin je oligomerni protein sloZzeny z hexamerl, ale pfed proteolytickou
pfeménou prevladaji podjednotky v trimerech (Duranti et al., 1992). Monomerické
podjednotky vazi okolo 62 a 72 kDa (Casey et al., 1985). Kazda monomerni jednotka
a-conglutinu je sloZena ze zasadité a kyselé podjednotky (Miintz, 1998). Podjednotky jsou
spojené disulfidickou vazbou (Casey et al., 1985; Miintz, 1989). a-conglutin méni vazby

19 kDa polypeptidd, které postupné mizi 7 den kliceni semen lupiny (Ferreira et al., 1995).

2.3.2. Viciliny

Viciliny jsou nejznaméjsi zasobni proteiny, zaujimaji az 70-80% zasobnich
proteinii semene luskovin (Bewley, Black, 1994). Viciliny jsou glykosylované oligomery o
hmotnosti 150-170 kDa vytvofené ze 3 shodujicich se podjednotek o hmotnosti 40-70 kDa
bez disulfidického spojeni. VSechny viciliny jsou vysoce heterogenni a obsahuji rozdilné
typy podjednotek, tedy piredstavuji vysoky stupefl polymorfismu uvnitt kazdého druhu.
Tato heterogenita je zplisobena expresi multigenni rodiny a postranskripnimi Upravami
béhem glykosylace (Casey et al., 1986; Derbyshire et al., 1976; Ferreira et al., 2003;
Nielsen et al., 1989; Wright, 1988).

Viciliny se rozkladaji béhem kliceni semen a mobilizuji se diive nez leguminy
(Tiedemann et al., 2000; Schlereth et al., 2001).

Uplna degradace pfi kli¢eni je podporovana zasobni funkci p-conglutinu (Duranti et
al., 1984). B-conglutin se tfadi do 7S globulinové rodiny, nebo také do vicilinovych
globulinti (Blagrove, Gillespie, 1975). B-conglutin je trimérnim proteinem vytvotfeny z
monomerd s hmotnosti od 16 do 70 kDa (Duranti et al., 1992). B€hem 11ti denniho kli¢eni
Lupinus albus L. se koncentrace B—conglutinu snizuje mezi 5 a 11 dnem (Ferreira et al.,
1995). B-conglutin je lokalizovan v délohdch semen (Duranti et al., 1992; Magni et al.,
2007). B—conglutin se degraduje pted a—conglutinem (Duranti et al., 1984).
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Béhem kli¢eni semen a pii proteolyze v in vitro testech zlstdva zachovan y
-conglutin (Duranti et al., 1995). y-conglutin je neobvyklym 7S proteinem, ktery je
rozpustny ve vod¢ i v solném roztoku (Duranti et al., 1981). Pti kyselém pH je y- conglutin
tetramerem, ¢i hexamerem, ale je detekovdn jako oligomer vytvarejici ob& formy
(Blagrove, Gillespie, 1975; Duranti et al., 2000). V kyselém prostfedi se y-conglutin
disociuje na monomery okolo 50 kDa (Duranti, 1986a; Duranti, 1986b). Kazdy monomer
je slozen z 2 disulfidickych podjednotek okolo 17 a 29 kDa (Restani et al., 1981). Obé&
podjednotky jsou heterogenni, protoze se vytvaii posttranslacni proteolyzou. Endogenni
proteolyza preménuje pred-polypeptidy na 2 zralé podjednotky (Ilgoutz et al., 1997). vy-
conglutin se nachdzi v proteinovych organech vyvijejicich se semen rodu Lupinus a byl
také identifikovan v apoplastickych regionech klicicich lupinovych déloh (Duranti et al.,
1994; Pernollet, 1978; Shewry et al., 1995; Weber, Neumann, 1980).

Piedpoklada se, ze produkty z vicilinového katabolismu mohou chranit semeno v
kritické fazi kliceni pfed patogeny (Sales et al., 1996). Naptiklad na Zivném médiu
zastavovaly viciliny rist konidii fytopatogennich hub, riist kvasinek a okyselovaly médium
s bunnkami kvasinek (Gomes et al., 1997; Gomes et al., 1998).

Viciliny Vigna unguicilata  jsou asociované s chitinem, chitosanem a plné
acetylovanym chitinem (Saleset al., 1996). Riist hub také inhibovaly viciliny izolované z
Gossypium hirsutum (Chung et al., 1997). Viciliny z V. unguiculata se véazi na chitinovou
strukturu larev Callosobruchus maculatus a hraji hlavni roli v ochran¢ pted skiidci (Sales

et al., 2000; Sales et al., 2001)

2.4. Albuminy

Albuminy jsou bilkoviny rozpustné ve vodé, nad 60 % nasyceni siranem amonnym
se vysoluji z vodnych roztokt a pii 75°C koaguluji (Velisek, Hajslova 2009). Zasobni role
albumint se pfisuzuje 2S albuminové tfide, kterd dodava siru pii kliceni (Miintz, 1998). Do
2S albuminové rodiny patii 6-conglutin (Blacgrove & Gillespie, 1975). 6-konglutin je
monomericky protein slozeny ze 2 podjednotek o hmotnostech 4 a 9 kDa (Salamowich,

Weder, 1997).



V albuminové, glutelinové a prolaminové frakci predstavuji asparagin, glutamin a
glycin neesencidlni aminokyseliny a esencialni aminokyseliny zde zastupuje lysin (Marti
‘nez-Villaluenga et. al., 2008).

Prevazna ¢ast albumint jsou metabolickymi enzymy, zasobnimi proteiny v
délohach semen, nebo chrani rostlinu v podob¢ inhibitori hydrolas a lektint (Casey, 1999;
Domoney, 1999). Inhibitory proteas a lektiny, krom¢ ochranné funkce v rostliné maji také

antikarcinogenni ucinky (Casey, 1999; Domoney, 1999; Mathers, 2002).

2.5. Lektiny

Lektiny jsou vSudyptitomné glykoproteiny vazici se na sacharidy (Lis, Sharon,
1986). Vétsina lektinti je podobna protilatkdm stmelujicim cervené krvinky (Beuth, Stoffel,
1998). Moderni definice zafazuje pod lektiny vSechny proteiny alespont s jednim centrem
jinym nez je katalytické, které se vaze na specifické monosacharidy, derivaty
monosacharidi a oligosacharidy. Lektiny maji vyssi afinitu k oligosacharidiim slouzicim
jako hlavni slozka zivocisnych glykoproteind. Lektiny pomoci interakce s témito sacharidy
jsou schopné srdzet Cervené krvinky. 60% lektini se v nezménéné podobé se vaze na
cukerné receptory epitelti tenkého stieva a snizuji zZivotaschopnost bunék téchto epiteld.

Lektiny jsou velice toxické intravendzné, nékteré¢ vykazuji toxicitu i pifi oralni
aplikaci. Akutni toxicita je vétSinou nizka, ale dlouhodoby pfijem lektini 1 v malém
mnozstvi mize byt Skodlivy. Konzumovani syrovych fazoli a nedostate¢né uvarenych
fazoli vyvolava zaludecni potize, zvraceni a prijmy. Sojové lektiny jsou 1épe v tenkém
stteve Stépeny nez fazolové, ale také ony také plisobi toxicky a antinutri¢né.

Lektiny snizuji svoji biologickou aktivitu pfi proteolyze. V teple denaturuji, proto
se tepelnd Giprava pouziva v potravinarstvi na detoxikaci lektinti. Ke snizeni obsahu lektinii
se také vyuzivd maceni. Samotné maceni a vafeni vSak nepostacuje k detoxikaci. Napf.
fazole je nutné vatit 90 minut, ¢i vyluhovat fazole ve vod¢ po dobu 16 hodin, poté staci
fazole varit pouze 4-10 minut. Dal$i moznost k omezeni obsahu lektinii je autoklavovani
pii vy$$im tlaku.

Nejvyznamnéjsi procesem k detoxikaci lektinli v semenech je kli¢eni, kdy dochazi
k znaénému poklesu obsahu lektinli. K ubytku lektini v semenech luskovin staci 4 — 6 dnti

klic¢eni.



Nejméné toxické lektiny luskovin jsou u ¢ocky, hrachu a s6ji, nejvice toxicky

pusobici jsou lektiny v nékterych fazolich (mésicni aj.) (Velisek, Hajslova, 2009).

2.6. Inhibitory trypsinu

Na antinutricnim ucinku a toxicité se podili i inhibitory trypsinu snizujici
biologickou hodnotu semen (Velisek, Hajslova, 2009; Hosnedl et al., 1998).

Inhibitory trypsinu blokuji travici enzymy a zptsobuji hypertrofii pankreasu. Obsah
inhibitor trypsinu se 1i8i podle variet, forem a odrid luskovin. Hrach a bob maji stejny
obsah inhibitorQ trypsinu, v semeni s6ji je obsah inhibitorti trypsinu desetindsobné vyssi.

Kladnou vlastnosti inhibitorti trypsinu je jejich obsah sirnych aminokyselin a
protirakovinné ucinky (Hosnedl et al., 1998). Inhibitory trypsinu maji v rostlinach
insekticidni funkci, inhibuji proteasy produkované hmyzem a patogennimi mikroby, chrani
rostlinu pfed abiotickym stresem (Mu” zquiz et al., 2004; Ryan., 1990; Zavala et al., 2004;
Jime’ nez, 2008; Saarikoski et al., 1996; Tamayo et al., 2000; Zhang et al., 2004).

K nejrozsifenéjSim a nejvyznamnéjSim inhibitorim trypsinu v rostlinach patii
Kunitzovy inhibitory (Ryan et al., 1990). V hrachu byly zjistény 2 Kunitzovy inhibitory
TP-1 a TP-2 kédovéany geny CaPTI-1 a CaPTI-2. Pied kli¢enim byly geny Kunitzovych
inhibitorti zahajujici transkripci v celku. TPI-1 maji v semenech ochranou funkeci, zabranuji
piedcasné degradaci zasobnich proteini v zarodecné ose, brani buniku pfed nékterymi
proteindazami spoustéjicimi bunécnou smrt. TPI-2 indikuji kli¢eni béhem prodluzovani
zarode¢né osy (Herna'ndez-Nistal et al., 2009).

Také v délohach klicicich semen s6ji byly pozorovany nové formy odlisnych
Kunitzovych inibitorti trypsinu od inhibitor v nekli¢icich semenech (Hartl et al., 1986).
Na nativnich Kunitzovych inhibitorech ze sdji byly vyzkouSeny 3 typy proteas (K1, K2 a
K3). Cysteinové protease K1 se zaznamenala maximalni aktivita 4 den pii pH 4 béhem
rozvijeni semen, proteasa K2 vykazovala maximalni aktivitu 8 den pii pH 4 a protease K3
se zvysila aktivita mezi 10 a 14 dnem pii1 pH 8 (Wilson et al., 1988).

Dalsimi inhibitory trypsinu jsou Bowman-Birkovy ze s6jovych bobt, které patii do
skupiny inhibitor s molekularni hmotnosti okolo 8000 a s vysokym obsahem cysteinu

vytvéiejiciho 7 disulfidickych mustkt (Savelkoul et al., 1992; Tukamoto et al., 1983).



Pokles inhibitorti trypsinu byl zjistén na hrachu a fazolich (Rahma et al., 1987,
Ibrahim et al., 2002; Subbulakkshmi et al., 1976). Aktivita inhibitoru trypsinu se ve
Francouzské fazoli béhem 10 dnt kli¢eni snizila o 30% (Nielson, Liener, 1988). Obsah
Bowman-Birkova inhibitoru v délohach semen s6ji (Glycine max) poklesl az za 13 dni

(Tan-Wilson et al., 1982).

Tabulka ¢.2: Degradace trypsin inhibitorové aktivity béhem kliceni luskovin ( Subbulakshmi et al.,
1976; Kakade et al., 1969; Babar et al., 1988; Erlanger et al., 1961; Chang, Harrold 1988; Kakade et al.,
1974; Tan-Wilson et al., 1982; Savelkoul et al., 1992)

Luskovina TIA v Doba kli¢eni Degradace
nenakli¢enych inhibitoru
(dny) .
semenech (g) trypsinu
Dolichos biflorus 50200
(Horse gram)
Phaseolus 4300 3 40
aconitifolius
(fazol mésic¢ni)
Canavalia 12 1,5 31
ensiformis
(Jack bean)
Phaselus vulgaris 17 6 3
(fazol obecny)
Glycine max - 13 100
(s0ja)

2.7. Inhibitory amylas

Inhibitory amylas =zabrafiuji inhibici pankreatické amylasy traveni Skrobu
(Savelkoul et al., 1992; Jaffe et al., 1973).

Marsal a Landa (1975) popsali inhibitor a-amylas phaseolamin s molekularni
hmotnosti pohybujici se od 45000 do 50000. Phaseolamin mél specifickou aktivitu pro
zivo€iSné o-amylasy neshodujici se s rostlinnymi, bakteridlnimi a houbovymi enzymy.

Phaseolamin ma ochranou funkeci, inhibuje travici amylasy hmyzu a dalSich predatort.



Také Powers a Whitaker (1977) purifikovali a-amylasovy inhibitor z Phaseolus
vulgaris s molekuldrni hmotnosti 49000 obsahujici 2 podjednotky, inhibujici praseci
pankreatickou amylasu a lidskou a-amylasu ve slinach.

Stejné jako vSechny inhibitory i obsah inhibitori amylas lze snizit kli¢enim.
Naptiklad klicenim Phaseulus vulgaris L. se aktivita inhibitord oa-amylas po 5 dnech
snizila 0 67,1% a klicenim "kidney bean" po 7 dnech o 40% (Sathe et al., 1983; Kotaru et
al., 1987).

TIhibitory a-amylas maji potenciondlni vyuziti v prevencich a v terapiich proti
obezit¢ a cukrovce. Vyzkum zjistil u obéznich a diabetickych osob, kterym byl podavan
oralné pSeni¢ny inhibitor a-amylasy snizeni koncentrace glukozy v krvi (Lankisch et al.,
1998).

Dale pomoci regulace proteas zabranuji degradaci zasobnich proteini béhem
syntézy, zpracovavani a baleni do bilkovinnych tél pfi zrani semen, chrani zarode¢ny vak
pii tvorbé endospermu a embrya (Abe et al., 1987; Baumgartmer et al., 1976; Poerio et al.,

1989; Welham et al., 2000; Sin et al., 2006).
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2.8. Enzymy ucastnici se procesu kliceni

Klic¢ici luskoviny jsou také zdrojem enzymi zahrnutych do metabolismu dusiku

(Dey, 1984).

2.8.1 Proteasy a peptidasy

Predpoklada se, ze antinutriéni proteinové faktory lektiny, inhibitory amylas a
trypsinu jsou inaktivovany béhem kliceni enzymy zvanymi proteasy (Savelkoul et al.,
1992).

Naptiklad pfi kliceni semen hrachu tieti den se sniZila aktivita inhibitort trypsinli a
zvysila se proteasova aktivita (Petrova et al., 2010).

Enzymy zplsobujici hydrolyzu zasobnich proteinli jsou lokalizovany v riznych
castech bunky (Mikkonen, 1986). Stadia St€peni uvnitt proteinovych tél jsou zplisobena
kombinaci plsobeni exopeptidas a endopeptidas (Miintz et al., 1985; Shutov, Vaintraub,
1987). V proteinovych télech Phaseolus vulgaris jsou umistény karboxypeptidasy, v
cytoplasmé namphtylamidasy (neutralni aminopeptidasy) a alkalické peptidasy (Mikkonen
et al., 1986; Mikonen, Mikola, 1986; Mikkonen et al., 1986).

Piikladem endopeptidas je asparagynil endopeptidasa (3.4.22.34) purifikovana z
fazolové mouky (Abe et al., 1993). Enzym ma substratovou specifitu ke karboxylové
stran¢ asparaginylovych zbytkii a je zapojen do posttranslaéni proteolyzy a dalsi
transpeptidace prekurzoru molekuly concanavalinu A, lektinu fazolovych semen (Ishii,
1994; Min, Jones, 1994; Bowles, 1986).

Proteasy se rozdéluji do 2 kategorii. Prvni kategorie proteas je béhem vyvoje semen
v inaktivni form¢ a aktivuje se proteolytickym Stépenim, zménou pH a iontovym
prostfedim béhem kliceni (Bewley et al., 2000). Proteasy aktivované kovy se nazyvaji
metaloproteasy (Goll et al., 2003). V semenech Lathyrus sativus byla identifikovana
metaloproteasa zavisla na Zn*" s maximalni kaseinolytickou aktivitou pii pH 8. Nejvétsi
inhibi¢ni c¢inek pro tuto metaloproteasu mél z inhibitori specifickych pro aspartat,
cystein, serin a metaloproteasu 1, 10-phenanthroline. Po pfidani Zn** k metaloprotease byl

tento inhibitor pfekonan. Pomoci gelatin-PAGE se zjistily 3 zony proteolytické aktivity a
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vEtsi mobility. Proteasova frakce se rozlozila do 3 izoforem s molekuldrni hmotnosti 25, 18

a 14 kDa jako dukaz rozdilnych skupin na gelatin-PAGE (Ramakrisna et al., 2010).
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Obrazek ¢.3: Aminopeptidasové a iminopeptidasové aktivity béhem kli¢eni. Grafické znazornéni
iminopeptidasové a) a aminopeptidasové b) aktivity béhem kli¢eni 4 odrid semen Cocky (o0 — Ilina, A -
Stanka, o- Nadejda, e- Tadjiksava). U klic¢icich semen cocky byly zaznamendny nejvétsi zmény v
aminopeptidasové a iminopeptidasové aktivité druhy den (Petrova et al., 2010).
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Dalsi proteasy jsou aktivovany napi. vapenatymi ionty (Ca®") a syntetizuji se pfi
kli¢eni semen de novo (Khan et al., 2009; Bewley et al., 2000). Klicenim a vyvojem semen
luskovin jsou proteasy vyuzivany pro mobilizaci zasobnich proteind (Muntz, 2007).

Prvni sada proteas aktivuje dalsi nespesifické proteasy a vystépenim jedné ze dvou
kritickych vazeb zasobnich proteint zlepsuji substrat pro naslednou proteolyzu (He et al.,
2007). Nasledna proteolyza kombinovana se zm&nami pH a obsah Ca*" uvniti zadsobnich
vakuol redukuje mnozstvi vnitromolekuldrnich vazeb a zesiluje nachylnost zésobnich
proteint k dal$im zasahim proteas (He et al., 2007; Ferreira et al., 2003; Ahn et al., 2004).

Proteolyza a hydrolyza peptidickych vazeb enzymy je nejvyznamnégj$im procesem v
piirodé (Antonov, 1991). Proteolytické enzymy degraduji proteiny kli¢enim a transportuji
je do vegetativnich organt. Plni tim nejdulezitéjsi tlohu v biochemickych a fyziologickych
vlastnostech rostliny jako je produktivita, stupen proteinizace, kliceni semen a obranné
reakce atd. (Mosolow, Valueva, 1993).

Kliceni semen ma 3 stadia proteolyzy. Pfi prvnim stddiu jsou aminokyseliny
uvolnény a nésledné vyuZzity pro syntézu enzymil zodpovédnych za pfeménu zdsobnich
substanci do forem vyhovujicich pro transport. V druhém stadiu jsou hydrolyzovany
zasobni proteiny na aminokyseliny pro rist semen, nasledujici téeti stadium probihd béhem
starnuti zadsobniho pletiva, bunécné proteiny a enzymy jsou rozlozeny do aminokyselin,
které jsou vyuzity semenacky pied autotrofnim rastem (Mikola, 1983).

Pii kliceni semen jsou proteasy premistény do specifickych vakuol, aktivuji se,
Stépi zasobni proteiny a zlepsuji stravitelnost proteinii (Shutov, Vaintraub, 1987; Muntz,
1996, 1998, 2007; Persson et al., 1998; Lasekan, 1996; Kataria et al., 1992).

Stépeni proteinil uvnitf proteinovych t&l je zptisobeno karboxypeptidasami a
kyselymi proteasami v prvnim kroku proteolyzy (Mikkonen et al., 1986). Prvni krok
kliceni zahajuji endopeptidasy (proteinasa A), jenz katalyzuji limitovanou proteolyzu
nerozpustnych zasobnich proteinti pieménou do rozpustnych proteinii. Poté upravené
globuliny podléhaji proteinase B, karboxypeptidasam, aminopeptidasam a dipeptidasam,
které nejsou schopny zpracovavat pivodni proteiny nekli¢icich semen, ale rozkladaji
rozpustné peptidy do aminokyselin (Miintz et al., 1985; Shutov, Vainatraub, 1987).

Proteasy patii k vice nez 60% enzyml komeréné aplikovanych pievazné ve
farmacii, mediciné a v biotechnologiich (Barret et al., 1998; Schaller, 2004; Van der

Hoom, 2008). V rtznych primyslovych aplikacich pro zlepSeni fyzikalné-chemickych
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vlastnosti se izolované enzymy z luskovin imobilizuji do matric (Das et al., 1997;
Kayastha, Srivastava, 2001; Tripathi et al., 2007; Dwevedi et al., 2009; Kumar et al.,
2009).

Proteasy jsou vyuzivany k rozpousténi zelatinového Srotového filmu, obnovuji
peénéni béhem skladovani piva a pti vyrob¢ susenek snizuji obsah proteinti v mouce (Oh et

al., 2004).

2.8.2. a-amylasy

a-amylasy oproti proteasam v kli¢icich semenech rozvijeji a degraduji Skrobova
zrna (Persson et al., 1998; Lasekan, 1996; Kataria et al., 1992). Respektive a — amylasy
jsou endo-amylasy katalyzujici hydrolyzu o-D-(1,4) glykosidické vazby ve Skrobu a
zvySuji v luskovinach obsah monosacharidii a disacharidi (Whitaker, 1988; Lajolo,
Genovese, 2002; Akinlosattu et al., 1991). U hrachu kli¢iciho béhem 0, 1, 2 az 3 dni byla
zjiSténa nejvetsi aktivita a-amylas. a- amylasova aktivita se béhem 3 dni zvysila z 85,6 na
720,9 umolti maltosy/ml/ min. Aktivita f-amylas vSak nebyla zaznamenéana (Uriyo et al.,
2001).

Amylasy se pouzivaji pfi vyrobé chleba, detergentli, v tvorbé cukru ze Skrobu a
produkci sirupt z kukuftice (Tripathi et al., 2004; Kumari et al., 2010; Kumari, Kayastha,
2011).

2.8.3 a-galaktosidasy

Také enzymy o-galaktosidasy umoziuji rozkladat komplex oligosacharidii a
polysacharidt v luskovinach a zeleniné na jednodussi cukry, davaji jidlu vétsi stravitelnost
a snizuji plynatost stfev. Pokusy zjistily, ze 6 hodinové maceni semen ¢ocky nasledované
70-80 hodinovém kliceni pii teploté 20°C, postacuje na 50-60% redukci a-galaktosidi a
zérovenl zachovdva 80% obsah proteinti a polysacharidi (Petrova et al., 2010). a-

galaktosidasy maji vyuziti pii zalude¢nich problémech (Herman, Shannon, 1985).
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2.8.4. p — galaktosidasy

B — galaktosidasy katalyzuji hydrolyzu terminalnich neredukujicich zbytka  — D-
galaktozy v B — D-galaktosidech.  — galaktosidasy jsou rozsifenou skupinou glykosyl
hydrolas u mikroorganismu, rostlin a Zivoc¢ichti (Nichtl et al., 1998). Podle substratové
specifity se B-galaktosidasy rozdéluji do 2 skupin, jedna skupina je sloZena z exo-§ (1—4)-
D galaktanas a ma specifitu k pektinovym B-(1—4)-D galaktantim, druhéd tfida preferuje
nitrofenyl-p-galaktosidy (Kotake et al., 2005). Z kli¢icich semen luskovin byla nejvétsi B —
galaktosidasova aktivita zaznamendna u lupiny (Buckeridge, Reid, 1994).

B-galaktosidasy jsou vyuzivany v potravinafském primyslu, hlavné k vylepseni
lahodnosti, sladkosti, chuti a stravitelnosti produktt, k vyrobé produktti s hydrolyzovanou
laktosou pro lidi, ktefi trpi Spatnym travenim laktosy, v mlécnych nefermentovanych
produktech a pro obnoveni laktosy ze syrovatky, v produkci galakto-oligosacharidi

(Mlichova, Rosenberg, 2006).

2.8.5. Fytasy

Klic¢eni semen luskovin je jednoducha nechemicka metoda, jak zvysit obsah fytas
(Centeno et al., 2001). ZvySovanim fytasové aktivity v klic¢icich semenech se zmenSuje
obsah fytové kyseliny (Bau et al.,, 1997). Kli¢eni semen luskovin zesiluje fytasovou
aktivitu a snizuje obsah fytové kyseliny daleko Iépe nez maceni (Egli et al., 2002).

Fytasy umoznuji degradovat kyselinu fytovou na myo-inosol a kyselinu fosfore¢nou
(Egli et al., 2002). Ve vétsSingé semen je fosfor ve formé kyseliny fytové a tvoii komplex s
minerdly a stopovymi prvky (Persson et al., 1998; Kamchan et al., 2004). Obsah kyseliny
fytové vytvaii negativni korelaci mezi stravitelnosti Skrobtl a proteinii luskovin (Kataria et
al., 1989). Fytasy se rozd€luji do 3 tiid zahajujici defosforylaci kyseliny fytové v riznych
2008). Tyto 3 tridy fytas se nazyvaji 3-fytasy (EC 3.1.3.8), 5-fytasy (EC 3.1.3.72) a 4/6
fytasy (EC 3.1.3.26) (Maiti et al., 1974; Greiner et al., 2002).

Protoze fytasy zlepSuji pfijem fosfatu z fytatu, slouzi jako dopln€k stravy v dieté
pro prasata a dritbez. Fytasy se také uplatiuji pti vyrobé chleba, proteinovych izolati z

rostlin a pfi frakcionaci obilnych otrub (Hamada, 1996; Hegeman et al., 2001). Pfiddvanim
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mikrobidlnich fytas se degraduje obsah kyseliny fytové v doplncich stravy ze soji

(Davidsson et al., 1994, 1997).

2.8.6. Polyfenoloxidasy

Fytova kyselina a taniny vytvareji s proteiny komplex, ktery je snadno redukovan
enzymy (Alonso et al., 2000). Taniny jsou ve vodé rozpustné slouceniny s molekularni
hmotnosti od 500 do 3000 a rozdéluji se do 2 skupin, hydrolyzovatelné a zahusténé taniny
(Goldstein, Swain, 1963; Gupta, Haslam, 1979; Marquadart et al., 1977).
Hydrolyzovatelné taniny se rozkladaji na cukry a rozpoznatelné fenolové karboxylové
kyseliny. Zahusténé taniny jsou nerozdé€litelné a patii k nejrozsifenéjSim rostlinnym
taniniim (Marquardt, 1989; Mangan, 1998). Zahusténé taniny se skladaji z oligomerti
flavan-3-olti a ze sptiznénych flavanolovych zbytkl, které jsou typickymi producenty
antokyanil pfi kyselé¢ degradaci (Mangan, 1988). Nerozpustné taniny snizuji stravitelnost
proteini a sacharidi jako vysledek formovani nerozpustnych enzymaticky-odolnych
komplext s taniny (Reddy et al., 1985). Pfedpoklada se, ze komplex taninii a bilkovin je
odpovédny za rastovou depresi, snizuje stravitelnost proteinti, zvySuje fekalni dusik a ma
karcinogenni efekt (Deshpande, 1986).

Polyfenoloxidasy katalyzuji hydroxylaci rGznych monofenold a aerobni oxidaci difenoli
(Boyer, 1977).

Polyfenoloxidasova aktivita se zkoumala u raznych semen luskovin: cizrny (Cicer
aerietum), Cajanus cajan, Phaseulus aureusa a Phaseulus mungo, které se nechaly klicit
béhem 0, 12 a 24 hodin. Zatimco polyfenoloxidasova aktivita se klicenim zvysila, obsah

tanini se sniZil (Rao, Deosthale, 1987).
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Tabulka ¢.3: Zmény v taninovém obsahu béhem kli¢eni semen luskovin (Rao,Deosthale, 1982)

Luskovina Obsah tanini v Klic¢eni Taninova
nenakli¢enych Cas (dny) degradace
semenech (mg/100g) (%)
(mg/100g DM)
Cajanus cajan 1141 2 60
(Pigeonpea)
Cicer arietinum 165 2 60
(cizrna)
Phaseulus mungo 836 2 50
(mungo)
Phaseulus aureus 612 2 50
(Greengram)

Jednim z enzymu pattici do polyfenoloxidas ucastnici se formovani, zrani a kliceni
semen je katecholasa (Aniszewski et al, 2008; Sahbaz et al., 2009). Katecholasy katalyzuji
difenoly na chinony, které chrani rostlinu pied patogeny (Yoruk, Marshall, 2003; Lei et al.,
2004; Mayer, 2006). Déle katecholasy brani bunécéné struktury pfed mechanickym
poskozenim.

Katecholasova aktivita byla zjiStovana polarograficky na semenech Lupinus albus,
Lupinus angustifolius, Lupinus luteus a Lupinus polyphyllus. Nejmensi katecholasovou
aktivitu vykazuji embrya a nejvétsi délohy.

Katecholasy mohou byt vyzivany jako genetické markery a v dalSich

biotechnologickych a molekularnich aplikacich u luskovin (Aniszewski, 2010).

17



2.8.7 Lipoxygenasy

Lipoxygenasové izoenzymy (EC1.13.11.12) se li§i od ptredchozich enzymi
oxida¢ni katalyzou vice nasycenych kyselin a uvolilovanim zasobnich tuki pfi kliceni
semen luskovin (Rackis et al., 1979; Wang et al., 1999). Lipoxygenasy vytvaii velmi
reaktivni prvky jako volné radikaly, které reaguji s chlorofylem, karoteinoidy, kyselinou
askorbovou, fenoly a také s a-tokoferolem (Gomboeva et al., 2001). Maji také roli pfi
tvorbé biologicky aktivnich sloucenin, zapojuji se do biosyntézy reguldtorii jako je
kyselina jasminova, jeji methyl ester chrani rostlinu pted biotickym a abiotickym stresem
(Babitha et al., 2004; Blée, 1998; Porta, Rocha-Sosa, 2002; Robinson et al., 1995).

Pti méfeni aktivity lipoxygenas v délohach po kli¢eni byla L1 nejicinnéjsi 9 den po
kliceni pfi pH 9 a u lipoxygenas L2, L3 pii pH 6,8 (Hildebrand, Himowitz, 1983). Zralé
s6jové boby obsahuji velké mnozstvi lipoxygenas L1, L2 a L3 (Hildebrand, Hymowitz,
1983). V soucasnosti uz bylo naklonovano nékolik usekit cDNA kodujici lipoxygenasy L1,
L2, genomické DNA koédujicich lipoxygenasy L-3 a SC514 sdjovych bobi (Shibata et al.,
1987; Shibata et al., 1988; Yenofsky et al., 1988).

Dalsi 3 nové lipoxygenasy L-4, L-5 a L-6, byly identifikovany purifikovanim za
pouziti iontové, €1 iontové vyménné chromatografie. Lipoxygenasa L 4 ma shodnou
aminokyselinovou sekvenci s L1, L2 a L3, ale neni identickd s Zadnou z nich. VSechny 3
izoenzymy maji optimalni pH 6,5, jako substrat preferuji linolovou kyselinu pied
linolenovou. (Kato et al., 1992).

Jinym ptikladem lipoxygenas je lipoxygenasa purifikovand z hrachu o hmotnosti
olejové kyseliny. Optimalni pH pro lipoxygenasu bylo 5,5. Kinetickd studie odhalila
aktivitu lipoxygenasy Vm. pfi 151,1 U/min srovnatelnd s hodnotou 0,44* 10 2 M
(Szymanowskaet al., 2009). Detekci lipoxygenasové aktivity u kli¢icich s6jovych bobi
inkubovanych 144 hodin byla zjisténa degradace lipoxygenas I a lipoxygenas II + III pfi
35°C (Kumar et al., 2006).

Uvazuje se o aplikaci lipoxygenas v potravinafstvi. Fyzikalni a chemické vlastnosti
mohou byt uzitecné pii ptipravé a skladovani jidla (Robinson et al., 1995). Lipoxygenasy
hraji dtlezitou ulohu v pekatstvi jako bélici ¢inidla, zvySuji misici toleranci a zlepSuji

reologii tésta (Cumbee et al., 1997).
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3. Cile diplomové prace

Cilem diplomové prace bylo vyhodnoceni zmén v profilech zasobnich proteinti

semen luskovin v prabéhu kli¢eni.

Reseni DP probihalo podle nasledujiciho schématu:

1) vybér odrid a genotypli
2) provedeni nakli¢eni semen — kontrola a dv¢ varianty kli¢eni

3) lyofilizace, mleti semen a extrakce proteinii

4) analyza ziskanych vzorkl na gelové denaturacni elektroforéze (SDS-PAGE)
5) digitalizace susenych gelii a vyhodnoceni dat pomoci specializovaného software.

Statistické vyhodnoceni ziskanych dat. Zpracovani dat do tabulek, obrazki a

grafti.
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4. Material a metody

4.1. Popis materialu

Semena luskovin byla ziskéna z kolekce luskovin udrzované na pracovisti Agritec,

vyzkum, $lechténi a sluzby, s.r.o. Sumperk.

Bob obecny: Merkur
(Vicia faba L.)

Merkur je polorand barevné kvetouci odriida. Stfedné¢ az méné odolna proti lamani
lodyh, poléhani pted sklizni, napadeni strupovitosti, rzi bobovou a hnédou skvrnitosti.
Obsah N-latek je sttedn¢ vysoky az nizky (Anonym, 2013). Hmotnost tisice semen je
515 g (Horakova et al., 2009).

Hrach sety-polni: Sponsor

(Pisum sativum L.)

Sponsor je stiedn€ rand odriida. Rostliny jsou stfedné¢ dlouhé s bilou barvou kvéta.
Semeno je zluté, vejcitého tvaru. Stfedné odolnd proti poléhéani, napadeni plisni Sedou,
strupovitosti, virdzdm. Ma vysoky vynos semen. Obsah N-latek je stfedné vysoky az nizky.
Aktivita trypsin inhibitoru je stfedné vysoka (Anonym, 2013). HTS je 249 g (Hordkova et
al., 2009).

Lupina uzskolista: Boruta

(Lupinus angustifolius L)

Podle zkousek uzitné hodnoty odriida Boruta ma dobu zralosti 104 dnti. Rostlina

dosahuje vysky 72 cm. Hmotnost tisice semen je 141 g (Mezlik, Metinska 2006).
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Séja lustinata: Bohemians

(Glycine max L)

Bohemians je velmi rand odrida. Rostliny jsou stiedné vysoké, barva kvétu je
fialova. HTS je 224 g (Mezlik, 2013). Semeno ma zlutou barvu pupku. Stfedné odolna
proti poléhani pred sklizni, vyska nasazeni prvniho lusku je stiedné vysoka. Odolna proti
praskani lusku. Obsah dusikatych latek v susin¢ stfedné vysoky az nizky a obsah tuku

sttedné vysoky (Anonym, 2013).

4.2. Metody

4.2.1. Priprava materialu k analyzam

Pro SDS-PAGE elektroforézu byla pfipravena semena luskovin lupiny tzkolisté,
hrachu setého, s6ji lustinaté a bobu obecného. Od kazdého druhu luskoviny bylo vybrano a
navazeno 50 semen vzdy ve dvou opakovanich. Semena byla dezinfikovdna 10 minut v
2% roztoku Sava, které obsahuje U¢innou latku chlornan draselny. Vydezinfikovana
semena luskovin byla omyta a ponechana nabobtnat po dobu 4 hodin v destilované vodé¢.
Na laboratorni kli¢idla s navlhéenym filtraénim papirem bylo vlozeno 50 semen ve dvou
opakovanich a poté se semena nechala klicit pfi pokojové teploté 22°C. Semena byla
odebirdna na zacatku, uprostfed a na konci kliceni. Pocet odebranych semen a dny odbéru
jsou uvedeny v tabulce ¢. 4. Odebrané vzorky semen byly zlyofilizovany ve vakuu
(lyofilizator ALPHA Martin Christ, Némecko) pii -50°C po dobu 48 h. Po lyofilizaci byla

semena zhomogenizovana pomoci laboratorniho mlynu.
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Tabulka ¢.4: Odbér semen na zacatku, uprostied a na konci kli¢eni

Luskovina Opakovani | Dny odbéru Mnozstvi odebranych semen
Hrach l. 0 10
Hrach 2. 0 10
Hréach 1. 2 16
Hréach 2. 2 18
Hrach 1. 3 24
Hrach 2. 3 19
Lupina l. 0 10
Lupina 2. 0 10
Lupina 1. 2 10
Lupina 2. 2 10
Lupina 1. 4 28
Lupina 2. 4 25
Soja 1. 0 10
Soja 2. 0 10
Soja 1. 2 10
Soja 2 2 10
Soja 1 4 22
Soja 2. 4 22
Bob 1. 0 10
Bob 2. 0 10
Bob 1. 4 11
Bob 2. 4 11
Bob 1. 8 28
Bob 2. 8 26
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4.2.2. Extrakce proteinii pro SDS-PAGE elektroforézu

K 50 mg navazeného zhomogenizovaného materidlu bylo pifidano 500 pl
extrakéniho pufru (0,0625 M Tris-HC1 o pH 6,8 + 2% SDS + 5% 2-merkaptoetanolu).
Smés byla dikladné¢ promichdna a extrahovdna po dobu 3 hodin. Po uplynuti doby
extrakce byla smés centrifugovana (6000 rpm, 4°C, 5 minut). Supernatant po centrifugaci
byl ptenesen do 1,5 ml mikrozkumavek a povaten ve vodni lazni po dobu 3 minut. Po
ochlazeni lze vzorek hned pouzit pro analyzu nebo jej lze zamrazit (-20°C) pro pozdéjsi

analyzu.

4.2.3. Analyza proteini pomoci SDS-PAGE elektroforézy

Pro analyzu proteinii semen luskovin byla pouzita deskova vertikalni elektroforéza
(model SE 600, Hoefer). Na SDS-PAGE elektroforézu byl pfipraven 10 % separacni a
3,75 % zaosttfovaci gel. Podrobné slozeni gelu je uvedeno v tabulce €. 5.

K 40 pl vody bylo pfidano 10 pl vzorkl s 12,5 ul nanaseciho pufru (5X LB: 5 ml
1.25 M Tris-HC1 [pH 6,8] + 2,3 g SDS + 10 ml glycerolu + 5 mg BPB) s
merkaptoethanolem. Vzorky byly naneseny v mnozstvi 10 pl na gel vzdy ve dvou
opakovanich. Na oba gely byl také pfidin v mnozstvi 10 ul marker ColorBurst
Electrophoresis Marker, 8-220 kDa.

Separace proteinti byla provedena pti napéti 200 V v prostiedi Tris-Glycinového

pufru (do 1 1=144 g glycinu + 30,3 g Trisu + 10g SDS) po dobu 4 hodin.
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Tabulka ¢. 5: SDS-PAGE elektroforéza (denaturacni systém)

Separacni gel (10%) Zaosttovaci gel (3,75 %)
H,O 42 ml 12,15 ml
AC/BIS 26,6 ml 2,5 ml
Pufr A 10 ml -
Pufr B - S5ml
SDS 800 ul 200 pl
Sifi¢itan sodny 60 ul 20 pl
Persinan amonny 400 pl 150 pul
TEMED 40 ul 20 ul

Poznamky:

Persiran amonny 15%

0,75 g+ 5 ml H,O

Acrylamid (30%)
Pufr A: 36,3 g Tris/100 ml, upraveni pH pomoci HCI na 8,8
Pufr B: 6 g Tris/ 100 ml, upraveni pH pomoci HCI na 6,8
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4.2.4. Detekce proteinovych pruhi

Detekce proteinovych pruhii probéhla pies noc v barvivu Coomassie Brilliant Blue
(1g CCB + 500 ml ethanolu + 100 ml kyseliny octové + 400 ml H,0), poté byl gel
ponechan po dobu cca 4 hodin v odbarvovacim roztoku (250 ml ethanolu + 100 ml
kyseliny octové + 650 ml H,0). Gel byl zafixovan ve fixacnim roztoku (450 ml etanolu +

30 ml glycerolu + 500 ml H,0) a osuSen.

4.2.5 Vyhodnoceni dat SDS-PAGE elektroforézy

Zpracovani dat probihalo dle nasledujicich bodu:

1. Gel byl pteveden do elektronické podoby oskenovanim.

2. Ziskané fotografie byly upraveny v grafickém software (ofiznuti fotografie,
upraveni velikosti, invertovani).

3. Data spekter proteinti byla vyhodnocena pomoci specialniho software Bioprofil.

4. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno v programu STATISTIKA. Pouzitymi
testovacimi testy byla ANOVA P< 0,05 a Fisheriv LSD test.
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5. Vysledky

5.1. Stanoveni HTS a kli¢ivosti semen

Pro stanoveni HTS a kli¢ivosti semen byly vybrany 4 druhy semen luskovin: hrach
sety-polni, lupina tzkolista, sdja lustinata a bob obecny. Primérna hmotnost tisice semen
luskovin se pohybovala od 364,7 do 569,7 g. Kli¢ivost semen se pohybovala od 80 do

99 %. HTS a kli¢ivost semen luskovin jsou uvedeny v tabulce €. 6.

Tabulka ¢.6: Hmotnost tisice semen a kli¢ivost semen luskovin

Luskovina Primérna HTS (g) | Smerodatna Klicivost
odchylka (%)
Hréach sety-polni 364,7 2,4 98
Lupina uzkolista 119,7 0,4 80
Soéja lustinata 210,1 5.9 99
Bob obecny 569,7 0,99 88
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5.2. Vyhodnoceni SDS-PAGE elektroforézy

Pro detekci proteinti pomoci SDS-PAGE elektroforézy byla vybrana nenakli¢ena
semena, semena uprostied procesu klieni a semena na konci kli¢eni so6ji lustinaté a bobu
obecného vzdy ve dvou opakovénich (obr ¢.4). Molekulové hmotnosti proteinli a relativni
zastoupeni (abundance) proteinii v % pochézeji z vyhodnoceni spekter proteinli pomoci
programu Bioprofil. Pro relativni zastoupeni proteinti v jednotlivych zénach beéhem kli¢eni
semen byl zhotoven graf (obr. .5 a 6).

Spektra proteinli naklicenych semen se odliSovala od spekter proteinl
nenaklicenych semen niz§i intenzitou proteinovych pruhl proteinovych o vysokych
molekulovych hmotnostech a zvySenym =zastoupenim proteinovych pruhti o nizsich
molekulovych hmotnostech (obr. €. 4). Béhem kli¢eni semen se snizilo relativni zastoupeni

proteinli v zonach nad 60 kDa, mezi 60-20 kDa a zvysilo se zastoupeni v oblasti do 20 kDa

12 kDva

& kDva

100 kDa '
G0 kDa .
45 kDva .
30 kDa
20 kDa '

(obr. 5 a 6).
i

b 1 11 12

220 kDa ! : = . fR
Obrazek €. 4: Spektra proteint semen soji luStinaté a bobu obeného
M-marker, 1,2-spektra proteinti nenaklicenych semen , 3,4-spektra proteinti nakli¢end semen s6ji ze 2. dne,

5,6 — spektra proteinil nenaklicenych semen soji ze 4. dne

7,8-spektra proteinti nenaklicenych semen bobu, 9,10 - spektra proteint naklicenych semen bobu ze 4. dne,

11,12- spektra proteind naklicenych semen bobu z 8. dne
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Tabulka ¢. 7: Molekulové hmotnosti proteintii u semen luskovin v jednotlivych fazich kliceni.

o o J2 J2 [4 4 o o 4 4 8 8
M (kDa) Séja lustinata (kDa) Bob obecny (kDa)
1 220 148,3 1149,9 |148,3 |148,3 |148,3 |[148,3 | 153 153 151,4 | 1514 | 146,7 146,7
2 100 89,6 (89,6 (89,6 |91,3 |93 93,9 1243 |125,7 {1229 |122,9 | 127,1 121,5
3 60 749 74,1 74,9 |75,7 |78 78,8 1974 1974 (98,3 |974 98,3 97,4
4 45 64,5 62,2 (62,2 |62,7 |651 |664 |853 853 |853 83,7 75,7 86,2
5 30 55,4 |554 55,6 |59,5 |57 53,4 69,8 (69,8 69,1 |67 67 74,9
6 20 50,6 (50,2 |50,2 [529 (534 (49,8 |61,6 |61,1 |61,6 |60 62,2 63,9
7 12 49,1 48,8 48,3 |51,4 |50 46,2 |57 57,4 58,1 58,1 55,8 58,1
8 8 46,9 46,3 46,3 (49,8 |46,5 |42,5 |53,1 |[534 50,4 |50,2 50,2 55,8
9 44,5 1442 |44 46 37 36,6 |50,6 50,6 |47.4 478 47,8 51,2
10 42,9 (4277 42,6 |439 353 |353 |47.6 |47.2 |45 45,5 45,5 48
11 41,3 41,3 |41 40,7 31,9 29,3 |44,6 449 43,1 43,4 433 45,7
12 37,7 37,2 |37 36,5 28,7 26,6 (43,3 43,7 |38 41,7 41,7 43,5
13 359 35,9 |355 |35,1 23,7 |22,5 |37 37,4 33,1 |409 38,4 41,9
14 324 (32,6 (31,1 (31,1 |147 |17,1 |33.6 338 [31,3 |38 32,1 38,8
15 28,4 27,7 26,8 (264 13,8 14,7 31,1 31,1 [24,6 |36,5 25,2 32,8
16 234 22,5 |223 |22 10,7 |13,7 27,1 (274 149 |[319 22,3 26,1
17 19,1 19,6 |14,6 14,7 |5 11 21,5 21,7 14,1 249 17,1 15,3
18 14,9 14,8 14,2 13,9 5 16,4 19,1 13,8 |22 15,1 14,1
19 143 (143 [13,8 |13,8 147 |164 (132 |15 14,4 11,5
20 13,9 13,9 [12,5 |12,4 14 148 [112 |14 14,1 9,1
21 13,7 13,8 |11,2 11 13,8 14 5,1 13,8 13,8 5,5
22 12,4 12,5 |5,8 5,4 11,1 13,8 11 11,6
23 11,5 |11,2 9,2 12,3 5,4 9.4
24 9,4 |10,3 5,7 11 5,5
25 6 6 9,4
25 52
M-marker
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Obrazek €. 5: Relativni zastoupeni proteini (abundance) v zénach molekulovych hmotnosti nad 60

kDa, mezi 60-20 kDa a do 20 kDa v jednotlivych dnech kli¢eni semen séji lustinaté
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Obrazek ¢. 6: Relativni zastoupeni proteini (abundance) v zonach molekulovych hmotnosti nad 60

kDa, mezi 60-20 kDa a do 20 kDa v jednotlivych dnech kli¢eni semen bobu obecného.
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Vyhodnoceni spekter proteinii semen s6ji lustinaté

Ve spektrech proteini nenaklicenych semen s6ji lustinaté na obr. ¢. 4 byly
detekovany proteinové pruhy o pfibliznych velikostech kolem 93 kDa, 75 kDa, 65 kDa, 46
kDa, 37-28 kDa, 14-11 kDa a 9-6 kDa. Hydrolyza proteini se projevila béhem 2. dne
kliceni semen s6ji na spektrech proteinli ve snizené intenzité proteinovych pruhli v
oblastech kolem 37-28 kDa. 4. den kli¢eni semen byl zaznamenan patrny pokles intenzity
proteinovych pruhti o pfibliznych velikostech kolem 93 kDa, 75 kDa, 65 kDa, 46 kDa, 37-
28 kDa a zvysila se intenzita proteinovych pruhtl v oblastech kolem 14-11 kDa a 9-6 kDa.

U nenakli¢enych semen s6ji lustinaté abundance (relativni zastoupeni proteinl)
(obr. €. 5) v zénach nad 60 kDa dosahovala 21%, mezi 60-20 kDa 50% a do 20 kDa 29%.
Béhem 4. dnt kli¢eni semen se snizila abundance proteinit v zonach nad 60 kDa na 17 %,

mezi 60-20 kDa na 43% a v zon€ do 20 kDa se abundance proteinli zvySila na 41%.

Vyhodnoceni spekter proteini bobu obecného

Spektra proteini nenaklicenych semen (obr. ¢. 4) bobu obecného obsahovala
proteinové pruhy o ptibliznych molekulovych hmotnostech kolem 97 kDa, 54 kDa, 43
kDa, 37 kDa, 16 kDa, 15 kDa, 13 kDa a 9-6 kDa. Béhem 4. a 8. dne kli¢eni semen doslo
ve spektrech proteinl k sniZeni intenzity proteinovych pruht o pfibliznych molekulovych
hmotnostech kolem 97 kDa, 54 kDa, 43 kDa, 37 kDa a k zvySeni zastoupeni proteinti v
oblasti o niz§ich molekulovych hmotnostech kolem 15-6 kDa oproti spektriim proteint
nenakli¢enych semen bobu obecného.

U nenakli¢enych semen bobu obecného (obr. €. 6) abundance proteini nad 60 kDa
dosahovala 15 %, mezi 60-20 kDa 50% a do 20 kDa 35%. 4. den kli¢eni semen se
abundance proteinli zvySila v oblasti do 20 kDa na 42%. Béhem 8. dnt kli¢eni semen se
abundance proteinti v oblasti mezi 60-20 kDa snizila na 40% a v zoné do 20 kDa se zvysila

na 47%.
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Pro detekci proteinti pomoci SDS-PAGE elektroforézy byla vybrana nenakli¢ena
semena, semena uprostied procesu kliceni a semena na konci kli¢eni hrachu setého-polniho
a lupiny uzkolisté¢ vzdy ve dvou opakovani. Molekulové hmotnosti proteinit a abundance
proteinli pochédzeji z vyhodnoceni spekter proteini pomoci programu Bioprofil. Pro
relativni zastoupeni (abundance) proteinti béhem kli¢eni semen byl zhotoven graf (obr. ¢ 8
a9).

Spektra proteinli nakli¢enych semen se od spekter proteinid nenakli¢enych semen
odliSovala ztratou proteinovych pruhtli, nizsi intenzitou proteinovych pruhii o vysokych
molekulovych hmotnostech a zvySenym =zastoupenim proteinovych pruhti o nizsich
molekulovych hmotnostech (obr. €. 7). Béhem kli¢eni semen se snizilo relativni zastoupeni
proteinli v zonach nad 60 kDa, mezi 60-20 kDa a zvysilo se zastoupeni v oblasti do 20 kDa

(obr. 8 a9).

Egﬂkna""‘"_"""_'-_'—'..__———-m--—--

100 kDa .
== ~

60 kDa

45 kDa |
30 kDa
20 kDa
12 kda |
8 kDa

10 11 12

Obrazek ¢.7: Spektra proteinii semen hrachu setého-polniho a lupiny uzkolisté

M-marker, 1,2- spektra nenakli¢enych semen hrachu, 3,4- spektra nakli¢enych semen hrachu ze 3. dne, 5,6- spektra
proteinti nakli¢enych semen hrachu z 6. dne

7, 8-spektra nenaklicena semen lupiny, 9,10-spektra nakli¢enych semena lupiny z 2. dne, 11,12-spektra proteinti
nakli¢enych semen lupiny ze 4. dne
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Tabulka ¢.8: Molekulové hmotnosti proteinii u semen luskovin v jednotlivych fazich klic¢eni.

0 0 3 3 6 6 0 0 2 2 4 4
M | Hrach sety (kDa) Lupina uzkolista (kDa)
1 220 (97,6 96,8 99,2 1992 92,7 [653 |91,1 92,7 |51,5 |80,2 |39,8 36,3
2 100 91,1 90,3 93,5 91,9 |63,6 |54,7 |81,7 80,9 |48 60,5 38,9 349
3 60 63,6 63,1 62,5 |61,5 |61,5 |51 78,7 653 [453 |564 37,5 |194
4 45 |57 56,8 |554 |552 552 ]46,2 |61,5 |60,5 |44 47,5 1342 |15
5 30 482 48,2 |51 50,6 50,6 (44,9 |54,7 [543 |43,2 (44,8 (32,6 |13.8
6 20 46,1 45,7 47,2 47,2 (47,2 |44,1 [523 |47,9 |41,5 43,3 [255 11,8
7 12 |45 44,6 46,4 46,1 46,1 |43,1 (484 44,7 344 (413 |18,6 |67
8 8 43,1 43,1 (44,8 44,7 |449 (39,9 |44 43,6 31,6 |349 |148
9 41,2 41,3 |43 43 44,1 |36,1 |43,4 |40,8 |27,1 |32,1 |13,7
10 40,6 40,3 |41 40,4 43,1 |32,6 |40,7 |37 18,6 18,8 |11,7
11 36,3 35,7 1394 35,7 1399 |284 |36,8 (342 |14,7 |148 |65
12 32,8 32,6 359 32,6 |36,1 |[24,6 |342 (31,6 |13,7 |13,7
13 25,8 25,8 (324 (243 |32,6 |18,8 (31,6 |20 11,6 |11,6
14 23,1 234 284 18,6 |284 |14,6 (182 |184 6,5 6,5
15 18,6 18,6 (24,6 |14,5 [24,6 |13,6 |14,7 |148
16 14,6 14,7 |18,8 |13,4 |18,8 |12,8 |13,6 |13,6
17 14,2 142 |14,6 (12,8 [14,6 |11 1,5 |11,5
18 13,8 13,8 |13,6 (11,3 |1,6 7,2 6,7 6,6
19 13,6 13,6 12,8 |7 12,8
20 13,3 13,3 10,9 11
21 12,3 12,6 6,8 7,1
22 10,5 10,8
23 8,9 9,2
24 6,8 6,7

32




M-marker

60
g
= 50
£
2
S 40
g, 30 ® Nad 60 kDa
3 ® 60-20 kDa
B 20 DO 20 kDa
N
s 10
k-
£ 0

0. den 3. den 6.den

Dny kliceni semen hrachu setého polniho

Obrazek ¢. 8: Relativni zastoupeni proteini (abundance) v zonach molekulovych hmotnosti nad 60

kda, mezi 60-20 kDa a do 20 kDa v jednotlivych dnech kli¢eni semen hrachu setého polniho.
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Dny kliceni semen lupiny uzkolisté

Obrazek ¢. 9: Relativni zastoupeni proteinti v zénach molekulovych hmotnosti nad 60 kda, mezi 60-20

kDa a do 20 kDa v jednotlivych dnech kli¢eni semen lupiny tzkolisté.
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Vyhodnoceni spekter proteinii semen hrachu setého

Spektra proteind nenaklicenych semen hrachu setého (obr. ¢. 7) obsahovala
proteinové pruhy o pfibliznych molekulovych hmotnostech kolem 99 kDa, 93 kDa, 65
kDa, 48-45 kDa, 40-36 kDa, 32 kDa, 25 kDa, 23 kDa a 19-7 kDa. Ve spektrech proteinii
nakliCenych semen ze 3. dne byl zaznamenan pokles intenzity proteinovych pruhl o
ptibliznych molekulovych hmotnostech kolem 99 kDa, 93 kDa, které jsou na gelu méné
viditelné, 65 kDa, 48-45 kDa, 40-36 kDa a 32 kDa. Naopak v oblastech s niz$i molekulovu
hmotnosti kolem 25-23 kDa a 19-7 doslo k zvysSeni zastoupeni proteinovych pruht.
Spektra proteinti naklicenych semen z 6. dne s porovnanim se spektry naklicenych semen
ze 3. dne se vyznalovala ztratou proteinovych pruhli o pfibliznych molekulovych
hmotnostech kolem 99 a 93 kDa.

U nenakli¢enych semen hrachu setého (obr. ¢. 8) abundance proteinii do 60 kDa
zaujimala 10%, mezi 60-20 kDa 43 % a do 20 kDa 47%. 3. den kli¢eni semen abundance
proteinli v zo6n€ nad 60 kDa klesla na 5%, mezi 60-20 kDa na 45% a v z6n€ do 20 kDa
stoupla na 50%. Béhem 6. dni kli¢eni semen abundance proteind v zon¢ nad 60 kDa se

snizila na 4%, mezi 60-20 kDa na 41% a do 20 kDa se abundace proteind zvysila na 55%.

Vyhodnoceni spekter proteinti semen lupiny uzkolisté

Spektra proteiniti nenakli¢enych semen lupiny tuzkolisté na obr. ¢. 7 obsahovala
proteinové pruhy o piibliznych molekulovych hmotnostech kolem 93 kDa, 81 kDa, 65
kDa, 54 kDa, 48-45 kDa, 37 kDa, 32 kDa a 15-12 kDa, 7 Kda. Spektra proteinii semen
nakli¢enych ze 2. dne se vyznaCovala ztrdtou proteinti o pfibliznych molekulovych
hmotnostech kolem 93 kDa, snizenou intenzitou proteinovych pruht v oblasti kolem
81-32 kDa a zvySenym zastoupenim proteinovych pruhti v zon¢ kolem 15-7 kDa. Ve
spektrech proteinll naklicenych semen ze 4. dne nebyly detekovany proteiny nad 39 kDa.

U nenakli¢enych semen lupiny tuzkolisté (obr. €. 9) abundance proteinti v zoné nad
60 kDa dosahovala 5%, mezi 60-20 kDa 49 % a do 20 kDa 47%. 2. den kliCeni semen
klesla abundance proteind na 1%, mezi 60-20 kDa 32% a do 20 kDa se abundance proteinli

zvysila na 67%. Béhem 4 dnt klieni semen se abundance proteinli v zon¢ nad 60 kDa
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snizila na 0%, mezi 60-20 kDa na 17% a v zé6n¢ do 20 kDa se abundance proteinti zvysila

na 83%.

100 S0 = S 2 0= S 7 0 S 5 0 S 5 0 4 0 S 20 - 20 - 1 0

Obrazek €. 10: Podobnost mezi druhy luskovin
2,3- spektra proteinti nenakli¢enych semen soji, 4,5-spektra proteinti naklicenych semen s¢ji z 2. dne,
6,7-spektra proteinti semen s6ji ze 4. dne

8,9-spektra proteinti nenakli¢enych semen bobu, 10,11-spektra proteinti naklicenych semen z 4. dne,

12,13-spektra proteint naklicenych semen ze 8. dne

16,17-spektra proteintl nenaklicenych semen hrachu, 18,19- spektra naklicenych semen z 3. dne, 20,21-

spektra proteinti naklicenych semen hrachu ze 6. dne

22,23-spektra proteini nenakli¢enych semen lupiny Gzskolisté, 24,25-spektra proteind naklicenych

semen lupiny tzskolisté z 2. dne, 26- spektrum proteint nakli¢enych semen lupiny tGzskolisté ze 4. dne
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Proteinové pruhy kolem 93 kDa byly detekovany ve spektrech proteinii hrachu
setého, bobu obecného a lupiny uzkolisté. Ve spektrech naklicenych semen hrachu a bobu
mély proteinové pruhy kolem 93 kDa niz8§i intenzitu oproti spektrim proteinl
nenakli¢enych semen.

Intenzita proteinovych pruht pfiblizné kolem 65 kDa se snizila ve spektrech
nakli¢enych semen s6ji lustinaté, hrachu seté¢ho a lupiny uzkolisté.

Intenzita proteinovych pruhil v zoné€ piiblizné kolem 45 kDa klesla ve spektrech
proteinti nakli¢enych semen bobu obecného a lupiny tzkolisté.

Intenzita proteinovych pruhti pfiblizné kolem 37 kDa klesla u spekter proteint
nakli¢enych semen s6ji lustinaté, bobu obecného, hrachu setého a lupiny uzkolisté.

Proteinovymi pruhy ptiblizné kolem 32 kDa se shodovala spektra proteinli hrachu
seté¢ho, spektra nenakli¢enych a nakli¢enych semen lupiny uzkolisté z 2. dne.

Zona do 15 kDa u spekter proteini nakli¢enych semen lupiny tzkolist¢ a bobu
obecného meéla vysSi zastoupeni proteinovych pruhli oproti spektrim proteini

nenaklicenych semen bobu obecného a lupiny uzkolisté.
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5. 3. Statistické vyhodnoceni

Ukolem statistického vyhodnoceni bylo odlisit relativni zastoupeni proteintl v
jednotlivych zonach spekter proteinti u semen luskovin na konci kli¢eni. Proteiny byly ve
spektrech rozdéleny do 3 zon-nad 60 kDa, mezi 60-20 kDa a do 20 kDa. Poté %
relativniho zastoupeni proteinti, kterd pochazeji z vyhodnoceni spekter proteinli pomoci
programu Bioprofil, byla v jednotlivych zénach sectena. Pro statistické odliSeni relativniho
zastoupeni proteinti v jednotlivych zdénach byl pouzit Fisherv LSD test v programu
STATISTIKA. Rozdilnd pismena v tabulce ¢. 9 vyjadiuji rozdil v relativnim zastoupeni
proteinii v jednotlivych zonach na konci kliceni semen luskovin. Pro relativni zastoupeni

proteinti byl zhotoven graf (obr. €. 10).

Tabulka ¢.9: Porovnani abundanci proteint mezi jednotlivymi druhy luskovin na konci kli¢eni pomoci

Fisherova LSD testu
Fishertiv LSD test
Luskovina Zo6ny Abundance Porovnani
Lupina tzskolistd |Nad 60 kDa |0 a
Hrach sety Nad 60 kda 3.9 a
Bob obecny Nad 60 kDa 12,7 b
Lupina tzskolistd |20-60 kDa 16,7 b
S¢ja lustinata Nad 60 kDa |16,8 b
Bob obecny 20- 60 kDa 40,2 c
Soéja lustinata Do 20 kDa 40,65 c
Hrach sety 20-60 kDa 41,15 Cc
S¢ja lustinata 20-60 kDa 42,7 cd
Bob obecny Do 20 kDa 47,15 d
Hrach sety Do 20 kDa 55,05 e
Lupina tzskolistda | Do 20 kDa 83,3 f
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Nejvice statisticky odliSné v abundanci proteini byly zény do 20 kDa u semen
hrachu setého-polniho a lupiny uzkolisté na konci kliceni

Dalsi statisticka hodnoceni jsou uvedena v piiloze ¢.9

Obrazek ¢.10: Relativni zastoupeni (abundance) proteinii ( %) v zénach molekulovych hmotnosti nad

60 kDa, mezi 60-20 kDa a do 20 kDa na konci kli¢eni semen luskovin.
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Semena na konci kliéeni u jednotlivych druhi luskovin

Nejvetsi relativni zastoupeni (abundance) proteini ze vSech semen luskovin na

konci kli¢eni bylo u semen lupiny tzkolisté v zon¢€ do 20 kDa.
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6. Diskuse

Pomoci SDS-PAGE elektroforézy se podaiilo prokazat zmény v relativnim
zastoupeni proteini zplisobené hydrolyzou béhem kliceni semen u jednotlivych druhil
luskovin (Savelkoul et al., 1992).

U semen so6ji lustinaté se projevovaly zmény v proteinech 2. den kli¢eni semen, coz
je v souladu s vysledky Savelkoul et al. (1992). U bobu obecného byly zmény v zastoupeni
proteinli pozorovany 4. den kli¢eni semen. Savelkoul et. al. (1992) uvadi, Ze u semen bobu
obecného dochazi ke zménam ve spektru proteind jiz béhem 2. a 3. dne klic¢eni.

Zmény ve spektrech proteinii béhem kli¢eni semen lukovin se projevovaly ztratou
proteinovych pruhtli, snizenou intenzitou vysokomolekuldrnich proteinovych pruh a
zvySenym zastoupenim proteinovych pruhi nizkomolekularnich.

Ve spektrech proteinii nakli¢enych semen bobu obecného a lupiny uzkolisté se
zvysilo zastoupeni proteinovych pruhti do 15 kDa o niz§ich molekulovych hmotnostech v
porovnani se spektry proteini nenakli¢enych semen. Proteinové pruhy o nizSich
molekulovych hmotnostech podle Ahmed et al. (1995) mohou byt aminokyselinami, ¢i
peptidy o niz§ich molekulovych hmotnostech, které vznikaji St€penim zasobnich proteinii
behem kli¢eni semen rodu Lupinus a bobu obecného.

Spektra proteinii nenaklicenych semen lupiny uzkolisté obsahovala proteinové
pruhy o velikostech 93 kDa, 65 kDa, 48-45 kDa a 37 kDa. Ve spektrech naklicenych
semen lupiny uzkolisté nebyly detekovany 93 kDa, 65 kDa, 48-45 kDa. Tyto vysledky se
nejvice shoduji s vysledky Rumiyati et al.(2012).

Ve spektrech proteini naklicenych semen hrachu set¢ho nebyly detekovany
proteinové pruhy o velikostech 99 kDa, 93 kDa a 65 kDa, byl zaznamenan pokles
proteinovych pruhli o velikosti pfiblizn¢ mezi 48-45, 40-36 kDa a zvysila se intenzita
proteinovych pruhii pfiblizn¢ mezi 25-23 kDa, coz odpovidd vysledkim Martinez-
Villaluenga et al. (2008). Ve spektrech proteini naklicenych semen so6ji z 2. dne klesla
intenzita proteinovych pruhli v oblastech ptiblizné mezi 37-25 kDa v oblastech, které uvadi
Savelkoul et al. (1992). Ahmed et al. (1995) tvrdi, ze tyto postupné snizujici proteiny jsou
zdrojem aminokyselin slouzici pro stavbu novych proteini.

V diplomové praci se podatilo zhodnotit zmény v profilech zasobnich proteinti u

kli¢icich semen luskovin. Vysledky z SDS-PAGE elektroforézy dokazaly, ze b&hem
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kliceni semen luskovin dochazi k postupnému odbouravéani zasobnich proteinii pomoci
hydrolytickych enzymii a vytvareji se nové proteiny (Ahmed et al., 1995). Tyto vysledky
jsou v souladu se zjiSténimi ostatnich autorti. Zjist€éné zmény ve spektru proteinli
nakli¢enych semen se liSily podle druhu luskoviny. Spektra proteinii naklicenych semen
hmotnostech obdobné jako ve studiich Ahmed et al.(1995) a Martinez-Villaluenga et al.
(2008). U semen lupiny uzkolist¢ byl ponckud odliSny charakter spektra zasobnich
proteinti. Spektra proteinti semen lupiny uzkolisté na konci kliceni se odliSovala od spekter
proteini nenakli¢enych semen ztratou velkého mnozstvi proteinovych pruhli o vysokych
molekulovych hmotnostech a zvySenou intenzitou proteinovych pruhti o nizSich
molekulovych hmotnostech. Tyto vysledky byly potvrzeny ve studiich Ahmed et al.(1995)
a Rumiyati et al.(2012). Detekce proteini pomoci SDS-PAGE elektroforézy u klic¢icich
semen luskovin by mohla byt vyuzita pro stanoveni biolologické aktivity semen v
semenafstvi a ve Slechténi rostlin. Pro diikladnéj$i analyzu proteinti je mozné pred SDS-
PAGE elektroforézu zatadit frakcionaci proteinti podle Osbornovy metody a urcit, které
skupiny rozpustnych proteinli se ucastni kli¢eni semen. U jednotlivych skupin proteinii
nakli¢enych semen luskovin lze s pouzitim vysokotlaké chromatografie (HPCL) stanovit
zastoupeni aminokyselin (Martinez-Villaluenga et al., 2008). Dale je mozné u kli¢icich
semen luskovin zméfit enzymatickou aktivitu a zjistit obsah inhibitort trypsinu, lektind,
které jsou soucasti rozpustnych proteinii albuminii a slouzi jako ochrana pted skudci
(Casey, 1999; Domoney, 1999). Klicici semena luskovin se rovnéz pouzivaji v
biotechnologickych aplikacich jako zdroje enzymi (Das et al.,, 1997, Kayastha &
Srivastava, 2001; Tripathi et al., 2007; Dwevedi et al., 2009; Kumar et al., 2009 ).

Podrobnéjsi uplatnéni enzymt je uvedeno v literarnim piehledu.
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7. Zavér

Cilem diplomové prace bylo hodnoceni zmén v zasobnich profilech protein semen
béhem kli¢eni u 4 druhti luskovin: s¢ji lustinaté, bobu obecného, hrachu setého-polniho a
lupiny uzkolist¢é pomoci SDS-PAGE elektroforézy. Béhem kliceni semen dochazelo ke
Stépeni proteinti na mensi peptidy. V jednotlivych spektrech proteind se tyto zmény
projevovaly ztratou, sniZzenou intenzitou proteinovych pruhi o vysokych molekulovych
hmotnostech a zvySenym zastoupenim proteinovych pruht o nizSich molekulovych
hmotnostech. Relativni zastoupeni proteinii béhem kliceni semen se liSilo podle druhu

luskoviny:

* U s¢ji lustinaté béhem kliceni semen klesla intenzita proteinovych pruhli o
ptibliznych molekulovych hmotnostech kolem 93 kDa, 65 kDa, 46 kDa, 37-28 kDa a
zvysila se intenzita proteinovych pruht kolem 14-11 kDa, 9-6 kDa. Relativni zastoupeni
(abundance) proteinti se béhem kliceni s6ji lustinaté v zonach nad 60 kDa snizilo z 21% na
17%, mezi 60-20 kDa z 50% na 43% a v zénach do 20 kDa se zvysilo z 29% na 41%.

* U bobu obecného béhem kli¢eni semen se sniZila intenzita proteinovych pruhti o
ptibliznych molekulovych hmotnostech kolem 97 kDa, 54 kDa, 43 kDa, 37 kDa a zvysilo
se zastoupeni proteinovych pruhti v oblasti 15-6 kDa. Relativni zastoupeni (abundance)
proteinl se béhem kliceni semen bobu obecného v zénach nad 60 kDa snizilo z 15% na
13%, mezi 60-20 kDa z 50% na 40% a v zoénach do 20 kDa se zvysilo z 35% na 47%.

* U hrachu set¢ho béhem kliceni semen se ztratily proteinové pruhy o pfibliznych
molekulovych hmotnostech kolem 99 kDa, 93 kDa, snizila se intenzita proteinovych pruhti
o ptibliznych velikostech 65 kDa, 48-45 kDa, 40-36 kDa, 32 kDa a zvysilo se zastoupeni
proteinovych pruhil v rozpéti mezi 25-23 kDa, 19-7 kDa. Relativni zastoupeni (abundance)
proteint se béhem kli¢eni semen hrachu snizilo v zénach nad 60 kDa z 10% na 4%, mezi
60-20 kDa z 43% na 41% a v zonach do 20 kDa z 47% na 55%.

* U lupiny uzkolisté béhem kli¢eni semen nebyly detekovany proteinové pruhy nad
39 kDa a zvysilo se zastoupeni proteinovych pruht v rozpéti mezi 15-6 kDa. Relativni
zastoupeni (abundance) proteint se béhem kli¢eni semen lupiny uzkolisté sniZilo v zonach
nad 60 kDa z 5% na 0%, mezi 60-20 kDa z 49% na 17% a v zonach do 20 kDa z 67% na
83%.
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Pomoci SDS-PAGE elektroforézy se podatfilo prokdzat zmény v relativnim
zastoupeni proteinovych pruhti v riznych fazich kliceni semen luskovin. Pro dikladné;si
analyzu by bylo vhodné zatradit pfed SDS-PAGE elektroforézou frakcionaci proteinii podle
Osbornovy metody a urcit, které rozpustné skupiny proteint se ti€astni pii kliceni semen

luskovin.
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9. Prilohy

Piiloha ¢.1: Hodnoceni statistické priikaznosti vlivu jednotlivych faktori na abundanci proteini

(relativni zastoupeni proteinti) na za¢atku kli¢eni semen.

ANOVA
Suma c¢tverct Stupent Primérné F P

odchylek volnosti ¢islo
Intercept 26746,73 1 26746,73 65758,491 0,000000
Druh 0,01 3 0,00 0,001 0,999964
Interval
molekulové

5389,08 2 2694,54 680,869 0,000001
hmotnosti
Druh*interval

lekulové

foferuiove 864,27 6 144,05 36,398 0,000001
hmotnosti
Error 47.49 12 3,96

Abundance proteind (relativni zastoupeni proteintt) na zacatku kliceni semen luskovin byla ovlivnéna
intervalem molekulové hmotnosti, vzajemnou interakci druhu a intervalu molekulové hmotnosti. Abundance

proteini nebyla ovlivnéna druhem.
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Piiloha ¢.2: Porovnani abundaci (relativniho zastoupeni proteinti) podle oblasti molekulovych

hmotnosti a druhu luskoviny na zac¢atku kli¢eni semen.

LSD TEST

Luskovina Oblasti Abundance Porovnani
Lupina tzskolista Nad 60 kDa 4,7 a
Hrach sety Nad 60 kDa 10,3 b
Bob obecny Nad 60 kDa 14,8 C
Soja lustinata Nad 60 kDa 21,25 d
Soja lustinata Do 20 kDa 28,7 e
Bob obecny Do 20 kDa 35,15 f
Hrach sety 20-60 kDa 42,8 g
Lupina tzskolista Do 20 kDa 46,85 gh
Hréch sety Do 20 kDa 47,15 h
Lupina tzskolista 20-60 kDa 48,55 h
Bob obecny 20-60 kDa 50,15 h
S¢ja lustinata 20-60 kDa 50,2 h

Rozdilna pismena vyjadiuji statistickou odliSnost. Nejvice statisticky odli$né v relativnim
zastoupeni proteinil na zac¢atku kli¢eni semen luskovin byly oblasti nad 60 kDa u lupiny, hrachu, s6ji, bobu a

oblasti do 20 kDa u s6ji a bobu.
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Priloha ¢.3: Hodnoceni statistické zavislosti vlivu druhu a intervalu molekulové hmotnosti na

abundanci proteint v poloviné kli¢eni semen.

ANOVA
Suma étvercti | Stupefi volnosti | Primérné F P
Cislo
Intercept 27249,82 1 27249,82 726,8153 0,000000
Druh 35,40 3 11,80 0,3148 0,814465
Interval 7925,05 2 3962,53 105,6897 0,000000
molekulové
hmotnosti
Druh*interval 1405,67 6 234,28 60,2487 0,003575
molekulové
hmotnosti
Error 449,91 12 37,49

Na zéklad¢ hladiny vyznamnosti 0,05 byla abundance proteint v poloviné kli¢eni semen ovlivnéna

intervalem molekulové hmotnosti a vzajemnou interakci druhu a intervalu molekulové hmotnosti. Abundance

proteinti nebyla ovlivnéna druhem.
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Piiloha ¢.4: Porovnani abundanci proteini podle oblasti u jednotlivych semen luskovin v poloviné

Kkli¢eni.
LSD
Luskovina Oblasti Abundance Porovnéni
Lupina tzskolistd |Nad 60 kDa 0 a
Hrach sety Nad 60 kda 3.9 a
Bob obecny Nad 60 kDa 12,7 b
Lupina tzskolista |20-60 kDa 16,7 b
Soéja lustinata Nad 60 kDa 16,8 b
Bob obecny 20- 60 kDa 40,2 c
Soja lustinata Do 20 kDa 40,65 c
Hrach sety 20-60 kDa 41,15 c
Soéja lustinata 20-60 kDa 42,7 cd
Bob obecny Do 20 kDa 47,15 d
Hréch sety Do 20 kDa 55,05 e
Lupina uzskolista | Do 20 kDa 83,3 f

Nejvice statisticky odlisné v abundanci proteini byly oblasti do 20 kDa u semen hrachu a lupiny v poloviné

kli¢eni semen luskovin.
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Piiloha ¢. 5: Hodnoceni vlivu druhu a intervalu molekulové hmotnosti proteini na abundanci

proteini u spekter proteint na konci kli¢eni semen luskovin.

ANOVA
Suma c¢tverct Stupeni Primérné F P
volnosti ¢islo
Intercept 26706,68 1 26706,68 5154,072 0,000000
Druh 0,01 3 0,00 0,01 0,999982
Interval
molekulové
9328,29 2 4664,15 900,125 0,000000
hmotnosti
Druh*interval
molekulove | 555 46 6 565,91 109,214 0,00000
hmotnosti
Error 62,18 12 5,18

Na zakladé¢ hladiny vyznamnosti 0,05 byla abundance proteinti na konci kli¢eni semen ovlivnéna intervalem
molekulové hmotnosti a vzajemnou interakcei intervalu molekulové hmotnosti a druhu. Abundance nebyla

ovlivnéna druhem.
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Piiloha €. 6 :Vliv jednotlivych faktorti na abundanci proteint ( relativni zastoupeni proteinii) béhem

kli¢eni semen luskovin.

ANOVA
Suma ¢tverct Stupné Primérné F P
volnosti ¢islo
Intercept 80701,53 1 80701,53 5191,896 0,000000
Druh 12,21 3 4,07 0,262 0,852428
Doba kli¢eni 1,7 3 0,85 0,055 0,946938
Interval
molekulové 20691,09 2 10345,55 665,576 0,000000
hmotnosti
Druh*doba 23,21 6 3,87 0,247 0,956590
kli¢eni
Druh*interval
molekulové 4514,83 6 752,47 48,410 0,000000
hmotnosti
Doba kli¢eni*
interval 1951,33 4 487,83 31,385 0,000000
molekulové
hmotnosti
Druh*doba
kli¢eni* 1150,57 12 95,98 6,168 0,000010
interval
molekulové
hmotnosti
Error 559,57 36 15,54

Na zaklad¢ hladiny vyznamnosti 0,05 byla abundance proteint ovlivnéna intervalem molekulové

hmotnosti, vzédjemnou interakci druhu a intervalu molekulové hmotnosti, vzajemnou interakci doby kliceni

semen a intervalu molekulové hmotnosti, vzajemnou interakci druhu, vzajemnymi interakcemi doby kliceni,

intervalu molekulové hmotnosti a intervalu molekulové hmotnosti. Abundance proteinii nebyla ovlivnéna

druhem, dobou kliceni a vzajemnou interakci doby kliceni a druhu.
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