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Uvod

Raz sa pestuje predovSetkym v severnej oblasti mier-
neho pasma, modze byt UspeSne pestovana v suchych
a kyslych pddach, kde sa ostatnym obilninam ako je pSeni-
ca, jaémeii a ovos nedari'. Uvedené vlastnosti
v kombinacii s tym, Ze raz sa pouziva na vyrobu chleba, ju
zarad'uju medzi dolezité obilniny pre ludskd spotrebu
v niektorych &astiach sveta®.

Zasobné bielkoviny obilnin sa vyznacuju vysokym
polymorfizmom, preto sa vyuzivaji ako markery na identi-
fikaciu a diferenciaciu genotypov, pricom v porovnani
s d’alSimi markermi genetickej variability maji viaceré
vyhody. Jednou z nich je, Ze nie st zavislé od podmienok
prostredia a ontogenetickej fizy vyvinu rastliny. Metody
zalozené na analyze zasobnych bielkovin nie st tak na-
kladné z hl'adiska pristrojového vybavenia a spotrebného
materialu, ako metdédy vyuzivané na detekciu polymorfiz-
mu DNA. Vzhladom k tymto aspektom, polymorfizmus
zasobnych bielkovin v zrne obilnin je vel'mi vhodny pre
detekciu genetickej variability obilnin®*.

Majoritnou bielkovinovou frakciou zrna raze st seka-
liny, ktoré s vysoko polymorfné a méZeme ich z hl'adiska
ich aminokyselinového zloZenia rozdelit' na siru bohaté
(y-sekaliny), siru chudobné (w-sekaliny) a vysoko-
molekularne sekaliny (HMW)®.

Ciel'om naSej prace bolo charakterizovat’ elektrofore-
tické spektrum zasobnych bielkovin raze siatej prostred-
nictvom SDS-PAGE a A-PAGE.

Experimentalna ¢ast’
Rastlinny material

Na analyzu boli pouzité vzorky genotypov raze siatej,
ktoré ndm poskytla Génova banka semennych druhov Slo-
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venskej republiky VURV v Piestanoch a Génova banka
semennych druhov Ceskej republiky VURV Praha-
Ruzyné. Celkovo bolo analyzovanych 45 genotypov raze
siatej (Secale cereale L.), ktoré boli vyslachtené v strednej
Eurdpe — Ceskoslovensku (15), Pol'sku (15), Ceskej repub-
like (5) a Mad’arsku (5). Pre porovnanie odrod eur6pskeho
povodu bolo analyzovanych d’alich 5 genotypov pocha-
dzajucich zo Zvizu sovietskych socialistickych republik
(ZSSR).

Extrakcia sekalinov

Extrakcia zdsobnych bielkovin bola uskuto¢nend pod-
l'a Standardnej referenc¢nej metédy ISTA v prostredi dode-
cylsiranu sodného®. Mechanicky rozdrvené celé, suché
zrno jednotlivych genotypov bolo vlozené do 1,5 ml ep-
pendorfovej skimavky. Pred extrakciou bol pripraveny
vzdy Cerstvy extrakény roztok, ktory obsahoval 4,25 ml
zasobného roztoku (12,5 ml 1 M Tris-HCI pH 6,8; 20 ml
glycerolu; 24,1 ml redestilovanej vody; 4 g SDS; 20,0 mg
Pyroninu G) + 0,75 ml 2-merkaptoetanolu + 10 ml redesti-
lovanej vody. Na 1 mg rozdrveného zrna bolo pridanych
8 ul extrakéného roztoku. Extrakcia prebiehala pocas
30 min za stileho mieSania na magnetickej trepacke pri
teplote 100 °C. Po odstredeni pri 15000 rpm pocas
10 min, bol supernatant pipetovany do novych eppendor-
fovych skimaviek.

Elektroforeticka frakcionacia bielkovin
(SDS-PAGE)

Elektroforeticka separacia bielkovin bola realizovana
v systéme vertikdlnej diskontinualnej SDS-PAGE
(Hoefer™ SE 600 Croma), podla $tandardnej metodiky
ISTA (Wrigley, 1992). Na zaciatku bol pripraveny deliaci
gél v zlozeni 11,43 ml 1 M Tris-HCI (pH 8,8); 17,48 ml
roztoku AA-BIS (54,49 g akrylamidu a 0,72 g N,N’-
metylénbisakrylamidu v objeme 250 ml); 0,3 ml 10% (w/v)
roztoku SDS; 0,76 ml 4% (w/v) roztoku persiranu amon-
neho; 0,06 ml TEMED, ktory bol vliaty medzi sklenené
platne do vysky asi 1,5 cm od horného okraja. Na vyrov-
nanie hladiny gélu bolo pouzitych niekol’ko kvapiek buta-
nolu. Deliaci gél sa nechal polymerizovat’ asi 10 min. Na
separacny gél bol navrstveny Startovaci gél, ktory pozosta-
val z 1,236 ml 1 M Tris-HCl (pH 6,8); 8,3 ml roztoku
AA-BIS (7,29 g akrylamidu a 0,125 g N,N’-metylén-
bisakrylamidu v objeme 100 ml); 0,1 ml 10% (w/v) rozto-
ku SDS; 0,8 ml 2% (w/v) roztoku persiranu aménneho;
0,03 ml TEMED. Ako $tandard bol pouzity nizko moleku-
larny marker M3913 MW 6500—66 000 a vysoko moleku-
larny marker M3788 MW 36 000205 000 (Sigma-Aldrich,
Nemecko). Vyextrahované bielkoviny boli nanesené do
gélu v mnozstve 10 pl na jednu aplikaéna drahu. Platne
s nanesenymi vzorkami boli umiestnené do elektroforetic-
kej komory, kde sa nalial elektrodovy roztok (28,2 g glyci-
nu; 6 g Tris-HCI; 2 g SDS v objeme 2000 ml). Separacia
bola vykonana za podmienok 10 mA, 500 V a 50 W pri-
blizne 12—-13 h, pri konStantnej teplote 10 °C, pokym far-
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bicka Pyronin G nedosiahla spodnil Cast’ gélu. Z kazdej
odrody Secale cereale L. bola uskutocnend 15 zrnova ana-
lyza.

Extrakcia sekalinov pre A-PAGE

Extrakciu sekalinov sme uskutocnili podl'a Standard-
nej referencnej metddy ISTA v kyslom prostredi, priCom
sekaliny boli mechanicky extrahované z endospermu ce-
lych, suchych zin’. Pred extrakciou bol pripraveny &erstvy
extrakény roztok z 25% 2-chléretanolu a 0,05% Pyroninu
G, v ktorom boli zdsobné bielkoviny rozpustné. Na 1 mg
zhomogenizovaného zrna sa pridalo 5 pl extrakéného roz-
toku. Vzorky sa premieSali a nechali extrahovat’ cez noc
pri laboratornej teplote. Pred nanesenim vzorky do gélu sa
extrakt odstredil v odstredivke pri 12 000 rpm pocas
10 min.

Elektroforeticka frakcionécia sekalinov v A-PAGE

Elektroforeticka separacia sekalinov bola realizovana
vsystéme vertikdlnej  diskontinudlnej elektroforézy
(Hoefer™ SE 600 Series), podla tandardnej metodiky
ISTA v kyslom prostredi (Draper, 1987). Na realizaciu
tejto metddy bolo potrebné pripravit’ zdsobny roztok obsa-
hujuci 50 g akrylamidu, 2 g N,N’-metylénbisakrylamidu,
30 g mocoviny, 0,5 g kyseliny askorbovej, 0,5 g glycinu,
10 ml kyseliny octovej I'adovej doplneny do 500 ml deio-
nizovanou vodou. Samotnd priprava gélu spocivala
v priprave 49,43 ml vychladeného zasobného roztoku,
300 ul FeSO4 (0,5 g FeSO4, 40 ml vody, 5-6 kvapiek 96%
H,S0,), 120 pul 10% (w/v) roztoku persiranu amoénneho
a 150 ul TEMED.

Po polymerizacii gélu sa do jamiek nanieslo 10 pl
vzorky. Pre kazdy genotyp sa uskutocnila 5 zrnova analy-
za. Ako Standardy boli pouzité odrody pSenice letnej for-
my ozimnej Bonita a Sana. Vlastna elektroforéza prvych

Tabulka I

Laboratorni pfistroje a postupy

30 min prebiehala pri 130 V, d’al§ich 45 min pri 380 V
a zvys$ny cas pri 500 V. Delenie prebichalo po dobu dvoj-
nasobku behu Pyroninu G. Teplota bola udrziavana na 10 °C
pomocou chladiaceho zariadenia.

Farbenie gélu a vizualizacia

Vsetky frakcie sekalinov separované v SDS-PAGE
a A-PAGE boli zafarbené v roztoku pripravenom zmiesa-
nim 190ml 10% kyseliny trichloroctovej a 10 ml
0,5% Comassie Brilliant Blue R250 v etanole. Po zafarbe-
ni bolo prebyto¢né farbivo zliate a gél sa odfarboval
v destilovanej vode do bezfarebného pozadia. Elektrofore-
tické zdznamy profilov jednotlivych genotypov boli foto-
grafované a vyhodnotené pomocou dokumenta¢ného prog-
ramu Doc-It LS Image analysis UVP.

Vysledky a diskusia

Nutri¢nd a technologickd kvalita ceredlii sa hodnoti
nielen z hl'adiska obsahu bielkovin, ale predovsetkym zo
zastipenia jednotlivych bielkovinovych frakcii. VyZivna
hodnota zrna je ovplyvnena vy$sim obsahom esencidlnych
aminokyselin, kym technologickd kvalita zavisi najmd od
podielu zasobnych bielkovin, ktoré suvisia s kvalitou lep-
ku a jeho vplyvom na finalny produkt®.

Elektroforetickou separaciou zasobnych bielkovin
zrna raze v prostredi dodecylsiranu sodného (tab. I) sme
identifikovali v prvej tretine gélu vysokomolekularne pod-
jednotky sekalinov (HMW sekaliny), d’alSou frakciou boli
monomérne  prolaminy  (y-75k sekaliny, ®-sekaliny,
v-40k sekaliny), a v poslednej Casti polyakrylamidového
gélu bolo detegovanych niekol’ko subfrakcii zvyskovych
albuminov a globulinov.

V analyzovanej kolekcii 45 odrdod raze siatej sme
zaznamenali minoritny podiel vysokomolekularnych pod-
jednotiek sekalinov (8,21 %), pricom najvyssie percentual-

Zastupenie elektroforetickych subfrakcii bielkovin genotypov raze prostrednictvom SDS-PAGE a A-PAGE, ich pdvod

a viacliniovost’

Odroda Krajina ~ HMW 7,0 [%]° alb+glo L¢ y-75k o [%]" y-40k
povodu [%]* [%]° [%]° [%]®
Valtické CSK 10,86 68,72 20,97 4 53,93 37,78 8,28
Tesovské CSK 7,02 61,96 31,02 8 53,85 35,22 10,93
Keikovské CSK 8,69 69,89 21,42 9 39,39 43,43 17,18
Zenit CSK 8,80 68,82 22,38 9 41,53 52,33 6,15
Chlumecké CSK 8,67 67,01 2432 8 30,9 50,39 18,74
Ceské CSK 6,67 64,12 29,20 6 29,6 58,68 11,71
Albedo CSK 10,39 67,52 22,08 9 44,98 45,12 9,9
Zidlochovick}'/ Panis CSK 9,68 69,87 20,43 7 16,55 77,67 5,78
Nalzovské CSK 9,18 70,10 20,69 6 31,05 37,88 31,57
Dobrovické CSK 8,37 71,60 20,03 7 26,47 39,39 34,14
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Tabulka I
Pokracovanie
Odroda Krajina HMW 7,0 [%]° alb+glo L v-75k o [%]" v-40k
povodu [%e]* [%]° [%]° [%6]®
Viglasské CSK 7,00 70,90 22,09 7 40,33 27,22 32,44
Ratborské CSK 7,48 70,10 22,42 5 49,42 35,84 14,84
Laznické CSK 7,96 65,26 26,78 6 41,06 37,63 21,31
Breno CSK 5,72 64,05 30,23 9 52,68 26,27 21,05
Dobfienické krmné CSK 7,06 65,80 27,13 8 25,81 38,4 35,79
Aventino CZE 5,41 59,31 35,28 8 41,46 38,79 19,74
Selgo CZE 6,46 63,60 29,93 8 44,35 30,14 25,5
Radomske CZE 6,72 73,27 20,01 6 53,62 25,83 20,54
Ceské normalni CZE 10,5 69,36 20,14 6 25,83 47,17 27,0
Kfmne Zito CZE 6,23 74,22 19,55 5 37,93 40,15 21,91
Warko POL 8,12 76,65 15,23 6 28,71 47,43 23,95
Dankowskie Zlote POL 8,00 71,56 20,44 6 40,32 35,33 2432
Zduno POL 7,90 69,52 22,57 6 32,71 43,87 23,42
Motto POL 5,83 68,50 25,65 5 29,14 42,34 28,50
Pancerne POL 8,27 75,78 15,94 7 49,4 29,96 20,13
Wojcieszyckie POL 6,78 66,70 26,52 7 40,07 35,04 24,90
Universalne POL 7,89 68,15 23,95 8 27,10 63,49 9,40
Dankowskie Nowe POL 6,67 69,01 2431 7 27,11 63,47 9,41
Amilo POL 8,70 70,37 20,93 8 32,34 47,20 20,44
Wibro POL 8,34 67,74 23,92 4 34,82 46,70 18,48
Bosmo POL 9,10 69,48 21,42 6 62,54 25,63 11,84
Rostockie POL 8,23 65,50 25,37 6 47,17 36,99 15,84
Hegro POL 7,42 68,28 24,30 7 58,60 21,31 20,09
Walet POL 7,35 67,50 25,15 8 32,02 26,04 11,94
Kier POL 8,90 58,73 32,40 7 37,79 46,34 16,84
Tetra Start SUN 9,65 70,96 19,39 6 35,96 41,39 22,63
Cerkascanka tetra SUN 9,68 73,08 17,24 7 22,86 51,56 25,57
Voschod 1 SUN 10,62 69,82 19,56 5 38,22 39,65 22,13
Golubka SUN 8,43 69,58 21,99 5 30,67 42,58 26,74
Mnogokoloskaja SUN 9,13 74,82 16,05 7 39,64 38,42 21,93
Lovaszpatonai HUN 8,71 76,81 14,48 7 48,28 36,15 15,56
Ovari HUN 7,84 71,76 20,47 7 47,84 40,14 12,02
Kecskeméti HUN 8,39 68,69 22,92 9 49,26 33,79 16,94
TetraSopronkorpasci HUN 11,6 67,72 20,68 4 49,61 32,87 17,52
Varda HUN 9,39 71,56 19,05 7 40,08 47,83 12,09
X" 8,21 68,97 22,80 6,75 39,84 40,89 19,26
o [%]' 1,42 3,94 4,51 1,40 10,85 11,0 7,38
v [%] 17,32 5,72 19,81 20,7 27,25 26,90 38,34

* HMW — vysokomolekularne sekaliny, ° y — y-75k a y-40k sekaliny, o — o-sekaliny, “alb + glo — zvyskové albuminy
a globuliny, 4L — Liniovost, °y-75k —y-75k sekaliny, fo — w-sekaliny, & y-40k — y-40k sekaliny,"x — aritmeticky prie-
mer, ' ¢ — smerodajna odchylka,’ v — variaény koeficient
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ne zastipenic HMW podjednotick
v mad’arskej odrode Tetra Sopronkorpasci

sme detegovali
(11,66 %)

(5,41 %) (tab.I). Pocet subfrakcii HMW podjednotiek
v analyzovanej kolekcii bol od 1 do 4.

Zastipenie prolaminov (y-75k sekaliny, w-sekaliny,
v-40k sekaliny) vnami hodnotenych odrodach bolo
v priemere 68,97 % s variabilitou od 58,73 % (pol'ska
odroda Kier) do 76,81 % (madarskd odroda Lovaszpato-
nai) (tab. I). Pocet subfrakcii tychto podjednotiek bol od
12 do 17.

Nutri¢na kvalita zrna je ovplyvnena okrem iného aj
zastipenim albuminov a globulinov, ktoré sa vyznacuju
najvhodnej$im aminokyselinovym zlozenim, nakolko sa
v nich nachadza najviac esencialnych aminokyselin’. Vy-
sledky naSich vyskumov ukézali, Ze priemerny obsah albu-
minov a globulinov bol 22,80 %, pricom ich obsah bol
v rozsahu od 14,48 % (Ceska odroda Aventino) do 35,28 %
(mad’arska odroda Lovaszpatonai). Pocet subfrakcii albu-
minov a globulinov variroval od 6 do 10.

Nase vysledky potvrdili aj vysledky inych autorov,
ktori pomocou SDS-PAGE zistili, ze obsah HMW podjed-
notiek v razi bol priemerne 6,3 %, zastipenie prolaminov
sa pohybovalo v priemere 68,1 % a zbytkové albuminy
a globuliny tvorili 16,7% podiel'’. V d’al3ej $tadii zazna-
menali 7,52% podiel HMW podjednotiek v razi, 74,61%
podiel  prolaminov  a17,80%  podiel albuminov
a globulinov''. Dalsi demonstruji podobné zastipenie
jednotlivych podjednotiek sekalinov'>'*. Stanovenie mole-
kulovej hmotnosti je pri §tadiu bielkovin jednou zo zaklad-
nych poziadaviek a jej ur€enie pomocou SDS-PAGE je
lahko realizovatel'né s odpovedajucou presnostou. Mole-
kulovd hmotnost HMW-sekalinov bola vrozsahu od
160 kDa do 100 kDa, prolaminov od 98 kDa do 28 kDa
a zvySkovych albuminov a globulinov bola molekulova
hmotnost’ v rozsahu od 26 kDa do 7 kDa. Uvedené je
v stilade aj s vysledkami inych autorov'> .

U vsetkych 45 genotypov raze siatej sme zaznamenali
viacliniovost’ (tab. I). Z porovnavanych genotypov tri ge-
notypy boli 4 liniové, pat genotypov bolo 5 liniovych,
jedenast’ genotypov bolo 6 liniovych, trindst’ genotypov
bolo 7 liniovych, osem genotypov bolo 8 liniovych a pat
genotypov bolo 9 liniovych.

Metoda SDS-PAGE neumozituje presné rozliSenie
v-75k sekalinov, w-sekalinov a y-40k sekalinov, preto bola
realizovana polyakrylamidova elektroforéza v kyslom
prostredi  (A-PAGE), pomocou ktorej je mozné odlisit’
jednotlivé frakcie. Z vysledkov uvedenych v tab. I vyply-
va, ze obsah vy-75k sekalinov je 39,84 %, podiel
w-sekalinov  tvoril 40,89 % anajnizSie zastipenie
(19,26 %) mali  y-40k sekaliny.  Najvyssi  podiel
v-75k sekalinov sme detegovali v pol'skej odrode Walet
notiek sme zistili v Eeskoslovenskej odrode Zidlochovicky
Panis (16,55 %). Podobne, obsah ®-sekalinov sa pohybo-
val vrozpiti od 21,31 % (odroda Tetra Start) do 77,67 %
(odroda Zidlochovicky Panis). V nasej kolekcii raze
v-40k sekaliny tvorili minoritny podiel, priCom najvysSie
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zastipenie tychto frakcii sme zaznamenali v ¢eskosloven-
vykazovala &eskoslovenskd odroda Zidlochovicky Panis
(5,78 %). Z vysledkov elektroforetickej analyzy sekalinov
raze vyplyva, ze existuje vysoka variabilita medzi obsa-
hom jednotlivych frakcii, ¢o potvrdzuju aj vysledky'®',
pricom medzi genotypmi vyslachtenymi v rozdielnych
krajindch pdvodu neboli v priemere zistené Statisticky
preukazné rozdiely.

Poloha a intenzita bielkovinovych zoén v elektro-
foreograme raze odpoveda jej genetickej konstitacii a je
pre danu odrodu charakteristickd, ¢im sa aplikovand meto-
da stava idealnym nastrojom pre oblast’ verifikacie odrod
pri kontrole produkcie, §lachtenia i vyskumu vratane gene-
tickych zdrojov.

Zaver

Cielom tejto prace bolo vyhodnotit’ bielkovinovy
profil 45 genotypov raze siatej (Secale cereale L.) na za-
klade elektroforetického spektra zasobnych bielkovin
v SDS-PAGE a A-PAGE. Polyakrylamidova gélova elek-
troforéza v prostredi SDS bola pouzita na separaciu zasob-
nych bielkovin a to agregovanych glutelinov (HMW seka-
linov), prolaminov  (y-75k sekalinov, w-sekalinov,
v-40k sekalinov) a zvyskovych albuminov a globulinov.
Vysledky ukazali, Ze genotypy raze su viacliniové, ¢o zna-
mena, Ze spracovatel moze mat’ problém pri zabezpeceni
pozadovanych parametrov technologickej kvality z dovodu
rozdielnosti bielkovinového spektra jednotlivych genoty-
pov. Metéda SDS-PAGE neumoziuje dostatocne presné
rozliSenie prolaminov, preto bola realizovana polyakryla-
midova gélova elektroforéza v kyslom prostredi, pomocou
ktorej bolo mozné odlisit y-75k sekaliny, o-sekaliny
a y-40k sekaliny.

Pouzité skratky

A-PAGE acid polyacrylamide gel electrophoresis
(polyakrylamidova alektroforéza v kyslom
prostredi)

International Seed Testing Association
(medzinarodné zdruzenie pre kontrolu
osiv)

sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide
gel electrophoresis  (polyakrylamidova
elektroforéza v pritomnosti dodecylsiranu
sodného)

tetrametyletyléndiamin

Vyskumny ustav rastlinnej vyroby (Plant
Production Research Institute)

ISTA

SDS-PAGE

TEMED
VURV

Praca bola riesena s financénou podporou Europskeho
spolocenstva v rdmci projektu: Vybudovanie vyskumného
centra ,,AgroBioTech,"projekt cislo 26220220180 (100 %,).



Chem. Listy /09, 390-394 (2015)

LITERATURA

1.
2.

3.

10.

11.

Carena M. J. (ed.): Cereals. Springer, Fargo 2009.
Bell G. D. H. (ed.): Cultivated plants of the farm.
Cambridge University Press, New York 2011.
Vyhnének T., Bednaf J.: Plant, Soil Environ. 57, 151
(2005).

. Chnapek M., Tomka M., Géalova Z., Balazova 7. 1.

Microbiol., Biotechnol. Food Sci. / Part B, 2087
(2013).

. Galova Z., Balazova Z., Chnapek M., Vivodik M.,

Oslovicova V.: Bielkovinové a DNA markery pSenice.
SPU, Nitra 2011.

. Wrigley C. W.: Mod. Methods Plant Anal. 74, 17

(1992).

. Draper S. R: Seed Sci. Technol. 75, 431 (1987).
. Shewry P. R., Halford N. G.: J. Exp. Bot. 53, 947

(2002).

. Chnapek M., Galova Z., Tomka M., Riickschloss L.:

Potravinarstvo 4, 20 (2010).

Petr J. (ed.): Zito a triticale: biologie, péstovanti, kvali-
ta a vyuziti. Profi Press, Praha 2008.

Michalik 1., Galova Z., Urminska D., Knoblochova H.
(ed.): Vyzivna a technologicka kvalita rastlinnych
produktov a ich potravindrske vyuzitie. SPU, Nitra
2006.

394

12.

14.

15.

16.

17.

Laboratorni pfistroje a postupy

Markowska A., Rzepka-Plevne§ D.: Biuletyn IHAR
236, 125 (2005).

. Ribeiro M., Seabra L., Ramos A., Santos S., Pinto-

Carnide O., Carvalho C., Igrejas G.: Hereditas /49, 72
(2012).

Lubkowski K., Grzmil B., Markowska-Szczupak A.,
Tymejczyk A.: Pol. J. Commodity Sci. 3, 81 (2009).
Simpson B. K. (ed.): Food Biochemistry and Food
Processing. Wiley-Blackwell, lowa 2012.

Gellrich C., Schieberle P., Wieser H.: Cereal Chem.
80, 102 (2003).

Rzepka-Plevne§ D., Smolik M.: Plant Breeding and
Seed Science 48, 49 (2003).

L. Petrovicova and Z. Galova (Department of Bio-

chemistry and Biotechnology, Faculty of Biotechnology
and Food Sciences, Slovak Agriculture University, Nitra,
Slovakia): Analysis of The Protein Profile of Rye Geno-
types by Electrophoretic Methods

The aim of this study was to analyze the protein pro-

file in 45 genotypes of rye by SDS-PAGE and A-PAGE
methods. The obtained results confirm that the electropho-
resis of seed proteins is a simple and reliable method giv-
ing reproducible results. The method can be used in grow-
ing rye for identification and detection of the variety.



