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S pomajo SDS-PAGE elektroforeze smo poskusSali ugotoati, prihaja do
razlik samo v intenzivnosti elektroforeznih. Iz rezultatov sl. 3 je razvidno tudi
odsotnost elektroforeznérte, tekom rastne dobe tatarske ajd&gbpyrum
tataricum Gaertn.). Ugotovili smo, da so v doenih rastnih stadijih
elektroforezneirte bolj izrazite, predvsem takrat, ko ajda Se nimaatavkov za
cvet, ko je v polnem cvetenju in ko se oblikujejemena. Z rezultati
elektroforeze sovpadajo datumi merjenja listov, sajv ¢asu polnega cvetenja
listi obéutno manjsi, v Sirino 5,4 cm ter v dolzino 5,3 dfat pa teden prej, ko
so v Sirino merili 8,3 cm in v dolzino 7,7 cm koh#da ajda na zgetku cvetenja.
Pri merjenju listov smo ugotovili, da so na kon@stne dobe listi za skoraj
polovico manjsi, kot pa v svoji najyje velikosti, ko je ajda komaj Z&la cveteti.
Z metodo SDS-PAGE beljakovin endosperma smo dokadal se lahko
razlikuje intenzivnost obarvanja in odsotnosti &leforeznih ¢rt preko rastne
dobe. Dokazali smo tudi, da lahko z metodo SDS-PAgBIktroforeze |d6imo
beljakovine v listih tatarske ajde.
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AB We made an attempt with use of SDS-PAGE analyse®nd out if there is the
difference only in intensity bands. The results Figure 3 showed absence of
electrophoretical line in the growth period Bagopyrum tataricum Gaertn. The
intensity of the bands depend of the growth peabthe plants. We find out that
more intensive bends appear at the time beforebticks formation, between full
blooming and at the time of the seeds formatione &nalytical results are in
coincidence with the leaf’s size. Correlation bedwelates of leaves changing and
electrophoretical results exist. In the time ofl flllooming the leaves are
considerable smaller (5,5 cm wide and 5,3 cm lagyone week before. At the
beginning of blooming the leaves are 7,7 cm long &3 cm wide. At the end of
the growth period the leaves are approximately sialé comparing to the size at
the beginning of the blooming. The capability of ®BAGE method to separate
the endosperm proteins was well known. This wonkalestrates the applicability
of the electrophoresis to separate buckwheat'seprat As well the correlation
between intensity of the bands and plant’s sampiesth periods is studied.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
SDS-PAGE: Elektroforeza na poliakrilamidnem geldodatkom natrijevega
dodecilsulfata.
SDS: Lavril sulfat.
d.: DolzZina lista tatarske ajde.

S.: Sirina lista tatarske ajde.
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Amilaza:
Amiloza:
Endosperm:
Skrob:

Polimorfizem:

Elektroforeza:

Determinantna rast:

POJMOVNIK

je encim, ki pospesSuje razkroj Skrobdadkor.
je polisaharid sestavljendzD glukoze.

z rezervnimi snovmi napolnjen del semastlin, hranilno tkivo.
je ogljikov hidrat iz glukoze, ki nastaja®lenih listih rastlin.

pomeni obstoj dveh alivgensko raztinih skupin v neki populaciji.
Ce obstajajo razmerja med temi skupinanii generacij konstantna,
govorimo o uravnotezenem polimorfizmu.

je tehnika, s katero lahko opazujegioanje nabitih molekul v
elektricnem polju. Na gibanje molekul vpliva jakost elektega
toka, nosilec, v katerem poteka elektroforeza, pdi tvelikost,
oblika, naboj in kemijska sestava molekul, ki jidimo. Je relativho
hitra tehnika, uporabna za analizo diiScenje najrazlinejSih
biomolekul, predvsem pa beljakovin in nukleinskislik.

kdna rast.
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1 uUvOoD
1.1POVOD

Ajda (Fagopyrum) je dvokaltnica, zaradi oblike socvetja jo Stejemo med neprava
prosasta zita. Uporaba je podobna kot pri zitihkéajo meljemo, da dobimo moko, ali
pa semena tergno obdelamo. Ker so ajdova zrna dober vir ogljikoviidratov,
proteinov, vlaknin, vitaminov in antioksidantov, gelo hranljiva in uporabna pri
prehrani ljudi. Proteini v endospermu ajde imajeneobno viogo in vpliv na kamo
prehrano in funkcijsko vrednost ajde. Ajda ima &katas dozorevanja ter ni zahtevna
glede tal. Ima majhno porabo hranil in pri prideloju ne potrebujemo sredstev za
varstvo rastlin in je zato primerna za ekoloSkalgiovanje. Do sedaj so ugotavljali
koncentracije beljakovin v zrnju raghih sort ajde, to se da ugotoviti z elektroforezo
beljakovin.

1.2HIPOTEZA

Predvidevamo, da se v razlih rastnih stadijih tatarske ajde v listih pojavipzltna
koncentracija beljakovin, potrebnih za sintezo Blro Marija Gregori (osebna
informacija) je z elektroforezo ugotovila, da séistih tatarske ajde pojavljajo enake
beljakovine kot v endospermu.

1.3CILJ

Glavni cilj te diplomske naloge je ugotovitev pagaproteinov za sintezo Skroba v
listih tekom rastne dobe tatarske ajde. Podatkghkbomo dobili o rasti in razvoju
tatarske ajde bodo uporabni pri kasnejSem Zlahjunjéer posledino poveéanost
vsebnosti Skroba v endospermu, kar bi lahko palee napolnjenost semen.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 OPIS AJDE

Ajda je dvokalénica iz druzine dresnovk (Polygonaceae), &¢am$o jo med Zzita,
Ceprav botarino ne spada med trave (Poaceae), kamor spatiaovestalih Zit.
Pridelujemo in uporabljamo jo na podobertinekot Zita. Zitom je podobna tudi po
strukturi in sestavi semena. NajbliZji sorodniki ci@sni, med daljnimi pa Spi¢e in
amarant. Ajdo najuikrat gojimo zaradi trirobega zrnja, nekateri pauorabljajo za
zeleno gnojenje, soposevek ali zastir.

Ajda ni zahtevna za pridelavo in daje lep pridee#ti na bolj siromasnih tleh, ker pa
za gojenje ne potrebujemo pesticidov, je ajda pm@ea ekoloSko pridelavo. Zaradi
hitrega vznika in rasti prepfeje rast plevelom. Zraste lahko do dva metra visoko
lahko pa ostane majhna, to je odvisno od dednesikolja. Pri ajdi poznamo kéno
rast (determinantna rast), ko po dm@onemcasu rastline nehajo rasti, ter nekano rast
(nedeterminantno rast) (Kreft, 1995).

Slika 1: AjdaKagopyrum tataricum Gaertn.) (Wikispecies ..., 2010)
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Poznamo navadnoF@gopyrum esculentum Moench) in tatarsko ali zeleno ajdo
(Fagopyrum tataricum Gaertn).

Tatarska ajda je precej podobna navadni ajdi, Isadsti bolj Siroki kot dolgi, listi in
stebla so bolj izrazito zeleni. Spodnji listi salpeti, zgornji pa sede. Steblo je séno

in zilavo, wasih vendar redko rdkasto obarvano predvsem v redkem in nizkem
posevku, obarvanost je gja@ na osodeni strani stebla in na visji nadmorski viSini.

Cvetovi so v sestavljenih socvetjih, stranska stjavpa so podobna klasom, s to
razliko da so posamezni cvetovi na kratkih peclivetno odevalo je enojno,
sestavljeno iz petih cvetnih listov, ki so preolem@izcasni listi. Cvetovi so beli al

zeleni.

Semena tatarske ajde so rjava, nekatera so zetenkasoba, dolga od 4 do 7 mm.
Robovi so poudarjeni in zaokroZeni nekoliko robptyrSina ni ravna ampak hrapava.
Tatarska je od navadne bolj odporna glede polagiastline in na vremenske razmere.
(Kreft, 1995).

Ajda je doma z jugozahodne Kitajske, pokrajine dura se je nato postopoma Sirila
od Himalaje v Butan, Nepal, Indijo in Pakistan. BouSe bolj pomembno Sirjenje je
bilo proti severu Kitajske in Sibirije, kjer se @eko Rusije razsirila v Evropo. V
Slovenskih zapisih je ajda ptvomenjena leta 1426, verjetno pa je k nam prisSkajne
let prej (Kuhar, 1976). Pred 30 leti je bilo moZnajti tatarsko ajdo kot posevek v
nekaterin pokrajinah po Sloveniji, zdaj pa jo napekot plevel med navadno ajdo
(Kreft, 1995).

Ime ajda je prevzeta iz staronemskega jedtleden — ajd pogan, to ime je dobila ko
SO0 jo v 12. stoletju krizarji v Evropo prinesli sité&ske. LatinskoFagopyrum in
angleSko buckwheat pomeni »bukovo zito« saj napibi ajdini semeni podobni
bukovim (Kreft, 1995).

2.2 UPORABA

Pri ajdi uporabljamo predvsem semena, Zdugem naredimo ajdovo kaso, ki jo lahko
uzivamo kuhano ali geno. Z mletiem pa dobimo ajdovo moko, iz katerekdah
naredimo kruh, zgance, paliake, rezance, Struklje, biskvite ter druge jedirdf
1995).

2.2.1 Uporaba v ljudskem zdravilstvu

Ker ajda ne vsebuje glutena, jo lahko uzivajo balmiceliakijo. 1z posuSenih cvetov si
lahko pripravimocaj, ki vsebuje veliko rutina. Uporablja se za zdjene kénih Zzil.

Po Sloveniji gojijo vse manj ajde, predvsem zamawtenega semenarstva. Kupujejo
se slabi hibridi, ki so zgubili zdraviln€inke ter niso primerne za naSe razmere. Stare
sorte so te ¢&inkovine vsebovale, predvsem tiste, ki so bile ¥ madmorski visSini. V
casu cvetenja je bila odha za paSo kranjské&ebele, pa Se lepo je diSala. V Aziji
uzivajo sveze mlade rastline, ki pa je zaradi veshbnfagopyrina ob izpostavljanju
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svetlobi lahko povzr@ kozne izpu&aje. \Casih pa so z ajdovimi Id&ami polnili
vzglavnike, kar pa je nekaterim poveato alergijoce luZine niso bile dobro ®@scene
(Kreft, 1995).

2.3 KEMIJSKA SESTAVA

Skrob je sestavljen iz 25 % amiloze in 75 % amiktipe. Glede na rign toplotne
obdelave lahko vsebuje od 7 do 37 % rezistentnkgib&. V razlénih tipih moke je
od 70 do 91 % Skroba in 71 do 78 % v kaSi (Kre999).

Velika bioloSka vrednost je posledica velike vsedihcomejuj@ih aminokislin,
predvsem lizina, treonina in triptofana. Seme vgebeliko mineralov, pomembni so
Zelezo, cink in selen (Kreft, 1995).

2.4 LOCEVANJE BELJAKOVIN ZRN AJDE S POMQJO ELEKTROFOREZE

O polimorfizmu elektroforeznega proteinskega vzagegarazliécnih kultivarjin ajde so
prvi pisali Kreft in sod. (1978). S portjo elektroforeze so ugotavljal razlike med
sortami ajde glede na sestavo v vodi topnih beljakoPri populaciji sive dolenjske
ajde je bil ugotovljen visok polimorfizem elektroéznih ¢rt (Dolinsek 1980). Na
podlagi elektroforeznega proteinskega vzorca jeugibtovljen visok polimorfizem
zaloznih proteinov (Rogel in Javornik, 1996). Ugdieno je bilo, da se proteini
endosperma razporedijo v eno debelo proteidstain na Stevilne neizrazit@te. Pri
vseh kultivarjih navadne ajde se elektroforeZrtie pojavljajo na enakih mestih in s
podobno mojo kot pri krizancih navadne ajde, pri nekaterihggaelektroforeznarta
ne pojavi. Opazna razlika je tudi pri krizancihatake ajde (lden, 2004). Lden in
sod. (2004) so s pomyjjw SDS-PAGE elektroforeze pri navadni ajdi opisakoko
statisttno zn&ilen polimorfizem beljakovin endosperma med anedizimi semeni. Z
elektroforezo beljakovin semena so ugotavljali tufdintifikacijo Sestih razinih trav
in travniSkih metuljnic (Rogel, 2000). Z elektroéao lahko analiziramo beljakovine v
ajdovi moki ter ugotovimo¢e je bilo ajdovi moki primeSana pSéma moka, kot tudi
katera sorta psSenice je bila primeSana (Kreft, 198% sedaj Se ni bil ugotovljen
polimorfizem proteinov endosperma v listih tataraide.
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3MATERIALI INMETODE DELA

Ajdo smo posejali na laboratorijskem polju Biote3ka fakultete. Tekom poskusa smo
vodili dnevnik rasti in razvoja tatarske ajde, itedelali herbarij. Vsak teden smo liste
obirali in jih shranili v zamrzovalnik. Pri tem smslikali rastlino, nabrali list za
izdelavo herbarija in vodili dnevnik rasti. Na papljeno gredico, ki je bila prekrita s
¢rno folijo in pripravljenim namakalnim sistemom, siposejali tatarsko ajdo. Na foliji
smo naredili luknje na 25 cm razdalje, ter pri tgazili da nismo posSkodovali
namakalnega sistema. V te luknje smo dali pozih3atarske ajde.

Ob zaklj&ku poskusa se je s potijo elektroforeze ugotovilo pojavljanje encimov za
sintezo Skroba v listih, Uporabili smo Fermentastidimed Protein Molecular Weight
Marker, No. SM 0431. Delo v laboratoriju je potekalna Katedri za aplikativho
botaniko, ekologijo in fiziologijo rastlin Bioteh$ke fakultete Univerze v Ljubljani,
kjer smo shranjevali liste in na  Katedri za gé&mwetbiotehnologijo, statistiko in
Zlahtnjenje rastlin BiotehniSke fakultete Univerze. jubljani, kjer je v laboratoriju
potekala elektroforeza. V poskusu smo uporabili @mmpopulacijo tatarske ajde.
Elektroforezo je vodila in izvajala Marija Gregori.

3.1 DELO NA POLJU

Konec maja (22.05. 2008) smo na pripravljeno giedic je bila prekrita Zrno folijo

in pripravljenim namakalnim sistemom, posejali tska ajdo. Na foliji smo naredili
luknje na 25 cm razdalje v katere smo dali 7-9 tatarske ajde. V Zatku junija
(03.06) smo morali opleti plevel, med katerim jepadoval slak. Takrat smo pévi
slikali posevek in nabrali mlade rastline tatarakde za herbarij, to smo ponowkez
en teden (10.06). Od 19.06. pa do 20.08. smo \eddnt pobirali po tri liste z ene
rastline v treh ponovitvah na raziih koncih, jih stehtali, zmerili v Sirino in doli,
ter jih spravili v zamrzovalnik. Poleg tega smo Nodnevnik o rasti rastlin. Vsaki
smo posevek slikali, ter nabrali list za pripraesbarija.

3.2 DELO V LABORATORIJU

V laboratoriju smo merili liste v Sirino, dolzinm injihovo tezo, ter s pord SDS-
PAGE metode naredili elektroforezo.

3.2.1 Opislistov

Vsak teden smo pobirali liste z ene rastline v pehovitvah na razinih koncih, jih

stehtali, izmerili v Sirino in dolzino ter jih natshranili v zamrzovalnik. Vedno smo
nabirali zgornje mlajSe liste. Vsalgpa smo enega nabrali za herbarij.
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3.2.2 SDS-PAGE dektroforeza

Elektroforeza je najpogostejSa metoda z#&eVanje proteinov. Pri SDS-PAGE
elektroforezi se kot kblec uporablja poliakrilamidni gel, ki deluje kotts cez
katerega manjSe molekule potujejo hitreje kot \eelikolekule. SDS se veze na protein
in prekrije njegov negativni naboj. Peptidne verigestanejo negativno nabite.
Elektroforezna mobilnost je razmerje med potjo @i in potjo barvila na gelu.
Loceni proteini se po obarvanju pojavijo v oblkt.

Preglednica 1: Priprava 10 % T separacijskega(@elemmli, 1970).

Sestavine gela Kdfina Konina koncentracija
Raztopina akrilamida 6,7 ml 10%T
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 5 ml 0,375 M
1% SDS 2 ml 0,1%
Destilirana voda 53 ml -
1 % amonpersulfat 1ml 0,05 %
Temed 1Qul -

Elektroforeza je potekala vertikalno na koncenjs&eim in separacijskem gelu.
Najprej je potekala eno uro pri elektiem toku 40 mA, nato pa Se tri ure pri 60 mA. V
elektroforezno posodo damo elektroforetski pufer.

Za en potek SDS elektroforeze sta bila pripravljdma gela, ki smo ju vlili med prej
dobro @isceni in fiksirani stekli, ki sta bili razmaknjenilDecm. Na spodnji separacijski
gel smo dan prej vlili 18 ml gelske raztopine ingfmanili preko né v hladno omaro.
Drugi dan smo med stekelci vstavili glavnik debelth mm, ki nam je naredil zepke
kamor bomo kasneje nanaSali vzorce. Pri vstavitavrgka moramo paziti, da ne
nastanejo mehuki, ki bi motili potek elektroforeze. Zgornji konotacijski gel smo

vlili pred nanosom vzorcev ter ga pustili stati urgol.

Nanos vzorca v zepek
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s 1 £\ il
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B ] nd o
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=iy "
_ oW 9
Smer potovanga
molekul R T Y
AJﬂfﬂ_,,aa!mlmk.r]]un'udrl: <)
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Slika 2: SDS-PAGE elektroforeza. Molekule se vadilamidnem gelu I&ijo po velikosti
(Elektroforeza ..., 2010).
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Preglednica 2: Priprava koncentracijskega gelarfirak, 1970).

Sestavine gela Kdlina Kortna koncentracija
Raztopina akrilamida 2,6 ml 4%T13%C
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 5 ml 0,125 M
Destilirana voda 9,2 ml -

1% SDS 2 ml 0,1%
1 % amonpersulfat 1ml 0,05 %
Temed 20l -

Glavnik po doléenemcasu, ko se koncentracijski gel strdi,cpsi in zelo previdno
vzamemo ven ter prazne prosta zalijemo z nekaj pufra. V te Zepke smo nanekhi
ul vzorca. Na naSsem gelu smo zapolnili 9 prastov, v enega smo nanesli
beljakovine semena sorta Siva, na drugega pa nislekstandard Sirokega spektra
StigmaMarkel™ M 4038. Po nanosu vzorcev smo vse skupaj postavilbsodo v
kateri je bil pufer in pognali elektroforezo. Shemaparata za elektroforezo je
predstavljena na sliki 2. Elektroforeza je kana ko je barvilo na gelu
(ekstrakcijskemu purfu smo dodali bromfenol modpapotovalo do spodnjega roba
gela. Gel smo preko ®dbbarvali v zato pripravljenem barvilu (0,05 % Cowmsre
Brilliant Blue R-250; 5 % etanol in 12 % triklordoa kislina). Drugi dan smo oddfgo
barvilo splaknili z namakanjem gela prekaine deionizirani vodi.

Za dolaitev molskih mas proteinov endosperma, ki so sa\plojna elektroferogramu,
smo uporabili molekulski standard Sirokega speltigmaMarkef™ M 4038 (M.W.
6.500-205.00).

Preglednica 3: Sestava in molekulske mase beljakaublekulskega standarda Sirokega spektra
SigmaMarkel" M 4038 (M.W. 6.500-205.000) (Laemmli, 1970).

Protein Molekulska Protein Molekulska
masa masa
Miozin (HC) 205.000 Gliceralaldehid-3-fosfat 36.000
dehidrogenaza

b-galaktozidaza 116.000 Karbonska anhidraza 29.000
Fosforilaza b 97.000 Tripsinogen 24.000
Fruktoza-6-fosfat 84.000 Tripsin inhibitor 20.000
kinaza
Albumin 66.000 a-lactalbumin 14.200
Glutamin 55.000 Aprotinin 6.500
dehihidrogenaza
Ovalbumin 45.000 - -

3.3 STATISTCNA OBDELAVA PODATKOV

Statisténo analizo velikosti listov smo naredili s pofjmExcel (Microsoft Co., USA),
ter jo prikazali na grafu.
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4 REZULTATI

4.1 BELJAKOVINE ENDOSPERMA V LISTIH TATARSKE AJDE

Beljakovina endosperma tatarske ajde v listih s@le&troferogramu vidne obarvane
elektroforezne¢rte razleénih intenzivnosti obarvanja. Pri naSi raziskavi sree
osredotdili na dobro vidno glavno elektroforezriato beljakovin endosperma, ki je 50
do 60 kDa molekulske mase. Rezultati polimorfizmdasperma v listih tatarske ajde
so vidni na sliki 3. Elektroforezn&te so lepo vidne pri nekaterih vzorcih, od devetih
vzorcev se pri treh zelo dobro vidijo, dva vzortadabse vidna, pri treh vzorcih pa se
elektroforetskerte skoraj ne vidijo. Dne 19.06. so elektroforezrie endosperma zelo
opazne, nato se 27.06., 07.07., 16.07., elektrofhe&te sploh ne pokazejo oziroma so
slabo vidne. Z dnem 23.07. pa se elektroforeate spet pokazejo in se natocpei
zmanjsujejo dokler niso 20.08. komaj Se opazne.

Prvi dan 19.06. ajda Se ne cveti, zato je elektezfioacrta bolj vidna kot pa 27.06., ko
S0 ze prvi nastavki cvetov. Podobno je tudi z miglena dvema datumoma, dokler
ajda polno ne zacveti (23.07), takrat je elektretfiekacrta spet bolj vidna. Lepo je
vidna Se 30.07. ko je cvetenje pri koncu. Po teturda se razvijajo semena zato so
elektroforetske&rte manj opazne, saj gre veliko beljakovin iz hsa rast semen.
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Slika 3: SDS-PAGE elektroferogram beljakovin esglerma v listih tatarske ajde
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4.2 REZULTATI MERJENJA LISTOV

Ko smo vsak teden pobirali po tri liste z ene mstlv treh ponovitvah na razhih
koncih, smo jih stehtali ter jih izmerili v Sirina dolzino. Nabirali smo zgornje mlade
liste. Po rezultatih je razvidno, da je Sirinadisiza malenkost wga od dolzine. Na
sliki 4 in 5 opazimo, da so listi 19. in 27. jungécutno manjSi in lazji od listov 7.
julija, ki so v povpréu najveji in najtezji ¢e gledamo skozi celo rastno dobo.
Najmanjsi so pri koncu rastne dobe, takrat jilugi bktutno manj. Zanimivo je, da so
majhni okoli 5,5 cm in tezki le 1,352 g tudi 23lijmy ta datum sovpada s polnim
cvetenjem ajde, kar je mogmrazlog, da so novi listi veliko manjsi od ostalih
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Sl. 4: Povpma dolzina in Sirina listov glede na rastno dobo.
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SI.5: Povpréna teza listov glede na rastno dobo.
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4.3 OPISI LISTOV

03.06.2008

Ker ajda hitro kali, predvsem pa hitro raste plejebilo potrebno prvo pletje plevela,
med katerim je prevladoval predvsem slak. Ker $® fiaistline Se majhne (13 cm) sem
za herbarij odtrgala celo rastlino. Vidita se dligra lista, pri nekaterih rastlinah so ze
formirani tudi prvi prauvi listi, ki so temnejSi inolj intenzivne barve.

Slika 6: Herbarij 03.06.2008

10.06.2008

Ajda je zrasla (22 cm), imela je Ze dva do tri leppvite liste. Po listih se tatarsk&ilo
od navadne Ze po obliki, pa tudi po ¢kastih zilah, ki jih ima navadna ajda. Listi so
sricasto pusicasti. Odtrgala sem celo rastlino za izdelavo hgebar

B

Slika 8: Herbarij 10.06.2008 Slika 9: Ajda.06.2008



Lev&ii¢ S. Polimorfizem beljakovin endosperma pri tataggtti (Fagopyrum tataricum Gaertn.). 11
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiehniSka fakulteta, Odd. za agronomijo, 2010

19.06.2008

Ajda je lepo ra&ena, listi so svetlo zelene barve. Pobrala senmipiste z ene rastline
v treh ponovitvah na razhih koncih gredice, jih nato po tri stehtala in kega

posebej zmerila v dolzino in Sirino. Jih zloZilavkecke in jih dala v zamrzovalnik.
Odtrgala sem tudi list za izdelavo herbarija. Tm g®tem ponavljala vsak teden.

Preglednica 4: Podatki merjenja listov.

Datum Prva ponovitev Druga ponovitev Tretja porewit
19.06.2008 3,567¢9 2,336 ¢ 1,135¢g
$:9,3cmd: 8,1cm §:6,5cmd: 6 cm §:5,7 chan

Slika 11: Ajdad®2008

Slika 10: Herbarij 19.06.2008

27.06.2008
Rastlina je Ze lepo razvejana, opazila sem prveawis cvetov.

Preglednica 5: Podatki merjenja listov.

Datum

Prva ponovitev

Druga ponovitev

Tretja ponewit

27.06.2008

1,883 g

2,016 g

2,089 g

§:7cmd: 6,6 cm

$:6,7cmd: 6,4 cm

$:6,7 cBiBlcm
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Slika 12: Herbarij 27.06.2008 . Slika 13: Ajda 4.2008

07.07.2008
Prvi cvetovi se péasi odpirajo, v enem tednu so rastline zelo zraste,sama velikost
listov se je povéala.

Preglednica 6: Podatki merjenja listov.

Datum Prva ponovitev Druga ponovitev Tretja ponewit
7.07.2008 4,144 g 6,544 g 2,306 g
§:9,8cmd: 9,3cm §:11,1cmd: 10,3 cm S: mdc7,5cm

Slika 14: Herbarij 7.07.2008 Slika 15: Ajda 7.0008
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16.07.2008
Cvetovi so na polovici odprti, vidijo se zgornji d&i listi ajde. Stebla opazno
spreminjajo barvo.

Preglednica 7: Podatki merjenja listov.

Datum Prva ponovitev Druga ponovitev Tretja ponewit
16.07.2008 3,722 g 2,698 g 2,860 g
§:9,4cmd: 8,2cm §:76cmd: 7,4 cm S: 7,8cmh6 cm

- ! b (1.
Slika 17: Ajda 162008

J
Slika 16: Herbarij 16.07.2008

23.07.2008
Ajda je v polnem cvetenju, opazni so Ze prvi optojevetovi z zrnjem. Stebla so lepo
rdeckasto obarvana. Ker je bilo vmes neurje je nekagb&tegla.

Preglednica 8: Podatki merjenja listov.

Datum

Prva ponovitev

Druga ponovitev

Tretja porewit

23.07.2008

1,750 g

1,423 g

0,885 g

$:6,2cmd: 5,8cm

§:6cmd:55cm

S: 4,1 ch@lcm
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Slika 18: Herbarij 23.07.2008 . Slika 19: Ajda@B2008

30.07.2008
Cvetenje je pri koncu, pojavlja se vedna@ venja. Listi ponekod Ze rumenijo.

Preglednica 9: Podatki merjenja listov.

Datum Prva ponovitev Druga ponovitev Tretja porewit
30.07.2008 2,773 g 2,953 ¢ 3,453 g
5:8cmd: 7,1 cm 5:8,4cmd: 8,4cm §: 8,7 clh@cm

Slika 20: Herbarij 30.07.2008
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04.08.2008

15

Opazno zmanjSanje listov, zgornji del rastline imeinoma rumene liste, cvetov ni
ve¢ zamenjala so jih zelena zrna.

Preglednica 10: Podatki merjenja listov.

Datum Prva ponovitev Druga ponovitev Tretja ponewit
4.08.2008 2,997 g 3,232 ¢ 2,704 g
§:8,1cmd:8,1cm S:79cmd: 8cm §: 7,8 cH@cm

Slika 22: Herbarij 4.08.2008

13.08.2008

Nekatera zrna so Ze potemnelagina pa je Se zelenih. Nekateri listi so se obarvali

rdete.

Preglednica 11: Podatki merjenja listov.

Datum Prva ponovitev Druga ponovitev Tretja porewit
13.08.2008 2,778 ¢g 2,023 g 3,040¢
§:7cmd: 6,6 cm §:6,4cmd: 6,5cm §: 7,4 cifedh
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Slika 24: Herbarij 13.08.2008

20.08.2008

Ajda ima Ze oblikovana zrna in lahko bi jih pobraila steblih je ostalo zelo malo

listov tako, da so zelo opazna ¢kasta stebla.

Preglednica 12: Podatki merjenja listov.

Slika 25: Ajdaa®2008

Datum Prva ponovitev Druga ponovitev Tretja porewit
20.08.2008 0,869 g 0,774 ¢ 0,737 g
5:48cmd:4,7cm §:4,2cmd: 3,8cm §: 3,8lchl cm

Slika 26: Herbarij 20.08.2008

Slika 27: Ajda 202008
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Raziskovalci so objavili, da je pri navadni ajdilikepolimorfizem beljakovin
kotiledonov (Gardiner in Forde, 1992; Rogel in Jauq 1996). Trdili so, da obstaja
znotraj ene vrste ajde vedno isti vzorec elektedoih ¢rt beljakovin. Kar je Lien
(2004) kasneje ugotovila, da se proteini endosperamporedijo v eno debelo
proteinskocrto in na veliko Stevilo neizrazititrt. Pri vseh kultivarjih navadne ajde se
elektroforezne&rte pojavljajo na enakih mestih in s podobno¢fmpkot pri krizancih
navadne ajde, pri nekaterih pa se elektroforéztaane pojavi. Opazna razlika je tudi
pri krizancih tatarske ajde. V tem diplomskem d&fuo hoteli ugotoviti¢e se v listih
tatarske ajde tekom rastne dobe pokazejo razlikeenzivnosti elektroforeznilrt,
oziromace se sploh pokazejo. PoskusSali smo ugot@eitle SDS-PAGE elektroforeza
beljakovin endospermacimkovita metoda za ugotavljanje beljakovin endospen
listih tatarske ajde. Een (2004) je v svoji raziskavi préevala proteine endosperma v
semenih ajde, ki so okoli 60 kDa in ti isti proiese pokazejo v moji raziskavi v listih
tatarske ajde. Zato lahko sklepamo, da so ti pibt#ti, ki se nato formirajo v semenih.
To je razvidno tudi iz rezultatov elektroferograimeljakovin. Ugotovljeno je bilo, da
se lahko z pomfpo metode SDS-PAGE beljakovin endosperma razlikajed
navadno in tatarsko ajdo {gn 2004).

Na laboratorijskem polju BiotehniSke fakultete smosadili gredico tatarske in
navadne ajdeCez dva tedna smo nato Ze naredili prve slike irralbbelo rastlinico za
pripravo herbarija, isto smo ponovili Se nasledefien, nato pa sem vsak teden
pobirala po tri liste z vsake rastline v treh path na razlinih koncih gredice, jih
stehtala, zmerila Sirino in dolzino lista, ter gpravila v zamrzovalnik. Po kédanem
poskusu na laboratorijskem polju smo s pomMESDS-PAGE elektroforeze ugotovili,
da se spreminja intenzivnost elektroforezérit) tekom rastne dobe. Zanimivo je, da se
rezultati s pom¢go elektroforeze in merjenje listov nekako dopojeja. Opazila sem
da, datum 23. julija sovpada s polnim cvetenjenmastavki semen ajde. Najbolj so
elektroforeznerte opazne préi ko smo nabrali liste in nato 23.07. in 30.07.j&kbila
ajda v polnem cvetenju in ko so se razvila semBaatem datumu so elektroforezne
¢rte postopno manj opazne. Med vzorci, ki so bilbraai 26.06., 7.07. in 16.07.
elektroforeznihért skoraj ni, medtem ko je ajda polno zacvetelazgto opazna
elektroforeznacrta in so tudi listi obutno manjsi in lazji, kot so bili pred dvema
tednoma. Proti koncu rastne dobe so listtutho manjSi in lazji, sklepamo lahko da
gre vsa hrana (Skrob) v polnjenje semen.

V tem diplomskem delu smo dokazali, da se z met&@S-PAGE beljakovin
endosperma lahko do beljakovine endosperma tudi v listih tatarskeeajokazali
smo tudi, da se elektroforezrete v listih spreminjajo glede na rastne stadijgeaj
(cvetenje, polnjenje semen). Torej lahko sklepama, takrat, ko rastlina nima
intenzivnih elektroforeznilért, torej manj beljakovin v listih, se beljakovip®rabijo
za cvetenje in semena. Kar bi nam lahko priSlo gmav gojenju ajde, saj bi v tistih
stadijih lahko pognojili rastlino in ji s tem omagi ve¢ hranil in mogde posledino
ve¢ pridelka. Zanimivo bi bilo izvesti posku& se z dodajanjem gnojenja res p@ve
pridelek.
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6 POVZETEK

Pri beljakovinah endosperma navadne ajdagopyrum esculentum Moench), so do
sedaj ugotovili veliko homogenost beljakovin. Nasj@ zanimal@e se v listih pojavlja
razlicna koncentracije beljakovin, potrebnih za sintekmi$a. Poskus je potekal na
laboratorijskem polju in v laboratoriju, kjer je tek&ala elektroforeza beljakovin
endosperma v listih tatarske aj@Eagopyrum tataricum Gaertn.). Uporabili smo
semena tatarske ajde dafeapopulacije. S ponép SDS-PAGE elektroforeze
beljakovin smo l¢ili beljakovine endosperma v listih ter ugotoviia se preko rastne
dobe spreminja intenzivnost elektroforetskifh. Med poskusom smo vodili dnevnik
rasti listov, jih merili v Sirino in dolzino ter Z®. Tekom poskusa smo ajdo slikali in
pobirali liste za herbarij. Glede na stadij ajdeosngotovili, da se spreminja tudi
velikost in teza mladih zgornjih listov, ki smo jiobirali vsak teden. Saj so ob polnem
cvetenju ajde mladi listi manjsSi ter lazji, elekteetskacrta pa je zelo mma. Pred
cvetenjem je elektroforezn&ta zelo ména, pri naslednjih treh vzorcih pa komaj
opazna, listi pa so ¢ in tezji. Ob polnem cvetenju ajde se ponovno ga{o mane
elektroforetskerte, ki nato pri naslednjih vzorcih zgubljajo n&einzivnosti, listi pa so
vedji in tezji. Proti koncu rastne dobe, ko je fornmila Ze veliko semen in ajda ne cveti
pa elektroforezné&rte skoraj ni, kar smo opaziti tudi pri merjenjsttiv saj so zelo
majhni (S8: 4,2 cm in d: 4,2 cm) in lazji (0,793 §).tem diplomskem delu smo torej
dokazali, da se intenzivnost elektroforeztithspreminja glede na rastne stadije ajde.
Zanimivo bi bilo meriti istéasno mlajSe ter starejSe liste, ter ugotodtipride do
kakSnega odstopanja.



Lev&ii¢ S. Polimorfizem beljakovin endosperma pri tataggtti (Fagopyrum tataricum Gaertn.). 19
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiehniSka fakulteta, Odd. za agronomijo, 2010

7VIRI
DolinSek B. 1980. Studies of polymorphism of eleptroretic protein patterns in
buckwheat. V: Buckwheat, symp. Ljubljana, Sept. 5368

Elektroforeza, Veterinarska fakulteta, kemija vaje.
www.veterinarji06.zverinice.com/Kemija/valgkktr ofor eza.doc(10.022010)

Gardiner S.E., Forde M.B. 1992. Indentificatiorcaftivars of grasses and forage
legumes by SDS-PAGE of seed proteins. V: Seed sisalyjodern methods of
plant analysis. linskens H.F., Jackson J.F. (eBslin, Springer-Verlag: 43-61

Kreft 1. 1995. AjdaCZD, Kmezki glas, Slovenija: 112 str.

Kreft I., Javornik B., Strel B. 1978. Polymorphisihelectrophoretic protein patterns in
buckwheat. Biotechnical Faculty, University of Ljjaima, Research Reports, 31:
67-69

Kuhar B. 1976. K problematiki préavanja ajde v ljudski prehrani Slovenije.
Zdravstveno varstvo, 15, Suppl. 1. : 15-19

Laemmli U. 1970. Clevage of structural proteinsimigithe assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, 227: 680-685

Licen M. 2004. Polimorfizem beljakovin endospermakpiiancih ajde Fagopyrum
esculentum Moench) Diplomska naloga, Ljubljana, Univerza v Ljubljani,
Slovenija: 36 str.

Licen M., Dvoraek V., Cepkova P., Michalova A. 2004.Endosperm protein
polymorphism of comnon and tartary buckwheat. Ageculturae Slovenica, 83:
171-179

Rogel S. 2000. Identifikacija kultivarjev tujepra@smastlin z denaturacijsko
elektroforezo beljakovin semen in izvrednotenjktdoregramov krizancev ajde
(Fagopyrum esculentum Moench). Doktorska disertacija, Ljubljana, Biotetka
fakulteta: 251-256

Rogl S., Javornik B. 1996. Seed protein variatmmnidentification of common
buckwheat Fagopyrum esculentum Moench) cultivars. Euphytica, 87: 111-117

Wikispecies — free species directory
http://species.wikimedia.org/wiki/Fagopyrurmtaricum (10.02.2010)



Lev&ii¢ S. Polimorfizem beljakovin endosperma pri tataggtti (Fagopyrum tataricum Gaertn.).
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiehniSka fakulteta, Odd. za agronomijo, 2010

ZAHVALA

Iskreno se zahvaljujem svojemu mentorju, prof.ldanu Kreftu za pomopri izvedbi
diplomske naloge;

ter somentorici doc. dr. Mateji Germ za koristnevede in Zlati Luthar za strokovno
poma:;

gospe Mariji Gregori za pondan nasvete pri izvajanju elektroforeze;
svojim starSem za brezpogojno panmio podporo med Studijem;

Maticu za moralno podporo in vlivanje motivacije;



