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Zhrnutie:

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo ziskat’ nové poznatky tykajice sa problematiky

dormancie semien na vybranych odrodach hrachu (Pisum sativum).

V teoretickej Casti su zhrnuté znalosti stivisiace s fyziologickou a fyzikalnou dorman-
ciou vyskytujucou sa u mnohych rastlinnych druhov. Okrem toho teoreticka Cast’ obsahuje
prehl'ad moznych chemickych zlucenin, ktoré sa mézu vyskytovat v semenach, respektive
Vv osemeni a jeho jednotlivych vrstvach. Nechyba v nej ani vysvetlenie principu pouzitej me-
tody analyzy pripadne jej vyznam v analyze biologickych povrchov. Experimentalna Cast
bola zamerana na $tudium osemenia troch dormantnych a troch nedormantnych odr6d hrachu
pomocou hmotnostnej spektrometrie s laserovou desorpciou/ionizaciou. Merania boli preva-
dzané s nativnymi vzorkami osemenia, taktiez s pouZzitim matric, pripadne bez pouZzitia mat-

ric.

Bolo zistené, ze spojenie MALDI-MS analytickej techniky s vhodnymi Statistickymi
analyzami dokdze byt ufinnym nastrojom na najdenie Sirokej §kaly markerov, ktoré su cha-
rakteristické bud’ len pre dormantné typy osemenia hrachu, alebo aj pre nedormantné oseme-

nia.
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Summary:

The aim of this study was to obtain new knowledge about seed dormancy of the cho-

sen pea species (Pisum sativum).

The summary of information about physiological and physical dormancy, which is ty-
pical for many plant species, is in the introduction part of this study. Furthermore, there are
mentioned various chemical compounds occuring in seeds or in the particular seed coat lay-
ers. There is also principle explanation of the analytical method used in this study and its im-
portance in direct biological surface analysis. The experimental part is focused on seed coat
analysis in three dormant and three nondormant types of pea using the mass spectrometry
with matrix-assisted laser desorption/ionisation. Measurements were realised using the native

seed coat as samples with or without matrix solution.

It is shown that MALDI-MS as analytical method in connection with suitable statistic
tool provides possibility in various marker searching which are typical either in dormant seed

coat or just in nondormant seed coat.
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1. Uvod

Klic¢enie semien je dolezity a nenahraditelny krok, ktory zabezpecuje pokracovanie exis-
tencie rastlinnych druhov v rozmanitych biotopoch. U semien niektorych rastlinnych druhov
sa vyskytuje dormancia, teda obdobie, kedy zivotaschopné semienko aj napriek vhodnym
okolitym podmienkam nevstupuje do fazy kli¢enia. V rastlinnej risi sa jedna o prirodzene
vyskytujuci sa jav acasto krat sa prave vdaka dormancii predchadza zaniku rastlin aj
V nepriaznivych vonkajsich podmienkach. U divokych druhov rastlin sa preto tato faza neda
povazovat’ za nevyhodu. Dormancia byva neziaduca u semien pol'nohospodarskych plodin, od
ktorych sa pozaduje rychle a jednotné klicenie so zdmerom ziskania vel'kej urody. Problema-

tike dormancie semien je k dne$nému ditu venovanych viac ako 700 prac’.

Na zéaklade genetickych a biochemickych stadii je Vv literature klasifikovanych niekol'ko
typov dormancie rastlinnych semien. Na tento ukaz usemien sa da pozerat tiez
z morfologického, fyziologického a fyzikalneho pohl'adu. Dormancia moze byt teda dosled-
kom morfologickej stavby semien, pdsobenia niektorych rastlinnych hormoénov, ¢i nepriepus-

tnosti niektorych latok cez vonkajsi obal semena k zarodku.

Tato praca je zamerana na analyzu osemenia hrachu (Pisum sativum) Siestich vybranych
odrdd pomocou hmotnostnej spektrometrie S MALDI ioniza¢nou technikou s t¢elom najst’
dalSie latky - markery, ktoré by mohli byt zodpovedné za tento fenomén. Pri analyze oseme-
nia odrody VIR 320 bola vyuzita aj laserova mikrodisekcia. Vd’aka nej boli ziskané hmot-

nostné spektré aj z priecneho rezu osemenim.



2. Teoreticka cast’

2.1.  Uvod do problematiky dormancie rastlin

Rastliny patria k nezastupitel'nej sac¢asti kazdého ekosystému nachadzajuceho sa od polar-
nych oblasti az po rovnik nasej planéty. Fotosyntézou a ako zdroj vyzivy sa stali esencidlnymi
pre heterotrofné zivoc¢ichy a cloveka, preto je ich Stidium vzdy prinosné. Tato praca sa zaobe-
ra $tadiom problematiky spojenej s dormanciou semien vySSich rastlin predovSetkym

Z chemického hl'adiska.

Vyssie rastliny st eukaryotické organizmy s relativne zlozitym zivotnym cyklom. Zauji-
mavym a prirodzenym aspektom pri ontogenetickom vyvoji rastliny byva stav oznacovany
ako obdobie vegetaéného pokoja, teda obdobie dormancie (z lat. dormans, spiaci). Faza, kedy
rastlina prechadza do stavu dormancie sa mdze v jej zivotnom cykle aj viac krat opakovat'.
Viaceré studie poukazuji, Ze dormancia je riadena geneticky a vyskytuje sa aj pri organoch

akymi s semena, ¢i kvetné puciky, pripadne aj niektoré rastlinné hlizy.

2.1.1. Dormancia vyskytujuca sa u rastlinnych semien

Spravne nacasovanie klicenia semien a teda ich prekonanie vegetacného pokoja je jednym
z kI'aicovych krokov v Zivote rastliny, pretoze sa jedna o ireverzebilny biologicky proces. Faza
dormancie semien je teda nastrojom prirody, vd’aka ktorému sa minimalizuje riziko zaniku
rastliny, a tym aj v extrémnom pripade riziko zaniku celého rastlinného druhu pri pdsobeni
nepriaznivych vonkajSich enviromentalnych podmienok, za ktoré sa pokladaji zmeny spojené
s vlhkost'ou, teplotné zmeny, nedostatok svetla, ¢i pritomnost’ niektorych chemickych latok
v pédez. U semien divokych rastlinnych druhov je dormancia prirodzene vyskytujuci sa jav.
Okrem vysSie spomenutého zniZenia rizika uhynu rastliny dormancia zaist'uje schopnost’ dru-
hov prekonat’ prirodné katastrofy, ¢i brani kliceniu semien poc¢as nevhodnej doby. Rastlindm
sa tak poskytuje uc¢inny mechanizmus na zastavenie klicenia do doby, kedy vonkajsie pod-
mienky za¢nl byt opit’ priaznivé. Pravdepodobne sa vd’aka tomuto javu zniZuje tiez kompet-
cia medzi rastlinami rovnakého druhu v rdmci jedného stanoviita®. Naopak u semien kultur-
nych plodin sa dd pozorovat’ rychle a jednotné klicenie vSetkych zasadenych semien. Féaza
dormancie sa u tohto typu semien povazuje za neziaduci stav, pretoze dokaze ovplyvnit’ roz-

sah urody a efektivitu (ekonomiku) poI'nohospodarskej produkcie.



Fenoménom dormancie semien sa vo svojej praci zaoberal aj Harper (1957), v ktorej roz-
delil semena rastlin na tie, ktoré sa vyvijaji ako dormantné, na tie, ktoré dormanciu pocas
vyvinu nadobudnt a na tie, ktorym sa vnuti tato vlastnost’ napriklad v doésledku pretrvavaju-
cich nizkych tep16t4'5. V biologickych odboroch sa prevadza meranie dormancie ako pocet
semien, ktory ostava v Studovanej populacii semien inaktivny (obycCajne sa vyjadruje

v percentach). Tieto data st vel'mi cenné v mnohych oblastiach vedy aj praxe.

2.1.2. Typy dormancie semien

Zaciato¢nou fazou zivotného cyklu rastliny je klicenie semien. Tento proces vyzaduje, aby
rastlinné embryo opustilo pokojové Stadium, zmobilizovalo ulozené ziviny a prekonalo me-
chanickt bariéru okolitych pletiv obalu semena. Zaroven je nutné, aby neustale pokrac¢ovalo
bunkové delenie a elongacia. Ak je pozastaveny niektory z tychto procesov, semeno sa moze

ocitnut’ vo faze vegetaéného pokoja.
K dnesnému diiu bolo definovanych niekol'ko typov dormancie semien®®:

o Fyziologicka

o Morfologicka

o Morfologicko-fyziologicka
. Fyzikdlna

° Kombinovana

Zvycajne sa efekt roznych typov dormancie zdruzuje a pocas procesu bobtnania a klice-
nia semena prelina. Okrem exogénnych podmienok na nu vplyvaju aj endogénne signaly, kto-
ré st podmienené genetickymi faktormi a prejavujii sa vzdjomnymi synergistickymi
a kompetitivnymi efektmi. Je zname, Ze u mnohych typov semien sa da obdobie vegetacného
pokoja ovplyvnit' skarifikdciou osemenia (tj. jeho narusenim), ¢i spésobom uskladnenia se-
mien po ich dozreti. V niektorych pripadoch sa da tato pokojova faza prekonat’ inkubaciou

semien v chladnych a vlhkych podmienkach. Tento proces sa nazyva stratifikacia.

Uroven dormancie v ramci semien ziskanych z jednej materskej rastliny sa moze podstat-

ne odliSovat’. Vzhl'adom na zameranie tejto prace na fyzikalnu a chemicku podstatu dorman-



cie v tejto praci bude v nasledujucich kapitolach blizsie popisany len princip fyzikalneho

a fyziologického typu dormancie semien.

2.1.3. Fyzikilna dormancia semien

Fyzikalna dormancia patri k zakladnym typom dormancie semien. Casto krat sa oznacuje
aj ako exogénny typ. Jej princip nesuvisi s latkami produkovanymi metabolizmom rastliny,
ani s reakciami prebiehajucimi pri dozrievani semien. Fyzikdlna forma dormancie semien
stvisi so stavbou a zlozenim osemenia, ktoré brani absorpcii vody a kyslika a ich prieniku
k embryu semena. Casto hrd vyznamnu alohu u semien strukovin. Uvadza sa, Ze je charakte-
ristickd aj pre semend rastlin rasticich v suchych biotopoch, pripadne v biotopoch, kde st
Casté poziare, ¢i extrémne vykyvy teplot. Je dolezita v suvislosti s australskymi drevnatymi
rastlinami ako st eukalypty, ¢i inymi semenami australskych ihli¢natych stromov. Narusit’
fyzikalnu dormanciu u niektorych druhov rastlinnych semien pomaha pddna abrazia, pripadne
cesta semien cez traviaci trakt vtakov alebo cicavcov’®. Nepriepustnost’ osemenia voc¢i vode
a plynom je sposobend pritomnost'ou jednej alebo viacerych palisddovych vrstiev lignifikova-
nych buniek — makroskleroidov, ktoré byvaju nauzko vedl'a seba naskladané a impregnovené
vodeodolnymi chemickymi zlugeninami®. Suberin a lignin byvaju pritomné v osemeni mno-
hych strukovin. Ich bliz8ia charakteristika bude uvedena v jednej z d’alSich kapitol venovanej
chemickému zlozeniu semien. Aj U tohto typu dormancie sa da najst’ niekol’ko praci zamera-
nych na objasnenie jej genetickej podstaty a kontroly nepriepustnosti osemenia. Uz v roku
1975 sa zistilo, ze za hribku a tvrdost’ osemenia baviniku st zodpovedné dva gény, rovnako
ako u osemenia fazule a Sosovice. Ich blizsia $pecifikacia vSak presahuje ramec prace. Ne-
priepustnost’ osemenia pre plyny méze mat’ na svedomi mucindzna vrstva u niektorych se-
mien, ktora tak vytvara bariéru predlzujacu dobu difuzie kyslika smerom k embryu.
V niektorych osemeniach boli ndjdené latky, ktoré mozu spotrebovavat’ kyslik do takej miery,
ze sa Vv konecnom dosledku nedostane k embryu. Medzi tieto latky patri cely rad fenolickych
zlt€enin, ktoré mozu podliechat’ oxidéacii na prislusné chindény. Redukcia kyslika v osemeni
moZe byt zvySend aj pritomnostou enzymov peroxidaz. V neposlednom rade mozu vseobecne
permeabilitu osemenia ovplyviiovat’ aj latky nazyvané saponinyg. Prikladom je saponin sola-

nin so Struktarou uvedenou na Obrdzku 1.



Obrdzok 1: Struktira solaninu®



2.1.4. Fyziologicka dormancia semien

Fyziologicka dormancia je najviac prevladajuca forma dormancie z typov, ktoré boli
spomenuté v predchadzajucej kapitole. Byva regulovanéd rastlinnymi hormoénmi (fytohor-
moénmi), pripadne inymi malymi molekulami. Fytohormény su syntetizované v niektorych
pletivaich a dokazu v malych koncentraciach regulovat’ rast a ovplyviiovat vyvoj rastliny.
K rastlinnym horménom so stimulaénym rastovym ucinkom patria auxiny, gibereliny
a cytokyniny. K rastovym hormondlnym inhibitorom sa radi kyselina abscisova a etylén. \/24-
jomnym ucinkom vysSie uvedenych horménov sa moézu regulovat’ procesy suvisiace s klice-
nim semien’®. Uginok jednotlivych fytohorménov na vegetaény pokoj semien vystizne zné-

zoriuje Obrdazok 2:

ABA Etylén, BR, GA
_ ——

vacsia dormancia mensia dormancia

Obrazok 2: Ucinok vybranych fytohorménov v rastlinnom semene™*

(ABA - kyselina abscisova, BR - brasinosteroidy, GA - gibereliny)

2.14.1. Kyselina abscisova

O vyskyte kyseliny abscisovej v rastlinach sa vie uz takmer 70 rokov. Tato latka bola po
prvy krat identifikovana a izolovana v 60. rokoch 20. storocia z plodu bavlniku, kde ju ozna-
¢ili ako ,,abscisin 11 a z listov platanového stromu, kde vystupovala pod nazvom ,.dormin‘“?,
Kyselina abscisova (ABA) je latka zarad’ovana k fytohormoéonom, ktorych primarnou ulohou
je regulacia (inhibicia) procesu kli¢enia semien. Jedna sa teda o latku navodzujtacu u rastlin
aich semien stav vegetaéného pokoja. Vyskytuje sa vo vSetkych castiach rastlinného tela,

avsak najvyssiu hladinu kyseliny abscisovej maji mladé pletiva. Tato latka riadi aj dozrieva-



nie embrya, bunkovu elongaciu a odpovede rastlin a semien na vonkajsi stres ako je sucho,

zmena salinity pody, chlad, patogénne utoky mikroorganizmov, & zmenu svetla®,

Kyselina abscisova sa do semien dostdva z materskej rastliny pocas ich vzniku a vyvinu,
av8ak v semenach sa syntetizuje aj v pricbehu obdobia ich neskorSieho dozrievania v embryu
a endospermu. Jej koncentracia v bunkach je geneticky regulovana a ovplyviiuje ju aj metabo-
licka rovnovaha podmienena aktualnym stavom semena. Za zaujimavy poznatok, ktory pri-
niesli niektoré prace, sa da pokladat’ to, ze kyselina abscisova produkovana len parentdlnym
pletivom, pripadne ABA dodana semienku exogénne, nepostacuje na indukciu dormancie
u daného semena®. Kyselina abscisové je syntetizovana nielen vy$simi rastlinami, ale aj nie-

ktorymi fytopatogénnymi hubami alebo baktériamit*.

Z chemického hladiska sa jedna o slabu jednosytnu kyselinu (pKa = 4,8) so seskviterpe-
noidnou Struktarou. V molekule vystupuje jeden asymetricky uhlik v pozicii C-1" a vd’aka
jeho pritomnosti sa jedna o opticky aktivnu latku. Kyselina abscisova byva v apoplastickych
Castiach (tj. v medzibunkovych priestoroch, pripadne v ¢astiach medzi bunkovou stenou a
cytoplazmatickou membranou buniek) pritomna prevazne v nenabitej forme. Vo forme aniénu
sa nachadza v alkalickych &astiach bunky (napriklad v chloroplastoch)™?. Jej Struktura

a ¢islovanie je zobrazené na Obrdzku 3.

Obrdzok 3: Struktira a cislovanie kyseliny abscz’sovej12

V prirode sa vyskytuje ako S-(+)-ABA s geometrickou izomériou 2-Cis a 3-trans na
boc¢nom retazci. Kyselina abscisova s konfiguraciou 2-trans a 3-trans je biologicky neaktiv-

na‘12—14'

ABA byva vo vyssich rastlinaich syntetizovana Vv plastidoch (chloroplastoch)

z prekurzorovych molekul karotenoidov. Z B-karoténu vznikéd metabolickymi reakciami d’alsi



karotenoidovy intermediat zeaxanthin, ktory je pomocou zeaxanthin epoxiddzy konvertovany
na trans-violaxanthin azneho Cciasto¢ne uUCinkom neoxanthin syntetdzy vznikd trans-
neoxanthin. Trans-violaxanthin a trans-neoxanthin st prevedené na ich cis-formy. Tie sa
ucinkom deoxygenazy NCED rozstiepia na xanthoxin s 15 atdbmami uhlika a z neho sa priamo

»12-13
a

syntetizuje tiez 15 uhlikova kyselina abscisov. . Niektorymi metabolickymi drdhami méze

kyselina abscisova interagovat’ s glukdzou za vzniku komplexu ABA-Glc alebo sa moze od-
12-15

buravat’ na kyselinu fazeovu, pripadne na kyselinu dihydrofazeovu

9-cis-violaxanthin

g

NCED
9-cis-neoxanthin

xanthoxin
AD

kyselina abscisova
Schéma I. Zjednodusené schéma biosyntézy kyseliny abscisovej

2.1.4.2.  Gibereliny

Gibereliny (GA) vseobecne tvoria rozsiahlu rodinu asi 130 tetracyklickych diterpénov.
Len malu podmnozinu z nich tvoria gibereliny, ktoré vystupuji ako aktivne rastlinné hormo-
nylG. Tieto latky stimuluju klicenie u mnohych rastlinnych druhov tak, Ze navodzuju G¢inok

hydrolytickych enzymov, ktoré vedia oslabit’ bariéru pletiva tvoriaceho endosperm alebo



osemenie. Okrem toho, v semenach podporuju mobilizaciu uskladnenych zasob a rast em-

brya®.

Zakladnou $trukturnou jednotkou je giberelanovy skelet'” znazorneny aj s jeho &islova-
nim na Obrdzku 4a. Gibereliny obsahujuce vo svojej Struktare 20 uhlikovych atomov sa
oznacuju ako C2-GAs. Konkrétne zluceniny sa rozlisuju ¢iselnym indexom v pravom dolnom

rohu (napriklad kyselina giberelinova ma oznacenie GA3).

CH,

Obrazok 4: Giberelanova Struktura (a) a struktura ent-kaurénu (b)

Biosyntéza giberelinov prebieha v plastidoch (chloroplastoch) rovnako ako biosyntéza
vysSie uvedenej kyseliny abscisovej. Pociato¢na faza biosyntézy tychto latok, kedy do reakcie
vstupuje izopentenyldifosfat, respektive geranylgeranyldifosfat, je dokonca totozna
S pociato¢nou fazou biosyntézy kyseliny abscisovej. Z geranylgeranyldifosfatu nasledne cez
medziprodukt vznika prekurzor giberelinov ent-kaurén'® (Obr.4b). Dalsia faza biosyntézy
pokracuje v endoplazmatickom retikulu, kde z ent-kaurénu vznika ent-kaurénova kyselina,
ktora je nasledne konvertovana na giberelin GAj,. Z GA1; (C20-GAj,) nasledne v cytosole
prebieha cez sériu d’alSich giberelinovych medziproduktov vznik niektorych biologicky aktiv-
nych giberelinov. V tejto faze vznikaji napriklad GA4 a GA; (19C-GA; 2). Tie mozu v d’alsich
fazach metabolizmu prechadzat’ na inaktivne formy. Medzi biologicky najaktivnejsie gibere-
liny patri menovite GA1, GA3, GA4 a GA;. K ich spolocnym vlastnostiam patri to, Ze sa jedna
0 4,10-laktony, ktoré maji v pozicii C-6 karboxylovu skupinu, v pozicii C-3 v -orientécii je
pritomna hydroxylova skupina, ktord naopak chyba v pozicii C-2. V kyseline giberelinovej
GA; aVv GA; je pritomna este aj dvojitd vidzba medzi atdmami uhlika C-1 a C-2, ktora im

V porovnani s giberelinmi GA; a GAy so Struktirou bez ndsobnej vézby v rovnakych polohach



zosiliuje biologickt aktivitu. Pritomnost’ nasobnej vazby brani metabolickej deaktivacii hyd-

roxylacnymi reakciami.

Gibereliny mozu taktiez v d’al§ich fazach metabolizmu interagovat’ so sacharidmi, najéas-
tejSie s glukdzou za vzniku GA-O-glukozidu (interakcia cez hydroxy skupinu) alebo za vzni-
ku GA-glukozyléteru (ak sa do reakcie zapoji karboxy skupina v polohe C-6). Avsak tieto

zltCeniny nevykazuju ziadnu biologicku aktivitu v rastlinach.

Schéma II: Biosyntéza gibereh’novlg GA, a GA;

-
H,C! “coon C°OH

Ent-kaurén Ent-kaurénova kyseliniy GA,, - aldehyd

bez hydroxylacie CH,

o hydroxylacii
v polohe C-13 po yerory

v polohe C-13

OH
\ N

CH,

CH,
biologicky
neaktivna
H,C forma GAz,

HO biologicky

neaktivna
forma GAg
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2.1.4.3.  Brasinosteroidy

K d’alsej skupine fytohorménov, ktoré sa podielaji na regulacii dormancie semien
a ovplyviuju ich kli¢enie s brasinosteroidy (BRS). Zapajaju sa tieZz do predlzovania stoniek
a rozbalovania listov rastlin®®. Jedna sa o polyhydroxylované derivaty odvodené od sterolu,
ktoré sa Struktirne vel'mi podobaju na zivoci$ne steroidné horméony — glukokortikoidy, aldos-
teron, testosterdn, progesteron, ¢i estrogén. V stc¢asnej dobe je identifikovanych viac ako 40
brasinosteroidov®!, ktoré sa vyskytuji v rozliénych astiach rastlin, vratane pelu, semien, lis-

tov, stoniek, korefiov a d’alich mladych vegetativnych pletiv?.

0]

Obrdzok 5: Struktiira fytohorménu brasinolidu

Prvym identifikovanym brasinosteroidom bola 28 uhlikova zlucenina, ktora bola nazvana
ako brasinolid (Obr.5). Brasinolid bol izolovany z rastliny Brassica napus a jeho Struktura
bola uréena pomocou EI-MS, FAB-MS, NMR ametéodou RTG difrakcie. Brasinolid je
z pomedzi vSetkych brasinosteroidov najviac aktivnou zliceninou a vznika sériou redukcii,

hydroxylacii a oxidacii z membranového sterolu — kampesterolu®,

Vlastnosti brasinosteroidov zavisi od typu substituentov na A a B kruhu, ¢i na substituen-
toch naviazanych na bo¢nom ret’azci. Pozicie na A kruhu mézu byt’ substituované ako hydro-
xylovymi skupinami v polohe a alebo B, tak aj keto skupinou. Literatiira uvadza, Ze brasinos-
teroidy s vicinalnymi hydroxylovymi skupinami v polohach C-2a a C-3a na A kruhu su naj-
viac biologicky aktivne hormoény. Poradie klesajucej biologickej aktivity je nasledujuce
20,30—20,3p—2B,30—2pB,3B. V suvislosti sB kruhom sa delia brasinosteroidy na

7-oxalaktony, 6-ketony a prislusné 6-deoxoderivaty. Z vymenovanych skupin sa najvy$Sou
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biologickou aktivitou vyznacuji prave 7-oxalaktony, potom nasleduji 6-ketony a za nimi 6-

o 22
deoxoderivaty™.

Tabulka 1: Struktira a cislovanie brasinolidu a prehl'ad substituentov
pritomnych v brasinosteroidoch

Struktura a &islovanie Substituenty Substituenty  Substituenty na bo¢nom
brasinolidu® na A kruhu na B kruhu retazci

HO, & OH OH
HOW HOW OH OH
HOQ Ho\.‘ﬁgj
QHO//g
o HO
o
H

Hof@
[e)

~+ o)

Ani brasinosteroidy nie st vynimkou v interakciach so sacharidmi. Okrem toho sa zistili
zlageniny tychto latok s vy$simi mastnymi kyselinami (kyselinou myristylovou a laurovou)®
Priklady kondenza¢nych produktov brasinosteroidov s gluk6zou a kyselinou myristovou st

uvedené na nasledujucom Obrdzku 6:

OH

Obrdzok 6: 23-O-glykopyranozyl-25-metyldolichosteron a teasteron-3-myristdt*
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2.1.44. Etlén
Etylén predstavuje najjednoduchsi fytohormon s inhibi¢nymi vlastnost'ami na rast rastli-

ny. Ovplyviiuje dormanciu skrz interakcie s kyselinou abscisovou.

2.1.45.  Iné nizkomolekuldrne latky: zluceniny dusika

Experimenty s jednoduchymi zluc¢eninami dusiku, akymi st dusitany a dusi¢nany, oxid
dusicity, amoniak, azidy, ¢i kyanidy, preukézali, Ze tieto latky dokazu ovplyvnit' obdobie
dormancie u semien. ZvySena pritomnost’ dusi¢nanov v priebehu vzniku semien u materskej
rastliny vedie k znizeniu dormancie. Oxid dusny patri do signaliza¢nej siete spojenej s riade-
nim aktivity semena pri klieni. ZvySenim obsahu tychto dusikatych zla€enin vo vonkajsich
podmienkach sa znizila alebo uplne zredukovala dormancia semien, ¢i zfn, u rastlin Arabi-
dopsis thaliana, u ja¢émena (Hordeum vulgare), u rastlin Paulownia tomentosa a Lectuca sati-

va®,
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2.2. Hmotnostna spektrometria

2.2.1. Histéria hmotnostnej spektrometrie

Zaciatok hmotnostnej spektrometrie je spojeny s vyskumom britského fyzika Josepha J.
Thomsona, ktory koncom 19. storo¢ia skimal pohyb nabitych castic v elektrickom
a magnetickom poli. V spolupraci s Francisom W. Astonom (konstruktérom prvého hmot-
nostného spektrografu) zaznamenal prvé hmotnostné spektra molekul (s pouzitim fotografic-
kej dosky ako detektoru). Pocas druhej svetovej vojny bola hmotnostna spektrometria pouzita
Vv projekte ,,Manhatan®“ pri vyrobe atémovej bomby, pretoze dokazala vyrieSit' problém so
separaciou izotopov uranu?®. Vd'aka naStartovanému ropnému priemyslu sa stala si&astou
mnohych komerénych laboratérii, ktoré ju vyuzivali na analyzu plynnych latok. Délezitymi
medznikmi v hmotnostnej spektrometrii boli prace Mc Laffertyho, Beynona a Biemanna, kto-
ré popisali priebeh a charakter $tiepenia organickych latok v zavislosti od pritomnosti funk-
¢nych skupin v ich molekulach. To prinieslo nové moznosti pre pouzitie hmotnostnej spek-
trometrie v Struktarnej analyze latok?” %2, V druhej polovici 20. storogia sa hmotnostné
spektrometre zacali spajat’ s plynovou a kvapalinovou chromatografiou, ¢o bolo velkym pri-
nosom pre analyzy zlozitych organickych zmesi. Rozsirenie aplika¢nych moZnosti iSlo ruka
Vv ruke s novymi ioniza¢nymi technikami. V roku 2002 bola udelena Nobelova cena J. Fenno-
vi za dnes jednu z najpouzivanej$ich ioniza¢nych technik - elektrosprej atiez aj Koichimu
Tanakovi za MALDI techniku. Okrem ioniza¢nych technik vyvoj neobisiel ani jednotlivé
hmotnostné analyzatory. V prvej polovici 20. storocia bol skonstruovany sektorovy analyzator
s dvojitou fokusaciou a nasledne TOF analyzator. V 50. rokoch sa stal suCastou hmotnostne;j
spektrometrie aj kvadrupdl a idnova pasca, po ktorych nasledovala ionova cyklotronova rezo-
nancia a v roku 1999 aj analyzator Orbitrap. Vdaka vSetkym tymto udalostiam ma dnes svet
v rukach v podobe hmotnostnej spektrometrie velmi presny a G€inny analyticky néstoj na
stanovenie molekulovej hmotnosti a Struktury Sirokej palety anorganickych a organickych
latok.

2.2.2. Princip hmotnostného spektrometru
Meranie hmotnostnym spektrometrom zahriiuje ionizaciu analytu v ibnovom zdroji, sepa-
raciu i6nov V hmotnostnom analyzatore podl'a ich pomeru hmotnosti k naboju (m/z) a ich

detekciu. Ionizacia prebieha bud’ pri atmosférickom tlaku alebo pri tlaku znizenom. Separacia
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i6nov v analyzatore a detekcia prebieha za vysokého vakua. Vystupom analyzy je hmotnostné
spektrum. Jeho kvalita a informacie, ktoré sa z neho moézu ziskat', zavisia predovsetkym od
typu analytu a podmienok, za ktorych bol ionizovany, teda od pouzitého id6nového zdroja a od
parametrov hmotnostného analyzatoru a typu detektora. Okrem zakladnych hmotnostnych
spektier (spektier prvého radu) vie tato metdoda poskytnit’ aj fragmentacné (produktové) spek-
tra ziskané Stiepenim vybratého materského i6nu koliznymi zrazkami inymi Casticami (zvy-

¢ajne molekulami) . Fragmenta¢né spektra st vel'mi uzito¢né pri uréovani Struktury latok.

2.2.3. InStrumentiacia MS: Zabezpecovanie vakua

Jednou z podmienok analyzy v hmotnostnej spektrometrii je pritomnost vakua v hmot-
nostnom analyzatore, detektore a tiez pri niektorych ioniza¢nych zdrojoch, ako to bolo spo-
menuté vyssie. Vakuum umoznuje obmedzit' alebo eliminovat’ nezelané vzajomné kolizie
medzi i6bnmi analytu, pripadne medzi i6nmi analytu s molekulami plynu. Vakuum v tychto
Castiach pristroja zabezpecuju vykonné vakuové Cerpadld a turbomolekuldrne pumpy pracuji-

ce systémom postupného znizovania tlaku®.

2.2.4. InStrumentiacia MS: I6nové zdroje
V sucasnej dobe existuje cely rad idonovych zdrojov, ktoré sa liSia jednak principom ioni-
zacie, parametrami a konstrukénym prevedenim. VolI'ba vhodného idnového zdroja sa odvija

od typu analyzovanych vzoriek.
Dalej je uvedeny prehl'ad zakladnych principov ionizécie:

. Ionizacia elektronom (EI) — patri k najstar§im sposobom ionizacie latok a je typicka
pre spojenie MS s plynovou chromatografiou. Jej principom su interakcie vysokoenergetické-
ho elektronu emitovaného z rozzhaveného vlakna s neutralnou molekulou analytu v plynnej
faze za vzniku i6nu.

= Chemicka ionizdcia (CI) — je zaloZena na prenose naboja z ionizovaného plynu na
analyt. Obdobou je chemickd ionizacia za atmosférického tlaku (APCI), ktora nevyzaduje

vakuum. Pouziva sa najcastejsie Vv spojeni s kvapalinovou chromatografiou.
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. Fotoionizdcia za atmosférického tlaku (APPI) — analyt v plynnom stave interaguje
s fotonom, pricom dochadza k fotoexcitacii molekuly a nasledne k jej ionizacii".

. Desorpcia/ionizdacia pol’om (FD,F1) — K ionizacii analytu sa pouziva elektrické pole.

. Ionizacia urychlenymi atomami (FAB) — analyt v kondenzovanej faze je bombardo-
vany atomami Ar alebo Xe s velkou kinetickou energiou.

. Ionizdcia urychlenymi ionmi (FIB) — K ionizacii analytu sa vyuzivaji urychlené iony.
. Ionizacna technika SIMS — sluzi k povrchovej analyze pevnych latok. Zvédzok i6nov
pOsobi na analyt za uvol'nenia i6nov, ktoré sa nasledne d’alej analyzuju.

. Ionizdcia indukcne viazanou plazmou (ICP) — vhodna technika pri stopovej prvkove;j
analyze. Analyt je ionizovany v hordku s udrziavanou argénovou plazmou s vysokou teplo-
tou.

. Ionizdcia elektrospejom (ESI) — roztok analytu prechadza kapilarou s vysokym napé-
tim. Na vystupe z kapilary vznikaju nabité kvapky, z ktorych sa postupne odparuje rozptastad-
lo, priCom sa neustale zvySuje hustota povrchového naboja az do momentu uvolnenia i6nov
samotného analytu.

. Ionizdcia termosprejom(TSP) — roztok analytu sa zavadza do ocelovej vyhrievanej
kapilary. Po vystupe z kapilary vznikaja nabité¢ kvapky, z ktorych sa d’alej odparuje rozpus-
tadlo za postupného zvySovania hustoty povrchového naboja, ¢o v d’alSej faze vedie k tvorbe
16nov analytu.

. Matricou asistovand desorpcia/ionizdacia laserom (MALDI) — jej princip je podrob-
nejsie vysvetleny v jednej z d’alsich kapitol.

. Nano-asistovand laserova desorpcia/ionizdacia (NALDI) — ionizécii analytu napoma-

ha ter¢ik z nanomaterialu, ktory interaguje s energiou laseru.

2.2.5. InStrumenticia MS: Hmotnostné analyzatory

Hmotnostny analyzator zabezpe€uje separaciu idnov analytov a fragmetov a ich transport
k detektoru. Podobne ako iénové zdroje sa aj hmotnostné analyzatory od seba odliSuju prin-
cipom separacie ionov, konstrukénym prevedenim a parametrami — rozlisenim, spravnost'ou
a presnostou ziskanych m/z. Stadium $truktary latok si ¢asto vyzaduje tzv. tandémové uspo-

riadanie hmotnostnych analyzatorov.
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Tu st uvedené typy pouzivanych analyzatorov:

. Sektorové analyzdatory (magneticky, elektricky) — separacia id6nov s vyuzitim magne-
tického a elektrického pola.

. Kvadrupol — analyzéator pozostavajuci najCastejSie zo Styroch oproti sebe stojacich
ty€i, na ktoré je privadzané jednosmerné a striedavé elektrické pole zodpovedné za oscilaciu
i6nov a ich prechod az k detektoru.

. Ionova pasca — analyzator zlozeny z prstencovej stredovej a dvoch uzatvarajicich
elektrod. Od nastavenia parametrov napitia su jednotlivé i6ny zadrziavané vo vnutri alebo
vypudzované z idbnovej pasce.

. Ionova cyklotréonovd rezonancia — Vv cyklotronovej cele vo vysokom magnetickom
poli vykonavaju iény kruhovy pohyb s konkrétnou cyklotronovou frekvenciou. Fourierovou
transformaciou sa nasledne prevadzaju frekvencie pritomnych idonov na hmotnostné spektrum.
. Orbitrap — analyzator skonstruovany zo sudkovitej a vretennej elektrody okolo ktorej
osciluju i6ny s charakteristickou frekvenciou. Hmotnostné spektrum je vysledkom Fouriero-
vej transformacie jednotlivych frekvencii.

. Time of flight analyzdtor — jeho princip je blizsie vysvetleny v kapitole na nasleduju-

cej strane.

2.2.6. InStrumentacia MS: Detektory v MS

Poslednou doélezitou sucast'ou hmotnostného spektrometra je samotny detektor, ktory za-
stupuje funkciu ,,0¢i“ v pristroji. V prvom hmotnostnom spektrometru bola detekcia zabezpe-
¢ena pomocou fotografickej dosky, preto sa tento pristroj nazyval ako hmotnostny spektro-
graf. V zaciatkoch MS bola pomerne zna¢ne pouzivana Faradayova klietka. Tento typ detek-
toru sa v dnesnej dobe nachadza v pristrojoch urCenych na presné zistovanie izotopickych
pomerov, pretoze ponuka vysoku stabilitu signélu32. NajcastejSim detektorom je elektronovy
nasobi¢ pracujici na podobnom principe ako fotonasobi¢. K d’alsim beznym typom detekto-
rov patri Dalyho detektor, elektro-opticky detektor?. V hmotnostnej spektrometrii proteinov

sa objavuje aj tzv. kryodetektor®*3,
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2.2.7. MALDI- TOF-MS

V experimentalnej Casti tejto prace je pouzivana technika MALDI-TOF a preto bude popi-
sana v tejto kapitole podrobnejsie. MALDI (z ang. Matrix Assisted Laser desor-
ption/ionization) je mikka ioniza¢na technika, ktora je zalozena na vyuziti interakcii ziarenia
dodavaného laserom s matricou nanesenou spolu s analytom na MALDI tercik a naslednym
predanim energie z matrice na analyt, ktora vedie Kjeho wuvolneniu (desorpcii)
Z analyzovaného materialu a ionizacii (tvorba id6nov v plynné faze). Pri tomto type ionizacie
vznikajii prevazne jedennasobne nabité pseudomolekularne iény [M-H]" alebo [M-H] v
zavislosti od zvolenych podmienok analyzy. V hmotnostnych spektrometroch sa mdze vy-
skytovat’ bud’ UV laser, pracujici zvicsa pri vinovej dizke 355 nm, alebo laser, ktory je zdro-
jom infraerveného ziarenia. Vyber matrice zavisi na mnohych veciach. V prvom rade je to
schopnost’ matrice interagovat’ s laserovym li¢om a schopnost’ matrice desorbovat’ a ionizo-
vat’ analyt. Okrem iného sa matrica voli aj na zaklade rozpustnosti v rozpustadlach pouziva-
nych pri analyte a schopnosti krystalizovat’ po odpareni daného rozpustadla. Existuje aj cely
rad sposobov vnasania matrice k analytu. Klasickym sposobom je zmieSanie tychto kompo-
nent a ich nasledné nadavkovanie na spot teréika. DalSou moznostou méze byt sendvidové
nanasanie matrice na analyt. lonizacia sa zvi¢Sa odohrava vo vékuu, avSak existuje aj obdoba
MALDI techniky pracujucej pri atmosférickom tlaku®. Vyhoda MALDI techniky spociva
napriklad v moznosti rychleho uré¢enia molekulovej hmotnosti biopolymérov. Vzhl'adom na
to, ze sa jedna 0 mékku ioniza¢nt techniku, je v ziskanych spektrach vaésinou dobre pozoro-
vatel'ny aj signal materského i6nu analytu (s vynimkou vel'mi termo/fotolabilnych latok). Pri
analyze aromatickych latok, pripadne latok, ktoré vo svojej Strukture obsahuju systém konju-
govanych aromatickych vézieb, ktoré su schopné interagovat’ s UV Ziarenim, sa dokonca mo-
Ze matrica vynechat’ - potom hovorime o laserovej desorpcii/ionizacii (LDI). Existuje tiez rad
postupov, ktoré ul'ah¢uji desorpciu/ionizaciu napriklad vhodnym povrchom (Surface assisted
laser desorption ionization, SALDI) a podobne. Za nevyhodu tejto techniky sa moze povazo-
vat’ hlavne nemoznost’ online prepojenia s kvapalinovou chromatografiou. . Zvycajne teda

MALDI technika poskytuje zmesné spektra obsahujuce signaly roznych ionov.

S touto ionizac¢nou technikou sa najCastejSie kombinuje hmotnostny analyzator merajuci
dobu letu (TOF, Time of flight analyzator). Jedna sa o najrychlejsi analyzator. Vsetky iony su
akcelerované v elektrickom poli napatovym pulzom, pricom vSetky nadobudnti rovnaku kine-

ticku energiu. Takto vstupuju do evakuovanej trubice, na ktort uz neposobi zZiadne silové po-
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le. K rozdeleniu i6nov v kone¢nom dosledku dochadza na zéaklade ich odlisnej doby letu, pri-
c¢om i6ny s nizSou hmotnostou maju véacsiu rychlost’ a na detektor preto dopadaju skor ako
tazs8ie i6ny s mensou rychlostou. TOF v konstrukénom prevedeni s reflektronom (iénovym

zrkadlom) poskytuje lepsie rozliSenie a presnost’ merania.

(A) (B)

©
CC
CC
e e . €
+C'++ L] € ©
cor €.+ Y 0 ©
e ® "] L
(e & 10 ® €
© o ' ®
o] €
C + + © ©
E ® © ®
(C) (D) (E)

Obrazok 7: Princip MALDI techniky (A — spot MALDI tercika s matricou a analytom, B - la-
serovy paprsok, C — desorpcia analytu s matricou, D — ionizdcia analytu, E — iony analytu
postupujuce dalej do hmotnostného analyzatoru)

2.2.8. Hmotnostna spektrometria v analyze povrchov rastlinnych materialov

Hmotnostna spektrometria sa z hl'adiska priamej analyzy biologickych povrchov, a teda aj
tych rastlinnych, radi medzi atraktivne metddy analyzy a to hlavne vd’aka svojej vysokej se-
lektivite a citlivosti®®. V analyze rastlinnych povrchov byva spajana s ambientnymi ionizag-

7
|3

nymi technikami akymi je napriklad desorpcia elektrosprejom (DESI®'), laserova ablacia

v spojeni s elektrosprejom (LAESI®

), hmotnostna spektrometria s ionizaciou elektrosprejom
a laserom (LEMS®), ¢i bezkontaktna ionizdcia za atmosférického tlaku®®. Priama analyza
biologickych materidlov je vyznamny typ analyzy a za jej prinos sa dd povazovat’ vynechanie
Casto krat komplikovanej a problematickej pripravy biologickej vzorky, ktord skresl'uje vy-
sledky.

Hmotnostna spektrometria v prevedeni MALDI-TOF byva klasickym nastrojom pri

mapovani rozlozenia (tzv.imaging) rozlicnych chemickych latok v tenkych rezoch réznych
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biologickych materialoch a rastlinnych pletivach. Princip MALDI-MS imagingu je v zasade
rovnaky ako u klasickej analyzy, avSak pohyb laseru, respektive pohyb MALDI platu
s tenkym rezom biologického materidlu je vymedzeny mnozinou x a y suradnic. Na osi z je
nasledne premietnuta intenzita zachytenych ionov. Tato technika bola niekol’ko krat pouzita
na analyzu drog, peptidov a proteinov v zivociSnych tkanivach ako aj na analyzu sacharidov,
peptidov, ¢i herbicidov v rastlinnych pletivach. Za zaujimavu je mozné povazovat’ pracu tea-
mu z nemeckého institatu Maxa Planka, ktorej cielom bolo potvrdit’ nejednotna distribticiu
glukosinolatov v listoch rastliny Arabidopsis thaliana. Ked’ze sa jedna o latky, ktoré maja za
ulohu chranit’ rastlinné pletiva tak vd’aka tomuto poznatku by sa mohlo objasnit’, preo nie-

ktoré typy skodcov obZieraju len ur&ité miesta na listoch®.

DESI-MS patri k d’alSej vyznamnej technike, ktord pontika moznost’ priamej analyzy bio-
logického povrchu. DESI je ioniza¢na technika vyuzivajica elektrosprej v kombinacii s de-
sorpciou analytu z analyzovaného povrchu. Elektrosprej je zdrojom nabitych mikrokvapiek,
ktoré su namierené¢ na Vzorku. Vzajomnou interakciou ionov vzniknutych v elektrospreji
a povrchom analyzovanej vzorky nastava desorpcia ionov z povrchu, ktoré putuji do MS ana-
lyzatoru*. Aj u tohto typu prevedenia analyzy existuje niekolko typov zameranych na tu-
dium rastlinnych povrchov. Jednou z nich je aj praca Thomasa Miillera, v ktorej sa autori za-
merali na identifikdciu degradacnych produktov chlorofylu v starntcich listoch viacerych
rastlin (Cercidiphyllum japonicum, Liquidambar styraciflua a Ostrya virginiana). Problém
s povrchovymi voskami ciastone vyrieSili pouzitim zmesi chloroformu a dichlormetanu
vpomere 1:1 (vivV)¥. Vdaka vysokej citlivosti a kratkej dobe analyzy bola tato metoda
S uspechom pouzitd aj vpriamej analyze mnohych inych latok pritomnych nielen
v rastlinnych materialoch vratane hormoénov*, & alkaloidov v pletivach®. K zaujimavému
pristupu patri tzv. Leaf spray technika, pri ktorej je Cast’ rastliny (napr. list) pripojend
k vysokému kladnému alebo zapornému napitiu, ktoré z listu vyvola emisiu nabitych Castic

postupujucich smerom do MS analyzétoru46.

2.3. VSeobecna Struktiura a chemické zloZenie semien strukovin
K strukovindm dnes patri viac ako 13 000 druhov rastlin. Tieto plodiny zohravaju doleziti

ulohu nielen v l'udskej strave, ale aj v strave mnohych zivocichov po celom svete. Z tohto
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mnozstva je komercne pestovanych len niekol’ko druhov rastlin ako séja, arasidy, fazula,

, Y
hrach, cicer a SoSovica™'.

Semena strukovin partia k druhym najvyznamnej$im rastlinnym proteinovym zdrojom na
svete, hned’ po ceraliach*®. St preto dolezité z hladiska udskej vyzivy. Uvadza sa, Ze obsah
proteinov v tychto semenach sa pohybuje od 20-40%. Spiiaju v nich funkciu zasobnych 14-
tok. K hlavnym zasobnym proteinom patria globuliny. Vo vSeobecnosti su strukoviny chu-
dobné na sirne aminokyseliny ako cystein, cystin a metionin, ale na rozdiel od ceralii obsahu-
jii relativne vysoky obsah lyzinu*. Okrem bielkovin, mézu byt zdrojom lipidov, pripadne
sacharidov*®. Strukoviny s vy$s§im obsahom sacharidov maji naopak niz§i obsah lipidov. K
najviac zastipenym sacharidom patri Skrob, pri€om obsah amyldzy a amylopektinu sa opat’
1i$1 od druhu strukoviny. V neposlednom rade obsahuju tieto semend aj niektoré vitaminy —
ako niacin, kyselinu pantoténovi a folacin. Z mineralnych latok je v strukovinach najviac
zastapeny draslik a k d’al§im vyznamnym mineralnym latkam patri aj fosfor, med’, Zelezo,

, . vr1.49
vapnik a hor¢ik™.

Navzdory urcitej variacii v makronutri¢cnom zlozeni, vo velkosti, v tvare, farbe a hriibke
je anatomicka Struktura semien strukovin Vv zaklade rovnaka. Dozreté semend obsahuju tri
hlavné komponenty: osemenie (testa), zarodok (embryo) a vyzivovacie pletivo (endosperm).
Na ujasnenie predstavy 0 anatomickej stavbe semien strukovin sluzi Obrdzok 8. Vzhl'adom na
zameranie experimentalnej Casti v tejto praci bude d’alSia pozornost’ v teoretickej Casti upria-

mena len na detailnejSiu stavbu osemenia.

Sev (raphe) pupok (hilum)

pupok (hilum) endosperm
Strbina pupku zérodok (embryo)

osemenie (testa)

Obrazok 8: Anatomicka stavba semena strukovin
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2.3.1. Zakladna biologicka funkcia a stavba osemenia

Uloha a pritomnost’ niektorych chemickych latok v osemeni uZ boli ¢iastoéne diskutované
v kapitole o fyzikalnom type vegetacného pokoja semien. Okrem ovplyviiovania tohto typu
dormancie cez schopnost’ prepustat, respektive neprepustat, vodu a plyny k embryu, ma
osemenie aj cely rad inych dolezitych funkcii. Svojou anatomickou stavbou a mechanickou
pevnostou vplyva na kli¢enie. Je ddlezitym prvkom pri transporte zivin a fytohorménov
z materskej rastliny k vyvijajicemu sa embryu, ktoré zaroven chrani pred moZznym mechanic-
kym poskodenim. U mnohych druhov je zdrojom viacerych hodnotnych zlucenin.
V porovnani s embryom a endospermom semien vSak u osemenia doposial’ chybajt stidie na

hibsej molekularnej Grovni*’. Stavba osemenia v prie¢nom reze je znazornena na Obrdzku 9.

— lutkula

<+—— palisadové bunky

_ & |
Q) ') <«—— osteosklereidy y osemenie

/

Obrdzok 9: Priecny rez osemenim strukoviny

2.3.2. Kutikula

Kutila je nebunkovy ochranny film, akasi membrana, nachadzajuca sa na najvrchnejSej
vrstve buniek rozliénych casti rastliny — na listoch, plodoch, kvetoch, nedrevnatych stonkach
a semenach. Napomaha v ochrane pletiv ukryvajucich sa pod jej vrstvou pred ich vysychanim,
UV ziarenim, a pred réznymi fyzikalnymi, chemickymi a bakterialnymi atakmi. Okrem toho
chrani labilnejSie biopolyméry pritomné v pletivach akymi st polysacharidy, lignin
a proteiny™. U niektorych semien pokryva celu Gast’ osemenia, okrem hila*® (pupku, miesto
na semenici rastlin, kde semeno prisadalo k putku). Pritomnost’ kutikuly u rastlin moze byt

dosledkom adaptécie rastlin na suchozemsky Zivot.
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Rastlinné kutikula ma heterogénnu chemicktl povahu. Jej najhlavnejSou komponentou je
biopolyester kutin, ktory vystupuje v tlohe matrice a je zlozeny z polyhydroxylovanych kyse-
lin navzajom pospajanych cez esterové vdzby. V kutine niektorych rastlinnych druhov sa vy-
skytuje aj vyznamné mnozstvo glycerolu. DalSou latkou polymérnej a lipidickej povahy vy-
skytujicej sa v niektorych rastlinnych kutikulach je kutan®’. Jedna sa o latku zloZent
Z derivatov polynenasytenych mastnych kyselin prevazne pospéjanych éterovymi vézbami —
tie zvySuju odolnost’ matrice voci chemickej degradécii53. Je bohaty aj na kovalentné vizby
uhlik-uhlik, aviak jeho $truktira je inak stale neobjasnena®. Na kutikule sa pravdepodobne
nachadzaju epikutikularne vosky pozostavajice zo zmesi n-alkoholov, n-aldehydov, vel'mi
dlhych mastnych kyselin, ¢i n-alkanov (n = 20-30). Epikutikularne vosky pritomné vo forme
filmu ovplyviiuju makroskopické povrchové vlastnosti akymi je lesk listov, ¢i kvetov, kdezto
ich krystaliky zase zvysuju matnost™. Stgastou epikutikularnych voskov mozu byt aj triter-
penoidy, tokoferoly alebo rozliéné aromatické zligeniny™. V kutine mdzu byt ako mensina
zastupené aj fenolické zluceniny — hlavne kyselina Skoricova a flavonoidy. Zo spodnej strany
kutikuly sa kutin prelina s polysacharidmi, ktoré st sucastou Vvrstvy epidermalnych buniek

nachadzajacich sa pod kutikulou®,

Prehl'ad komponent kutikularnych voskov v rozli¢nych rastlinnych druhoch® zhriwuje Tabul’-
ka 2:

Pocet atbmov ~ Najviac zastipena zlu-

Komponenta uhlika Senina Rastlinny druh
Uhl'ovodiky Cy -Css Cog, Cx1 vsetky
Brassica, Rossaceae,

Ketony Cxs - Ca3 Co, Cxy Leptochloa digita
Primarne alkoholy Ci-Cs Cy, Cog vsetky

Pisum sativum, Brassica,
Sekundarne alkoholy Cyg - Ca3 Cy, Cy1 Rosaceae, Malus
Monoestery Cgo - Ceo C44, C45, C4g, C50 Véetky
Aldehydy Cis-Cxs Cs4, Co, Cog Vitis, Malus
Karboxylové kyseliny Ci-Cs Co4, Cy6, Cog vsetky
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2.3.2.1.  Struktira kutinu a kutdnu
Objasiiovanie Struktury latok tvoriacich kutikulu nie je T'ahké. Ide o zlozité Struktury a

komplexné zmesi latok, ktoré sa tazko separuju a charakterizuju.

Niektoré druhy rastlin, respektive ich kutikuly obsahujt len latku kutin (Lycopersicon es-
culentum, plody paradajky), v niektorych kutikulach sa nachadza len kutan (Beta vulgaris) a v
inych st pritomné obe latky (list Agave americana)®’. To umoziiuje do urditej miery Studovat’
zlozenie a vlastnosti kutikuly jej porovnavanim medzi r6znymi druhy rastlin. Pre frakcionaciu
zloziek kutikuly je vyznamné, Ze Kutin je latka rozpustna a podliehajica depolymerizacii po-
¢as saponifikacie roztokom hydroxidu sodného v metanole. Naopak kutan je nerozpustnd
a neextrahovatel'na latka tvoriaca kutikulu, ktora sa ostane ako reziduum po odstraneni kutinu

a polysacharidov z kutikuly®’.

Jednym z postupov pri identifikacii jednotli-

o vych zloziek v kutine bolo pouzitie alkalickej
b “yewen  hydrolyzy odizolovanej kutikuly pritomnej na
povrchu paradajok a analyzy takto upraveného
vzorku GC-MS technikou. Tymto postupom sa
o zistilo, Ze alkalicka hydrolyza rozstiepi kutin na

O\N/Mw\cm Jednotllvé monoméry’ pripadne dlméry, Naj-

" viac zastipenou latkou v paradajkovom kutine
Obrézok 10: Struktira kutinu bola kyselina 10,16-dihydroxyhexadekanova.

Existuje aj postup, v ktorom sa kutikula pri-
tomna na plode limetky ponechala v pritomnosti enzymu — porcin pankreatickej lipazy, ktora
priméarne $tiepi estery primarnych alkoholov®®. Vysledkom pdsobenia enzymu bola zmes mo-
nomérov a oligomérov kutinu. Pomocou GC-EI-MS a NMR analyzy bolo urcené zastipenie
mastnych  kyselin v limetkovej  kutikule.  Najpocetnejsie s kyselina  10,16-
dihydroxyhexydekéanova, kyselina hexadekanové a kyselina 10-hydroxyhexydekanova®. Na

zaklade ziskanych vysledkov bola navrhnuta Struktara, ktora je uvedena na Obr. 10.

Stadium kutinu a kutanu bolo prevedené aj v kutikule nachadzajucej sa na listoch rastliny
Agave americana. Vyuzitim saponifikacie so zakoncenim pomocou pyrolytickej GC-MS boli
identifikované tieto kyseliny - Kkyselina 9,10,18-trihydroxyoxydekanova, kyselina 9,10-
epoxy-18-hydroxyoktadekanova a kyselina 10,16-dihydroxyhexadekanova. Rezistentnym
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zvySkom po saponifikacii kutikuly ostal kutan, ktory po uc¢inku hydroxidu tetrametylamonia
poskytol monomérne produkty metylesterov mastnych kyselin s variabilnou dizkou retazca
(od C15 do C 31). K najzastupenej$im z nich patrili metylestery s 27 az 31 atomami uhlika.
Okrem toho medzi monomérnymi produktami vystupovali aj 1,3,5-trimetoxylované derivaty
benzénu a niekol’ko derivatov odvodenych od aromatickych karboxylovych kyselin. Pouzitim
BC-NMR analyzy bola =zostavend S§truktira kutdnu, ktord vychadzala z1,3,5-

trihydroxylovanych benzénovych jadier a mastnych kyselineo.

V ingj praci zalozenej tiez na kutikule listu vySSie uvedene;j rastliny, autori vyuzili na ob-
jasnenie Struktary kutanu oxidaciu pomocou RuO4, Vysledkom oxidacie boli monokarboxylo-
vé kyseliny s 16 az 34 atomami uhlika v retazci ataktiez o,w-dikarboxylové kyseliny
s dizkou refazca o 26 az 34 atémov uhliku, ktoré by mohli byt esterovou vizbou naviazané

na hydroxylované aromatické jadro®.

Najnovsia §tadia zamerana na odhalenie $truktary kutanu pomocou “*C-NMR a *H-NMR

analyzy viedla k 3truktare®’, ktora sa nachadza na Obrdzku 11.

Ll oy

o]

Obrazok 11: Struktira kutdnu
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2.3.3. Charakteristika jednotlivych bunkovych vrstiev osemenia

Pod kutikulou sa nachadza vrstva palisadovych buniek, ktoré sa nazyvaju aj ako makro-
skleroidy. Vrstva je zloZena z buniek valcovitého tvaru. Uvadza sa, ze ma mechanickt pod-
pornu funkciu (napr. v osemeni hrachu). Cez palisaidové bunky sa ¢asto v ich terminalnej Casti
transverzalne tiahne tzv. linea lucida (svetla linka). Jej hrubka je spojena s impermeabilitou
osemenia. Subepidermalna vrstva buniek (tj. vrstva pod palisadovymi bunkami) je tvorena
osteosklereidmi. Tato vrstva obsahuje aj napadné mnozstvo intercelularnych priestorov vypl-
nenych vzduchom. Usporiadanie tejto vrstvy mdze zohravat’ ulohu pri vysychani, ¢i vymene
plynov v osemeni*®. Osteoskleroidy obsahuju vel'a skrobovych zin a rovnako ako palisadové
bunky zohravaju vyznam pri mechanickej podpore v osemeni. V sdji vystupuju ako rezervoar

’ /50
pI'OtGlIlOV v.osement .

Pod vrstvou osteoskleroidov sa v osemeni strukovin nachadza vrstva parenchymaticka. Je
zlozena z niekol’kych mensich vrstiev (6-8) pozdizne predlzenych tenkych buniek, ktoré su
nerovnomerne rozlozené v osemeni. V oblasti hila sa rozliSuje len minimalny pocet tychto
buniek. V osemeni hrachu (Pisum sativum) sa v tejto vrstve daji rozlisit’ este d’alSie tri pod-
vrstvy. Parenchymatické bunky obsahuju mnozstvo organel a preto tvoria v osemeni vel'mi
aktivnu vrstvu z hl'adiska metabolizmu. Niektori autori oznacuju parenchymatické bunky za

nutriéna vrstvu®,

2.3.4. Chemické zloZenie osemenia

Chemické zlozenie v najvrchnejSej casti osemenia — kutikule, bolo popisané
v predchadzajtcej kapitole. AvSak v osemeni strukovin sa ¢asto krat nachadzaju aj fenolické
zluCeniny, lignifikované bunky, iné typy vosku ako suberin, ¢i celd rozmanita skala polysa-
charidov a bielkovin. Ich blizsia Struktara a vlastnosti budi popisané v nasledujticich podka-

pitolach.

2.34.1.  Fenolické zluceniny
Flavonoidy patria do skupiny prirodnych fenolickych rastlinnych zlicenin. Od identifika-
cie prvého flavonoidu rutinu v roku 1930 bolo identifikovanych viac ako 4000 tychto zluce-

nin®. Z chemického hl'adiska sa jedna od zluGeniny, ktoré vo svojej §trukture obsahuju dve
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aromatické jadra s oznaCenim A a B a tie su napojené na heterocyklicky pyranovy kruh C.

Zékladna struktirna jednotka flavonoidov je demonstrovana na Obr. 12.

Obrazok 12: Zdkladna stavebna jednotka flavonoidov

V zavislosti od stupiia oxidécie a od pritomnosti substituentov na kruhoch sa flavonoidy
delia do niekolkych skupin na — chalkony, flavony, flavonoly, flavanony, antokyaniny
a taniny, izoflavonoidy, stibény a aurény®. Tieto latky sa mozu vyskytovat vo forme aglyko-
nov alebo ako glykozidy. Glykozidicka vézba sa najéastejsie vyskytuje v polohach C-3a C-7.
Ak sa cukornaté jednotky viazu cez hydroxylovu skupinu, v takomto pripade sa jedna o tzv.
O-glykozidy. U niektorych typov flavonoidov sa mdzu vyskytovat aj C-glykozidy®. Medzi
najCastejsie vyskytujuce sa cukry vo flavonoidoch patri rhamnoza, glukoza, glukorhamnoza,
galaktoza a arabindza. Hydroxylované byvaju hlavne v polohach 3, 5, 7, 2, 3", 4" a 5. Metyl

estery, pripadne acetyl estery v poziciach hydroxylov su v prirode tiez bezné®.

Flavonoidy st sekundarne rastlinné metabolity. Typ, mnozstvo a lokalizacia flavonoidov
sa lis1 podla druhu rastlin a fazy v akej sa nachadzaji jednotlivé rastlinné pletiva. Medzi
hlavné typy flavonoidov vyskytujucich sa v semenach patria flavonoly, antokyaniny, phloba-
fény, izoflavony ataniny. Antokyaniny sa vyskytuju v semenach jednokli¢nolistovych
a dvojkli¢nolistovych rastlin ako jaémen (ten obsahuje hlavne derivaty delfinidinu),
v semenach fazule a v kukurici. Phlobafény (deoxyflavonoidy) su ¢ervené polyméry flavan-4-
olov, ktoré sa tiez vyskytuju v kukurici a niektorych osemeniach. Flavonoly prispievaju
Kk pigmentacii U niektorych semien hlavne ako kopigmenty s antokyaninmi. Flavonoly su
v prirode bezne glykozilované. 1zoflavonové zlt€eniny sa vyskytuja v séji, kde st hlavné me-
tabolity vznikajiice v embryu a osemeni®. Prokyanidiny, respektive kondenzované taniny, st

pritomné v osemeni rastliny Arabidopsis.
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Struktara flavonoidného skeletu a poéet hydroxylovanych skupin vyrazne ovplyviujua ich
vlastnosti. Tieto latky patria k prirodnym antioxidantom. Cely rad §tadii poukazuje na ich
pozitivne posobenie na l'udsky organizmus. N&$ organizmus chrania pred bakterialnymi
a virusovymi ochoreniami, pred degenerativnymi chorobami suvisiacimi so srdcovocievnou
a nervovou sustavou. Slazia ako ,,vychytavace* volnych radikalov, ¢oho dosledok moze byt
redukcia rizika vzniku onkologickych ochoreni. Pritomnost’” hydroxylovych skupin podmienu-
je aj ich chelata¢ny Uc¢inok, vdaka ktorému mozu byt tkaniva alebo enzymy chranené pred
posobenim niektorych kovov. Vyznamnu funkciu maju aj v obranyschopnosti samotnych rast-
lin. Okrem toho, mnohé z nich vystupuji ako prirodné pigmenty zodpovedné za zafarbenie
kvetov, plodov a inych Casti rastlinnych tiel. Flavonoidy su jedny z mnohych latok, ktoré sa
intenzivne spdjaju s fenoménom dormancie semien. Prikladom mézu byt semend pSenice,
Vv ktorych bol jav dormancie asociovany s pigmentovanym osemenim. U linii, ktoré mali ne-
pigmentované osemenie sa objavovali semend nedormantné, pripadne len méalo dormantné®’.
Vysoka troven dormancie sa vyskytuje tiez v pigmentovanych osemeniach divych odrod ry-
7¢%. Okrem fyzikélnej dormancie semien mozu ovplyviiovat’ aj ich fyziologicki dormanciu

skrz regulovania fytohormonov — auxinov®, pripadne kyseliny giberelinovej %

2.3.4.2.  Lignin a suberin

Nazov ligninu pochadza z latinského slova lignum, ¢o znamena drevo. Patri medzi druhy
najzastipenejsi biopolymér na planéte hned’ po celuldze’. Hoci je rozsirenou latkou rastlin-
nych tiel najmi u drevnatych rastlin, relativne vo velkej miere sa moze vyskytovat aj
v osemeni niektorych druhov, kde zabezpetuje mechanicka podporu a impermeabilitu®.
Chrani polysacharidy pred mikrobialnou degradéci0u71. Je odolnejsi ako celuldza, ¢i iné poly-
sacharidy. Z chemického hladiska sa jedna o nepravidelny 3D polymér pozostavajici
z fenylpropanovych skupin. Tvoria ho tri zakladné monomérne jednotky — kumarylalkohol,
koniferylalkohol a sinapylalkohol, ktoré st pospajané cez rozlicné kovalentné typy véizieb v
zavislosti od rastlinného druhu. Najbeznejsi Struktirny motiv je alkyl — aryl éter spojeny cez
B-O-4 vizbu'® Tato vizba je v lignine dominantna a tvori priblizne 40-60% vizieb v tomto
polyméru. Medzi d’alsie vizby pritomné v lignine patria o-O-4, B-5, 5-5, 4-O-5, p-1 a B-p’.

Ich konkrétne priklady su znazornené na nasledujucom Obr. 13.
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Obrazok 13: Typy vizieb v lignine

V mnohych pripadoch sa nan kovalentne viazu aj sacharidy pomocou glykozidickej véz-
by, esterovej vizby, éterového spojenia s benzénovym jadrom, alebo pomocou hemiacetalo-
vého, ¢ acetalového spojenia’. V lignine st pritomné aj funk&né skupiny ako primérne, se-
kundarne a fenolické hydroxyly, metoxy skupiny, karbonyly, ¢i v mensom mnozstve aj kar-
boxylové skupiny. Ich mnoZstvo zéavisi zase od druhu rastliny’. Lignin sa vyznaduje vysokou
viazanou energiou, preto maju lignifikované materialy potencial vyuzitia Vv obnovitelnych
zdrojoch paliv a svojou Strukturnou rozmanitostou by mohol sluzit’ pri vyrobe mnohych che-
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Obrazok 14: Struktira ligninu a jeho zdkladnych komponent ( a — kumarylalkohol, b — konife-
rylalkohol, ¢ — sinapylalkohol, ¢ — lignin)

Medzi d’als§i polymér, ktory moze byt pritomny V osemeni je suberin®®. Jeho §truktara je

rovnako ako u vyssie popisanych polymérov nie celkom objasnena. Existuju $tadie, podla
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ktorych je suberin alifaticky polyester, podobny kutinu a obsahujtci fenolické latky ako lig-
nin. Vin situ podmienkach je suberin nerozpustny vo vSetkych rozpustadlach, ¢o znaéne
komplikuje jeho Stadium. NajlepSie je suberin preStudovany v korku, kde je zastupeny vo

zvySenej miere. Na jeho izolaciu sa pouziva alkalicka hydrolyza v metanolickom roztoku™.

Suberin je zlozeny z polyesterovych frakcii a frakcii obsahujucich aromatické jadra spo-
jené cez vizby uhlik-uhlik, ¢i cez vdzby éterové. Tieto dve Casti tvoria teda polyalifaticku
a polyaromaticki doménu suberinu. Dominantnym aromatickym monomérom je ferulat. So

’ AN . Lo r 7
suberinom mézu byt asociované aj niektoré vosky'®.

Okrem glycerolu st hlavnymi monomérnymi jednotkami alifatické kyseliny s dlhym re-
tazcom, nazyvané aj ako suberinové kyseliny. Tie typicky tvoria 80 a viac % produktov depo-
lymerizacie’’. Medzi suberinové kyseliny patria w-hydroxy kyseliny a a,o-dikyseliny. Fakt,
ze tieto kyseliny su zakonéené bud’ hydroxylovou skupinou alebo karboxylom, prispieva
k tomu, e sa moZe Struktara suberinu rozrastat’. Dizka retazcov sa pohybuje od C16 do C24.
U niektorych suberinov prevazuju C18 kyseliny, kym u druhych sa vyskytuju viac C24 kyse-
liny. Oktadekanové kyseliny maji uprostred retazca eSte hydroxylové skupiny viazané

v polohe C-9 a C-10, a tym sa zvySuje rozmanitost’ stereochemickej konfiguracie suberinu®.

Obrazok 15: Ukdzka mozného usporiadania jednotlivych komponent v suberine

2.3.4.3.  Polysacharidy
Komplex polysacharidov pritomny vo vSetkych rastlinnych bunkovych stenach sa nazyva

pektin. Je tvoreny troma pektinovymi polysacharidmi — homogalaktouronanom, rhamnogalak-
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touronanom | a substituovanymi galaktouronanmi’®. Aj napriek tomu, Ze bol pektin objaveny
pred 200 rokmi, ur¢enie jeho Struktury je vel'mi naro¢né a nie je dokoncené, pretoze sa jeho
zlozenie po izolacii z rastliny a pocas uskladnenia meni™. Byva zvy€ajne zo 70% tvoreny
kyselinou galaktour(')novou81. Pektin je heteropolymér tvoriaci Vv rastlinich hydratovany gél,
v ktorom je celuléza a iné molekuly zapustena v bunkovych stenich®. Epidermalna vrstva
v osemeni Arabidopsis thaliana je doprevadzana pektinickym mucinom medzi plazmatickou

membranou a vonkajSou stranou palisadovych buniek®.

Pektin je vyznamny pri raste rastliny, jej rozvoji, morfogenéze, obranyschopnosti,
v adhézii medzi bunkami, ako stavebna jednotka v bunkovych stenach, pri prenasani informa-
cii a deleni buniek, porovitosti stien, viazani ionov, rastovych faktorov a enzymov, pri hydra-
tacii semien a plodov®'. Pektiny su rozpustné v &istej vode. Rozpustné byvaju aj alkalické
pektany, soli odvodené od pektinu. U pektanov s kovmi vo vysSom mocenstve rozpustnost
vyrazne klesa. Rozpusteny pektin podlieha deesterifikécii a depolymerizécii vo vodnych roz-
tokoch pri pH 4. Uvadza sa, Ze pri pH 5-6 st pektiny vo vodnych roztokoch pri izbovej teplo-
te stale. Pri vysSej teplote vSak prebiehaju p-elimina¢né reakcie. S volnymi hydroxylovymi
skupinami poskytuju pektiny reakcie vedice ktvorbe éterov, ¢iacetylacné reakcie

a oxidacie®.

Homogalaktouronan je linearne vystupujica Struktira pozostavajuca z o-D-
galaktozyluronovej kyseliny spojenej cez 1. a 4. atom uhliku. Je najviac zastipenym polysa-
charidom v pektine, jeho obsah je okolo 65% . Polygalaktozylurénovy skelet moze byt
Siasto¢ne a nahodne metylovany alebo acetylovany. Struktira tychto latok sa 1isi od typu

rastliny. V niektorych pripadoch sa vyskytuje O-acylacia v polohe C-3 a C-2".

Rhamnogalaktouronan 1 je cely komplex polysacharidov, ktorého kostra je tvorena opa-
kujiicimi sa disacharidovymi jednotkami kyseliny galaktouronovej (GalA) a rhamnézy (Rha)
s vazbami (—4)-a-D-GalA-(1—2)-a-L-Rha-(1—). Polohy C-2 a C-3 u GalA a Rha mézu byt
opét’ acetylované. Vetvenie ret'azca suvisi s polohou C-4 na rhamnoze, kedy sa tu zvacsa via-
ze glykozidicky a-L-arabinofurandza alebo B-D-galaktopyrandza. Vetvenie retazca opat’ za-

visi od druhu rastliny79. RH-I reprezentuje 20-35% pektinu®".

Substituované galaktouronany su rozmanitou skupinou polysacharidov, ktorych kostra

obsahuje linearne usporiadané jednotky a-D-galaktourdvej kyseliny spojené cez 1. a 4. atom
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uhlika. Jej retazec byva substituovany az 12 odlisnymi typmi cukrov. Substituované galaktou-
ronany st vieobecne oznatované ako rhamnogalakturonan II *°. Rhamnogalakturonan II tvori
asi 10% pektinu®. Polygalaktourénovy retazec byva esterifikovany metylovymi skupinami
a vol'né karboxylové skupiny mézu byt’ plne alebo ¢iasto¢ne neutralizované sodnymi, drasel-
nymi & aménnymi i6nmi®. Medzi d’alsie substituované galaktouronany patri xylogalakturo-

nan a apiogalakturonan.

(a)

0-(1-3)-D-Arabinose

(b)

p-(1-4)-D-Galactose
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Obrdazok 16: Polysacharidy (a - homogalaktouronan, b - rhamnogalaktouronan I,
¢ - rhamnogalaktouronan I1)
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3. Prakticka cast

3.1. Pouzité pristroje a chemikalie
Na analyzu osemenia bol pozivany hmotnostny spektrometer Synapt G2-S (Waters, Mil-
ford, USA) s vyuzitim MALDI ionizacie.

Na pripravu potrebnych roztokov a pri merani boli pouzité nasledujuce chemikalie: meta-
nol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, pre HPLC ), monohydrat 2°,4",6 -trihydroxyacetofenonu
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, p.a.), 3-aminochinolin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA,
p.a.), aceton (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, pre HPLC), acetonitril (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA, pre HPLC), deionizovana voda (deioniza¢na stanica, Milipore), ¢erveny fosfor
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, p.a.), hexan (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), petroléter
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

3.2. Priprava matric a kalibra¢ného roztoku pre MALDI-MS analyzu

Na MALDI-MS analyzu boli pripravené dva roztoky matrice. Prvy roztok obsahoval
2°,4’,6 -trihydroxyacetofenébn monohydrat, ktory bol rozpusteny v zmesi rozpustadiel aceto-
nitrilu a deionizovanej vody v pomere 1:1. Druhy roztok matrice obsahoval 3-aminochinolin,
ktory bol rozpusteny v aceténe. Obidva roztoky boli pripravené tak, aby vysledna koncentra-
cia matric v roztokoch bola 1 mg/ml. Ako kalibraény roztok bol pouzity Cerveny fosfor

Vv acetone s vyslednou koncentraciou 1 mg/ml (bol vo forme suspenzie).

3.3.  Priprava vzoriek a postup pri MALDI-MS analyze

Na analyzu boli k dispozicii semienka zo Siestich odrdd hrachu, ktoré poskytla Katedra
botaniky Univerzity Palackého v Olomouci. Jednotlivé odrody boli rozdelené na dve skupiny.
Skupinu semienok, ktora sa vyznacovala vysokou mierou dormancie tvorili odrody VIR 320,
L 100 a JI 64. Druha skupina semienok bola ziskana z odrod CAMEOR, TERNO a JI 92. Od-

rody z druhej skupiny st nedormantné.

Pred samotnou analyzou bolo vZdy ndhodne vybranych niekol’ko semienok z kazdej odro-
dy a z nich sa nasledne v trecej miske mechanickou cestou oddelilo osemenie od endospermu.

Z jednotlivych osemeni sa potom pomocou pinzety a skalpelu ziskala reprezentativna Cast’
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s vel'’kost'ou do 2 mm neobsahujuc ¢asti hila. Tieto kiisky boli prichytené pomocou obojstran-

nej lepiacej pasky na jednotlivé spoty na MALDI dosticke.

V zavislosti od pozitivneho ¢i negativneho modu, v ktorom bolo prevadzané meranie, sa
na plate s prichytenymi ¢astami osemenia naniesol roztok matrice pomocou sprejovacej tech-
niky. Pre pozitivny mod sa pouzivala matrica s monohydrat 2°,4",6 -trihydroxyacetofenonom
a pri merani v negativnom mode bol nanasany roztok s 3-aminochinolinom. Roztok matrice

bol rovnako ako kalibra¢ny roztok na MALDI plate s osemenim nanasany opakovane 6x.

¥ i et R e

RO K

Obrazok 17: Priprava MALDI dosticky ( A — prva faza pripravy s obojstrannou lepiacou pads-
kou, B — MALDI plate s prichytenymi ¢astami osemenia)

Do dvoch vialok boli pripravené aj hexan-petroléterové extrakty osemenia z odrody JI 64
a JI 92 nasledujucim spdsobom: Z uvedenych dvoch odrdéd hrachu sa mechanicky ziskalo
osemenie a z neho bolo do vialky navazené priblizne 100 mg z kazdej odrody, pricom nava-
zovany material neobsahoval opit’ hilum. K osemeniu sa pridala zmes nepolarnych rozpuasta-
diel hexanu a petroléteru v pomere 1:1. Extrakcia 100 mg osemenia prebiehala v 1 ml danych

extrak¢énych ¢inidiel po dobu jedného dna a extrakty boli podrobené MALDI-MS analyze.

K analyze bolo dostupnych aj niekol’ko najvrchnejsich Casti osemenia ziskanych z priec-
nych kryorezov osemenim odrody VIR 320 pomocou laserovej mikrodisekcie sprostredkova-
nej vdaka Biofyzikalnemu tstavu AV CR v Brne. Tieto vzorky boli na MALDI plate prene-
sené pomocou pipety a kvapky deionizovanej vody. Ich analyza prebiehala s a bez pouzitia

matric.
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Samotné MALDI-MS meranie bolo uskuto¢nované vzdy s minimélne troma opakovania-
mi atiez s meranim spravnej a presnej hmotnosti ionov vd’aka moznosti referenéného skenu
z LockMass spotu, kde bol naneseny roztok ¢erveného fosforu v aceténe. Analyza bola pre-
vedena vzdy az po vysuSeni osemenia S hanesenymi potrebnymi roztokmi. Pri pouziti matrice
sa tvorba jej krystalického filmu sledovala pomocou mikroskopu. Ako Statisticky néstroj bol
pouzivany program MarkerLynx s aplikaciou Extended Statistic, ktory je softwarovou nad-
stavbou programu MassLynx (Waters) pouzivaného na meranie hmotnostnym spektromet-

rom.

3.4. Podmienky analyzy pri full MS skanoch osemenia

Tabulka 3: Parametre a podmienky analyzy na pristroji Synapt G2-S

Typ laseru 1kHZ Nd:YAG solid state
VInova dizka (nm) 350
Maldi Laser Energy 400
Step Rate laseru 30
Rozsah meranych hmot (Da) 50-1200 Da
Res mod
Trap CE (eV) 4
Transfer CE (eV) 2
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3.5.

Tabulka 4: Prehlad ziskanych analyz osemenia zo vSetkych Siestich odrod hrachu

Prehlad ziskanych hlavnych MALDI-MS analyz

Odroda Meranie s Pouzita Méd Meranie bez Méd
matricou matrica matrice
VIR 320 ano THAP pozitivny ano pozitivny
‘é’ o ano AQ negativny ano negativny
55 ano THAP pozitivny ano pozitivny
g5 | L100 , , , ,
5 3 ano AQ negativny ano negativny
" I 64 4no THAP pozitivny 4no pozitivny
ano AQ negativny ano negativny
3 CAMEOR ano THAP pozitivny ano pozitivny
o ano AQ negativny ano negativny
% g TERNO z:mo THAP pozitirvny 2:1110 pozitirvny
S 3 ano AQ negativny ano negativny
z 1192 ano THAP pozitivny ano pozitivny
ano AQ negativny ano negativny

Tabulka 5: Prehlad MALDI-MS analyz ziskanych z extraktov osemenia odrod JI 64 a JI 92

Vzorka Meranie s PouzZita matrica Méd Meranie bez Méd
matricou matrice
ano THAP ozitivn ano 0zitivn
extrakt Jl 64 - P - Y - P - Y
ano AQ negativny ano negativny
ano THAP ozitivn ano 0zitivn
extrakt JI 92 - P - Y - P - Y
ano AQ negativny ano negativny
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4. Diskusia a vysledky

4.1. Pociatoéné MALDI-MS analyzy osemenia

V pociatocnej MALDI-MS analyze boli ziskané hmotnostné spektra latok pritomnych na
vonkajSej strane osemenia zo vSetkych odréd hrachu, ktoré boli k dispozicii. Jednalo sa
0 osemenie ziskané s nedormantnych odrod hrachu (TERNO, CAMEOR a JI 92) a dormant-
nych odrdd (VIR 320, L100 a JI 92). Pre kazd odrodu boli prevedené $tyri opakovania mera-
ni. Vzhl'adom na réznorodu Strukturnu a teda aj chemickt povahu latok, o ktorych sa predpo-
kladalo, Ze budu pritomné v osemeni bolo meranie prevedené v kladom a zapornom ionizac-
nom mode s pouzitim roztoku matrice monohydrat 2°,4°,6’-trihydroxyacetofenénu pre pozi-

tivny mod a roztoku 3-aminochinolinu pre negativny mod.

Napriek tomu, ze boli na prvy pohl'ad medzi surovymi spektrami kvalitativne pozorované
rozdiely medzi dormantnymi a nedormantnymi odrodami, nebolo mozné ich explicitne popi-
sat. Hodnota celkového i6nového pradu bola porovnatelna. Vo vsetkych tychto spektrach
ziskanych pri merani v negativu sa so zvySenou intenzitou vyskytovali i6ny s nasledujucimi
hodnotami m/z: 143,0627; 169,0103; 193,0129; 195,0575; 217,0804; 241,0838; 268,0957
a282,1081. Hodnota m/z 143,0627 odpovedala najpravdepodobnejSie pouzitému 3-
aminochonolinu. Presnd monoizotopickd hmotnost’ jeden krat deprotonizovanej molekuly 3-

aminochinolinu je 143,0609 (chyba ¢ini 2,8 ppm, teda 0,4 mDa).

Z profilu hmotnostnych spektier ziskanych zo vsetkych odrdd v pozitivnom mode sa tak-
tiez nedali dobre priamo popisat’ rozdiely v m/z hodnotach v zlozeni jednotlivych odrod hra-
chu a ani rozdiely v zlozeni, ktorym by sa od seba odliSovali dormantné a nedormantné odro-
dy. V tomto typu hmotnostnych spektier sa u vSetkych odrod vyskytovali so zvySenou intenzi-
tou i6ny s hodnotami m/z 98,9769; 206,9995; 291,1684; 307,1575; 309,1728; 377,1234,
389,1271; 485,1449 a575,3649. Tieto hodnoty m/z nestviseli s hodnotami uvedenymi
Vv predchadzajucom odstavci V spojeni s protonizovanymi molekulami, ¢i sodnymi alebo dra-
selnymi aduktami. Hodnota celkového i6nového prudu bola v porovnani s meranim
V negativnom mode v priemer o dva az tri rady nizSia. Na nasledujiicej strane sa nachadza

prehl'ad vybranych full MS spektier v oboch ioniza¢nych modoch.
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Obrazok 18: Prehlad vybranych MS spektier v negativnom a pozitivnom mode a S pouZitim
matric zo vSetkych odrod hrachu (virchnd Sestica — meranie s negativnou ionizdciou, spodnad

Sestica — meranie s pozitivnou ionizdciou, spektra tvoriace lavii polovicu — dormantné odro-
dy, spektra tvoriace pravii polovicu — nedormantné odrody hrachu).
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4.2. Analyza hlavnych komponent

Vzhl'adom na obtiaznost’ priameho porovnavania signalov v Siestich odrodach (24 analy-
zach vratane opakovani) boli primarne data ziskané MALDI-MS analyzou podrobené Statis-
tickému spracovaniu pomocou softwaru MarkerLynx a nasledne pomocou analyzy hlavnych

komponent.

4.2.1. Meranie prevedené s matricou a v negativnom mode

Analyza hlavnych komponent, ktora bola vztiahnutd na MALDI-MS merania
V negativnom mode a S matricou (AQ) preukdzala, Ze v jednotlivych hmotnostnych spektrach
st vyuzitel'né rozdiely. V Grafe 1 na nasledujucej strane vidno, Ze sa odrody hrachu delia na
dve skupiny podl'a ich miery dormancie. Skupinu oznacenu zelenou farbou tvoria dormantné
odrody (JI 64, L100, VIR 320) a skupinu oznac¢enu ¢ervenou farbou tvoria nedormantné od-
rody (CAMEOR, TERNO, JI 92).

Vynimocne sa vSak spravali merania odrody VIR 320, ktora v Grafe 1(a) nezaujimala 10-
gické rozlozenie a nedruZila sa k dormantnym odrodam, ku ktorym patri. Tato situdcia mohla
byt’ zapri¢inend vd’aka odliSnej morfoldgii osemenia. OdliSné chovanie bolo pozorované aj
u prvého merania osemenia odrody CAMEOR, ktor¢ sa sice dalo svojimi sturadnicami zaradit’
do skupiny nedormantnych odrod, avSak toto meranie sa vyrazne odchylovalo od dalSich
troch merani CAMEORU, ktoré spolu tvorili zhluk. Odli$nost’ prvého merania CAMEORU
od dalSich troch mohlo byt sposobené zlomom alebo prasklinou v osemeni. Vd’aka tymto
skuto¢nostiam boli z analyzy hlavnych komponent vylacené vSetky merania odrody VIR 320

a prvé meranie odrody CAMEORU.

V novej analyze hlavnych komponent, ktord bola prevedend po vyluceni vyssie uvede-
nych merani sa segregéacia odrod s potlacenou a vyraznou dormanciou zachovala. Jej vysledok
je znazorneny na Grafe 1(b). Za tychto podmienok bol z danych merani zostrojeny S-plot
(Graf 2), ktory vyhodnotil markery, respektive ich m/z, ktorych vyskyt je vyraznejsi
u dormantnych odrod (markery dormancie), pripadne u nedormantnych odréd (markery nedo-
rmancie). Za signifikantné boli povazované tie markery, ktoré boli svojimi [X,y] suradnicami
najviac vzdialené od osi x ay. Ich prehl'ad je zhrnuty v Tab 6.. Pozornost’ bola venovana aj

markeru z m/z 427,3823.
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Graf 1: Vysledky PCA analyzy MALDI-MS merani v negativnom maéde a S pouZitim matrice

(a- segregdcia vsetkych odréd, b — segregadcia po vyluceni vsetkych styroch merani odrody
VIR 320 a prvého merania odrody CAMEOR)
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S-Plot (Dormant markers = -1, Nondormant markers = 1)

1,0 S-Plot (Dormant markers = -1, Nondormant markers = 1)
(a)
0,8
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04 w001 92862143 288,2312
28973 0574577 333296
é\ 0,2
g _0,0 S-Plot (Dormant markers = -1, Nondormant markers = 1)
& (c)
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-0,6 o
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— .'320‘:’22513:: Coeﬁcs[zlgirr?fgn; {>L<|nEt|fthee(th7S; (M3: OPLS-DA) - 2015-03-27 18:42:21 (UTC+1)
— ::::8 Graf 2: S-plot obsahujuici vSetky hmoty s danou m/z, ktoré
boli vyhodnotené ako markery (a —tvar S-plotu, b — vybrand
oblast z S-plotu s markermi dormancie, ¢ — vybrand oblast
. z S-plotu s markermi u nedormantnych odrod).
Tabulka 6: Prehlad markerov
Meranie v negativnom mode,s matricou, vsetky odrody
Markery dormantnych . A
odréd Markery nedormantnych odrod
167,06 335,1528 | 144,0022 223,1729 281,1609 498,0936 748,2372
168,0579  336,1533 | 162,0381 225,1875 285,2116 508,098 750,244
181,0767  337,1553 | 163,0491 227,1701 287,1567 510,099 751,2426
195,1002  346,1341 | 169,0671 233,1564 293,1547 522,0975 752,2438
206,0782  347,1354 | 170,0629 237,1894 306,1553 598,1394 756,2539
207,0927  348,1528 | 174,0479 239,2031 309,1897 612,142 760,2422
296,1118 349,1562 | 176,0482 263,1545 365,2055 614,1432 762,2466
297,106 361,1511 184,045 267,1991 372,0497 624,1439 780,2548
308,1163  410,1489 | 191,9946 268,1718 377,2076 736,2376 786,2456
309,1092  436,1488 | 215,994 270,2184 378,201 738,2404 797,2456
334,1112  448,1541 | 220,0448 275,1521 407,2108 740,2403 800,2508
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Graf 3: Grafy PCA analyzy a distribucia dat pre réozne hodnoty thresholdu ( zelena farba
oznacuje vSeobecne dormantné odrody, cervend farba oznacuje nedormantné odrody,

a—TH 100 000, b — TH 50 000, ¢ — TH 10 000, d — TH 5000)

Okrem iné¢ho bol zistovany aj vplyv nastavenia hodnoty Marker Intensity Threshold
(dalej uz len TH) na vysledky PCA analyzy dat ziskanych pri merani v negativnom mode
a s pouzitim matrice. Zmena jeho hodnoty vyrazne neovplyvnila sposob segregacie jednotli-
vych dat. Porovnanie vybranych hodndt thresholdu vidime na grafoch uvedenych vyssie. Prvy
graf (Graf 3a) je zostrojeny pre hodnotu TH 100 000. Jedna sa o hodnotu, ktora bola vzata do

uvahy pri generovani dormantnych a nedormantnych markerov v predchadzajucej kapitole.

Druhy graf (Graf 3b) ukazuje zoskupenie jednotlivych odrdd pri TH 50 000, ktoré je
prakticky totozné s predchadzajucim vysledkom. Aj v tomto pripade sa da pri odrode VIR
320 najst’ nelogické postavenie v grafe vzhl'adom k d’al$im odrodam. Vynimkou opit’ nie je
ani prvé meranie CAMEORU. Pri hodnote TH 10 000 je viditeI'né, Zze doslo k rozdeleniu do-

rmantnych odréd na dva diferencovanejsie klastre. Jeden je tvoreny L 100 a druhy je JI 64.
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Drobné zmeny sa pri tejto hodnote dali aj pozorovat’ u nedormantnych odréd. Rozostiipenie

pri TH 10 000 je znazornené v Grafe 3c.

Posledny graf (Graf 3d) ukazuje distribticiu dat pri hodnote TH 5000. Aj pri tejto hod-
note, tak ako u ostanych sa zachovava delenie odrod na dormantné a nedormantné s vyminkou
dat ziskanych pri merani odrody VRI 320. Pri nizkej hodnote TH sa da zaroven pozorovat’
zanik zoskupenia jednotlivych nedormantnych odrod, ktoré bolo zrejmé pri TH 100 000. Na
druhej strane pri nizkej hodnote TH su plne od seba rozdelené dormantné odrody, ktoré boli

pri vysokej hodnot TH zoskupené v jednom mieste.

Vd’aka tejto skuto¢nosti sa za optimalnu hodnotu TH d& povazovat’ prave hodnota
10 000, pri ktorej vidiet delenie vybranych odrdd (okrem VIR 320) na dormantné
a nedormantné, a zaroven je vo vysledkoch PCA analyzy aj patrné najvyraznejsie zoskupova-
nie jednotlivych dat do mensich klastrov charakteristickych pre kazda odrodu. Pre dalsie

spracovanie dat bola pouzita prave hodnota TH 10 000.

Okrem hladiny TH sa

Scores Comp[1] vs. Comp[2] colored by 0.00_703.3088

i Vv pricbechu merani V negativnom

i mode s matricou skusala aj mensia

i mmﬁ%éﬁﬂw@fgﬁ% hodnota step rate laseru a to hodnota
= )

s 1 ety adb bbbl 10 Hz. Zistilo sa, ze tento parameter
ot v sp o | - moze ovplyvnit vysledky pouzitej
. i e s ’ PCA analyzy. Ukazala, ze pri niz-
) Som step ratu laseru sa data, resp.

" O e oo mermnomren odrody hrachu, jasne nedelia podla

dormancie. Ako je vidiet' v Grafe 4

Graf 4: PCA analyza dat ziskanych pri meranim  toto delenie platilo len pre typ CA-
V negativnom maode s matr,lcou apri hodn,ote step MEOR apre L 100. Situdcia sa ne-
rate laseru 10 (dormantné odrody su zndzornené
modrou, nedormantné oranzZovou farbou). zlepsila ani po vyluceni vsSetkych

bodov pre VIR 320 a dvoch odrlah-
lych bodov, jedného pre JI 64 a druhého pre L 100. Distribuciu dat v danej PCA analyze
Vv prospech jasnejsieho rozdelenia podl'a miery dormancie neovplyvnili ani r6zne hodnoty TH,

ktoré boli menené analogicky ako v predchadzajucom pripade, teda 100 000, 50 000, 10 000,
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5000. Na zaklade tohto zistenia bola v d’alSich meraniach pouzivanéd len hodnota step ratu

laseru 30 Hz.

4.2.2. Analyza hlavnych komponent a jej zhrnuté vysledky u d’alSich typov merani

K d’alsim typom merani patrila 3 MALDI-MS analyza prevedena v kladnom ionizaénom
mode s pouzitim matrice THAP a analyza v pozitivnhom a negativnom modde bez pouzitia pri-
slusnych matric. Vsetky typy analyz osemenia boli prevedené opét’ v Styroch opakovaniach
pre kazdy druh hrachu. Merania bez pouzitia matrice mali preukazat’, ¢i pouzitie roztoku mat-
rice neovplyviuje intenzity prislusnych markerov. Okrem toho bol tento typ merania zvoleny
aj z hl'adiska javu, ktory s osemenim u nedormantnych odrod nastal vzdy po aplikovani roz-
toku matrice. V priebehu niekol’kych mintt sa toto osemenie po naneseni matrice zacalo sta-
cat’ @a menit’ tvar. Zrejme to suviselo priamo s mechanizmom, ktory je zodpovedny za trans-
port vody (latok tvorenych roztok matrice) cez osemenie. U osemenia dormantnych odrdd sa

tento jav nevyskytoval. Ziskané hmotnostné spektra boli podrobené opiat’ PCA analyze.

Scores Comp[1] vs. Comp[2] colored by 0.00_196.9462 Scores Comp([1] vs. Comp[2] colored by 0.00_565.9905
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Graf 5: PCA analyza dat ziskanych pri merani v pozitive S pouzitim matrice THAP
(a—pri hodnote TH 100 000, b — pri hodnote TH 10 000).

Ako vidiet' v Grafe 5a analyza hlavnych komponent s TH 100 000 za danych podmienok (po-
zitiv, matrica) pri merani nepriniesla Ziadne jednozna¢né delenie dat ako pri datach ziskanych
Vv negativu a aplikaciou matrice. Inak tomu nebolo ani pri zmene hodnoty TH na 50 000,

10 000 a 5000. Rozptylenie dat pri TH 10 000 je ukazané v Grafe 5b. V obidvoch pripadoch
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je vsak jasne zo vSetkych odrod vycleneny nedormantny typ TERNO. Po vygenerovani
S-plotu pri TH 100000 v PCA analyze, kde sa porovnali data pre TERNO vzhladom
k vSetkym d’al§im odrodam (okrem odl'ahlého bodu VIR 320, vid’ Graf 5a), boli za markery
vyskytujice sa s najvysSou pravdepodobnost'ou len u tejto odrody vygenerované tie, ktoré st
pre zaujimavost’ uvedené v nasledujucej Tab. 7. Ich vzt'ah k dormancii je vSak vel'mi diskuta-

bilny.

Tabulka 7: Markery TERNO odrody

56,9652 202,0121 238,053 280,1152 427,9988 507,9918 545,993 576,0066 597,0084 622,9842 638,9624
127,0079 207,0686 240,0318 284,1085 429,9862 510,0402 546,0441 577,0802 599,0027 624,9393 639,04

143,0023 209,0804 242,0281 298,1064 474,0468 512,0433 548,0451 578,035 601,0057 625,0072 641,0021
149,9986 214,0164 243,056 320,1543 478,0468 514,0405 552,0286 580,0053 606,0294 626,9487 646,9799
156,9819 222,0117 244,0301 328,157 480,0396 516,0415 553,9982 581,2009 607,0558 627,0032 650,9533
158,999 225,0817 248,0629 330,1628 484,0476 518,0464 555,9932 584,0309 609,0077 629,0046 651,0419
163,9854 226,0126 250,0597 332,1597 488,0431 521,9981 558,0432 586,0313 609,2063 631,012 652,9827
168,9606 227,0557 253,1103 336,1633 496,0407 522,0456 560,0401 588,0133 611,0057 631,0539 654,9946
176,0128 228,033 254,0462 342,1601 498,0454 530,0471 562,0385 590,0371 611,05 634,9777 657,0056
184,0047 230,9478 256,0418 344,1569 500,0444 534,0342 568,0336 592,0206 615,0044 635,0388 662,9716
185,9989 233,0554 257,1034 346,1589 502,0474 538,0062 571,0822 594,0327 615,0671 637,0027 664,9747
193,0558 234,0226 271,1162 352,1573 504,0446 542,0355 574,0367 596,0299 619,0045 637,0574 665,0212

Déta ziskané z merani pri 1onizacii pozitivnymi potencialmi u Studovanej Sestice odrod
teda neumoznuju segregaciu na dormantné a nedormantné odrody. Oproti tomu pri spracovani

dat ziskanych pri merani v negativnom modu je urcitej segregacie dosiahnuté.

U merani bez matrice a pre obidva ionizacné moédy boli vysledky PCA analyzy po-
dobné. Spolo¢nym rysom u oboch analyz bolo od¢lenenie JI 92 odrody od ostatnych odrdd pri
vSetkych Styroch zvolenych zadanych hodnotdch TH. U analyz vychadzajtcich z kladného
moédu sa najviac od¢lenili aj body s CAMEOROM. Za zaujimavé je mozno povazovat’ spra-
vanie VIRuU 320, ktory sa nachadzal spolu s ostatnym typmi v jednom mieste vo vyslednych
grafoch. Vzhl'adom na nedelenie sa odrod podl'a dormancie u oboch tychto experimentov bez
matrice sa nepriaznivy vysledok v PCA analyze d4 povaZovat’ za prinosny. Poukazuje na to,
ze latky, ktoré mozu istou mierou podporovat’ dormanciu u vybranych trochu druhov semien
hrachu, st latky, ktoré pravdepodobne nemo6zu byt’ priamo ionizované UV Ziarenim laseru

bez pouzitia matrice. Priamym pdsobenim laseru je vrade pripadov mozno desorbo-
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vat/ionizovat’ latky aromatické. Tie teda zrejme nebudu patrit’ k vyznamnym markerom

dormancie zachytenymi MALDI technikou.

4.3. Vysledky ziskané pre dormantni odrodu JI 64 a nedormantnt JI 92

Vybrané odrody hrachu sa od seba odliSovali nielen mierou dormancie, ale aj morfologic-
ky, ¢i mierou pigmentacie ako vidiet' na Obr. 19. Osemenie bez pigmentacie bolo vidite'né
u nedormantnej skupiny odrod CAMEOR a TERNO. JI 92 ako posledny zastupca tejto skupi-
ny mal osemenie vyrazne pigmentované. U osemeni dormantnych odrdd bola pigmentacia
pritomna u kazdého jedného druhu. Vo vSeobecnosti bolo tieZ osemenie dormantnych odrod
hrachu pevnejsie a tazSie sa mechanicky oddel'ovalo od endospermu. Tieto vlastnosti mézu
tiez prispievat’ k vyslednej dormancii semien. Vzhl'adom na to, Ze odroda JI 92 bola svojim
osemenim odli$na od zvy$nych dvoch nedormantnych odrdd, a vd’aka tomu, Ze jej najvhod-
nej$im protikladom z genetického hladiska bola dormantna odroda JI 64, sa dalSie experi-

menty vztahovali len k tymto dvom typom osemenia.

A | (B) (C)

(D) (E) (F)

Obrazok 19: Analyzované odrody hrachu
(A - CAMEOR, B - TERNO, C-JI 92,D - VIR 320, E - L 100, F - JI 64)

46



Jednotlivé MALDI-MS analyzy osemenia JI 64 aJl 92 (¢ize v oboch modoch s matricou
a v oboch modoch bez matrice) boli taktiez podrobené analyze hlavnych komponent, u ktorej
sa sledoval vplyv hodnoty TH rovnako ako v prvej kapitole, teda pri hodnotach 100 000,
50 000, 10 000 a 5000. PCA analyza ziskana z pozitivnheho mddu (s matricou aj bez matrice)
nepreukazala vhodné rozdelenie tychto dvoch odréd podl'a miery dormancie pri ziadnej hod-
note TH. U tychto analyz nebolo mozné ani zostrojit’ prislusné S-ploty, preto im nebola veno-
vana bliz8ia pozornost. Vd’aka tomu, Zze u dat zo spominanej prvej kapitoly 4.2.1. ziskanych
V negativnom moéde bolo dosiahnuté pomerne ukdzkové delenie odrod podla dormancie si
hlbsiu pozornost’ teda zaslizia aj merania v negativu u odréd JI 64 a 92, o ktorych sa bude

diskutovat’ v d’al$ej podkapitole.
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4.3.1. Analyza osemenia JI64 a J192 v negativnom mdéde s pouZitim matrice

Vysledky PCA analyz dat s Marker Intensity

Threshold 100 000:

Za tychto podmienok bolo dosiahnuté

delenie zvolenych dvoch odrod podla

dormancie ako vidiet’ v Grafe 6. Za od-

l'ahly bod je mozno povazovat meranie

JI64-negative-04, ktoré vsak vylticenim

neovplyvnilo zloZenie

dormantnych,

pripadne nedormantnych markerov. Tvar

a rozlozenie merkerov v S-plotu je zob-

razené v Grafe 7.
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Graf 6: PCA analyza pre JI64 a JI 92
V negative, s matricou a pri TH 100 000.
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Graf 7: S-plot pre JI 64 a JI 92(a — tvar S-plotu, b — vybrand
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z S-plotu s markermi u nedormantnych odréd).
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Tabulka 8: Markery dormancie vygenerované na zaklade PCA analyzy pre J164 a JI 92
(za podmienok negativ, matrica, TH 100 000)

167,0612 284,1031 334,1313 361,1389 403,1535 437,1497 474,1606 525,1917
168,0575 295,1043 335,1338 362,1128 409,152 438,1505 475,1604 536,1896
181,0765 296,1097 336,1078 362,1563 410,1512 439,159 476,1512 537,1929
182,0727 297,1038 336,1533 363,1557 411,1478 447,1543 486,1617
192,052 307,1034 337,1553 372,1418 412,1504 448,1558 487,1605
194,0771 308,1137 338,1042 373,1481 415,1548 449,1539 488,1607
195,0536 309,1079 346,1368 374,1394 422,1467 450,1587 489,159
195,1002 320,114 347,1379 375,1392 423,153 451,1554 498,1828
209,0638 321,112 348,1117 376,1563 424,1518 460,1566 499,1624
258,0964 322,1113 348,1528 385,147 425,1482 461,1538 500,1883
270,1012 323,112 349,1421 386,1431 427,1576 462,1591 501,1882
281,0999 324,1087 350,1348 389,1538 434,1506 463,1533 512,1892
282,1041 324,1531 359,1391 397,1519 435,1518 472,1543 513,1902
283,1028 333,1098 360,1418 398,1442 436,1507 473,156 524,1901

Vo vyssie uvedenej Tabulke 8 si zhrnuté markery dormancie z merani pri odrodach JI
64 alJl 92. Mnohé znich st zhodné s markermi dormancie, ktoré boli ziskané z S-plotu
z PCA analyzy nasadenej na vSetky odrody hrachu, ktoré boli uz spomenuté v kapitole 4.2.1.
Ich Strukturu sa napriek snahe doposial’ nepodarilo objasnit’. Pre vSetky markery z vysSie uve-
denej tabul’ky plati, Ze sa so zvySenou intenzitou nachadzaju u JI 64, a v malej alebo Ziadne]
intenzite u JI 92 pri vSetkych opakovaniach MALDI-MS analyz. V S-plotu (pre JI 64 a JI 92)
sa opakovane objavuje aj uz spominany marker s m/z 427,3823. Z jeho stradnic vyplyva, ze
sa moze jednat o marker, ktory je typicky pre dormantné osemenia, avsak na samotnej do-
rmancii sa moze podielat’ len s malou hladinou vyznamnosti. Jeho pripadna $truktira bude
diskutovana v d’alSej Casti prace.

Medzi vyznamné nedormantné markery, ktoré boli stcastou vyrezu z S-plotu, patrilo

velké mnozstvo i6nov s m/z nad 700.
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Vysledky PCA analyz dat s Marker Intensi-
ty Threshold 10 000:

Pri pouziti hodnoty TH 10 000 bolo
opat’ dosiahnuté delenie zvolenych
dvoch odréd podla dormancie ako vi-
diet v Grafe 8. Odlahly bod JI64-
negative-04 opét’ nebol vyluceny pred
vytvorenim  S-plotu, ktorého tvar
arozlozenie merkerov je zobrazené
v Grafe 9. Pripadné vylucenie tohto
bodu by neovplyvnilo zoznam vysled-

nych markerov dormancie.
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Graf 8: PCA analyza pre JI164 a J1 92
V hegative, s matricou a pri TH 10 000.
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S-Plot (Nondormant = -1, Dormant = 1)
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Obrazok 20: Markery dormancie pri TH 10 000 z dat pre vsetky odrody V negativu a S matricou

V prvej kapitole bolo spomenuté, ze hodnota TH 10 000 bola zaujimava z hl'adiska delenia
odrdéd podl'a dormancie, a jednotlivé data odrod v nej tvorili klastre. Na Obr. 20 st vyobraze-
né markery dormancie ziskané za podmienok analyz uvedenych vo vysSie spomenutej kapito-
le z dat pre vsetky odrody. Je podstatné, ze st zhodné s markerami dormancie ziskanymi za
analogickych podmienok avsak len u odrod JI 64 a JI 92. Tieto markery sa daju povazovat’ za
idedlne (splitujuce pravidlo zvySené¢ho obsahu u vSetkych opakovanych merani dormantnych
odrod oproti vSetkym meraniam odrod nedormantnych), pretoze sa nachadzaji vo zvysenej
intenzite u dormantnej odrody JI 64 a su vyrazne potlacené u odrody JI 92. Tabulka 9 zhiha

vsetky najdené idealne markery dormancie v odrodach pre JI 64 a JI 92.

Tabulka 9: Markery dormancie pre Jl 64 a JI 92

411,3865 428,3889 442,3934 483,4406
425,3927 437,4033 455,418 493,3677
427,3875 441,3973 456,4156 529,4518

Elementarne zloZenie markerov bolo navrhnuté pomocou aplikacie Elemental compo-
sition v programe MassLynx 4.1. Pri urCovani odchylky tychto latok sa vychadzalo
z hmotnostnych spektier, ktoré boli korigované automatickou LockMass korekciou

s referen¢nymi hodnotami ¢erveného fosforu meraného v LockMass skenu v priebehu analy-

zy.
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Do uvahy boli braté¢ vSetky molekulové vzorce latok na vystupe z danej aplikacie
s odchylkou maximalne do 15 ppm. Pomocou webovej aplikdcie ChemSpider, ¢i databazy
SciFinder boli postupne preverené vSetky dormantné markery. K vac¢Sine navrhnutych mole-
kulovych vzorcoch, pripadne priamo k hodnote m/z, neboli v databazach priradené Ziadne
Struktary. Medzi vygenerovanymi vzorcami s odchylkou pod 15 ppm boli aj také, ktoré mali
zlozenie [CyH,O, - H]". Vzhl'adom na to, Ze sa jednalo 0 priamu analyzu najvrchnejSej Casti
osemenia je mozné, Zze dané iony odpovedaji hydroxylovanym vysSim mastnym kyselinam,
ktoré byvaju typické pre kutikuldrne vosky, ¢i iné latky v rastlinnom tele, ktoré boli diskuto-
vané taktiez v teoretickej Casti. Jednotlivé Struktiry priradené k markerom dormancie z dat
pre JI 64 alJl 92 su v Tabulke 10. ZvySena koncentracia vysSich mastnych kyselin
v povrchovej vrstve osemenia u dormantnych odréd by zvySovala hydrofobne vlastnosti ose-
menia, vd’aka ktorym, by bola stazena vstupna cesta pre vodu smerom k embryu v porovnani
s nedormantnymi typmi osemenia. Hydrofébnost' osemenia by mohla byt zvySena vytvore-
nim sietovanej alebo rozvetvenej struktiry medzi jednotlivymi vys$§imi mastnymi kyselinami

vd’aka pritomnosti jednej alebo viacerych hydroxylovych skupin.

Tabulka 10: Navrhnuté Struktury pre niektoré markery dormancie

Marker , ,
dormancie [M - H]- Presnd hodnota  Odchylka Néazov navrhnutej Struktary

. m/z [M - H]- vV ppm
a jeho m/z
411,3865 CyH5103 411,3839 11,4 kyselina hydroxyhexakosanova
425,3927 Cy7H5303 425,3995 10,1 kyselina hydroxyheptakosanova
427,3875 Cy¢H510, 427,3787 12,2 kyselina dihydroxyhexakosanova
4374033 CysHe:0s 4373995 10,7 kyselina hyd_roxyoktakOSenqva, prlpadne

kyselina oxooktakosanova

441,3973 Cy7Hs530, 441,3944 13,4 kyselina dihydroxyheptakosanova

455,418 CogHs504 455,41 13,6 kyselina dihydroxyoktakosanova
483,4406 C3oH590, 483,4413 12,9 kyselina dihydroxytriakontanova
529,4518 C31H6106 529,4468 11,9 kyselina tetrahydroxyhentriakontanova
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Obrazok 21: Hmotnostné spektrum markeru 411,3865 a jeho intenzita v odrode JI 92 a JI64

J164-negative-03AFAMM 176 (3.791) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (10:177) 1: TOF MS LD-
411.1417 1.69e5
100~
Single Mass Analysis
Tolerance = 10.0mDa / DBE: min =-1.5, max = 50.0
Element prediction: Off
Number of isotope peaks used for i-FIT = 3
Moroisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
497 formula(e) evaluated with 5 results within limits (up to 50 best isotopic matches for each mass)
Elements Used:
B Mass | Calc.Mass_| mDa | PPM | DBE [ Formula [i-Fr_[i-FT Norm [ Fit Conf% |
[M_H]- 4113885 4113865 20 49 60 (29 H49 N 1459 1078 3404
4113838 114 15 C26 Hsl 03 1464 1583 2054
4113037 52 126 20 C23 H49 N5 O 1465 1692 1841
411.3885 4113825 60 146 20 C24 H49 N3 O2 1467 1921 1464
4113951  -66 -160 15 (25 HSL N2 O2 1469 2091 1236
P
o 411.4748 2115123 411.6172411,6853__411.8237 411.8540
T T T T T
411.000 411.200 411.400 411.600 411.800
1: TOF MS LD-

JIB4-negative-03AFAMM 176 (3.791) Cm (10:177)

411.1591

1.83e5

100+
Intenzita markeru 411,3865 pre jednotlivé merania u odréd JI 92 a JI 64
o4 64— Jied
- _Jl64
L laee  yee  gez 92
411.3855
T T T T T m/z
411.000 411.200 411.400 411,600 411,800

Obrazok 22: Hmotnostné spektrum markeru 425,3927 a jeho intenzita v odrode JI 92 a J164

J164-negative-03AFAMM 176 (3.791) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (10:177) 1: TOF MS LD-
100- 425.1460 1.52e5
Single Mass Analysis
Tolerance = 10.0mDa / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Element prediction: Off
Number of isotope peaks used for i-FIT = 3
Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
527 formula(e) evaluated with 5 results within limits (up to 50 best isotopic mtches for each mass)
Elements Used
Mass | Colc Mass | mDa [ PPM | DBE | Formula [i-Fmm [i-FIT Norm | FitConf% | C
4354038 4254022 16 38 60 C30 HSL N 930 1051 3496 30
| IS 4253995 101 15 27 H53 03 935 1517 2195 27
4254094 56 -132 20 €24 H51 N5 O 938 1809 1637 2
4253081 57 134 20 (25 HSL N3 O2 938 1853 1568 25
4254107 69 -162 15 €26 H33 N2 02 942 2203 1105 %
[M-H]
4253676 425.4038
425.2984 N
| 425.4925 425.5981
0 T T T T T T T m/z
425.100 425.200 425.300 425.400 425.500 425.600
J164-negative-03AFAMM 176 (3.791) Cm (10:177) 1: TOF MS LD-
425.1479 1.52e5

100~
Intenzita markeru 425,3927 pre jednotlivé merania u odréd JI 92 a JI 64
i woa— e e O
i e wez  mez N2 7
425.3093 425 4047
0 T m/z

425,100 425,200

425,300 425.400 425500 425.600
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Obrazok 23: Hmotnostné spektrum markeru 427,3875 a jeho intenzita v odrode Jl 92 a J164

JI64-negative-03AFAMM 176 (3.791) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (10:177) 1: TOF MS LD-
427.1230 1.45e5
100
427.1531 ) )
Single Mass Analysis
Tolerance = 10.0 mDa / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Element prediction: Off
Mumber of isotope peaks used for i-FIT = 3
_ Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
[M -H] 532 furrntu:;(e) evaluated with 7 resuits \;mmn limits (up to 50 best isotopic matches for each mass)
4273839 Elements Used:
| 2 Mass | Calc.Mass | mDa | PPM [ DBE [ Formula [[i-rr [i-FT Norm | Fit Conf %
427.3839 4273814 25 58 60 (C29 H4 N O 721 1409 2444
427.3801 38 8.9 6.5 C27 H47 N4 724 1674 18.74
427.3886 -47 -11.0 20 (23 H49 N5 02 725 1797 16.59
427.3787 52 122 15 (C26 H51 04 727 1969 13.96
427.3900 -61 -143 15 (25 H51 N2 03 729 2195 1114
427.3774 6.5 152 20 (24 H49 N3 03 73.0 2308 9.95
427.3141
0 | 427.4822 427.5324 427.5781 miz
427.100 427.200 427.300 427.400 427.500 427.600
JI64-negative-03AFAMM 176 (3.791) Cm (10:177) 1: TOF MS LD-
427.1248 1.47e5
100
427.3823
39"
T T T T T T T T T T T T m/z
427.100 427.200 427.300 427.400 427.500 427.600
Intenzita markeru 427,3875 pre jednotlivé merania u odréd JI 92 a JI 64
L [
—_JI64
192 o0 ae2 92~
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Obrdzok 24: Hmotnostné spektrum markeru 437,4033 a jeho intenzita v odrode JI 92 a JI64

J164-negative-03AFAMM 176 (3.791) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (10:177)

437.1494

1: TOF MS LD-
1.50e5

1007
Single Mass Analysis
Tolerance = 10.0mDa / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Element prediction: Off
Number of isotope peaks used for i-FIT = 3
Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
557 formula(e) evaluated with 7 results within limits (up to 50 best isotopic matches for each mass)
Elements Used:
Mass | Calc Mass | mDa | PPM [ DBE [ Formula [i-Fr_[i-FT Nom [FitConf% |
u E,‘gr 4374042 4374022 4.6 70 (31 H51 N 1767 1464 2313
4374067 -57 -15 (22 H53 N4 04 176.5 1326 26.56
4373995 47 107 25 (28 H53 O3 177.2 1982 13.78
437.4094 -119 3.0 (25 H51 N5 O 1773 2062 1272
437.3981 139 3.0 (26 H51 N3 02 1775 2324 979
N 4374107 -149 25 (27 H53 N2 02 1777 2458 856
437.2623 [M-H]
437.4042
436.8829 437.3476 437.53690
/ i 4374733 7 437.6906 437.7923 437.8279
0 T m/z
437
J164-negative-03AFAMM 176 (3.791) Cm (10:177) 1: TOF MS LD-
1.50e5

1007

%

437.1501

Intenzita markeru 437,4033 pre jednotlivé merania u odréd JI 92 a JI 64

000,437 407

5.682¢-00

437

55

. 64 Jiea
J',_E?LL” B T Jle4
Q2 w2 w92 ne
437.4015
mi/z




Obrdzok 25: Hmotnostné spektrum markeru 441,3973 a jeho intenzita v odrode JI 92 a J164

JI64-negative-03AFAMM 176 (3.791) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (10:177) 1: TOF MS LD-
441.1435 1.54e5
100
Single Mass Analysis
Tolerance = 10.0 mDa / DBE: min =-1.5, max = 50.0
Element prediction: Off
Number of isotope peaks used for i-FIT =3
Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
563 formula(e) evaluated with 8 results within limits (up to 50 best isotopic matches for each mass)
Elements Used
o Mass | Calc. Mass | mDa | PPM | DBE | Formula [-pm [i-pm Norm [Fitconf% [ C
L= 4414003 4413971 32 72 60 C30 HSLN O 1296 1559 2103 30
M-HT 4414043 <40 -91 20 C24 HSL N5 02 1207 1614 1091 2
[ - ] 4413057 46 104 65 (28 HA9 N4 1209 1866 1547 28
4414056 53 -120 15 (26 H53 N2 03 1300 1999 1355 2%
441.4003 4413084 134 15 C27 H53 04 1302 2177 1134
4413030 73 165 20 C25 HSL N3 03 1306 2508 814 2
441.2867 541.3263
0 \ 441.4719441-5112 441 5764 4416543 441.7443 -
441.000 441.200 441.400 441.600 441.800
JI64-negative-03AFAMM 176 (3.791) Cm (10:177) 1: TOF MS LD-
441.1367 1.67e5
100
BQ_
441.3984
0 T T T T T m/z
441.000 441.200 441.400 441.600 441.800
Intenzita markeru 441,3973 pre jednotlivé merania u odréd JI 92 a JI 64
Marker 4413909 JI 64 285¢
jeq o 64
7 T-l1e4
192 J192 J192 92
o - — —— — Samples

56




Obrdzok 26: Hmotnostné spektrum markeru 455,418 a jeho intenzita v odrode JI 92 a JI64

JIB4-negative-03AFAMM 176 (3.791) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (10:177) 1: TOF MS LD-
455.1478 1.70e5
100~
Single Mass Analysis
Tolerance = 10.0mDa / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Element prediction: Off
Number of isotope peaks used for i-FIT = 3
Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
597 formula(e) evaluated with 8 results within limits (up to 50 best isotopic matches for each mass)
Elements Used:
" [M-H] e Lo e e o [onc o Lo o [pcor | 2
45541 52 4554199 -37 -81 20 (€25 H53 N5 02 1332 1551 2119 25
4554114 438 105 65 (29 H51 N4 1336 1924 14.60 29
4554213 -51 -112 15 (27 H55 N2 03 1336 1.928 1455 27
4554100 1339 2239
455.4087 75 165 20 (€26 H53 N3 03 1342 2567 768 26
455.3029 455.3474
0 { 4554757 4555220 455 5144 455 6407 555-72;19/2
" 455000 | 455.100 455,200 455300 455400 455500 455600 | 455700
JI64-negative-03AFAMM 176 (3.791) Cm (10:177) 1: TOF MS LD-
455.1458 1.74e5
100~
-é.c_’_
455.4208
T T T T T T T T T T T ™ m/z
455.000 455.100 455,200 455.300 455.400 455.500 455.600 455.700

Intenzita markeru 455,4180 pre jednotlivé merania u odréd JI 92 a JI 64

Markss (0.00.455 4181 J|64 5.2042+000
Je4a _——  T—_Jl64
e T Ji64

%

3JI92 3192 3192 J|9%_

Sampies
H ]

57



Obrazok 27: Hmotnostné spektrum markeru 483,4406 a jeho intenzita v odrode JI 92 a J164

58

JI64-negative-03AFAMM 176 (3.791) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (10:177) 1: TOF MS LD-
483.1597 1.51e5
100
Single Mass Analysis
Tolerance = 100 mDa / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Element prediction: Off
Number of isotope peaks used for i-FIT = 3
Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
667 formula(e) evaluated with 8 results within limits (up to 50 best isotopic matches for each mass)
Elements Used:
o Mass Calc. Mass | mDa | PPM | DBE | Formula [i-pr [i-FTNorm [Fitconfs | €
LI 4834474 4834440 34 70 60 C33HSTNO 1295 1582 2055 33
483.4512 -38 -79 20 (€27 H57 N5 02 1295 1587 2045 27
483.4427 47 97 65 (31 H55 N4 1298 1890 1511 31
483.4526 -52 -108 15 (€29 H59 N2 O3 1299 1965 14.02 29
[M-H] o e
483.3208 483.4474
. | | 4835453 43 5gq 4836377 4837227 455 gogy ”
4831100 | 483200 | 483300 483400 = 483500 483600 = 483700 | 483.800  483.900
JI64-negative-03AFAMM 176 (3.791) Cm (10:177) 1: TOF MS LD-
483.1693 1.51e5
100
Intenzita markeru 483,4406 pre jednotlivé merania u odréd JI 92 a JI 64
71 64
Jl64 164
o . - J1 64
= % -
92 J192 9192 9192
- - . , svmes
483.4525
0 T T T T T T T T T T T m/z
483.100 483.200 483.300 483.400 483.500 483.600 483.700 483.800 483.900
Obrazok 28: Hmotnostné spektrum markeru 529,4518 a jeho intenzita v odrode JI 92 a J164
J164-negative-03AFAMM 176 (3.791) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (10:177) 1: TOF MS LD-
100- 529.1755 1.04e5
single Mass Analysis
Tolerance = 10.0 mDa / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Element prediction: Off
Number of isotope peaks used for i-FIT = 3
Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
788 formula(e) evaluated with 9 resutts within limits (up to 50 best isotopic matches for each mass)
Elements Used:
Mass | Calc Mass | mDa | PPM [ DBE [ Formula [i-Fr [ i-FIT Norm [ FitConf% | €
5294495 386 6.8 60 C34 H59 N 03 920 1878 1530 34
[ ] EE‘ 5294567 -36 -68 20 (28 H59 N5 04 919 1779 16.88 28
529.4580 -49 -93 15 (30 H6l N2 05 922 2146 11.69 30
5294482 49 9.3 6.5 €32 H57 N4 02 923 2201 11.07 32
% K €31 H61 06 X
529.4607 -76 -144 6.0 (33 H59 N3 02 930 2934 532 33
529.3267 529.3672 [M'H]
i 529.4531
‘ ‘ 529.5380 529.6324 529.7150 529.7683
m/z
529.100 529.200 520300 = 520400 529500  529.600 529700
J164-negative-03AFAMM 176 (3.791) Cm (10:177) 1: TOF MS LD-
100- 529.1671 1.08e5
Intenzita markeru 529,4518 pre jednotlivé merania u odréd JI 92 a JI 64
Warker (0.00,520.4575) ™
100 e JI 64
g4 T e
/ T
/ N
=] * / \
JI197 AN
il 92__3' 92 JI192 \. B
03—
1 2 3 4 s ] 7 8 9
529.4536
T T T T T T T T m/z
529.100 529.200 529.300 529.400 529.500 529.600 529.700



Medzi markermi v datach, ¢i uz pre vSetky odrody alebo len pre JI 64 a JI 92, sa nasli aj hmo-
ty s hodnotami m/z 255,2352; 271,2307; 287,2266, ¢i 283,2683. Na konci kazdej analyzy
vSak nikdy nevystupovali ako markery dormancie. Pri blizSom nahl'ade do hmotnostnych
spektier boli pritomné pri kazdej odrode. Podl'a analogického sposobu ako u dormantnych
markerov vyssie bola pre tieto hmoty navrhnutd Struktara. Je mozné, Ze sa jedna tieZ o vysSie
mastné kyseliny avSak s mensim po¢tom atomov uhlika, teda kyselinu palmitova ([M - H] s
m/z 225,2324) a jej mono a dihydroxyderivaty ([M - H] s m/z 271,2273 a 287,2222), ¢i kyse-
linu stearova ([M - H] s m/z 283,2637). Aj ked’ tieto kyseliny nevystupovali medzi markermi
dormantnymi, mézu byt istou mierou zodpovedné za ovplyviiovanie fyzikalnej dormancie

semien, pretoze sa jedna tiez o nepolarne Struktury.

Obrazok 29: Hmotnostné spektrum markeru 255,2352

J192-negative-04AFAMM 174 (3.743) Cm (5:179) 1: TOF MS LD-
100+ 255.0857 3.926
[B% Elemental Composition - ) [ Sl
File Edit View Process Help ]
H| mlejE| & M| B X

Single Mass Analysis -
Tolerance = 10.0mDa / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Element prediction: Off

Number of isotope peaks used for i-FIT =3

Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons

I

n 39-* 219 fermula(e) evaluated with 4 results within limits (up to 50 best isotopic matches for each mass)
Elements Used ~
Mass | Calc Mass | mDa | PPM | DBE | Formula [i-AT | i-FIT Norm [ Fitconf% | C |
2552348  255.2324 24 94 15 Cl16 H31 02 2556 0830 43.60 16
2552311 37 145 20 Cl4 H29 N3 O 2558 1061 3460 14
2552423 75 -294 20 CI3 H29 N5 2568 2046 1293 13
254 9554 255.2366 2552436 -88 -345 15 CIS H31 N2 O 2572 2422 8.88 15
T T T T T T T T T T T T T T m/z
254.900 255.000 255.100 255.200 255.300 255.400 255.500 255.600
J192-negative-04AFAMM 174 (3.743) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (4:179) 1: TOF MS LD-
X2 255.0857 3.92e6
100+ Py
[e]
/\/\/\/\/\/\/\)J\O>
255.0310 Chemical Formula: C,(H;,0,
Exact Mass: 255,23
=
254.9525 gg\gégﬂa
255.199@ :
254.8900 | ‘ 255.2777.255.3045  255.4313 2°>-4699 255.5350 2556138 -
T T T T T T T T T T T T T T T T T
254.900 255.000 255.100 255.200 255.300 255.400 255.500 255.600
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Obrazok 30: Hmotnostné spektrum markeru 287,2266

J192-negative-04AFAMM 174 (3.743) Cm (5:179) 1: TOF MS LD-
287.0881 2.80e6
1007
Single Mass Analysis 1
Tolerance = 10.0mDa / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Element prediction: Off
Number of isotope peaks used for i-FIT = 3 E
Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
267 formulafe) evaluated with 6 results within limits (up to 50 best isotopic matches for each mass) .
Elements Used 1
S Mass | Calc.Mass | mDa | PPM [ DBE | Formula [i-FT_[i-FITNorm [ FitConf% | C
2872251 2872249 02 07 60 Cl9 H29N O 2754 1383 2509 19
2872236 15 52 65 C17 H27 N4 2754 1429 2395 17
287.2263 287.2222 29 .1 15 Cl6 H31 04
2872209 42 146 20 Cl4 H29 N3 03 2758 1804 1647 14
2872321 -70 -244 20 (13 H29 N5 02 2765 2546 784 13
2872335 -84 -292 15 C15 H31 N2 03 2769 2936 531 15
0 T m/z
287
J192-negative-04AFAMM 174 (3.743) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (4:179) 1: TOF MS LD-
287.0866 2.78eb
1007
OH [¢]
HOV\/V\)\/W\)L -
[¢]
Chemical Formula: C;;H;,0,
o Exact Mass: 287,22
[ IR ~
[M-H]
287.0302 287.2251
286.911% 286.9594
o L 287.2773 2873459587 4083 2g7.5319  287-6574 267.7323,57 770

287

Obrazok 31: Hmotnostné spektrum markeru 283,2683

J192-negative-04AFAMM 174 (3.743) Cm (5:179) 1: TOF MS LD-
283.0855 2.94e6
1004
Single Mass Analysis
Tolerance = 10.0mDa / DBE: min =-1.5, max = 50.0
Element prediction: Off
Number of isotope peaks used for i-FIT = 3
Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
259 formula(e) evaluated with 4 results within imits {up to 50 best isotopic matches for each mass)
Elements Used:
LIS Mass Calc. Mass | mDa | PPM | DBE | Formula i-FIT_|i-FIT Norm | Fit Conf % €
283.2637 - . . C18 H35 02
2832624 35 124 20 Cl6 H33 N3 O 2225 1039 3540 16
2832736 77 -272 20 C15 H33 NS 2235 2122 1198 15
283.2749 90 -318 15 (17 H33 N2 O 223.9 248 833 17
283.1939
0 T T T T T T m/z
283.000 283.200 283.400 283.600
J192-negative-04AFAMM 174 (3.743) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (4:179) 1: TOF MS LD-
283.0928 2.68e6
1004
(o}
/\/\/\/\/\/\/\/\)}\d
< 283 0349 Chemical Formula: C,¢H; 0,
< Exact Mass: 283,26
282 9519282.9678 283.1018 [M-H]
. ‘283.‘2659 383.3268 383.4131 283.5949 283.6450 283.7576 .
T T T T T T T
283.000 283.200 283.400 283.600
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4.3.2. Analyza osemenia J164 a JI92 v negativnom méde bez pouZitie matrice

Tento typ analyzy potvrdil, Ze roztok matrice neovplyviiuje vyrazne zoznam markerov.
Proces pokrytia osemenia matricou a jej rozpustadlom nespdésobuje zdsadné zmeny v profi-
loch ziskanych markerov. Graf 10 porovnava intenzitu dormantnych markerov pritomnych v
MS spektrach ziskanych ionizaciou negativnymi potencialmi s pouzitim a bez pouzitia matri-
ce 3-aminochinolinu. Intenzita markerov je pri oboch typoch analyz vzdy zvySend
u dormantnej odrody JI 64 oproti nedormantnej odrode JI 92. V grafe s pre vybrané markery
vynesené pomery intenzity signalu k intenzite zakladného (najintenzivnejsieho) piku v spektre
(vyjadrené v percentach 100* Iy arkeru/Igpi). POdobne v grafe 11 st vynesené pomery intenzity
najden¢ho markeru k celkovému idénovému priadu, teda sume intenzity vsetkych signalov

\Y SpEktre (100*|markeru/ZI).

V oboch grafoch je zrejmé, Ze sledované parametry nadobudaju vyrazne vyssich hodnot u
dormantnej odrody J164 oproti JI92. To potvrdzuje vyznam tychto markerov pre dormanciu

semien.

Graf 10: Porovnanie intenzity (%BPI) vybranych markerov dormancie v odrodach JI 64 a Jl
92 pri MALDI-MS analyzach prevedenych s a bez matrice v negativnom mode.

B s matricou M bez matrice

% BPI

Jled  JI92 | Jie4 JI192 | Jied 192 | Jled JI92 | Jie4  J192

J1e4  JI92

411,3865 427,3875 437,4033 | 441,3973 455,418 469,425

Vybrané markery dormancie v odrodach JI 64 a JI 92
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Graf 11: Porovnanie intenzity (%TIC) vybranych markerov dormancie v odrodach JI 64 a

JI 92 pri MALDI-MS analyzach prevedenych s a bez matrice v negativnom mode.

% TIC

M s matricou M bez matrice

0,06

0,05

0,04

Jle4  JI92 | Jie4  JI92 | Jie4 JI92 | Jie4 JI92 | Jie4 JI92 | JIe4 JI92

411,3865 427,3875 437,4033 441,3973 455,418 469,425

Vybrané markery dormancie v odrodach JI 64 a JI 92
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4.4. Vysledky z hexan-petroléterovy extraktov

Vysledky MALDI-MS analyzy hexan-petroléterovych extraktov dopadli rozporuplne.
Boli pripravené extrakty z osemenia JI 92 atiez JI 64 a analyzované v negativnom mode
s matricou a tiez aj bez nej. Cielom mala byt extrakcia nepolarnych latok, medzi ktorymi by
mohli byt’ aj mastné kyseliny. Extrak¢na zmes bola zalkalizovana pomocou roztoku hydroxi-
du sodného podporujic pripadné zmydelnenie. Pri oboch odrodach boli ziskané hmotnostné
spektra, v ktorych boli cielene vyhl'adavané idny s m/z s navrhnutou Struktirou vyssich mast-
nych kyselin. Ich profil je zobrazeny na Obrazku 32. Hodnoty m/z, ktoré by odpovedali sa
Vv spektrach nevyskytovali. Vynimkou bola hmota s m/z 441,3932, ktora zlozenim odpovedala
deprotonovanej kyseline dihydroxyheptakosanovej. Bola pritomna len v extrakte
u dormantnej JI 64 (s odchylkou 2,7 ppm od presnej hmoty) avsak so slabou intenzitou. Vyrez
Z hmotnostného spektra extraktu JI 64 s danou hmotnou je zobrazeny na Obrdzku 33. Nepri-
tomnost’ vysSich mastnych kyselin v nepolarnych extraktoch mohla byt spdsobena nedokona-
lym spésobom prevedenia extrakcie, ¢i samotného zmydelnovacieho kroku, bez predchadza-

jucej optimalizacie.

JI192-EXTRAKT-HEXAN-ETER-18-02-2015-NEGATIV-MATRICA 34 (0.592) AM (Gen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Gm (2:174) TOF MS LD-
615 1.91e3
100
614.3407
[ el
313.0829
257.0482 389.3619 551.0170  [816.7092
243.0252. ~ 415.0986
241.0521
107.8044 N 530.0668 7259718
6832043 1037 1754 1190 3634
840.1349 058, 1588
m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
JI84-EXTRAKT-HEXAN-ETER-18-02-2015-NEGATIV-MATRICA 73 (1.253) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (3:174) TOF MS LD-
1139.0525 35083
100
. 1140.8076
]
1142.2684
1142.6505
148 0gey 232.5264257 0125 3962979 154 0031 5847471 | 1144.3887
\227.0358. : 8012010 7400057  g38.4645 9164731  1017.0495 1146.8104
I 7
N il Iu\ll\lll sl L, n i il miz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Obrazok 32: Profil hmotnostnych spektier ziskanych z nepolarnych extraktov ose-
menia JI 64 a JI 92 (podmienky merania: negativ, s matricou).
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J192-EXTRAKT-HEXAN-ETER-18-02-2015-NEGATIV-MATRICA 34 (0.592) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (2:174) TOF MS LD-
441.1088 194
100
(a) 441.2800
EE'
4410225 441.0837
~
441.1759
441.3200
441.4648 441 7664
0 T | m/z
441
JI64-EXTRAKT-HEXAN-ETER-18-02-2015-NEGATIV-MATRICA 73 (1.253) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (3:174) TOF MS LD-
4411172 893
100 N
(b) [M-H]
441;3932 Single Mass Analysis
Tolerance = 10.0mDa / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Element prediction: Off
440.9438 441.3025 Number of isotope peaks used for i-FIT = 3
441.1580 Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
sl 4410319 1406 formula(e) evaluated with 5 results within limits {up to 50 closest results for each mass)
Elements Used:
440.8430 Mass ‘(al: Mass ‘ mDa ‘PPM ‘DEE ‘Fmrmula ‘i—FlT ‘ i-FIT Norm ‘Fn Conf % ‘ C
rs 441 2563 4413932 4413930 0.2 0.5 20 €25 H51 N3 03 170 1193 3032 25
4413944 -12 -27 15 (€27 H53 04 171 1.291 27.51 27
4413957 -25 -57 65 (28 H49 N4 174 1551 2119 28
441 1989 4413971 -39 -88 60 C30HSINO 177 1.842 15.85 30
4413845 87 197 65 (€29 H49 N2 O 188 2970 513 29
0 T m/z
441
(o]
(c) i
Obrazok 33: Vyrez z hmotnostnych spektier °
extraktov ziskanych z osemenia nedormantnej HO.
a dormantnej odrody
(@ - hmotnostné spektrum extraktu osemenia Jl
92, b — hmotnostné spektrum extraktu osemenia
JI 64, ¢ — struktura deprotonovanej kyseliny di-
hydroxyheptakosdnovey) HO
Chemical Formula: C,,Hg;0,
Exact Mass: 441,39
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4.5. Laserova mikrodisekcia osemenia

Laserova mikrodisekcia je metoda, ktora sa pouziva na ziskanie Casti — jednotlivych bu-
niek, z rastlinnych pletiv, ¢i zivo¢iSnych tkaniv. Tato preparovacia metoda je prepojena s mik-
roskopom a jednotlivé vyrezavané utvary pomocou laseru z tkaniv byvaju zachytené na vicku
mikroskiimavky s adhéznym povrchom. Zo ziskanych casti sa méze vyizolovat DNA, RNA
alebo proteiny na genomické Studie, Studie génovej expresie, ¢i na ziskanie spektier
Z proteinov obsiahnutych v danych bunkach®. Cielom tohto experimentu bolo ziskat” hmot-
nostné spektrd metdédou MALDI-MS z prie¢neho profilu osemenim s dérazom na jednotlivé
vrstvy osemenia. Vzhl'adom na ¢asovll naro¢nost’ experimentu sa podarili ziskat’ hmotnostné
spektra len z najvrchnejs$ej Casti osemenia. Laserova preparacia vrstvy osemenia zahrnujuc
kutikulu a len malu ¢ast’ parenchymatickych buniek vychadzala z prie¢neho kryorezu odrody
VIR 320. Velkosti analyzovanych Casti osemenia sa pohybovali v rozmeroch 250x30 um. Na
Obrazku 34 su zachytené fazy s touto ¢ast’ou osemenia pred samotnou MALDI-MS analyzou.
Hmotnostné spektra boli ziskané za podmienok pouzitia prislusnych matric v kladnom

a zapornom ioniza¢nom mode. Ich profily st zobrazené na Obrdzku 35 na nasledujlcej strane.

Vzhladom k malému poctu vzoriek nebola zatial’ jednozna¢ne objasnend identita idnov
pritomnych v tychto mikrovzorkach. Na interpretacii ziskanych spektier sa v stcasnej dobe
pracuje. Pritomnost’ jednotlivych signalov bude potrebné este potvrdit’ d’al§imi experimentami
s mikrodisekciou. Z hl'adiska metodologie vSak ziskané vysledky jednoznacne potvrdzuju, Ze
je mozno pripravit’ cielene mikrovzorky (kasky pletiv) obsahujuce len niektoré typy buniek
s vel’kostou v desiatkach az stovkach mikrometrov, tieto vzorky naniest na MALDI plate a
ziskat'  hmotnostné  spektra
vyuzitelné pre stadium zloze-
nia jednotlivych casti oseme-
nia.

Obrazok 34: Nahlad na najvrchnejsiu
Cast osemenia pomocou mikroskopu
(A — cast osemenia s rozmermi 250x
30 um na adhéznom vicku mikrosku-
mavky, B,C - Cdast osemenia na
MALDI spote spriemerom 2,5 mm,

D — Ccasti osemenia po nanesent
a vykrystalizovani matrice).
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(b)

(c)

(d)

VIR-320-LASER-MIKRODISEKCE-16-02-2015-NEG-MATRIX-MS02 170 (2.892) Cm (107:175)

TOF MS LD-

313.0721 1.2063
1004 1079.2028
1077.7539
323.0750
4
e
207.0558 2910000 413.1183
181.0914 459.1070
7 744.3706 1081.1553
57.6006 53227T17567.1720 67 1458 9425466 1519 3890
s _771.3551 10832965
0 m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
VIR-320-LASER-MIKRODISEKCE-16-02-2015-NEG-MS 119 (2.030) Cm (108:175) TOF MS LD-
313.0644 46563
100
e\ﬂ’
357.0589 401.0790
e
121.0302 223.0227
505.1139
209.0406. 10y 8621680 7104654
: S 845.2180912.2173 11913230
yl YN N "
o " ; L ‘ " | | iz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
VIR-320-LASER-MIKRODISEKCE-16-02-2015-POS-MATRIX-MS 98 (1.674) Cm (98:176) TOF MS LD+
63.8003 2.06e3
1007
m =] 64.1599
642928
64 5837
65.0722
122.0682 312.3733  365.1188 485,253+ 827 1351 %07.7112 956 1078
o ||' TR, ‘H i‘u.l nw‘HJw‘ulm.al "‘l\"'ﬁ" VPR PRI PRIV SNRTOPRT! \nl. ||‘ b TP PU e iz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
VIR-320-LASER-MIKRODISEKGE-16-02-2015-POS-MS 105 (1.793) Cm (94:174) TOF MS LD+
127.7121 721
1001
277 8911
=]
1284037
393.8477 533.3543
128.9930 0788412 5251296
N 735.1348
696.0887
2789182 394.1683 542 1713 814.1299 861.0210
1433217 v ' 929.6885 1101.3490
69.3919 . 277.0041 _1137.3046
0 miz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Obrazok 35: Hmotnostné spektra ziskané MALDI-MS analyzou priecneho mikrorezu oseme-
nia odrody VIR 320 pri podmienkach merania: a — zdporny ionizacny méd a matrica AQ,
b — zdporny ionizacny mod a bez pouzitia matrice, ¢ - kladny ionizacny mod a matrica THAP,

d - kladny ionizacny mod a bez pouzitia matrice.
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5. Zaver

Hmotnostna spektrometria s matricou asistovanou laserovou ioniza¢nou/desorpénou tech-
nikou mdze byt vhodna metdda na priamu analyzu osemenia z hladiska Studia chemicke;j

podstaty dormancie rastlinnych semien bez zlozitej pripravy ich osemeni.

V tejto diplomovej praci bolo zistené, Ze zvolena analytickd technika dokaze v spojeni
S vhodnym Statistickym nastrojom opakovane rozliSit dormantné typy osemenia od nedo-
rmantnych v analyzach prevadzanych v negativhom ionizacnom mdde a S pouzitim roztoku
matrice 3-aminochinolinu. Pomocou tejto techniky boli vo vybranych osemeniach najdené
markery (m/z hodnoty) podl'a ich vyskytu u dormantnych, pripadne nedormantnych, odrdd

hrachu.

S vyuzitim merani presnej a spravnej hmoty sav spektrach ziskanych meranim
S negativnou ionizacii podarilo identifikovat’ niekol’ko vyznamnych markerov. Medzi vyz-
namné markery dormancie patria hydroxylované vyssie mastné kyseliny S potom atémov
uhlika od Cy do Cs;. Svojim nepolarnym retazcom mézu zvySovat celkové hydrofobne
vlastnosti osemenia a tym branit’ prieniku vody cez osemenie smerom k embryu. Medzi d’al-
Simi mastnymi kyselinami boli v MS spektrach identifikované tiez kyselina palmitova, mono-
hydroxypalmitova, dihydroxypalmitova a stearova. Do buduca je vSak nevyhnutné potvrdit

ich Struktaru d’alS§imi analyzami.

Bolo ukazané, ze MALDI-MS technika mdze byt pouzita aj na analyzu priecnych mikro-
rezov osemenia Vv spojeni s laserovou mikrodisekciou. Pilotny postup bude d’alej testovany a
pouZzity pre detailnejSi popis zloZenia jednotlivych bunkovych vrstiev v osemeni s ohladom

na dormanciu.
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Pouzité skratky:

ABA — kyselina abscisova

GA - gibereliny

BRs - brasinosteroidy

ABA-GIc — glykozilovana kyselina abscisova
GalpA — galaktopyranozyluronova kyselina
Rhap - rhamnopyrandza

RH | — rhamnogalacturonan |

THAP — trihydroxyacetofendn monohydrat
AQ — aminochinolin

Hz — jednotka Hertz
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