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Uvod

Druhy rodu Amaranthus pritahuju v poslednych ro-
koch zaujem ako vyznamna agronomickd plodina
vroznych Castiach sveta. Mnohé st tolerantné
k suchu, vysokym teplotam ¢i zasoleniu, ¢im predstavuji
vhodnu alternativu pre podmienky globalneho oteplova-
nia. Ako C, typ rastliny mézu prispiet’ k znizeniu CO,
v atmosfére, ¢o je hlavny faktor vyvolavajlci sklenikovy
efekt. Pre jeho vysoka produkciu biomasy a schopnost’
akumulovat’ tazké kovy moZe sluzit' aj ako obnovitelny
zdroj energie a pre procesy fytoremediacie'?.

Laskavec ma zaujimavé chemické zlozenie, vyz-
namny nutriény potencial s vysokym obsahom esencial-
nych zloZiek, ktoré maju pozitivny vplyv na l'udské zdra-
vie. Prednost'ou semien laskavca je pomerne vysoky obsah
bielkovin, $krobu a tukov®, obsahuje 2 az 3krét viac lyzinu
ako obilniny* a v porovnani so strukovinami v semenach
laskavca je vys§ie zastupenie sirnych aminokyselin®. Ok-
rem toho je vhodnym zdrojom zdraviu prospesnej vlakni-
ny, antioxidantov, mineralnych latok a vitaminov. Vyz-
namnou charakteristikou laskavca je nizky podiel lepko-
tvornych bielkovin v semenéch, a preto mézu byt’ vyrobky
zneho vyrobené konzumované pri bezlepkovej diéte
a vyzive l'udi trpiacich alergiou na lepok (celiakia).

Srachtenie tejto alternativnej pseudoceredlie je
v zaCiatkoch a poukazuje na potrebu dalSieho vyskumu.
Za poslednych 20. rokov sa prehibili poznatky o nutri¢ne;
kvalite a vyuziti laskavca v racionalnej vyzive®. Polas
tohto obdobia bolo vyslachtenych nieckol'ko desiatok nut-
ricne obohatenych odrdd, ktorych komercné pestovanie je
rozsirené najma v USA a Mexiku’. Okrem klasickych po-
stupov kriZenia sa na zlepSovanie pozadovanych vlastnosti
vyuzivaji aj napr. indukované mutdcie. Informacie
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o indukovanom muta¢nom $§l'achteni laskavca, rovnako
ako aplikacia biotechnologii v sTachtitel'skom procese, st
doposial' zna¢ne limitované®. Na§ vyskum je zamerany
prave na vyuzitie radiacnej mutagenézy, v kombinacii
s inovativnymi biotechnologickymi pristupmi, ku zvySe-
niu kvality a kvantity produkcie semien a v d’alSej faze na
biochemickt a molekuldrnu charakterizaciu selektovanych
mutantnych linii.

Cielom tejto prace bolo porovnanie biochemickej
analyzy (obsah bielkovin, zastiipenia bielkovinovych frak-
cii, elektroforeticky profil zasobnych bielkovin) semien
mutantnych linii ziskanych radiaCnou mutagenézou
v porovnani s kontrolnymi, neoZiarenymi vzorkami. Po-
rovnanim ziskanych profilov a udajov o obsahu bielkovin
sme vyhodnotili nutri¢nti kvalitu semien mutantov ako
aj vplyv mutagenézy na tto vyznamnt charakteristiku
laskavca.

Experimentalna ¢ast’
Pouzité vzorky

Analyzovali sme vzorky semien 9 mutantnych linii
laskavca a 2 kontrolnych, neoziarenych genotypov 4. cru-
entus ,,Ficha* (vzorka A) a hybrida ,,K-433%, ktory je vy-
sledkom medzidruhového krizenia 4. hypochondriacus x
A. hybridus (vzorka B; GB VURP, CR). Linie sme ziskali
pomocou mutagenézy pdsobenim (y)-ziarenia v davke 175
Gy (cit.’), realizovanej v spolupraci s medzinarodnou
atbmovou agenttirou [AEA v ramci medzinarodného prog-
ramu "The Joint FAO/IAEA programme".

Stanovenie obsahu celkového dusika, obsahu
bielkovin a bielkovinovych frakcii

Celkovy dusik sme stanovili podla Kjeldahla’
a zastupenie bielkovin sme vypocitali z obsahu dusika
vyndsobenim prepocitacim koeficientom (% N x 5,7).
Bielkovinové frakcie boli extrahované v prislusnych roz-
pustadlach podla unifikovanej Golenkovej metody — ICC
metdda'®. Zo zastipenia bielkovinovych frakcii sme vypo-
¢itali koeficient nutricnej kvality [((albuminy + globuliny
+ zvySok)/gliadiny) x 100].

Extrakcia zasobnych bielkovin

Extrakciu zdsobnych bielkovin sme realizovali podl'a
Standardnej referenc¢nej metody ISTA (Wrigley, 1992).
Gluteninové podjednotky boli extrahované z mechanicky
homogenizovanych suchych semien. Rozdrvené semena
(Srot) boli vlozené do 1,5ml polypropylénovej ependorfo-
vej skimavky. Na 1 mg rozdrvenych semien bolo prida-
nych 8 pl vzdy Cerstvého extrakéného roztoku, v zloZeni:
4,25 ml zasobného roztoku (12,5 ml mol dm™ Tris-HCl
pH 6,8; 20 ml glycerolu; 24,1 ml redestilovanej vo-
dy; 4,0 g SDS; 20,0 mg Pyronin G prip. Y) +
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0,75 ml 2-merkaptoetanolu + 10 ml redestilovanej vody.
Extrakcia prebiehala 30 min pri laboratornej teplote za
staleho mieSania na magnetickej trepacke. Vzorky boli
dalej zohriate na 100 °C po dobu 10 min. Po ochladeni
a odstredeni (15000 ot. min~', 10 min) bol supernatant
zliaty do novej skimavky.

Elektroforetickd frakciondcia zdsobnych bielkovin
v SDS-PAGE

Delenie HMW gluteninovych podjednotiek prebehlo
vertikdlnou  diskontinudlnou  elektroforézou PAGE
v pritomnosti SDS podl'a metodiky ISTA (Wrigley, 1992).
Hrubka gélu bola urcend hrabkou pouZitého tesnenia
I mm. Celkova plocha gélu pozostavala zo Startovacieho
a separacného gélu, v ktorom prebieha hlavné delenie biel-
kovin. Zlozenie deliaceho gélu: 11,43 ml mol dm™ Tris-
HCI pH 8,8; 17,48 ml roztoku AA-BIS (54,49 g akrylami-
du +0,72g N,N- metylénbisakrylamidu v objeme
250 ml); 0,3 ml 10% (w/v) roztoku SDS; 0,76 ml 4% (w/v)
roztoku persiranu aménneho; 0,06 ml TEMED. Na deliaci
gél bol naneseny Startovaci gél (1,236 ml mol dm™ Tris-
HCI pH 6,8; 8,3 ml roztoku AA-BIS (7,29 g akrylamidu
+ 0,125 g N,N’— metylénbisakrylamidu v objeme 100 ml)
vo vrstve vysokej 2—3 cm, do ktorej bol zasunuty hreben
vytvarajuci komorky pre nanasanie vzoriek. Vzorky boli
do gélu nanesené¢ v mnozstve 10 pl. Elektroforeticé dele-
nie prebiehalo za pritomnosti elektrédového tlmivého roz-
toku (14,1 g glycinu + 3 g Tris-HC1 + 1 g SDS v objeme
1000 ml) pri 10 mA, 500 V a 50 W priblizne 6—10 hodin,

Tabul’ka I
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pri konstantnej teplote 15 °C, az kym farebny marker Py-
ronin G nedosiahol spodny okraj gélu.

Farbenie a vizualizacia bielkovin

Vsetky frakcie zasobnych bielkovin laskavca separo-
vané v SDS-PAGE boli zafarbené pocas noci v roztoku
obsahujiicom 190 ml 10% kyseliny trichléroctovej a 10 ml
0,5% Coomasie briliant blue R250 v etanole. Prebyto¢né
farbivo bolo zgélu odstranené premyvanim gélu
v destilovanej vode 12—24 hodin. Denzitometrické zazna-
my elektroforetickych profilov jednotlivych genotypov
boli vyhodnotené pomocou systému GelWorks 1D pre
Windows. Ako Standardy boli pouzité odrody pSenice let-
nej (Triticum aestivum L.) Chinese Spring a Marquis.

Vysledky a diskusia

V minulosti bol na§ vyskum zamerany na aplikéciu
radia¢nej mutagenézy pre zlepSenie kvantity produkcie
laskavca ako aj kvality niektorych hospodarsky doélezitych
vlastnosti. Vysledkom je zbierka desiatok mutantnych linii
s preukazne zvySenou hmotnostou tisic semien (HTS),
ktort povaZujeme na zéklade vysledkov analyz niekol-
kych generacii za geneticky fixovany znak®. Pokusili sme
sa vyhodnotit’ vplyv mutagenézy na nutri¢n(l kvalitu se-
mien niekol'kych vybranych linii so zvySenou HTS.

Pri hodnoteni nutri¢nej kvality semena je dolezity
obsah bielkovin, predovsetkym vsak zastipenie bielkovi-

Percentualne vyjadrenie obsahu bielkovin, jednotlivych bielkovinovych frakcii a koeficienta nutricnej kvality

v analyzovanych vzorkach semien laskavca

Vzorka HB*® Alb+Glo®  Pro° Glu ¢ Pro + Glu Nerozpustny ~ KNK ©
zvySok
Atj 11,99 57,32 2,95 27,99 30,94 11,36 2328,1
B 12,96 53,59 3,08 27,14 30,22 15,31 2237,0
x*to 12,5 +0,7 55,5£2,6 3,0+0,1 27,6+0,6 30,6+0,5 13,3£2,8 2283 £64
V" [%] 5,46 4,76 3,05 2,18 1,66 20,95 2,82
Cl15/3 12,80 59,54 2,94 27,94 30,88 8,81 244493
C26/2 10,00 50,79 2,75 29,65 32,40 16,57 1676,19
C26/3 10,88 54,00 3,67 33,76 37,43 7,96 2324,83
C27/5 11,20 58,90 3,99 28,79 32,78 7,98 242947
C82/1 12,47 58,55 2,85 27,44 30,29 10,69 2679,69
C236/1 11,43 52,47 2,76 28,02 30,78 15,01 2136,25
D54/1 13,60 54,25 2,56 28,20 30,76 14,35 1940,48
D279/1 11,59 54,84 3,09 30,76 33,85 11,17 244945
D282/1 13,04 48,93 3,31 31,20 34,51 15,30 1688,28
xto 11,9+12 547437 3,120, 29,5342,0 32,6423 12434 2197436
v [%] 9,76 6,78 15,20 6,95 7,15 28,21 16,32

“HB — hrubé bielkoviny, * Alb — albuminy, Glo — globuliny, ¢ Pro — prolaminy, ¢ Glu — gluteliny, * KNK— koeficient nutri-
nej kvality, "A, B — kontrolné neoZiarené vzorky; x + o aritmeticky priemer a smerodajna odchylka, "v — variaény koefi-

cient
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Tabulka II
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Kvantitativne vyhodnotenie SDS-PAGE analyzy zasobnych bielkovin v analyzovanych vzorkach semien laskavca

Vzorka HMW-GS [%]* LMW-GS + Gli [%]° Zvyskové Alb + Glo [%]°
Al 0,00 40,01 59,99

B¢ 0,57 40,07 59,36

x+o 0,29 + 0,40 40,04 + 0,04 59,67 + 0,44
v [%] 141,42 0,10 0,74

Cl15/3 1,57 38,29 60,15

C26/2 0,84 43,13 56,03

C26/3 0,79 39,02 60,19

C27/5 0,80 44,00 55,20

C82/1 0,26 33,96 65,78
C236/1 0,00 41,22 58,78

D54/1 0,34 37,25 62,41
D279/1 0,00 42,63 57,37
D282/1 0,21 36,91 62,89

x£o 0,53 + 0,51 39,60 + 3,36 59,87 + 3,44
v [%] 95,72 8,48 5,75

*"HMW-GS — vysokomolekularne gluteninové podjednotky, " LMW-GS + Gli — nizkomolekularne gluteninové podjednotky
a zvyskové gliadiny, © Alb + Glo — zvy8kové albuminy a globuliny, 4 A, B — kontrolné neoziarené vzorky, °x + o — aritme-
ticky priemer a smerodajna odchylka, " v — variaény koeficient

novych frakcii, a s tym suavisiaci obsah esencidlnych ami-
nokyselin. V analyzovanych vzorkach mutantnych linii
laskavca sme stanovili priemerny obsah bielkovin
11,89 %, ¢o je 0 4,6 % menej oproti kontrole (tab. I). Naj-
vyssi obsah  hrubych bielkovin dosiahla linia D54/1
(10 %).

Laskavec, tak ako aj vécSina pseudocerealii, sa
v porovnani s konvenénymi obilninami vyznacuje vyso-
kym podielom nutricne plnohodnotnych protoplazmatic-
kych bielkovin (albuminy, globuliny) a sucasne nizkym
podielom zasobnych bielkovin (gluteliny, prolaminy)”'.
Pri hodnoteni koeficienta nutri¢nej kvality, ktory ma vypo-
vednu hodnotu vo vztahu k vyzivnej kvalite semena, moz-
no konStatovat, ze priemernad hodnota bola vo vzorkach
mutantov o4 % nizsia v porovnani s kontrolami (tab. I).
Styri linie (C82/1, D279/1, C15/3, C27/5,) z 9 analyzova-
nych, dosiahli v porovnani s neoziarenymi formami se-
mien vysSiu hodnotu. Na zéklade uvedeného faktu mozno
semena analyzovanych mutantnych linii laskavca hodnotit’
ako semena s porovnatel'nou az vy$Sou vyzivnou kvalitou
v porovnani s kontrolou.

Nutri¢na kvalita semien je ovplyvnena predovsetkym
frakénym zastGpenim bielkovin, pricom najvy$Sim obsa-
hom esencialnych aminokyselin sa vyznacuju protoplaz-
matické bielkoviny'®. Z nasich vysledkov vyplyva, Ze ob-
sah albuminov a globulinov sa pohyboval v rozmedzi od
48,93 % do 59,54 %, s priemerom 54,7 %, ¢o je o 1,4 %
menej v porovnani s kontrolnymi vzorkami (tab. I). Tri
linie (C15/3, C27/5, C82/1) dosiahli oproti kontrole vyssiu
hodnotu. Na druhej strane zastipenie neplnohodnotnych
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zasobnych bielkovin sa pohybovalo v rozsahu od 30,29 %
do 37,43 %, ¢o je 0 6,3 % viac oproti neoziarenej kontrole.
Podra niektorych autorov”'* je obsah zasobnych bielkovin
v semenach laskavca v porovnani so pSenicou v priemere
050% niz8i. Zastapenie frakcie prolaminov bolo
v semenach v priemere 3,3 %, ¢o je v sulade so zadvermi
inych autorov’, ktori stanovili ich obsah v kolekeii liskav-
ca v priemere 2,93 %, ¢o vyhovuje potrebam pre pripravu
potravin bezlepkovej diéty.

Elektroforetickou separaciou zisobnych bielkovin
pomocou SDS-PAGE (tab. IT) sme identifikovali vysoko-
molekularne  gluteninové  podjednotky (HMW-GS)
a nizkomolekularne gluteninové podjednotky (LMW-GS),
zktorych je mozné detegovat rozne vlastnosti
genotypov'”. Zastapenic HMW-GS, ktoré ovplyviiuju
technologicku kvalitu semena, bolo v mutovanych linidch
v priemere 0,53 %, ¢o je 00,24 % viac v porovnani
s kontrolnymi vzorkami (tab. II). V zastipeni LMW-GS
linie C 26/2, C27/5, C 236/1 aD 279/1 dosiahli oproti
kontrole vy$Siu hodnotu.

Celkovo mozno konStatovat’, ze nutri¢na kvalita mu-
tantnych linii sa v porovnani sneoZiarenymi formami
vplyvom mutagenézy vyznamne nezvysila. Najzaujimavej-
Sou zo ziskanych linif je linia C82/1, ktora dosiahla najvy-
§8iu nutricni hodnotu v porovnani s oZiarenymi ako aj
neoziarenymi vzorkami. Uvedené je v sulade s vysledkami
inych autorov'®, ktori §tudovali vplyv chemomutagénu N-
nitrozo-N-etylmocoviny na zrno pSenice Astella, priCom
priemerny obsah albuminov, globulinov a gliadinov bol
vy$§i v porovnani s nemutovanou vzorkou, kym percentu-
alne zastipenie gluteninov bolo nizsie.
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Zaver

Na zéklade predbeznych vysledkov je mozno konsta-
tovat’, Ze z nutricného hl'adiska sme ziskali pomocou indu-
kovanej radiacnej mutagenézy niekol’ko zaujimavych linii
laskavca. NajvyznamnejSie sa vplyv radidcie prejavil
v mutantnej linii C82/1, v ktorej sme zistili v porovnani
s neoziarenymi formami vyssi koeficient nutri¢nej kvality
ako aj vyssi podiel albuminov a globulinov, ktoré sa vy-
znacuju optimalnym zlozenim esencidlnych aminokyselin
a charakterizované su ako plnohodnotné frakcie bielkovin.

Z hladiska vyuzitia mutagenézou ziskanych linif
v §lachtiteI'skom programe laskavca, sa v dalSom Stadiu
budeme zaoberat’ ich detailnejSou charakteristikou a zis-
kanim poznatkov o inych délezitych biochemickych vlast-
nostiach, ako je obsah vitaminov A, C, E, ako najdélezite;j-
Sich antioxidantov, zastipenie aminokyselin, obsah skvalé-
nu ¢i profil lipidov v semenach.

Tato prdca bola financovand v ramci grantovych
vyskumnych ulohy VEGA ¢ 1/0471/09 a VEGA
¢. 2/0109/09.

Pouzité skratky

SDS-PAGE sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS elektroforéza na
polyakrylamidovom géli)

HTS hmotnost'ou tisic semien

HMW-GS high molecular weight glutenin subunits
(vysokomolekularne gluteninové podjed-
notky)

LMW-GS low molecular weight glutenin subunits
(nizkomolekularne gluteninové podjednot-
ky)
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The main focus of the study was to investigate the
changes in protein content due to radiation mutagenesis by
comparing the protein profile of amaranth mutant lines
with that of untreated controls. We have found several
promising lines with high coefficients of nutrition quality.
Considering overall nutrition values, the line C82/1 is the
most promising genotype, which could be possibly used in
a future breeding programme. The protein composition of
amaranth seeds can be changed and their nutrition values
significantly influenced through radiation mutagenesis.



