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Zhrnutie:

Tato dizertaCna praca je zamerana na Studium chemického zloZenia osemenia
hrachu siateho (Pisum sativum) a interpretaciu ziskanych dat v kontexte fyzikalnej
dormacie semien. Okrem toho bola zamerana pozornost aj na Studium chemickych

zmien v osemeni hrachu siateho po simulacii teplotného cyklovania semien.

Uvod dizertagnej prace v kratkosti poukazuje na vyznam dormancie semien v
prirode a jej neZiaduce pdsobenie v polnohospodarstve. V teoretickej Casti su zhrnuté
techniky, ktoré boli do dnesnej doby vyuZité v analyze rastlinnych pletiv. Podrobnejsie
su diskutované metddy, ktoré boli zamerané na analyzu rastlinnych pletiv v osemeni.
V tejto Casti je tieZ prehladne predstavena stavba osemenia u strukovin a problematika
fyzikalnej dormacie a jej regulacie (zameranej najma na vplyv teploty na chemické

zmeny v osemeni).

V experimentalnej Casti boli vyvinuté metddy pre analyzu povrchov osemeni
hrachu zalozenych na hmotnostnej spektrometrii s (matricou asistovanou) laserovou
desorpciou/ionizaciou ((MA)LDI-MS) a s ionizaciou priamou sondou pre analyzu
pevnych latok za atmosferického tlaku (ASAP-MS). Boli optimalizované
experimentalne parametre a presStudované moznosti vyuZitia idbnovo mobilitnej
separacie pre identifikaciu latok. Tieto metddy boli aplikované na analyzu semien
Siestich vybranych odréd hrachu siateho, troch dormantnych (D) a troch
nedormantnych (N). Jednalo sa o dormantné (divoké) semena druhu Pisum sativum
subsp. elatius (genotypy JI64, VIR320, L100) a semena nedormantného (kulturneho)
hrachu Pisum sativum subsp. sativum (genotypy JI192, Cameor, Terno). Nasledne boli
experimenty rozSirené aj o analyzu RIL linii (rekombinantne krizené linie) hrachu
siateho, ziskané vzajomnym krizenim genotypov JI64 a JI92. Pre Studium distribucie
analytov na povrchu osemeni bolo vyuzité aj hmotnostno spektrometricke
zobrazovanie. ASAP-MS bola na priamu analyzu povrchu semien strukovin pouzita
prvykrat. (MA)LDI-MS a ASAP-MS v kombinacii s viacrozmernymi Statistickymi
metddami, PCA a OPLS-DA, umoznili meranim osemeni zrelych semien klasifikaciu
(rozlisenie) dormantnych a nedormantnych genotypov hrachu. Tymito technikami boli
najdené markery so signifikantnym signalom pre dormantné genotypy hrachu, a to

hydroxylované a nasytené vysSie mastné kyseliny.



V zavere experimentalnej Casti je rieSena problematika zamerana Studium
chemickych zmien v osemeni hrachu po simulovanom teplotnom cyklovani (periodické
zmeny zniZzovania a zvySovania teploty, konkrétne na teploty 25 a 60°C). V tejto studii
bola pozornost zamerana na dva vybrané genotypy T14/5 (Ciselny kéd 86) a P016
(Ciselny kod 17), ktoré boli analyzované pomocou technik infracervenej spektroskopie
(ATR-FTIR) a hmotnostnej spektrometrie s vyuZitim laserovej desorpsie/ionizacie
(LDI-MS) a tiez v spojeni s kvapalinovou chromatografiou (LC/ESI-MS). Bolo zistené,
Ze genotypy po teplothom cyklovani variuju v obsahu niektorych latok oproti svojim
kontrolam. V genotype 86 bol detekovany vyS8Si obsah galokatechinu a diméru
galokatechinu po teplotnom cyklovani. Pri genotype 17 bol po cyklovani pozorovany
pokles obsahu saponinu (chromosaponinu I). Tieto latky sa mézu podiefat’ na regulacii

dormancie u tychto semien.

Techniky LDI-MS a ASAP-MS predstavuju uzito¢ny nastroj v priamej analyze
rastinného materidlu a umozfuju detailnu analyzu profilu mastnych kyselin v
povrchovych vrstvach rastlinnych pletiv bez nutnosti extrakcie semena rozpustadlami,
ktora je pracna a méze byt zdrojom chyb (napr. vznikom neZiaducich artefaktov,
malym extrakénym vytazkom apod.). Velkou vyhodou vyvinutej ASAP-MS techniky je
moznost analyzovat zloZenia osemenia na celych kompaktnych a neporusenych

semenach.



Summary:

This dissertation thesis is focused on the study of the chemical composition of
Pisum sativum and on the interpretation of obtained data in the context of physical
dormancy of seeds. In addition, the attention was also focused on the investigation of
chemical changes in pea seeds after temperature cycling simulation.

The importance of seed dormancy in the nature and its undesirable features in
agricultural field is described in the Introduction. The techniques that have been
performed to date in the analysis of plant tissues are summarized as well. Techniques
used in the seed coat analysis are also discussed in more details. In this part, the
structure of seed coat from legumes and the issue of physical dormancy and its
regulation (including the influence of temperature) are also presented.

In the experimental part, methods for the analysis of seed coat surface utilizing
mass spectrometry with (matrix assisted) laser desorption / ionization ((MA)LDI-MS)
and Atmospheric Solid Analysis Probe (ASAP-MS) were developed. The experimental
parameters were optimized and the possibilities of using ion mobility separation for
marker identification were investigated. These methods were applied to the analysis of
seeds from six selected varieties of pea, three dormant (D) and three nondormant (N).
Dormant (wild) seeds Pisum sativum subsp. elatius (genotypes Ji64, VIR320, L100)
and nondormant (cultivated) seeds Pisum sativum subsp. sativum (genotypes JI92,
Cameor, Terno) were studied. Subsequently, the experiments were extended by
analysis of RIL lines (recombinant cross lines) of pea, obtained with breeding of JI64
and JI92 genotypes. Mass spectrometric imaging was used to study the distribution of
analytes on the seed coat surface. ASAP-MS was used for the direct analysis of
legume seed coat surface for the first time. (MA)LDI-MS and ASAP-MS in combination
with multidimensional statistics, PCA and OPLS-DA, allowed to classify dry and mature
seeds with respect to dormancy (separate them into dormant and nondormant group).
These techniques revealed markers with significant signal for dormant pea genotypes,

namely hydroxylated and saturated very long chain fatty acids.

Besides, chemical changes in the pea seed coats after thermal cycling were
investigated. In this study, the attention was focused on genotype T14/5 (code number
86) and P016 (code number 17), that were analyzed using infrared spectroscopy

(ATR-FTIR), laser desorption/ionization mass spectrometry (LDI-MS) and



chromatography/mass spectrometry (LC/ESI-MS). It was revealed that genotypes after
thermal cycling vary significantly in the content of some substances compared to their
controls. In genotype 86, a higher content of gallocatechin and gallocatechin dimer was
detected after thermal cycling. In genotype 17, a decrease in saponin (chromosaponin
[) content was observed after thermal cycling. These substances may be involved in

the regulation of dormancy in these seeds.

LDI-MS a ASAP-MS techniques represent a useful tool in direct analysis of plant
material and allow detailed analysis of the fatty acid profile in the surface layers of plant
tissues without the solvent extraction of the seeds, that is laborious and can be a
source of errors (e.g. a great advantage of the developed ASAP-MS technique is the

ability to analyze the composition of the seed coat on intact seeds).
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1. Uvod

Kliivost semien je kluCovym krokom pri zachovani a Sireni jednotlivych druhov
rastlin na Zemi. U rastlinnych semien je v prirode bezné, Ze aj za priaznivych
podmienok z nich vykligi iba urgita &ast. DalSia &ast z nich v rovnakych podmienkach
naopak kli¢eniu nepodlieha, o umozriuje rastlinnému druhu napriklad preZit pripadné
buduce nepriaznivé obdobia. Tymto sa zabezpecuje pokratovanie daného rastlinného
druhu aj z dlhodobého hfadiska. Tento jav, poCas ktorého Zivotaschopné semienko
nevstupuje do fazy kliCenia aj napriek optimalnym okolitym podmienkam, sa nazyva
dormancial. U semien divokych druhov rastlin je dormancia vyznamnym faktorom
prezivania druhu. Naopak, semena polnohospodarskych plodin su Slachtené tak, aby
boli nedormantné a dochadzalo k jednotnému kliceniu so zamerom ziskania velke;j

produktivity v ¢o najkratSom Case.

Tato dizertaCnd praca je zamerana na Studium chemického zlozenia
povrchovej vrstvy osemenia pomocou instrumentalnych analytickych metéd, najma
vysokorozliSujucou tandemovou hmotnostnou spektrometriou. Latky, ktorych obsah sa
vyznamne liSia medzi dormantnymi a nedormantnymi genotypmi daného rastlinného
druhu, sa m6zu podielat na regulacii dormancie, napriklad ovplyviiovat permeabilitu
vody a plynov skrz rastlinné osemenie smerom k embryu do vnutri semena (tj. princip
fyzikalnej dormancie)!. Dormancia semien moze byt ovplyviiovana tiez exogénnymi
podmienkami (UV Ziarenie, typ a vlastnosti pddy, teplota, atd.). Preto bolo chemické
zlozenie osemenia analyzované aj po simulacii teplotného cyklovania, ku ktorému
v prirode Casto dochadza.

Objektom zaujmu sa stali semena hrachu siateho (Pisum sativum), ktorého
vyznam v fudskej strave je aj dnes nepostradatelny. Hrach siaty je vyznamnym
zastupcom zo skupiny strukovin a podfa FAO (Food and Agriculture Organization)
patri medzi najvaésich producentov hrachu Kanada, Rusko, Cina, USA a Ukrajina.
Rastuca svetova populacia, najma v rozvojovych krajinach, neustale pohana dopyt po
tejto komodite. Prehibenie poznatkov o latkach, ktoré by mohli ovplyviiovat jeho
dormanciu, ma vyznam nielen pre zakladny vyskum a biolégiu, ale aj pre

pofnohospodarstvo a potravinarsky priemysel.



2. Teoreticka cast’

2.1 Uvod do analyzy rastlinnych pletiv

Chemicka analyza latok je v dnesSnej dobe nenahraditelny nastroj vo vSetkych
oblastiach Zivota a metddy analytickej chémie najdeme prakticky v kazdom odbore
prirodnych vied. Vynimkou nie je ani rastlinna bioldgia, v ktorej chemicka analyza

poskytuje délezité informacie o rastlinach na molekularnej urovni.

Vo vSeobecnosti je Studium chemického zlozenia rastlinnych pletiv velmi obsiahlou
kapitolou analytickej chémie a prinada délezité poznatky pre biologické, biochemicke,
enviromentalne a ekologické odvetvia (pri objasfiovani procesov a zmien v rastlinach,
napr. pri poésobeni exogénnych Cinitelov), ako aj pre farmaciu (pri identifikacii a
kvantifikacii terapeuticky vyznamnych substancii), pre potravinarske vedy a
technolégiu (hodnotenie nutricno a chutovo vyznamnych latok), polnohospodarstvo a
biotechnoldgiu. V analytickej chémii tvori vyznamné odvetvie analyza organickych
latok, ktoré sa vyznaCuju obrovskou rozmanitostou. Tuto rozmanitost zaroven
rozSiruju procesy, ktorym sledované organické latky podliehaju (biotransformacia,
premeny ucinkom tepla a svetla). Chemicka analyza vie poskytnut informacie o
distribucii latok v rastlinnych pletivach. Je uzito€na pri objasfiovani ich Struktury a
biologickej funkcie. Nasledujuca kapitola v tejto dizertaCnej praci bude zamerana na

chemicku analyzu organickych zlu¢enin v rastlinnych pletivach.

V rastlinnej fyzioldgii su najCastejSie pouzivané fytochemické analyzy
zamerané na stanovenie rastlinnych regulatorov rastu. Délezitou sucastou je aj
stanovenie fytotoxinov a fytoalexinov (ich tvorba je odpovedou na
mikrobidlny/fungalny stress). Velmi vyznamna je aj analyza fytohormdnov?,
alkaloidov®, fenolickych glykozidov* a mnohych dal$ich latok®, ktoré su ako signalne
molekuly zodpovedné za defenzivu rastliny proti antagonistom®. Dalej, rastlinné
steroidy (phytoecdysteroidy®) alebo prchavé terpény zase mézu pdsobit ako kimne
atraktanty, alebo repelenty pre hmyz’. Niektoré rastlinné metabolity zo skupiny
prchavych terpénov (napr. cineol) su produkované korenmi a listami rastlin, ¢im sa
brani rastu inych druhov rastlin v ich okoli®. Chemickéa analyza bola zamerana aj
na Studie fosilneho materialu za ucelom nalezu chemickych latok pochadzajucich
z rastlin. Vyskum fosilii ihli€nanov z doby Eocénu a Miocénu ukazal, Ze vo fosilnom

materiali mézu byt zachované napriklad prekurzory terpenoidov®°, V literatire sa



objavuju informacie aj o chemickej analyze odolnych rastlinnych biopolyméroch (kutin,
algaenan, sporopollenin, lignin) vo fosilnom materialil*. Chemickou analyzou sa da
prispiet ku klasifikacii rastlin pokryvajucich zemsky povrch v minulosti. Na taxonomické
ucely su najviac vyuzivané profily flavonoidov, ale aj mnohych inych skupin zlu€enin
ako su alkaloidy, neproteinové aminokyseliny a terpény?*?,

Je treba dodat, Ze pre ziskanie vysledkov dobre popisujucich procesy
prebiehajuce v rastlinnych pletivach je velmi dolezity aj samotny vyber rastlinnych
vzoriek, ich uskladnenie a dostatoény pocet biologickych a chemickych opakovani
analytickych merani. Velmi €asto je k analyze dostupné len malé mnoZstvo rastlinného
materialu a analyty su dostupné vo vefmi Sirokom rozsahu koncentracii od majoritnych
az po stopové. Tieto aspekty je nutné zohladnit pri vyvoji analytickych technik a

postupov.

2.2 Analytické techniky vyuzivané pri vyskumu rastlinného materialu

V priebehu C€asu boli vypracované analytické metédy zaloZzené na technikach
separacnych, elektroanalytickych i spektralnych. Metédy zaloZené na extrakcii a
analyze separacnymi metdédami a ich kombinacii so spektralnou detekciou su v oblasti
analyzy rastlinného materialu Standardné. Ich moznosti a obmedzenia su zhrnuté v
prehladovych ¢lankoch'®14, Ciefom nasledujucej kapitoly je pribliZzenie problematiky
analyzy rastlinnych pletiv priamymi technikami a tiez predstavenie latok, ktoré boli

tymto spésobom stanovené.

2.2.1 Elektroanalytické metédy (voltametria)

Mnohé techniky elektroanalytickej chémie boli pouZité na charakterizaciu
chemickych zlG¢enin v rastlinnych extraktoch z ich jednotlivych ¢asti'>1, V nedavnej
dobe sa vSak objavili elektrochemické prace s pokusmi o priamu elektrochemicku
analyzu rastlinného materialu. Velmi zaujimava je Studia od G. Cebrian-Torrejéna a
kol. (2016), v ktorej bola vyuzita voltametria v analyze canthin-6-onu, 5-
methoxycanthin-6-onu (alkaloidov) a trans-avicennolu (derivat kumarinu), latok s
antiproliferaCnym ucinkom. Analyza bola prevedena v extrakte ale zaroven priamo v
prasku pripravenom z rastlinného materialu. Prasok bol imobilizovany na sklenenej

uhlikovej elektréde. Po naneseni prasku bola elektréda vnorena do vodného pufru
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(KH2PO4 s pH 7.00). Studovany rastlinny material bol pripraveny z listov, semien,
plodov, korefiov a koéry z rastliny Zanthoxylum chiloperone!’. Problémom
voltametrickej analyzy pri priamej analyze prasku bola mala citlivost. Signal uvedenych
elektroaktivnych latok bol zniZzeny pravdepodobne kvoli velkému mnozstvu
nevodivych zlozZiek stale pritomnych v rastlinnych pletivach, ako je lignin, celuléza,
pripadne proteiny. DalSia zaujimava praca bola zamerand na ziskanie
elektrochemického ,,fingerprintu® okvetnych listkov zo 14 druhov rastlinného rodu
Lycoris (Celfad amarylkovité), ktory mal byt pouzity na klasifikaciu jednotlivych druhov.
Od predchadzajucej prace sa tato Studia odliSovala v tom, Ze k suspenzii obsahujucej
rastlinny material a extracné Cinidlo, bol pridany vodivy grafén za ucelom adsorpcie
latok z extraktu a zaroven samotného rastlinného materialu. Takto pripravena zmes
bola nanesena na tenkovrstvovu elektrédu pripravenu pomocou technolégie sietotlace
(skratka SPE; z ang. screen-printed electrode) a pomocou diferenéne pulznej
voltametrie (DPV) boli zaznamenané DPV voltamogramy takto pripravenych vzoriek?.
Ziskané DPV voltamogramy mali jedineCny profil pre kazdy druh. Postup vSak
nedovoluje analyzu jednotlivych elektrochemicky aktivnych latok, pretoze ide o
komplikovanu zmes latok akymi su fenoly, flavonoidy, alkaloidy, karotenoidy a

betalainy a dalSie.

2.2.2 Mikroskopia atomarnych sil (AFM)

Vyznamnou technikou pri Studiu povrchov je mikroskopia atomarnych sil
(Atomic force Microscopy, AFM) poskytujuca vysokorozliSujuce zobrazovanie a tiez
meranie mechanickych vlastnosti rézneho materialu. AFM je tiez zaujimavym
nastrojom na Studium topografickych vlastnosti intaktného alebo odpreparovaného
rastlinného materialu v nanometrovom meradle. Technika vyZaduje minimalnu
pripravu vzorky (je mozno pracovat bez fixacie, zmrazenia, dehydratacie alebo
nanesenia kovového povlaku).

Vysledné mechanické vlastnosti bunkovych stien a teda aj pletiv zavisia od
chemického charakteru jednotlivych stavebnych kamenov tvoriacich tieto bunkoveé
steny. Zavisia taktiez od priestorovej organizacie a vzajomnej interakcie tychto
biopolymérov (napr. polysacharidov) v bunkovych stenach®®. S ohfadom na AFM
techniku existuje niekolko praci venovanych Studiu mechanickych vlastnosti

bunkovych stien, v ktorych sa vSak pouzili izolované rastlinné bunky?%-21, Ksenija
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Radoji¢ a kol. (2012) pomocou AFM potvrdili, Ze mechanické vlastnosti v bunkovych
stenach Arabidopsis thaliana suvisia so zmenou polysacharidov a ligninu v skumanych
bunkovych stenach. Tento rastlinny material bol sucasne analyzovany pomocou
techniky FTIR?L.

Je zrejmé, Ze meranie mechanickych vlastnosti izolovanych buniek sa bude
vyrazne odliSovat od merania mechanickych vlastnosti integrovanych buniek
v rastlinnom pletive, pripadne eSte od buniek, ktoré su su€astou pletiva v Zivej rastline.
V praci od L. Kozlovej a kol. (2019) boli pomocou AFM techniky skumané priamo
rastlinné pletiva v réznych vyvinovych $tadiach v pozdiznych a prie¢nych rezoch
korefia kukurice. Tuhost bunkovych stien u starSich vyvinovych $tadii bola vysSia ako
u zaciatocnych §tadii??. V tejto praci sa vSak blizSie nediskutovali latky, ktoré by boli

z tohoto hfadiska vyznamné.

2.2.3 Spektralne metédy

K zakladnym spektralnym technikam pouzivanym na prvkové stanovenie (napr. N,
P, K, Ca, Na, Cu, Fe, Mg, Mn, Zn, B) v rastlinnych pletivach patri atdbmova absorp&na
spektrometria (AAS), atbmova emisna spektrometria s atomizaciou pomocou indukéne
viazanej plazmy (ICP-AES), hmotnostna spektrometria s ionizaciou pomocou indukéne
viazanej plazmy (ICP-MS), plamenova atomova absorpéna spektrometria (F-AAS),
elektrotermicka atomova absorpéna spektrometria (GF-AAS), roéntgenova
fotoelektronova spektroskopia (XPS) a rontgenova fluoresCentna spektroskopia
(XRF). Vzhladom na zameranie tejto prace smerom k organickym rastlinnym
metabolitom su techniky prvkovej analyzy v rastlinnom materiali uvedené len tymto
kratkym vymenovanim. PodrobnejSie informacie sa daju najst v prehfadovom ¢&lanku
od N. Bhandari a kol. (2018)%%. Nasledujuce kapitoly budld venované vyuzitiu
infraCervenej a Ramanove] spektroskopie, nuklearnej magnentickej rezonancii a
nakoniec hmotnostnej spektrometrii v analyze rastlinného materialu pouZzivanych

predovsetkym pre analyzu organickych latok.

2231 Infracervena spektroskopia
K vyhodam infraCervenej spektroskopie (IR) v analyze rastlinného materialu
patri rychlost analyzy, nedestruktivnost, lahka pouzitelnost a nizke prevadzkové

naklady. Nevyhodou IR v analyze rastlinného materialu je velky matricovy efekt a nizka
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selektivita latok v zlozitych zmesiach. Velmi rozSirenou technikou je infraCervena
spektroskopia v strednej oblasti (mid-IR, rozsah vinoétu od 4000 do 400 cm™). Na
Studium chemického zlozenia rastlinnych pletiv sa vyuziva najviac ATR technika
(technika zoslabenej totalnej reflektancie, z ang. Attenuated Total Reflectance), ktora
je zalozena na principe nasobného upiného odrazu Ziarenia na fazovom rozhrani
meranej vzorky a merného krystalu vyrobeného z materialu s vysokym indexom lomu.
Konvenéna IR spektroskopia méze poskytnut’ len zmesné spektrum vSetkych latok
(Casti molekul) absorbujucich v infratervenom svetle. Neposkytuje teda informacie o
zastupeni jednotlivych latok, €¢o je hlavnym limitom techniky pri jej vyuZiti pre
charakterizaciu rastlinného materialu?*. K stadiu rastlinnych pletiv sa pouziva aj IR
technika v blizkej oblasti (NIR, near-IR, rozsah vino¢tu od 13500 do 4000 cm™).
Prikladom vyuzitia tejto techniky je praca zamerana na analyzu vybranych prvkov v
artiCokach od A. Mir-Marqués a kol. (2016), kde je NIR predstavena zaroven ako
alternativna metdéda k XRF spektroskopii na prvkové stanovenie v potravinach?.
Vzhladom na nespocCetné mnozstvo publikovanych praci, v ktorych je pouZita tato
technika v analyze rastlinného materialu, budu dalej diskutované v tejto kapitole len

metody pouzivané v analyze strukovin a semien.

Na analyzu vefmi malych objektov a mikrostruktur v rastlinnom materiali je
vhodna infraervena mikro(spektro)skopia. Infraervena mikrospektroskopia s
Fourierovou transformaciou (FT-IRM) a infraCervené zobrazovanie (FT-IR Imaging)
kombinuju svetelnu mikroskopiu a infraervenu spektroskopiu. Svetelna mikroskopia
sa pouziva na zvacSenie Strukturnych detailov vo vzorkach, zatial ¢o infraCervena
spektroskopia poskytuje informacie o type molekul a funkénych skupinach pritomnych
vo vzorke. Prikladom vyuZitia prave tohto usporiadania je praca F. J. Warrena a kol.
(2015)%¢. Ako vzorky boli v tejto praci Studované semienka pSenice (Triticum aestivum)
a listy rastliny Arabidopsis?®. Prehlad rastlinnych vzoriek analyzovanych pomocou tejto
techniky uvadza Tabulka 1. Z tejto tabulky je zrejmé, Zze v analyze rastlinného
materialu prevlada FT-IRM, ktora bola najCastejSie volenou technikou pri analyze pletiv
stoniek a listov. V mensej miere bola tato technika pouZzita v analyze semien a ich

osemenia.



Tabulka 1. Prehlad technik infracervenej spektroskopie pouzitych v analyze rastlinného materialu.

Autor prace Rastlinny material Technika Ref.
A. M. Snith-Moritz a kol. (2015) semena Oryza sativa FT-IRM [27]
F. J. Warren a kol. (2015) semena péenice,S IiirsntL)l/I gsztnligjydgzlsati:ciiiopsis thaliana po FT-'I:I;F-I“r:e':ging 26]
. . . . . . FT-IRM
S. Dinant a kol. (2019) phloemové a xylemovihﬂﬁg\éc; zo stonky Arabidopsis . Ramanové - 28]
mikrospektroskopia
A. Gorszsas a kol. (2011) drevo z Populus tremula FT-IRM [29]
D. Ohman a kol. (2013) stonka Arabidopsis thaliana FT-IRM [30]
J. Vongsvivut a kol. (2019) listy eukalyptu ATR-FTIRM [31]
E. Silvester a kol. (2018) mach Sphagnum FT-IRM [32]
I.R. Willick a kol. (2018) pletivo zo stonky pSenice FT-IRM [33]
W. Azuma a kol. (2017) listy z Cryptomeria japonica FT-IRM [34]
D. Medas a kol. (2019 koren a stonka z Juncus acutus FT-IRM [35]
H.J. Butler a kol. (2017) pletiva z Commelina communist FT-IRM [36]
P. Roongssattham a kol. (2016) plod z palmy Elaeis guineensi FT-IRM [37]
P.Q. Yu a kol. (2019) list z Medicago sativa FT-IRM [38]
P.Yu a kol. (2007) Casti z p§eniéného semienka FT-IRM [39]
P. Yu (2008) Se”;egfazgégsrf;‘;i;apa FT-IRM [40]
C.M. Rico a kol. (2015) koren ryZe, pSenice, a jatmefa FT-IRM [41]
A. Cao a kol. (2015) stonka baviny a kukurice FT-IR Imaging [42]
J. Chen a kol. (2013) list z Ginkgo biloba FT-IR Imaging [43]
J. Jiang a kol. (2013) osemenie z Brassica napus ATR-FT-IRM [44]
J.K. Kerr a kol. (2013) list z Eucalyptus camaldulensis FT-IRM [45]
Y.L. Wang (2012) stonky z Solanum lyratum FT-IRM [46]
H.J. Yan a kol. (2009) osemenie baviny FT-IRM [47]
P.Q Yu (2011) semeno z Sorghum bicolor FT-IRM [48]

2232

Ramanova spektroskopia

Druhou spektralnou technikou vyznamnou pre Studium rastlinného materialu je
Ramanova spektroskopia. Tato technika bola pre tento ucel prvy krat pouzita v 70.
rokoch. Jej velkym obmedzenim bola €asto vyrazna autofluorescencia rastlinného
materialu. S vyvojom tejto techniky a tiez s konStrukciou laserov s dlh§ou vinovou
dizkou sa dari autofluorescenciu do znaé&nej miery potlagit. Aj u tejto techniky je mozné
mikroskopické usporiadanie v réznych technickych variaciach (napr. konfokalna
Ramanova mikrospektroskopia, CRM; koherentna anti-stokesovska Ramanova
rozptylova CARS; stimulovana Ramanova

mikrospektroskopia, rozptylova



mikrospektroskopia, SRS?%), dalej povrchovo zosilnena Ramanova rozptylova
spektroskopia (SERS)*® a tiez je mozné aj zobrazovacie usporiadanie (Ramanov
Imaging)®!. Prehlad vyuzitia Ramanovej spektroskopie v analyze rastlinnych pletiv
uvadza Tabulka 2. Z tejto tabulky je badatelneé, Ze v analyze rastlinného materialu
prevlada klasicka FT-Ramanova spektroskopia, ktora bola najCastejSie volenou
technikou pri analyze pletiv plodov a listov pofnohospodarskych plodin. V posledne;j
dekade sa Ramanova spektroskopia aj FT-IR mikrospektroskopia vyuzila aj v analyze

semien.

Tabulka 2. Prehlad technik Ramanovej spektroskopie pouZitych v analyze rastlinného materialu.

Autor prace Rastlinny material Technika Ref.

pletiva plodov ovocia a zeleniny

H. Schulz a kol. (2005) (detekcia karotenoidov) NIR-FT-Ramanova spektroskopia [52]
pletiva plodov zeleniny (detekcia ja— .
B. Schrader a kol. (1999) karotenoidov), listy z Acer platanoides NIR-FT- Ramanova spektroskopia [53]
- pletiva plodov ovocia a zeleniny . .
V. E. de Oliveira a kol. (2010) (detekcia karotenoidov) FT- Ramanova spektroskopia [54]
L. Sanchez a kol. (2019) semena Vigna qngwculgta FT- Ramanova spektroskopia [55]
(monitoring kvality semien)
listy a plody pomaranca povrchovo zosilnena Ramanova
H. Wua kol. (2019) (detekcia pesticidov) rozptylova spektroskopia (SERS) [50]
G. Yang a kol. (2018) semena kukurice Ramanov Imaging [56]
S.H. Ji a kol.(2018) osemenie zo Spenatovych semienok FT- Ramanova spektroskopia [57]
A. Ambrose a kol. (2016) semena kukurice NIR-FT-Ramanova spektroskopia FT- [58]
Ramanova spektroskopia
semena z Prunus armeniaca .
Ch. Krafft a kol. (2012) (detekcia amygdalinu) Ramanov Imaging [59]
N. Gierlinger a kol. (2012) rastlinna bunka Ramanova mikrospektroskopia [60]
M. Rys a kol. (2015) listy séje FT- Ramanova spektroskopia [61]
A. Kolozsvari a kol. (2015) semena pSenice FT- Ramanova spektroskopia [62]
S. Reitzenstein a kol. (2007) semena repky (bez osemenia) FT- Ramanova spektroskopia [63]
H. Lee a kol. (2017) semena vodného melénu Ramanov Imaging [64]
T. A. Ratnikova a kol. (2015) semiena paradajky (rezy) Ramanov Imaging [65]

2.2.3.3 Nuklearna magneticka rezonancia

Nuklearna magneticka rezonancia (NMR) je vykonna spektroskopicka technika v
identifikacii a kvantifikacii zloziek v komplexnych zmesiach, akymi su napriklad
rastlinné extrakty. V NMR spektre rastlinného extraktu je mozné identifikovat viac
zliéenin bez nutnosti predchadzajlcej separacie alebo Cdistenia®. Na analyzu

rastlinného materidlu sa da pouzit aj zobrazovacie usporiadanie NMR (tzv. NMR



Imaging), ktory predstavuje neinvazivny nastroj a je vyuzivany na ziskanie obrazkov
rastlinného materialu s vysokym rozliSenim. Poskytuje vizualizaciu priestorového
rozloZzenia latok (metabolitov) v skumanych rastlinnych pletivach, ale je vhodny aj na
meranie dynamickych javov, napr. transport vody skrz rastlinné organy®’. Vyhodou
tejto metody oproti technikdm spomenutym v predchadzajucej Casti je moznost
vyuZitia sledovania (transportu) chemickych zlu€enin oznacenych stabilnym izotopom
13C alebo deutériom. Podobne ako priinfraCervenej a Ramanovej spektroskopii
existuje aj u NMR mikroskopicka technika. Skumané vzorky su potom vizualizované
multidimenzionalne. Skrz vzorky je mozné vykonat postupny nahlad a tak sledovat
distribuciu latok aj v hibsich vrstvach Studovaného objektu®®. Ako dopinkovu techniku
k NMR technikam je nutné zmienit aj MRI (Zobrazovaciu magneticku rezonanciu),
ktorej vyuzitie prevlada skor pri Studiu zivocisnych a fudskych tkaniv, ale v niektorych
pracach bola zvolena aj na Studium rastlinného materialu, pripadne semien, za ucelom
sledovat ich anatomické zmeny pocas simulovaného stresu®®. Kratke zhrnutie
dostupnych prac ktejto technike pouzitej v analyze rastlinného materialu je
prezentované v Tabulke 3. Tato technika je v porovnani s vy$Sie uvedenymi daleko

menej pouzivanou.

Tabulka 3. Prehlad vyuZitia nuklearnej magnetickej rezonancie v analyze rastlinného materialu.

Autor prace Rastlinny material Technika Ref.
T.W.J. Scheenen a kol. (2000) Stonky chryzantémy NMR imaging [67]
W. Kéckenberger a kol. (2004) Semena z Brassica napus a fazule NMR mikroskopia [68]
R. Sidi-Boulenouar a kol. (2019) Stonka Cirku NMR imaging [70]
L. Van Der Weerd a kol. (2002) Stonka kukurice a z Pennisetum americanum NMR imaging [71]
T.W.J. Scheenen a kol. (2007) Stonka uhorky Cucumis sativus NMR imaging [72]

2.2.3.4 Hmotnostna spektrometria

Efektivnym analytickym nastrojom na Stadium rastlinnych pletiv je hmotnostna
spektrometria (MS) a hmotnostne spektrometrické zobrazovanie (MSI). Tato technika
vynika svojou univerzalnostou (dokaze sucasne podat informacie o stovkach molekul
s réznou chemickou povahou) a citlivostou. V dnesSnej dobe je hmotnostna

spektrometria nenahraditelnou technikou v rastlinnej biolégii, teda pri studiu rastlinnej
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fyziologie a metabolizmu, prirodnych latok, rastlinnych metabolitov a ich distribucii v
samotnych pletivach, pri Studiu vplyvu exogénneho stresu na rastliny, atd. V

hmotnostnej spektrometrii je k dispozicii mnoho technickych prevedeni.

V poslednom desatroCi patri k najrozSirenejSim typom MS technik vhodnym k
priamej analyze organickych molekul hmotnostna spektrometria s matricou
asistovanou laserovou desorpciou/ionizaciou (MALDI-MS)"3. Pri pouziti tejto metody
je na povrch analyzovaného materialu nanaSana matrica ulahCujuca ionizaciu. Na
druhu stranu, pritomnost matrice spbsobuje cely rad balastnych signalov v
hmotnostnom spektre, ktoré mézu interferovat’ s analytmi a komplikuju interpretaciu
dat. S ciefom vyriesit tento problém boli vyvinuté mnohé dalSie pristupy’®, ako
napriklad GALDI-MS (ionizacia s pouZzitim koloidného grafitu), NALDI-MS (s pouZitim
nanocastic), LDI-MS s pouzitim ,,protonovej hubky,, (1j. silnej bazy’®), ktora je vhodna
pri analyze aniénov. K dalSiemu obdobnému pristupu patri napriklad SALDI-MS
(povrchovo asistovana laserova desorpcial/ionizacia s platinovym filmom nanesenym
na povrch vzorky). Platinovy film ako vodiva uprava méze napomdct desorpcii/ionizacii
niektorych latok z rastlinného pletiva (napr. niektoré insekticidy’®), ktoré sa nedaju
detekovat pomocou MALDI-MS kvéli ich slabej ionizacii. DalSou vyznamnou technikou
je hmotnostna spektrometria sekundarnych iénov (SIMS), ktoré su vyrazené zo vzorky
pri jej bombardovani primarnymi iébnmi (Ar*, Ga*, Cs*, O*)’3. Technikou SIMS je
mozné analyzovat aj hlboké profily pevnych vzoriek, vynika citlivostou merania a
poskytuje vyborné plosné rozliSenie. Z ambientnych technik ma v analyze rastlinného
materialu vyznamné miesto hmotnostna spektrometria s ionizaciou desorpénym
elektrosprejom (DESI-MS)?’. Medzi ambientnu techniku s mensim zastipenim, ktora
bola taktiez pouzita v analyze rastlinnych materialov, patri taktiez kombinacia laserove;j
ablacie s elektrosprejom (LAESI-MS)’8.

V Tabulke 4 su uvedené prace zamerané na analyzu rastlinnych pletiv s vyuZzitim
hmotnostnej spektrometrie v kombinacii s diskutovanymi ionizaCnymi technikami za
poslednych 15 rokov. Z Tabulky 4 vyplyva, Ze najvacSie zastupenie z ionizacnych
technik hmotnostnej spektrometrie v analyze rastlinného materialu ma MALDI

ionizacna technika s UV laserom (vid Obrazok 1A).

Medzi hlavné obmedzenia priamej (MA)LDI-MS analyzy patri nizSia selektivita

analyzy (vznik zmesnych spektier obsahujucich signaly vsetkych ionizovatelnych
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zloZiek vzorky), nizSia presnost a spolahlivost kvantitativnej analyzy. Pri Studiu
metabolitov v biologickych tkanivach/pletivach je prinosom, ak je ich identita a kvantita
potvrdena aj inou technikou, napr. kvapalinovou alebo plynovou chromatografiou Ci
elektromigraCnymi technikami. Moznost' priamej analyzy biologickych materialov je
vSak prinosna hlavne preto, ze je mozZzno vynechat zlozité spracovanie a pripravu
biologickej vzorky (extrakciu/prevedenie do roztoku), ktoré mézu byt zdrojom chyb
(ovplyvnenie materialu rozpustadlom, tvorba artefaktov atd.). Tabulka 4 a Obrazok 1B
ukazuju, Ze najéastejSie analyzovanym rastlinnym materidlom je list. Dal$im
materialom v poradi podla poctu publikovanych studii je semeno (hlavne jeho prie¢ne
rezy), potom stonka a kvety. Vacsina prac vyuzivajucich hmotnostnu spektrometriu v

analyze zloziek rastlinného materialu vyuziva postupy necielenej metabolomiky.

Tabulka 4. (zaciatok): Prehlad ionizacnych technik hmotnostnej spektrometrie a ich vyuZitie v analyze

rastlinného materialu.

Autor prace Rastlinny material Detekované latky lonizaény zdroj Ref.
G. Petroselli a kol. (2019) Listy a stonka z maté z saponiny MALDI, LDI [79]
rastliny llex paraguariensis
semena z jablka a MALDI
J. Pavlov a kol. (2019) jab kyanidy, kyanozlu€eniny (nanocastice Au [80]
broskyne, korefi mrkvy -
ako matrica)
- rezy semenom soje a - s MALDI (TiOz ako
P. Lorkiewicz a kol. (2009) okvetné listky ruze lipidy, fenolické latky matrica) [81]
N. A. dos Santos a kol. (2019) listy z Cannabis sativa kanabinoidy MALDI, LDI [82]
C.Plancot a kol. (2014) listy Eragrostis nindensis arabinoxylany MALDI [83]
rozomleté listy, korene,
S.G.Musharraf a kol. (2014) semena Withania withaferin A LDI [74]
somnifera
T. Ozawa a kol. (2016) listy Viola wittrockiana pesticidy SALDI (Pt film) [76]
D.C. Perdian a kol. (2010) listy a okvgtne Ils_tky z antokyamny, mastné kysellny, AP—I\_/IALDI(koquny 84]
Arabidopsis thaliana glyceridy, ceramidy grafit ako matrica)
peptidy, dihex6za, kyseliny
R. L. Hansen a kol. (2019) koren a semené kukurice | oxoadipova,kyseliny kumarova, MALDI-MSI [85]
hydroxyglutamat
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Tabulka 4. (pokracovanie 1): Prehlad ionizaénych technik hmotnostnej spektrometrie a ich vyuZitie v

analyze rastlinného materialu.

Autor prace Rastlinny material Detekované latky lonizaény zdroj Ref.
Samec a kol. (2019) stonka z Psilotum nudum biflavonoidy, ar_ylpyronove MALDI-MSI [86]
glykozidy
X. Pei a kol. (2017) list s6je a fazule oligosacharidy MALDI-MSI [87]
AM. Heskes a kol. (2018) | "Sty@ p'°ggs\t/lf:x agnus- diterpenoidy MALDI-MSI [88]
M.E.Duenas (2018) listy kukurice lipidy MALDI-MSI [89]
L. Huang a kol. (2016) listy Cayratia japonica fytohormoény, mastné kyseliny MALDI-MSI [90]
S.P.Annangudi a kol. (2015) listy pSenice fungicidy MALDI-MSI [91]
aminokyseliny, glycerolipidy,
A.R.Korte a kol. (2015) listy kukurice kyselina ferulova, kavova, MALDI-MSI [92]
glutdmova, askorbova
A.R.Korte a kol. (2014) listy kukurice fenolické latky MALDI-MSI [93]
. . herbicid mezotrién, fungicid )
A.K. Mullen a kol. (2005) listy a stonka sdje azoxystrobin MALDI-MSI [94]
T. Kondo a kol. (2006) Arabidopsis thaliana peptidy MALDI [95]
S. Robinson a kol. (2007) stonka z Triticum aestivum oligosacharidy MALDI-MSI [96]
M.M. Burell a kol. (2007) semena pSenice amlnokysellny,'sacha'roza, MALDI-MSI [97]
fosforylovana glukéza
R. Shroff a kol. (2008) list z Arabidopsis thaliana glukosinolaty MALDI [98]
Anderson a kol. (2009) stonka zo sIneénice pesticidy MALDI-MSI [99]
C.N. Goto-Inoue a kol. (2010) plody z Solanum amino kyseliny, cukry MALDI-MSI [100]
melongena

kvety, listy a korene z - MALDI (koloidné
J-H. Jun akol. (2010) Arabidopsis thaliana lipidy Ag ako matrica) (101]
C. Perdian a kol. (2010) kvety z Arabidopsis thaliana flavonolglykozidy MALDI-MSI [102]
D.V. Vrkoslav a kol. (2010) list z Arabidopsis thaliana kutikularne lipidy MALDI-MSI [103]
N. Zaima a kol. (2010) semenaryze lipidy MALDI-MSI [104]
S. Kaspar a kol. (2011) semena jaémena proteiny MALDI-MSI [105]
K.A. Lunsford a kol. (2011) stonka z Populus sp. oligosacharidy, polysacharidy MALDI-MSI [106]
M. Peukert a kol. (2012) semena z Hordeum vulgare lipidy MALDI-MSI [107]
M. Ha a kol. (2012) Solanum tuberosum glykoalkaloidy MALDI-MSI [108]
P. J. Horn a kol. (2012) semena z baviny lipidy MALDI-MSI [109]
Y. Yoshimura a kol. (2012) plody z Vaccinium ashei antokyaniny MALDI-MSI [110]

rozlicné rezy jablkom
P. Franceschi a kol. (2012) | °drody Golden delicious flavonoidy, dihydrochalkény MALDI-MSI [111]
(rezy Supkou, duzinou,
jadrovnikom)
kvety a listy z Hypericum
Hoelscher a kol. (2009) perforatum, list z naftodiantrony, flavonoidy LDI [112]
Arabidopsis thaliana
Y. Li a kol. (2008) okvetné Ilgty z Lilium cukry, kyselina gll?erelmova,L— AP-IR-MALDI [113]
candidum glutamin

Y. Li a kol. (2007) plod jahody monosacharidy AP-IR-MALDI [114]
D.J. A. Ibanez a kol. (2010) listy z Nicotiana tabacum fenolické latky, alkaloidy, cukry IR-MALDI [115]
P. J. Horn a kol. (2013) Camelina sativa lipidy MALDI-MSI [116]
P. J. Horn a kol. (2014) Gossypium hirsutum lipidy MALDI-MSI [117]
P. J. Horn a kol. (2014) Arabidopsis thaliana lipidy MALDI-MSI [118]
M. Peukert a kol. (2014) semena z Hordeum vulgare lipidy MALDI-MSI [119]
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Tabulka 4. (pokracovanie 2): Prehlad ionizaénych technik hmotnostnej spektrometrie a ich vyuZitie v

analyze rastlinného materialu.

Autor prace Rastlinny material Detekované latky loniza€ny zdroj Ref.
. Triticum aestivum a . . R
D.R. Bhandari a kol. (2015) Brassica napus lipidy, sacharidy, sinapin MALDI-MSI [120]
. semena z Linum .
D.S. Dalisay a kol (2015) usitatissimum lignany MALDI-MSI [121]
E. Sturtevant a kol. (2017) semend z Arabidopsis fosfatidylcholin, MALDI-MSI [122]
thaliana fosfatidylinositol
H.K. Woodfield a kol. (2017) semena z Brassica napus lipidy MALDI-MSI [123]
listy, stonka a koreri z fenolické latky, glukéza,
P. Nemes a kol. (2007) Tagetes patula bestatin, kyselina linolenova LAESI (124]
J. Gray a kol. (2009) listy zo Stevia rebaudiana diterpény DESI [125]
Li a kol. (2011) listy z Hordeum vulgare glukozidy DESI [126]
. listy a okvetné listky z . -
B.J. Thunig a kol. (2011) Hypericum perforatum hyperforin, hypericin DESI [127]
D.R. Ifa a kol. (2012) plod z Myristica malabrica alkaloidy DESI [128]
H. Zhang a kol. (2007) jablko, jahody kyselina malonova, askorbova, GALDI [129]
citrénova
list, kvet a stonka z fosfolipidy, cerebrosidy,
S.W. Cha a kol. (2008) Arabidopsis thaliana oligosacharidy, flavonoidy GALDI [130]
D.C. Perdian a kol. (2010) okvetné Ili;t]lgiazngrabldopss flavonoidy GALDI [131]
S.W.Cha a kol. (2009) listy a kvety z Arabidopsis epikutikularne vosky GALDI [132]
thaliana
T. Ozawa a kol. (2016) listy macosky pesticidy SALDI [133]
K. Kuroda a kol. (2012) c drevné pletivo z ferruginol SIMS [134]
ryptomeria japonica
. drevné pletivo z -
K. Saito a kol. (2008) Chamaecyparis obtuse ligniny SIMS [135]
Seyer a kol. (2010) semena z Arabidopsis fenolické latky, fosfoinositol SIMS [136]
thaliana
Seyer a kol. (2010) semena z Pisum sativum fenolické latky SIMS [136]
C. Zhou a kol. (2011) drevné pletivo z Populus ligniny SIMS [137]
trichocarpa
K. Saito a kol. (2011) drevne pletivo z Acer ligniny SIMs [138]
micranthum
S. Aoyagi a kol. (2014) petioly z Wasabi japonica sinigrin SIMS [139]
cholin,
S.H. Kim a kol. (2017) semena kukurice fosfocholin,fofsatidylinositol, SIMS [140]
kyselina palmitova
A. P. Kulkarni a kol. (2018) listy z Populus trichocarpa nasytene alkoholy, uhfovodiky, SIMS [141]
estery voskov
A. D.Lesiak a kol. (2014) Mitragyna speciosa psychoaktivne alkaloidy DART [142]
Singh akol. (2015) Berberis petiolaris alkaloidy DART [143]
listy, semena z réznych
druhov rastlin (Dalbergia, : .
alkaloidy, metylestery mastnych
R.A. Musah a kol. (2015) Datura, Brugmansia, DART [144]

Hyocyamus, Eucalyptus)

kyselin
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Obrazok 1. Grafické vyjadrenie zastupenia pouzitych ionizacnych technik hmotnostnej spektrometrie v

analyze rastlinného materialu (A) a zastupenie analyzovaného rastlinného materialu (B).

A B

W A
w

= DART = SIMS SALDI/GALDI
= DESI ® LAES| MALDI-UV laser

m |isty = stonky kvety = semena = korene

= MALDI-IR laser = LDI

2.3 Analyza osemenia

Osemenie zohrava délezitu ulohu v Zivotnom cykle rastlin. Na jednej strane sa
podiefa na ochrane embrya v samotnom semienku a na druhej strane kontroluje jeho
rozvoj, ovplyviiuje dormanciu a kli€enie. V predlozenej dizertaCnej praci je rieSena
problematika analyzy osemenia vybranych odréd hrachu siateho za ucelom
identifikacie latok v osemeni, podielajucich sa na regulacii prestupu vody a plynov skrz
osemeni k embryo (markerov dormancie). Tento mechanizmus je spojeny s fyzikalnym
typom dormancie semien, ktora bude vysvetlena blizSie neskér. V tejto kapitole su

zhrnuté doposial publikované informacie k chemickej analyze osemenia.

Medzi zakladné techniky Studia osemenia patri opticka mikroskopia a vyuzitie
fluorescencie samotného rastlinného materialu. V optickej mikroskopii ma velky
vyznam aj histochemické farbenie. Napriklad, na detekciu polysacharidov sa pouziva
Cinidlo PAS (Periodic acid-Schiff stain), pripadne ruténiova Cerven. Na zafarbenie
lipidickych latok sa zvy&ajne pouziva sudanova cerveii'#®, V préaci od A. Janskej a kol.
(2018) boli tieto farbiva pouzité na zvyraznenie polysacharidickych a lipidickych

zltéenin v prie¢nych rezoch osemenia hrachu siateho4®,
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Pouzitie ATR-FT-IR techniky na Studium osemenia repky a horcice je zhrnuté v
praci od J. Jianga a kol. (2012). FT-IR spektrum Cierneho osemenia repky (Brassica
napus) sa od zltého osemenia hor€ice (Sinapis alba) odliSovalo v IR oblasti s vino¢tom
od 2800 po 3000 cm™. V Zltom osemeni neboli pritomné piky pre vibracie CH> (2852
cm?) a C=0 (1735 cm™) skupiny. Tieto signaly boli vyrazné pre Cierno zafarbené
osemenie. V oboch typoch osemenia bol zarover pritomny Siroky pas s vino¢tom 3300
cm* odpovedaijuci vibraciam -OH alebo —NH skupiny pravdepodobne pochadzajucich
zo sacharidov a proteinov v osemeni. Rozdiely sa nachadzali aj pri pikoch s vinoctom
1630 cm* (-C=0, -CO-NH-, COO-), 1560 cm™* (CH, C-N, -NH-) a 1240 cm™ (CH, C-C,
C-0-C) ukazujucich pritomnost’ latok s amidickou skupinou v osemeni. Na zaklade
rozdielov v absorbanciach tychto pikov a ich pomerov (Aszoo/A1630, As300/A1s60 @
As300/A1240, dolny index vyjadruje vinoCet vybraného piku) bol vysloveny zaver, Ze
porovnavané osemenia sa liSia najma v proteinovom profile. V oblasti s vino¢tom od
1180 do 800 cm?, ktora je typicka pre sacharidy neboli najdené rozdiely v skimanych
osemeniach#. H. Yan a kol. (2009) rozsirili poznatky o zloZeni osemenia baviny s
pouzitim FT-IR mikrospektroskopie. Boli skimané rezy z osemenia, ktoré malo
niekolko vrstiev. V najvrchnejSej vrstve sa nachadzala vrstva s kutinom. Jej IR
spektrum bolo porovnavané s IR spektrom kutinu z jablkovej Supky (referencny
material). V spektre kutinu boli pritomné piky s vinoétom 2923 a 2885 cm™,
odpovedajuce vibraciam =CH, a =CH- skupiny, ktoré uz boli v literature skor pripisané
kutikularnym voskom, s majoritnym zastupenim mastnych alkoholov s C18-30,
mastnych kyselin a ich esterov s C16-34. V spektre bol pritomny taktiez silny pik s
vinoétom od 1200 do 1000 cm?, ktory bol pripisany absorbcii celulézy a pektinu. Na
pritomnost pektinu mézu poukazovat aj piky s vinoétom 1745 cm* (vibracia C=0 z
galaktouronovej kyseliny), 1445 cm™ (O-CHz) a 1234 cm (-CHs) z esterov pektovych
kyselin, 1614 cm™ (vibracia —COQ") a 1425 cm pre pektan vapenaty. Pik s vinoétom
1732 cm™ a dalSie piky s vinoétom 1370 a 1250 cm™ moZzu indikovat pritomnost
hemicelulézy, vratane jej acetylovanych jednotiek. Problémom byva interferencia
signalu z inych latok, ktoré obsahuju rovnaké funkéné skupiny. Vo vnutornej vrstve
osemenia by mali byt pritomné palisadové bunky s vyraznym polysacharidickym
profilom. V starSej literature sa uvadza, ze piky v oblasti ,odtlacku palca” (teda s
vino¢tami 1160, 1148, 1108, 1070, 1040, 980, 895 a 811 cm™?) moézu patrit
arabinoglukuronoxylanu a galaktoglukomananu, pochadzajucim z hemicelulézy. Vo

vrstve osemenia baviny s vyraznou pigmentaciou boli v IR spektre najdené piky s
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vinoétom 1319, 1234 a 1260 cm2, ktoré by mohli suvisiet s pritomnostou taninov alebo
s pritomnostou ligninu, ktorého zakladné stavebné molekuly su podobné taninom.
Struktury oboch typov zligenin su si podobné - obsahuju aromatické jadro a vy$si

pocet hydroxyskupin®’.

Ramanova mikrospektroskopia bola pouZzitda na Studium osemenia semien z
paradajky za ucCelom Studovania prestupu nanomaterialu (uhlikovych trubiCiek) do
osemenia. Ramanovym mapovanim prieCneho rezu osemenia bolo potvrdené, Ze
nanotrubicky mézu prenikat do osemenia. Pomocou nanomateriadlov by mohol byt
ulah€eny prestup vody alebo mineralnych prvkov do osemenia, ¢o by ufahCovalo
klicenie semien®. Ramanova spektroskopia sa osvedcila aj v analyze Specidlnej
Ciernej odrody araSidov, ktoré su vdaka ich nutricnovyhodnejSim vlastnostiam oproti
obycCajnej odrode araSidov drahSie, a preto sa bezné svetlejSie odrody Castokrat
prifarbuju umelymi farbivami (analyzovana bola Supka na orieSku za u¢elom odhalenia
umelého prifarbovania). V Ramanovych spektrach v oblasti od 1650 do 1100 cm (pri
pouziti 1064 nm Nd:YVOg4 lasera) boli najdene vyrazné rozdiely. Zvolena metoda

dokazala rozlisit umelo zafarbené arasidové orechy od prirodnych46.

Vyznamnou analytickou technikou, ktora umoznuje detailni analyzu zloZenia
osemenia je plynova a kvapalinova chromatografia. Jednou z mala praci zameranych
konkrétne na analyzu osemenia je aj praca od S. Shao a kol. (2007), kde sa zamerali
na chemicku charakterizaciu kutikularnej vrstvy na osemeni zo semena soje. Pre tuto
plodinu je typické, Ze osemenia jednotlivych genotypov sa liSia v schopnosti prepustat’
vodu skrz osemenie. Analyzou niekolkych osemeni genotypov s velkou a malou
permeabilitou pre vodu bolo zistené, Ze kutikulalne vosky obsahuju mastné kyseliny,
l-alkanoly, n-alkany a stopové mnozstva hydroxylovanych mastnych kyselin.
Extrakcia kutilarnych latok bola prevedena kratkym povarenim semien v 1M NaOH,
naslednym okyslenim a vyextrahovanim do chloroformu. Chloroformova faza bola
vysuSena za vakua pri 40°C a po prevedeni zloziek na metylestery a derivaty
trimethylsilyléteru boli vzorky analyzované pomocou GC-FID a GC-MS techniky.
Polymérna Cast’ kutikuly pritomna stale vo vyextrahovanom osemeni bola naruSena
zmesou BF3/MeOH a nasledne upravena postupom pouzitym pre voskove latky v prvej
extrakcii. Analyzou takto upravenej vzorky boli najdené mastné kyseliny a 2-
hydroxymastné kyseliny. Pre vodu najmenej permeabilny kultivar obsahoval najvacsie

mnozstvo tychto latok, u ostatnych mnoZzZstvo latok nevypovedalo o permeabilite
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osemenia. Chemické zloZenie kutikuly na semenach séje bolo porovnané aj so
zlozenim kutikuly pritomnej na listoch so6je'#’. K dalSim pracam venovanym analyze
latok lipidickej povahy pomocou GC-MS patri napriklad Studia od M.P. Valchevy a kol.
zameranej na kutin v osemeni jablka'“®. V tejto praci boli detekované hydroxylované
mastné kyseliny (18-hydroxyoktadec-9-enova; 9,10-epoxy-18-hydroxyoktadekanova;
9,10,18-trihnydroxyoktadekanova). V praci od P. Adhikaryho a kol. zameranej na
semena z Lathyrus sativus (strukovina rozsirena v napr. v Indii, Cine alebo Etiépii) boli
stanovené vo voskoch v osemeni vofné mastné kyseliny (palmitova, laurova, hexadec-

9-énova)'*.

V roku 1996 bola publikovana praca od P. Gravena a kol. zamerana na analyzu
polysacharidov a ligninu v osemenia z vybranych rastlinnych druhov z celade
bananovnikovitych (Musaceae) pomocou plynovej chromatografie a hmotnostnej
spektrometrie (GC/MS)**. V roku 2007 bola publikovana praca od T.C.S. Kanya a kol.,
v ktorej boli charakterizované estery z voskov, vofné mastné kyseliny a mastné
alkoholy v osemeni slne€nicovych semien tiez pomocou GC/MS. Estery vo voskoch z
tohto osemenia obsahovali 38-54 atdomov uhlika. NajzastupenejSimi mastnymi
alkoholmi boli behenyl, lignoceryl a cerotyl alkohol a abundantnu skupinu metylesterov

mastnych kyselin tvorili metylarachidat a metylbehenat!®:,

Studie s kvapalinovou chromatografiou st zvy&ajne zamerané na analyzu
fenolickych latok®2158 g inych metabolitov v osemeni'®®. Vyznamna je praca od S.
Wada, v ktorej je diskutovana anatomia osemenia ostruziny a tiez obsah
proantokyaninov v suvislosti s dormaciou. V osemeni z kultivarov s hrubSim osemenim
bol pomocou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie s UV/Vis detekciou
stanoveny skoro dvojnasobny obsah proantokyaninov oproti osemenim tensim. Obsah
proantokyaninov prispieva Kk vyslednej tvrdosti semena, €o mdzZe prispievat
k (fyzikalnej) dormancii tychto semien'®, Z rovnakej oblasti pochadza aj $tudia od D.T.
Vu a kol. (2014), v ktorej sa autori zamerali na obsah epikatechinu v osemeni divokych
a kulturnych semien sdéji. Epikatechin bol stanoveny tiez pomocou HPLC s UV/Vis
detekciou v systému reverznych faz. Jeho zvySeny obsah bol najdeny v niektorych
odrodéach s tvrdym osemenim?6t, Tento zaver bol potvrdeny aj v praci od S. Zhou a kol.
(2010), v ktorej okrem epikatechinu, stanovili pomocou HPLC s UV/VIS detekciou na

reverznych fazach v osemeni séje aj kyanidin-3-O-glukozid a delfinidin-3-O-glukozid.

17



AvsSak, iba epikatechin vykazoval signifikantnu pozitivhu korelaciu s tvrdostou
osemenial®?,

StarSie prace uvadzaju, Zze v osemeni su syntetizované aj makrozlozky ako
proteiny, cukry, tuky, ktoré ovplyviuju celkové vlastnosti semena, a jednak metabolity
ako fenolické latky, saponiny, glukosinolaty, ktoré ovplyvriuju jeho obranyschopnost
voCi vonkajSim patogénom a organizmom, a zvySuju odolnost aj voci vonkajSim
procesom (napr. pdsobenie UV Ziarenia). Praca od Merbacha a Mayera z roku 1974
uvadza, Ze permeabilita osemenia suvisi s obsahom fenolickych latok v osemeni a so
stupfiom ich oxidacie. V experimente, v ktorom porovnavali zmenu aktivity katechol
oxidazy v osemeni hrachu Pisum sativum (zZltozelené osemenie priepustné pre vodu)
a Pisum elatius (hnedé osemenie nepriepustné pre vodu), zistili, ze aktivita tohto
enzymu je minimalna prave v kulturnej odrode hrachu pocas celého procesu vyvinu az
po ususenie. V divokej odrode P. elatius jeho aktivita stupa az po fazu, ked osemenie
strati cez 51% vody a zhnedne. Vtedy jeho aktivita prudko klesa®3. Katecholoxidaza
je vrastlinach vyznamnym enzymom, ktory v pritomnosti O, katalyzuje oxidaciu
katecholu na prislusny chindn aten mdéze nasledne polymerizovat za vzniku
tmavohnedej latky, melaninu6,

Pre LC a GC analyzy je treba osemenie homogenizovat a vyuZzit' interakcie s
rozpustadlom (extrakcia kvapalinou). Pre uspesnu analyzu su nutné dalSie chemické

postupy ako hydrolyza, alebo derivatizacia.

Ako uz bolo uvedené skér, pre mnoho studii je vyznamné, aby rastlinny material
nebol ovplyvneny rozpustadlom. Niektoré techniky umoznuju priamu analyzu semien
a ich osemenia v suchom stave alebo po velmi kratkej aplikacii rozpustadla (tj.
napriklad posprejovanim povrchovej vrstvy osemenia roztokom matrice v MALDI-MS),
ktoré material ovplyvni podstatne menej ako extrakcia. Na analyzu semien sa uz vyuzili
mnohé spektrometrické techniky ako je prave MALDI-MS, dalej hmotnostna
spektrometria s ionizaciou desorpénym elektrosprejom (DESI-MS), priama analyza v
hmotnostnej spektrometrii v realnom c&ase (DART-MS), nuklearna magneticka
rezonancna spektroskopia (NMR), infratervena a Ramanova spektroskopia a pre
anorganicku analyzu hmotnostna spektrometria s laserovou ablaciou a ionizaciou
induk&ne viazanou plazmou (LA-ICP-MS165-168) Avs§ak, Ziadna z tychto technik nebola

pouzita na priamu analyzu povrchu mechanicky oddeleného osemenia od embrya a to
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aj napriek tomu, Ze tieto techniky poskytuju informacie o distribucii latok na povrchu

osemenia. Priklady tychto praci su uvedené v tabulkach v predchadzajucej kapitole.

NajrozSirenejSou a ucinnou technikou pre analyzu organickych latok v
semenach (vratane ich povrchovych vrstiev) je, podobne ako vo vSetkych dalSich
rastlinnych materialoch, hmotnostna spektrometria s laserovou desorpciou/ionizaciou.
Ta bola pouzita v mnohych rdéznych usporiadaniach vratane hmotnostného
zobrazovania. Ide o velmi efektivny analyticky nastroj v proteomickom a
metabolomickom mapovani rastlinnych pletiv. Technika MALDI-MS kombinovana s
gélovou elektroforézou sa pouzila pri Studiu proteomického zloZenia semien z
Medicago truncatula'®’, z Lotus japonicus a semien inych strukovin®®. Postupy pre
MALDI-MS zobrazovanie malych molekul v nedozretych zrnach jaémeria su opisané v
praci od M. Peukerta a kol. (2012)%%°. Bhandari a kol. publikoval pracu venovanu
hmotnostno spektrometrickym zobrazovanim metabolitov v prie€nych rezoch dvoch
druhov semien (repky olejnej a pSenice) a inych rastlinnych tkaniv (stonka z pSenice,
koren ryze), ktoré sa okrem iného tykaju kliCivosti a dozrievania semien'’®. Mapovanim
metabolitov v zrnach jaémena pocas fazy klicenia pomocou MALDI-MSI sa zaoberal
aj Gorzolka a kol.'"t. (MA)LDI-MS analyzou osemenia strukovin sa zaobera nasa
nedavna publikacia (Cechova a kol. 2019), ktora je detailne popisana v

experimentalnej Casti tejto dizertaCnej prace.

2.3.1. Ambientna hmotnostna spektrometria s priamou sondou v analyze
rastlinného materialu

Na rychlu analyzu pevného materialu a roztokov je mozno vyuzit hmotnostnu
spektrometriu s ionizaciou priamou sondou za atmosferického tlaku (ASAP-MS;
z angl. Atmospheric Solids Analysis Probe Mass Spectrometry). Tato technika
umoznuje analyzu prchavych a poloprchavych latok. Priprava vzoriek pre tuto analyzu
je zvy€ajne jednoducha. Analyzovany material sa nanesie na sklenenu kapilaru a ta
sa umiestni do iontového zdroja. Prud vyhrievaného dusika odparuje zlozky vzorky
z povrchu kapilary, ktoré su ionizované korénovym vybojom. Tato technika sa stala
popularnou najma v oblasti petroleomiky a charakterizacie polymérov'’>13, Technika
ASAP-MS sa niekolkokrat pouzila na analyzu rastlinnych materialov. McEwen a kol.

pomocou ASAP-MS techniky previedli kvalitativhu analyzu steroidov z extraktov
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Cerstvej paradajkovej Supky, listkov maty, kvetov a paprikovych strukov!’4. Chen a kol.
analyzovali v produktoch obsahujucich henu latky drazdivé pre pokozku. Vysledky z
ASAP-MS merania boli potvrdené pomocou UPLC-MS?7®, Okrem toho, tato technika
bola pouzita aj na charakterizaciu flavonoidov v peloch!’®, pesticidov v zelenine!’’” a
obilnych zrnach!’8. ASAP-MS bola pouZzita aj pre charakterizaciu ligninu vo vzorkach
zrastliny Stipa tenacissimal’® apre analyzu ryZzovych Supiek za Ucelom
charakterizacie lisovanych olejov*®. Nedavno sme publikovali pouzitie ASAP-MS
techniky v priamej analyze povrchu semien®®! a tato Stadia je prezentovana v tejto

dizertaCnej praci.

2.4. Dormancia semien a jej charakterizacia

Jednym z mnohych zaujimavych javov v zivotnom cykle rastlin je dormancia.
V SirSom kontexte sa jedna o obdobie vegetacného pokoja rastlin, v ktorom sa
nerozvijaju napriklad korene'® alebo je pozastavena tvorba listovych alebo kvetnych
pucikov®. V uzSom kontexte sa pojem dormancia pouziva hlavne u rastlinnych
semien. Dormancia sa u semien prejavuje inhibiciou/pozastavenim ich kli¢enia aj
napriek ich dobrej vitalite a vhodnym okolitym podmienkam pre klicenie'84,

Dormancia semien a jej prekonanie je pre Sirenie druhu potrebna zalezitost.
V mnohych pripadoch zohrava toto preventivne zastavenie klicenia semien ulohu pri
predchadzani zaniku mnohych rastlin, Ci rastlinnych druhov v pripade nevhodnych
vonkajSich podmienok (zmeny v teplote, svetle, vo vihkosti, kompeticia druhov v ramci
jedného stanovista, atd.), pripadne prirodnych katastrof. Semena divokych rastlinnych
druhov byvaju ¢asto dormantné®. Oproti tomu, u semien kultirnych rastlin je Ziaduce
rychle a rovhomerné kliCenie vSetkych zasiatych semien za ucelom maximalnej
pofnohospodarskej produkcie a ich dormancia byva minimalna. Za tymto ucelom su
polnohospodarske rastliny aj $fachtené. Cas, ktory divoké semena stravia v
dormantnom stave méze byt dlhy (u niektorych druhov semien desiatky az stovky
rokov)*es,

Prelomenie dormancie u semien je komplikovanych proces, ktory neraz suvisi
s fyziologickymi procesmi v jednotlivych Castiach semena (v embryu, pripadne v

osemeni), tiez s morfolégiou semena (hlavne osemenia) a tiez fyzikalno-chemickymi

20



vlastnostami samotnych semennych obalov, ktoré reguluju prestup vody a plynov skrz
tuto mechanicku bariéru k embryu. Na zaklade tychto vlastnosti sa dormancia semien
,,nahrubo” deli na fyziologicku, morfologicku a fyzikalnu dormanciu. Avsak v realite su
u semien pravdepodobne pritomné kombinacie tychto typov dormancie a neexistuje
medzi nimi jasna hranica'®’. Vzhladom na zameranie tejto prace bude bliZSie
diskutovany len fyzikalny typ dormancie semien.

Princip fyzikalnej dormancie semien spociva v regulacii prestupu vody a
plynov skrz osemenie vdaka jeho chemickym vlastnostiam. Mnohé chemické latky
pritomné v osemeni dokazu ovplyviovat penetraciu vody a kyslika smerom k embryu
vo vnutri semena. Tieto dve latky zohravaju klu€ovu ulohu pri nastartovani samotného
kliCenia. Absorpcia vody vedie k bobtnaniu, a teda k rozruSovaniu samotného
osemenia ako mechanickej ochrany semena. Avsak, jej pritomnost’ je dolezita hlavne
vo vSetkych metabolickych procesoch, kde umoziiuje spravne fungovanie enzymov a
dalSich proteinov, ktoré sa podiefaju na kliceni. Zarovefl je univerzalnym
rozpustadlom pre dolezité plyny (kyslik, oxid uhli€ity, &i etylén), a rovnako aj pre
metabolity a ich transport v rastlinnych pletivach. Kyslik je zase potrebny na ziskanie
energie produkovanej v embryu (v mitochondriach), ktora je taktiez potrebna na
klicenie. Chemické zlozenie jednotlivych vrstiev osemenia ovplyviuje jeho vyslednu

permeabilitu voci tymto latkam?.

2.4.1 Fyzikalna dormancia a osemenie strukovin

Fyzikalny typ dormancie bol popisany u semenien strukovin (Leguminosae),
ale aj dalSich celadiach (Fabaceae, Malvaceae, Cannaceae, Geraniaceae,
Convolvulaceae)!. Schematicky nakres osemenia strukovin je ukazany na Obrazku 2.
Niekolko praci uvadza, ze tento typ dormancie suvisi s natesno usporiadanymi
palisadovymi bunkami (makrosklereidami) v osemeni a u niektorych rastlinnych druhov
sa uvadza, Ze maju navySe v tejto vrstve palisadovych buniek tzv. “water gap”, teda
trhliny, cez ktoré voda a plyny v prvej faze prenikaju do osemenial8-18° Primarnou

ulohou palisadovych buniek je zabezpe&enie mechanickej ochrany.
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Obrazok 2. Schématicky nakres osemenia hrachu siateho.

kutikula
svetla linia

palisadové
bunky

——osteosklereidy

parenchymatické
bunky

Praca od Spurneho z roku 1964 uvadza, Ze vrchna Cast palisadovych buniek v
osemeni hrachu siateho obsahuju suberinovu vrstvu, avSak v niektorych dalSich
strukovinach tomu tak nie je°. Na ich povrchu sa méZe nachadzat vrstva s kutikulou
a voskami a existuje niekolko praci, v ktorych je kutikula uvedena v suvislosti s
vodeodolnostou u tvrdého osemenia (“hard seeds”)!. Schematicky nakres kutikuly
prezentuje Obrazok 3. Kutikula nie je bunkova Struktura a ma predovSetkym ochrannu
funkciu rastlinného pletiva a jeho latok. Zaujimavostou je taktiez to, Ze u semien soje

moZe kutikula obsahovat aj hydrofébne proteiny pochadzajlce zo stien struku®®!.

Obrazok 3. Schématicky nacrt rastlinnej kutikuly®*,

vosky

kutin zapusteny vo
vosku
oblast’ s kutinom,
cukrami, pripadne
proteinmi

pektin

Vdaka rozdielom v chemickom zlozeni palisadovych buniek a teda rozdielom
v lome svetla moze byt v nich pritomna svetla linia (linea lucida). V osemeni Medicago
bola svetla linia vysvetlena na zaklade nehomogénneho rozlozZenia celuldézy, suberinu
a kutinu v makrosklereidoch'%?. Harris a kol. (1987) uviedli, Ze sila tejto svetlej linie

slvisi s nepriepustnostou osemenia®. U strukovin sa pod vrstvou makrosklereidov
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nachadzaju osteosklereidy (ich tvar pripomina tvar stehennej kosti) s vyraznymi
medzibunkovymi priestormi. Ilch chemické zlozenie bunkovej steny sa méze liSit' v
zavislosti od réznych druhov rastlin. V jednej z prvotnych prac zameranych na
histochemické farbenie osemenia z hrachu siateho (praca od R.M. Reevesa z roku
1946), boli v osteosklereidoch detekované pentosany (tvorené arabinézou a
xylézou)'%, Osemenie byva tiez lignifikované!®4. Informacie v literatire poukazuji na
to, ze tvorba ligninu v rastlinnych pletivach moéze byt ovplyvnena stresovymi
podmienkami (napr. ucinok patogénov, vykyvy vo vlhkosti, expozicia UV Ziareniu,
fluktuacia teploty)!®>. Av§ak, exogénny stres neovplyviiuje len tvorbu ligninu, ale tiez
tvorbu fenolickych latok, rastlinnych metabolitov pritomnych taktiez v osemeni
strukovin®, Sucastou osemenia je aj Siroka skupina fenolickych latok. Fenolické latky
su mnoho krat diskutované ako latky, ktoré by mohli vplyvat na mechanizmus
fyzikalnej dormancie skrz ich schopnosti oxidovat sa na prislusné chinény, a tym
redukovat prestup kyslika cez jednotlivé bunkové vrstvy v osemeni az do takej miery,
Ze sa kyslik nedostane k embryu. Jeho vyznam pre nastartovanie kliCenia bol
diskutovany vyssie.

Lignin a fenolické latky vznikaju fenylpropanoidovou metabolickou cestou
sprevadzanou a riadenou mnohymi enzymami. Je nutné dodat, Ze dormancia,
respektive klicenie, méze zavisiet aj od tychto enzymatickych latok, ktoré reguluju
obsah ligninu a fenolickych latok v osemeni. Prikladom enzymu tohto druhu méze byt
peroxidaza, ktora reguluje polymerizaciu ligninu, pripadne katecholoxidaza regulujuca
oxidaciu fenolickych latok. Na spodnej strane osemenia sa mbzZe nachadzat este
vrstva parenchymatickych buniek (pritomna u strukovin), o ktorej sa predpoklada, ze
zabezpecuje nutrienty pre embryo, avSak o tejto vrstve nie su doposial informacie, ze
by mohla priamo suvisiet s fyzikalnou dormanciou u akéhokolvek osemenia. Vynimkou
je menej permeabilné osemenie dateliny, v ktorom bol stanoveny vyssSi podiel kalézy
v parenchymatickej vrstve osemenia. Autori v praci hovoria, Zze vrstva zivin v
parenchymu moZze regulovat priepustnost osemenial®’.

Okrem charakteru (chemického zloZenia) celej plochy osemenia sa na
prestupu vody skrz semeno mézu podielat’ aj niektoré morfologicko-anatomické utvary
ako hilum a strofiola. Hilom sa nazyva napadné miesto, vdaka ktorému je
zabezpecené uchytenie semena k struku (putko). Cez jeho stred prechadza Strbina,
ktora sa otvara ak je relativna vihkost nizka (tym podporuje schnutie semena). Pri

vysokej vihkosti je tato Strbina uzatvorena. Strofiola je malé vypuklé zakon&enie Svu
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na osemeni. U hrachu siateho je strofiola viditelna ako mala hnedo zafarbena bodka
v blizkosti hila. Tato Struktura sa podla niekorych povazuje za mozné miesto pre vstup
vody k embryul. Analyza chemického zloZenia tychto utvarov méze teda poskytnut

dolezité informacie pre detailnejSie porozumenie rannym fazam procesu kliCenia.

2.4.1 Dormancia semien a jej regulacia

Faza, kedy sa zrelé semienko stane dormantné, nie je vSak konecna a
existuje niekolko mechanizmov, ktoré dormanciu semien pravdepodobne ovplyvihuijd,
aby nakoniec dochadzalo k ich vykliceniu. Na dormanciu vplyvaju mechanizmy, ktoré
s neoddelitelnou st¢astou prirody, ako pésobenie svetla'®®, opakujlce sa poZiare v
hortcich oblastiach'®, samotna vlhkost?® a typ pody (jej pH?%%, abrazivita?®?,
Zlozenie???, patogény?°?), pripadne diastoény rozklad osemenia v ZivociSnych
traviacich traktoch?3. Tieto procesy mézu rozruSovat osemenie priamo, ¢im dochadza
k naruseniu mechanickej bariéry okolo embrya alebo mézu podmienovat chemické
zmeny v osemeni, ktoré nasledne vedu k zmene dormantného stavu semena. V
literature existuje niekolko praci zameranych na Studium zmien v dormancii semien v
suvislosti s vy$Sie uvedenymi Cinitefmi, avSak je nutné povedat, Ze ich pésobenie je
vzajomne prepojené a nie je doposial celkom objasnené.

Dormancia semien je podmienena aj samotnou materskou rastlinou a
okolitymi faktormi, ktoré na fiu vplyvaju v &ase tvorby semien. U&inok nizkych teplét na
matersku rastlinu méze podporit hibku dormacie u vznikajucich semien2%4. Jednym z
cielov tejto prace bola snaha popisat chemické zmeny v osemeni hrachu siateho po
jeho teplothom cyklovani. Oscilacia teploty v prirode je totiz pravdepodobne rovnako
vyznamny parameter ako vysSie spomenuté javy, ktory méze tiez spésobovat zmeny
v dormancii semien. Praca od Fotitta a kol. (2013)?% poukazuje na vplyv teploty na
dormanciu semien u najrozsirenejSej modelovej rastliny Arabidopsis thaliana, u ktorej
boli tieto zmeny Studované na dvoch ekotypoch. Na naruSenie dormancie semien
ekotypu Cvi (produkuje semena na jesen) je nutna horuca faza leta, po ktorej nastava
klicenie semien. Pri ecotype Bur je nutné, aby semena boli vystavené naopak nizkym
teplotam, po ktorych zacinaju klicit. Zaujimavostou je napriklad to, Zze striedavé teploty
(30 az 60°C) v oblasti Mediteranu narusuju dormanciu semien dateliny (Trifolium
subterraneum), ktorych osemenie sa stane vode priepustné. Tento jav bol pozorovany

aj u niektorych druhov radenych k strukovinam (Vicia hirsuta, Lathyrus nissolia,
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Lathyrus aphaca), ktoré na to, aby vykliCili, potrebuju vyrazné vykyvy teplét. Sezénna
oscilacia teplét je vyznamna aj pre semena australskeho rastlinného druhu
Stylosanthes humilis, ktory ma dormantné semena v obdobi od januara do septembra,
kedy v tejto oblasti prevladaju v priemere o nie€o nizsie teploty (25-55°C). V obdobi od
septembra do decembra, kedy priemerné teploty stupaju (28-67°C) sa dormancia
semien redukuje a semena zacinaju klicit™.

Okrem sezénnych vykyvov teplét su v literature spominané aj denné teplotné
rozdiely v suvislosti s regulaciou dormancie semien. Denna a no¢na teplotna fluktuacia
byva vyznamna u semien rastlinnych druhov Trifolium hirtum, Trifolium cherleri,
Trifolium cernus, Medicago truncatula, Medicago littoralis, Medicago polymorpha a
Lupinus varius vedie k redukcii ich dormancie. Pre predstavu je vhodné uviest, Ze tieto
teploty osciluju v rozmedzi od 15°C (cez noc) do 60°C (cez deri)!. Existuje aj niekolko
praci zameranych na sledovanie génovej expresie s ohfadom na teplotné vykyvy
(napriklad?°5-296)  av§ak interpretacia dat v tychto publikaciach presahuju ramec tejto
prace. Vzhfadom na mnozstvo uvedenych faktorov a komplikovanost sa v
experimentoch sleduje vacsinou jeden vybrany faktor samostatne, nie v kombinacii s
d'aldimi. Stadium vplyvu teploty a oscilacie a tiez vSetkych vy$sie uvedenych javov, je
napriek niekolkym snahach stale nedostatoCne objasnena zalezitost. Zmenami v
chemickom zlozeni osemenia hrachu pri cyklovani teplét sa zaobera aj tato dizertacna

praca.
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3. Ciele dizerta€nej prace

Ciele predlozenej dizertaCnej prace su obsiahnuté v nasledujucich bodoch:

Charakterizacia chemického zloZzenia osemenia vratane jeho povrchu u
vybranych genotypov hrachu siateho (Pisum sativum) a nasledna
interpretacia identifikovanych latok v kontextu fyzikalnej dormacie tychto
semien.

Vyvoj novych metéd zaloZzenych na hmotnostnej spektrometrii
umoznujucich priamu analyzu rastlinného materialu a optimalizacia
podmienok merania. PreStudovanie moznosti vyhodnotenia dat
pomocou nastrojov viacrozmernej Statistickej analyzy.

Stadium chemickych zmien v osemeni hrachu siateho po simulacii
teplotného cyklovania a posudenie tychto zmien v kontexte dormancie

tychto semien.

NajvyznamnejSie ziskané vysledky prezentované v tejto praci boli

publikované v troch impaktovanych €asopisoch (dva €lanky boli prvoautorské, jeden

spoluautorsky).
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4. Experimentalna €ast’

4.1 Chemikalie

Metanol (gradient grade), kyselina palmitova (p.a.), kyselina olejova (p.a.),
2'4' 6'-trihydroxyacetofenon monohydrat (THAP, p.a.), 4-aminochinolin (AQ, p.a.), 9-
aminoacridin (=299.5%, HPLC), acetén (HPLC), acetonitrii (HPLC), hexan (HPLC,
=95%), kyselina hexakosanova (technicka, 290%), kyselina oktakosanova (synteticka,
= 98%). Ako Standard na kalibraciu hmotnostného spektrometru s MALDI ionizacnym
zdrojom bol pouzity Cerveny fosfor (p.a.) vo forme suspenzie v aceténe (1 mg/ml) a pri
ESI a ASAP ionizacii mravenan sodny (pripraveny zmiesanim 100 pyl 0,1 M NaOH s
200 pl 10% kyseliny mravencej a 20 ml zmesi acetonitril:voda (80:20, v/v). VySSie
uvedené chemikalie boli zakupené vo firme Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA.

Zdrojom ultracistej vody bola stanica Milli-Q (Merck, Kenilworth, NJ, USA).

4.2 Pristroje

Vo vSetkych experimentoch bol pouzity vysokorozliSujuci hmotnostny
spektrometer Synapt G2-S (Waters Corp, Milford, MA, USA) vybaveny elektrosprejom
(ESI), i6bnovym zdrojom s priamou sondou za atmosferického tlaku (ASAP) a
vakuovym MALDI ibnovym zdrojom, hybridnym hmotnostnym analyzatorom typu Q-
TOF, dvoma koliznymi celami (Trap a Transfer) a ibnovo-mobilitnou celou. UV-MALDI
ionizaCny zdroj bol vybaveny laserom typu Nd:YAG (1 kHz, A=350 nm). Ovladanie
hmotnostného spektrometru a zber dat bolo prevedené pomocou programu MassLynx
v.4.1.

Pri LC/MS merani bol pouzity kvapalinovy chromatograf UPLC I-Class (Waters
Corp, Milford, MA, USA) pozostavajuci z vysokotlakového ¢erpadla (Waters ACQUITY
BSM), autosampleru (Waters ACQUITY Sample Manager FTN) a
spektrofotometrického detektoru s diodovym polom (Waters ACQUITY PDA).
Ovladanie LC-MS systému a zber dat bolo prevedené pomocou programu MassLynx
v.4.1.

Na meranie FTIR spektier bol pouzity infraterveny spectrometer Nicolet 6700
(Termo Scientific, DTGS KBr detector, Mid-IR KBr filter) vybaveny ATR nadstavcom
(krystal zo ZnSe).
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Na pripravu vzoriek a roztokov boli okremm bezného laboratérneho vybavenia
pouzité aj nasledujuce pristroje: ultrazvukova vana (Elmasonic, Elma Schmidbauer
GmbH, Nemecko), analytické vahy (Kern), susSiaren, gulickovy mlyncek (Pulverisette
23, Fritsch, Nemecko), sprejovacie zariadenie na matrice SunCollect (SunChrom
GmbH, Friedrichsdorf, Nemecko), trepacka (GFL 3006, GFL, Nemecko), centrifuga
(Eppendorf Minispin, Eppendorf, Nemecko).

Na vysuSenie vzoriek osemenia bol pouzity lyofilizator (CHRIST, Nemecko).

4.3 Rastlinny material

V tejto dizertanej praci boli hlavhym objektom zaujmu vzorky osemenia zo
semien hrachu siateho (Pisum sp.), ktoré poskytol doc. Ing Petr Smykal, Ph.D. z
Katedry botaniky, z Prirodovedeckej fakulty, Univerzity Palackého v Olomouci. Vo
vybranych semenach boli zastupené tri dormantné genotypy Pisum sativum subsp.
elatius (JI64, VIR320, L100) a tri nedormantné genotypy Pisum sativum subsp.
sativum (JI92, Cameor, Terno). Genotyp J164 rastie na uzemi Turecka a JI92 na uzemi
Afganistanu, avSak obidva boli poskytnuté z Centra Johna Innesa v Norwich vo Velkej
Britanii. L100 sa vyskytuje v lzraeli a VIR320 bol poskytnuty Vavilovym vyzkumnym
institutom v Petrohrade, Rusko. Cameor bol ziskany z INRA (French National Institute
for Agricultural Research, Narodny institut pre polnohospodarsky vyskum) vo
Franclzsku a odroda Terno pochadza z Ceskej republiky??7-298  \/ praci boli
analyzované aj osemenia zo semien rekombinantne krizenych linii z genotypov JI64 a
JI1922%°, Poslednu skupinu vzoriek tvorili semena (osemenia), ktoré boli podrobené
teplotnému cyklovaniu (tj. simulovanym vykyvom teploty v 12 hodinovom intervale, s
minimalnou a maximalnou teplotou 20°C a 60°C poéas 30 dni). Studované genotypy
boli ziskané z Katedry botaniky, PFF UP Olomouc. Na tomto pracovisku boli prevedené
aj experimenty s teplotnym cyklovanim. Kontrolné semienka od tychto genotypov boli
ponechané v tme a pri teplote 20°C pocas 30 dni. Semena genotypu T14/5 (ij. Ciselny
kéd 86) boli zvolené ako kandidati s nadobudnutou dormanciou po teplotnom cyklovani
(porovnané s ich kontrolami) a genotyp P016 (Cisleny kdd 17) reprezentoval opacny
jav, kedy sa ich dormancia v porovnani s kontrolnymi semenami po teplotnom
cyklovani vyrazne znizila. Dormancia bola hodnotena cez poCet semien, ktory ostava

inaktivny a nekli€i (vyjadruje sa v percentach).
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4.4 Priprava vzoriek pre jednotlivé typy analyz

4.4.1 LDIaMALDI-MS meranie

Osemenia z vybranych genotypov boli mechanicky odpreparované od embrya,
skalpelom nakrajané na mensSie Casti (priblizne 2 mm) a takto boli upevnené na kovovu
MALDI dosticku s vonkajSim povrchom smerom nahor pomocou obojstrannej lepiace]
pasky (Ulith, Praha, Ceska republika). Meranie bolo uskutodnené v Siestich
biologickych opakovaniach pri kazdom genotype. Vzorky boli odpreparované zo
zrelych suchych semien a analyzovali sa priamo v neporusenom stave (ij. bez
prasklin), bud bez nanesenia matrice (LDI) alebo po jej aplikacii sprejovanim (MALDI)
pomocou pristroja SunCollect (v Siestich po sebe nanasanych vrstvach a s prietokom
5 pl/min, rychlost sprejovania bola nastavena danou funkciou v softwaru na “medium?”).
V  pozitivnom ionizatnom modde bola pouzitda matrica THAP (2'4'6'-
trinydroxyacetofendn monohydrat) v koncentracii 1 mg/ml (rozpustena v zmesi
rozpustadiel acetonitril:voda, 1:1, v/v) a pre negativny ionizany mdd boli pouZité
matrice: 4-aminochinolin a 9-aminoakridin v koncentracii 1 mg/ml (rozpustené v
acetone). Vzorky rekombinantnych linii boli analyzované a zobrazovacie experimenty

boli prevedené iba v mdde LDI-MS (bez nanesenia matrice).

V sérii experimentov boli vykonané merania lyofilizovaného osemenia
(odpreparované osemenie bolo lyofilizované 5 dni) a porovnané s kontrolnymi
vzorkami osemenia (ususené bez lyofilizacie). Takto pripravené vzorky boli zmerané

pomocou LDI-MS pri negativnej ionizacii.

Cast’ experimentov bola zamerana na $tadium distribucie analytov v prieénom
priereze osemenia. PrieCne rezy boli pripravené taktiez zo suchého zrelého semena.
Najskér sa celé semeno nasytilo 2% roztokom sachar6zy vo vakuu, a nasledne bol
pridany kryogél (Cryomatrix Shandon, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Nasytené vzorky sa zmrazili na teplotu -25 ° C a rozrezali prie€ne na rezy s hrubkou
20 um. Viac detailov obsahuje protokol®. Takto pripravené vzorky boli analyzované
pomocou LDI-MS. VSetky semena boli skladované pri laboratérnej teplote, na tmavom

a suchom mieste.
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4.4.2 ASAP-MS meranie

V pripade priamej ASAP-MS analyzy boli analyzované suché zrelé semena
hrachu siateho v neporuSenom stave, a tiez vypreparované kusky osemenia s urCitym
rozmerom (cca 4 mm?, 9 mm?, 12 mm?, vid Obrazok 4). Pred meranim bol kazdy kisok
samostatne zvazeny. V Tabulke 5 su uvedené hmotnosti vypreparovanych kuskov

pouzitych na priamu ASAP-MS analyzu a dalSie Statistické spracovanie.

Pre ASAP-MS merania sa Standardne pouziva sklenena kapilara (glass melting
point capillary; priemer 2 mm, dizka 100mm). Ta bola vyuZita pre pilotné meranie
extraktov osemenia, avSak kvoli nereprodukovatelnym vysledkom pri merani extraktov
bola v dalSich experimentoch zvolena kapilara s inymi rozmermi, ako bude uvedené
niZzSie. Pre priame meranie rastlinného materiadlu bez extrakcie bola Standardna
kapilara modifikovana urezanim oboch zatavenych koncov. Nasledne bol cez nu
prestréeny 100 ym medeny drét zakoncéeny bud Stvorramennou “klietkou” (na priamu
analyzu celych semien vratane kvantifikacie mastnych kyselin na celych semenach
pomocou metdédy Standardného pridavku, Obrazok 5A) alebo s hacikom na konci (na

priamu analyzu Casti osemenia, Obrazok 5B).

Obrazok 4. Vypreparované Casti osemenia zo Siestich genotypov hrachu siatého pouzitych na priamu
analyzu pomocou ASAP-MS techniky. Rozmer vypreparovaného osemenia je priblizne uréeny na
zéklade mierky na podkladovom papieri (jeden Stvoréek na papieri ma rozmer 1 mm?).
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Tabulka 5. Hmotnosti vypreparovanych ¢asti osemenia zo Siestich genotypov hrachu siateho pouZitych
na priamu analyzu pomocou ASAP-MS techniky.

Hmotnost vypreparovanych kiskov osemenia (mg)

R(Cr’nZan)” Kcij_s VIR320 | L100 [CAMEOR| TERNO | Ji64 | JI92
1 0.87 1.01 0.35 0.43 2.13 0.29

2 0.69 0.77 0.49 0.22 0.81 0.40

4 3 0.55 0.91 0.41 0.39 0.68 0.81
4 0.41 0.89 0.30 0.39 0.47 0.89
Priemer 0.63 0.90 0.39 0.36 1.02 0.60
SMODCH 0.20 0.10 0.08 0.09 0.75 0.30
1 1.60 2.36 0.86 1.11 2.64 0.62

2 1.10 2.53 0.87 0.94 2.13 0.86

° 3 1.35 3.38 0.72 0.79 3.66 0.73
4 1.50 5.16 0.81 0.71 3.32 0.70
Priemer 1.39 3.36 0.82 0.89 2.94 0.73
SMODCH 0.22 1.28 0.07 0.18 0.69 0.10
1 3.13 10.64 4.35 2.10 5.59 1.98

2 2.42 5.73 2.81 2.87 4.62 1.60

16 3 2.69 4.04 2.07 1.64 6.42 3.72
4 2.76 4.2 1.61 1.87 2.89 4.45
Priemer 2.75 6.15 2.71 2.12 4.88 2.94
SMODCH 0.29 3.09 1.20 0.53 1.52 1.37
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Obrazok 5. Spbsob uchytenia celych semien a vypreparovanych ¢asti osemenia na ASAP probe (A —
Stvorramenna klietka, B — hacik).
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Kyselina dibromgalova bola vybrand ako Standard na kontrolu odozvy (jej

0

opakovatelnosti) po€as ASAP-MS merani celych semien. Jej odozva (neovplyvnena
biologickou variabilitou) posluZila na sledovanie opakovatelnosti nanasania pridavkov
Standardov mastnych kyselin na semeno. Jej vyhodou bol charakteristicky izotopovy
patern a prchavost. Na celé semeno bol vzdy pipetovany 1ul kyseliny dibrémgalovej
(1 mg/ml).

4421 Priprava extraktov z osemenia a Standradnych roztokov pre ASAP-
MS analyzu a kvantifikaciu (metéda kalibra¢nej krivky)

Za ucelom kvantifikacie boli pripravené roztoky Standardov kyseliny
hexakosanovej a oktakosanovej v hexane s koncentraciou 0.001, 0.01, 0.1 a 0.2
mg/ml. Tieto kalibratné roztoky boli zmerané v Styroch opakovaniach. Ako bolo
spomenuté vysSie, Standardna sklenena kapilara bola vyuzita pre pilotné meranie
Standardov a rovnako aj extraktov osemenia, avSak kvéli nereprodukovatelnym
vysledkom pri merani bola zvolena kapilara s inymi rozmermi. Standardna kapilara
bola nahradena dutou kapilarou s vnutornym priemerom 60 um a dizkou 10 cm (dalej
uvadzanou ako alternativna kapilara). Porovnanie Standartnej a alternativnej kapilary
ukazuje Obrazok 6A-B. Otvory v kapilare a pbésobenie kapilarnych sil umoznili
natiahnutie malého mnozstva roztoku (cca 1 ul) dovnutra kapilary (Obrazok 6C-D).
Extrakty z osemenia hrachu siateho (z dvoch zakladnych genotypov L100 a CAMEOR)
boli pripravené podfa nasledujuceho spdsobu. Najskér bolo vybranych Sest suchych a
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zrelych semien z kazdého genotypu, mikrometricky sa zmeral ich priemer, a potom
bolo osemenie z kazdého semienka opatrne lupanim oddelené od embrya. Tychto
Sest’ osemeni (pre kazdy genotyp) bolo jednotlivo zvazenych a nasledovne boli
zvazené osemenia z rovnakého genotypu rozomleté na prasok. Namlety prasok bol z
mlynka pozbierany (a opat zvazeny). Navazky osemenia L100 a Cameoru boli
podobné (102.2 mg pre L100 a 115.5 mg pre Cameor). Udaje o rozmeroch a
hmotnostiach tychto osemeni su prezentované v Tabulke 6. Lipofilné latky boli
extrahované z navazky 3 hodiny hexanom pri laboratornej teplote, za pouZzitia trepacky
(2 hodiny) a ultrazvuku (1 hodina). Pomer extrahovaného materialu a extrakéného
Cinidla bol 70 mg prasku z osemenia na 1 ml hexanu. Tato zmes bola centrifugovana
pocCas 5 minut pri 14 000 otaCkach za minutu a nasledne bolo 500 pl supernatantu
odobraného, odfukaného prudom dusika a odparok bol rozpusteny v 10 pl hexanu

(prekoncentracia 50x).

Obrézok 6. Porovnanie Standardnej a alternativnej sklenenej kapilary pouzitej v ASAP-MS meraniach
(celkovy pohlad — A, detail na koniec kapilar — B, nadavkovanie 1 ul vzorky pomocou alternativnej
sklenenej kapilary -C, porovanie nadavkovania vzorky do niekolkych alternativnych kapilar -D).

V ASAP-MS experimentoch s alternativhou kapilarou bol do hmotnostného
spektrometru vzdy nadavkovany 1 ul extraktu. Analyza bola prevedena v Styroch
opakovaniach. Pri davkovani roztokov do hmotnostného spektrometru mal kazdy

roztok vzdy svoju kapilaru (pre danu koncentraénu uroven dedikovana kapilara).
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Cistenie kapilary bolo prevedené preplachnutim kapilary a oplachom jej vonkajse;

strany pomocou hexanu. Vyc€istena kapilara neposkytovala meratelny signal analytov.

Tabulka 6. Udaje o rozmeroch kompaktnych osemeni a ich hmotnosti z dvoch genotypov hrachu siatého
(L100, CAMEOR) pouzitych na pripravu extraktov v (semi)kvantitativnej analyze pomocou ASAP-MS
techniky.

Priemer Plocha Hmotnost’ Priemer Plocha os:nr?:r:?:s:’ed
semienka | osemenia | osemenia pred semienka | osemenia rozomlet[i)m

(mm) (mm?) rozomletim (mg) (mm) (mm?) (mg)

1 4.00 50.27 27.77 1 8.00 201.06 19.29

2 4.58 65.90 27.08 2 8.00 201.06 22.05

3 4.34 59.17 23.14 3 8.42 222.73 22.47

@
= 4 4,72 69.99 23.37 8 4 7.66 184.33 18.68
-

- 5 5.10 81.71 21.00 % 5 7.66 184.33 23.61
6 5.30 88.25 26.40 6 7.76 189.18 20.40

Priemer 4.67 69.21 24.79 Priemer 7.92 197.12 21.08

SMODCH 0.48 14.07 2.68 SMODCH 0.29 14.68 1.93
>* 415.29 148.76 > 1182.70 126.50

Hmotnost’ navazky (mg) Hmotnost’ navazky (mg)
a jej odpovedajuca plocha 321.60 102.20 a jej odpovedajtca plocha 1076.40 115.50
(mm?) (mm?)

(>*= suma plochy, resp. hmotnosti osemenia zo Siestich semien, poznamka: po rozomleti materialu gulickovym mlynkom
dochadza k stratam materialu, preto je uvedena aj hmotnost navazky, teda hmotnost rozomletého prasku zo 6 semien, ktory bol
extrahovany; tato hmotnost bola pouzita pri vypoc¢toch kvantity vybranych latok. V tabulke je vypocitana aj priemerna plocha,

ktora by odpovedala danej navazke pouzitej v extrakcii.)

4422 Priprava vzoriek a standardnych roztokov pre ASAP-MS analyzu a
kvantifikaciu (metéda Standardného pridavku)

Za druhy kvantifikacny spdsob bola zvolena metdda Standardného pridavku. Na
kvantifikaciu pomocou Standardného pridavku boli pripravené tri Standardné roztoky.
Tie obsahovali kyselinu hexakosanovu a oktakosanovu s koncentraciou 0.25; 0.50 a
1.00 mg/ml. Standardny roztok bol 10x naspotovany po 1 pl na celé semienko

uchytené na ASAP probe pomocou medeného drétiku (tj. Stvorramennej “klietky”) ako
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popisuje kapitola 4.4.2. Tymto spdsobom bolo ziskanych sedem biologickych
opakovani. Plocha osemenia bola vypocCitana na zaklade merania priemeru
jednotlivych semienok pred ASAP-MS analyzou. Hmotnost osemenia bola ziskana po

ASAP-MS analyze celych semien. Tieto udaje su zhrnuté v Tabulke 7.

Tabulka 7. Udaje o rozmere kompaktnych semien a hmotnosti ich osemenia z dvoch genotypov hrachu
siatého (L100, CAMEOR) pouZitych v ASAP-MS analyzach.

P”?mer PIochg Hmotnost’ Prigmer Plocha_ Hmotnost’
seg;r;ka os(%mrfzr;'a osemenia (MgQ) seg:ﬁ?)ka os(;mn:azr;m osemenia (mg)

1 421 55.67 21.99 1 7.47 175.21 18.90

2 5.16 83.63 23.99 2 7.99 200.46 18.90

S 3 5.27 87.21 24.13 % 3 7.71 186.65 21.35
S| 4 4.49 63.30 19.69 g 4 8.20 211.13 21.79
- 5 4.52 64.15 21.92 5 5 7.50 176.63 20.82
6 4.60 66.44 22.73 6 8.30 216.31 23.06

7 451 63.87 19.30 7 8.23 212.68 22.20
Priemer 4.68 69.18 21.96 Priemer 7.91 197.01 21.00
SMODCH 0.39 11.63 1.90 SMODCH 0.35 17.45 1.60

4.4.3 ATR-FTIR meranie

Osemenie zakladnych 6 genotypov bolo bez nutnosti jeho narusenia priamo
zmerané aj pomocou techniky ATR-FTIR. Merali sa kompaktné semena. Tato technika
bola pouzita aj u semien, ktoré boli teplotne cyklované. Meranie bolo prevedené pre
strednt IR oblast (4000-400 cm™). Kazdy genotyp bol analyzovany v Siestich
biologickych opakovaniach. V priebehu merania sa kladol déraz na zachovanie
kompaktnosti semien, aby boli spektra ziskané len z povrchu osemenia (vysledky
neboli ovplyvnené vnutornymi vrstvami osemenia a v pripade malého mnoZzZstva
semien sa dali nasledne pouzit pre deStruktivnu analyzu hmotnostnou
spektrometriou). V pripade analyzy 6 zakladnych genotypov boli pre nasledny LDI-MS
experiment pouzité nové semienka. Teplotne cyklované semienka hrachu siateho boli
predlozené iba v piatich biologickych opakovaniach a preto kazdé osemenie bolo
zmerané najskdér pomocou ATR-FTIR a nasledne pomocou LDI-MS techniky

(multimodalny experiment).
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4.4.4 LC/MS meranie

Pomocou kvapalinovej chromatografie s UV/VIS a hmotnostno
spektrometrickou detekciou boli prevedené analyzy v Studii teplotného cyklovania.
LC/MS technika bola pouzita ako posledna. Kvéli nedostatku materialu (dostupnych
bolo len pat semienok, teda pat biologickych opakovani z kazdého cyklovaného
genotypu a prislusnej kontroly) a nutnosti homogenizacie materialu na pripravu
extraktu, boli kompaktné semena zmerané najskér pomocou ATR-FTIR. Nasledne boli
tie isté osemenia olupané a podrobené LDI-MS analyze. Osemenie ¢o ostalo, bolo

zhomogenizované, zvazené, extrahované a analyzované pomocou LC/MS.

Extrakty cyklovaného hrachu (osemenia) a prislusnych kontrol boli pripravené
z jemne namletého prasku, ktory bol navazeny a extrahovany zmesou rozpustadiel
aceton:voda (70:30, v:v) v pomere: 1.5 mg navazky a 80 ul extrakéného Cinidla. Postup
extrakcie bol prevzaty z prace?*® a modifikovany (do extrakéného dinidla nebola
pridana kyselina askorbovd). Extrakcia prebiehala po€as 3 hodin v ultrazvuku za
staleho chladenia pomocou ladu, aby nedochadzalo k moznému tepelnému rozkladu
latok. Extrakty boli po ukonc€eni extrakcie zcentrifugované poc¢as 5 minut pri 14 000
otaCkach za minutu. Nasledne bolo zo supernatantu odobratych 250 pl do Cistej vialky,
z ktorej sa prudom dusiku odfukalo rozpustadlo a vzorka sa nariedila na 500 pl
pomocou zmesi metanol:mobilna faza A (1:1, v:v). Takto pripravené vzorky boli
zfiltrované cez membranovy PTFE mikrofilter (poréznost 0.2 um) a nadavkované do
kvapalinového chromatografu. Vedfa extraktov boli merané aj odpovedajuce

(analogicky pripravené) slepé vzorky.

4.4.5 Analyza pomocou ESI-MS (priama infuzia)

Pri merani elektrosprejom boli pripravené extrakty osemenia genotypu L100.
Tie boli do ibnového zdroja zavedené priamou infuziou. Extrakt bol pripraveny podfa
extrakéného protokolu pouzitého aj u LC/MS analyz (kapitola 4.4.4) a bude blizSie

popisany v Casti venovanej LC/MS analyze.
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4.5 Optimalizacia parametrov merania a ich nastavenie

4.5.1 Podmienky pre LDI a MALDI-MS meranie

Pre (MA)LDI-MS analyzu boli za kluCové vybrané a nasledne optimalizované
nasledujuce parametre: napatie na hexapdle, napatie vkladané na MALDI plate,
“‘energia laseru”, rychlost pohybu MALDI dosticky (vzhfadom na laserovy Iuc).
Optimalizacia bola prevedena za ucelom zisklania ¢o najlepSieho signalu najdenych
markerov na osemeni JI164 (pre hmotu s m/z 455.41) a L100 (pre hmoty s m/z 395.38
a 423.42). Napatie na hexapole vplyva na fokusaciu vygenerovanych ionov a ich
transmisiu z MALDI zdroja do analyzatoru hmotnostného spektrometru. Pri
optimalizacii prevedenej za ucelom ziskania naintenzivnejSieho signalu mastnych
kyselin boli testované hodnoty 250, 300, 350, 400 a 450 V. Napatie vkladané na MALDI
plate bolo optimalizované vzhladom na signal vysSich mastnych kyselin ako druhé v
poradi (zaroven, napatie na hexapéle bolo uz nastavné na jeho optimalnu hodnotu pre
dané signaly) v rozmezi od 0 do 25 V. Konkrétne boli testované hodnoty 0; 10; 15; 20
a 25 V. Nasledovalo ladenie tretieho parametru v poradi, ktorym bola “energia laseru”
(jej ladenie prebiehalo pri zvolenom optimalnom napati na hexapole a napati viozenom
na MALDI plate). V tomto pripade sa jedna o bezrozmerné Cislo, ktorého hodnota
odraza poziciu ND (Neutral Density) filtra. Pozicia ND filtra ovplyvhuje transmisiu
laserového lu€a s A= 355 nm. Zavislost' transmisie na tomto parametru v8ak nie je
linearna. V rozmedzi arbitranych hodnét “energie laseru” od 300 do 400 je rozsah
transmisie zhruba 40-95%. Testované hodnoty parametra “energie laseru” boli 300,
350, 400 a 450. Poslednym parametrom (ladenym za optimalnych hodndét
predchadzajucich troch zvolenych parametrov) bola rychlost pohybu MALDI dosticky
s osemenim (parameter “Step Rate”), ktora mdze byt v riadiacom software nastavena
na hodnotu od 1 do 50 (poznamka: jedna sa tiez o bezrozmerny parameter). Cim je
dana hodnota nizSia, tym pomalsi pohyb MALDI dosticka vykonava, vysSia hodnota
pohyb urychluje. Testované hodnoty boli zvolené ako hodnoty 1, 10, 15, 25 a 30. Pri
klasickom (MA)LDI-MS merani bol pouzity priemer laserového lu¢a 150 um. Doba
analyzy bola 6 minut. Pred meranim vilastného spotu s pripevnenym osemenim bolo
zmerané este spektrum z referenéného spotu, na ktory byl naneseny erveny fosfor.
Toto referenéné meranie, které je sucCastou ziskaného datového suboru z danej
analyzy bolo pouzité pre overenie presnej a spravnej m/z hmoty latok v MS spektrach.

(MA)LDI-MS meranie bolo prevedené v pozitivnom a negativnom ionizacnom méde v
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rozsahu m/z hmét od 50 do 1200 Da, vzdy v minimalne Styroch biologickych

opakovaniach.

Okrem parametrov nastavenia bola na Standardoch kyseliny hexakosanovej a
oktakosanovej optimalizovana aj kolizna energia (eV), pri ktorej boli potom prevedené
fragmentacné experimenty tychto latok na osemeni L100 a JI64. Pri optimalizacii sa
sledoval ¢o najvyS$Si vytazok fragmentov s hodnotou m/z 377 (z hexakosanoatu) a 405
(z oktakosanoatu), ktoré koreSponduju so stratou molekuly vody. Optimalna hodnota

koliznej energie pre MSMS experimenty je hodnota 30 eV.

4.5.2 Podmienky pre hmotnostné zobrazovanie pomocou LDI-MS (MSI
analyza)

LDI-MS technika bola pouZita na analyzu povrchu osemenia vysSie uvedenych
6 genotypov hrachu siateho, ich prie¢nych rezov a rekombinantne krizenych linii
genotypov JI64 a JI92 (RILs). Na vyhodnotenie ziskanych dat bol pouzity HDImaging
program (Waters, verzia 1.4). MSI meranie bolo realizované v negativhom ionizanom
mode. Pri MSI analyzach bol zvoleny priemer laserového [u¢a 60 um. Velkost jedného
pixelu bola teda nastavena na 50x50 pm, o je rozmer s Ciastoénym prekryvom
laserového lu¢a. Frekvencia laseru a ¢as skenu neboli pre zobrazovaci experiment
podrobnejSie optimalizované a ich hodnoty boli nastavené na 1000 Hzana 1 s. V MSI
meraniach nebola pouZzita matrica. Rozsah hmot v MS skenu bol nastaveny v rozmedzi
od 50 do 1000 Da. Vyznamnym parametrom vplyvajucim na vysledok a signaly vysSich
mastnych kyselin bola energia laseru. Boli testované jej Styri hodnoty (tj. 200, 250, 300
a 350).

4.5.3 Podmienky pre ASAP-MS meranie

ASAP-MS analyza zahriiovala analyzy celych kompaktnych semien,
jednotlivych vypreparovanych kuskov osemenia. Pre vSetky typy analyz boli pouzité
nasledujuce nastavenia na hmotnostnom spektrometru. VSetky vzorky boli merané v
negativnom ionizaénom maode v rozsahu hmét od 50 do 1000 Da (doba analyzy 3
minuty, dizka skenu 0.5 s). V ASAP-MS usporiadani boli pre intenzitu signalu vy$sich

mastnych kyselin vyznamné nasledujuce parametre: doba analyzy, teplota ASAP
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préby, prud na vybojovej ihle a prietok desolvatacného plynu. Teplota na ASAP prébe
bola testovana v rozmedzi od 100 do 600°C (konkrétne pre hodnoty 100, 200, 300,
400, 500, 600°C), prud na vybojovej ihle v rozmedzi od 0 do 25 pA (vybrané hodnoty
boli 0, 5, 10, 15, 20, 25 pA) a prietok desolvatacného plynu v rozmedzi od 0 do 800 I/h
(vybrané hodnoty 0, 200, 400, 600 a 800 I/h). Postup ladenie jednotlivych signalov bol
podobny ako pri optimalizacii v MALDI-MS s ladenim parametrov “krok po kroku”.
Prvou v poradi bola optimalizovana teplota na ASAP probe (za prednastavenych
vychodiskovych parametrov: prud na vybojovej ihle 5uA, teplota zdroja 120°C, a
prietok desolvatacného plynu 400 I/h). Druhym optimalizovanym parametrom bol prud
na vybojovej ihle (teplota zdroja a prietok desolvatacného plynu ostali nezmenené,
teplota na ASAP prébe bola nastavena na optimalnu hodnotu). Poslednym
optimalizovanym parametrom bol prietok desolvatacného plynu, ktory bol sledovany
pri nastavenej optimalnej hodnote predchadzajucich dvoch parametrov. Teplota v

ibnovom zdroji bola nastavena na 120°C a tento parameter nebol optimalizovany.

Pri fragmentacnych experimentoch (meranie spektier po izolacii rodiCovskych
i6nov v kvadrupole a kolizne aktivovanej disociacii rodi€ovskych iénov v “Trap” koliznej
cele, MS/MS experimentoch) bola optimalizovana aj kolizna energia (eV) na zaklade
vytazku vybraného fragmentu zo Standardu hexakosanoatu a oktakosanoatu v
rozsahu od 10 do 60 eV za ucCelom ziskania najvysSSieho vytazku fragmentov.
Sledovanymi vybranymi fragmentami boli hmoty s m/z 377.37 (odpoveda strate vody
Z hexakosanoatu) a 405.39 (odpoveda strate vody z oktakosanoatu) podobne ako v
kapitole venovanej (MA)LDI optimalizacii. So zvySujucou sa koliznou energiou sa

sledoval zaroven aj pokles intenzity rodicovskych ionov.

4.5.4 Podmienky pri ESI-MS analyze

ESI-MS detekcia prebiehala pri negativnej ionizacii v rozsahu hmét od 50 do
1000 Da. Prietok roztoku pri priamej infuzii bol 7 pl/min. Meranie spravnej a presnej
hmoty latok bolo zabezpeené meranim Lockspray (pouzita latka Leucin-Enkefalin,
prietok LockSpray 50 ul/min, napatie na lockspray kapilare 2 kV). Teplota zdroja bola
nastavena na 120°C. Teplota desolvatacného plynu a jeho prietok boli nastavené na
hodnotu 200°C a 400 I/hod. Nastavenie dalSich parametrov bolo nasledujuce: Cone
Gas Flow (50 I/hod), Nebuliser Gas Flow (6 Bar), Scan Time (0.5 s).
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455 Podmienky pre ibnovo mobilithil separaciu

I6bnovo mobilitna separacia (IMS) bola pouzita za u¢elom oddelenia m/z signalu
analytov od interferujucich latok s velmi podobnymi hodnotami m/z a pre potvrdenie
identity detekovanej zlu€eniny na zaklade zhody v driftovych ¢asoch. Driftovaci ¢as
analytov z osemenia (L100) bol porovnany s driftovacim ¢asom prislusného Standardu
(. hexakosanoatu a oktakosanoatu). l6novo mobilitna separacia bola uskuto¢nena v
ASAP-MS a LDI-MS analyzach. Nastavenie rychlosti (m/s) a vysky (V) mobilitnej viny
pre vybrané analyty (vyjadrené cez m/z hodnoty) je uvedené v nasledujucej Tabulke
8:

Tabulka 8. PouZité hodnoty rychlosti a vysky IMS viny pri ibnovo mobilitnej separécii vybranych vysSich
mastnych kyselin.

Technika m/z analytov Rychlost viny | Vyska viny
ASAP-MS | m/z 395.39 (L100 a $tandard) 300 m/s 2.5V
ASAP-MS | m/z 423.44 (L100 a $tandard) 280 m/s 2.4V

LDI-MS m/z 395.39 (L100 a $tandard) 300 m/s 2.5V

LDI-MS m/z 423.44 (L100 a $tandard) 280 m/s 2.4V

LDI-MS m/z 455.41 (J164) 350 m/s 2.5V

ESI-MS | m/z 395.39 (L100 a $tandard) 300 m/s 2.5V

ESI-MS | m/z423.42 (L100 a $tandard) 280 m/s 2.4V

4.5.6 Podmienky pre ATR-FTIR meranie

Meranie bolo prevedené pre strednu IR oblast s vino¢tom od 4000 do
400 cm v rozsahu 32 skenov (vratane priebezného merania pozadia). Statistické
vyhodnotenie nameranych IR dat prebehlo pomocou software OMNIC a TQ
ANALYST.

4.5.7 Podmienky pre LC-MS meranie
Separacia latok vyextrahovanych vysSie uvedenym spdsobom z osemenia
cyklovanych genotypov a ich kontrol prebiehala na koléne typu Cogent TYPE-C™

Silica temperovanej na 25°C. Separacia v systéme reverznych faz prebiehala s
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gradientovou eluciou s mobilnou fazou A (voda + 0.1% kyseliny mravcej) a mobilnou
fazou B (acetonitril + 0.1% kyseliny mravcej). Mobilné fazy boli pred analyzou 15 minut
odplyriované v ultrazvuku. Gradient mobilnych faz bol nastaveny podla nasledujuce;j
Tabulky 9:

Tabulka 9. Priebeh gradientovej eltcie.

Gradient mobilnych faz
Cas (min) MF-A (%) MF-B (%) Prietok MF (ml/min)
0 100 0 0.2
20 0 100 0.2
30 0 100 0.2
33 100 0 0.2
35 100 0 0.2

Pripravené extraky boli nadavkované vzdy v Styroch opakovaniach v objeme
2 ul. Po dvoch nadavkovaniach nasledovala vzdy analyza prislusného slepého vzorku.
Detekcia latok bola prevedena pouzitim PDA detektoru (rozsah vinovych dizok v
rozmedzi od 200 do 750 nm; rozliSenie 2.4 nm a rychlost zaznamu 24 bodov/s) a MS
detekcie. V hmotnostnom detektore boli m/z hodnoty eluovanych latok korigované
pomocou lockspray merania (s latkou leucin-enkefalin s koncentraciou 1 ng/ul v zmesi
H2O:acetonitril 50:50 a s pridavkom 0.1% kyseliny mravcej, v/v/v). lonizacia latok
prebiehala v pozitivnom méde v rozsahu meranych hmét od 50 do 1200 Da. Cas skenu
bol nastaveny na 1 s. DalSie parametere pouzité pre MS detekciu boli: napatie na
kapilare 2.5 kV, teplota ionizatného zdroja 120°C, teplota desolvatatného plynu

150°C, prietok desolvataéného plynu 400 I/h, cone gas flow 50 I/hod.

4.5.8 Vyhodnotenie LDI, MALDI-MS, ASAP-MS a LC-MS dat

Zobrazenie MS spektier bolo prevedené pomocou programu MassLynx
(Waters). Identifikacia a evaluacia markerov v MS spektrach bola uskutonena
pomocou softwarového rozSirenia MarkerLynx (Waters, verzia 4.1) a Statistického

softwaru EZinfo (verzia 2.0, Umetrics Malmd, Svédsko), ktora je tiez sudastou
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MassLynxu. Tieto nadstavbové programy poskytli moznost vyhodnotenia
viacrozmernych MS dat pomocou Analyzy hlavnych komponent (PCA) a
DiskriminaCnej analyzy ortogonalnych projekcii do latentnych Struktur (OPLS-DA).
Parametre metédy pre MarkerLynx a EZInfo boli nastavené tak, aby boli z markerov
vylu€ené signaly patriace Sumu, ale aby zaroven nedochadzalo k orezaniu menej
intenzivnych charakteristickych signalov zo spektier. Boli nastavené tieto parametre:
prahova hodnota intensity markerov nastavena na 1000 impulzov, separacia piku pri
0.05 Da, hmotnostny rozsah v rozmedzi od 50 do 1200 Da. V $tatistickej metode pri
PCA sa testoval aj typ Skalovania a to Univariate a Pareto. Vyznamnost jednotlivych
markerov (m/z hodnot) bola posudzovana na zaklade ich polohy (“x” a “y” suradnic) v
prislusnych S-plotov (S-plot zobrazuje m/z hodnoty markerov; ich vyznamnost narasta
vzdialenostou od osi x a y) a intenzity v surovych MS spektrach. Parametre pre
Statistické spracovanie LC-MS dat boli: rozsah retenénych ¢asov 0.5 — 10 min, rozsah
m/z hodnét 50-1200 Da, odchylka 0.05 Da, prahova hodnota intenzity markerov

nastavena na 1000 impulzov, vybrané Skalovanie: Pareto.
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5. Vysledky a diskusia

Hmotnostne spektrometrické a FTIR experimenty boli zamerané na vybranych
Sest’ zakladnych genotypov (JI64, L100, VIR320, JI92, Terno, Cameor), ktoré boli
rozdelené do dvoch skupin podfla trovne dormancie?®. Do skupiny dormantnych patrili
genotypy Ji64, L100 a VIR320. Skupinu nedormantnych tvorili genotypy JI92, Terno a
Cameor. Vybrané genotypy reprezentuju divoké aj kulturne odrody hrachu siateho a
dormancia tychto semien bola experimentalne urcena na Katedre botaniky, PfF UP

Olomouc testovanim bobtnania a zaciatku klienia semien sledovanych genotypov?%.

5.1 Vyvoj a optimalizacia metédy LDI-MS a MALDI-MS

5.1.1. Vplyv zpracovania rastlinného materialu pre LDI-MS experiment

Vyvoj a optimalizacia metédy LDl a MALDI-MS zahrriovala dve ulohy. Prva sa
tykala praktickej upravy a spracovania vzoriek fixovanych na MALDI plate. Druha uloha
zahriovala najdenie optimalnych inStumentalnych podmienok merania, ktoré by

poskytovali najlepsi signal pre Studované chemické markery.

V pilotnych LDI-MS meraniach bol testovany vplyv matrice (THAP pre kladny
ionizacny méd, AQ pre negativny ionizaény mod) na kvalitu a rozdiely v MS spektrach
v porovnani s meranim bez pouZitia matrice. Vhodne zvolena matrica by mala
napomahat desorpcii/ionizacii latok zo vzoriek. Testovanie sa tykalo aj spdsobu
nanesenia matrice pomocou automatickej pipety priamo na osemenia alebo pomocou
automatického sprejovania (pristrojom SunCollect). Ukazalo sa, Ze pouzitie matrice
ma vplyv na vysledné MS spekra. Ich rozdiel je demonstrovany na osemeni genotypu
JI64 na Obrazku 7. Je badatelné, Zze pouzitim matrice dochadza k zmene profilu MS
spektra vybraného osemenia JI164 (Obrazok 7A-B) a taktiez k ovplyvneniu (zvyseniu)
intenzity signalov vy$Sich mastnych kyselin na osemeni JI64 (2.6 — 4.8x, Obrazok 8).
Ich identifikacia a vyznam v suvislosti s dormanciou budu diskutované v nasledujucich
kapitolach zameranych na LDI-MS meranie. Hoci malo pouzitie matrice pozitivny vplyv
na cely rad signalov, jej aplikacia pomocou automatickej pipety spdésobovala nezelané
mechanické krutenie fixovanych kuskov osemenia na MALDI dosticke (odlisné
rozpinanie/zmrstovanie jednotlivych vrstiev v osemeni vplyvom solvatacie

rozpustadlom ako analogicky process k mechanickym zmenam v osemeni pri jeho
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zbobtnani v prvej fazi kliCenia semena) a nasledne odpadavaniu fixovanych kuskov
osemenia z obojstranne] lepiacej (fixatnej) pasky. Tento nezelany jav je
demonstrovany na Obrazku I. v prilohe. V pripade steCenia roztoku matrice mimo
povrch osemenia dochadzalo k este vyraznejSiemu uvolfiovaniu fixovaného osemenia
z fixaCnej pasky. Krutenine a riziko odpadnutia materialu vo vakuovom MALDI zdroji
rieSilo automatické sprejovanie pomocou SunCollectu. AvSak, automatické
sprejovanie muselo prebiehat s malym sprejovacim prietokom roztoku matrice, s
dostatoCnym odstupom sprejovacej kapilary od osemenia a s dostato¢ne dlhymi
odstupmi medzi sprejovanim jednotlivych vrstiev matrice, o vyznamne prediZuje ¢as
pripravy vzoriek k analyze. V nasledujucej Casti bude komentové blizSie ako sa
pouzitie, ¢i vynechanie, matrice prejavilo pri Statistickom spracovani dat pomocou
viacrozmernych metéd (PCA a OPLS-DA). Je délezité predom uviest, Ze klucové
experimenty v analyze osemenia hrachu siateho boli na zaklade vysledkov z
viacrozmernej Statistiky prevedené bez aplikacie matrice na povrch osemenia, €o
viedlo k urychleniu a zjednodusSeniu experimentov s laserovou desorpciou/ionizaciou.
Druhym aspektom pri vynechani aplikacie matrice bola skutoCnost, Ze aplikacia
matrice zvySuje signal latok interferujucich so signalom najdenych markerov (markery

su oznacené Sipkou na Obrazok 8), €o bol nezelany jav.

Obrazok 7. Porovnanie MALDI-MS spektra (A) a LDI-MS (B) ziskaného z osemenia JI164 pri negativnej

lonizacill.
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Obrazok 8. Vplyv pouzitia matrice na signaly najdenych markerov (tj. vy$Sich mastnych kyselin,
oznacené Sipkou) pritomnych na osemeni JI64 (merané pri negativnej ionizacii).
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Vlastnosti materialu pri merani méze ovplyviiovat aj spésob uchovania
materialu. Bezne pouzivanym postupom v biologickom vyskume je lyofilizacia. Preto
bol skiumany aj efekt lyofilizacie osemenia na signaly latok v LDI-MS spektrach.
Lyofilizacia bola aplikovana na osemenie dvoch vybranych genotypov JI64
(dormantny) a JI92 (nedormantny). Lyofilizacia spésobuje vyznamné zmeny v procesu
ionizacie. Celkovy idnovy prud sa zvacsil 2.5 krat v pripade JI64 a 2 krat v pripade JI92
(TIC, celkovy iénovy prud, je vyhodnoteny z MS spektra), avSak intenzita signalov
vybranych mastnych kyselin ostala radovo rovnaka. Na Obrazku 9. su prezentované
normalizované intenzity vybranych mastnych kyselin v osemeni J164 a JI92, ktoré bolo
podrobené 5-dniovej lyofilizacii a v rovhakom osemeni bez tejto upravy. Kontrolné
osemenia umoznuju sledovat, ¢i dochadza lyofilizaciou aj ku kvalitativnym zmenam v
spektrach. Normalizacia bola prevedena vydelenim intenzity signalu prislusnej vyssej
mastnej kyseliny sumou intenzit vSetkych signalov v MS spektre a vynasobenim
Cislom 100 (vyjadrenie v percentach). Bolo pozorované, Ze po 5 dnovej lyofilizacii
dochadza k poklesu normalizovanej intenzity pre signaly Studovanych mastnych
kyselin. Vzhladom na to, ze lyofilizované osemenie bolo pri manipulacii krehké,
suSenie pri nizkej teplote zrejme spésobilo zmeny v Struktire osemenia
(mikroskopické praskanie Struktur). Toto sa potom mohlo prejavit v naraste celkového

i6nového prudu v MS spektrach. Zarover sa to prejavilo v poklese signalov mastnych
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kyselin, ktoré su zrejme pritomné len na povrchu osemenia (cez mikroprasklinky sa
teda pri LDI zrejme uvolfiuje a ionizuje material z hlbSich vrstiev osemenia, ktoré
prispievaju k TIC a znizuju relativnhu intenzitu latok z povrchu). Lyofilizaciou sa
napriklad zvysili signaly latok s m/z 193.0123, 217.0153, 227.2104, 281.2563,
241.0118, 241.2221, 373.0426, 1040.0724 a iné. Tieto signaly neboli v ramci prace

identifikované.

Obrézok 9. Normalizované intenzity vybranych mastnych kyselin v osemeni JI64 a JI92. Nalavo je LDI-
MS meranie osemenia bez lyofilizacie, napravo je LDI-MS meranie osemenia s lyofilizaciou. V dolnej

Casti su histogramy zvacsené pre os y na lepSie zobrazenie malych hodnét (zoom).
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5.1.2. Optimalizacia parametrov LDI-MS merania

Ugelom optimalizacie bolo dosiahnutie &o najvyssich intenzit signalov vyssich
mastnych Kkyselin pri merani povrchov osemenia. Detailna optimalizacia bola
prevedena na dormantnych genotypoch JI64 a L100. Genotypy boli zvolené, lebo
prave pre nebol charakteristicky signal vysSich mastnych kyselin (JI64 -
dihydroxyoktakosanoat, L100 — hexakosanoat a oktakosanoat). Postup optimalizacie
pristrojovych parametrov bol popisany v kapitole 4.5.1. a 4.5.2. Pre LDI-MS a MSI
techniku je vyznamnym parametrom napatie na hexapole, ktoré ovplyvnuje transmisiu

vzniknutych iénov z MALDI zdroja do dalSich ¢asti hmotnostného spektrometru. Pre
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dihydroxyoktakosanoat bola optimalna hodnota napatia na hexapdéle 300 V. Druhym
parametrom ovplyviujucim signal vysSie spomenutych latok bolo napatie vkladané na
MALDI dosticku. Najvyssi signal pre dihydroxyoktakosanoat bol dosiahnuty pri 10 V.
Priebeh optimalizacie vys$Sie spomenutych parametrov je ukazany na Obrazku 10,

konkrétne na normalizovanom signale dihydroxyoktakosanoatu v osemeni JI64.

Obrazok 10. Optimalizacia vybranych parametrov v LDI-MS merani vhladom na signal
dihydroxyoktakosanoatu v osemeni JI64. V grafoch je vynesena hodnota intenzity signalu tohto markeru
normalizovanej na celkovy iénovy prad (A- napétie na hexapdle, B- napétie na MALDI dosticke, C-
energia laseru, D- rychlost’ pohybu laseru po vzorke).
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Bolo zistené, Ze optimalnou hodnotou energie laseru bola v pripade
dihydroxyoktakosanoatu hodnota 350 v klasickej LDI-MS analyze, kedy bol pouzity
150 puym focus laseru (Obrazok 10C). NajvySSia intenzita signalu

dihydroxyoktakosanoatu bola dosahovana pri maximalnej hodnote step rate laseru 30.

V pripade dalSich dvoch markerov (ij. hexakosanoatu a oktakosanoatu na
osemeni L100) bola ich najvySSia intenzita signalu ziskana pri napati na hexapéle s
hodnotou 350V a napati viozenom na MALDI dosticku 20V. Optimalna hodnota

energie laseru pre tieto markery bola hodnota 350, teda rovnaka ako v pripade

47



dihydroxyoktakosanoatu. Obrazok 11 ukazuje priebeh optimalizacie LDI-MS signalu

pre hexakosanoat a oktakosanoat na osemeni genotypu L100.

Obrézok 11. Optimalizacia parametrov pri LDI-MS merani vzhfadom na signél hexakosanoatu (C26) a
oktakosanoatu (C28) v osemeni L100. V grafoch je vynesena hodnota intenzity signalu markerov
normalizovanej na celkovy iébnovy prad (A- napétie na hexapodle, B- energia laseru, C- napétie na MALDI
dosticke).
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VySSie hodnoty energie laseru spdsobuju neziaducu pyrolyzu osemenia,
pripadne neziaduce prepalovanie sa laserom do hlbSich vrstiev v osemeni. Pripadnu
pyrolyzu osemenia je mozné potlacgit zvySenim hodnoty parametru s nazvom “step
rate”, ktory koreluje s rychlostou pohybu MALDI dosti¢ky oproti zafixované pozicii
laseru. VySSia hodnota “step rate” suvisi s rychlejSim pohybom dostic¢ky. Pre vSetky tri
latky platilo, Zze ich signal bol najintenzivnejsi pri hodnote 30. Pri MS zobrazovani bolo
nutné energiu laseru znizit na hodnotu 300. Energia laseru s hodnotou 300
predstavovala tiez kompromis v uc€inku laseru pri porovnavacich meraniach medzi

jednotlivymi genotypmi (tvrdSimi dormantnymi a mak3imi nedormantnymi), kedy

48



nedochadzalo k prepalovaniu laserom skrz maksSie osemenie (genotypy JI92,
CAMEOR a Terno). Vo vSeobecnosti, vysSie hodnoty spdsobovali prepalenie laseru
skrz osemenia a nizSie hodnoty uz nesposkytovali dostato¢ny signal vysSich mastnych
kyselin na osemeni vSetkych genotypov. Obrazok 12. ukazuje osemenie JI64 a JI92

po MSI analyze pri dvoch réznych energiach laseru - optimalnej (300) a vysSej (350).

Obrézok 12. Vplyv energie laseru pri MSI analyze osemenia. (dormantné osemenie JI64 (tvrdSie) na
obrazku hore (A — energia laseru 300, B — energia laseru 350), nedormantné osemenie JI92 (méaksie)
dole (C — energia laseru 300, D — energia laseru 350)).
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5.2 Analyza osemenia hrachu siatého pomocou LDI-MS a MALDI-MS a

zpracovanie dat pomocou PCA a OPLS-DA
Povrch osemeni zakladnych vybranych Siestich genotypov hrachu siateho bol zmerany
za optimalizovanych podmienok pomocou LDI a MALDI-MS techniky v oboch
ionizacnych médoch. V prvom kroku boli porovnavané surové spekra dormantnych
genotypov oproti nedormantnym vzdy pre meranie s pozitivhou (+) alebo negativnou
(-) ionizaciou. Studovany bol tieZ vplyv matrice na spektrum osemenia z jednotlivych
genotypov. Obrazky 13,14,15 a 16 ukazuju surové LDI-MS a MALDI-MS spektra
skumanych genotypov hrachu siateho pri pozitivhej a negativnej ionizacii. Rozdiely v
spektrach medzi jednotlivymi genotypmi su pozorovatefné v spektrach bez i s pouzitim
matrice. AvSak, ukazalo sa ako velmi obtiazne priamo podchytit vzajomné suvislosti
(a rozdiely) medzi vSetkymi signalmi pre Sest genotypov (aj so su¢asnym sledovanim
rozdielov s ohfadom na dormanciu). Tato uloha bola nasledne rieSena pomocou
viacerozmernej Statistickej analyzy, ako je popisané dalej. Pri prvotnom pohlade do
surovych spektier bolo vidiet, Ze pri merani v kladnom ionizaénom madde boli
pozorované rozdiely v profilu MS spektier medzi jednotlivymi genotypmi ovela
vyznamnejSie nez pri ionizacii v negativnom madde. Latky v (MA)LDI-MS(+) spektrach
mali cca o dva rady niz8iu intenzitu signalov (tj. 10% — 10%) oproti negativnej ionizacii
(10° - 107). LDI-MS a MALDI-MS spektra v pozitivnej ionizacii st uvedené na Obrazku
13 a 14.

50



Obrazok 13. LDI-MS(+) spekra povrchu osemenia Siestich genotypov hrachu siateho (JI64, L100,
VIR320 su dormantné, JI92, Terno, CAMEOR st nedormantné)
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Obrazok 14. MALDI-MS(+) spekra povrchu osemenia Siestich genotypov hrachu siateho (JI164, L100,

VIR320 su dormantné, JI192, Terno, CAMEOR st nedormantné).
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Obrazok 15. LDI-MS(-) spekra povrchu osemenia Siestich genotypov hrachu siateho (JI64, L100,
VIR320 su dormantné, JI192, Terno, CAMEOR st nedormantné).
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Obrazok 16. MALDI-MS(-) spekra povrchu osemenia Siestich genotypov hrachu siateho (JI64, L100,

VIR320 su dormantné, JI192, Terno, CAMEOR st nedormantné).
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Na druhej strane sa dalo oCakavat, ze cely rad signalov v (MA)LDI-MS

spektrach sa bude pre dany ionizacny méd zhodovat pre vSetky genotypy (mnohé

zlozky osemenia su pre genotypy podobné). Medzi najdené signaly, ktoré boli

spolo¢né pre dormantnu a nedormantu skupinu patrili napriklad signaly v pozitivnhom
ionizatnom moéde s m/z: 98.9769, 112.9229, 154.9325, 196.9439, 206.9943,
291.1685, 317.11198, 369.1229, 377.1309, alebo signaly v negativhom ionizacnom
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méde s m/z: 121.0060, 132.0010, 143.9992, 156.0039, 169.0079, 193.0115,
204.0037, 214.0169, 217.0682, 268.0770, 282.1081 306.1075, 319.1063, atd'..

Podstatne detailnejSi prieskum dat a porovnavanie spektier Studovanych
genotypov dovolili, ako je uvedené vysSie, postupy viacerozmernej Statistickej analyzy
(PCA a OPLS-DA). PCA umoznila vizualizaciu vSetkych MS dat (MS spektier od
vybranych genotypov vratane ich biologickych opakovani) a poodhalenie rozdielov
medzi medzi jednotlivymi genotypmi_i rozdielov medzi skupinou dormantnych a
nedormantnych genotypov. V PCA analyze boli vyuzité a porovnané dva typy
Skalovania: Pareto a Univariate (UV). Spomenuté typy Skalovania patria k najviac
pouzivanym Skalovacim metdédam v metabolomickych Studiach. V skratke vysvetlené,
UV Skalovanie berie signaly metabolitov rovnocenne bez ohladu na ich intenzitu.
Pareto Skalovanie funguje na principe zniZenia vplyvu intenzivnych signalov, a
zaroven sa zd6raznuju slabSie signaly (ktoré vSak mézu mat niekedy vacsi biologicky
vyznam nez signaly silné)?°, Tieto $kalovacie metody v urcitej miere ovplyviiuju PCA
analyzu a nasledne aj diskriminanu analyzu, poCet a poziciu markerov
vygenerovanych v S-plotoch (ich blizSia interpretacia je diskutovana v kapitole 5.2.1

venovanej identifikacii markerov dormancie).

V predlozenej praci boli porovnané obidva spbsoby Skalovania. Obrazok 17
ukazuje vplyv UV a Pareto Skalovania v PCA a OPLS-DA analyze (MA)LDI-MS dat
obsahujucich $est genotypov (ozna&enie 6G) pri negativnej ionizéacii. Cierne body v S-
plotoch predstavuju m/z hodnoty latok pritomnych na osemeni. Cervené body v S-
plotoch reprezentuju signaly niektorych Specifickych vysSich mastnych kyselin (ich m/z
hodnoty), ktoré sa ukazali byt pre tuto studiu vyznamné. Ich poloha v S-plotoch a teda
ich vyznamnost z hladiska rozdielov medzi genotypmi nie je rovnaka a zavisi
vyznamne od zvoleného Skalovania. Vedla toho je vyznamny i vplyv matrice, ktory
bude tiez diskutovany nizSie. V tomto pripade je zrejmé, Zze charakteristicky tvar S-

plotu, teda sigmoida, sa objavuje pri Pareto Skalovani.

Obrazok 18 poukazuje na vplyv Skalovania na data z dvoch kontrastnych
genotypov z hladiska fyzikalnej dormancie, JI64 a JI92 (oznacenie ako 2G). Tieto dva
genotypy sa malo liSia vzhladom osemenia?®®2!1 ale su silno kontrastné prave s
ohfadom na dormanciu a prestupnost ich osemenia pre vodu, preto sa skumali vo

viacrozmernej Statistike aj samostatne. PoZzadovany tvar sigmoidy v S-plotoch sa pre
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markery najlepSie dosahuje pouzitim Pareto Skalovania aj v tomto pripade (hlavne v
S-plotu z dat ziskanych pri experimentoch bez pouzitia matrice). Drobné rozdiely v
separacii dvoch vybranych genotypov pri pouziti Pareto alebo UV Skalovania su
pozorované aj v PCA plotoch (Obrazok 18). Pri kazdom 8kalovani vSak bolo

zachované rozdelenie genotypov na dormantné (JI164) a nedormantné (J192).

Po vyslednom zhodnoteni vplyvu Skalovania na segregaciu genotypov v PCA
plotoch z hladiska dormancie a tvaru S-plotov s markermi bolo Pareto Skalovanie
vybraté pre dalSie experimenty v tejto Studii zameranej na identifikaciu markerov
dormancie. Toto Skalovanie poskytuje o nie€o lepSiu segregaciu medzi genotypmi z
hladiska dormancie oproti UV Skalovaniu a po jeho aplikacii sa v S-plotoch da lepSie
vymedzit’ oblast’ pre signifikantné markery pre danu dormantnu/nedormantnu skupinu

hrachu siateho.
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Obrazok 17. PCA a S-ploty a vplyv Skalovania (UV, Pareto) pouzitych v (MA)LDI-MS analyze piatich

genotypov.
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Obrazok 18. PCA a S-ploty a vplyv Skéalovania (UV, Pareto) pouZitych v (MA)LDI-MS analyze dvoch
genotypov.
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Na potvrdenie stability pouZitého postupu a segregacie dormantnych a
nedormantnych genotypov boli LDI-MS a MALDI-MS experimenty zopakované s
vacsim poctom vzoriek (6 biologickych replik zo zberu z rovnakého ro¢nika). Na
zaklade vyssSie uvedenych vysledov tykajucich sa porovnania dvoch typov Skalovania
dat boli v tejto rozSirenej Studii pouzita uz len PCA a OPLS-DA analyzy so Skalovanim
Pareto. UzZito¢né na popis systému sa ukazalo byt zobrazenie datového setu pomocou
trojrozmernych grafov (3D PCA plotov). Obrazok 19 ukazuje 3D PCA ploty
vygenerované z tychto LDI-MS a MALDI-MS dat. Tieto trojdimenzionalne PCA ploty
umoznuju v oboch pripadoch pozorovat suasne vSetky merania s minimalne 75%
urovnou vysvetlenej variability v prvych troch dimenziach, o je pri popise Studovaného
javu uroven z nasho pohladu akceptovatefna (v dalSich dimenziach je uz ukryta iba
Stvrtina variability dat). V negativnhom ionizacnom modde (Obrazok 19A-B) prvé tri
hlavné komponenty v 3D Score plotoch vysvetluju 76.46% (LDI-MS) a 78.53%
(MALDI-MS) variability dat v MS experimentoch. V pozitivnom ionizathom mdde
(Obrazok 19C-D) prvé tri hlavné komponenty popisuju podobné percento variability, a
to 75.58% pre LDI-MS a 80.28% v pripade MALDI-MS dat. V literature tykajucej sa
metabolomiky sa neuvadza exaktnd minimalna hodnota celkovej vysvetlenej
variability, a ani vhodny pocCet hlavnych komponent, ktoré by mali popisovat
viarozmerné data v PCA analyze. VSeobecne v3ak plati, Ze s vy3S§im percentom
vysvetlenej variability vzrasta kvalita predikcie daného Statistického modelu a jeho

vhodnost pre interpretaciu ziskanych dat.

Napriek relativne velkému rozptylu medzi jednotlivymi Studovanymi vzorkami
osemenia v ramci jednotlivych genotypov je separacia dormantnych od
nedormantnych genotypov evidentna, a to v oboch ionizanych médoch a bez ohladu
na to, ¢i sa pred meranim aplikuje alebo neaplikuje matrica. Nedormantné genotypy
na Obrazku 19 (oznacené Cervenou farbou) su koncentrované nafavo a dormantné

(oznacené modrou farbou) su na pravej strane kazdého 3D PCA plotu.
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Obrazok 19. 3D PCA ploty ziskané analyzou hlavnych komponent LDI-MS a MALDI-MS dat. Horné
grafy ukazuji na MS data v negativnom ionizaénom mdéde (A- bez matrice, B- s matricou), spodné grafy
ukazuji MS data v pozitivnom ionizacnom méde (C- bez matrice, D- s matricou).

@R OTER ©L100

©Jis4
Lo QVirRa20 =
D000
GViRg2
<, I@‘
©SVIR320
ou6s

oy @ REZ
g2
< =
ocam ®TER oYy

ou2

A
,///
A \( O Aoy s
\ QVIR320
!

ocav

Tieto vysledky ukazuju, Zze hmotnostna spektrometria s laserovou desorpciou/
ionizaciou je uzitoCnou technikou na klasifikaciu (rozliSenie) genotypov hrachu s
ohfadom na povrchové zlozenie a dormanciu. Moznost’ vyuzitia LDI-MS analyz na
klasifikaciu osemenia hrachu siatého podla jeho dormancie bola potvrdena aj novymi
analyzami semien zroku 2020, ktoré boli analyzované pri rovhakom nastaveni
hmotnostného spektrometru a pri rovankom $kalovani v PCA analyze. Genotyp VIR
320 bol vtejto recentnej Studii nahradeny z hladiska biologickych vlastnosti
genotypom s Ciselnym oznacenim 1794. V prislusnom PCA plote dochadzalo
k separacii dormantnych (JI64 a 1794) genotypov od nedormantnych (JI92
a Cameoru) v oboch ionizaénych médoch aj v tejto novej Sarzi semien z roku 2020.
LDI-MS technika umoznuje priamu a rychlu analyzu suchych zrelych semien a méze
byt alternativnou technikou vhodnou na $tudium kli¢ivosti semien a pricin kliCenia.
Pouzita technika nevyzaduje v prvom kroku znalost' identity signalov, ktoré vykazuju
rozdiely medzi genotypmi (ide o necieleny metabolomicky postup). Identifikacia

niektorych signalov je popisana v dalSich odstavcoch v tejto praci.

60



5.2.1 Identifikacia biomarkerov v osemeni hrachu siateho

Rozdiely v chemickom zloZeni boli podrobnejSie Studované pomocou OPLS-
DA techniky. Prislusné S-ploty dovolili urcit markery (m/z hodnoty), ktoré sa vo velkosti
signalu najviac liSia medzi dormantnymi a nedormantnymi genotypmi. Intenzita
signalov méze byt ovplyvnena aj povrchovou topografiou osemenia, a preto boli vSetky
Studované osemenia zobrazené pomocou skenovacej elektronovej mikroskopie
(SEM). Je volnym okom dobre vidiet, Ze sa semena jednotlivych genotypov liSia
velkostou a zafarbenim (Obrazok 20 a detaily v praci'!). SEM v8ak ukazala, Ze dva
dormantné genotypy (JI64 a L100) maju na povrchu osemenia pritomné anatomické
hrbolCeky, tzv. gritty. U ostatnych osemeni (u vSetkych nedormantnych a jedného
dormantného VIR320) je povrch hladky, ako ukazuje Obrazku 21. Je preto vyznamné,
Ze (MA)LDI-MS technika dokaZze zachytit rozdiely z hladiska dormancie (diskutované
v predchadzajucej kapitole) aj napriek drobnym odliSnostiam v povrchovej topografii
osemenia. Interpretaciu dat mézu komplikovat aj iné vlastnosti semien (napr. geografia
povodu, iné domestikaéné znaky nez je dormancia, atd.). Za povSimnutie v 3D PCA
plotoch na Obrazku 19 stoji napriklad relativne velka vzdialenost medzi
nedormantnymi  genotypmi  Terno a Cameor (vzhladom  k topografickej
a morgologickej podobnosti tychto semien) vo vertikdlnom smere. PriCina a latky,
ktorymi by sa Terno a Cameor mohli od seba odliSovat vSak neboli charakterizované.
Z hladiska fyzikalnej dormancie bola pozornost dalej zamerana predovSetkym na
chemické rozdiely v osemeni dvojice genotypov JI64 a JI92, ktoré su si z biologického
uhla pohfadu velmi podobné, ale v dormancii sa liSia zasadne (detaily su uvedené

v pracit?1),
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Obrazok 20. Genotypy hrachu siateho (horny riadok: zlava L100, VIR320, JI64, dolny riadok: zlava
CAMEOR, Terno, JI92).

Obrazok 21. SEM snimky povrchu osemenia analyzovanych genotypov (A — CAMEOR, B — TERNO, C
- JI92, D — VIR320, E - L100, F - JI64; biela priamka predstavuje 100 um; v detailnom priblizeni
predstavuje biela priamka 50 um). Anatomické utvary na povrchu L100 and JI64 (tzv.gritty) oznacuje
biela Sipka (obrazok bol publikovany v praci?t).

Obrazok 22 ukazuje S-ploty pre tieto dva genotypy ziskané meranim

v negativnom maéde. NajvyznamnejSie markery (signaly analytov najviac postihujuce
rozdiely medzi Studovanymi genotypmi) su v S-plotoch umiestnené v 1. a 4. kvadrante,
teda ¢o najdalej od pociatku sustavy suradnic. ZjednoduSene sa da povedat, Zze ¢im

su body (markery, m/z hodnoty) v S-plotoch dalej od pociatku sustavy suradnic v ose
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X, tym vaésie su rozdiely signalov medzi genotypmi. Cim st body dalej v smere osi y,
tym vacsia je ich vierohodnost. Na najdenie najvyznamnejSich markerov dormancie
(signalov zvySenych v dormantnom genotype JI64 oproti nedormantnému Ji92) bola
v S-plotoch zvolena oblast obdiznika, ktorého strany boli vymedzené na osi x
(tj.coeffCS(2)) od 10 po 100% jej dizky a z osiy (tj.p(corr)(1)) od 75 do 100% z jej vysky
(1. kvadrant). V tejto oblasti su pritomné markery s m/z 411.3850, 425.3990, 437.3946,
441.3950 a 455.4065 v LDI-MS spektre a 411.3816, 425.3963, 437.3929, 441.3978
a 455.4138 v MALDI-MS spektre. Tieto m/z hodnoty odpovedaju hmotam
hydroxylovanych vyS8Sich mastnych kyselin vo forme [M-H] i6nov (.
hydroxyhexakosanoat, hydroxyheptakosanoat, hydroxyoktakosenoat,
dihydroxyheptakosanoat a dihydroxyoktakosanoat, maju zavedenu spolo¢nu skratku
HLFA). Vedla HLFA su v S-plotoch viditelné aj bezné mastné kyseliny, resp. ich soli
ako palmitat s m/z 255.2331, olejat s m/z 281.2465 a stearat s m/z 283.2613 v LDI-MS
experimentoch as m/z hodnotami 255.2326, 281.2530 a 283.2625 v MALDI-MS
experimentoch. BeZzné mastné kyseliny su v S-plotoch v8ak mimo oblast
signifikantnych markerov hlavne v pripade MALDI-MS S-plotu (Obrazok 22B).
Pritomnost HLFA markerov ziskanych z predpozenych S-plotov bola nasledne
overena v surovych MS spektrach. Ich Struktura bola primarne navrhnuta na zaklade
merania spravnej a presnej hmoty a odchylky od teoretickych hodnét navrhnutych
Struktur su uvedené v Tabulke 10. Z MALDI-MS a LDI-MS dat bolo teda preukazane,
Zze dormantny genotyp JI64 obsahuje v povrchovych vrstvach osemenia menej bezné,
hydroxylované vys$Sie mastné kyseliny, ktoré su tam pritomné vo vyznamne vysSich
obsahoch v porovnani s nedormantnym genotypom JI192. Suradnice tychto markerov
v prislusnom S-plote su tiez uvedené v Tabulke 10. Hydroxylované vy$Sie mastné
kyseliny pritomné v osemeni dormantného genotypu JI64 mézu vplyvat na jeho
dormanciu skrz ich hydrofébnu chemicku povahu, vdaka ktorej méze dochadzat

k horSiemu prestupu vody skrz osemenie.

63



Obrazok 22. S-ploty pre genotypy JI64 a JI92 (Pareto Skalovanie). (A) LDI-MS meranie, (B) MALDI-MS

meranie.
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Tabulka 10. VysSie mastné kyseliny, ich elementarne zloZenie a suradnice v S-plotoch (koreSpondujtice
s S-plotmi na Obrazkom 22).

LDI-MS meranie

MALDI-MS meranie

Elementdrne

zloZenie Odchylka od Saradnice v S-Plote Odchylka od Stradnice v S-Plote
[M-H]- teoretickej [M-H]- teoretickej hmoty

hmoty (ppm) CoeffCS(2) p(corr)(1) (ppm) CoeffCS(2) p(corr)(1)
Ci16H3102~ 255.2331 0.78 0.00125 0.90637 255.2326 -1.18 -0.00012 -0.09994
Ci18H3302~ 281.2393 -33.07 0.00049 0.74660 281.2530 15.64 0.00017 0.70174
Ci18H3502~ 283.2613 -10.24 0.00066 0.85055 283.2625 -6.00 0.00002 0.04306
Ca26Hs5103” 411.3850 2.67 0.00162 0.80646 411.3816 -5.59 0.00079 0.92125
C27Hs303” 425.3990 -1.18 0.00107 0.81814 425.3963 -7.52 0.00065 0.96154
Ca28Hs303” 437.3946 -11.20 0.00067 0.77322 437.3929 -15.09 0.00042 0.91775
C27Hs304™ 441.3950 1.36 0.00160 0.83272 441.3978 7.70 0.00087 0.96626
Ca2sHs504™ 455.4065 -7.69 0.00249 0.84469 455.4138 8.34 0.00126 0.91329

Ako uz bolo ukazané vys$Sie, segregacia osemenia na zaklade fyzikalnej

dormancie bola pozorovana aj v pozitivnom ionizacnom maode (Obrazok 19C-D). Pri

Studiu markerov dormancie v pozitivnom ionizaénom maode sa analogicky zostrojil S-

plot pre najkontrastnejSie genotypy JI64 a JI92 (podobne ako v experimentoch s

negativnou ionizaciou) atento S-plot je ukazany na Obrazku 23. Medzi markermi
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charakteristickymi pre osemenie dormantnej JI64 sa pri pozitivnej ionizacii nachadzali
hmoty s m/z 495.3874 (odchylka 12.9 ppm) a 481.3792 (odchylka 18.5 ppm), ktoré
koreSponduju s elementarnym zloZenim draselného aduktu (i6n typu [M+K]*) kyseliny
dihydroxyoktakosanovej a dihydroxyheptakosanovej. Draselné adukty odvodené od
ostatnych hydroxylovanych vy&Sich mastnych kyselin v kladnom ionizaénom madde
neboli zachytené. Vysvetlenim by mohla byt ich mensSia intenzita oproti vymenovanym
dvom latkam pozorovana uz v negativnom ionizachom mode. (MA)LDI-MS(+) spektra
vo vSeobecnosti poskytovali mensi celkovy idbnovy prud a mensSie intenzity signalov
a ostatné dalSie markery neboli identifikované, preto bola pozornost zamerana

predovSetkym na MS spektra v negativnej ionizacii.

Obrazok 23. S-plot vygenerovany z LDI-MS(+) dat pre genotypy JI64 a JI92 (Pareto Skalovanie).
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Osemenie dormantného genotypu JI64 a bolo zmerané aj pomocou MALDI-
ICR-MS(-) v laboratériu Mikrobiologického tGstavu AV CR v Prahe, kde boli tieto m/z
hodnoty, teda aniény hydroxylovanych mastnych kyselin s dlhym alkylovym retazcom
taktiez potvrdené. V osemeni nedormantného genotypu JI92 ich signaly chybali.
Najintenzivnej§i  signal mali  nasledujuce tri  hydroxylované  kyseliny:
hydroxyheptakosanoat s m/z 425.39923 (odchylka od teoretickej hmoty, dtm, 0.63
ppm), dihydroxyheptakosanoat sm/z 441.39393 (dtm 1.06 ppm) a
dihydroxyoktakosanoat s m/z 455.40936 (dtm 1.41 ppm). Tieto merania teda

65



jednoznacne podporuju vysledky ziskané pri merani s hmotnostnym spektrometrom
Synapt G2-S.

Identifikaciu tychto latok komplikoval fakt, Ze na trhu nie su dostupné
Standardy tychto latok. Preto boli na podporu identifikacie vedla presnej a spravnej m/z
hodnoty preStudované aj kolizne spektra a signaly pozorovanych fragmentov
porovnané s literaturou. LDI-MS/MS spektrum dihydroxyoktakosanoatu
(hydroxylovanej mastnej kyseliny poskytujucej najvyssi signal), ziskaného meranim

osemeni genotypu JI64 pri koliznej energii 30eV, je ukazané na Obrazku 24.

Obrazok 24. LDI-MS/MS spektrum dihydroxyoktakosanoatu na osemeni JI64.
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Z rodi¢ovského ionu bol pozorovany vznik fragmentu s m/z 437.3940, ktory odpoveda
strate molekuly vody. Tato diferencia potvrdzuje pritomnost hydroxylovanej skupiny v
materskej molekule dihydroxyoktakosanoatu. S nizSou intenzitou bol v MSMS spektre
pozorovany aj fragment s m/z 419.3841, ktory odpoveda strate dvoch molekul vody a
poukazuje na pritomnost’ dvoch hydroxylovanych skupin v dihydroxyoktakosanoate.

Da sa usudzovat, Ze hydroxylova skupina méze odchadzat aj zo samotnej
karboxylovej skupiny. Tento typ straty je popisany napriklad pri fragmentacii kyseliny
palmitovej v praci od J. Chena a kol. (2015) pomocou ESI-MSMS?2, Pri LDI-MSMS(-
) experimentoch vS8ak tento typ straty nebol pozorovany. Na druhej strane, pri ASAP-
MSMS experimentoch bol tento proces straty vody z nehydroxylovaného skeletu

pozorovany a bude popisany v kapilote venovanej tejto technike.
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Predpokladané odstiepenie CO> z karboxylovej skupiny pozorované nebolo.
Dévodom absencie tohto fragmentu koreSpondujuceho so stratou CO2 v koliznom
spektre je pravdepodobne fakt, Ze prenos naboja na uhlovodikovy retazec pri strate
celej (preferencne ionizovanej) funkénej skupiny (COO") je energeticky nevyhodny.
V ramci tejto prace vSak neboli prevedené kvantové vypocty popisujuce tento proces.
V LDI-MS/MS spektre boli pritomné fragmenty s m/z 183.1372; 253.2503 a 267.2664.
Fragment sm/z 183.1372 mobdze vznikat Stiepenim uhlikového retazca
z karboxylového konca so su¢asnym odstiepenim molekuly vody. Jeho elementarne
zlozenie bolo navrhnuté ako C11H190> (dtm -7.1 ppm). Fragmentom s m/z 253.2503 a
267.2664 bolo navrhnuté zloZenie C17H330" (dtm -10.7 ppm) a C1gHzsO" (dtm -9 ppm).
VysSia odchylka nameranych hodnét m/z od teoretickych je pravdepodobne
spbésobena slabym signalom tychto fragmentov v MS/MS spektrach. Fragmentacny
vzorec naznacuje hydroxylaciu na C10 alebo C12, av8ak podrobné objasnenie polohy
hydroxylovej skupiny je stale predmetom vyskumu. Tieto vysledky podporuje aj praca
od Nilssona a kol. (2010)?'3, kde boli $tudované dihydroxylované mastné kyseliny
(7,10-dihydroxyoctadecenova, 7,10-dihydroxyhexadecénova a7,10-
dihydroxyikosénova) pomocou LC/MS. Stiepenie uhlikového retazca bolo pozorované
v blizkosti hydroxylov. V MS/MS spektrach pozorovali straty vody aaj CO. 213,
Spolahlivost merania v tejto praci by mohli zvySit aj experimenty s izotopicky
znacenymi latkami, ktoré bohuzial neboli dostupné pre nas vyskum. Autori v praci
demonstruju MS/MS spektrum kyseliny 7,10-dihydroxyoctadecenove] (m/z 313)
s relativnymi intenzitami fragmetov (vyjadrenymi v %). V tomto spektre je pritomny
fragment odpovedajuci odstiepeniu CO2 s 10x menSou intenzitou ako fragment
odpovedajuci strate vody. Ako uz bolo spomenuté vySsSie, vytazok fragmentov
vznikajucich po strate vody v nasich experimentoch je nizky, a ak fragment po strate
CO2 vznika eSte s menSou intenzitou, tak v naSich spektrach uz neméze byt
pozorovatelny.

MS/MS experimenty boli prevedené aj pre dalSie hydroxylované mastné
kyseliny. Strata molekuly vody bola pozorovana aj pri fragmentacii ibnov s m/z
411.3865 a425.3927, ktorym bola navrhnuta Struktura hydroxyhexakosanoatu
a hydroxyheptakosanoatu. Signaly hydroxylovanych vysSich mastnych kyselin boli
s dobrou intenzitou pozorované na povrchu osemenia JI64 (Obrazok 25A), ale neboli
pritomné v jeho prie€nych rezoch, a ani na vnutornej strane osemenia tohto genotypu.

Na vonkajSom povrchu osemenia JI192 tieto signaly taktiez chybali (Obrazok 25B).
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Obrézok 25. Cast LDI-MS(-) spektra z osemenia JI64 (A), JI92 (B) a ich zoom v rozsahu hmét od 454.8
do 455.8 Da (C). Signély vyssich mastnych kyselin st vyznadené obdiZnikom.
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Signaly hydroxylovanych mastnych kyselin boli vzdy v blizkosti silnejSich

signalov s nizSim mass defektom. Napriklad dihydroxyoktakosanoat s m/z hodnotou
455.4103 na osemeni JI64 bol vzdy sprevadzany latkou s m/z 455.1172, tj. latkou s
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priblizne o tri desatiny menSou hodnotou m/z od hmoty danej mastnej kyseliny.
Rovnako tomu bolo aj pri inych vysSich mastnych kyselinach. V pripade osemenia JI92
bola v spektre pritomna latka poskytujuca signal s m/z hodnotou 455.3544, ktorej
identita nebola zistena a zaroven sa nejedna o dihydroxyoktakosanoat. Tato latka bola
podobne sprevadzana hmotou s m/z 455.1437 (s menSim mass defektom) ako
ukazuje Obrazok 25C. Tieto signaly s menSim mass defectom vznikaju
pravdepodobne tepelnou destrukciou polysacharidov a/alebo ligninu pri pésobeni
laseru na osemenie. Odfiltrovanie tohto matricového ,balastného” signalu od signalu
hydroxylovanych mastnych kyselin bolo prevedené pomocou iénovo mobilitnej
separacie. Touto analyzou bol ziskany Cisty signal vy$Sich hydroxylovanych mastnych
kyselin na osemeni JI64. Vedla toho bolo mozné previest ich naslednu fragmentaciu
za i6énovo mobilitnou celou, €o celkovo zlepSuje selektivitu MS/MS experimentu.
NavysSe, hodnota driftovacieho ¢asu (dt) méze byt dalSim parametrom pre identifikaciu
Studovanych latok. Poloha mobilitného piku dihydroxyoktakosanoatu v mobilograme
bola 126 binov a poloha balastného piku 118 binov (pri nastaveni rychlosti viny 350
m/s, a vySky viny 2.5V). Iénovo mobilitné piky a MS spektra ziskané pre kazdy
mobilitny pik (teda pre dihydroxyoktakosanoat a pre balastnu latku s mensSim mass
defektom) odpocitanim spektier ,zakladnej linie“ pred a za mobilitnym pikom ukazuje
Obrazok 26.

Obrazok 26. Mobilitna separacia dihydroxyoktakosanoatu (rekonstruovany mobilogram pre
dihydroxyoktakosanoat (A) a latku s m/z 455,16 (B), C- zoom MS spektra z mobilithého piku s driftovym
¢asom 126 binov pre latku s m/z 455.41 a D- zoom MS spektra z mobilitného piku s driftovym ¢asom

118 binov pre latku s m/z 455.16, spektra st vygenerované po odpocitani zakladnej linie).
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5.2.2 Analyza osemenia rekombinantnych linii hrachu pomocou LDI-MS a
hmotnostno spektrometrického zobrazovania

V tejto praci boli analyzované aj osemenia zo semien Sestnastich
rekombinantne krizenych linii pripravenych krizenim genotypov JI64 a JI922%. Pri
kazdom genotype z RIL linie bola jeho dormancia vyjadrena v percentach (0-95%; ¢im
vySSie percento, tym dormantnejSi RIL). Cielom tohto experimentu bolo zistit, ¢i sa
intenzity signalov najdenych markerov vysSich mastnych kyselin na osemeni J164
mo&Zu menit’ s meniacou sa uroviiou dormancie. Podobnym spdsobom sa uberala aj
praca od Bagheri a kol.?'4, v ktorej autori sledovali obsah sekundarnych metabolitov
(glukosinolatov, fenylpropanoidov a tokoferolu) v RIL semenach B. rapa pomocou
LC/MS a NMR. V praci boli zaznamenané rozdiely v obsahu tychto latok v RIL
semenach v porovnani s rodiCovskymi semenami. V tejto dizertaénej praci bolo
osemenie z RIL semien analyzované pomocou LDI-MS a LDI-MSI technik s cielom
povrchovej analyzy RIL osemeni. V Obrazku 27 su ukazané normalizované signaly
hydroxylovanych vysSich mastnych kyselin najdenych v LDI-MS spektrach z analyz
osemeni RIL linii a ich rodiCovskych genotypov JI64 a JI92. Normalizovany signal na
Obrazku 27 je vyjadreny v percentach a reprezentuje hodnotou ziskanu z intenzity
signalu biomarkeru vydeleného sumou intenzit vSetkych signalov v danom spektre.
Takto ziskany podiel sa priemeroval pre Styri merania (j. Styri biologické opakovania).
Z grafu je patrné, Ze intenzita normalizovaného signalu tychto biomarkerov stupa
s rastucou urovhou dormancie RIL semien. Vynimkou je RIL oznacena Cislom 16, u
ktorej bolo 95% semien dormantnych. U tejto vzorky osemenia boli intenzity signalov
hydroxylovanych mastnych kyselin slabSie, niekde na urovni ostanych RIL s malou
uroviiou dormancie (pod 20%). Podobné odchylky sa vyskytovali aj u RIL s Cislom 8
(40% dormancia) a 13 (85% dormancia). VSetky osemenia (vratane rodiCov JI64 a
JI92) boli analyzované aj pomocou hmotnostného zobrazovania (LDI-MSI). Obrazok
28 ukazuje distribuciu a intenzitu tychto biomarkerov (a tiez kyseliny olejovej, stearovej
a palmitovej) na povrchu RIL osemeni. Rozdiely v intenzite mastnych kyselin zo
zobrazovacieho experimentu kvalitativne odpovedaju vysledkom ziskanym
z ,nezobrazovacieho“ LDI-MS merania (Obrazok 27). Distribucia tychto biomarkerov
je na povrchu RIL osemeni homogénna s vynimkou hila (putka, miesto uchytu semena
k struku) a strofioly (hneda bodka v blizkosti hila), kde naopak signaly hydroxylovanych
mastnych kyselin boli v porovnani s okolitym povrchom menej intenzivne. Pozorovany

znizeny obsah hydroxylovanych vysSich mastnych kyselin v hile a strofiole by mohol
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umozfovat fahSi prestup vody cez osemenie v porovnani s okolitym povrchom. To by
poukazovalo na regulaény vyznam tychto Casti na povrchu osemenia v procese
bobtnania a klicenia semien, a nasledne na ich spojitost' s urovhou dormancie. Obe
Struktary su vyznamné pri kliGeni aj podla Karaki a kol. (2012)%'5. Pre predstavu su
tieto Struktury ukazané tiez na Obrazku 29. Rozdiely v chemickom zloZeni hila a
okolittho osemenia mézu byt désledkom rozdielnej bunkovej skladby tychto pletiv.

Viac detailov k ich bunkovej stavbe uvadza praca od P. Smykala a kol. (2014).

V osemeni boli v negativnej ionizacii detekované aj signaly beznych
mastnych kyselin (palmitovej, stearovej, olejovej). Obsah tychto latok (vyjadreny
normalizovanym signalom z LDI-MS merani) je tiez zvySeny v dormantnych
genotypoch oproti nedormantnym. Aj tieto bezné mastné kyseliny mézu svojimi
hydrofébnymi vlastnostami vplyvat na transport vody skrz osemenie. Tieto vysledky
podporuje aj praca Chai a kol.(2016), v ktorej boli Studované rozdiely medzi divokymi
(dormantnymi) a nedormantnymi semenami Medicago truncatula. V praci bolo
ukazané, Zze v nedormantnych mutantoch doslo k redukcii obsahu kyseliny
hydroxyoktadiénovej?'é. V RIL osemeniach mali tieto beZzné mastné kyseliny taktiez
silnej8i normalizovany signal. ZvySeny signal koreSpondoval s vy$Sim percentom
dormancie. Ich distribucia na povrchu tychto osemeni vykazovala drobné odchylky
v homogenite v porovnani s vy8Sie spomenutymi hydroxylovanymi mastnymi
kyselinami (Obrazok 28A-C).

Hmotnostno spektrometrické zobrazovanie bolo pouZzité aj pre analyzu
vnutornej strany Studovanych osemeni a na analyzu ich prie€nych rezov. Aj pomocou
tohto zobrazovacieho experimentu sa potrvdilo, Zze signaly hydroxylovanych vysSich
mastnych kyselin nie su pritomné na spodnej (vnutornej) strane osemenia. MSI
analyza prieCnych rezov osemenim preukazala, ze tieto mastné kyseliny nie su
pritomné ani vo vnutornych pletivach v osemeni. Tieto experimenty podporuju
predstavu, Zze vyS$Sie mastné kyseliny su pritomné vyhradne v povrchovych vrstvach
osemenia. V pripade hydroxylovanych mastnych kyselin méze byt hydrofébny ucinok
prehibeny $truktirnym zosietovanim hydroxylovych skupin na uhlikovom retazci s

karboxylovymi funk&nymi skupinami (Obrazok 30).
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Obrazok 27. Normalizované signaly vy$Sich mastnych kyselin v kontrastnych osemeniach J164 a JI92
a v osemeniach ich rekombinantne krizenych linii z LDI-MS spektier (v grafoch st vynesené stredné
hodnoty normalizovanych signalov vztiahnutych na celkovy iénovy prad zo S$tyroch biologickych
opakovani, sivé stipéeky reprezentuji dormantné semena, ierne reprezentuju nedormantné semena,;
oznacenie jednotlivych osemeni Cislami koreSponduje s oznac¢enim osemeni po MSI analyze na
Obrazku 27 a percenta vyjadruju troveri dormancie semien).
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Obrazok 28. LDI-MSI(-) a distribucia markerov dormancie na povrchu osemenia JI64 a JI92 a na
povrchu osemenia ich rekombinantne krizenych linii. (A-palmitat, B-oleat, C-stearat, D-
hydroxyhexakosanoat, E- hydroxypentakosanoat,F-hydroxyoktakosanoat, G-dihydroxyheptakosanoat,
H-dihydroxyoktakosanoat).
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Obrazok 29. Fotografia semena ,‘
genotypu JI64 s hilom a strofiolou a
LDI-MSI(-) analyza jeho osemenia
(fotografia celého semena (I),
vypreparovanych Casti z osemenia
pripravenych k meraniu (1), LDI-MSI
merania (a)-(h).

Casti a-h demonstuju distriblciu
vybranych m/z hodnét v hile a
strofiole JI164:

(a) —palmitat, (b)-oleat, (c) -stearat,
(d)-hydroxyhexakosanoat,

(e) — hydroxyheptakosanoat,

(f)- hydroxyoktakosanoat,

(9)- dihydroxyheptakosanoat,
(h)-dihydroxyoktakosanoat.
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Obrazok 30. Zosietovanie hydroxylovanych mastnych kyselin.
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H HO o
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Experiment s hmotnostnym zobrazovanim tiez ukazal, Zze bezné mastné
kyseliny sa nachadzaju na povrchu a rovnako tak aj v hile a v strofiole v osemeni.
Obrazok 29A-C demonsStruje na osemeni JI64, Ze signal beznych mastnych kyselin na
strofiole a hile je porovnatelny s okolitym osemenim. U vys$Sich mastnych kyselin je
vidiet rozdiel v signale na osemeni a v strofiole a hile, kde absentuje. Tato skutoénost
poukazuje zrejme na vy38Si vyznam hydroxylovanych mastnych Kkyselin aich
povrchovej distribucie na osemeni v regulacii dormancie tychto semien oproti beznym

mastnym kyselinam.
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5.3 Vyvoj a optimalizacia ASAP-MS metody

Vyvoj a optimalizacia metody pre ASAP-MS prebiehala v troch krokoch. Prvy
sa tykal spracovania a uchytenia vzoriek fixovanych na ASAP probu tak, aby sa dal
rastlinny material analyzovat priamo. Na meranie s ASAP prébou sa bezne vyuziva
sklenena kapilara s rozmermi 2 x 100 mm. Tato kapilara bola na priamu analyzu
upravena tak, aby sa cez nu dal prestrcit' drétik na uchopenie rastlinného materialu
(detaily ohfadom pripravy kapilary su v kapitole 4.4.2). InSpiraciou k uprave kapilary
bola praca od J. Skopalovej a kol. (2018), v ktorej bola sklenena kapilara prerobena
na uhlikovu Stetinkovu elektrédu pripravenu z vlakien uhlikovej tkaniny?'’. Druhy krok
suvisel najdenim optimalnych inStumentalnych podmienok merania, ktoré by
poskytovali najlepsi signal pre najdené markery. Treti krok bol smerovany na moznosti
vyuzitia techniky ASAP-MS pre analyzu zloZenia osemenia r6znych genotypov hrachu
vratane moznosti v kvantifikacii najdenych latok (mastnych kyselin). Vedla priamej
analyzy pevného materialu bola testovana aj moznost analyzy extraktov osemenia (ta

bude popisana v kapitole 5.3.3).

5.3.1. Spoésob uchytenia rastlinného materialu v ASAP prébe

Pre priamu analyzu fragmentov osemenia oddeleného od embrya bol medeny
drétik na konci ohnuty do tvaru hacika a na jeho koniec boli uchytené kusky osemenia.
Kapilara s takto fixovanym rastlinnym materialom bola vioZzena do ASAP préby, ta bola
zasunuta do ESI zdroja, v ktorom bola vopred instalovana vybojova ihla. Po stabilizacii
podmienok bola prevedena ASAP-MS analyza. Délezitym parametrom ovplyvnujucim
meranie sa ukazal byt velkost vypreparovanych fragmentov osemenia. Bol skimany
vplyv pléch kuskov osemenia na signal kyseliny hexakosanovej a oktakosanovej
v osemeni dormantného genotypu hrachu L100. PresStudované boli kisky osemenia v
3 rozmeroch: 4 mm?, 9 mm? a 16 mm?. Platilo, Ze absolutna intenzita signalov rastla
s rastucim rozmerom osemenia. AvsSak, s rastucim rozmerom rastla aj odchylka
absolutnych intenzit v ramci opakovanych merani. Experimentalnym problémom bol
fakt, Zze vacsie kusky osemenia sa pri ASAP-MS merani za vy$sej teploty kratia, ¢o
ovplyvriuje plochu, z ktorej sa analyty odparuju, a aj poziciu materialu vzhfadom ku
vstupe do vakuovanej €asti hmotnostného spektrometru (sample cone). Na presnejsie
uréenie vplyvu velkosti fragmentu osemenia na signaly sa ukazalo byt praktické

vztiahnut' velkost kusku k jeho hmotnosti. V dalSom kroku bol preto kazdy kusok pred
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analyzou zvazeny. Hmotnost je presnejSi parameter pri optimalizacii ako plocha (ta

bola stanovena len priblizne podla milimetrového papiera, Obrazok 31).

Obréazok 31. Vypreparované kuisky osemenia genotypov s plochou 4, 9 a 16 mm?.
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Vyber najvhodnejSej velkosti vypreparovaného kuska bol zalozeny na
sledovani absolutnych intenzit kyseliny hexakosanovej a oktakosanovej v genotype
L100 aich normalizovanom signale. Najvacsie absolutne intenzity davali najvacsie
kusky. Najvacsie kusky mali vSak najvacsie chybové usecky pri opakovanom merani.
Signal kyseliny hexakosanovej a oktakosanovej v ziskanych MS spektrach sa
normalizoval na sumu intenzit vSetkych signalov v MS spektre (TIC), nasledne sa tato
normalizovana hodnota intenzity vztiahla na hmotnost’ analyzovanych kuskov. Takto
normalizované hodnoty signalu zo Styroch merani boli priemerované a vypocitala sa z
nich smerodatna odchylka. Obrazok 32 ukazuje absolutne a normalizované hodnoty
intenzit pre tri sledované rozmery fragmentov osemenia. NejlepSich vysledkov
z hladiska priebehu merania aj vysledkov bolo dosiahnuté s rozmerom fragmentov 4
mm?2. Pri merani bola vyznamna orientacia vzoriek fragmentov osemenia smerom
k ibnovému zdroju. Pre meranie vonkajSieho povrchu osemenia je nutné vonkajsi

povrch orientovat smerom k sample cone.
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Obrazok 32. Pomer absoliutnych (A) anormalizovanych (B) intenzit signalov oktakosanoatu
a hexakosanoatu k hmotnosti vypreparovanych kuskov z osemenia genotypu L7100 zmeranych
technikou ASAP-MS(-).
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Pri vyvoji ASAP-MS metddy pri merani celych zrelych semien boli v ramci
kazdého genotypu vybrané semena s priblizne rovnakou velkostou, aby sa potlacil
vplyv velkosti meraného semienka na velkost signalu. Obrazok 33 ukazuje celé

semienka na milimetrovom papieri, ktoré boli zmerané priamo technikou ASAP-MS.

Obrazok 33. Celé zrelé semena hrachu prichystané na priamu ASAP-MS analyzu.
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5.3.2. Optimalizacia nastaveni idnizaéného zdroja

Druhym podstatnym krokom pri vyvoji ASAP-MS metody bola optimalizacia
jednotlivych instrumentalnych parametrov pri merani. Rozsah optimalizacie je
popisany v kapitole 4.5.3. Optimalizacia bola prevedena na celych intaktnych
semenach genotypov L100 a JI64. Kritériom optimalizace bol signal hexakosanoatu a
oktakosanoatu v osemeni genotypu L100 a signal dihydroxyoktakosanoatu a
dihydroxyheptakosanoatu v osemeni JI64, podobne ako v kapitole popisujucej LDI-MS
techniku. Vysledky optimalizacie demonStruje Obrazok 34. NajlepSi signal
hexakosanoatu, oktakosanoatu, dihydroxyoktakosanoatu a dihydroxyheptakosanoatu
bol dosiahnuty pri teplote ASAP proby 500°C. Av8ak, vzhfadom na opakované
neziaduce praskanie semien (“popcorn efekt’) v priebehu merania bola za optimalnu
hodnotu zvolena nizSia teplota 400°C, pri ktorej uz nedochadzalo k tomuto javu
(osemenie ostavalo neporuSené a zaroven bola intenzita signalov stale vysoka).
Druhym zaujimavym parametrom bol prud na vybojovej ihle. Signal
dihydroxyoktakosanoatu bol vSak najvyssi pri hodnote prudu na ihle 20 pA a signaly
hexakosanoatu a oktakosanoatu pri hodnote od 10 do 15 pA. Pri vysokych hodnotach
prudu na vybojovej ihle vSak takisto dochadzalo k praskaniu osemenia. Hodnota
prudu, ktora poskytovala dobry signal bez naru$enia osemenia, bola 5 pA pre obidva
typy latok. Tato hodnota bola pouzita v dalSich experimentoch. Prietok desolvatacného
plynu bol nastaveny na hodnotu 400 I/h. Pri tejto hodnote bol signal hydroxylovanych
mastnych kyselin najvyssi. Okrem toho, tato hodnota poskytovala zaroven dostatocny
signal pre nasytené mastné kyseliny (optimalnou hodnotou pre tieto latky by bola
hodnota 800 I/h). Zdanlivo prazdne miesta v grafoch na Obrazku 34 vypifaju signaly
Studovanych latok avSak s velmi malou absolutnou intenzitou (desiatky az stovky

impulzov) a nie je ich pri danom rozsahu ox y vidiet.
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Obrazok 34. Optimalizacia parametrov v technike ASAP-MS prevedena na celych semenach (genotyp
L100 - intenzita hexakosanoatu a oktakosanoatu, nalavo; genotype JI64 - intenzita

dihydroxyoktakosanoatu a dihydroxyheptakosanoatu, napravo; optimalizacia teploty ASAP préby (A,B),
prudu vybojoveyj ihly (C,D) a prietoku desolvatacného plynu (E,F).
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5.3.3. Moznosti kvantifikacie biomarkerov v osemeni hrachu siatého
Hmotnostna spektrometria s ASAP ionizaciou je pouzivana vacsinou pre rychlu
identifikaciu zloziek materialov a jej pouzitie na kvantitativné ucely nie je typické.
Vysledky ziskané v tejto Stadii vSak ukazuju, ze ASAP-MS technika mbéze byt na
predbezné (semi)kvantitativné ucely pouzita. Pri testovani moznosti stanovenia
mastnych kyselin v osemeni boli dostupné Standardy kyseliny hexakosanovej a

oktakosanovej. Na zacCiatku boli prevedené predbezné experimenty s roztokmi tychto
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kyselin na Standardnej ASAP kapilare. Tymto spésobom sa preukazalo, Ze ziskany
signal oboch kyselin ASAP-MS technikou méze byt pouzity pre analyzu tychto latok z
extraktov osemenia. Nasledovne bola tiez testovana mozZnost pouzitia tenSej
sklenenej kapilary s otvorenymi koncami namiesto Standardnej kapilary. Technické
detaily a spésob davkovania boli detailnejSie popisané v kapilote 4.4.2.1. Pouzitie
alternativnej kapilary umoznilo vylepSit opakovatelnost davkovania extraktov a
kalibraCnych roztokov do hmotnostného spektrometru a znizit' limit kvantifikacie na
0.001 mg/ml pre obe latky (S/N=10). So Standardnou sklenenou kapilarou so
zatavenym koncom bol limit kvantifikacie len 0.2 mg/ml (S/N=10). Kalibraéné krivky
zostrojené meranim kalibraénych roztokov pomocou ASAP-MS s alternativhou
sklenenou kapilarou boli pre obe mastné kyseliny linearne v koncentratnom rozsahu
0.001 mg/ml - 0.2 mg/ml. Hodnota R? pre kyselinu hexakosanovu bola 0.97 a pre
kyselinu oktakosanovu 0.98. Kalibracné body boli ziskané ako priemerna hodnota vzdy
zo Styroch opakovanych merani. Prislusné kalibra¢né krivky su ukazané na Obrazku
35. Experimenty teda ukazuju, Zze ASAP-MS technika mézZe byt pouZita na stanovenie
mastnych kyselin s dlhym alkylovym retazcom. Kalibracné zavislosti boli pouzité na
uréenie koncentracie oboch tychto mastnych kyselin v hexanovych extraktoch

osemenia genotypov L100 a Cameor.

V extrakte z genotypu L100 bolo najdené 68.89 mg/kg kyseliny hexakosanovej
a 58.35 mg/kg kyseliny oktakosanovej. V extraktu genotypu Cameor bolo stanovené
52.91 mg/kg kyseliny hexakosanovej a 72.67 mg/kg kyseliny oktakosanovej. Semena
oboch genotypov sa vyrazne odliSuju velkostou a hrubkou osemenia (Obrazok 36).
Semena L100 su menSie a ich osemenie je pomerne hrubé. Stredna hodnota (zo
Siestich analyzovanych semien) priemeru semena L100 bola 4.7 mm, ¢o odpovedalo

ploche osemenia priblizne 322 mm? (plocha Siestich semien bez hila).

Semena Cameoru su podstatne viacsie a stredna hodnota ich priemeru bola 7.9
mm, ¢o odpoveda ploche priblizne 1076 mm? (plocha Sietich semien bez hila).
Osemenie L100 je asi 3x hrubSie a plochou 2x mensSie ako osemenie Cameoru
(Obrazok 36). Ako ukazuju experimenty s hmotnostnym zobrazovanim, mastné
kyseliny su sustredené vo velmi tenkej vonkajSej povrchovej vrstve osemenia.
Vzhlfadom k vacsej ploche osemenia genotypu Cameor (v porovnani s genotypom
L100) je v jeho povrchovej vrstve mensia koncentracia mastnych kyselin. Prestup vody

skrz toto osemenie méze byt preto jednoduchsi, €o je v sulade s faktom, Ze Cameor
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je nedormantny a fahsSie nasiaka vodu v porovnhani s dormantnym genotypom L100.
Ak sa mnozstvo extrahovatefnych mastnych kyselin vztiahne na plochu osemenia,
vychadza ich obsah v dormantnom genotype L100 priblizne 2x vy$Si ako v Cameoru.
Porovnanie obsahu extrahovatelych vysSich nasytenych mastnych kyselin v osemeni

L100 a Cameor a prepocet ich obsahu na plochu semien ukazuje Obrazok 37.

Obrazok 35. Kalibracné krivky pre kyselinu hexakosanovu (A) a oktakosanovu (B) ziskané v priebehu
ASAP-MS(-) merania s alternativnou sklenenou kapilarou.

A 1200000 B 2000000
y = 4,456,162.6022x + 55,045.1285 y = 7,554,904.3680x + 128,342.8312
R? = 0.9725 1800000 R? = 0.9842
1000000
1600000 L 3

1400000
& 800000 ®
8 H

5 £ 1200000
E E

© 600000 © 1000000 }/

S 1]
3 3

S S 800000
" 7]
& 400000 & <

600000

200000 3 400000 $/
/ 200000 | ¥
0! . - - - 0o ® : : : .
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0 0.05 0.1 0.15 0.2

koncentracia Standardu
kyseliny oktakosanovej (mg/ml)

koncentracia Standardu
kyseliny hexakosanovej (mg/ml)

Obrazok 36. Ukazka semien vybranych dvoch genotypov na kvantitativnu analyzu kyseliny
hexakosanovej a oktakosanovej. (A- semeno L100, B- semeno Cameoru, C- hribka osemenia L100,
D- hrubka osemenia Cameoru).
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Obrazok 37. Obsah kyseliny hexakosanovej a oktakosanovej v osemeni L100 a Cameoru stanoveny
extrakciou do hexanu a technikou ASAP-MS s alternativnou sklenenou kapilarou. (A- obsah vyjadreny
v mg na kg osemenia, B- obsah vztiahnuty na hmotnost’ a plochu analyzovanych semien).
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Dalej boli testované moznosti kvantifikacie mastnych kyselin priamo na
osemeni. V tomto pripade boli analyzované celé semena postupom popisanym v
predchadzajucej kapitole a na stanovenie bola pouzitd metéda Standardnych
pridavkov. Standardné roztoky boli aplikované priamo na vonkaj$i povrch intaktnych
semien. Ukotvenie semien na ASAP probu popisuje kapitola 4.4.2. Tento postup
predstavuje rychlejSiu variantu merania oproti metdde zaloZenej na extrakcii latok do
hexanu. Na druhej strane je nutné zvazit obmedzenia tohto typu kvantifikacie. Tento
typ analyzy bude vhodny pre latky vyskytujuce sa volne na povchu semien, ktoré
dokaze desolvatacny (odparovaci) plyn desorbovat zo semien a transportovat medzi
vybojovu ihlu a vstup do hmotnostného spektrometru. Tato kvantifikacia bola
uskuto€nena pomocou troch Standardnych pridavkov s koncentraciami 0.25; 0.5 a 1
mg/ml vzdy na Sest semien vysSie vybranych dvoch genotypov (dormantny L100 a
nedormantny Cameor). Na kalibraéné body bola aplikovana linearna regresia a
hodnota koeficientu R? bola 0.95 a 0.99 v pripade kyseliny hexakosanovej na osemeni
L100 a osemeni Cameoru. V pripade kyseliny oktakosanovej bola hodnota R?0.96 pre
L100 a 0.99 pre Cameor. Na Obrazku 38 su zobrazené prislusné zavislosti signalu na
pridavkoch Standardov kyseliny hexakosanovej a oktakosanovej na osemenie L100 a
Cameor. Vacsie rozptyly medzi opakovanymi meraniami su zrejme spdsobené
biologickou variabilitou v populacii semien. To je samozrejme urcitou nevyhodou v
postupe, ktory vSak poskytuje velmi zaujimavé (a inak obtiazne dostupné) data.

Merania mozu byt navySe zatazené i nedokonalou homogenitou rozlozenia pridanych
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roztokov s analytmi na povrchu semien (viditelné viac u pridavkov s vySSimi

koncentraciami).

Obrézok 38. Zavislost absolutnej intenzity na Standardnom pridavku kyseliny hexakosanovej (A,B) a
oktakosénovej (C,D) ziskanej pri ASAP-MS merani celych semen L100 (A,C) a Cameoru (B,D).
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Touto metddou bol stanoveny obsah kyseliny hexakosanovej v L100 osemeni

na 57.12 mg/kg a v Cameore na 28.46 mg/kg. Obsah kyseliny oktakosanovej bol v

osemeni L100 stanoveny na 46.49 mg/kg a v osemeni Cameoru na 22.77 mg/kg.

Mnozstvo tychto dvoch latok je nizSie v nedormantnom Cameore ako ukazuje Obrazok

39. Po prepocte na plochu povrchu analyzovanych semien sa tento rozdiel medzi

dormantnou L100 a nedormantnym Cameorom este zvyraznil. Za zaujimavy vysledok

mozno povazovat to, ze bez ohladu na metddu kvantifikacie (a vplyvu biologickej

variability u metédy Standardného pridavku) su stanovené mnozstva tychlo latok pre
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genotyp L100 a genotype Cameor porovnatelné. Fakt, Ze metéda ASAP-MS je
schopna (semi)kvantitativne postihovat rozdiely medzi (teplom uvolnitefnymi)
zloZzkami osemenia, je dolezity pre aplikaciu viacrozmernych metod v klasifikacii

viacerych vzoriek osemeni.

Obrazok 39. Obsah kyseliny hexakosanovej a oktakosanovej v osemeni L100 a Cameoru stanoveny
priamo z povrchu celych semien technikou ASAP-MS (A- vyjadreny mg/kg osemenia, B- vztiahnuty na
hmotnost a plochu analyzovanych semien).
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5.4 Analyza osemenia hrachu siateho pomocou ASAP-MS a
spracovanie ziskanych dat pomocou PCA a OPLS-DA

Pomocou techniky ASAP-MS s negativnou ionizaciou boli zmerané
kompaktné semena od vSetkych Siestich genotypov hrachu siateho v Styroch
biologickych opakovaniach. V dalSich experimentoch boli analyzované vypreparované
kusky z dal$ich semien (s rozmerom 4 mm?). V prvom kroku boli porovnavané surové
spektra dormantnych genotypov oproti nedormantnym za ucelom najst’ kvalitativne
rozdiely v ziskanych spektrach. Obrazky 40 a 41 ukazuju surové ASAP-MS(-) spektra
kompaktnych semien a tieZ vypreparovanych kuskov osemenia. Je zrejmé, Zze v su v
nich badatelné mnohé rozdiely v latkach skrz jednotlivymi genotypmi hrachu siateho.
Podobne ako pri interpretacii (MA)LDI-MS merani, je obtiazne postihnat vyznam
rozdielov pri velkom pocte signalov a vacsom pocte genotypov sucCasne, aj ked je
zrejmé, Ze rozdiely v majoritnych signaloch su pri ASAP-MS spektrach vyraznejSie ako
pri (MA)LDI-MS spektrach. Detailny popis rozdielov umoznili viacrozmerné metddy,
ako bude popisané dalej. Zaujimavé bolo tiez porovnat ASAP-MS spektra celych
semien so spektrami vypreparovanych kuskov ako bude diskutované dalej. Vzhladom
k tomu, Ze semena maju rozdielny geneticky pdvod, pri vSetkych vzorkach semien ide
o rod Pissum. Je preto logické, ze v ASAP-MS spektrach bude mnoho majoritnych
signalov spolo¢nych. Medzi spolo¢né signaly pre kompaktné semena a kusky vsetkych
genotypov patrili hmoty s hodnotami m/z 255.2313; 283.2620; 299.0567, 356.0657;
361.2029; 371.0909; 473.2865 a iné. Latky s hodnotou m/z 255.2313 a 283.2620
odpovedaju kyseline palmitovej a stearovej. V MS spektrach vypreparovanych kuskov
sa nachadzali aj majoritné signaly latok s hodnotou m/z 167.0317; 178.0291;
487.3789; 501.3938; 515.4191; 536.4449; 550.4259 a 576.1351, ktoré boli naopak v
spektrach celych semien pritomné len s velmi malou intenzitou — mézu teda patrit’ ku
zlozkam z vnutornych Casti osemenia. Popisané signaly vSak neboli identifikované.

V dalSej Casti prace su prezentované vysledky detailnejSieho prieskumu
ziskanych dat pomocou PCA a OPLS-DA s ciefom popisat rozdiely v obsahu latok
pritomnych v osemeni Studovanych genotypov hrachu siateho, najma rozdiely medzi
dormantnymi a nedormantnymi genotypmi. Data ziskané technikou ASAP-MS boli

porovnane s datami ziskanymi pomocou MALDI a LDI-MS.
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Obrazok 40. MS spektra kompaktnych semien hrachu ziskanych pomocou techniky ASAP-MS pri
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Obrazok 41. ASAP-MS(-) spektra vypreparovanych kuskov s plochou 4 mm?2.
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PCA a OPLS-DA ako Statistické nastroje boli pouzité na detailnejSi popis
ASAP-MS dat celych semien a vypreparovanych kuskov osemenia. Obrazok 42
ukazuje 3D PCA ploty ASAP-MS dat vSetkych Siestich zakladnych genotypov a
(MA)LDI-MS dat povrchu semien pri negativnej ionizacii. Vo vsetkych pripadoch bola
pozorovana segregacia semien na zaklade rozdielov v dormancii, vratane ASAP-MS
dat z kiskov osemenia. Hoci je princip ionizaénych technik (MA)LDI a ASAP odlisny,

dokaze aj technika ASAP-MS rozliSit suché a zrelé semena hrachu siateho na zaklade
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ich dormancie. Porovnanim MS spektier pri negativnej ionizacii bolo zistené, ze ASAP-
MS a (MA)LDI-MS spektra obsahuju cely rad analogickych signalov, ktoré sa
pravdepodobne podielaju na segregacii dat v 3D PCA plotoch. Medzi ne patria
vySSiediskutované mastné kyseliny. V ASAP-MS spektrach su pritomné aj nové latky,
ktoré mézu byt do urcCitej miery taktiez zodpovedné sa segregaciu dat v PCA. Je
zrejmeé, Ze ASAP-MS analyza celych kompaktnych semien poskytuje okrem
segregacie genotypov podfa dormancie tiez lepSie zoskupovanie jednotlivych
genotypov do mensich klastrov (jednotlivé biologické opakovania su v PCA plotoch
blizSie pri sebe) v porovnani s ASAP-MS analyzou kuskov semien. ASAP-MS data
ziskané analyzou intaktnych semien umoZzZhuju ajlepSiu segregaciu jednotlivych
genotypov v porovnani s (MA)LDI-MS analyzou. Na druhu stranu v 3D PCA plotoch
ziskanych ASAP-MS analyzou celych semien vysvetfuju prvé tri hlavné komponenty
67.7% variability v datach a v 3D PCA plotoch z ASAP-MS analyzy vypreparovanych
kuskov 58.5%. Tieto hodnoty su niz8ie v porovnani s (MA)LDI-MS datami (u LDI-MS
experimentov je hodnota 74.4% a v MALDI-MS experimentoch 81.7%). (MA)LDI-MS
data teda popisuju v prvych troch dimenziach S&tudovany systém o nieCo

komplexnejsie, ale rozdiel nie je zasadny.

Obrazok 42. 3D PCA ploty vygenerované pre Studované genotypy hrachu siateho (A - ASAP-MS(-)
analyza celych kompaktnych semien,B - ASAP-MS(-) analyza vypreparovanych kuskov,C — LDI-MS(-)
analyza povrchu osemeni,D — MALDI-MS(-) analyza porchu osemenia (pouZzita matrica aminoakridin,
Pareto Skalovanie).
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Podobne ako pri (MA)LDI-MS analyzach, chemické diferencie medzi
skumanymi osemeniami boli Studované pomocou OPLS-DA a prislusnych S-plotov
zobrazujucich konkrétne markery. Obrazok 43A zobrazuje S-plot vygenerovany z
ASAP-MS(-) dat z merania celych semien zo vSetkych genotypov (dormantnych vs.
nedormantnych). Signaly s hodnotou m/z 423.4206 a 395.3914 su pritomné v oblasti
signifikantnych markerov pre dormantné genotypy (oblast bola vymedzena na zaklade
literatlry?'° a je uvedena v kapitole 5.2.1.). Na Obrazku 43A su prehladne vo vioZene;j
tabulke uvedené najvyznamnejSie markery pre dormantné osemenia vratane ich
suradnic v prislusnom S-plote. V tomto S-plote je okrem toho vidiet, Ze ASAP-MS
analyzou je mozno identifikovat hydroxylované a nasytené vySSie mastné kyseliny ako
markery dormancie (nachadzaju sa v kvadrante s markermi pre dormantné semena).
Dalsie Statistické analyzy, v ktorych boli porovnavané L100 vodi JI64 s VIR320, ukazali
(Obrazok43B), Zze hmoty s m/z 395.39 a 423.42 (odpovedajuce nasytenym mastnym
kyselinam, resp. ich anibnom, hexakosanoatu a oktakosanoatu) su charakteristické
predovSetkym pre povrch dormantného osemenia hrachu L100. Porovnanie
dormantného genotypu L100 s dalSimi dvoma dormantnymi genotypmi JI64 a VIR320
nam umoznilo lepSie charakterizovat markery typické prave toto osemenie.
Hydroxylované mastné kyseliny (v Obrazku 43B oznalené zelenou farbou) sa
nachadzali v tretom kvadrante, teda medzi markermi JI64 a VIR320. Tento vysledok
koreSponduje so ziskanymi vysledkami v (MA)LDI-MS, v ktorych boli tieto markery
identifikované ako charakteristické latky pre povrch osemenia JI64. Technika ASAP-
MS ukazala, Zze niektoré hydroxylované mastné kyseliny (s m/z 441.39 a 427.38) su
pritomné aj na osemeni z VIR320. Zvolena ionizacna technika ASAP sa teda ukazala
ako dalSi vhodny nastroj na studium chemickych latok na osemeni. V pripade celych
kompaktnych semien sa méze pouzit ako doplnkova technika k (MA)LDI-MS na

dotvorenie detailnejSieho obrazu o povrchu osemenia na semenach.
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Obrazok 43. S-ploty z ASAP-MS(-) experimentov s celymi intaktnymi
(A- S-plot popisujuci rozdiely dormantnych oproti nedormantnym genotypom, B- S-plot popisujuci
rozdiely v skupine dormantnych genotypov (L100 voci JI64 a VIR320)); ¢ervena farba oznaluje markery
pre L100, zelena farba oznacuje signaly diskutovanych hydroxylovanych mastnych kyselin.
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5.4.1 Identifikacia markerov najdenych pomocou techniky ASAP-MS

V tejto kapitole je detailne popisany postup identifikacie vysSie diskutovanych

markerov. Detailne boli pomocou ASAP-MS(-) Studované markery s m/z 395.3914 a
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423.4206. Tieto hmoty odpovedaju elementarnemu zlozeniu C2sHs102" a CogHs502 S
odchylkou od teoretickej hodnoty 6.32 ppm a 0.95 ppm. Elementarnym zloZzenim
odpovedaju kyseline hexakosanovej a oktakosanovej. Tieto latky su komercne
dostupné a boli zaobstarané za ucelom potvrdenia identifikacie. Pri analyze tychto
Standardov boli v spektrach pozorované odpovedajuce hodnoty m/z. Na dalSiu
identifikaciu bola vyuzita ibnovo mobilitna separacia a porovnanie drift time hodnoty s
prislusnym Standardom. Vedla ASAP-MS(-) techniky boli identifikacné experimenty s
ionovo mobilitnou separaciou prevedené aj pomocou MALDI-MS(-) a ESI-MS(-).
Standard kyseliny hexakosanovej mal v pripade ASAP-MS merania driftovy éas (dt)
125 binov a marker odpovedajuci tejto hmote najdeny v osemeni genotypu L100 124
binov. Pri Standarde kyseliny oktakosanovej mal jej pik v rekonstruovanom
mobilograme dt 136 binov a odpovedajuci marker v osemeni L100 mal identicku
hodnotu. V pripade MALDI-MS mal Standard kyseliny hexakosanovej dt 122 binov a
odpovedajuci marker v osemeni L100 mal dt 120 binov. Standard kyseliny
oktakosanovej mal hodnotu dt 132 binov a odpovedajuci marker v osemeni L100
identicki hodnotu. Zhoda v dt hodnotach sledovanych markerov v osemeni so
Standardmi potvrdzuje identitu najdenych markerov. V pripade ESI-MS analyzy bol dt
pre hexakosanoat z L100 extraktu 124 binov a oktakosanoatu 132 binov. VSetky ftri
typy experimentov boli prevedené pri rovnakom nastaveni IMS parametrov
(uvedenych v kapitole 4.5.5). Odpovedajuce mobilogramy pre najdené markery a
Strandardy su prezentované v Obrazku 44. Pri porovnani dt hodnét medzi jednotlivymi
ionizacnymi technikami su vidiet mierne rozdiely, ktoré su désledkom rozdielov v drahe
i6nov, €o sa zrejme mierne prejavi na ich pohybe idbnovou optikou vratane priechodu
mobilitnou celou. I6novo mobilitha separacia umoznila “oCistit” MS signaly
Studovanych latok od signalov interferujucich latok pritomnych v extrakte osemenia,
ktoré sa k nim priblizovali hodnotou m/z. Tento pristup bol uzito¢ny pri ziskani
dostatoCne selektivnych MS/MS spektier danych latok v extrakte L100. Postup
experimentu je stru¢ne popisany nasledovne. Vybrany marker bol spolu s
interferujucou latkou izolovany na kvadrupdle (nastavenie izolaéného okna na
kvadrupdle neumoznovalo izolovat len samotny marker). Potom bola v i6novo
mobilitnej cele prevedena najskdr separacia Studovanych mastnych kyselin od
interferentov a nasledne ich fragmentacia v koliznej cele umiestnenej za i6novo-
mobilitnou celou (kolizna cela “Transfer”). Tento postup umoznuje ziskat Cisté MS/MS

spektra ako mastnej kyseliny, tak interferentu. Bez mobilitnej separacie by nebola
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mozna izolacia idbnov mastnej kyseliny bez interferentu (neumoznuje to nastavenie
quadrupolu) a ziskané MS/MS spektrum by bolo zmesou fragmentov pochadzajucich
ako z mastnej kyseliny, tak z interferentu. l6novo mobilitna separacia prinasa benefity
pri $tudiu analytov v komplikovanych matriciach aj prave v tomto ohfade. Ako vhodny
priklad uz bola ukazana ibnovo mobilitna separacia dihydroxyhexakosanoatu od

interferentu na Obrazku 26 v predchadzajucej kapitole venovanej MALDI-MS analyze.

Obrazok 44 (prva cast). RekonS$truované mobilogramy pre kyselinu hexakosanovu a oktakosanovu na
osemeni genotypu L-100 a Standardoch ziskanych pomocou ASAP-MS, MALDI-MS aESI-MS. (ASAP-
MS: A- hexakosanoat z L100, B — Standard hexakosanoatu, E- oktakosanoat z L100, F- $tandard
oktakosanoatu, MALDI-MS: C- hexakosanoat z L 100, D- Standard hexakosanoatu, G- oktakosanoat z
L100, H- Standard oktakosanoatu, ESI-MS: |- hexakosanoat z L100, J — Standard hexakosanoatu, K-
oktakosanoat z L100, L- Standard oktakosanoéatu). Driftovaci ¢as je vyjadreny v binoch.

2: TOF MSMS AP-

395.39 0.0100Da
100 124 26504
A 4
10 20 40 70 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
dt (bins) 2: TOF MSMS AP-
125 395.39 0.0100Da
100 9.91e5
B =«
10 20 40 70 20 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200
dt (bins) 2: TOF MSMS LD-
120 395.39 0.0100Da
100 6.22e3
C =
” 10 20 40 70 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200
dt (bins) 2: TOF MSMS LO-
122 395.39 0.0100Da
100 3.01e3
D =
0- Scan
10 20 40 70 20 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200
dt (bins)
2: TOF MSMS AP-
136 423.4350.0100Da
100 PN 3.94e5
E =
10 20 40 70 80 20 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
dt (bins) 2: TOF MSMS AP-
136 423.444 0.0100Da
100 =
,/ ~~
N
F = y :
ot ’ \\\.
10 20 40 70 80 80 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200
dt (bins) 2: TOF MSMS LD-
132 423.420.0100Da
100 P 3.01e3
d N
G #| / \
/ .
o T ~
10 20 40 70 80 20 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200
dt (bins) 2: TOF MSMS LD-
132 423.420.0100Da
100 e
- ~
H =
s ~
Scan
10 20 40 70 80 100 10 120 130 140 150 160 170 180 180 200
dt (bins)

92



Obrazok 44 (druha cast). RekonS$truované mobilogramy pre kyselinu hexakosanovu a
oktakosanovu na osemeni a Standardoch ziskanych pomocou ESI-MS (I- hexakosanoat z L100, J —
Standard hexakosanoatu, K- oktakosanoat z L100, L- Standard oktakosanoatu). Driftovaci ¢as je
vyjadreny v binoch.
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V ASAP-IMS-MS/MS(-) spektre hexakosanoatu (Obrazok 45A) v L100 osemeni
bol pozorovany fragment s m/z 377.3750, ktory odpovedal strate molekuly vody.
Dalsiemu fragmentu s m/z 335.3311 na zaklade elementarneho zloZenia odpovedala
strata C3Hs, pravdepodobne pochadzajuca z hlavného uhlikového retazca. V MS/MS
spektre oktakosanoatu (Obrazok 45B) z L100 osemenia bola analogicky pozorovana
strata molekuly vody vo forme fragmentu s m/z 405.4078. Fragment, ktory by
odpovedal podobnému odstiepeniu CsHs z retazca bol pozorovany v stopovom
mnozstve. Rovnaké fragmenty poskytovali aj Standardy kyseliny hexakosanovej a

oktakosanovej (Obrazok 46).

Priamym nadavkovanim extraktu pripraveného z osemenia L100 pomocou ESI-
IMS-MS/MS(-) bolo potvrdené, Ze kyseliny hexakosanova a oktakosanova mézu byt z
osemenia vyextrahované do menej polarneho rozpustadla akym je acetdn. Nasledne
boli Standardy a najdené hmoty v extrakte osemenia L100 separované pomocou IMS
(nastavenie rychlosti a vySky mobilitnej viny boli rovnaké ako pri ASAP a MALDI-IMS-
MS merani popisovanom vysS$ie) a analogicky fragmentované na koliznej cele Transfer

(kolizna energia 35eV).
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Obrazok 45. Fragmentacné spektrum hexakosanoatu (A) a oktakosanoatu (B) ziskané pri merani celého

semienka L100 technikou ASAP-IMS-MS/MS(-).
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Obrazok 46. Fragmentacné spektra Standardu hexakosanoatu (A) a oktakosanoatu (B) ziskané

technikou ASAP-IMS-MS/MS(-).
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V pripade merania ESI-MS/MS(-) (s vyuzitim priameho zavedenia roztokov
vzoriek do ibnového zdroja) boli ziskané kvalitné fragmentacné spektra tychto latok
(Obrazok 47). Je zaujimave, ze ESI-MS/MS spektra sa od ASAP-MS/MS a (MA)LDI-
MS/MS spektier liSia pritomnostou fragmentu s m/z 351.3632. Pritomnost tohto
fragmentu bola potvrdena pri prislusnej MS/MS analyze extraktu osemenia L100 a
rovnako tak v Standarde hexakosanoatu (v ASAP-MS/MS a LDI-MS/MS spektrach z
extraktu a Standardu tento fragment nebol zachyteny). Pritomnost fragmentu pri
analyze Standardov prakticky vyluCuje, Ze ide o fragment inej molekuly (necistoty).
Mass defektom signal najlepSie odpoveda fragmentu s elementarnym zloZenim
C24H470" a taZko vysvetlitelnej strate oxiranu alebo inej Struktury s elementarnym
zloZenim C20. Inym vysvetlenim by mohli byt dva logickejSie, paralelne prebiehajuce,
procesy — strata oxidu uhli¢itého (odStiepenie karboxylovej skupiny za vzniku
fragmentu s m/z: 351.3991) a propanu (skratenie uhfovodikového retazca s presunom
jedného vodika na vznikajucu neutralnu molekulu za vzniku fragmentu m/z 351.3263).
Obidva fragmenty potom nie su dobre rozliSené v koliznom spektre a pozorujeme ich
ako “zmesny” pik s mass defektom medzi oboma hodnotami. Prebiehajuci
fragmentaény proces, a ani rozdiely v CID spektrach ziskané réznymi ionizaénymi
technikami, neboli v ramci tejto prace vysvetlené a su predmetom dalSieho vyskumu.
V ESI-MS/MS spektre Standardu boli pritomné aj tri fragmenty s m/z 379.3616,
349.3454 a 335.3311, ktoré zrejme suvisia so skracovanim uhlikového retazca pri
fragmentacii. Obdobné fragmenty boli pritomné v MSMS najdenej latky s rovnakou
hmotou v extrakte osemenia L100 (tj. m/z 379.3572, 349.3484 a 335.3063, posledny
i6n mal malu intenzitu). Tieto hmoty odpovedaju Struktiram s elementarnym zloZzenim
CasH470" (teoreticka hodnota m/z 379.3643), CosHas0" (teoreticka m/z 349.3476) a
C23H430" (teoreticka m/z 335.3319). Tieto fragmenty takisto neboli pozorované v
koreSponujucich ASAP-MS/MS spektrach a su predmetom dalSieho skumania. V ESI-
MS/MS spektre Standardu hexakosanoatu aj extraktu osemenia L100 bol pozorovany
fragment s m/z 377.3781 odpovedajuci strate vody. Tento fragment ako uz bolo
uvedené vySSie bol pozorovany aj v koreSpondujucich ASAP-MS/MS spektrach.
Fragment s m/z 335 bol zarovenn pozorovany aj v ASAP-MS/MS spektre
hexakosanoatu (Obrazok 45 a 46).
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Obrazok 47. Fragmentacné spektrum hexakosanoatu z extraktu osemenia L100 (A), Standardu
hexakosanoatu (B), oktakosanoatu z extraktu osemenia L100 (C) a Standardu oktakosanoatu (D)
ziskanych technikou ESI-IMS-MS/MS(-).
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Pri fragmentéacii Standardu oktakosanoatu (Obrazok 47C-D) boli v jeho ESI-
MS/MS spektre pozorované fragmenty s m/z 379.3929, ktory odpoveda
elementarnemu zloZeniu C2sHs10 hypoteticky vznikajuci v analogii k fragmentacii
hexakosanoatu, nasledne fragment s m/z 405.4100 odpovedaijuci strate molekuly vody
a fragment s m/z 367.3547, ktory pravdepodobne suvisi so skracovanim uhlikového
retazca (vznik fragmentu s elementarnym zloZzenim C24H4707). Obdobné fragmenty boli
pozorované v MSMS spektre latky s m/z 423.42 najdenej v extrakte osemenia L100.
Pri porovnani ASAP a ESI-MS/MS spektier tychto latok vidime, Ze tieto techniky
poskytuju rovnaké fragmenty (stratu vody), ale aj rozlicné fragmenty (v désledku
Stiepenia uhlikového retazca). Dalej bola $tudovana fragmentacia hydroxylovanych
mastnych kyselin charakteristickych pre dormantné osemenie JI64, ktoré boli
diskutované v prvej experimentalnej ¢asti prace. Pomocou ASAP-MS/MS(-) techniky
bola na celych semenach genotypu JI64 prevedena aj fragmentacia
dihydroxyoktakosanoatu (marker s m/z 455.41). Vzhladom na to, ze technika ASAP-
MS poskytovala asi 0 dva rady vysSiu intenzitu tejto latky v MS spektre ako pri LDI-
MS, bolo mozné pouzit tiez idnovo mobilitni separaciu na ziskanie Cistého MS/MS
spektra tohto markeru. ASAP-IMS-MS/MS(-) spektrum je na Obrazku 48A. V tomto
spektre su pritomné fragmenty odpovedajuce stratam jednej (fragment s m/z
437.3982), dvom (fragment s m/z 419.3871) a trom (fragment s m/z 401.3748)
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molekulam vody. Pri fragmentacii v LDI-MS boli pozorované iba straty jednej a dvoch
molekul vody (signal fragmentu po troch strtach vody bol na drovni Sumu). Pouzitie
IMS v LDI-MS/MS bolo limitované menSimi signalmi pri dalSich hydroxylovanych
mastnych kyselinach vSeobecne, preto boli ich MS/MS spektra po mobilitnej sepracii
so slabymi vytaZkami fragmentov (straty jednej a dvoch molekul vody) a nie su
uvedené v praci. Na Obrazku 48B je pre porovnanie ukazané LDI-MS/MS(-) bez IMS
separacie, v ktorom su vidiet vySsSie diskutované fragmenty (m/z 437.3940 a 419.3841)

pre dihydroxyoktakosanoat, avSak aj mnozstvo dalSich interferujucich signalov.

Obrazok 48. MS/MS spektrum dihydroxyoktakosanoatu z osemenia genotypu JI64 ziskané technikou
ASAP-IMS-MS/MS(-) (A) a LDI-MS/MS(-) (B).
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5.5 Porovnanie ASAP-MS a MALDI-MS

Na zaklade predchadzajucich vysledkov bolo ukazané, Ze obe techniky mézu
byt vhodnym nastrojom na Studium lipidickych latok (tj. vy$Sich mastnych kyselin) a
pri priamej analyze povrchu semien hrachu siateho. Obe techniky umoznili najdenie
charakteristickych biomarkerov s vyskytom v dormantnych osemeniach vybranych
genotypov, konkrétne hydroxylovanych a nasytenych vysSich mastnych kyselin. Pre
porovnanie sa ukazalo vhodné intenzity markerov normalizovat na celkovy iGnovy prud
(hodnota intenzity signalu daného markeru bola vydelena sumou vsetkych signalov
pritomnych v spektre, TIC). Normalizované hodnoty mali lepSiu opakovatelnost nez
samostatné absolutné hodnoty intenzit markerov. UmoZznovali lepSiu porovnatelnost
medzi genotypmi a lepSie odrazali vzajomné rozdiely medzi jednotlivymi markermi.
Obrazok 49 demonstruje normalizované signaly vysSie spomenutych latok vo v8etkych
genotypoch hrachu siateho pomocou ASAP-MS merania a (MA)LDI-MS merania. Obe
techniky poskytuju porovnatelné vysledky a to vySSi normalizovany signal pre
biomarkery typu vysSich mastnych kyselin a hydroxylovanych vy8Sich mastnych

kyselin v dormantnych genotypoch L100 a JI64 oproti nedormantnym genotypom.

Vyhodou techniky ASAP-MS s ohladom na mastné kyseliny (meranie v
negativnom madde) je omnoho mensSia pritomnost matricovych interferencii, ktoré su
pozorované v (MA)LDI a ESI-MS spektrach nachadzajucich sa v tesnej blizkosti
sledovanych biomarkerov (majucu velmi blizku hodnotu m/z). Obrazok 50 ukazuje MS
spektra z troch ionizaCnych technik (ASAP, MALDI, ESI s priamym nadavkovanim
vzorky) a interferencie signalu pochadzajuceho pravdepodobne z ligninovych latok
alebo cukornych derivatov s biomarkermi (kyselinou hexakosanovou a
oktakosanovou) v osemeni L100. Viditelné su najma interferujuce signaly s m/z
395.11, 423.14 (v MALDI-MS) a s m/z 395.05 a 423.07 (ESI-MS). Prinosom techniky
ASAP-MS je aj moznost analyzovat povrch kompaktnych semien priamo s ohfadom
na lipidické latky. Na priklade vySSich matnych kyselin je vidiet, Ze tato technika
poskytuje vy$Si signal v porovnani s (MA)LDI-MS pre tieto latky, a preto sa da, ako
bolo ukazané vyssie, lepSie uplatnit na experimenty s ibnovou mobilitou (skenovanie
s aktivnou ibnovou mobilitou — zapnutou mobilitnou celou vedie u Studovanych latok
ku znizovaniu intenzity 10-100x). Hlavnou vyhodou MALDI-MS stale ostava analyza
cielene vybraného povrchu (vonkajsi alebo vnutorny) a moznost hmotnostno

spektrometrického zobrazovania.
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Obrazok 49. Porovnanie signalu najdenych biomarkerov v Studovanych genotypoch hrachu siateho
ziskaného v ASAP-MS a (MA)LDI-MS experimentoch (A- ASAP-MS celych semien, B- ASAP-MS
vypreparovanych kuskov osemenia s velkostou 4 mm?, C- LDI-MS, D- MALDI-MS (matrica: 5-
aminochinolin); signaly st vyjadrené ako priemerna hodnota normalizovanych intenzit zo Styroch

merani).
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Obrazok 50. Porovanie signalu intereferujucich latok a biomarkerov (kyseliny hexakosanovej a
oktakosanovej) v troch ionizacnych technikach: ASAP-MS (A), MALDI-MS (B), a ESI-MS (C). Spekta

boli ziskané pri analyze osemenia L100 v negativnom ionizac¢nom mode.
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5.6 Analyza semien hrachu siateho pomocou ATR-FTIR

Povrch vybranych Siestich genotypov bol analyzovany aj pomocou
nedestruktivnej techniky ATR-FTIR. Tato technika vSak neodhalila trendy v deleni
genotypov na zaklade ich dormancie ako ASAP alebo (MA)LDI-MS. ATR-FTIR zrejme
nevykazuje dostatoénu selektivitu pre latky, ktoré sa nachadzaju v povrchovych
vrstvach osemenia hrachu siateho a mézu byt zodpovedné za fyzikalnu dormanciu
semien. Za zaujimavé mozno povazovat, ze dormantné genotypy JI64 a L100 mali v
IR spektrach pritomny vyrazny pik s vinoétom 1731 cm™, ktory poukazuje na
pritomnost’ karbonylovej skupiny oproti nedormantnym genotypom JI92 a Cameoru
(Obrazok 51). Na zaklade predchadzajuceho vyskumu sa daju uvazovat prave vyssie

mastné kyseliny v povrchovych vrstvach osemenia J164 a L100.

Obrazok 51. IR spektra pre genotypy JI64 a JI92 (A) a L100 s Cameorom (B).
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5.7 Stadium chemickych zmien v osemeni vplyvom teplotného
cyklovania

V tejto kapitole su zhrnuté pilotné vysledky tykajuce sa dvoch vybranych
genotypov hrachu siateho podrobenych teplothému cyklovaniu (priprava rastlinného
materialu teplotnym cyklovanim je popisana v kapitole 4.3). Jedna sa o genotyp T14/5
(znaceny Ciselnym kédom 86), u ktorého doslo po teplotnom cyklovani k vyraznému
narastu dormancie oproti kontrolnym semienkam (responzivita na kliCenie klesla o
90%). Druhym genotypom bol P016 (znaCeny Ccislenym kdédom 17), ktorého
responzivita na kli¢enie vzrastla po teplothnom cyklovani o 70% oproti jeho kontrolam.
Tieto dva genotypy boli posudzované vzdy vo vztahu ku kontrolnym semenam
(semenam nezatazovanym teplotnym cyklovanim), nie medzi sebou. Chemické
zmeny v osemeni pri vybranych vzorkach hrachu boli studované troma technikami v
nasledujucom poradi: ATR-FTIR, LDI-MS a LC-ESI-MS. Na zaklade predchadzajucich
vysledkov je zrejmé, Ze prestup vody a plynov skrz osemenie je kfuCovym procesom
pri kliCeni a transport tychto latok skrz osemenie méze byt ovplyvneny zloZzenim jeho
povrchovych vrstiev. Prvé dve zvolené techniky (ATR-FTIR a LDI-MS) boli teda
zamerané na Studium latok z povrchu osemenia a na najdenie moznych chemickych
zmien v tychto povrchovych vrstvach po teplotnom cyklovani. Technika LC-ESI-MS
bola zvolena za u€elom sledovania zmien v profile latok v celom osemeni (na povrchu

i vo vnutri) po teplotnom cyklovani v porovnani s kontrolnym materialom.

U dat ziskanych z techniky ATR-FTIR bolo preukazané, ze v 3D PCA Score
plotoch dochadza k viditelnej separacii genotypu s €. 86 s nadobudnutou dormanciou
po teplotnom cyklovani od kontrolnych semienok rovnakého genotypu. Vynimkou bolo
jedno meranie (jedno semeno) z 86-cyklovaného genotypu, ktoré sa da povazovat za
odfahlé (signal v IR spektre bol na urovni Sumu). V pripade genotypu s €iselnym kédom
17 (u ktorého sa po teplotnom cyklovani zvysila miera klicenia) bola separacia
cyklovanych semien od ich kontrol menej vyrazna. AvSak aj v tomto pripade bolo
mozné v 3D PCA plotoch pozorovat delenie. Prislusné 3D PCA Score ploty su
ukdzané na Obrazku 52 pre obidva Studované pripady. Da sa konstatovat, Ze
infraCervena spektrometria dokaze odlisit’ vplyv teplotného cyklovania a mbze teda do
urCitej miery reflektovat zmenu chemického profilu latok v povrchovych vrstvach

osemenia.
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Obrazok 52. 3D Score ploty ziskané PCA analyzou dat z priameho merania povrchu osemenia teplotne
cyklovanych semien technikou ATR-FTIR (A- genotyp 86 a jeho kontroly, B- genotyp 17 a jeho kontroly).
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Pri detailnejSom pohlade do infraCervenych spektier boli pozorované rozdiely v
pase s vino¢tom od 1650 do 1600 cm™ (vyznacené Sipkou na Obrazku 53). Zmeny vo
vySke tohto pasu mdézu suvisiet so zmenami tykajucimi sa ligninu, ktorého FT-IR
charakterizacia je naznacena v praci od H. Yana a kol. (2009) zaoberajuca sa FT-IR
mikrospektroskopiou osemenia baviny?®. Vzhladom k zlozitej matrici a malej
selektivite metddy je obtiazne identifikovat konkrétne latky a ich zmeny, ktoré by mohli
byt désledkom cyklovania teploty a zaroven suvisiet’ aj s dormanciou semien, pripadne

klicenim.
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Obrazok 53. ATR-FTIR spektra genotypu s ¢iselnym kédom 17 (A- po teplotnom cyklovani, B- kontrolné
semena) a s kddom 86 (C- po teplotnom cyklovani, D- kontrolné semena). Vyrez od 1800 do 1400 cmr

! pre genotyp 86 (E).
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LDI-MS analyza bola prevedena v oboch ionizacnych médoch. V negativhom
ionizacnom modde bola pozornost sustredena hlavne na vysSie mastné kyseliny, ktoré
v8ak u tychto genotypov neboli preukazané. Znamena to teda, ze nie vSetky genotypy
hrachu maju fyzikalnu dormanciu spojenud s vy8Simi mastnymi kyselinami a
mechanizmus prestupu vody skrz osemenie mbze byt ovplyvneny aj inak. Na povrchu
osemenia boli zachytené len bezné mastné kyseliny ako palmitova a olejova, ktoré

nevykazovali odliSnosti z hladiska intenzit medzi cyklovanym osemenim a kontrolami.
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V kladnom ionizaénom modde boli obidva genotypy analogicky podrobené PCA a
OPLS-DA analyze, kde dochadzalo k segregacii dat do dvoch skupin na cyklovany
genotyp a kontroly. Pri PCA analyze genotypu 86 a jeho kontrol bolo pomocou prvych
troch hlavnych komponent vysvetlenych 44.36% variability a pri genotype 17 a jeho
kontrolach bolo vysvetlenych 56.52% variability.

V pripade genotypu 17 boli pomocou OPLS-DA najdené markery
charakteristické pre osemenie cyklovaného genotypu €. 17. NajsignifikantnejSie
markery mali nasledovné m/z hodnoty: 295.1855, 261.0459, 393.1925, 333.1350,
415.1551 a 327.1928. V pripade genotypu 86 boli analogicky pomocou OPLS-DA
najdené markery charakteristické pre povrch cyklovaného genotypu 86. Medzi
najsignifikantnejSie markery pre tento cyklovany genotyp patrili hmoty s m/z 425.2732,
311.2868, 401.1494, 441.1851, 284.3249, 377.1681 a 399.1473. Medzi prvymi 20-timi
markermi cyklovaného genotypu 86 sa vyskytovala aj hmota s m/z 295.1855 (rovnaka
ako u cyklovaného genotypu 17). Vzhladom na to, Ze tato hmota vystupuje ako marker
v obidvoch cyklovanych genotypoch, jej vyznam je z hfadiska zosilnenia/potlaenia
dormancie diskutabilny. Zrejme sa jednd o hmotu charakteristicki pre proces
teplotného cyklovania vSeobecne bez ohladu na regulaciu dormancie tychto semien

po teplotnom cyklovani.

V naslednych experimentoch sa podarilo Ciasto¢ne charakterizovat marker s
hodnotou m/z 261.0373 (vyznamny pre cyklovany genotyp 17), ktory bol v prisluSnom
osemeni tiez fragmentovany. Jeho LDI-MS/MS(+) spektrum je demonstrované na
Obrazku 54. Jedna sa zrejme o fosforylovanu formu hexapyranoézy, fosforylovanu
formu alkoholického cukru (napr. inositolu), pripadne o formu draselnému aduktu
acetylovaného derivatu hexapyranodzy alebo ich zmes. Na pritomnost fosfatu ukazuje
signal s m/z 98,9784 odpovedajuci protonizovanej kyseline fosfore¢nej. V praci od F.F.
Hsu a kol. (2003) sa autori zaoberali stanovenim inositol monofosfatu pomocou ESI-
MS(+) s fragmentacnymi experimentami. Inositol monofosfat pozorovali ako [M+H]*ion
(m/z 261), ktory poskytoval fragmenty s m/z 163, 145, 127 109, 99 a 81 pochadzajuce
z naslednych strat H3PO4, HPO3 a H20?%%°. V préci su uvedené iba nominalne hodnoty
m/z. Da sa usudzovat, Ze fragment s m/z 99 odpoveda protonizovanej kyseline
fosforeCnej a je v zhode s nasim fragmentom m/z 98.9784 vo fragmentacnom spektre
na Obrazku 54. OdliSnosti vo fragmentacnom paterne budu plynut zrejme z pouzitia

odlisnych ioniza¢nych technik (LDI-MS oproti ESI-MS), ktoré mézu poskytovat odlisné
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fragmentaéné vytazky/paterny (ako ostatne naznacuju aj vySe diskutované rozdiely
medzi LDI-, ASAP- a ESI-MS/MS spektrami). Dominantny signal s m/z 201.0149 v
koliznom spektre méze byt vysvetleny rozstiepenim cukorného skeletu a odstiepenim
etén-1,2-diolu (a nasledne stabilizaciou preSmykom na oxalaldehyd). Na pritomnost
acetylu zasa ukazuje pritomnost fragmentu s m/z 219.0195 (strata kyseliny octovej).
Fosforylované hexapyrandzy a inositol su pritomné v rastlinnom materiali??-222, U
acetylovanych derivatov sa popisuju formy odvodené predovSetkym od polysacharidov
s viacnhasobnou acetylaciou na zakladnej stavebnej jednotke. Tieto derivaty sa v8ak
liSia v Struktire v zavislosti od druhu, buniek a ich vyvinového §tadia??3. Indiciou pri
navrhvovani Struktury tohto markeru bol fragment s m/z 201.0149, ktory sa v literature

objavuje ako charakteristicky fragment pre mnohé sacharidy??*.

Obrazok 54. LDI-MS/MS(+) spektrum markeru s hodnotou m/z 261.0373 a jeho navrhnuté Struktury.
Fragmentacné spektrum bolo ziskané z osemenia genotypu 17 po teplotnom cyklovani.
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Intenzita markeru s m/z 261.04 bola normalizovana na celkovy iénovy prud pre
obidva Studované genotypy a ich kontroly. Z Obrazku 55 vyplyva, Ze jeho najvyssia
intenzita je v cyklovanom genotype 17. Podstatne menSiu intenzitu ma v kontrolnych
semenach genotypu 17. Jeho polarny charakter a jeho zvySeny “obsah” v genotype 17
po teplothom cyklovani by mohol suvisiet s lahSim prestupom vody skrz toto
osemenie, €o by vysvetlovalo situaciu s intenzivnejSim kli¢enim tohto genotypu po
teplotnom cyklovani. Obrazok 55 ukazuje taktiez intenzitu tohto markeru v genotype ¢€.

86 a v jeho kontrolach, v ktorych je vyrazne znizena. Jeho malé mnozZstvo v
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kontrolnych osemeniach by mohlo suvisiet zase so zlozitejSim prestupom vody skrz
osemenie. Tuto hypotézu by podporoval aj fakt, Ze sa tato latka v genotype 86
(dormantnom po teplotm cyklovani) neprejavila s takou intenzitou signalu ako prave v

genotype €. 17.

Obrazok 55. Normalizovana intenzita markeru s hodnotou m/z 261.0373 na celkovy iénovy prud pre
obidva Studované genotypy a ich kontroly.
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Treti typ analyzy (LC/MS) bol zamerany na extrakty vybranych dvoch genotypov
hrachu po teplotnom cyklovani a ich kontrol. Za ucelom extrakcie polarnejSich a tiez
menej polarnych latok (vratane fenolickych latok) bola ako extrakéné Cinidlo pouzita
zmes aceténu a vody v pomere 70:30 (v/v). Ziskané extrakty boli analyzované s
vyuzitim LC/ESI-MS(+). Ziskané data boli hodnotené pomocou PCA a OPLS-DA
analyzy. Pre obidva genotypy platilo, Ze cyklované semena boli v PCA plotu
segregovaneé od kontrolnych semen. V pripade genotypu 86 bolo pomocou prvych
dvoch hlavnych komponent vysvetlenych 95.36% variability dat a pre genotyp 17
90.7%. OPLS-DA ukazala, Zze medzi signifikantné markery genotypu 86 po cyklovani
patria hmoty definované hodnotami retenéného Casu a m/z, teda RT_m/z,
1.52_307.0818 a 1.44 611.1339. U nedormantného genotypu 17 po cyklovani tieto
latky nepatrili medzi signifikantné markery. Na zaklade vzniknutych fragmentov v
koliznom spektre im bola priradena Struktura galokatechinu a diméru galokatechinu. V
koliznom spektre latky s m/z 307.0979 bol pozorovany intenzivny fragment 139.0428,
ktory je spomenuty aj v literatare pri fragmentacii galokatechinu. V koliznom spektre
latky 611.1827 su pozorované fragmenty 425.0957, 307.0938, 287.0604, 179.0395,
139.0419 a 127.0442 a taktiez cely rad dalSich fragmentov s menSou intenzitou.
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Fragment s m/z 425.0957 vznika zrejme retro-Diels-Alderovym (RDA) Stiepenim
aromatickej Struktury na jednej galokatechinovej jednotke (strata 186.09 Da z iontu s
m/z 611.1827), fragment s m/z 307.0938 koreSponduje so Strukturou galokatechinu.
Fragment s m/z 287.0604 vznika z fragmentu s m/z 425.0957 pravdepodobne
rozstiepenim druhého heterocyklického kruhu a odstiepenim postranného B-kruhu (s
jednym metylom pochadzajucim z tohto heterocyklického kruhu) za vzniku neutralne;j
Castice s elementarnym zloZenim C7HeO3 (neutralna strata 138.04, dtm 26.1 ppm).
Tuto variantu podporuje aj pritomnost komplementarneho iénu 139.0419 v koliznom
spektre. Fragment s m/z 179.0395 odpoveda Strukture (s elementarnym zloZenim
CoH-04") vznikajucej po odstiepeni aromatického kruhu “C” z galokatechinu (strata
128.05 Da). Fragment s m/z 139.0419 vznika RDA Stiepenim uz samotného
monomeéru galokatechinu (charakteristicka strata 168.05 Da od hmoty s m/z 307.0938)
a fragment s m/z 127.0442 odpoveda Strukture s elementarnym zlozenim CgH;O3™.
Struktary tychto fragmentov boli navrhnuté na zaklade prace venovanej fragmentacii
tychto fenolickych latok?*®. Kolizne spektra oboch markerov su ukazané na Obrazku
56. Z hladiska ich obsahu v kazdom type extraku boli rekonstruované
chromatografické piky pre marker 307.08 a 611.13 zintegrované (zo Styroch merani)
a plocha pikov z chromatogramov rekonstruovanych pre m/z 307.08 a 611.13 bola
vynesena do histogramov (Obrazok 57). Je vidiet, Ze obsah latok s m/z 307.08 a
611.13 vzrastol po teplothom cyklovani v genotype 86 oproti kontrole. Mnohé fenolické
latky su v literature popisané v suvislosti s dormanciou (v dormantnych semenach su
pritomné vo vacsich mnozstvach). Tieto markery by teda mohli ovplyvnovat fyzikalnu
dormanciu po teplothom cyklovani u genotypu 86. Na druhej strane, v genotype 17 a

v jeho kontrolach sa obsah tychto latok vyrazne nezmenil.
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Obrazok 56. MS/MS spektrum markeru s hodnotou m/z 307.08 (A) a 611.14 (B).

2: TOF MSMS 307.09ES+
100 139.0428 My 24 4.12e4

%

146.0619

128.0590 307.0979
163.0517 1770456

111.0252 ‘ ‘ (
0 m\m”‘mm\‘uWWHMWmm‘\‘\m“\HH\\\‘H\‘Hm\”\‘HM‘UM‘ ‘\‘{H‘\M“‘\‘H‘M}\mh\MHHHMWM‘Mu‘mum\“m lpthap H“m ittt w\‘h‘m N NI : : miz
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
B 5: TOF MSMS 611.14ES+
3.95e4
100+ 139.0419 287.0604 Mx6 e
127.0442
S 179.0395
263.0583 299.0609 495.0957
257.0509 307.0938
203.0412
611.1827
123.0529 F17.0691 407.0831  |426.1014 .
427.0638 N\
PN I “\ ‘M“ ‘\u\;h\“m “‘\H‘ H‘u ull L ‘H\‘m h_h‘ HHL ‘MM‘ M\ TR, H} Al : iz

T T T f T T T T
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625

Obrazok 57. Plocha chromatografickych pikov ziskanych z rekonStruovanych chromatogramov pre
markery s hodnotou m/z 307.08 (A) a 611.14 (B).
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DetailnejSim porovnanim chromatogramov boli pozorované odliSnosti medzi
Studovanymi genotypmi pre pik s retenénym ¢asom v 7.6 minute a m/z hodnotou
1069.56. V genotype 17 po teplotnom cyklovani bolo pozorované asi o polovicu
mensie mnozstvo tejto latky oproti kontrole. V dormantnom genotype 86 a v jeho
kontrolach boli obsahy tejto latky podobné. Obrézok 58 ukazuje rekonStruované
chromatografické piky pre tuto latku v oboch genotypoch a ich kontrolach a nasledne

histogramy, ktoré odrazaju tento trend z troch merani.

Obrazok 58. Rekonstruované chromatografické piky pre latku s m/z 1069.56 v genotype 17 (A-po
cyklovani, B-kontrola) a 86 (C- po cyklovani, D- kontrola). Histogram s vynesenou plochou piku latky
1069.56 (E).

17-cykl_pos_01 Sm (Mn, 1x3) 1: TOF MS ES+ 86-cykl_pos_01 Sm (Mn, 1x3) 1: TOF MS ES+
1069.297_1069.451 0.0500Da 1069.297_1069.451 0.0500Da
100 5.0083 100 5.00e3
A = C =« 7.58
7.58 i
o M\ I\
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 0 2 4 & 8 10 12 14 16 18 20 22 24
¢as {(min) Zas (min)
17_kont_pos_01 Sm {Mn, 1x3) 1: TOF MS ES+ 86_kont_pos_01 Sm (Mn, 1x3)
1069.297_1069.451 0.0500Da 1: TOF MS ES+
100 5.00e3 100 1069.297_1069.451 0.0500Da
5.00e3
B = 7.55 5 7.58
o, .
A D » N
0 b — sy T e gt J
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 a . . : e y
&as {min) 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
cas (min)
E tmavo siva =cyklované semienka, svetlo siva =kontrolné semienka
800
3 I
£ 600 I
o
©
< 400
o
o
s _:-
0 — T 1

17N 86D

Na zaklade dat dostupnych z literatury bolo navrhnuté, Ze sa jedna o druh
saponinu (konkrétne) chromosaponin |, ktory sa podfa literatury da izolovat zo semien
hrachu a dalSich strukovin??®>. Jeho S$truktira je znazornenda na Obrazku 59.
Chromosaponin | obsahuje na hlavnej sterolovej jednotke naviazany velmi polarny
refazec  pozostavajuci z  ramnopyranosylovej, galaktopyranosylove] a
glukuronopyranosylovej Struktary. Okrem toho, obsahuje aj naviazanu jednotku
HMDHP (3-hydroxy-2-metyl-5,6-dihydro-pyran-4-6n). V ziskanom koliznom spektre
bolo pozorovanych mnoho fragmentov (Obrazok 60). Fragment s m/z 943.5110
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predstavuje odstiepenie ramnopyranosylovej jednotky, strata galaktopyranosylovej
Struktury je badatelna cez fragment s m/z 761.4646 a odStiepenie
glukuronopyranosylovej jednotky je vidiet cez fragment s m/z 585.4247. V koliznom
spektre je nasledne vidiet tiez odstiepenie poslednej HMDHP Struktury zo sterolovej
hlavnej jednotky, a to cez fragmenty s m/z 441.3807 a 423.3695. Okrem tychto
fragmentaénych iénov sa da v koliznom spektre pozorovat mnoho fragmentov
reprezentujucich straty molekul vody. Identické kolizne spektrum bolo ziskané zo
saponinu izolovaného zo semien hrachu siateho v praci od Y.D. Daveby a kol.
(1998)2%¢. V tejto praci sa véak nezameriavali na saponiny v osemeni, ani ich moznym

vyznamom z hladiska dormancie.

Obrézok 59. Struktira chromosaponinu |.
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Obrazok 60. MS/MS spektrum latky s m/z 1069.56 eluovanej v ¢ase 7.58 min (pouZita kolizna energia
20eV).
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Biologicka aktivita saponinov sa zvyCajne pripisuje amfipatickym vlastnostiam
tychto molekul, ktoré pozostavaju z hydrofébnej triterpénovéj alebo sterolovej hlavne;j
jednotky a hydrofilnych cukornatych Struktur. V literature je uvedené mnoho informacii
od jejich funkciach v rastlinnych pletivach. Boli popisané ako prirodné detergenty, maju
antimikrobialne a antifungalne ucinky. Boli im pripisané tiez cytotoxické a hemolytické

vlastnosti??’,

Efekt saponinov v suvislosti s regulaciou dormancie semien je spominany v
praci od U. Marchaima a kol. (1972), v ktorej autori sledovali ako saponiny vplyvaju na
klicenie semien baviny. V praci sa venovali aj premeabilite osemenia baviny v
suvislosti s tymito latkami. V experimente sledovali ako sa meni permeabilita osemenia
pre vodu a kyslik po aplikacii saponinov na osemenie. Zistili, Ze semena ponorené do
vody a do vody s malym pridavkom saponinov sa neliSia v kliceni a teda paradoxne
saponiny neovplyviuju transport vody skrz osemenie. KliCenie bolo rovnaké aj pri
samotnych embryach. V druhom pripade skumali ucinok kyslika (umelo vytvorena
kyslikovana atmosféra v utesnenej banke, kde bol ubytok kysliku sledovany pomocou
kyslikovej elektrody) na kliCenie u kompaktnych semien predtym ponorenych do vody
a do vody s pridavkom saponinov. Ubytok kyslika bol 0 60% mensi v pripade semien
ponorenych do saponinov oproti semenam ponorenym do vody bez saponinov.

Experiment bol analogicky zopakovany aj so samotnymi embryami bez semennych
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obalov, kde bol zaznamenany rovnaky ubytok kyslika u embrii ponorenymi do vody a
do vody s pridavkom saponinov. Autori tejto prace formulovali na zaklade tychto
vysledkov zaver, Ze saponiny dokazu blokovat prestup kyslika skrz osemenie baviny,
¢im dochadza k blokade kli¢enia??®. Vyssie uvedena praca teda podporuje hypotézu,
Ze nizky obsah saponinov v genotype 17 suvisi s lah8im prestupom kyslika skrz
osemenie, ¢im sa ulaci klicenie tychto semien a genotyp sa stava menej dormantnym
po teplotnom cyklovani oproti svojim kontroldam. Pokles obsahu saponinov méze byt
désledkom teplotného cyklovania. Maly pokles obsahu saponinov sa zrejme da
porozovat aj v pripade genotypu 86, dormantného po teplothom cyklovani (Obrazok
58E).
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6. Zaver

Tato dizertaCna praca bola zamerana na metddy umoziujuce Studium
chemického zloZenia povrchovych vrstiev osemenia a analyzu latok, ktoré by monhli
ovplyviiovat permeabilitu vody a plynov skrz rastlinné osemenie smerom k embryu vo
vnutri semena. Transport vody a plynov skrz osemenie suvisi s fyzikalnym typom
dormancie, ktord hra vyznamnua dlohu u semien strukovin®. Prehibenie poznatkov
o latkach, ktoré by mohli ovplyviiovat dormanciu, ma vyznam nielen pre zakladny

vyskum a bioldgiu, ale aj pre pofnohospodarstvo a potravinarsky priemysel.

V experimentalnej Casti boli vyvinuté metédy pre analyzu povrchov osemeni
hrachu vyuZivajuce hmotnostnej spektrometrie s (matricou asistovanou) laserovou
desorpciou/ionizaciou ((MA)LDI-MS) a s ionizaciou priamou sondou pre analyzu
pevnych latok za atmosferického tlaku (ASAP-MS). Bola prevedena optimalizacia
experimentalnych parametrov a preStudované moznosti vyuzitia ibnovo mobilitnej
separacie pre identifikaciu latok. Tieto metody boli aplikované na analyzu dormantnych
(divokych) semien druhu Pisum sativum subsp. elatius (genotypy Ji64, VIR320, L100)
a semien nedormantnych (kultirnych) hrachov Pisum sativum subsp. sativum
(genotypy JI92, Cameor, Terno), dalej v analyze RIL linii (rekombinantne krizenych
linii) hrachu siateho, ziskanych vzajomnym krizenim genotypov JI64 a JI92. Na
Studium distribucie analytov na povrchu osemeni bolo vyuzité aj hmotnostno
spektrometrické zobrazovanie. ASAP-MS bola na priamu analyzu povrchu rastlinného

materialu (tj. celych semien a vypreparovanych kuskov) pouzita prvykrat.

(MA)LDI-MS a ASAP-MS v kombinacii s viacrozmernou Statistikou, PCA a
OPLS-DA, umoznili klasifikaciu (rozliSenie) dormantnych a nedormantnych genotypov
hrachu. Pre obe metddy je charakteristicka minimalna uprava vzorky, ¢o prispieva
k Casovo mensej narocnosti celej analyzy. Semena mbézu byt analyzované priamo
v zrelom a suchom (neaktivnom) stave. V (MA)LDI-MS spektrach dormantnych
genotypov boli najdené velké rozdiely v rade signalov. Podrobna Studia morfologicky
podobnych, ale z hladiska dormancie silne odliSnych genotypov, t.j. JI64 a JI92 a
odvodenych RIL linii ukazala vyznamné rozdiely v obsahu hydroxylovanych mastnych
kyselin s dlhym retazcom (HLFA, s po¢tom atémov uhlika v retazci od C26 do C28).
Signifikantne vysSie signaly hydroxylovanych mastnych kyselin sa nasli v dormantnej

JI64 a v dormantnych RIL liniach oproti nedormantnym RIL liniam a genotypu JI92, ¢o
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bolo potvrdené aj hmotnostne spektrometrickym zobrazovanim. MS zobrazovanie
dalej vizualizovalo homogénnu distribuciu HLFA na povrchu osemenia. Vynimkou na
osemeni boli miesta nazyvané strofiola (hneda Skrvna pod hilom) a hilum (miesto
uchytu semienka v struku), kde boli tieto signaly HLFA vyrazne nizSie. ASAP-MS
(rovnako ako (MA)LDI-MS) sa v kombinacii s viacrozmernou Statistikou osvedcila na
klasifikaciu genotypov apri hfadani markerov dormancie. Hexakosanova
a oktakosanova kyselina boli navrhnuté ako délezité markery, ktoré pravdepodobne
ovplyvruju transport vody cez osemenie v dormantnom genotype L100. Bolo zistené,
2e ASAP-MS poskytuje aj vysSiu selektivitu a lepSi signal mastnych kyselin v
porovnani s MALDI-MS, a da sa vyuzit' aj v semikvantitativnej analyze tychto latok.
Vysledky ziskané technikami (MA)LDI-MS a ASAP-MS sa navzajom podporuju.
Obidve techniky predstavuju uzitocny nastroj v priamej analyze rastlinného materialu
aumoziuju detailnd analyzu profilu mastnych kyselin v povrchovych vrstvach
rastlinnych pletiv bez nutnosti extrakcie semena rozpustadlami, ktora je pracna
a méze byt zdrojom chyb (napr. vznikom neziaducich artefaktov, malym extrakénym
vytazkom a podobne). Velkou vyhodou vyvinutej ASAP-MS techniky je moznost
analyzovat’ zloZenie osemenia na celych kompaktnych a neporusenych semenach a
teda bez ovplyvnenia spektier latkami z vnatornych Casti semien.

V zavereCnej Casti dizertaCnej prace je rieSena problematika suvisiaca
s objasnenim moznych chemickych zmien, ktoré mdzu nastat v osemeni hrachu pri
teplotom cyklovani. Fluktuacia teplét je v prirode beznym javom a niekolko praci
poukazuje na jej suvis s naruSenim dormancie. Pri Studiu chemickych zmien
v cyklovanych semenach hrachu siateho boli pouzité metédy ATR-FTIR, LDI-MS a LC-
MS a ziskané data boli porovnané s prislusnymi kontrolnymi semenami. Bolo zistené,
Zze genotypy po teplotnom cyklovani variuju v obsahu niektorych latok oproti svojim
kontrolam. V genotype 86 bol detekovany vysSi obsah galokatechinu a diméru
galokatechinu po teplotnom cyklovani. Pri genotype 17 bol po cyklovani pozorovany
pokles obsahu saponinu (chromosaponinu I). Tieto latky sa mézu podielat’ na regulacii
dormancie u tychto semien.

Studie suvisiace s dormanciou semien hrachu siateho dalej pokraduju a su
zamerané na charakterizaciu chemického zlozenia, metabolitov a ich zmien v ramci
vyvojovych §tadii semien hrachu siateho (resp. ich osemenia) v troch pévodnych
genotypoch (JI64, JI92, Cameor) a jedného nového dormantného genotypu (1794).

Tieto metddy budu zaroven pouzité v analyze osemenia u inych druhov strukovin
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(genotypov SoSovice a ciceru) za uCelom najdenia biomarkerov zodpovednych za

fyzikalnu dormanciu v tychto semenach.
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Zoznam skratiek

uv univariantné Skalovanie
FAO Food and Agriculture Organization
USA Spojené Staty americké
SPE screen-printed electrode
DPV diferenCne pulzna voltametria
AFM mikroskopia atomarnych sil
FTIR infraCervena spektroskopia s Fourierovou transformaciou
AAS atdbmova absorb&na spektrometria
ICP-AES atdbmova emisna spektrometria s induk¢ne viazanou plazmou
ICP-MS hmotnostna spektrometria s indukéne viazanou plazmou
F-AAS atdmova absorpna spektrometria s plamenovou atomizaciou
GF-AAS atdmova absorpcna spektroskopia s elektrotermicou atomizaciou
XPS Rontgenova fotoelektrénova spektroskopia
XRF Rontgenova fluorescenéna spektrometria
IR infraCervena spektroskopia
near-IR infraCervena spektroskopia v blizkej oblasti
mid-IR infraervena spektroskopia v strednej oblasti
ATR technika zoslabenej totalnej reflektancie
NIR infraCervena spektroskopia v blizkej oblasti
FTIRM infraCervena mikrospektroskopia
FTIRI infraCervena zobrazovacia spektroskopia
CRM konfokalna Ramanova mikrospektroskopia
coherentna anti-stokesovska Ramanova rozptylova
CARS mikrospektroskopia
SRS stimulovana Ramanova rozptylova mikrospektroskopia
NMR nuklearna magneticka rezonancia
MRI zobrazovacia magneticka rezonancia
MS hmotnostna spektrometria
MSI hmotnostne spektrometrické zobrazovanie
LDI-MS hmotnostna spektrometria s laserovou desorpciou/ionizaciou
hmotnostna spektrometria s matricou asistovanou laserovou
MALDI-MS desorpciou/ionizaciou
SIMS hmotnostna spektrometrie sekundarnych iénov
hmotnostna spektrometria s ionizaciou desorpénym
DESI-MS elektrosprejom
LAESI-MS kombinacia laserovej ablacie s elektrosprejom
hmotnostna spektrometria laserovou ionizaciou s pouzitim
GALDI-MS koloidného grafitu
hmotnostna spektrometria s nanoCasticami asistovanou
NALDI-MS laserovou desorpciou/ionizaciou
hmotnostna spektrometria s povrchovo asistovanou laserovou
SALDI-MS desorpciou/ionizaciou
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AP atmosfericky tlak
GC-FID plynova chromatografia s plamenovou ionizaciou
GC-MS plynova chromatografia s hmotnostnospektrometrickou detekciou
HPLC vysokoucinna kvapalinova chromatografia
UV/Vis ultrafialova/viditefna oblast
DART-MS priama analyza v hmotnostnej spektrometrii v realnom Case
LA laserova ablacia
hmotnostna spektrometria s ionizaciou priamou sondou za
ASAP-MS atmosferického tlaku
UPLC ultraucinna kvapalinova chromatografia
THAP 2'4' 6'-trihydroxyacetofendn monohydrat
AQ 4-aminochinolin
Q-TOF kombinacia kvadrupélu a detektoru doby letu
PDA detektoru s diodovym polom
SMODCH smerodatna odchylka
PTFE Polytetrafluéretylén
ND neutral density
MF mobilna faza
PCA analyza hlavnych komponent
diskriminana analyza ortogonalnych projekcii do latentnych
OPLS-DA Struktur
SEM skenovacia elektronova mikroskopia
RIL rekombinantne krizené linie
S/N pomer signal/Sum
HMDHP 3-hydroxy-2-metyl-5,6-dihydro-pyran-4-6n
HLFA hydroxylované mastné kyseliny
dt driftovy Cas
dtm odchylka
S/IN signal/Sum
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Priloha

Obréazok I. Krutenie osemenia po naneseni matrice automatickou pipetou. (A-
osemenie bez matrice, B- osemenie s nakvapnutou matricou, C- osemenie s
nakvapnutou matricou pri pohlade z boku).




International Journal of ik
. Molecular Sciences ml\D\Py
Article
Towards Better Understanding of Pea Seed Dormancy

Using Laser Desorption/Ionization
Mass Spectrometry

Monika Cechova 1, Markéta Valkova !, Iveta Hradilova 2, Anna Janska 3, Ale$ Soukup 3,
Petr Smykal 2 © and Petr Bednat 1*

1 Regional Centre of Advanced Technologies and Materials, Department of Analytical Chemistry,

Faculty of Science, Palacky University, 17. Listopadu 12, 771 46 Olomouc, Czech Republic;
monicechova@gmail.com (M.C.); ponizilova.marketa@seznam.cz (M.V.)

Department of Botany, Faculty of Science, Palacky University, Slechtitelt 27, 783 71 Olomouc,

Czech Republic; Hradiloval@seznam.cz (LH.); petrsmykal@upol.cz (P.S.)

Department of Experimental Plant Biology, Faculty of Science, Charles University, Vini¢na 5, 128 44 Prague,
Czech Republic; janska@natur.cuni.cz (A.].); asoukup@natur.cuni.cz (A.S.)

*  Correspondence: petr.bednar@upol.cz; Tel.: +420-585-634-403; Fax: +420-585-634-433

Received: 19 September 2017; Accepted: 16 October 2017; Published: 21 October 2017

Abstract: Seed coats of six pea genotypes contrasting in dormancy were studied by laser
desorption/ionization mass spectrometry (LDI-MS). Multivariate statistical analysis discriminated
dormant and non-dormant seeds in mature dry state. Separation between dormant and non-dormant
types was observed despite important markers of particular dormant genotypes differ from each
other. Normalized signals of long-chain hydroxylated fatty acids (HLFA) in dormant JI64 genotype
seed coats were significantly higher than in other genotypes. These compounds seem to be important
markers likely influencing JI64 seed imbibition and germination. HLFA importance was supported
by study of recombinant inbred lines (JI64x]192) contrasting in dormancy but similar in other seed
properties. Furthemore HLFA distribution in seed coat was studied by mass spectrometry imaging.
HLFA contents in strophiole and hilum are significantly lower compared to other parts indicating
their role in water uptake. Results from LDI-MS experiments are useful in understanding (physical)
dormancy (first phases of germination) mechanism and properties related to food processing
technologies (e.g., seed treatment by cooking).

Keywords: pea; fatty acid; seed coat; seed dormancy; seed hardness; laser desorption-ionization
mass spectrometry; imaging mass spectrometry; multivariate statistics

1. Introduction

Seed germination is a key step of plant life predetermining spread of particular plant species on the
Earth [1]. Ina population of wild seeds only a certain fraction of individuals starts to germinate in favorable
conditions. Their inactive counterparts can survive adverse periods and thus ensure continuation of given
plant species for long time. The extent of seed inactivity is expressed by dormancy [2]. Dormancy is
a regulatory and adaptive trait in virtually all seed-plant species. There are several types of seed dormancy,
with one of them being physical dormancy, executed by water impermeable seed coat [3]. This type is
prevalent in legumes [4]. Its detailed description and classification, importance for agriculture and food
industry and connection with other seed properties (i.e., seed hardness, pre-harvest sprouting, etc.) is
given in two our recent papers [4,5] and in citations listed therein.

Activation of a seed starts with water imbibition and penetration of gases through the seed
coat (their restriction is described as physical dormancy) [3]. These processes are connected with
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structure and chemical composition of the most outer cell layers of seed coats [4]. A number of
analytical techniques was used for chemical analysis of seed composition (including characterization
of separated seed coat) starting with a selective staining [4], over standard instrumental techniques,
i.e., gas chromatography with flame ionization detection (GC-FID) [6], high performance liquid
chromatography (HPLC) with ultraviolet/visible (UV/Vis) spectrophotometric detection [7,8] up
to hyphenated techniques, first of all gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS) and liquid
chromatography mass spectrometry (LC/MS) [9-11]. All these techniques utilize an interaction of
plant material with a solvent (soaking or liquid extraction), often in combination with further chemical
treatment (i.e., hydrolysis and derivatization). GC/MS was used for analysis of saponified and
methylated seed coats [12]. These techniques dispose with high selectivity towards extractable analytes.

Number of techniques allow direct analysis of seeds in dry state or after a very short contact
with a solvent (i.e., spray covering of surface with a matrix prior to a matrix assisted laser
desorption/ionization mass spectrometric analysis (MALDI-MS), etc.) preventing (or significantly
restricting) the initiation of the imbibition processes during sample preparation or (reversely) to study
the changes after defined wetting of seed coat. Especially, spectrometric techniques such as MALDI-MS,
desorption electrospray mass spectrometry (DESI-MS), direct analysis in real time mass spectrometry
(DART-MS), nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR), Fourier-transform infrared spectroscopy
(FTIR) and laser ablation-inductively coupled plasma-mass spectrometry (LA-ICP-MS) have been
already used for analysis of seeds as recently reviewed [13-20]. Notably none of those techniques was
used for direct measurement of separated seed coat tissue from embryo and endosperm.

Majority of later methods possesses spatial information (imaging methods). Perhaps the most
widespread and powerful technique for the analysis of seed surface layers with respect to organic
molecules is laser desorption/ionization imaging mass spectrometry. It provides high versatility often
with acceptable selectivity and sensitivity. Mass spectrometry is very popular technique in proteomic
and metabolic profiling of plant tissues. MALDI-MS technique combined with gel electrophoresis was
used in study of proteomic composition of Medicago truncatula [21], Lotus japonicas and other legume
seeds [22]. MALDI-mass spectrometry imaging (MALDI-MSI) protocols for the detection of small
molecules in cryodissected immature barley grains are described in the work of Peukert et al. [23].
Bhandari et al. published a comprehensive high resolution MS imaging analysis of cryosections of
two types of seeds (oil-seed rape and wheat) and other plant tissues (wheat rachis, stem base, rice
root) concerning with germination and seed maturation [24]. Besides, Gorzolka et al. have shown the
possibility of MALDI-MS imaging for spatial-temporal metabolite profiling during the germination of
barley seeds [25].

To the best of our knowledge this is the first report of the utilization of laser desorption/ionization
mass spectrometry (LDI-MS) for the analysis of seed coat composition in the relation to the level of
seed dormancy. The main aim of this work was to study the potential of laser desorption/ionization
mass spectrometry for the surface analysis of pea seed coat in mature dry state with respect to
physical dormancy. Multivariate statistics on raw MS data was used for classification of pea genotypes
and lines and obtained outputs correlated with level of dormancy. Dormant and non-dormant
genotypes (possessing different propensity to imbibition and germination) were profiled and content
of hydroxylated long-chain fatty acids (HLFA) was identified as the important discriminating factor.
The obtained information is significant also for agricultural and food industry.

2. Results and Discussion

2.1. LDI-MS Measurement and Utilization of PCA and OPLS-DA for Data Analysis

LDI-MS spectra of outer surface of six different genotypes (JI92, Cameor, Terno, JI64, VIR320
and L100) were measured in positive and negative ion mode. These genotypes represent both wild
and domesticated pea types commonly used in genetic and biological studies [5]. They contain both
pigmented and non-pigmented seed coats. Strong signals at 71/z 98.9769, 112.9229, 154.9325, 196.9439,
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206.9943, 291.1685, 317.11198, 369.1229, 377.1309 and 485.3076 were observed in positive mode and
those at m/z 121.0060, 132.0010, 143.9992, 156.0039, 169.0079, 193.0115, 204.0037, 214.0169, 217.0682,
268.0770, 282.1081 306.1075, 319.1063 and 323.1524 in negative ion mode. Differences in those major
signals, however, do not allow a resolution of wild/dormant from cultivated /non-dormant genotypes.
Although certain differences among some genotypes are visible (i.e., Terno in positive and Cameor in
negative ion modes), the direct interpretation of MS spectra do not allow to find characteristic signals
for cultivation/dormancy (raw LDI-MS and MALDI-MS spectra are given in supplemental material,
Figure Sla—d). Since comprehensive evaluation of differences by direct raw MS spectra comparison was
not possible, multivariate analysis was applied. Principal Component Analysis (PCA) and Orthogonal
Partial Least Squares Discriminant Analysis (OPLS-DA) are generally the most proven methods to
differentiate between classes in highly complex data sets. We started with application of classical PCA to
visualize the chemical differences among samples by unsupervised (independent) way. Utilization of
PCA as starting point during multidimensional data treatment was recommended for instance by Worley
and Powers for metabolomics representing similar exploratory area [26]. Figure 1 shows the 3D Score
plots obtained by PCA of raw LDI-MS and MALDI-MS data in positive and negative ion modes.

Figure 1. 3D Score plots obtained by Principal Component Analysis of MALDI-MS and LDI-MS data.
Upper plots—measurement in negative ionization mode, (a) with matrix and (b) without matrix;
bottom plots—measurement in positive ionization mode, (¢) with matrix and (d) without matrix;
dormant species are marked with blue and non-dormant ones with red bullets; Pareto scaling and
marker intensity threshold 1000 was used for data matrix processing.

Despite a relatively large variation of replicated measurements, separation of dormant and
non-dormant genotypes is evident in each ionization mode regardless whether matrix is used or not.
Roughly, non-dormant samples are located on left and dormant ones on the right side in each 3D
Score plot, respectively. These results suggest that laser desorption ionization mass spectrometry can
be used for classification (resolution) of pea genotypes with regard to surface composition related to
domestication/dormancy by direct analysis of dry maturated seeds as alternative method to classical
study of germination. It should be emphasized that the resolution can be achieved without selection
and knowledge of the origin of markers (signals significantly differing in content between dormant and
non-dormant samples). Nevertheless, identification of one important group of markers was successful
as described in next Chapters. In negative ion mode (Figure 1a,b), the first three dimensions of the Score
plots explain 78.53% and 76.46% of data variability in matrix assisted and matrix free experiments,
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respectively. In positive ion mode similar level of explained variability was achieved (80.28% and
75.58%, respectively). Complete datasets related to those Score Plots are given in supplementary
material, Table Sla—d. Surface morphology differs significantly among genotypes (e.g., presence of
“gritty” surface on seed coats of some genotypes, Figure S2). Such differences at surface can alter
the mechanism of water penetration through the seed coat (the mechanism of seed imbibition and
consequently dormancy)—from a biological point of view—as well as ionization efficiency during
LDI-MS measurement—considering the used analytical methodology. To conclude, the resolution
of dormant and non-dormant species was unambiguously achieved but surface morphology affects
significantly the distribution of particular data-points.

As already mentioned, the resolution of dormant and non-dormant genotypes is achieved regardless
the presence of matrix. Application of matrix using standard automatized solution spraying technique
causes torsion of samples attached to MALDI plate. We observed that this process is more pronounced in
non-dormant genotypes. Such torsion is connected with a tension among different seed coat cell layers
during their contact with water and its extent is possibly due to thiner seed coat of non-dormant compared
to dormant species [5]. When occurring on an intact seed in nature, this phenomenon could contribute to
seed coat rupture, opening the seed for water and (consequently) accelerating germination [5]—hence the
stronger connection of the torsion on MALDI plate with non-dormant (faster germinating) seed coats.
Although the measurement of deformed seed coat pieces was possible and similar degree of distinction
of samples according to dormancy level was achieved in matrix assisted and matrix free experiments,
the changes of the surface cell layers by their swelling with the applied solvent during and after spraying
represent a phenomenon negatively affecting both the sample preparation as well as signals in MS
spectra. The matrix-free method should be therefore further preferred from methodological point of view.
The effect of matrix presence on the significance of identified signals in terms of OPLS-DA (the position of
corresponding markers in particular S-plots) will be discussed later.

The differences in chemical composition of individual dormant genotypes were studied against
non-dormant genotypes (all three non-dormant genotypes as reference set) by OPLS-DA. Obtained
signals almost completely differ when compared particular dormant genotypes with two exceptions
(given by italics, Table S2) that could contribute to differences in the process of water imbibition.
Signals of particular hydroxylated long-chain fatty acids appeared among the most important markers
of JI64 genotype as discussed later in more details.

As already indicated, the distinctness in seed characters (i.e., size, pigmentation, surface properties,
etc.) influences the LDI-MS experiment. We therefore further focused on J164 (D) and JI92 (N) pair that
is less contrasting in term of seed coat appearance but strongly different in seed coat permeability and
dormancy (for details see Section 3.2. and [5]). Note that those two genotypes are very well separated
by unsupervised PCA (see all 3D Score Plots, Figure 1). Data obtained by their measurement were
also analyzed by OPLS-DA. Figure 2 shows the S-plots reflecting the differences in signals between
both genotypes in negative ion mode (all markers and their coordinates in S-plots are given for both
ionization modes in supplemental material, Table S3a—d).

The area of significant signals (further referred as dormancy markers, DM) in each S-plot
corresponds with low risk region [27] that is given in this study as a box with following coordinates:
CoeffCS(2) = 10-100% and p(corr)(1) = 75-100% from the highest value at CoeffCS(2)-axis (x-axis) and
p(corr)(1)-axis (y-axis), respectively, in “dormant” part (the first quadrant) of the S-plot. Signals at m/z
255.2331, 281.2393, 283.2613, 411.3850, 425.3990, 437.3946, 441.3950 and 455.4065 fell into this region
and are thus classified as significant DM in matrix free LDI-MS experiments (Figure 2a). Analogous
signals were observed in MALDI-MS spectra as well but some of them out of low risk region of related
S-plot (Figure 2b).

Those signals correspond well with theoretical 1/z values of deprotonated molecules of common
fatty acids (palmitic, oleic and stearic acid) and, perhaps more importantly, with hydroxylated long
chain fatty acids (HLFA). Table 1 shows details of these markers. HLFA have been already considered
as hydrophobic components increasing impermeability of cutin layers for water [5,6].
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Figure 2. S-plots obtained by OPLS-DA of J164 a 192 genotypes. (a) Matrix free experiments; (b) matrix
assisted experiments (inset in (b) shows zoomed dormant part of the appropriate S-plot); enlarged
triangles indicate identified markers of physical dormancy.

Table 1. List of fatty acids found among dormant markers by LDI-MS, MALDI-MS and OPLS-DA
analysis. (* deviation of measured mass (m/z) from theoretical value calculated from elemental

composition).
Matrix Free Experiments, Figure 3a Matrix Assisted Experiments, Figure 3b
Elemen.tz.\l Coordinates in S-Plot Coordinates in S-Plot
Composition [M-H]— dtm (ppm) * [M-H]~ dtm (ppm) *
CoeffCS(2)  pl(corr)(1) CoeffCS(2)  p(corr)(1)
CiH; 0~ 2552331 078 0.00125 090637  255.2326 ~1.18 —0.00012  —0.09994
CigH330,~  281.2393 —33.07 0.00049 0.74660 281.2530 15.64 0.00017 0.70174
CysH350, 283.2613 —10.24 0.00066 0.85055 283.2625 —6.00 0.00002 0.04306
CpeH5103 411.3850 2.67 0.00162 0.80646 411.3816 5:59 0.00079 0.92125
Co7Hs305~  425.3990 -1.18 0.00107 0.81814 425.3963 -752 0.00065 0.96154
CogHs303~  437.3946 —11.20 0.00067 0.77322 437.3929 —15.09 0.00042 091775
CoyHs304~  441.3950 1.36 0.00160 0.83272 441.3978 7.70 0.00087 0.96626
CogHs504 455.4065 ~7.69 0.00249 0.84469 455.4138 8.34 0.00126 0.91329

There are several former reports confirming that LDI-MS is generally suitable technique for
analysis of fatty acids. Pirkl et al. dealt with the direct profiling of fatty acids in insect tissues by
LDI-MS [28], for instance. Budimir et al. published laser desorption/ionization on porous silicon
mass spectrometric analysis of nonadecanoic acid and heneicosanoic acid [29]. Besides, Shroff et al.
have shown that MALDI-MS can be used for very sensitive analysis of various acids including fatty
acids in negative ion mode [30]. Since the defined standards of HLFA are not commercially available,
our LDI-MS method was verified using a mixture of common palmitic and oleic acid. Both acids
provided the signal of appropriate anions when measured separately and also when applied at the
pea seed coat surface, i.e., signals at n/z 255.2312 and 281.2465 were achieved in both experiments
(deviation from theoretical mass, dtm, was 6.7 and 7.5 ppm, respectively, corresponding MS spectra
are given in supplementary material, Figure S3a,b). Those results confirm the capability of our method
to analyze fatty acids present on the surface of seed coats. Tandem MS/MS experiments confirmed
the identity of HLFA markers on seed coat surface (see Figure 54 showing LDI-MS/MS spectrum of
dihydroxyoctacosanoate measured with Trap CE 30 eV yielding the highest signal of characteristic
fragments). Loss of water from parent ion was observed providing the fragment at m/z 437.3940
(CogHs303 7). This loss suggests the presence of a hydroxyl group in the molecule. The signal of
fragment arising by two consequent losses of water (confirming the presence of two hydroxyls in
parent ion) was also observed but with low intensity (fragment at 111/z 419.3841, CogH5105 ). Loss of
CO; was not observed. Structure of dihydroxyoctacosanote fragments at m/z 183.1372, 253.2503 and
267.2664 was considered as well. The fragment at m/z 183.1372 corresponds with mass of undecenoate
that can be formed by a cleavage of eleven-carbon chain from carboxyl end of dihydroxyoctacosanoate
and elimination of water (C11Hj9O, 7). The latter two fragments could arise by a cleavage of C17
and C18 chain and elimination of water (C17H330~ and C1gHz50, respectively). A higher deviation
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of measured 1/z values from theoretical ones is due to weak signal of rising fragments in MS/MS
spectra. The fragmentation pattern suggests the C10 and/or C12 hydroxylation, however, the detailed
elucidation of the position of hydroxyl is the objective of future research. Analogous fragmentation
pattern was described by Nilsson et al. [31]. Besides, the formation of fragments that do not bear
a carboxy group was described also by Kerwin et al. [32]. The presence of the above discussed
fragments further confirms the identity of the found HLFA. The other HLFA did not provide utilizable
signals of fragments in MS/MS spectra due to lower intensity of corresponding parent ions. Loss of
water (but with very low intensity) was observed also in MS/MS spectra of monohydroxylated HLFA
(i.e., hydroxyhexacosanoate, parent ion at m/z 411.3865 and hydroxyheptacosanoate, parent ion at
m/z425.3927).

The identified HLFA provided significantly higher signal in spectra of dormant JI64 genotype
compared to non-dormant JI92 confirming the results of untargeted multivariate statistics. Figure 3 shows
the MS spectra of external and internal surface of seed coat of both in dormancy contrasting genotypes.

Signals of HLFA are visible in the spectrum of external surface of JI64 (Figure 3a). They appear
very close to another (stronger) signals with the same nominal mass (arising probably by a thermal
destruction of polysaccharides and lignin). These HLFA signals are missing in the other LDI-MS
spectra measured on external surface of JI92 genotype as well as on internal seed coat surface and its
cross sections of both genotypes (Figure 3b—f). The resolution of the HLFA signals can be improved
using ion mobility separation. The signal of dihydroxyoctacosanoate dominates in the spectrum
obtained by averaging over its ion mobility peak and baseline correction being well separated from
the interfering signal at 1/z 455.1493 (Figure 3g shows mobilograms reconstructed for the interfering
signal, upper trace and dihydroxyoctacosanoate, bottom trace; Figure 3h shows the spectrum averaged
over the whole mobility range, upper spectrum and over the mobility peak with apex at 125 bins,
bottom spectrum). Similar ion mobility separation can be achieved for the other HLFA.

The yield of signal of the identified HLFA with respect to sum of all signals present in spectra
(normalized signal) was further optimized. The effect of ion source parameters on the normalized
response of analytes and on the total ion current in MS spectra was studied in JI64 genotype.
The effect of hexapole RF amplitude, sample plate voltage, laser energy and laser step rate on the
normalized signal of dihydroxyoctacosanoate as the HLFA with the highest mass and response was
studied (supplementary material, Figure S5). The effect of hexapole RF amplitude is quite significant.
This parameter is important for focusing and transmission of ions in a lower vacuum region and it is
m/z dependent in a broad range. The optimal value of this parameter is 300 V. Besides, the decreasing of
sample plate voltage from the default 25 to 10 V caused utilizable improvement of signal. The optimal
value of laser energy was set at 300 (dimensionless parameter, the value affects position of neutral
density filter that attenuates /amplifies the laser beam to provide energy setting functionality). Laser
step rate (velocity of the laser movement) influences the signal of dihydroxyoctacosanoate significantly
as well (optimal value is 30). Slower motion of laser burns seed coats and HLFA signals are suppressed
probably due to pyrolysis products that rise in more amounts. The effect of this parameter is connected
with applied the energy of laser beam. However, for MSI mode (discussed in detail in the next
chapter) operating with more focused laser beam to achieve better spatial resolution (beam size 60 um,
pixel size 50 x 50 um) the optimal laser energy was lower (250-300). Higher value than 300 rapidly
burnt analyzed seed coats.
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Figure 3. LDI-MS spectra in negative ionization mode. (a) external seed coat surface of JI64 genotype;
(b) external seed coat surface of J192; (c) internal surface of JI 64; (d) internal surface of J192; (e) seed
coat cross section of JI64 (MSI); (f) seed coat cross section of JI92 (MSI); (g) upper mobilogram (record
of ion mobility scan) reconstructed at m/z 455.1460 and bottom mobilogram at m/z 455.4103; (h) upper
MS/MS spectrum averaged over the whole mobility range and bottom MS/MS spectrum averaged
over the second mobility peak (with maximum at 125 bins).

2.2. Study of the Distribution of Hydroxylated Long-Chain Fatty Acids on the Pea Seed Coat Surface

As already mentioned, water penetration through the seed coat is to certain extent driven by the
composition of the outermost seed coat layer formed by hydrophobic compounds like cutin [4] and most
likely also subcuticular lipids present in the macrosclereids. Low content of HLFA in some parts of seed
coat outer surface (inhomogeneity of HLFA distribution over the outer surface) would be a primary place
for water intrusion even when other parts of the surface are very homogeneous and rich in fatty acids.
Imaging mass spectrometry was used to study the distribution of the HLFA previously detected as the
dormancy markers as discussed in the previous chapter. Figure 4b compares the HLFA distribution
(signals of particular m/z values) on the surface of dormant JI64 and non-dormant JI92 genotypes
(the photo in Figure 4a shows the imaged seed coats). Homogenenous distribution of HLFA over the
major parts of seed coats surface of both genotypes was observed and significantly higher signal of
HLFA can be seen at the surface of JI64. However, Figure 4d demonstrates that hilum and strophiole
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(small brown part occurring near hilum, see Figure 4c) contain a significantly lower content of HLFA
(dihydroxyoctacosanoate, 11/z 455.4103, in this case, see mass images at Figure 4d). The distribution of
the other HLFA exhibits similar pattern as given in supplementary material (Figure S6).

(b)

m/z 411.3832 m/z 425.3927 m/z437.4043 m/z 441.3971 m/z 455.4103

—
o

genotype
Ji9z

£
]
E
S
3
¥
s
z

strophiole hilum

Figure 4. LDI-MSI analysis of external seed coat surfaces. (a) Optical image of analyzed seed coats used
for mass imaging; (b) comparison of distribution of signals (1/z values) of hydroxylated fatty acids on
seed coat of dormant J164 (bottom mass images) and non-dormant JI92 (upper mass images); (c) optical
image of parts of JI64 seed coats containing strophiole and hilum used for mass imaging; (d) distribution
of dihydroxyoctacosanoate (11/z 455.4103) over the external surface containing strophiola and hilum;
matrix free MSI measurement. Colors in the mass images, i.e., (b,d), correspond with intensity of
particular HLFA markers (their amounts on seed coat surface) in MS spectra (yellow reflects the highest
signal and black the lowest one as displayed by inserted color scales).

These differences should be related to anatomical structure-presence of chemically different surface
layers (e.g., counterpalisades in hilum area) [4]. Our data point to a possible relationship of strophiole
and hilum to the water uptake. Those two anatomical parts were already suggested to play a role
during imbibition by Karaki et al. [33]. We should remind that no signal of those hydroxylated fatty
acids was observed on internal surface (see Figure 3¢,d) of dormant/nondormant testa at the same
experimental conditions confirming that the changes in HLFA distribution in seed coat are related only to
its outermost layers. Consequently, LDI-MSI was used for analysis of HLFA in seed coat cross-sections.
These experiments showed that HLFA signals are not present inside of seed coat tissue (Figure 3e,f).
The extracellular lipids rich in hydroxylated fatty acids located in the outermost layers of dormant seed
coats are probably connected with blocking effect of seed coat to water transport into the endosperm.
Hydrophobic effect might be enhanced with structure crosslinking of hydroxyl groups parted on the
carbon chain with carboxyl functional group. The distribution of common non-hydroxylated fatty acids
over the all seed coat surface is homogenous and their signals are higher in dormant JI64 compared to
nondormant JI92. It should be emphasized that the signal of non-hydroxylated fatty acids in strophiole
and hilum is not as different from the rest of surface as it is observed in the case of HLFA (supplementary
material, Figure S6). This fact could point out the higher significance of HLFA surface distribution with
respect to dormancy compared to the distribution of non-hydroxylated FA.

2.3. LDI-MS Analysis of HLFA in Recombinant Inbred Lines (RILs)

As previously discussed, our analyses clearly confirmed the significantly higher content of HLFA
in seed coat surface of dormant (wild) JI64 genotype compared to non-dormant (domesticated) ones.
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However, the composition of seed coat (including the fatty acid profile) can be predetermined not only
by reproduction regulatory mechanism (physical dormancy) but also by other adaptation traits, i.e.,
protection from predators, fungi, physicochemical properties of environment. Variance in chemical
composition among particular genotypes is expressive as reflected also by visible differences in seed
coat morphology. As indicated above, there are certain genotypes relatively similar in morphology but
differing strongly in dormancy levels, i.e., JI64 and JI92. Further elimination of differences in another
properties and preservation of differences in dormancy at the same time can be achieved genetically
by cross of those two genotypes and establishment of recombinant lines (RILs) [5]. The potential of
the “RILs approach” for mapping have been demonstrated by Bagheri et al. which used recombinant
inbred line (RIL) population for study of Brassica rapa seed metabolites. [34].

The seeds from the sufficiently genetically homozygous sixth generation of phenotypically
evaluated RILs were analyzed by LDI/MS and LDI/MSI methods. Figure 5a shows signal intensities
of HLFA on the seed coat surface of chosen RIL pea genotypes placed in order of increasing
dormancy percentage.
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Figure 5. Relationship of HLFA signals to the dormancy level of J164, JI92 and respective recombinant
inbred lines. (a) signals of individual hydroxylated long chain fatty acids in parent genotypes and RILs
obtained by LDI-MS measurement, black bars denote non-dormant and gray ones dormant lines; signal
is expressed as an average of normalized intensities of four repeated measurements; (b) distribution
of dihydroxyoctacosanoate on the RILs” surface; numbers at x-axis denote particular RIL lines (1-16),
numbers given above the codes of lines in graphs or in parenthesis in mass images, respectively, reflect
the dormancy level in percents.

Generally, the higher dormancy level the higher signal of HLFA is obtained. There are only
several exemptions from that rule that deserve a further biological study. Those differences are easily
visible from simultaneous mass image (Figure 5b and Figure S7d-h). The distribution of fatty acids
over the seed coats of RILs is mostly homogeneous except of strophiole and hilum parts of dormant
RILs. Those findings strongly support the significance of HLFA for regulation of water uptake by
seed and early stages of germination. Our results are in agreement to the recent work of Chai et al.
that studied the differences between Medicago truncatula wild (D) and mutant (N) seeds and revealed
significant reductions in content of long chain acids (especially 18:2 18-OH at individual monomer
level) in non-dormant mutants [35].

Note that also palmitic, stearic and oleic acids exhibit some differences among dormant and
non-dormant RILs (Figures S7a—c and S8) although, due to missing hydroxyl groups in their chain,
their role in extracellular lipid composition is probably somewhat different (they provide only terminal
hydrophobic instead of connecting chains of HLFA).

3. Materials and Methods

3.1. Chemicals

Methanol (gradient grade), palmitic acid (p.a.), oleic acid (p.a.), ral ,6'—trihydroxyacetophenone
monohydrate (THAP, p.a.), 4-aminoquinoline (AQ, p.a.), acetone (for HPLC), acetonitrile (gradient
grade) and red phosphorus (p.a., standard for TOF calibration) were purchased from Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA. Ultrapure water from Milli-Q apparatus (Merck, Kenilworth, NJ, USA) was used
for preparation of all solutions.

3.2. Plant Material

Seeds of Pisum species, namely wild dormant (D) pea Pisum sativum subsp. elatius (JI64, VIR320,
L100) and cultivated non-dormant (N) Pisum sativum subsp. sativum (JI92, Cameor, Terno) [5] were
used. P. elatius J164 originates from Turkey and JI92 is cultivated Afghan landrace (e.g., primitive local
type) P. sativum (both from John Innes Pisum Collection, Norwich, UK). L100 genotype originates
from Israel. Wild P. elatius VIR320 is from Vavilov Institute Research of Plant Industry (St. Petersburg,
Russia) and was used previously for incompatibility study [36]. Cultivated P. sativum cv. Cameor
(used for pea genome sequencing) originates from INRA France while Czech cv. Terno is commonly
used in cultivation and represents modern variety. Cross of cv. Terno with L100 is being used for
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establishment of introgression lines [37] while F¢ (sixth generation) recombinant inbred lines (RILs)
derived from JI64 and JI92 cross [38] were used for genetic mapping and transcriptomic analysis [5].
JI64 and JI92 pair is less contrasting in term of visual seed coat appearance [4,5] except of differences
in seed coat permeability and dormancy. Plants were cultivated in controlled glasshouse conditions
during February-April (2016, 2017) and mature seeds were manually harvested.

Mature pea seeds (Pisum sp.) were air dried and stored at laboratory temperature in a dark
and dry place until the analysis. The dormancy of particular genotypes and lines was measured by
standard method [5]. Briefly, twenty five seeds per line were incubated in Petri dishes (9 cm diameter)
over two layers of medium speed qualitative filter papers (Whatman, Maidstone, UK, grade 1) wetted
with 3 mL of tap water and incubated in a 25 °C incubator in darkness. Imbibition was scored at
24 h intervals based on changes in seed swelling and germination was determined based on the
radicle breaking through seed coat. Non germinated seeds were mechanically scarified after 60 days to
determine the percentage of viable seeds.

3.3. Sample Preparation for Surface Analysis

Seed coats were mechanically separated from embryos and broken into small pieces. These small
pieces (approx. 2 mm in diameter) were fixed on stainless steel MALDI plate with outer surface facing
up using a double sided tape (Ulith, Prague, Czech Republic). Six repetitions of each genotype/line
were measured. The samples with internal surface oriented up were analyzed for comparison as
well. Samples were analyzed directly in dry, intact state (LDI-MS) or after spraying with matrix
(MALDI-MS; THAP matrix: 1 mg/mL, dissolved in acetonitrile:water, v:v, 1:1 for positive ion mode;
AQ matrix: 1 mg/mL, dissolved in acetone for negative ion mode). The matrix solution was sprayed
using standard SunCollect sprayer (SunChrom GmbH, Friedrichsdorf, Germany) on the seed coat
samples in successive six layers.

For study of distribution of analytes on cross-section (vertical distribution), samples of seed coats
were dissected from dry seed and saturated with 2% sucrose solution under vacuum. Equal volume
of cryo-gel (Cryomatrix Shandon, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) was added to the
sample and shaken overnight to improve subsequent sectioning. Saturated samples were mounted
into cryo-gel on the alum chuck, frozen down to —25 °C and cut into 20 um transversal sections [39].
The prepared slices were put on the normal glass slide. The prepared glass slides were stored at
laboratory temperature at dark and dry place until analysis.

3.4. Instrumentation

Measurements were done using a high resolution tandem mass spectrometer equipped with
a vacuum MALDI ion source, a hybrid QqTOF mass analyzer and an ion mobility cell (Synapt G2-S,
Waters, Milford, MA, USA). The MALDI source was equipped with a 350 nm 1 kHz Nd:YAG solid
state laser. Mass spectra were collected in positive and negative ionization modes in mass range
50-1200 Da. The effect of laser energy was studied in the range 300-450 and laser step rate in the range
1-30, Hexapole RF amplitude in the range 250450 V and sample plate voltage in the range 0-25 V.
MALDI Extraction voltage was set at 10 V, Hexapole Bias at 10 V and Aperture at 5 V. (MA) LDI-MS
analyses were performed for 6 min (300 scans were collected). Acetone solution of red phosphorus was
used for TOF calibration (supernatant of suspension prepared at concentration 1 mg /mL). The control
of the mass spectrometer and data collection were performed using MassLynx 4.1 software (Waters,
Milford, MA, USA). Trap collision energy (TrapCE) was set to 4 eV and transfer collision energy to 2 eV
for MS scan. For MS/MS experiments the effect of collision energy in both collision cells on the yield
of fragments was tested in the range 10-50 eV (the optimal values for particular experiments are given
in Results and Discussion). The exact mass measurement involved external calibration and automatic
lock mass measurement (correction) using red phosphorus (see above). Spectra for lock mass correction
were collected as a part of each analysis prior to seed sample measurement. The identification of
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selected markers (signals differing significantly between dormant and non-dormant samples) was
based on exact mass measurement and consequent target MS/MS experiments.

Laser Desorption /Tonization Imaging Mass Spectrometry (LDI-MSI)

LDI-MSI technique was used for analysis of surfaces as well as cross sections of seed coats.
HDImaging software (version 1.4, Waters) was used for the setup of experiment and the data collection.
The LDI-MSI measurement of seed coat surface was taken in negative ionization mode with 60 um
laser beam size. Four laser energies (200, 250, 300, 350) were tested in order to find the highest yield
of signals of studied markers (details are given in Results and Discussion). Laser repetition rate was
set at 1000 Hz and scan time at 1 s. The Hexapole RF Amplitude was the same as given in Results
and Discussion. Filtration of low abundant signals was applied during measurement to decrease the
number of datapoints (the number of the most intense peaks included in raw datafile was set to 300,000
and the signal threshold was set to 10 counts). No matrix was used for MSI experiments.

3.5. Data Processing

The raw MS data were firstly processed by MarkerLynx XS software that is an extension of
MassLynx platform (Waters). This software provided extraction, normalization and alignment of
data (creation of data matrix). Parameters of optimized MarkerLynx XS method were set as follows:
marker intensity threshold 1000 (optimal value for resolution of dormant and non-dormant species
in PCA plot), peak separation 0.05 Da, mass range 50-1200 Da. “Combined Scan Range” was
used as the type of analysis. The obtained data matrices were studied by multivariate statistics.
Principal Component Analysis (PCA) and Orthogonal Projections to Latent Structures Discriminant
Analysis (OPLS-DA) were applied using EZinfo software (version 2.0, Umetrics, Malmo, Sweden)
with Univariate or Pareto scaling. Significance of obtained markers was evaluated according to their
position in appropriate S-plots.

4. Conclusions

LDI-MS in combination with PCA and OPLS-DA proved to be a useful tool for the classification
(distinction) of dormant and non-dormant genotypes of pea by the direct analysis of seed coat outer
surface. Minimum sample treatment is necessary, even the application of matrix can be omitted and
seeds can be analyzed in dry (inactive) state. Particular dormant genotypes exhibited strong differences
in signals of dormancy markers suggesting differences in the process of their water imbibition. Detailed
study of morphologically similar but in dormancy levels strongly different pair of genotypes, i.e., JI64
and JI92 and derived RILs, revealed significant differences in content of hydroxylated long chain fatty
acids (ranging from C26 to C28). Significantly higher signals of HLFA were found in dormant J164 and
dormant RIL lines.

The effect of experimental conditions on the signal of HLFA was studied in detail. Application
of matrix caused mechanical changes of samples and matrix free analysis provided better results.
Hexapole RF amplitude, sample plate voltage, laser energy and laser step rate appeared to be significant
LDI parameters for HLFA signal and their values were optimized. Ion mobility experiments allow
effective filtration of HLFA signals from ballast ones. Laser desorption/ionization mass imaging
experiments reveal homogeneous distribution of HLFA on the outer seed coat surface with the
exemption of strophiole and hilum in JI64 seed coat that show significantly lower content of HLFA.
Analysis of J164-]192 recombinant inbred lines strongly supports the relation of physical dormancy
with the distribution of HLFA. The obtained information contributes to a deeper insight into the
mechanism of water absorption by seed that is important also for food and agricultural research.
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Abstract

Atmospheric solids analysis probe mass spectrometry (ASAP-MS) was used for the first time for direct surface analysis of plant
material. It can be readily used for surface analysis of whole and intact pea seeds and their seed coats, and for the study of the
profile of fatty acids on the outer surface. Furthermore, ASAP-MS in combination with multivariate statistics allowed classifi-
cation of pea genotypes with respect to physical dormancy and investigation of related biological markers. Hexacosanoic and
octacosanoic acids were suggested to be important markers likely influencing water transport through the seed coat into the
embryo (with the highest significance for dormant L100 genotype). ASAP-MS provided higher selectivity and better signal of
fatty acids compared to (MA)LDI-MS (laser desorption ionization mass spectrometry either matrix free or matrix assisted)
providing on the other hand spatial distribution information and results obtained by both methods are mutually supportive.
The developed ASAP-MS method and obtained results can be widely utilized in biological, food, and agricultural research.

Keywords Atmospheric solids analysis probe - Mass spectrometry - Fatty acid - Pea - Physical dormancy - Legume seed

Introduction

Seed coat (testa) plays crucial role in seed development from
the imbibition to final steps of germination. It acts as a physical
barrier between embryo and the environment. As such, it affects
seed dormancy, regulates water, oxygen, and nutrients uptake
and protects embryo from its predators and diseases [1, 2]. Seed
properties are to a great extent determined by seed coat chem-
ical composition. Chemical composition of the whole seed
(“average composition”) was investigated in many studies in-
cluding monitoring of number of metabolites in different stages
of development. Concerning its significance for human nutri-
tion, the composition of embryo and endosperm is relatively

Electronic supplementary material The online version of this article
(https://doi.org/10.1007/500216-018-1551-3) contains supplementary
material, which is available to authorized users.

24 Petr Bednar
petr.bednar@upol.cz

Regional Centre of Advanced Technologies and Materials,
Department of Analytical Chemistry, Faculty of Science, Palacky
University, 17. Listopadu 12, 771 46 Olomouc, Czech Republic

= Department of Botany, Faculty of Science, Palacky University,
Slechtiteldi 27, 783 71 Olomouc, Czech Republic

well explored for many species. Compared to this, the compo-
sition of seed coat is studied considerably less and development
of fast and selective techniques allowing its analysis without a
complicated sample treatment is highly requested in many bio-
logical, food, and agricultural branches.

Several approaches have been applied for this task so far.
Perhaps the oldest are histochemical procedures, mostly based
on chemical staining and (often microscopic) observation of
changes in color and fluorescence [3]. On the other hand,
conventional analytical techniques involving sample homog-
enization/extraction, i.c., gas chromatography (GC), liquid
chromatography (LC), and their hyphenation with mass spec-
trometry (MS), have been used [4, 5]. The main drawbacks of
these methods involve relatively laborious sample prepara-
tion, a risk of incomplete extraction of analytes (especially
in untargeted studies involving generic procedures) and arti-
facts formation during contact with extraction media [6-8].
LC studies are usually focused on phenolic [9-14] and other
seed coat metabolites [ 15, 16]. Takahata et al. studied phenolic
metabolites present in the seed coat of several soybean varie-
ties by LC [17]. GC/MS was used for profiling of lipophilic
compounds in seed coat including fatty acids and cuticle wax
components [18-20]. Shao et al. used GC/FID and GC/MS for
analysis of cuticle waxes after partial pectinase digestion of
cotton seed coat [21]. The utilization of Fourier transformation
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infrared micro-spectroscopy for the study of waxes and other
lipophilic structures in testal layers was also reported [22].
Matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry
(MALDI-MS) is another commonly used technique for plant
material analysis. It allows even direct analysis of very small
parts of plant tissues (see review by Kaspar et al. [23] and
paper by Korte et al. [24], for instance). Besides, the technique
allows studying the distribution of particular tissue compo-
nents on the surface or in prepared sections, i.e., mass spec-
trometry imaging [25-27]. (MA)LDI-MS (laser desorption
ionization mass spectrometry either matrix free or matrix
assisted) was recently used for fatty acids profiling in pea seed
coat by our group [2, 28].

Atmospheric solids analysis probe mass spectrometry
(ASAP-MS) is a popular and fast technique allowing the anal-
ysis of volatile and semi-volatile liquids, extracts, and solid
materials for roughly a decade [29]. Sample preparation for
this technique is usually very easy. Material to be analyzed is
deposited on a capillary glass tube and placed into
atmospheric-pressure chemical ionization source. Heated ni-
trogen gas stream vaporizes the sample components that are
ionized by corona discharge. The technique became popular
especially in petroleomics [30] and characterization of poly-
mers [31]. Interesting applications appeared in the analysis of
drugs [32], biological liquids [33, 34], historical samples [35],
and many others. The ASAP-MS technique was several times
used for analysis of plant materials. McEwen et al. showed
qualitative ASAP-MS analysis of steroids in fresh tomato
skin, mint leaves, flowers, and pepper pods [36]. Chen et al.
analyzed skin irritant in henna products and results from
ASAP-MS measurement were confirmed by UPLC/MS
[37]. Besides, the technique was used for characterization of
flavonoids in pollens [38], pesticides in vegetables [39], and
cereal grains [40]. Other papers deal with analysis of extracts
from various plant materials, i.e., lignins from Stipa
tenacissima [41], bio-oils from pyrolysis of rice husk [42],
and cell cultures (fungal cells) [43]. To the best of our knowl-
edge, there is no study in the literature dealing with ASAP-MS
analysis of legume seeds.

Our study deals with potential of ASAP ionization in
combination with high-resolution tandem mass spectrom-
etry and ion mobility separation for direct analysis of fatty
acids present in pea seed coats. ASAP ionization tech-
nique is used for the first time for this purpose. In addi-
tion, the developed method and obtained data are com-
pared with (MA)LDI-MS as a common technique used
for direct plant material analysis (without solvent extrac-
tion). Some of the detected compounds have proven to be
of a key importance for seed germination control. That
way, the presented study firstly evidences the possibility
to use ASAP-MS for the study of seed dormancy in gen-
eral which is important for biological and agricultural re-
search and practice.
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Materials and methods
Chemicals and plant material

Acetone (for HPLC), 5-aminoquinoline (=99.0%, GC), 9-
aminoacridine (>99.5%, HPLC), hexane (for HPLC, >
95%), methanol (gradient grade), acetonitrile (gradient grade),
red phosphorus (=99.99%), sodium formate (>99%),
hexacosanoic acid, and octacosanoic acid were purchased
from Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA. Red phosphorus
(suspension in acetone, 1 mg mL ') and sodium formate
(0.34 mg mL™", prepared by mixing of 100 uL 0.1 M NaOH
with 200 pL of 10% formic acid and 20 mL of mixture
acetonitrile:water, 80:20, v/v) were used for TOF calibration
in MALDI and ASAP experiments, respectively. Studied pea
seeds and seed coats, i.c., Pisum sativum subsp. elatius (L100,
J164, VIR320, wild, all dormant (D)) and Pisum sativum
subsp. sativum (J192, Cameor, Temno, all non-dormant (N))
originating from several genebanks [2], were obtained from
plants grown in 5 1 pots with peat-sand (90:10) substrate mix
(Florcom Profi, BB Com Ltd. CZ), in glasshouse conditions
(January—May 2017) day/night temperature of 35-20/15—
12 °C, and a natural photoperiod increasing from 6 to 14 h
without supplementary light (campus of Palacky University,
Olomouc, CZ). After the harvest, mature seeds were cleaned
from pods, dried at room temperature, and packed in paper
bags until analysis. The seeds harvested from plants grown
under the same conditions and from the same year harvest
were tested.

Material preparation for ASAP-MS and MALDI-MS
analysis

Composition of pea seed coats was analyzed by ASAP-MS
either in intact form (the whole seeds were placed into ion
source) or after separation from embryo and mechanical dis-
ruption of seed coat into small parts. The attachment of whole
seeds and seed coats in ASAP probe is shown in Fig. 1. The
standard glass tube used for ASAP-MS measurement was
shortened by cutting off its closed ends and a clear thin copper
wire (diameter 100 um) was protruded through the glass tube
to hold the analyzed material. A small four-armed wire cage
was created to safely hold intact pea seed in ion source (Fig.
la). The preparation of seed coat parts involved peeling off the
seed coats from seeds, their disruption and careful manual
fractionation of the disrupted parts to obtain pieces 2 x
2 mmz, 3x3 mmz, and 4 x4 mm?® (see Electronic
Supplementary Material (ESM) Fig. S1). Each such piece
was weighed before measurement. A thin copper wire hooklet
was used to hold seed coat part (disrupted piece) as can be
seen on Fig. 1b. All seed coat samples were measured in the
same orientation and direction (a sample cone was on the left,
corona needle on the right side, and seed coat parts were
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pea

needle

MS entrance

Fig. 1 Peca sced and seed coat sample attachment used in ASAP-MS
measurements. a Small cage with the whole seed. b Hooklet with pre-
pared seed coat part. ¢ Position of seed coat in ASAP ion source)

inserted between those two parts with external seed coat layer
facing to an operator; see Fig. 1c). Seed coat material for
MALDI-MS was prepared according to our previous paper
[28]. Briefly, small pieces of seed coats separated from em-
bryo were attached on MALDI plate with a common double-
sided adhesive tape (Ulith, Prague, Czech Republic). They
were analyzed either without matrix or covered homoge-
neously with matrix solution (SunCollect sprayer,
SunChrom GmbH, Friedrichsdorf, Germany). The experi-
ments were reproduced multiple times (at least 4 times) for
cach genotype and seed coat size.

Instrumentation, parameters, and data processing
for ASAP and MALDI mass spectrometry

All experiments were performed using Synapt G2-S high-res-
olution tandem mass spectrometer (Waters Corp, Milford,
MA, USA) equipped with an ASAP and a vacuum MALDI
ion sources, a hybrid QqTOF mass analyzer, and T-wave ion
mobility cell. Analyses were performed in negative ionization
mode. For ASAP-MS, the setup of probe temperature, corona
current, and desolvation gas was optimized in the range 100
600 °C, 0-25 pA, and 0-800 L h™", respectively. Optimal
setup was then as follows: probe temperature 400 °C, source

temperature 120 °C, corona voltage 2 kV, corona current
5 WA, source gas flow at 0 mL min ', cone gas flow at
50 Lh™!, desolvation gas flow at 400 L h . ASAP-MS spec-
tra were collected 3 min for each analysis in the mass range
50-1000 Da. Trap collision energy (TrapCE) was set to 4 eV
and transfer collision energy (TransferCE) to 2 eV for MS
scan. TransferCE for MS/MS measurement was set to
30 eV (optimized value).

The MALDI source was equipped with a 350-nm 1 kHz
Nd:YAG solid state laser. (MA)LDI-MS measurement was
performed with the laser energy set at 350 (dimensionless
parameter) and laser step rate set at 30. Hexapole RF ampli-
tude was set at 350 V, sample plate voltage at 20 V, MALDI
extraction voltage at 10 V, hexapole bias at 10 V, and aperture
at 5 V. TrapCE was set to 4 ¢V and transfer collision energy to
2 eV for MS scan. Mass spectra were collected in negative
ionization mode in mass range 50-1200 Da. Sced coats were
fixed on standard stainless steel MALDI plate. More details
on MALDI-MS experiments are described in recent paper of
our group [28]. The control of the mass spectrometer and data
collection were performed using MassLynx 4.1 software
(Waters, Milford, MA, USA). The raw MS data were proc-
essed by MarkerLynx XS software (software extension of
MassLynx platform, Waters). Principal component analysis
(PCA) and orthogonal projections to latent structures discrim-
inant analysis (OPLS-DA) were applied on the data using
EZinfo software (version 3.0, Umetrics, Malmo, Sweden)
with Pareto scaling and marker intensity threshold set on
1000.

Preparation of fatty acids solutions and pea seed coat
extracts for ASAP-MS

Standard solutions of hexacosanoic (C26) and octacosanoic
(C28) acids were prepared in concentrations 1, 10, 100, and
200 ng uL™". Calibration solutions were analyzed using a
glass capillary with smaller external (1.18 mm) and internal
(60 pum) diameter compared to standard capillary supplied
with ASAP probe (i.e., that with external diameter 1.90 mm
and internal diameter 1.50 mm). The length of the used glass
capillary was 100 mm. The open capillary allowed sucking of
a small volume of sample solution (approx. 1 pL) by capillary
forces.

The pea extracts for the measurement were prepared as
follows. A dried seed coat was carefully peeled off the embryo
and weighed. The separated pieces of six seed coats (removed
from six seeds) of particular genotype were homogenized by
grinding in a ball mill (Pulverisette 23, Fritsch, Germany) and
lipophilic components were extracted with hexane (70 mg of
seed coat powder with 1 mL of the solvent) at room temper-
ature for 3 h in a shaker (GFL 3006, GFL, Germany).
Supernatant was then separated from sediment by centrifuga-
tion (5 min, 14,000 rpm, Eppendorf Minispin, Eppendorf,
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Germany). Five hundred microliters of supernatant was evap-
orated under a fine stream of nitrogen and the resulting residue
was redissolved in 10 uL of hexane to concentrate the extract
in a defined way. One microliter of the concentrated extract
was loaded into the modified glass capillary. Each extract was
measured four times. The capillary was properly washed with
hexane before each sample loading. The intensity of appropri-
ate signal (at particular m/z) was read from MS spectrum ob-
tained by summation of data points over the whole measure-
ment (analysis time 3 min, scan time 0.5 s, interscan time
0.015 s). The quantitation of extractable fatty acids was done
using calibration curve constructed from measurement of cal-
ibration solutions of particular fatty acids. Note that before the
treatment of seeds the seed diameter of each seed was mea-
sured for consequent surface area calculation.

Quantification using standard addition

A mixture of C26 and C28 standards was prepared at concen-
tration levels (0.25; 0.5 and 1 mg mL™" for each standard
compound). Each standard solution (containing both fatty
acids and internal standard) was spotted on individual whole
pea seed (10 pL on each seed, applied repeatedly 10 times of
1 uL for better drying). Measurement was performed in seven
repetitions (seven seeds for each calibration point). The seed
attachment and experimental parameters are given above in
the “Material preparation for ASAP-MS and MALDI-MS
analysis” section. Dibromogallic acid that is not present nat-
urally in the pea seed coats was chosen as internal standard to
check response variation during measurements. It is sufficient-
ly volatile under the used conditions and has characteristic
isotopic pattern. The same amount of dibromogallic acid
was added to each measured solution and applied on each
measured seed (1 mgmL ™', 1 uL).

Results and discussion

ASAP-MS measurement and mass spectra
interpretation

ASAP-MS is a simple but powerful direct technique for the
rapid analysis of volatile compounds. Our experiments show
that ASAP easily releases and ionizes long-chain saturated
fatty acids, LFA (i.e., hexacosanoic and octacosanoic acids)
from standard solutions, and pea seed coat extracts as well as
directly from the seed coat tissues. Especially the possibility to
analyze the whole, compact, and non-disrupted seed is attrac-
tive for the study of seed surface with virtually no influence of
inner parts and layers of seed coats and embryo. Figure 2
shows full MS spectrum of the whole seed, separated piece
of seed coat and standards of hexacosanoic and octacosanoic
acid. Note that palmitic acid as a quite common fat component
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was found in ASAP-MS spectra of all pea genotypes, its pres-
ence was confirmed by analysis of authentic standard, and it
was detected as a minor component also in hexacosanoic and
octacosanoic acid standards. We suggest that the signal of
palmitic acid can be used for the control of exact mass mea-
surement correctness or directly for lock mass correction dur-
ing LFA analysis. LFAs were observed as deprotonated mol-
ecules in MS spectra (i.e., [M-H] ions). Even though several
papers have dealt with the analysis of fat components in oils,
free long-chain fatty acids were not studied directly in plant
material. This result is therefore the first evidence of the pos-
sibility to analyze free (non-esterified) fatty acids by ASAP-
MS. The deviation of measured mass from theoretical value
was calculated from elemental composition (dtm) and
expressed in ppm. Hexacosanoic (C,5H5,COO ") and
octacosanoic acid (C,7HssCOO") provided signals at m/z
395.3907 and 423.4229 corresponding with dtm 4.55 ppm
and 6.38 ppm, respectively.

Consequently, fragmentation processes occurring during
collision-activated dissociation were studied in tandem mass
spectra (ASAP-MS/MS) for identification purposes.
Concerning the structure of the molecule possessing only
one carboxyl group a simple fragmentation can be expected
(and vice-versa a rich fragmentation would point out the pres-
ence of a structurally different compounds). The fragmenta-
tion of hexacosanoic acid involves a loss of water providing
the fragment at m/z 377.3773 (dtm=—2.65 ppm) and a con-
sequent loss of C3Hg that gives rise to dominant fragment at
mlz 335.3307 (suggested elemental composition C>3H430 ,
dtm=—2.09 ppm). This process can be tentatively explained
by the cleavage of three-carbon chain in the form of propyl-
ene. MS/MS experiments were also done with real samples
(seed coats) and analogous fragments were observed (e.g.,
fragments at m/z 377.3750 and 335.3311 in the case of L100
seed coats; dtm —8.74 ppm and —0.89 ppm, respectively).
The fragmentation pattern of octacosanoate is similar.
During the fragmentation of octacosanoate, the loss of water
was observed causing rise of a fragment at m/z 405.4071
(dtm=—6.17 ppm) analogously to the fragmentation of
hexacosanoate. The signal of fragment corresponding to the
loss of C3Hg m/z 363.3742 (suggested elemental composition
CysHy,O 7, dtm=31.65 ppm) was observed as well but in
trace level. In the MS/MS spectrum of ion at m/z 423.4229
in L100 seed coat the loss of water was unambiguously ob-
served (i.e., fragment at m/z 405.4078, dtm=—4.44 ppm).
Fragment corresponding with the loss of C3Hg was not ob-
served due to low yield of parent ion available for fragmenta-
tion. For comparison, fragmentation was studied also for
dihydroxyoctacosanoate, C,;Hs;(OH),COO™ (as an example
of hydroxylated derivative of LFA, hereinafter referred to as
HLFA) at m/z 455.4123 (dtm =5.05 ppm). Note that the
dihydroxylated analogues have special significance for J164
pea seed coat properties as discussed later. Collision spectrum
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Fig. 2 Full MS spectra obtained by ASAP-MS(—) measurement (whole
intact seed (a), separated 2 x 2 mm? piece of L 100 genotype seed coat (b),
standards of hexacosanoic acid (¢), and octacosanoic acid (d); the

of dihydroxyoctacosanoate provided three consequent losses
of water indicating the presence of all three hydroxyl groups in
its molecule causing formation of fragments at m/z 437.3982
(dtm=-2.97 ppm), 419.3871 (dtm=-4.29 ppm), and
401.3768 (dtm=-3.74 ppm). MS/MS spectra of
hexacosanoate, octacosanoate, and dihydroxyoctacosanoate
found in seed coat of L100 and JI64 genotype are shown in
Fig. 3. To conclude this part, ASAP-MS/MS experiments al-
low identification of LFA and HLFA in pea seed coats.
Another possibility how to improve selectivity of ASAP-
MS measurement and mass spectra appearance is to utilize ion
mobility separation. Ion mobility can also provide additional
analytical information about studied analytes based on drift
time measurement. This approach has been already used by
Zhang et al. [44]. They characterized common fatty acids by
their collision cross sections using ESI-IM-MS [44]. Drift
time values measured in our samples corresponded very well
with standards as can be seen in Fig. 4. It is worth to note that
considerable agreement of ASAP and MALDI ion mobility
measurement can be achieved (124 vs. 120 and 136 vs. 132
bins in analysis of real sample). This fact is generally impor-
tant for integration of data from both ionization techniques.

Optimization of ASAP source parameters

Parameters of ASAP ion source, i.e., probe temperature, co-
rona current, desolvation gas, and analysis time were

spectrum segment of 3 Da around octacosanoic acid signal is magnified
x 4; signal at m/z 255.2323 corresponds with palmitic acid used for lock
mass correction)

optimized to reach the highest signal of the studied LFA and
HLFA and allow the analysis without damage of intact seed in
the same time. It is expectable that probe temperature is one of
the most important ASAP source parameter. The increasing
signal was achieved by increasing the probe temperature. The
highest intensities were obtained at 500 °C, but coats of some
seeds started to crack at such high temperature (i.e., a
“popcorn effect” was observed). Bursting of seed coats was
undesirable in ASAP-MS surface analysis due to the risk of
releasing compounds from deeper inner layers of seed coat or
embryo and their unwanted presence in MS spectra (for
differences in spectra of compact and cracked seed coat, see
ESM Fig. S2). The probe temperature 400 °C can be used as a
compromise providing safe analysis of intact seed with still
high LFA and HLFA signal (difference between the highest
temperature 500 °C and 400 °C falls in the range 10-218% for
all discussed fatty acids). Similarly, the increasing of corona
current influenced LFA and HLFA intensities significantly.
The highest intensities of LFA and HLFA were obtained with
10-15 pA. However, higher values of corona current than
5 HA (e.g., 10, 15, or 20 pA) led to bursting of seeds as well.
Corona current 5 pA combined with 400 °C probe tempera-
ture represented also the compromise not causing any seed
bursting. The value for desolvation gas for those compounds
was 400 I/h. Time of sample vaporization (time of analysis) is
also parameter that should be taken into account. During a 3-
min analysis under optimized conditions, entire analytes
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releasable from the surface of the seed were consumed (signal
dropped to baseline). Under the described conditions, good
sensitivity and reproducibility of seed coat measurements
was reached. In addition, the response of LFA was studied
on fragments of seed coats of different sizes (2 x 2, 3 x 3 and
4 x4 mm?, see ESM Fig. S1). The most reproducible signal
was achieved with 2 x 2 mm? size likely due to smaller spher-
ical effects in ASAP source compared to larger pieces. To
briefly conclude the optimization process, the study of
ASAP parameters allowed to significantly improve the signal
of LFA and HLFA and find conditions suitable for their anal-
ysis in seed coats. Note that also signals of common fatty acids
such as palmitic and oleic acids were improved.

In plant material, a number of ballast signals with m/z
values close to the signals of LFA and HLFA was observed
in our previous (MA)LDI-MS study [28], i.e., 395.1133,
423.1402, 411.1243, 441.1638, and 455.1733 that belong pre-
sumably to oligo/polysaccharides and fragments of lignin and
complicate the spectra interpretation. Compared to another,
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perhaps the most common “soft” ion sources such as ESI
and (MA)LDI, ASAP provides much cleaner MS spectra with
respect to direct fatty acid analysis (see ESM Fig. S3 with
respect to ESI and [28] with respect to MALDI). Such matrix
interferences (usually less volatile) can be effectively sup-
pressed by appropriate settings of probe temperature in
ASAP source. Note that although the signals of interferences
are insignificant compared to signals of fatty acids in ASAP-
MS spectra, their gradual increase with probe temperature was
apparent. On the other hand, their signals were not affected by
changes of corona current and desolvation gas flow.

Semi-quantitative analysis

In general, the utilization of ASAP-MS is rather in the field of
identification and qualitative characterization of materials than
for quantification purposes. On the other hand, the possibility
of direct study of intact seed surface chemical composition in
relatively simple experimental arrangement is attractive and
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Fig. 4 Mobilogram reconstructed
for hexacosanoate and
octacosanoate (m/z 395.39 and
423.42, dt denotes drift time
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its potential towards (semi) quantification was examined both
using seed coat extracts and directly on tissue surface.
ASAP-MS with non-standard glass capillary (described
formerly) was used first for the study of linearity and limit
of quantification of available two long-chain fatty acid stan-
dards (C26 and C28). For measurement, 1 puL of sample so-
lution was sucked into the capillary, attached to ASAP probe,
inserted into the APCI source, and measured at defined tem-
perature (400 °C in optimum) without a temperature ramp.
The modification of used capillary was necessary to improve
the reproducibility of direct sample injection compared to the
standard melting point capillary. The ends of standard melting
point capillary are closed and analytes are usually deposited
on the outer capillary surface; thus, the amount of analytes on
capillary surface usually differs and decreases the reproduc-
ibility. Our method utilizing the modified capillary provided
limit of quantification (LOQ) 1 ng uL™" for both fatty acids
(signal to noise ratio, S/N = 10). For comparison, using a com-
mon glass capillary submerged into the standard solution the
LOQ 200 ng uL ! was achieved. The usage of the modified
capillary provided also better repeatability compared to the
standard one. The relative standard deviation was 3.4 times

20 40 60 60 100 120 140 160 180 200

(hexacosanoic acid) and 1.6 times (octacosanoic acid) better
with modified capillary compared to the standard one (calcu-
lated from four repeated measurements). Therefore, the fol-
lowing experiments were performed with the modified capil-
lary. Calibration curves measured for solutions of both LFA
were linear (R*=0.9725 for hexacosanoic acid calibration
curve, RZ=0.9842 for octacosanoic acid) in concentration
range from 1 to 200 ng uL™". Those results suggest that
ASAP-MS can be used at least for semi quantification of
LFA in extracts.

The developed method and calibration curves were used to
determine the amount of both (extractable) LFA and compare
their amount in selected dormant and non-dormant genotypes
(i.e., L100 and Cameor, Fig. 5a). The amount of studied LFA
in both genotypes related to the same weight of material is
comparable. Hexacosanoic acid content is 68.89 mg kg ' and
52.91 mg kg ! in L100 and Cameor seed coats, respectively.
The amount of octacosanoic acid is also comparable (i.c.,
58.35 mg kg ! and 72.67 mg kg ! in L100 and Cameor seed
coats, respectively). Those amounts were calculated for entire
homogenized and extracted seed coat material (seed coats
separated from six seeds and homogenized for each
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Fig.5 Content of hexacosanoic and octacosanoic acid in L100 and Cameor seed coats (determined in hexane extracts of seed coats (a, b) and directly by
the measurement of dry seed coats (¢, d): related to weight of seed coat (a, ¢) and related to its surface area (b, d))

genotype). However, for better understanding of the seed coat
surface properties with respect to water absorbability (and
consequently physical dormancy of a seed) the differences in
the seed size, the seed coat thickness and density should be
taken into account. Those seed coat parameters were observed
to differ significantly among particular genotypes [28]. For
instance, the seeds of dormant L100 genotype are smaller,
but their seed coats are relatively thick (average diameter of
seed calculated from six individuals was 46.73 mm, average
outer seed coat area 32,160 mm?, and weight 102.2 mg). The
seeds of non-dormant Cameor genotype are larger (The aver-
age seed diameter was 79.17 mm, the average area
107,640 mm?, and weight 115.5 mg. In other words, seed coat
of Cameor is significantly thinner compared to the seed coat of
L100 (ESM Fig. S4 shows the differences in the size of L100
and Camcor seed and the thickness of their seed coats).
Figure 5b shows the amount of particular LFA related to the
seed surface area. Apparently, the content of both LFA is
significantly higher on the surface of dormant L100 genotype
compared to non-dormant Cameor that is in agreement with
expectation that LFAs increases hydrophobicity of seed coat
surface and physical dormancy.

Second procedure was based on direct analysis of fatty
acids thermally released from dry seed coat and quantification
by standard addition method (for details, see the
“Quantification using standard addition” section). Two as-
pects should be considered in this context. First, the direct
measurement offers faster sample preparation for analysis
compared to the measurement of seed coat extract (the
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attachment of seed into the wire cage and standard solution
addition on seed coat takes approximately 5 min while prep-
aration of fatty acids extracts takes 3.5 h according to protocol
mentioned above). Second, the thermal desorption of analytes
from dry plant material provides different profile of analytes
(yield of individual analytes) compared to the solvent extrac-
tion and thus should provide different information. Three stan-
dard additions of both LFA were measured. The dependence
of the signal on the standard addition is linear within the con-
centration range of standard additions (0.25, 0.5, and
1 mg mL™") for measurements of the two discussed genotypes
(R? falls in the range 0.98-0.99 for hexacosanoic acid and
0.96-0.99 for octacosanoic acid, respectively; one standard
addition (0.25 mg mL ") was excluded from the measurement
of L100 genotype as outlier).

By the direct method, 57.12 mg kg ' of hexacosanoic acid
was found in dormant L100 and 28.46 mg kg™ in non-dormant
Cameor. Similarly, the content of octacosanoic acid was
46.49 mg kg in L100 and 22.77 mg kg " in Cameor, respec-
tively (Fig. 5c). The amount of those fatty acids related to the
seed coat surface is considerably lower for non-dormant
Cameor genotype as shown in Fig. 5d. The data obtained by
both quantitation methods are in the order of magnitude in
mutual agreement, despite a different process of analytes release
takes place and different quantitation procedures (i.e., calibra-
tion curve vs. standard addition) were used. The analysis by
both procedures confirmed higher content of both LFA in seed
coats of dormant genotypes compared to non-dormant ones that
corresponds with our former study done by MALDI-MS [28].
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The presented data show that ASAP-MS can be used for quan-
titative considerations. This technique is capable for easy, rapid,
and low-cost analysis (although perhaps with a lower precision
compared to chromatographic techniques and their hyphenation
with mass spectrometry) and it can be used for preliminary
quantification of volatile compounds in plant samples.

Multidimentional data analysis

For untargeted exploration of chemical differences in unknown
samples various multivariate statistical approaches are widely
used. Among them, PCA represents one of the most frequently
used methods. This method applies an orthogonal transforma-
tion to convert obtained data (a set of observations of possibly
correlated variables) into a set of values of linearly uncorrelated
variables called principal components. This is arranged in such
a way that the first principal component has the largest possible
variance and each successive component in turn has the highest
variance possible under the constraint that it is orthogonal to the
preceding components [45]. Figure 6 shows 3D score plots of
PCA performed with raw ASAP-MS data obtained by direct
measurement of seeds of six genotypes (three dormant and
three non-dormant, each genotype in 4 biological repetitions).
The plant material was analyzed either as whole intact seeds
(Fig. 6a) or as parts of seed coats (separated from embryo and
fractionated to fragments with size 2 x 2 mm?>, Fig. 6b).

Scores Comp[1] vs. Compl[2] vs. Comp(3].
1) 130 |

VIR 150 \ |
R

—7

Fig. 6 3D PCA plots created from MS data in negative ionization mode
(green points represent non-dormant genotypes, red points describe dor-
mant ones; a ASAP-MS measurement of whole sceds, b ASAP-MS

Interestingly, despite the complexity of the studied biological
material, biological variability of individual genotypes and var-
iability in chemical composition of seeds of particular genotype
(scatter of replicated measurements), the segregation of dor-
mant and non-dormant genotypes is apparent. As a reference
technique to the proposed ASAP-MS, (MA)LDI-MS can be
considered. Figure 6¢ and d show 3D score plots obtained by
measurement of seed coat fragments without matrix (LDI-MS
mode) and with it (deposited by automatic spray of its solution,
for details, see the “Material preparation for ASAP-MS and
MALDI-MS analysis” section and reference [28]). Although
the principle of both techniques is substantially different (i.c.,
laser vs. thermal desorption of analytes) and thus profile of
particular signals (markers) responsible for segregation in 3D
score plots is different, both techniques proved potential to
segregate dormant from non-dormant seeds in dry mature state.
ASAP-MS analysis provided stronger signal of fatty acids
compared to (MA)LDI measurement in general. Both ioniza-
tion techniques show some interesting features. As mentioned
above, the (MA)LDI-MS spectrum contains number of signals
(presumably sugars and lignin fragments) close to the m/z
values of fatty acids. The signals of sugars and lignins are not
visible in ASAP-MS spectra suggesting that ASAP ionization
would be preferable for analysis focused on hydrophobic seed
coat components. On the other hand, the contribution of sugars
and lignins present in seed coats to the process of imbibition/

S om1]vs.‘0mpklvs.n‘1ﬁmp( -

4

measurement of prepared seed coat pieces with size 2 x 2 mm?, ¢ LDI-
MS, d MALDI-MS (matrix: 5-aminoquinoline); pareto scaling and mark-
er intensity threshold 1000 was used)
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germination is discussed in relevant literature as well [46]. We
thus suggest that both ionization techniques are complementary
with regard to the study of seed dormancy (domestication) and
data obtained by both of them should be interpreted mutually
and in a wider context. It is worth noting that ASAP-MS anal-
ysis of the whole seeds provides besides separation according
to dormancy and also better clustering of individual genotypes
compared to analysis of seed coat pieces. Considering the com-
plexity of analyzed material and relative simplicity of the used
methods, relatively high level of explained variance in first
three principal components was achieved by both methods,
i.e., 67.7%, 58.5%, 74.4%, and 81.7% obtained by ASAP-
MS of whole seeds, ASAP-MS of seed coat fragments, LDI-
MS and MALDI-MS, respectively.

On the other hand, undisputable methodological advantages
of (MA)LDI-MS represent (i) the possibility of “oriented
analysis” (only selected side of seed coat fragment is oriented
towards laser beam which is not possible in ASAP-MS since
seed coat constituents can be released from the whole present
material) and (i) direct description of variations of particular
compounds over the seed coats (available from mass imaging
experiments). The strong differences among the composition of
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Fig. 7 Comparison of LFA and HLFA signals in studied pea genotypes
measured by ASAP-MS and (MA)LDI-MS (a ASAP-MS of compact
seeds, b ASAP-MS of prepared seed coats with 2 x 2 mm” size, ¢ LDI-
MS, d MALDI-MS (matrix: 5-aminoquinoline); signals are expressed as
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(1/21)*100%

outer and inner surface of seed coat as well as differences be-
tween of some specific parts of seed coat (e.g., attachment of
seed to husk called hilum or small brown seed coat part next to
hilum named strophiole) and rest of outer surface have been
already described [28]. Such variations are not distinguished
by ASAP-MS. Potentially, an application of a non-ionizable
coating to shield those parts of seed coat would be used in
ASAP-MS analysis to minimize their signals. Such procedure,
however, deserves further material research and it is beyond the
scope of this paper.

The signals (chemical markers) responsible for segregation
of dormant and non-dormant genotypes were further studied by
orthogonal partial least square discriminant analysis (OPLS-
DA; the significance of particular markers is reflected by appro-
priate S-plot and list of markers given in ESM, Fig. SSA and
Table S1). Several LFA (including hexacosanoic and octaconoic
acid) and HLFA belong among the most important markers of
dormancy (present in higher content in dormant genotypes com-
pared to non-dormant ones) found by ASAP-MS. Figure 7
shows signals of hexacosanoic and octacosanoic acid and
HLFA (dihydroxyoctacosanoate and hydroxyhexacosanoate)
measured in all investigated genotypes. Hexacosanoic and
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average of normalized intensities of four measurements; normalization
was done by dividing of a fatty acid signal by the total ion current, TIC;
I denotes the intensity of particular marker and X1 is the sum of all
signals in related MS spectrum)



Utilization of atmospheric solids analysis probe mass spectrometry for analysis of fatty acids on seed...

1179

octacosanoic acids appeared to be especially important for ge-
notype L100 (that is supported also by OPLS-DA; see ESM
Fig. S5B). Normalized signals of hydroxylated long
chain fatty acids are enhanced in dormant JI64 pea genotype
as found by both analytical techniques.

Conclusion

Atmospheric solids analysis probe mass spectrometry was used
for the first time as technique for direct surface analysis of
lipophilic substances (i.e., long fatty acids) in pea seed coats.
ASAP-MS measurement is simple, fast, and relatively low cost
and omits a complicated sample treatment. It was proven that
ASAP ionization technique can provide cleaner MS spectrum
considering signals of fatty acids compared to MALDI-MS as
another method used for direct analysis of plant tissues. ASAP-
MS technique can be used also for preliminary quantitative
purposes. Besides, combination of ASAP-MS data with multi-
variate statistics can be used for study of physical dormancy of
dry mature seeds, cither by analysis of intact seeds or seed coat
fragments. The relative simplicity of ASAP-MS and potential
to analyze plant material directly (without the necessity of sol-
vent extraction) make the method especially suitable in biolog-
ical fields. Hexacosanoic and octacosanoic acids were sug-
gested as important markers likely influencing water transport
mechanism through the seed coat into embryo, seed imbibition,
and early phases of germination. Our results are thus interesting
for research and practice in agriculture and food industry (pro-
cessing of edible seeds).
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Correction to: Anal Bioanal Chem
https://doi.org/10.1007/s00216-018-1551-3

The authors would like to call the reader’s attention to the
following correction in the section “Semiquantitative
analysis®, page 1176, of the original publication.

Original sentence is:

“For instance, the seeds of dormant L100 genotype are
smaller, but their seed coats are relatively thick (average
diameter of seed calculated from six individuals was
46.73 mm, average outer seed coat area 32,160 mm?, and
weight 102.2 mg). The seeds of non-dormant Cameor geno-
type are larger (The average seed diameter was 79.17 mm, the
average area 107,640 mm?, and weight 115.5 mg.”

The error is in the location of the decimal point of average
diameter and average area of seeds that should be ten times
lower for average diameter and one hundred times lower for
average area.

The online version of the original article can be found at https://doi.org/
10.1007/s00216-018-1551-3

24 Petr Bednar
petr.bednar@upol.cz

Regional Centre of Advanced Technologies and Materials,
Department of Analytical Chemistry, Faculty of Science, Palacky
University, 17. Listopadu 12, 771 46 Olomouc, Czech Republic

= Department of Botany, Faculty of Science, Palacky University,
Slechtitelti 27, 783 71 Olomouc, Czech Republic

Corrected sentence is:

“For instance, the seeds of dormant L100 genotype are
smaller, but their seed coats are relatively thick (average
diameter of seed calculated from six individuals was
4.673 mm, average outer seed coat area 321.6 mm?,
and weight 102.2 mg). The seeds of non-dormant
Cameor genotype are larger (the average seed diameter
was 7.917 mm, the average area 1076.4 mm?, and
weight 115.5 mg.”

Consequently, the range of y-axis of Fig. 5b.d is
changed. The range of y-axis in Fig. 5b is 0.00-0.30
and in Fig. 5d is 0.00-1.60. The correct Fig. 5b.d is
given below.

This error did not influence other results presented in
the article.

@ Springer



3990

Cechové M. et al.

a .
90
80
70

- _

T 60

= 50

oo

£ 40
30
20
10
0

1100 CAMEOR

C 100 -
90
80
70 A

. 60 1

[

X 50 4

-1

£ 40 4
30 A
20
10 A
0

1100 CAMEOR

o

mgkgt/area (mm?)

o

mgkg/area (mm?)

0.30 4

0.25 4

0.20 4

0.15 4

0.10 A

0.05 4

0.00

1.60
1.40
1.20
1.00 1
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00

. m/z 395 (hexacosanoate)

m/z 423 (octacosanoate)

L100 CAMEOR
L100 CAMEOR

Fig.5 Content of hexacosanoic and octacosanoic acid in L100 and Cameor seed coats (determined in hexane extracts of seed coats (a, b) and directly by
the measurement of dry seed coats (¢, d); related to weight of seed coat (a, ¢) and related to its surface area (b, d))

Publisher’s note Springer Nature remains neutral with regard to
jurisdictional claims in published maps and institutional affiliations.

4 Springer



Curriculum vitae

Meno a priezvisko: Mgr. Monika Zajacova Cechova

Datum a miesto narodenia: 5.9.1989 Cadca, SR

Trvalé bydlisko: Skalité 1260, 023 14, SR

Vzdelanie:

2015 - 2020 doktorské Studium v odbore Analytickda chémia, PFirodovédecka fakulta

Univerzity Palackého v Olomouci

2013-2015 magisterské Studium v odbore Analyticka chémia, Pfirodovédecka fakulta
Univerzity Palackého v Olomouci

2010-2013 bakalarské Studium v odbore Chémia, Pfirodovédecka fakulta Univerzity
Palackého v Olomouci

Vedecka staz:

¢ 3 mesacna vedecka staz (2016) v Consiglio Nazionale delle Ricerche, Istituto di Metogologie Chimiche
(IMC) v Rime na Oddeleni kvapalinovej chromatografie a elektroforézy (prof. Salvatore Fanali, PhD.)

¢ 4-mesacna odborna pracovna staz (2016) na Oddeleni kontroly kvality vo farmaceutickej spolo€nosti Teva
Czech Industries s.r.0. v Opave

Odborné vedecké zameranie:

analyticka chémia, hmotnostna spektrometria malych molekul, MS Imaging, analyza rastlinnych materialov a ich
metabolitov

Uéast’ na vyzkumnych projektoch:

Clen riesitelského tymu GACR projektu s nazvom ,Modern chemical analysis of residues of organic materials in the
archaeological context” (17-17346S).

Clen riesitel'ského tymu GACR projektu s nazvom ,Seed dormancy and pod dehiscence as the key domestication
traits in legumes” (GACR 14-11782S).

Clen riesitelského tymu IGA projektu s nazvom: ,Matricovy efekt a mez detekce® (IGA_PrF_2017_020).

Clen riesitelského tymu ,Regionalni centrum pokrogilych technologii a materiald“ (CZ.1.05/2.1.00/03.0058).

Pedagogicka €innost:

e ACH/ACHSB Aplikovana analyticka chemie (ZS 2016)

e ACH/ACC Cvic¢eni z analytické chémie (LS 2017, LS 2018)

e vedenie Studentky Veroniky Babyradova v stredoskolskej sutazi Badatel (2018)

e vedenie $tudentky Veroniky Babyradova v stredoskolskej odbornej &innosti SOC (2019), 1. mi
celostatnom kole



Oponovanie zavereénych praci:

e diplomova praca Studentky Bc.Pauly Roviiakovej (2018)
e bakalarska praca $tudenta Zbyrika Zingora (2018)

¢ diplomova praca Studenta Bc.Romana Fryc¢aka (2017)

e diplomova praca $tudenta Zbyrika Zingora (2020)

Publikace:

1. Cechova, M.; Hradilova |.; Smykal P.; Bartak P.; Bednar P. Utilization of atmospheric solids analysis probe mass
spectrometry for analysis of fatty acids on seed surface. Anal. Bioanal. Chem. 2019, https://doi.org/10.1007/s00216-
018-1551-3.

2. Cechova, M.; Valkova, M.; Hradilova, |.; Janska, A.; Soukup, A.; Smykal, P.; Bednaf, P. Towards Better
Understanding of Pea Seed Dormancy Using Laser Desorption/lonization Mass Spectrometry. Int. J. Mol. Sci. 2017,
https://doi.org/10.3390/ijms18102196.

3. Hradilova |.;Trneny O.; Valkova M.; Cechova M.; Janska A.; ProkeSova L.;Aamir K.; Krezdorn N.; Rotter B.;
Winter P.; Varshnev R.K.; Soukup A.; Bednar P.; Hanacek P.; Smykal P. A Combined Comparative Transcriptomic,
Metabolomic, and Anatomical Analyses of Two Key Domestication Traits: Pod Dehiscence and Seed Dormancy in
Pea (Pisum sp.). Front. Plant. Sci. 2017, https://doi.org/10.3389/fpls.2017.00542.

Prezentace na odbornych konferenciach:

e Euroanalysis 2019 (Istanbul) — poster
The application of LDI-MS and XPS techniques for the study of archaeological findings
Monika Cechova, Lukas Kucera, Tomas Opletal, Miroslav Kralik, Petr Bednar

e |IMSC 2018 (Florencia) — poster
Mass spectrometry analysis of medieval archaeological jewels
Monika Cechova, Lukas Kucera, Miroslav Kralik, Jaroslav PeSka, Petr Bednar

e CHIRANAL 2018 (Olomouc) — poster
Advanced seed dormancy research by mass spectrometry

Monika Cechova, Markéta Valkova, Vladimir Havliek, Dominika Luptakova, Petr Smykal, Petr Bednar

¢ Euroanalysis 2017 (Stokholm) — poster
Application of laser desorption/ionization high resolution mass spectrometry for the study of
archaeological findings
Monika Cechova, Lukas Kucera, Miroslav Kralik, Petr Bednar

e MOVISS 2017 (Vorau) - poster
Study of seed dormancy by mass spectrometry combined with PCA and OPLS-DA
Monika Cechova , Markéta Valkova, Lukas Kucera, Petr Bartak, Petr Smykal, lveta Hradilova,
Ale$ Soukup, Anna Janska, Karel Hron, Kamila Facevicova and Petr Bednar

e CHIRANAL 2016 (Olomouc) - poster
The use of laser desorption/ionization mass spectrometry in a seed dormancy research
Monika Cechova, Petr Bednar, Petr Smykal, Iveta Hradilova, Ale§ Soukup, Anna Janska



