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ABSTRAKT

Cilem bakalatské prace bylo zjistit, zdali je mozné odlisit od sebe vybrané skoiapkové plody
za pomoci hmotnostné spektrometrickych technik vyuzivanych pii proteinové analyze.
Teoreticka ¢ast shrnuje dostupné poznatky tykajici se tématu skotfapkovych plodi pocinaje
rostlinnou morfologii, systematikou a vyzivovym slozenim. Déle jsou uvadény benefity a rizika
konzumace, pii¢emz je tato ¢ast zakoncena obecnéji analytickymi metodami pouzivanymi pro

identifikaci proteinil, doplnéné o konkrétni studie z oblasti vyzkumu skotfapkovych plodi.

Experimentalni ¢ast jiz vyhradné reflektuje proteinové slozeni skotfapkovych plodii. Pro tuto
bakalafskou préaci bylo pfipraveno jedenact druht rtznych skofapkovych plodi. Ty byly
pfichystany pro analyzu v jemné mleté podobé a proteiny v nich byly ponechény S$tépit
enzymem trypsinem. Pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionization Time-of-Flight) byla ziskana spektra jednotlivych vzorki. Data byla poté
vyhodnocovana pomoci PCA (Principal Component Analysis), jejimz cilem bylo zjednodusit
pohled na ziskana spektra a umoznit snazsi porovnani mezi sebou. RozliSeni na zdkladé PCA
analyzy bylo Uspé&s$né, proto byla spektra dale posuzovana s cilem ziskat unikatni hodnoty m/z
pro kazdy plod, coz se rovnéz podatilo. Nasledné byly tyto vysledky doplnény o specificte)si
metodu hmotnostni spektrometrie LC-ESI-Q-TOF (Liquid Chromatography Electrospray
Ionization Quadrupole Time-of-Flight). Ta umoZnila nalezeni typickych peptidi a urcit tak

proteiny obsazené ve vzorcich skotfapkovych ploda.
Ziskané vysledky by mohly poslouzit pii bliz§Sim studiu rostlinnych proteind v botanice,
potenciadl by mohl mit vyzkum nalezenych proteini jakozto alergend. Dale by mohly byt

ziskané vysledky vyuZity pro identifikaci proteint rostlinného plivodu obsaZenych v nékterych

primyslové zpracovanych potravinach a napomoci i pti odhalovani falSovani potravin.

KLICOVA SLOVA

Hmotnostni spektrometrie, skofapkové plody, proteiny, analyza hlavnich komponent



ABSTRACT

This bachelor thesis investigates the possibility of differentiation of certain kinds of nuts with
the help of mass spectrometry used in protein analysis. The theoretical part provides
an overview of nuts — their morphology, systematics, and their nutritional value. It also reports
on the benefits and risks of their consumption. The theoretical part concludes with analytic
methods for protein analysis in general and touches on specific studies related to the research

of nuts.

The experimental part solely reflects on the protein composition of nuts. Eleven different
samples of nuts were used, the specimens were very finely ground, and their proteins were
broken down by the enzyme trypsin. Afterwards with the use of mass spectrometry
MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight) mass spectrum of
each sample was obtained. These spectra were later analysed with the use of PCA (Principal
Component Analysis) to simplify them for easier comparison. The PCA based comparison was
successful, therefore further evaluation was conducted. A next goal was to obtain unique m/z
values for each nut that was also successful. In addition, a more specific method of mass
spectrometry LC-ESI-Q-TOF (Liquid Chromatography Electrospray lonization Quadrupole
Time-of-Flight) was able to identify typical peptides. These peptides determined proteins

contained in samples.

All findings are applicable for further research into plant proteins in botany. There is also
a potential for a study of found proteins as possible allergens. All outcomes of this thesis could
be used for the identification of plant-based proteins in certain processed food and possible

exposure of counterfeit food.

KEYWORDS

Mass spectrometry, nuts, proteins, principal component analysis
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Uvod

Skotapkové plody jsou v naprosté vétsiné semena odpovidajicich rostlin. Ta jsou dalezitym
prosttedkem pro rozmnozovani, nasledné kli¢eni a rust rostliny. Semena jsou mimo jiné
velmi energeticky bohatd, pficemz nejvétsi podil tvoii lipidy. Tuky jsou metabolicky
odbourdvany za vzniku energie, jez umozni ono kliceni a nasledny rtst rostliny. Jelikoz jsou
semena energeticky, a tedy 1 nutri¢n€ vydatna, tak maji své dulezité misto ve vyzive ¢loveka.
Skotapkové plody predstavuji potraviny obsahujici veliké mnozstvi esencialnich mastnych
kyselin, aminokyselin, celou fadu mineralti a vitaminti. V ndvaznosti na to se lze nékdy
setkat s terminem ,,superpotravina®. Oznaceni pochdzi spiSe z marketingového svéta, ale
z vyzivového hlediska s tim lze skotfapkové plody do urcité miry ztotoZnit. Ac¢koli mohou
byt takto oznacovany, s jejich konzumaci souvisi i urcitd rizika, z nichz nejvétsi vyznam

maji alergické reakce.

S ohledem na rostouci pocty pacientli trpici alergiemi, které vyvolavaji alergeny
proteinového pivodu, je experimentalni ¢ast této prace vénovdna vyhradné proteiniim.
Hlavnim cilem prace je zjistit, zda mohou byt skofapkové plody od sebe rozliSeny na zaklade
proteinového slozeni. Pfi feSeni tohoto problému bylo zkoumano celkem jedenact
skotapkovych ploda (arasidy, kesu, kokos, liskové ofechy, makadamové otfechy, mandle,
para ofechy, pekanové ofechy, piniové ofisky, pistacie a vlasské ofechy) pomoci dvou
technik hmotnostni spektrometrie. Prvni zvolenou technikou je hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass
Spectrometry) s naslednym vyhodnocenim pomoci analyzy hlavnich komponent (PCA).
Druhd technika je charakteru kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni
spektrometrii LC-MS/MS (Liquid Chromatography - Tandem Mass Spectrometry), jez je
citlivéj$i metodou s moznosti poskytnout detailngj$i data. Zjisténi by mohla byt vyuzita

v ptipad¢ analyzy vyrobku ze skotapkovych plodii, s moznosti zaméfit se na alergeny.

Cilem této prace je tedy ovéfit, zda je moZné provést analyzu proteinl zvolenymi metodami,
eventualné navrhnout jeji Upravy ¢i zvolit postup zcela odliSny. Pfi feSeni by mohla nastat
komplikace z hlediska hydrofobniho charakteru vzorkl. Vysoky obsah lipidi by teoreticky
mohl branit ve Stépeni proteini, s ohledem na pouzivany Stépici enzym trypsin, jenz je

rozpustny ve vodném prostredi.



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Semenné rostliny

Semenné rostliny (Spermatophyta) predstavuji nejpocetnéjsi skupinu v systému vyssich
rostlin (Embryophyta), pro néz je charakteristické télo diferencované v jednotlivé rostlinné
organy (Hendrych, 1986). Ackoli rostlinna taxonomie stale podléha zménam, kladistickym
a molekularnim vyzkumiim, tak néktera ¢lenéni na nejvyssich urovnich zacinaji mit sva
jasngj$i postaveni (Hrouda, 2007). Jeden znovéjSich a plné dostupnych pohleda
na systematiku je k dispozici ve zpracované klasifikaci organismit od kolektivu autorti
Ruggiero et al. (2015). Zde jsou zpracovéna jednotlivd taxonomickd zafazeni pouze
do trovné tadi. Nizsi klasifikacni kategorie nejsou uvadény, ponévadz napiiklad ur€ovani
pribuznosti na urovni rodu nemusi byt jednoznacné a dostate¢n¢ objektivni (Hrouda, 2007).
Vyzkumy probihaji nadéale zejména v oblasti genetickych analyz a jejim ucelem je postupné
vytvafet dostupnou a ptehlednou taxonomickou databazi, kterd by lépe ukotvila moderni

biologii s novymi moznostmi badani (Koch et al., 2018).

Nazev semenné¢ rostliny prameni ze schopnosti produkovat semena tzn., Ze vykazuji novy
znak v porovnani s evolué¢né ptiivodnéjsimi rostlinami, jez se rozmnozuji pouze vytrusy
(Hendrych, 1986). O tuto skutec¢nost se postaraly prvni semenné rostliny ptiblizné pred
300 miliony lety. Na zaklad¢ toho zacal rozvoj rostlinnych ekosystému tak, jak jsou zndmé

v soucasnosti (Ziegler, 2001).

1.1.1 Evoluce semennych rostlin

Ptedpokladanymi pfedky semennych rostlin jsou tzv. prvosemenné rostliny
(Progymnospermophyta). Skupina téchto rostlin i pfes svilj ndzev jeSt¢ nebyla schopna
rozmnozovani semeny, ale predstavuji urCity meznik mezi vytrusnymi a semennymi
rostlinami (Willis & McElwain, 2014; Ziegler, 2001). S nejvétsi pravdépodobnosti z nich
vzniklo oddé€leni kaprad’osemenné rostliny (Lyginodendrophyta), které je mozné povazovat
za nejstar§i semenné rostliny vibec. Ac¢koli se jednd jiz o vyhynulou skupinu, tak fosilni
nalezy potvrzuji tvorbu primitivnich semen a vzhled podobajici se kapradindm. Tyto rostliny

tak pomysIn¢ stoji mezi kaprad’orosty a nahosemennymi rostlinami. (Ziegler, 2001).



Vyhynuti prvosemennych rostlin se uddlo soucasné s tzv. velkym vymiranim zemské bioty
na konci druhohor. Paleobotanické studie dokonce prokazaly, ze vymizela vice nez polovina
tehdejsich rostlinnych druhit (McElwain & Punyasena, 2007). K této udalosti doslo pfiblizné
pted 66 miliony lety (Hashim-Jones, 2020). Nasledkem toho byla obrovskd obména fauny
a flory v tfetihorach, pfi¢emz v oblasti flory doslo k nartstu poctu krytosemennych rostlin
(obr. 1) azna 90 % tehdejsiho zastoupeni rostlin ve veskerych ekosystémech (Ziegler, 2001).
Tento trend pietrvava a v soucasnosti predstavuji evolucné nejpokrocilejsi krytosemenné

rostliny pfiblizné 97 % veskerych rostlinnych druhii (Stech, 2016).

Krytosemenné
Nahosemenné
Prvosemenné
Kapradiny a preslicky
Plavuné

prvohory druhohory | tretihory

Obrazek 1: Zastoupeni jednotlivych skupin cévnatych rostlin v pribéhu geologického casu (upraveno podle:
Stech, 2016, s. 71).

1.1.2 Typické znaky semennych rostlin

produkovat semena, ktera jsou urcena k rozmnozovani. V souvislosti stim se hovoii
o jeste¢ jedné podstatné udalosti, tj. oplozeni bez nutnosti vazby na vodni prostiedi
(Kalina & Vana, 2005). DalSim charakteristickym znakem semennych (respektive
cévnatych) rostlin je pfitomnost pokrocilejSich typt pletiv, zejména pletiv vodivych
(Dostal, 2009). S ohledem na postaveni semennych rostlin v taxonomii je mozné za zasadni
znak povazovat 1 plné¢ diferencované télo (Hendrych, 1986). To je clenéno v rostlinné
organy, ¢imz se odliSuji od niZSich rostlin a zelenych fas, jejichZ télo tvofi obvykle jen stélka

(Lewis & McCourt, 2004).
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Semenné rostliny se standardné Gleni na nahosemenné a krytosemenné rostliny (Stech,
2016). Nahosemenné¢ predstavuji vétSinou dreviny, jejich télo je ¢lenéno na koteny, stonek
(respektive kmen), listy a SiStice (reprodukéni organy), vajicka se nachazi volné na
plodolistech. Krytosemenné rostliny zahrnuji dfevinné i bylinné zastupce s zavislosti
na konkrétnim zatazeni. Jejich télo je ¢lenéno ,klasicky* na kotfeny, stonek (kmen), listy,
kvéty a plody. Vajicka jsou ulozena v pestiku a jsou v ném takiikajic kryta, odtud prameni

nazev krytosemenné rostliny (Kavina, 1950).

Jiz vySe bylo zminéno, Ze se za jeden z charakteristickych znakli da povaZovat plné
diferencované rostlinné télo. Velmi funkéné dilezitou casti téla rostliny je koren, ktery
upeviuje rostlinu v substratu, ptfijimé a rozvadi vodu s mineralnimi latkami, plni z&sobni
funkci a dale také umoziuje vegetativni rozmnozovani (Dostal, 2009). Ve své podstaté je
velmi specificky, ponévadz roste pozitivné geotropicky, a zdroven tento rist neni omezen.
Kofenové systémy tak mohou nartistat do obrovskych délek (Slavikova, 2002). Na koten
navazuje stonek, ktery je jiz nadzemni ¢asti (Kavina, 1950). Mezi jeho hlavni funkce patii
zejména vedeni Zivin a vody rostlinnym télem do dalSich organt. Dfeviny se vyznacuji tim,
Ze jejich stonek dievnati, nejastéji jsou v podobé stromu nebo kefe, pfipadné polokete

(Dostal, 2009).

Dal$im nadzemnim organem je list, jenZ vyrasta ze stonku. Jednd se o cCast rostliny
s nejrozmanitej$i morfologii, typy a tvary listli se li§i celed” od celedi (Slavikova, 2002).
Nejvetsi cast listu tvoii listova Cepel, jeZ je potfebnd k osvitu a vyméné plynt (Kavina,
U krytosemennych rostlin jsou nékteré listy pfeménény v kvét (Weberling, 1992), ktery
predstavuje specificky generativni organ. Na rostliné se castéji vsak setkdvame
s tzv. kvétenstvim, tedy souborem nékolika kvétt (Kavina, 1950). Z kvétnich ¢asti vznika
nakonec plod, jehoz funkci je ochrana, dozrdvani a rozSifovani semen, tzn. dokonceni
reprodukce (Dostal, 2009). Plody se s ohledem na vznik z konkrétni kvétni ¢asti déli na
pravé a nepravé. Mezi pravé plody patii mimo jiné peckovice a ofiSky (Kavina, 1950), které
jsou ¢astecné reprezentovany tzv. skofapkovymi plody, jeZ byvaji laicky oznacovany jako

ofechy.

11



1.2 Skorapkové plody

Skotapkové plody, nepiesné oznaCované jako oiechy, jsou v SirSim pojeti suché plody nebo
semena konkrétnich druhii semennych rostlin (Kavina, 1950). Z potravinarského hlediska
jsou fazeny k ovoci, jez spolecné se zeleninou tvoti zakladni pilii potravinarského zbozi.
Pojeti ovoce jakozto potravin se opira o botanické ¢lenéni, které je rozsSitené napiiklad
o klimaticky aspekt. Mimo zékladni kategorie (malvice, peckové ovoce, bobuloviny) ma
samostatnou kategorii napf. tropické ovoce anebo tzv. skorapkové ovoce, kam patii vétSina

ofechd, respektive skotapkovych plodi (Dostalova & Kadlec, 2014).

Suché skorapkové plody byvaji ve vyloupaném stavu, ptipadné jesté ve skotapce. Vyloupana
jaddra mohou byt dale upravovana riznymi zpiisoby, naptiklad prazenim (Kadlec et al.,
2012). Jednotliva zatazeni skotfdpkovych plodi vcetné podoby a pozadavkii na jakost
produktti upravuje vyhlaska ¢. 397/2021 Sb., §11. Dle této vyhlasky by plody nemély byt
poskozeny bez ohledu na to, zda jsou jesté ve skorapce ¢i ve vyloupaném stavu. Co se
skorapkovych plodi a vyrobkll z nich tyce, tak nejsou zadouci mechanicka poskozeni,
napadeni Sktdci ani plisnémi. Zarovei by neméla byt pfitomna ani povrchova vlhkost, ktera
naznacuje nevhodné uchovavani. Skotadpkové plody by taktéZ mély vykazovat i adekvéatni
senzorickou kvalitu, tj. nemély by zapachat, a naopak by mély mit svou odpovidajici chut’

(Dostalova & Kadlec, 2014).

Za velkou vadu produktu jsou povazovany chemické zmény (zejména zluknuti). U vSech
skotapkovych plodu plati, Ze jsou velice bohaté na oleje (tuky), které po urcitém case velice
snadno a ochotné podl¢haji chemickym zménam, konkrétné oxidaci (kapitola 1.7 Rizika
spojena s nevhodnym uchovavanim a zpracovanim). Z tohoto divodu je nezbytné pii baleni
skotapkovych plodl pouzivat inertni atmosféru nebo tzv. vakuovani. Z hlediska obalovych
materiall je doporucené pouzivat folie obsahujici polyamidy nebo obaly s hlinikovou folii.
Pouzivani specifickych oball 1 ochrannych atmosfér pti baleni zabraiiuje pronikani kysliku

k plodiim a tim samoziejmé 1 nasledné oxidaci (Kadlec et al., 2012).
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1.3 Charakteristika a zarazeni zkoumanych skorapkovych plodii

Skotapkové plody mohou byt z potravinarského hlediska fazena velmi riizn€, vétSinou se
alespon Castecné cti jejich botanické fazeni. Pouze nékteré skotapkové plody piedstavuji
skute¢n¢ ofisky, vétSina znich jsou vSak jadra peckovin anebo semena odpovidajicich
rostlin. I pfesto byvaji skotapkové plody velmi Casto nepfesné oznaCovany jako ofechy.
Z klimatického hlediska se jedné prevazné o plody (respektive semena) tropickych anebo
subtropickych druhti rostlin (Valicek, 2002). Nasledujicich jedenact podkapitol podtrhuje
botanické zafazeni a rozdily vybranych skofapkovych plodi. Vizudlni porovnani
zkoumanych skofdapkovych plodi je zobrazeno na obr. 2. Zarovein jsou plody
v podkapitolach 1.3.1 az 1.3.11 charakterizovany po zdravotni a vyZzivové (chemické)
strance. Souhrnny pohled tykajici se nutri€niho hlediska je rovnéz zpracovan v tab. 1 a 2

(kapitola 1.4 Chemické slozeni skotfapkovych plodi).

a b c d e f
s 2 & T 73

Obrazek 2: Porovnani tvaru, velikosti a barvy vybranych skotapkovych plodl; a — vlasské ofechy, b — kesu
ofechy, ¢ — liskové ofechy, d — mandle, e — pistacie, f — araSidy, g — para ofechy, h — pekanové ofechy,
i — makadamové ofechy, j — piniové ofisky, k — kokos (foto autor, 2.9.2021).
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1.3.1 AraSidy (burské orisky)

Arasidy ptedstavuji velmi vyjimecné skotapkové plody (obr. 2f), ponévadz spise
pfipominaji lusténinu. Z vyzivového hlediska se ale semena podzemnice olejné (4Arachis
hypogaea) vice podobaji nékterym ofechim, proto jsou arasidy pfifazovany
ke skotfapkovym plodiim. Podzemnice olejnd je rostlinou pattici do celedi bobovitych
(Fabaceae) a vyjimecnost této rostliny tkvi zejména v tom, ze jeji plody vcetné semen
dozravaji v ptidé. Semenik podzemnice nejprve roste vzhiru, ale po né¢kolika dnech se jeho
smér ristu obraci a postupné proruasta substratem (Vali¢ek, 2002). Takto rostouci semenik
se vyviji v né¢kolikacentimetrové hloubce a tvofi pevny lusk (Moctezuma & Feldman, 1998;
Valicek, 2002). Lusk obvykle obsahuje dvé semena, ktera jsou jiz znama jako arasidy

ptipadné burské ofisky (Valicek, 2002).

Burské ofisky jsou z nutriéniho hlediska velmi bohaté na tuky (cca polovina hmotnosti)
a proteiny, téch obsahuje priblizné 25,8 g na 100 g arasidi (Brufau et al., 2006). Z vitaminii
v ara$idech nachdzime Bi, B2, B3 a Bii, dale vitamin C a E, z mineralnich latek obsahuji
vapnik a hot¢ik (Li ef al., 2014). Ackoli se fadi k velmi hodnotnym potravinam, ¢astecné se
jedna o kontroverzni tvrzeni. AraSidy s sebou totiZ nesou pomérné vysoké riziko vzniku
alergické reakce a bohuZzel je v tomto pfipad€ patrny zvySujici se trend narGstu alergii
v populaci (Burks, 2008). Alergie na araSidy se rozviji zeyména u déti a mladistvych (Vander
Leek et al., 2000), silné alergické projevy se navic nevyhybaji ani t¢ém nejmenSim détem.
Naptiklad kolektivem Keet ef al. (2021) bylo zjisténo, Ze rozvoj alergie na arasidy je silna

jiz v kojeneckém véku, pfiCemz vyznamné souvisi s vyskytem ekzémd.

1.3.2 KeSu ofechy

Kesu ofechy jsou plody (nazky) ledvinovitého tvaru (obr. 2b), jedna se o plody ledvinovniku
zapadniho (A4nacardium occidentale). Ten reprezentuje stdlezeleny strom z Celedi
ledvinikovité (Anacardiaceae), ktery primérn¢ dortsta az 12 metra (Ross, 2001; Valicek,
2002). Ledvinovnik pochazi z polosuchého prostiedi Karibiku a severni ¢asti Jizni Ameriky
(Brazilie), v soucasnosti je rozsifen napfic tropickym péasem a péstuje se naptiklad i v Asii

(Ross, 2001).
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Kesu ptipadné kasu ofechy se prezentuji jako nutricné bohaté potravina (Valicek, 2002), coz
samoziejme souvisi s pfirozenosti semen, kdy je dostatecné mnozstvi zasobnich tukti a Zivin
dulezité pro kliceni nové rostliny (Kavina, 1950). KeSu tvofti pfiblizn€ 46 % své hmotnosti
tuky, nasleduji je sacharidy, které zaujimaji pfiblizné tfetinu hmotnosti a nejmensi ¢ast
z makrozivin tvoii proteiny v mnozstvi cca 18,2 g na 100 g kesSu ofechti (Brufau ez al., 2006).
Dale obsahuji vitaminy B3, C, E a v niz§im mnoZstvi 1 naprostou vétSinu ostatnich vitamint
fady B. Z mineralli obsahuji draslik, hoicik, fosfor, vapnik a v nizSich koncentracich

naptiklad i Zelezo nebo zinek (Rico et al., 2016).

1.3.3 Kokosovy oiech

Kokosovy ofech predstavuje vyjimku mezi skotapkovymi plody s ohledem na svou velikost,
ponévadz dosahuje primérné velikosti kolem 20 cm (obr. 2k). Kokos je plodem kulturné
vyznamné plodiny palmy kokosové (Cocos nucifera), v ¢eské systematice se lze také setkat
s oznaCenim rostliny jako kokosovnik ofechoplody (Kulhavy, 1993; Valicek, 2002).
Kokosovnik zastupuje tropickou rostlinu z ¢eledi arekovité (Arecaceae) pochazejici
z oblasti jihovychodni Asie, odkud byla rozSifena napiic celym tropickym pasem.
V nékterych oblastech (napf. Filipiny, Indonésie) jsou palmy péstovany predevsim z diivodu

vyvozu do celého svéta a vyroby dalSich kokosovych produktt (Valic¢ek, 2002).

Kokos Ize zcela jist¢ také tadit mezi nutricné zajimavé plody. Zraly kokosovy ofech je
bohaty predev§im na tuky. Z hlediska sloZeni zastupuji lipidy pfiblizn€ jednu tietinu
hmotnosti, sacharidy tvoii pak cca 15 %. Naopak mnoZzstvi proteinti (primérné 3 gna 100 g
kokosu) neni pftili§ vysoké (Agyemang-Yeboah, 2011) a ze vSech zkoumanych plodl je
pfi¢emz jsou doplnény minerdlnimi latky. Z té€ch jsou nejvice zastoupeny draslik, fosfor,
zelezo, hoi¢ik, vapnik a zinek (Agyemang-Yeboah, 2011).

Ptestoze je kokos podobné jako dal$i ovoce zdravi prospéSny, tak ma ze zdravotniho
hlediska i opa¢nou stranu. Ackoli obsahuje pomérné nizké mnozstvi proteini, byl pozorovan
relativné Casty vyskyt alergii u malych déti a kojencl (Vajravijayan ef al., 2017). Naptiklad

v Indii se kokos fadi mezi pét nejcastéjSich alergenii (Agyemang-Yeboah, 2011).
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1.3.4 Liskové ofechy

Liskové ofechy jsou plody lisky obecné (Corylus avellana), v tomto piipad¢ se jedna
skutecné o ofisky (obr. 2c). Liska obecnd predstavuje opadavy ket z Celedi liskovité
(Corylaceae), vzacné muze mit i podobu stromu (Vali¢ek, 2002). Historicky navic nese
znacny podil na vzhledu stfedoevropské vegetace, kterou zacala tvofit po posledni dobé

ledové (Hejny & Slavik, 2003).

Ofechy lisky, nase pliivodni skotdpkové plody, netvoii vyjimku a patii téZ mezi nutri¢né
vydatné potraviny. Ty obsahuji veliké mnozstvi tuki, cca 61 % hmotnosti (Brufau et al.,
2000), pricemz se jedna zejména o nenasycené mastné kyseliny, jez diky vys§imu obsahu
HDL (High Density Lipoproteins)! napomahaji snizovat riziko kardiovaskularnich
onemocnéni a vzniku aterosklerézy (Alphan et al., 1997; Richardson, 1996). Z hlediska
protein ¢ini obsah 13,7 g na 100 g plodt (Brufau et al., 2006), coz odpovidéd primérnému
mnozstvi proteini pro skotfdpkové plody. Liskové ofechy rovnéz predstavuji zdroj
dalezitych vitamint, kterymi jsou B1, B2, Bs a E, z mineralnich latek obsahuji Zelezo, draslik,
vapnik a zinek. S ohledem na obsah drasliku jejich konzumace pfispiva k normalni nervoveé
a svalové funkci. Zelezo a vitamin E navic preventivné piisobi vii¢i anemickym staviim

(Alphan et al., 1997).

1.3.5 Makadamové orechy

Makadamové otfechy (obr. 2i) jsou semena plodii makadamie celolisté (Macadamia
integrifolia). Makadamie celolistd pfedstavuje listnaty strom zceledi proteovité
(Proteaceae) a zarovei je jednou z mala plodin pochazejici z Australie, jejiz semena jsou

celosvetove poptavana (Stephenson, 2005).

Makadamové ofechy maji velice specifickou nasladdlou chut’, ¢imz se trochu odliSuji od
ostatnich ofechti a skofapkovych plodl. Nicmén¢ své misto coby nutricné vydatna potravina
mezi skofapkovymi plody maji taktéz. Makadamové ofechy obsahuji nejvice tuki ze vSech

zkoumanych skotapkovych plodi (vice nez 75 % své hmotnosti), pomérné zastoupeni

'HDL ptedstavuje tzv. vysokodenzitni lipoprotein (majici vysokou hustotu). HDL lipoprotein ma v souvislosti
s vy$s§i hustotou stabilnéjsi proteinovy obal, jenz neucpava cévy lipidy. Z toho diivodu ma optimalni
koncentrace HDL preventivni charakter vii¢i kardiovaskularnim chorobam (Velisek, 2002a).
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proteinli je naopak jedno znizsich, a to kolem 8 % hmotnosti (Brufau et al, 2006).
Z hlediska obsahu bilkovin tedy nejsou makadamové ofechy nejvyznamnéjsi, obsahuji
pouze mensi mnozstvi nékterych esencialnich aminokyselin. Na druhou stranu ale obsahuji
celou fadu mikrozivin jako draslik, fosfor, hot¢ik, vapnik, v mensim mnozstvi také zelezo,
zinek, méd’ a selen (Moodley et al., 2007; Wood & Garg, 2011). Z vitamini obsahuji
predevsim vitaminy fady B, déle vitamin C a E (Wood & Garg, 2011).

Vzhledem k vysokému zastoupeni tukii a zejména nenasycenych mastnych kyselin
se makadamové ofechy ukazuji byt pfiznivou potravinou v prevenci proti kardiovaskularnim
onemocnénim (Brufau et al., 2006; Garg et al., 2007). V ramci studie, kterou publikoval
kolektiv autorti Garg et al. (2007), byly ucinky ofechii testovany na skupiné pacientli s vyssi
hodnotou cholesterolu v krvi. Pacienti konzumovali makadamové ofechy po dobu ¢tyf tydnii
v mnozstvi odpovidajici cca 15 % svého denniho energetického piijmu (Garg et al., 2007).
Vysledek studie pfinesl data, ze konzumace piredepsaného mnozstvi pozitivné zaptisobila na
srdce, tepny a napomohla k odbouravani tzv. oxidativniho stresu?. Pfekvapujicim vysledkem
této studie je také ptiznivy efekt na zanétlivd onemocnéni v téle a snizeni rizika vzniku
trombozy (Garg et al., 2007, Wood & Garg, 2011). I pfes dobré ucinky vici nekterym
onemocnénim ma konzumace, podobné jako u ostatnich skotapkovych plodd, urcité riziko

vzniku alergii zeyjména u déti a mladistvych (Wood & Garg, 2011).

1.3.6 Mandle

Mandle predstavuji pomérné velkd jadra (obr. 2d) semen mandlon€ obecné (Prunus dulcis),
jadra maji lehce zplostély kuzelovity tvar. Mandlont obecna reprezentuje subtropickou
dievinu z Celedi rizovité (Rosaceae). Obvykle se jedna o desetimetrovou opadavou dievinu,
jez pochdzi ze stfedni Asie, ale v soucasnosti je pestovana i ve Stfedomoii (Rada &
Steinbach, 1997; Valicek, 2002). Plodem mandloné je peckovice, jeZ mé uvnitf pecku
obsahujici semeno a az jadra semen jsou lidmi konzumované mandle. U nas miize byt rovnéz

v

pestovana, vétSinou ale pouze pro okrasu, ponévadz je v nasich zemépisnych Sitkéach silné

2 Oxidativni stres je zptisoben nerovnovahou mezi volnymi radikaly a antioxidanty na urovni bufiky. Bufika
v takovém piipadé neni dostatecné ochranéna a tento stav byva Casto spojovan s mnoha onemocnénimi;
napt. kardiovaskularnimi onemocnénimi, rakovinou nebo diabetem (Nohel et al., 2011).
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ohrozena jarnimi mrazy (Rada & Steinbach, 1997). Mandloni existuje cela fada druht
a kultivart, ty Ize ¢lenit podle charakteru mandli na sladké a hotké (Valicek, 2002). Sladké
mandle se obvykle konzumuji pfimo anebo se z nich vyrabi rtizné sladkosti. Hotké mandle
nasly své vyuziti predevSim v priamyslu a lékatstvi pro sviij obsah kyanovodiku (Rada &

Steinbach, 1997).

Vyzivové se jednd o hodnotnou potravinu, zhruba polovinu hmotnosti mandli tvofi tuky
a kolem 20 % hmotnosti bilkoviny (Rada & Steinbach, 1997). Pomér makronutrientl je
samoziejm¢ zavisly na konkrétni odriidé mandloné. Z hlediska mikrozivinového slozeni
mandle obsahuji vitaminy B>, B3z a E, dale pak Zelezo, vapnik, hot¢ik, draslik a zinek

(Yada et al., 2013).

Konzumace mandli mize byt i tak po zdravotni strance ambivalentni, podobné jako ostatni
plody piindsi prevenci v srdecnich chorobach, nicméné souvisi také s rozvojem alergii.
V souvislosti s jejich rozvojem je zasadni proteinové slozeni mandli, to je tvofeno piiblizné
ze 75 % globuliny. Nejvice je v mandlich zastoupen tzv. amandin, hlavni globulin, nékdy
oznacovany jako ,,almond major protein“ (Yada et al., 2011). Tento protein se sklada
ze dvou hlavnich polypeptidovych fetézclti (pruninu-1, pruninu-2), které jsou navzijem
propojeny disulfidickymi vazbami, a navic doplnény nékolika menSimi polypeptidy
(Sathe et al., 2002; Tengchuan et al., 2009). Piestoze se jednéd o hodnotny protein pro rostlinu
samotnou, tak pro konzumaci pfedstavuje alergen, jez patii do jedné z hlavnich alergennich

skupin (Tengchuan ef al., 2009).

1.3.7 Para orechy

Para ofechy, n¢kdy oznacovany jako brazilské ofechy, jsou jddra semen (obr. 2g) juvie
ztepilé (Bertholletia excelsa). Juvie ztepila reprezentuje velmi vysoky strom z Celedi
hrne¢nikovité (Lecythidaceae), vyskytujici se v oblastech amazonskych deStnych lest
(Mori & Prance, 1990). Zajimavé je, Ze juvie neni pfili§ cilené vysazovana, a tak veSkerd
produkce tzv. brazilskych ofechli pochazi z plané rostoucich stromu (Valicek, 2002). Plody
juvie pfipominaji kokosové ofechy, ovSem uvniti plodll jsou semena, tvarové podobajici se
vétsim mandlim. Uvnitt kazdého semene se nachazi jadra, jez jsou konzumovana prave jako

para ofechy (Valicek, 2002).
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Podobné jako ostatni jiz zminéné skotfapkové plody jsou para ofechy vysokoenergetické
potraviny obsahujici predev§im veliké mnozstvi tukii (Cardoso et al., 2017). Procento tukt
dosahuje az 70 % hmotnosti, podil bilkovin se pohybuje bézné€ kolem 15 % (Valicek, 2002).
Polovina obsazenych tukd patii do skupiny tzv. nenasycenych mastnych kyselin, jez
napomahaji ke zvySovani hladiny HDL, a naopak snizovani LDL (Low Density

Lipoproteins)>.

Kolektiv Silva ef al. (2019) uvadi nékolik studii, v nichz bylo potvrzeno, Ze pravidelna
konzumace snizuje riziko aterosklerdzy napti. u obéznich pacientli anebo u pacientli na
hemodialyze. Co se dalSiho sloZeni tyce, tak para ofechy zahrnuji hot¢ik, zinek, fosfor,
vapnik, méd’, draslik, zelezo a nejvice dominujici selen. Déle obsahuji vitaminy A, Bi, B3,

E a antioxidanty (Cardoso ef al., 2017; Silva et al., 2019).

1.3.8 Pekanové ofechy

Pekanové ofechy se lehce podobaji ofechiim vlasskym, jsou ale mens$i, mé¢kéi a trochu
protahlejsi (obr. 2h). Jednd se konkrétné o jadra ofechovce pekanového (Carya
illinoinensis), tento druh reprezentuje amerického piibuzného naSeho ofeSaku z celedi
otesakovité (Juglandaceae). Otechovec je taktéz jako ofeSdk mohutny strom, ktery dosahuje
vysky az 30 metrd (Horacek, 2007; Vali¢ek, 2002). Plody ofechovce jsou peckovice
s tvrd§Sim oplodim a n€kdy byvaji oznaCovany jako tzv. americké ofechy (puma otfechy).

Uvniti pecky se nachéazi jddra znama coby pekany (Valicek, 2002).

Z vyzivového hlediska jsou na tom pekany obdobné jako ostatni plody. Primérné ofechy
obsahuji 70 % lipidi ze své hmotnosti (Venkatachalam et al., 2007). Na zéklad¢ vysokého
procenta tuku jiz nepozorujeme piili§ vysoky podil proteinti (cca 10 %), ackoli se zda,
jakkoliv toto ¢islo nizké, tak cca jedna tfetina proteini tvoii tzv. esencidlni aminokyseliny,
které si lidsky organismus nedokaze syntetizovat sdm (Svacina et al., 2008; Venkatachalam

et al., 2008). Z hlediska proteinového sloZeni je patrna podobnost s vla§skymi ofechy,

3 LDL ptedstavuje tzv. nizkokodenzitni lipoprotein (majici niz$i hustotu). Jeho vy$§i hladina je zodpovédna za
ukladani cholesterolu do tkani v organismu. LDL nema kolem sebe natolik stabilni proteinovy obal, a tak se
z ného snadno odlouci lipidy, které jsou zodpovédné za rozvoj kardiovaskularnich problému (Velisek, 2002a).

19



nejvetsi dil zaujimaji gluteliny, dale globuliny a v menSim mnozstvi 1 albuminy
(Venkatachalam et al., 2008). Kromé vyse uveden¢ho obsahuji samoziejmé mikroziviny,
nejvetsi zastoupeni maji vapnik, fosfor, hoi¢ik, draslik, zinek nebo mangan (Gardea et al.,
2011; Ortiz-Quezada ef al., 2011). Ani zhlediska vitamini nejsou pekanové otfechy
ochuzeny, obsahuji vitamin A, vétSinu fady vitaminti B a vitamin E (Ortiz-Quezada et al.,

2011).

1.3.9 Piniové ofiSky

Piniové ofiSky jsou velmi drobnd seminka (obr. 2j) borovice pinie (Pinus pinea), jez
predstavuje jehli¢naty strom z celedi borovicovité (Pinaceae). Jedna o sttedomotsky druh
borovice, ktery dortsta prumérné 20 metrti. Habitus pinie pfipomind destnik, kdy z vysokého
rovného kmene vyrlsta rozsahléd klenutd koruna (Hieke, 2008). Mimo stfedomofi je hojné
pestovana napiiklad v Turecku, kde roste na nékolika tisicich hektarech pidy. Kromé
splnéni ekologické hodnoty ma zde predevsim sviij ekonomicky vyznam (Varol & Tatli,
2002). Ponévadz se jedna o jehli¢nan, tak jejim rozmnozovacim organem je SiStice. Kazda
SiStice po dozrani obsahuje kolem stovky seminek, kterd ale dozravaji pfiblizné tii roky od
opyleni (Hieke, 2008). Patrné z téchto diivodll jsou piniové ofisky v porovnani s ostatnimi

skotapkovymi plody na trhu vyrazné drazsi.

Ptestoze se jednd o seminka jehlicnatého stromu, tak z nutricniho pohledu neptedstavuji
vyjimku mezi skotapkovymi plody. Z hlediska slozeni i u piniovych ofiSki dominuji tuky
(ptiblizn€ 61 g na 100 g ofiskill), proteiny tvoii asi 11 % hmotnosti seminek. Dale v radmci
svého slozeni obsahuji vitaminy A, Bi, B> a C. A z minerala v piniovych ofiScich dominuje

vapnik, zinek, draslik, zelezo a méd’ (Cabanillas & Novak, 2015; Lutz et al., 2017).

Ackoli proteinové zastoupeni neni nejvyssi, tak v souvislosti s piniovymi ofisky se diskutuji
alergické projevy podobné jako u arasidi. Ve svém proteinovém slozeni se nachdzi mimo
jiné 28 albuminy, coZz jsou velice odolné proteiny vici extrémnim podminkam (zejména vici
teploté a pH), proto jsou spojovany s vaznymi alergickymi projevy (Cabanillas & Novak,

2015).
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1.3.10 Pistacie

Pistacie jsou semena (obr. 2e) rostliny pistacie pravé (Pistacia vera). Pistacie prava
predstavuje nizsi strom piipadné vétsi ket z celedi ledvinikovité (Anacardiaceae). Pistacii,
podle autorti Rady & Steinbacha (1997) v Ceské systematice oznacovanou také jako fecik
pistaciovy, fadime mezi teplomilné dieviny. Plody jsou peckovice elipsoidniho tvaru a uvnitt
se nachazi semena pistacie. Loupané pistacie jsou piiznacné zelené, proto jsou nékdy
nazyvany coby zelené mandle (Valic¢ek, 2002). A podobn¢ jako mandle se konzumuji ptimo,
prazené nebo zpracované v rdmci rtiznych pochutin (Rada & Steinbach, 1997; Valicek,

2002).

Pistacie se opét tadi k velmi vyzivové hodnotnym potravindm, navic s sebou nesou
historickou tradici jako prevence proti celé fadé zdravotnich potizi (Dreher, 2012). Tyto
skotapkové plody obsahuji ze své hmotnosti cca 44 % tuki a 20 % proteinti (Brufau et al.,
2006). Zasadngjsi roli maji opét tuky, a to v podobé prevence srde¢nich chorob. Nenasycené
mastné kyseliny napomahaji ke zvySeni a udrzeni optimalni hladiny HDL lipoproteinu
(Dreher, 2012). Naopak v pfipadé LDL bylo naptiklad v ramci studie, publikované
kolektivem Baer et al. (2012), pozorovano jeho sniZeni jiz po tfech tydnech pravidelné
konzumace pistacii. Mimo jiné obsahuji vitamin E a K (Dreher, 2012), mineralni obsah pak
tvoti méd’, hot¢ik, sodik a draslik, ktery vyznamné dominuje. Vyrazny podil drasliku mize
pfi pravidelné konzumaci pfispivat k optimalni hladin¢ krevniho tlaku u hypertenznich

pacientli (Dreher, 2012; Kiigiikoner & Yurt, 2003).

1.3.11 Vlasské orechy

Vlasské ofechy predstavuji nejvice svétové konzumovany druh skofapkovych plodia
(Hayes et al., 2016). Jednd se o peckovice, nicméné konzumuji se az vyloupana jadra
ze skofapky (obr. 2a) ofeSaku kralovského (Juglans regia). OtfeSak je mohutnad dievina
z Celedi otresakovité (Juglandaceae). Je ptedevSim plodinou mirného pasu, ale roste

1 v mnoha subtropickych oblastech (Valicek, 2002).

Vzhledem ke svému postaveni mezi skotdpkovymi plody taktéZ reprezentuji nutri¢né
bohatou potravinu, pfiblizn¢ 65 % hmotnosti tvoii tuky (v podobé nasycenych

i nenasycenych mastnych kyselin). Vyzdvihovany jsou v jejich kontextu zejména omega-3
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mastné kyseliny, jez pozitivné pusobi v pfipadé neurologickych onemocnéni
(napt. Alzheimerovy choroby) a diskutuji se také pozitivni G¢inky na projevy epilepsie.
Celkové totiz zlepSuji psychiku, pamét, kognitivni a motorické funkce mozku u déti
i dospélych (Hayes et al., 2016). Otfechy jsou také bohaté na proteiny, jejichz mnozstvi se
pohybuje kolem 26 % z celkové hmotnosti (Brufau ef al., 2006), pfi¢emz proteinovy profil
se podobd jiz zminénym pekanovym ofechlim. Nejvétsi podil zaujimaji gluteliny,
nasledované albuminy a globuliny. Z hlediska mikrozivin ofechy obsahuji ve stopovém
mnozstvi celou fadu antioxidantl a vitamind: Bi, B2, Bs a E. Z mineralnich latek zahrnuji

napiiklad hoi¢ik, draslik, fosfor a Zelezo (Sze-Tao & Sathe, 2000).

1.4 Chemické sloZzeni skorapkovych plodi

Chemické slozeni skotrapkovych ploda je samoziejmé zcela zavislé na konkrétnim druhu.
Slozeni je ale také zavislé na lokalité a kvalité pudy, kde byla plodina péstovana, proto se
mohou hodnoty s ohledem na ptivod ¢i zpracovatele mirné odliSovat.

PonévadZ se jednd o plody, semena rostlin ¢i jejich jadra, tak v jejich sloZeni dominuji
rostlina (Kavina, 1950). Spolecné s nimi maji ochrannou a vyzivujici funkci pfi ristu rostliny
také zasobni proteiny (Tengchuan ef al., 2009).

Celkovy podil tuktl, bilkovin a sacharidi, jako zadkladnich makroZivin, je uveden v tab. 1 pro
kazdy druh zvlast. Jednd se vZdy o pocet graml na 100 g plodi, zbyvajici mnoZzstvi tvoii
vldknina a mikroziviny (Brufau et al., 2006). V pfipad¢ kokosu vyznamny podil hmotnosti

tvofi také voda (Agyemang-Yeboah, 2011).
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Tabulka 1: Zastoupeni zékladnich makrozivin v gramech na 100 g skotapkovych plodi.

Zastoupeni makrozivin (v gramech na 100 g)
Druh skorapkového plodu Lipidy Bilkoviny Sacharidy
Arasidy * 49,2 25,8 16,1
Kesu ofechy ? 46,4 18,2 30,2
Kokos (&erstvy) ° 33,5 3,0 15,2
Liskové ofechy * 60,8 13,7 17,0
Makadamové otfechy ? 75,8 7,9 13,8
Mandle ? 50,6 21,9 19,9
Para ofechy * 66,4 14,3 12,3
Pekanové ofechy ? 72,0 9,2 13,9
Piniové ofisky ? 61,0 11,6 19,3
Pistacie ? 44,4 20,6 28,0
Vlasské otfechy ? 65,2 26,1 9,9

(Pozn. zdroje: ® Brufau et al., 2006; ® Agyemang-Yeboah, 2011).

Z hlediska mikroZivin jsou skotfapkové plody velice bohaté na vitaminy a minerélni latky,
pficemz vyskyt jednotlivych mikrozivin s ohledem na konkrétni druh je zpracovan v nize

uvedené tabulce 2.
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Tabulka 2: Vyskyt konkrétnich mikrozivin ve slozeni skofapkovych plodu.

Obsah mikrozivin
Druh skorapkového plodu

Vitaminy Mineralni latky
Arasidy ? Bi1, B2, B3, Bi;,CaE Ca, Mg
B1, B2, B3, Bs, Bs, Bs, Bo,
Kesu ofechy ° Ca, Fe, K, Mg, P, Zn
Bz, C,EakK
Kokos © B1, B2, B3, Bs, B¢, Bga C Ca, Fe, K, Mg, P, Zn
Liskové ofechy ¢ Bi,B2,BsaE Ca, Fe, K, Zn
. Ca, Cu, Fe, K, Mg, P, Se,
Makadamové ofechy &t B1, B2, B3, Bs, Bg, By, Ca E ,
n
Mandle ® B2,BsaE Ca, Fe, K, Mg, Zn
B Ca, Cu, Fe, K, Mg, P, Se,
Para ofechy ™ A,B1;,Bs;aE
/n
. A, B1, B2, Bs, Be, Bo,
Pekanové ofechy’ Ca, Fe, K, Mg, Mn, P, Zn
C,EakK
Piniové ofisky k1 Bi,BxaC Ca, Cu, Fe, K, Zn
Pistacie ™" K Cu, K, Mg, Na
Vlasské otfechy °© Bi,B2,BsaE Fe, K, Mg, P

(Pozn. zdroje: ® Li et al., 2014; ® Rico et al., 2016; ¢ Agyemang-Yeboah, 2011; ¢ Alphan et al., 1997;
¢ Moodley et al., 2007; TWood & Garg, 2011; £ Yada et al., 2013; " Cardoso et al., 2017; ' Silva et al., 2019;
i Gardea et al., 2011; X Cabanillas & Novak, 2015; ' Lutz et al., 2017; ™ Dreher, 2012; " Kiiciikoner & Yurt,
2003; °Sze-Tao & Sathe, 2000).

BliZsi charakteristika a vyznam jednotlivych makroZzivin jsou uvedeny v ramci podkapitol

1.4.1 az 1.4.3. Vyznam mikroZivin je uveden v podkapitole 1.4.4.
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1.4.1 Bilkoviny

Bilkoviny jsou makromolekularni latky slozené z vice nez sta aminokyselin, které
predstavuji zakladni stavebni jednotku molekuly bilkoviny. Aminokyseliny jsou vzajemn¢
vazany peptidovymi vazbami. V ramci molekuly bilkoviny (s ohledem na potadi a skladbu
aminokyselin v makromolekule) byvaji doplnény i o disulfidické vazby, amidové a esterové
vazby (Velisek, 2002a). Bilkoviny ptedstavuji podstatnou soucast vyzivy ¢loveéka, ponévadz
jsou nepostradatelnym zdrojem dusiku, siry a esencialnich aminokyselin, jez si lidsky
organismus nedokdZze sam syntetizovat a je tedy nezbytné je pfijimat v potrave
(Svacina et al., 2008). Zaroven maji bilkoviny celou fadu dilezitych funkci, v nichz jsou
jedine¢né — strukturni (opora zivoc¢isného nebo rostlinného téla), enzymaticka, transportni,
obrannd, zasobni (semena, hlizy), vyZivova (zejména pro ¢loveéka a Zivocichy) a dalsi

(Klouda, 2012; Velisek, 2002a).

Z vyzivového aspektu lze bilkoviny rozdélit podle zdroje na zivocisné a rostlinné, kdy
zivocisné bilkoviny maji samoziejm¢e vys$si obsah esencialnich aminokyselin a mivaji také
vyssi tzv. AAS (Amino Acid Score) neboli aminokyselinové skore (Svacina et al., 2008;
Velisek, 2002a). Hodnota AAS se uddva v procentech a vyjadiuje pomér konkrétni
aminokyseliny (obvykle je zkouména esencidlni aminokyselina) vii¢i tzv. referencnimu
proteinu, kterym je nejCastéji vajecny bilek nebo odstfedéné mléko (Svacina et al., 2008;
Velisek, 2002a). V idealnim ptipadé¢ by potrava méla samoziejmé zahrnovat Zivocisné

1 rostlinné zdroje bilkovin.

Uvadi se, ze rostlinné bilkoviny nejsou pfili§ hodnotné, protoZe nikdy neobsahuji dostate¢né
mnozstvi vice esencialnich aminokyselin zérovein jako zivocisné zdroje (Velisek, 2002a).
Zatzv. limitujici aminokyselinu u skofdpkovych plodi je povaZovan threonin
(Brufau et al., 2006), jeho mnozstvi je v porovnani s referencnim proteinem velice nizké
a celkové je vramci AAS protein ze skotapkovych plodi povazovan za méné hodnotny
(Brufau et al., 2006; Velisek, 2002a). OvSem naptiklad publikace vénujici se rostlinnym
proteinlim jako kvalitnim zdrojtim bilkovin od kolektivu Sa et al. (2020) uvadi keSu ofechy
amandle jako kvalitni zdroj esencialnich aminokyselin. Za naopak méné vhodny zdroj
proteinit z oblasti skotapkovych plodi byly uvedeny araSidy, jejichz aminokyselinové

slozeni neni hodnoceno jako kvalitni zdroj (Sé et al., 2020).
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Co se bilkovinného slozeni tedy tyce, tak jednostranna rostlinna strava neni nejst’astnéjsi
volbou. Proto je tieba rostlinné zdroje bilkovin vhodné kombinovat (lusténiny, ceredlie,
skotapkové plody), jediné tak se mohou vyrovnat zivociSnym zdrojim (Sa et al., 2020;

Svacdina et al., 2008).

1.4.2 Lipidy

Lipidy (tuky) netvoii chemicky homogenni skupinu na zéklad¢ své struktury ani chemického
sloZeni (Klouda, 2012; Velisek, 2002a). Pies heterogenitu skupiny pfedstavuji nepolarni
molekuly anebo c¢asteéné nepoldrni molekuly. V souvislosti s nepoldrnim charakterem
vyplyva zakladni vlastnost lipidi, tzn. nerozpustnost nebo velmi omezena rozpustnost ve

vod¢, naopak dobfe se rozpousti v nepolarnich rozpoustédlech (Klouda, 2012).

Tuky z rostlinnych zdroja (mj. 1 skofapkovych plodl) jsou zastoupeny nejcastéji v podobé
smési triacylglycerold, esteri vysSich mastnych kyselin a glycerolu (Velisek, 2002a).
Mastné kyseliny mohou byt nasycené (napf. kyselina palmitova a stearova) anebo
nenasycené (napt. kyselina olejova a linolovd). Tuky pochazejici z rostlinnych zdroji
obecné obsahuji vice nenasycenych mastnych kyselin (Svacina et al., 2008; Velisek, 2002a).
Skotapkové plody nejsou vyjimkou a svym sloZenim podporuji benefity rostlinné stravy,
predevsim v oblasti prevence vii¢i kardiovaskularnim nemocim (Satija & Hu, 2018). Nutné
to vSak neznamend, ze by konzumace zivociSnych tuki obsazenych napiiklad v mase byla
nevhodna. Zivoéiiné produkty z hlediska obsahu tukii maji v jidelni¢ku ¢lovéka taktéz svoji

velmi dulezitou roli (Svacina et al., 2008).

Podobné jako proteiny jsou tuky rovnéz nezbytnou soucasti lidské stravy, funguji jako
zasobarna energie, jsou potiebné pro tvorbu bunécnych membran ¢i k syntéze hormont.

Také se uplatiuji pti vstiebavani vitaminl rozpustnych v tucich (Svacina et al., 2008).

1.4.3 Sacharidy
Podobné¢ jako proteiny se sacharidy skladaji z malych jednotek, jez tvoii (makro)molekulu
s ur¢itym poctem monosacharidovych (cukernych) jednotek (Svacina et al., 2008; Velisek,

2002a). S ohledem na pocet jednotek se sacharidy d€li na monosacharidy (jedna cukerna
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jednotka, napt. glukosa), oligosacharidy (dvé az deset monosacharidovych jednotek
v molekule), polysacharidy (vice nez deset cukernych jednotek) a komplexni sacharidy, jez

maji v molekule i jiné nez cukerné slozky (Velisek, 2002a).

Dostate¢ny piijem sacharidii je zajiStovan zejména konzumaci rostlinnych zdroju (ovoce,
zeleniny, obilovin, lusténin a dal$ich). I skorapkové plody obsahuji nezanedbatelné¢ mnozstvi
sacharidii. Vyhodou je, Ze vyznamnou c¢ast zaujima vldknina, jeZ je nezbytné nutna pro
bezproblémové traveni a vyuziva se napiiklad pii 1lé€be€ zacpy (Svacina et al., 2008; Velisek,
2002a). Sacharidy primarné predstavuji rychly energeticky zdroj, ale také jejich dostatecny
pfijem zabranuje degradaci proteinli a naslednou ztratu svalové hmoty. I pfestoze jsou
nezbytnou soucasti lidského jidelnicku, analogicky jako u ostatnich makrozivin plati, ze je
dalezitd skladba a rozmanitost pfijatych sacharidi — nejvétsi podil by mély zaujimat
stravitelné polysacharidy a vlaknina, coz skotdpkové plody ve své podstaté spliuji (Svacina

et al., 2008).

1.4.4 Vitaminy a mineralni latky

Vitaminy jsou velice dilezité nizkomolekularni latky pro metabolismus ¢lovéka. Oproti
rostlindm si lidské télo dokéze vyrobit samo jen malou ¢éast vitaminl, a navic
velmi omezené. Jejich funkce na rozdil od makroZivin je vyhradné katalytickd a biochemicka
(Velisek, 2002b). Vitaminy, a¢ v pomérné malém mnoZstvi, maji svou nezastupitelnou
ulohu vramci fyziologickych procest, a proto nedostatek kteréhokoli vitaminu muze

wrwe

imunity s ur¢itou nadchylnosti k celé fadé onemocnéni (Svacina et al., 2008; Velisek, 2002b).

Skotapkoveé plody jsou bohaté na celou fadu vitamina (tab. 2 na str. 24), zejména vSak na
vitaminy ze skupiny B. Dale pfiblizné polovina vybranych plodii obsahuje v nizsich
mnozstvich vitamin C, ktery mé protizanétlivé U€inky a zaroven posiluje imunitu. VétSina
skotapkovych plodi ma ve svém mikrozivinovém slozeni i vitamin E. Jedna se o vitamin
rozpustny v tucich s antioxida¢nimi u¢inky a vykazuje preventivni plisobeni proti vzniku
aterosklerdzy (Svacina et al., 2008). Spolecné se Zelezem dle kolektivu Alphan et al. (1997)

muze navic pomoci v pfipadé nedostatku cervenych krvinek, tzn. byt prevenci viici anémii.
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Kromé vitaminli maji svoje dilezité misto i mineralni latky. Mineralni latky ptedstavuji
veSkeré prvky v podob¢ iontd, které jsou piijimany z potravy, a zaroven se nejedna
o organogenni prvky. Jedna se o latky, jez jsou v potravé pfijimany ve velmi malém
mnozstvi (obvykle stovky mikrogramil, maximalné desitky miligrami) stejn¢ jako vitaminy
(Panek, 2002). Podle zastoupeni v potravindich muizeme minerdlni latky klasifikovat
na majoritni (vice nez stovky mg/kg — napt. Ca, K, Na), minoritni (desitky az stovky mg/kg
—napi. Fe, Zn) a stopové (mén¢ nez desitky mg/kg — napft. Cu, I, Se). Toto d€leni, zavislé na
zastoupeni jednotlivych mineralii v potrave, odpovidé i déleni minerdlnich latek z hlediska

doporuc¢eného denniho ptijmu (Svacina et al., 2008; Velisek, 2002b).

Obsah mineralnich latek v potravinach je v fadu jednotek procent, u skotapkovych plodi
se jedna v priméru o 0,5-1,0 % (Velisek, 2002b). V ramci jejich sloZeni je zastoupena cela
fada minerélnich latek (tab. 2 na str. 24). Jsou zejména bohaté na draslik a hot¢ik podobné
jako seminka nékterych druhii zeleniny ¢i ovoce (Svacina et al, 2008). Dale jsou
povazovany za dobry zdroj zinku, vapniku a také médi ¢i selenu. Pfesny mineralni podil je
samoziejm¢ vazan na konkrétni druh plodu, ale také na kvalitu pldy, v niZ byla plodina

pestovana.

Pomérné velikou minerdlni diverzitu z vybranych skofapkovych plodl vykazuji
makadamové ofechy a para ofechy. Konkrétni mnoZstvi stézejnich mineralnich latek v obou

druzich je uvedeno v tab. 3.

Tabulka 3: Primérné zastoupeni klicovych mineralnich latek, porovnani makadamovych a para otfechil.

MnozZstvi kli¢ovych mineralnich latek (v mg/ 100 g plodi)

Ca Cu Fe Mg P Se Zn

Makadamové ofechy ? 85,0 0,8 3,7 130,0 | 188,0 | 0,036 1,3

Para ofechy b,c 141,8 1,8 2,1 3029 | 725,0 5810 4,1

(Pozn. zdroje: *Wood & Garg, 2011;° Cardoso et al., 2017; °Silva et al., 2019).

Primémé zastoupeni jednotlivych minerdlnich latek u naprosté vétSiny plodd (za

predpokladu konzumace ptiméfeného mnozstvi) nijak neohrozuje doporuceny denni piijem
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ve strave cloveka (Svacina et al., 2008). Ovsem zasadni vyjimkou jsou v tab. 3 uvedené para
ofechy, které vykazuji vyraznou specifitu ve svém mineralnim slozeni z hlediska obsahu
selenu. Brazilské ofechy totiz obsahuji pramérné 290,5 pg selenu v pouhych 5 g ofecha
(Silva et al., 2019). Tato hmotnost odpovida piiblizn¢ dvéma kusiim para ofechtl, pti¢emz
doporucena denni davka selenu podle kolektivu Svacina et al. (2008) by méla byt maximalné
100 pg denné. Navic zdroj selenu neptedstavuji pouze para otfechy, ale také motské plody,
ryby, vnitfnosti nebo vejce (Velisek, 2002b). Z ¢ehoz tedy vyplyva, Ze by konzumace para

ofechd, byt v malém mnozstvi, neméla byt rozhodné denni.

1.5 Postaveni skorapkovych plodi ve vyZivé a zdravotni benefity

Jiz ptedchozi kapitola reflektuje dulezitost zékladnich latek ve vyZzivé clovéka. Bez pochyb
jsou jeji podstatou makroziviny, tzv. makronutrienty, které tvoii hlavni ¢ast stravy spole¢né
s vodou (Péanek, 2002). Druhou vyznamnou skupinou zivin jsou mikroziviny, kam jsou
fazeny vitaminy a mineralni latky. Zvlastni postaveni mezi zivinami ma vléknina, ktera se
sice fadi k sacharidiim, ale je pro c¢loveéka nestravitelna. VétSina skotapkovych plodl
obsahuje adekvéatni mnozstvi vldkniny, nicméné Iépe si v tomto piipad¢ stoji ovoce nebo

zelenina. V potravé ¢lovéka ma svou nezastupitelnou ulohu v ramci fungujiciho zaZivani

a sttevni mikroflory (Panek, 2002; Tlaskal et al., 2016).

Skotapkové plody veskery tento vyzivovy zdklad maji a daji se povaZovat za potraviny
s velmi dulezitym mistem v lidské strave. Jsou bohaté na zdravé tuky a bilkoviny (tab. 1 na
str. 23), celou fadu vitamini a mineralnich latek (tab. 2 na str. 24). Navic jsou dle
potravinaiské klasifikace ptifazovany k ovoci (Dostalova & Kadlec, 2014), jez spolecné se
zeleninou tvoii jeden ze spodnich piliih potravinové pyramidy (obr. 3). Na druhém misté co
do dilezitosti stoji lusténiny a skotfdpkové plody, jakozto potraviny bohaté na bilkoviny
a zdravé tuky. Na né¢ navazuje maso, mlééné vyrobky a na vrcholu stoji vyrobky z bilé

mouky (Schlett, 2008).

Ackoli jsou ofechy ve druhém patie potravinové pyramidy, nelze je konzumovat bez
omezeni. Skotfdpkové plody obsahuji pomérné vysoké procento tukd, ¢imz vyznamné

zvedaji svou energetickou hodnotu. Vyss§i pifijem tukti (i pfestoze se jedna o zdravé
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nenasycené mastné kyseliny) neni vhodny z hlediska udrzovani hmotnosti (Panek, 2002).
Doporuceny denni piijem se proto uvadi kolem 20 gramt ofechi denné¢ a celkové cca

150 gramu tydn¢ (Hlavata, 2017).

¢ervené maso, -7 pecivo z bilé
zivo€is$né tuky /= N mouky, brambory
- ":,.-
mlécne - mléko
vyrobky o
= L8 )
ryby - 0 . ‘g_ > vejce, dribez
S$t&ni e o v
lusténiny ?: 3, e : ofechy

zelenina {é’ Kﬂ\k s g ? 3 ovoce

. " =

ga U&

Celozrnné vyrobky, Rostlinné tuky a oleje
chléb a ceredlie

Obrazek 3: Potravinova pyramida (upraveno podle: Schlett, 2008, s. 13).

Vzhledem k obsahu nenasycenych mastnych kyselin, vitamind a mineralnich latek pfinasi
skotapkové plody s sebou celou fadu benefiti (za pfedpokladu pfimétené konzumace).
Napomahaji redukovat vys$i hladinu LDL a komplexné snizovat riziko vzniku

kardiovaskularnich onemocnéni (Baer ef al., 2012; Silva et al., 2019).

Mimo prevenci srde¢nich chorob patii mezi benefity konzumace ofecht napiiklad i nizsi
riziko projevu neurodegenerativnich nemoci (nejen) ve vyssim veku (Hayes et al., 2016).
Uvadi se 1 mensi riziko vzniku nddorového onemocnéni zejména v oblasti zaZivaciho traktu
(Naghshi et al., 2021; Ros, 2010). S ohledem na pfiméfenou konzumaci mohou byt ofechy

prospesné také z hlediska prevence vzniku diabetu (Ros, 2010). Vzhledem k vyznamnému

30



obsahu mineralnich latek a vitamind je konzumace uzite¢na také ve vztahu k pokozce,
vlasim nebo nehtim. Stejné tak je pro pokozku uzite¢né i pouzivani kosmetiky obsahujici

oleje ze skotapkovych plodii (Michalak & Kiettyka-Dadasiewicz, 2019).

1.6 Rizika spojena s konzumaci

Konzumace skotapkovych ploda je nejméné ze dvou hledisek povazovéana za rizikovéjsi.
Prvnim z divodu je vys$si obsah tukii, jedna se tedy o pomérné energeticky vydatné potraviny
(Panek, 2002; Schlett, 2008). S ohledem na tuto zalezitost by plody nemély byt
konzumovany v nepiiméfeném mnozstvi (Hlavata, 2017). V opaéném piipad¢ clovek
ptijima ptili§ velké mnozstvi tukd, jez se pfi nedostatecném vydeji uklada a Casem se muize
projevit kuptikladu formou nadvéhy (Svacina et al., 2008).

wewr

v dnesni dobé objevuji stile castéji u déti ale i dospélych. Alergickd reakce je
charakterizovana jako nepfiméfena imunitni reakce vici podnétiim, na né¢z zdravy jedinec
nijak nereaguje. Tyto podnéty (antigeny) oznacujeme jako tzv. alergeny, které u citlivého
¢lovéka privodi alergické projevy typu koptivky, dychacich potizi a dalSich (Drnkova, 2019;
Jilek, 2019). V souvislosti se skotapkovymi plody se hovoii o potravinové alergii, ktera
muze pacienta ohrozit na zZivoté zejména, pokud nevi, ze je na danou potravinu citlivy.
Z potravin jsou za nejvétsi alergeny povaZovany obiloviny, mléko, moiské plody a také
skotapkové plody, z nich jsou pak velmi ¢astym alergenem arasidy (Burks, 2008; Drnkova,
2019). Ptestoze alergie na ofechy (respektive skotapkové plody) je zaznamenana primérné

VT

s alergenem miize zménit v tzv. anafylakticky Sok* (Crespo et al., 2006; Drnkova, 2019).

Alergicka reakce na skotapkové plody je pomérné ¢asto doprovazena anafylaktickym Sokem
a tézkymi alergickymi projevy. Obvykle ale mezi nej€astéjsi projevy alergie na skotapkové
plody patii kozni potiZe, bolest na hrudi, nevolnost a ve vice nez 80 % dychaci potize

(Crespo et al., 2006).

4 Anafylakticky Sok je nebezpetny rychle nastupujici stav pfi alergické reakci. Reakce je velice silna
a projevuje se vétSinou dychacimi, travicimi a cévnimi potizemi soucasné (Drnkova, 2019).
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Alergické projevy pfi rozvinuti alergie na skotfdpkové plody jsou zpisobeny piehnanou
reakci imunitniho systému na konkrétni proteiny, jejichz zakladni piehled je zpracovan
v tabulce 4. Jedna se o seznam hlavnich alergent, které jsou zodpoveédné za alergické reakce

v souvislosti se skofapkovymi plody.

Tabulka 4: Seznam hlavnich alergent zodpovédnych za nepfiméfenou imunitni reakci a jejich systematické
zatazeni (zdroj: Allergen nomenclature, n.d.).

Druh sko¥dpkového Obsah hlavnich proteinu (alergenii)
plodu Hlavni alergen(y) Zarazeni/typ proteinu

Arah 1 7S globuliny
Ara$idy

Arah?2 2S albuminy
Kesu ofechy Anao?2 118 globuliny
Kokos Cocnl 7S globuliny
Liskové ofechy Cora?9 118 globuliny

Maci 1 7S globuliny
Makadamové ofechy

Maci2 118 globuliny
Mandle Pru du 6 118 globuliny
Para ofechy Berel 2S albuminy

Caril 2S albuminy
Pekanové ofechy

Cari4 118 globuliny
Piniové ofisky Pinp 1 2S albuminy

Pisvl 2S albuminy
Pistacie Pisv 2 11S globuliny

Pisv3 7S globuliny
Vlasské ofechy Jugrl 2S albuminy
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Nazvy proteinil (alergentl) skordpkovych plodii jsou systematicky utvoieny dle latinského
nazvu rostliny a doplnény o Cislovani. Nékteré maji 1 svly ,.trividlni* nazev; napiiklad
Pru du 6 nese také oznaceni amandin (Yada et al., 2011), jeden z vedlejSich alergenti kokosu
se napiiklad nazyva cocosin (Vajravijayan ef al., 2017). VSechny tyto proteiny se pak fadi

do tii hlavnich skupin, spadajicich pod globuliny nebo albuminy.

Prvni skupinou jsou 2S albuminy, tyto proteiny ptedstavuji skupinu hlavnich potravinovych
alergentl. Jedna se o velmi odolné proteiny, na n€z miiZze gastrointestindlni systém citlivého
¢lovéka Spatné reagovat. 2S albuminy jsou tvofeny riiznym poctem cysteinovych zbytk,
tedy zbytkli aminokyseliny, jez ma ve své molekule —SH skupinu (Moreno & Clemente,
2008). Naptiklad jeden z nejCastéjsich alergenti arasidii Ara h 2 ve své molekule obsahuje
osm cysteinovych zbytkl. Obecné plati, Ze je v molekule vétSiny 2S albumint sudy pocet
cysteinovych zbytkl (Schmidt ez al., 2010). Patfi mezi n€ nejen alergeny arasida, ale také
napiiklad pomérné€ silné alergeny piniovych ofiski (Burks, 2008; Cabanillas & Novak,

2015).

Druhou skupinu tvoii 7S globuliny (viciliny), které jsou dalSimi potravinovymi alergeny.
Vykazuji téZ vysokou odolnost a stabilitu zejména v kontextu vysSich teplot. Jedna
se o tzv. termostabilni proteiny, jejichZ strukturu neponici ani naptiklad prazeni. Zajimavosti
této skupiny proteinti je, ze vEtsi riziko rozvinuti alergie podpoii pfitomnost lipidi v potrave,
proto jsou skotdpkové plody typu arasSidy povazovany za vysoce alergenni potravinu

(Breiteneder & Mills, 2005; Burks, 2008).

Tteti skupinou jsou 11S globuliny (leguminy), jez piedstavuji pomérné velkou skupinu
proteint zahrnujici nejen proteiny skotapkovych plodd, ale také luSténin nebo obilovin.

Taktéz se jedna o velmi odolné, a navic termostabilni proteiny (Breiteneder & Mills, 2005).

S ohledem na pomérné velkou dominanci araSidovych alergenti, jsou tyto alergeny
klasifikovany samostatné od ostatnich ofechii (skofdpkovych plodl). Dle Natizeni
Evropského parlamentu a Rady (EU) ¢ 1169/2011 jsou z hlediska alergenii araSidy
a vyrobky znich povinné oznaCovéany Cislem 5. Ostatni skotdpkové plody maji Cislo
alergenu 8. Toto oznaceni je velice dllezitou informaci pro vSechny pacienty trpici
alergiemi. Alergie na skotfapkové plody 1 arasidy v prubéhu Zivota spiSe nemizi (Weinberger

& Sicherer, 2018). Ostatni lidé s ohledem na sviij v€ék a genetické dispozice jsou po cely
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zivot jejim rozvinutim ohrozeni (Burks, 2008; Jilek, 2019), proto je povinné napiiklad

v restauracich informace o alergenech uvadét.

1.7 Rizika spojena s nevhodnym uchovavanim a zpracovanim

Nejen alergické reakce predstavuji riziko pfi konzumovani skofapkovych plodii. Podobné
jako naptiklad obili a dalsi zemédé€lské plodiny, tak i skotfapkové plody podléhaji riznym
vnéj$im vliviim pfi sklizni, uchovavani, prepravé nebo pozdé&ji i pfi zpracovani. Obecné se
nejvice hovoii o posklizitové kontaminaci plodin pesticidy, dale pak o mikrobidlni anebo
kontaminaci mikroskopickymi vlaknitymi houbami (Velisek, 2002c). Ponévadz jsou
skotapkové plody velice bohaté na tuky, které po urcitém ¢ase ochotné podléhaji chemickym

zménam, tak se k témto rizikiim fadi i tzv. zluknuti tuki (Kadlec ez al., 2012).

Kontaminace vlaknitymi houbami

V ptipadé skotapkovych plodi jsou na prvnim misté kontaminace vlaknitymi houbami, jez
sekundarnim metabolismem produkuji tzv. mykotoxiny (Krasauskas et al., 2015). Jedna se
o latky, které neptiznivé pisobi na zdravi €loveéka 1 zvifat, nékteré z nich jsou dokonce
povazovany za nebezpecné napiiklad z divodu své karcinogenity (Jubeen et al., 2012;
Velisek, 2002¢). Mezi zakladni tfi skupiny vldknitych hub (mikromycety) patii rody
Aspergillus, Penicillium a Fusarium. VSechny tfi skupiny rodii jsou zodpoveédné za produkci
sekundarnich metaboliti, jeZ predstavuji urcité riziko z hlediska konzumace Cerstvych, ale

1 zpracovanych potravin (Velisek, 2002c).

U skotapkovych plodi dochézi ke kontaminaci spiSe aZ po sklizni, tzn. pfi jejich skladovani
nebo zpracovani. Mnohdy se jedna o aflatoxiny fady B a G (produkuje rod Aspergillus) ¢i
ochratoxin A (produkuje rod Penicillium). Riziko jejich vzniku podporuje vyssi vlhkost
a vyssi teplota v prostorech, kde jsou plody skladovany (Jubeen et al., 2012; Velisek, 2002c).
Téz velkou roli hraje doba, po kterou jsou v danych podminkach plody skladovany.
Samoziejmé plati, ¢im delsi expozice skofapkovych plodi v nevyhovujicich podminkach,

tim vétsi podil vytvofenych mykotoxinii (Jubeen ef al., 2012).
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Velmi vysokou toxicitu vykazuji aflatoxiny, jez se mohou objevit na mnoha plodinach,
ponévadz se vyskytuji ve vétsing typu pud. Nejvice se kontaminace objevuji u arasida, para
ofecht Ci pistacii (z dalSich plodin napft. u kukufice), v menSim mnozstvi se pak aflatoxiny
vyskytuji u mandli nebo vlasskych ofechii. Aflatoxiny na lidsky organismus ptisobi primarné
hepatotoxicky, Casto se ale v lidském organismu projevuji i jinak naptiklad dychacimi
problémy ¢i mentalni retardaci u déti. Vznik aflatoxinli muze byt zpomalen piitomnosti
zinku, solemi kyseliny benzoové a samoziejm¢ vhodné zvolenymi podminkami pro

uchovavani (Velisek, 2002c).

Oproti tomu ochratoxiny, nejvice pak ochratoxin A (OTA), se vyskytuji v mnohem vice
druzich potravin. Mimo skofapkové plody jsou to naptiklad ceredlie, obiloviny, produkty
z oblasti kojenecké vyzivy, maso, susené ovoce a dalsi (Coronel ef al., 2012; Velisek,
2002c). Producentem OTA jsou mikromycety rodu Aspergillus i rodu Penicillium (Coronel
et al.,2012). Pisobeni na lidsky organismus je podobn¢ jako u aflatoxinid velmi nebezpecné.
Ochratoxiny vykazuji nejen toxicitu vaci jatrim, ale také vzhledem k ledvindm, nervové
soustavé a imunitnimu systému. V souvislosti s OTA se uvadi navic podezieni na
karcinogen, pfipisuje se mu vznik nddort mo€ového Ustroji a ledvin (Coronel et al., 2012;
Velisek, 2002c). Vzhledem k velikému rozSifeni a perzistenci OTA jsou v ramci EU
dodrZovany a kontrolovdny maximalni povolené limity (maximalné desitky pg/kg

potraviny) v jednotlivych kategorii potravin (Velisek, 2002c).

Bakterialni kontaminace

Kontaminace bakteriemi je u skotfapkovych plodii méné Casté oproti kontaminaci vlaknitymi
houbami. Suché skotapkové plody totiz neposkytuji vyhodné podminky pro zivot bakterii.
Bakterie se nemohou dobfe mnozit, vyvijet a rlst, ponévadz skofapkové plody obsahuji
pomérné malé procento vody. Navzdory tomu je ale i tato kontaminace znama, nejcastéji se
1ze setkat s kontaminaci bakteriemi Escherichia coli, Listeria monocytogenes ¢i bakteriemi
rodu Salmonella (Zhang et al., 2017). Podle autorti Brar et al. (2015) vétSina bakteridlnich
kontaminaci u skofapkovych plodii je zplisobena bakterii rodu Sa/monella, ktera se objevuje

pfimo na plodech ¢i ve vyrobcich z nich (napt. arasidové maslo). Bakterie rodu Salmonella
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jsou ale dokonce natolik odolné, Ze jsou schopny prezit pii teplotach pod 0 °C az na poloviné

kontaminovanych ofechi po cely rok (Brar et al., 2015).

Ackoli se nejedna o piilis Casté kontaminace, tak se s nimi mtize lidsky organismus setkat.
V takovém piipadé konzumace kontaminovanych plodt dokaze zptsobit neptijemné prijmy

a v krajnim ptipad¢ i otravy (Velisek, 2002c).

ZluKknuti tuka

Ponévadz jsou skotapkové plody velice bohaté na tuky a oleje, tak s ohledem na vnéjsi
podminky a samoziejmé i €as podléhaji chemickym zménam, ptedevSim pak oxidaci
(Dostalova & Kadlec, 2014; Velisek, 2002a). Tyto chemické zmény se obecné nazyvaji jako
tzv. zluknuti tukd. Zluknuti u potravin obsahujici vysoké procento tuktl je p¥irozeny proces,

kdy potravina vlivem oxidace ztraci svou typickou chut, viini a Ziviny (Velisek, 2002a).

Prestoze je zluknuti tukd fazeno mezi rizika, oxidované tuky nasledkem nevhodného
uchovavani vétSinou nepiedstavuji akutni hrozbu pii konzumaci. Nicméné Zluklé lipidy
se projevuji neptijemnym zipachem, horSi (az nahotklou) chuti, ¢imz spotiebitele od
konzumace obvykle odradi (Velasco et al., 2010; Velisek, 2002a). Pokud je takova potravina
1 tak zkonzumovana, neni fazena mezi apriori nebezpecné, vétSinou se projevi travicimi

potizemi v souvislosti s horsi stravitelnosti oxidovanych tukt (Velisek, 2002a).

S ohledem na chemické reakce, které pti Zluknuti probihaji, 1ze rozliSovat zékladni dva typy:
hydrolytické a oxida¢ni (Velasco et al., 2010; VeliSek, 2002a). Pti hydrolytickém Zluknuti
vznikaji mastné kyseliny, pouze v pifipadé, kdy vznikaji kyseliny s nizkym poctem
(tzn. do deseti) uhlikl v fetézci, tak se obvykle objevi neptijemny zépach a pachut’ (Velisek,
2002a). Oxidacni Zluknuti probihd jako tzv. autooxidace, kdy vznikaji hyperoxidy, které
opakované reaguji s alkylovymi zbytky mastnych kyselin. Az produkty sekundarnich reakci
negativné ovliviiuji chut potraviny (Velasco et al., 2010; Velisek, 2002a). Druhou moZnosti,
jakou probihé oxidacni Zluknuti je enzymaticka oxidace. Napiiklad enzymy lipoxygenazy
katalyzuji oxidacni reakci mastnych kyselin. Tato oxidace se tykd pouze potravin, které
nebyly nijak tepeln¢ zpracovany, ponévadz vyssi teplotou dojde ke znieni enzymu

(denaturaci) a zamezeni oxidace (Velasco et al., 2010). Posledni typ oxidace je
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tzv. fotooxidace, kdy vlivem zéafeni vznikaji volné radikaly iniciujici oxidaci mastné

kyseliny, prab¢h je poté podobny jako u autooxidace (Velasco ef al., 2010).

1.8 Analytické metody vyzivané k identifikaci bilkovin ve skorapkovych

plodech
Pro identifikaci bilkovin se vSeobecné vyuziva cela fada analytickych metod. V piipadé
skorapkovych plodi a vyrobkll z nich jsou to pfedevsim metody souvisejici s hmotnostni
spektrometrii. Vyzkumné skupiny jako Polenta et al. (2012), Sagu et al. (2021) nebo Li et
al. (2016) se zabyvaji identifikaci proteini primarné jako alergenti ve skofapkovych plodech.
S ohledem na jejich publikace se velmi Casto jedna o metodu kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci (LC-MS, Liquid Chromatography — Mass Spectrometry). Kapalinova
hmotnostni spektrometrie navic byva Casto pouzivana spolecné s tzv. dvoudimenzionalni
elektroforézou (Polenta et al., 2012; Li et al., 2016). Vzhledem k tomu, ze specifické
proteiny skotédpkovych plodii pfedstavuji velmi casto alergeny jsou také vyuzivany
imunochemické metody, napiiklad ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assays)

enzymova imunoanalyza (Polenta et al., 2012).

Proteinové rozliSeni skotfdpkovych plodi od sebe navzajem, jako je predmétem
experimentalni Casti této prace, nebylo dosud v takové podob& provedeno. Jednotlivé
vyzkumné skupiny se spiSe zabyvaji jednim konkrétnim plodem. Jako naptiklad prace
kolektivu Huang ef al. (2016), kdy byla pouzita metoda MALDI-TOF (Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization — Time-of-Flight). Vramci vyzkumu byla doplnéna
o dvoudimenzionalni elektroforézou, pticemz cilem prace bylo vytvofit 2D proteomickou
mapu a identifikovat proteinovy profil kokosu. Dale naptiklad kolektiv Li et al. (2016)
provadél proteomickou analyzu mandli za pomoci LC-MS a dvoudimenzionalni
elektroforézy, vysledkem byl rovnéZ proteinovy profil dané¢ho plodu (mandli) vcéetné

identifikovanych alergent ve vzorcich.

RozliSovaci analyzy mohou byt také provadény na zaklad¢é genetického badani. Primarné

genetické vyzkumy u rostlin (i zivo€ichll) slouzily k pfesnému zjisténi mezidruhoveé
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ptibuznosti, diky ¢emuz molekuldrné geneticky pristup dava v soucasnosti rostlinné

systematice stale nov¢jsi rozmér (Hrouda, 2007).

Vyuziti genetiky, respektive analyzy DNA, nezlistavd ale pouze v oblastech evolu¢ni
biologie a taxonomie. Analyza DNA je rovnéz vyuzivéana v dal$ich odvétvich. Z hlediska
skotapkovych plodi byla napiiklad provedena v Japonsku studie kolektivem Ito et al.
(2018), kdy bylo soucasné¢ detekovano osm druht skotapkovych plodi (kesu, liskovych
ofechl, makadamovych ofechii, mandli, para ofechl, pekanovych ofechl, pistacii
a vlasskych ofechil) samostatn¢ i v potravinach typu chléb, ceredlie, cokolada, zmrzlina,
omacky a dalsi. V této studii byla po extrakci DNA vyuzita metoda polymerazové fetézoveé
reakce, tzv. PCR (Polymerase Chain Reaction), pfi¢emz vzdy ¢ast extrahované DNA byla
vyuzita jako primer pro syntézu delSiho useku DNA, jeZ miiZe byt vyuzit k identifikaci. PCR
metoda byla uspéSna hned ve dvou podobach, v tzv. tetraplexu a simplexu, nicméné
tetraplex PCR pouze zuzoval obsah potraviny na ¢tyfi plody (tj. polovinu detekovanych
ofechll). Mnohem ptesnéjsi vysledky pak pfinesla simplexova PCR, které potvrdila s daleko

vétsi citlivosti kazdy plod samostatné ve zkoumaném vzorku konkrétni potraviny.

Podobna studie vznikla v Ciné za pFispéni kolektivu Ding ez al. (2020) v zéleZitosti falsovani
ofechového mléka. V tomto ptipad¢ byly identifikovany vlasské ofechy, pekanové ofechy,
arasidy a sojové boby. S podezienim na falSovani ofechovych vyrobkd nastavenim
levnéjSimi sdjovymi boby ¢i arasidy. U ¢asti vzorkl bylo toto podezieni prokazano, mimo

pfitomnosti ocekavanych ofechll byly totiZ v obsahu identifikovany i araSidy.

Ctyfi nize uvedené podkapitoly se vraci k uréovani proteint a jsou v nich tedy piedstaveny
metody, jez blize popisuji moznosti identifikace proteinii obecnéjSiho razu, nejen ve

skotapkovych plodech.

1.8.1 Enzymova imunoanalyza (ELISA)
Enzymovéa imunoanalyza (ELISA, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assays) reprezentuje
analytickou metodu vyuzivanou zejména v klinické biochemii a imunologii. ELISA je velmi

specificka a citlivd metoda, zaloZena na interakci protilatky a antigenu® (Bartlifikovd &

5 Antigen ptedstavuje Castici (latku), kterd vyvolava imunitni odpovéd” organismu (Drnkova, 2019).
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Paulik, 2005; Jilek, 2019). Reakce probiha na imunosorbentu, kde je vazdna oznacena
specificka protilatka (s enzymem katalyzujici danou interakci). Pokud vlozené analyzované
sérum obsahuje odpovidajici antigeny, tak je sorbent zachyti a mohou byt na zakladé
probéhlé reakce identifikovany (Jilek, 2019). Reakci obvykle doprovézi barevna zména, jez
se nasledn¢ fotometricky stanovuje (Bartiiikova & Paulik, 2005). Na zaklad¢ této interakce
je mozné urcit stovky antigenti urcujici viry (Jilek, 2019) nebo naptiklad antigeny, které

odpovidaji alergeniim (Polenta et al., 2012).

1.8.2 Dvoudimenzionalni elektroforéza (2D-PAGE)

2D-PAGE (Two-dimensional Polyacrylamide Gel Electrophoresis) elektroforéza
predstavuje kvantitativni analytickou metodu v ramci proteinové analyzy. Je to jedna ze
zakladnich vyuzivanych metod, ktera vytvofi dvourozmérny obraz o poctu proteinil
obsazenych ve vzorku (Magdeldin ef al., 2014). Prvni rozmér piedstavuje déleni proteinil na
zaklad¢ izoelektrického bodu v polyakrylamidovém gelu (Vaikova, 1999). Druhy rozmér je
reprezentovan pomoci SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis), tedy polyakrylamidovym gelem s dodecylsiranem sodnym (Polenta et al.,
2012). Druhé dimenze umoziuje odd€leni obsazenych proteinti s ohledem na jejich velikost
(molekulovou hmotnost). V okamziku, kdy CcCastice naboj ztrati pii urcitém pH
(. izoelektricky bod), tak vytvoii znacku (tecku) v celkovém obraze (Magdeldin et al.,
2014). Znacky jsou samy o sob¢ viditelné aZ po obarveni, proto se vyuZziva barveni naptiklad
tzv. Coomassie modii (Schégger et al., 1988; Vankova, 1999). Metoda miZe byt rizné
kombinovéna a obménovana, v nékterych ptipadech slouzi jako dopln€k kvalitativnich

metod (Polenta ef al., 2012; Vankova, 1999).

1.8.3 Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci (LC-MS)

Dalsi zminovanou a hojné vyuZzivanou metodou je kapalinova chromatografie s tandemovou
hmotnostni detekci (LC-MS/MS). Tato metoda je navic béZné pouzivana ve spojeni
s elektrosprejovou ionizaci (ESI). Metoda se sestava z kapalinové chromatografie, jez patii

mezi zakladni separa¢ni metody. Separace piitom probiha v separacni kolon¢ obsahujici
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staciondrni fazi. Analyty se oddéluji zejména s ohledem na afinitu k sorbentu (stacionarni
fazi) ale i dalsi faktory (Zaruba, 2016). Déle se sestava z hmotnostni spektrometrie, ktera je
zaloZena na prevodu molekuly analytu do stavu, kdy se z ni stdva iont. Vyhodnocovani
probihé na zaklad¢ poméru hmotnosti a naboje (m/z) konkrétnich ionta (Pitt, 2009). Ackoli
je v ramci této metody potieba kapalny vzorek prevést do plynné faze a az poté ionizovat,
ma ve svéte biochemie a organické chemie nevidané postaveni. Dle autori Miillera &
Volkela (2012) existuji odhady, které uvadi, Ze touto metodou Ize analyzovat ptiblizné 80 %

organickych latek, pfi€emz plynovou chromatografii s hmotnostni detekci pouze 20 %.

1.8.4 Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Matrici asistovand laserova desorpce a ionizace (MALDI, Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization) je typ hmotnostni spektrometrie (MS, Mass Spectrometry), jez
objevil Koichi Tanaka (Hou et al., 2019). Souc¢asné s MALDI se kombinuje analyzator doby
letu (TOF, Time-of-Flight), ktery m&ii dobu letu nabité castice, z niz je ndsledné stanovena
hmotnost nabité ¢astice, presnéji pomér m/z (Havli§, 1999). Tato komplexni metoda je velice
rychld, pfesna a pomérné citlivd, diky tomu je také Casto vyuZivana i pro klinické tcely.
Analyt obsahujici peptidy je michan s matrici, jeZ je nejcastéji 2,5-dihydroxybenzoova
kyselina (DHB) nebo napftiklad kyselina 4-hydroxy-a-kyanoskoticovd (HCCA) a dalsi
(Hou et al., 2019).

Matrice ve smési s analytem je nanesena na ocelovy nosi¢ (desticku), kde vykrystalizuje.
Krystalky jsou postupné zasahovany pulznim laserem, pfi¢emz matrice energii laseru
absorbuje, sama se desorbuje a prevede (ionizuje) pritomné peptidy na nabité ¢astice (Havlis,
1999; Zaruba, 2016). lonty jsou urychlovany elektrostatickym polem tak, Ze ziskavaji
stejnou hodnotu kinetické energie (Zaruba, 2016). Nasledn¢ leti vakuem, letovou trubici,
riznymi rychlostmi az k detektoru. Doba letu kazdé ¢astice urcuje pomér molekulové
hmotnosti ¢astice a jejiho naboje (Havli§, 1999). Draha letové trubice miize byt dana
rozméry trubice (obr. 4a), piipadné miize byt prodlouzena tak, Ze je misto linearniho
detektoru umistén reflektron (obr. 4b), jenz prodlouzi trajektorii letu nabitych ¢astic a zvysi

tak schopnost rozliSeni jednotlivych iontlh mezi sebou (Zaruba, 2016).
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TOF letova trubice

Iontova Castice ~ —» ----rormmomom oo | linearni detektor (a)

Iontova Castice —"---“--------------------,.‘:2\

reflektron (b)
detektor \ """""

Obrazek 4: a — Schéma letové trubice s linearnim detektorem; b — schéma letové trubice s reflektronem

prodluzujici trajektorii letu nabitych Castic (upraveno podle: Zaruba, 2016, s. 210).

Celkové schéma MALDI-TOF MS s vyuzitim linearniho detektoru je zobrazeno na obr. 5,

soucasti obrazku je 1 detail ionizace.

Linearni
detektor

m/z

na molekulovou hmotnost

prilet iontd riznou rychlosti s ohledem

Prevedeni peptidl na ionty

Separace: TOF (Time Of Flight) trubice;

Elektrostatické
pole

Elektrostatické poles

Obrazek 5: Schématické zobrazeni MALDI-TOF/MS (upraveno podle: Hou et al., 2019, s. 406).

V ramci experimentalni ¢asti této prace byla vyuZzita metoda MALDI-TOF MS, kdy je

v ramci letové trubice ptitomen reflektron.
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1.9 Analyza hlavnich komponent (PCA)

Data pochazejici z méfeni na hmotnostnim spektrometru je nutné vzdy néjakym zptisobem
interpretovat. Jednou z moznosti interpretace je vyuziti metody analyzy hlavnich komponent
tzv. PCA (Principal Component Analysis). Jedna se o matematickou metodu, ktera dokaze
zpracovat velké mnozstvi dat zavislych na nékolika proménnych tak, ze pocet proménnych
snizi. Diky sniZeni po¢tu proménnych vyznamné zjednodusi analyzu ziskanych dat, pfi¢emz
dokaze stale zachovavat relativné velké mnozstvi informaci o zpracovavanych datech

(Jolliffe & Cadima, 2016).

Analyza hlavnich komponent je jiz 1éta vyuzivanou metodou a v soucasnosti stale jednou
znejvice uzivanych metod pro zpracovavani dat (Jolliffe, 2022). PCA metoda pfitom
pracuje s daty tak, aby redukovala jejich rozsah a zaroven ponechala co mozna nejvice
odchylek i dat navzajem si podobnych (Bro & Smilde, 2014; Jolliffe, 2022). PCA jakozto
redukéni metoda vytvoii své vlastni ,,nové™ proménné, s nimiz pracuje (Jolliffe & Cadima,
2016). Tyto nové vzniklé proménné se oznacuji jako hlavni komponenty a vznikaji linearni
kombinaci primarnich proménnych, jedna se tedy o matematickou operaci (Bro & Smilde,
2014; Jolliffe & Cadima, 2016). Vysledna graficka znazornéni metody PCA mohou byt

trojrozmérna ptipadné dvourozmérnd s ohledem na pouzity pocitacovy software.

V ramci experimentalni ¢asti této prace byla rovnéZz k vyhodnoceni dat uplatnéna PCA

metoda.
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2 Experimentalni ¢ast

V experimentalni ¢asti této bakalarské prace jsou zpracovany veskeré pracovni ukony, jez
byly provedeny na Ustavu biochemie a mikrobiologie na VSCHT Praha, konkrétnd
v Laboratofi aplikované proteomiky. V laboratofi byla realizovana komplexni prace
s jedenacti vzorky skotapkovych plodu, jez vedla k feseni stanoveného cile tzn., zdali je
mozné od sebe proteomicky vybrané skotapkové plody odlisit. Celkovou praci zahrnovalo
prvotni zpracovani vzorkl, vazeni, pfipravu roztokli, enzymatické Stépeni vzorkd,
precistovani, naneseni vzorkli na specialni ocelovou desticku pro ucely méteni, vlastni

méteni na ptistroji MALDI-TOF MS a pocitacové vyhodnocovani vysledk.

Pro urcitou komplexnost vysledkl prace byly vzorky také pfipraveny na druhé méfeni za
pomoci metody LC-MS/MS. Vzorky byly taktéz ptfipraveny na enzymatické Stépeni,
precistény a nasledné ponechdny vyschnout za laboratorni teploty. Vlastni méfeni na
ptistroji LC-ESI-Q-TOF (Liquid Chromatography Electrospray lonization Quadrupole
Time-of-Flight) provedl pan Ing. Jiti Santrtiéek, Ph.D., ¢imz mu velice dékuji. Vyhodnoceni

vzorkll bylo rovnéz provedeno pocitacove (kapitola 3 Vysledky a diskuze).

2.1 Pouzivané chemikalie a vybaveni

Pro Ucely Stépeni vzorkl byl vyuZit enzym trypsin spolu s hydrogenuhli¢itanem amonnym.
K provedeni ZipTip metody byly piipraveny tii druhy roztokii za pouziti acetonitrilu (ACN),
kyseliny trifluoroctové (TFA) a destilované vody. Pied méfenim byla ke vzorkiim
pfipravena matrice z 2,5-dihydroxybenzoové kyseliny (DHB), ACN, TFA a destilované
vody. VSechny roztoky byly pfipraveny v presném pomeéru (kapitola 2.4 Priprava roztoki

potiebnych k analyze).

Chemikalie
e Acetonitril; ACN (Sigma Aldrich)
e 2 5-dihydroxybenzoova kyselina; DHB (Sigma Aldrich)
e Hydrogen uhli¢itan amonny; NH4HCOs (Penta Chemicals)
e Kyselina trifluoroctova; TFA (Sigma Aldrich)
e Trypsin (Sigma Aldrich)
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Vybaveni
e Analytické vahy ABT 120-5DM (Kern)
e Automaticky nastavitelnd mikropipeta; objem 0,5-10 pl (Finnpipette)
e Automaticky nastavitelnd mikropipeta; objem 2—20 pl (Socorex)
e Automaticky nastavitelnd mikropipeta; objem 20—200 pl (Socorex)
e Automaticky nastavitelna mikropipeta; objem 100—1000 ul (Socorex)
e Eppendorf zkumavky; objem 0,5 ml a 1,5 ml (Eppendorf)
¢ Hmotnostni spektrometr MALDI-TOF; Autoflex Speed (Bruker Daltonics)
e Laboratorni tfepacka Vortex s kruhovym pohybem; ,,Lab dancer (IKA)
e Zip-Tip Spicky s reverzni fazi Cig (Millipore)

2.2 Priprava plodi a jejich zpracovani

K analyze bylo pfipraveno celkem jedenéct druhii odliSnych skotapkovych plodi (tab. 6).
Nejprve byla zakoupena jednotliva baleni dostupnych plodi v prodejnich sitich Mixit.cz
a Albert. Skotrapkové plody byly v ptipadé druhi ¢. 1-10 ve formé vyloupanych jader, z toho
mandle blansirované a arasidy prazené. Pouze kokos, druh €. 11, byl zakoupen jako suSena
jemné mletd kokosova duzina v prodejné Albert od firmy Nature’s Promise. SuSené duzina
témer neobsahuje vodu, a navic je Castecné lisovana. Z téchto divodid se mnozstvi

makrozivin (pifedevs§im bilkovin) mirné€ odliSuje od hodnot pro Cerstvy kokos (tab. 5).

Tabulka 5: Porovnani obsahu zakladnich makrozivin v Cerstvém kokosu a suSené kokosové duziné.

Zastoupeni makroZivin (v gramech na 100 g)
Podoba kokosového ofechu

Lipidy Bilkoviny Sacharidy
Cerstvy kokosovy ofech ? 33,5 3,0 15,2
Sugend jemné mletd duzina ° 26,6 14,7 17,0

(Pozn. zdroje: * Agyemang-Yeboah, 2011; ® vyrobce Health Link s.r.o. pro Albert, &. Sarze: 05.10.2022/0280E).
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Druhy €. 1-10 byly postupné namlety do jemné podoby v kuchyiiském mlynku na ofechy.

Kazdy druh byl pfipravovan samostatn¢ v peclivé omytém mlynku tak, aby nedoslo ke

kontaminaci piedchozim vzorkem. Po namleti bylo vzdy vétsi mnozstvi vzorku pfevedeno

do uzaviratelného sacku, jez byl opaten ¢islem (obr. 6). Takto pfipravené vzorky byly pred

zahéjenim laboratorni prace uchovany v mrazaku pfi teploté -18 °C.

Tabulka 6: Seznam analyzovanych skofapkovych plodu.

Poradi Druh skoiapkového plodu Podoba Prodejce
1 Vlasské otfechy Jadra Mixit.cz
2 Kesu ofechy Jadra Mixit.cz
3 Liskové ofechy Jadra Mixit.cz
4 Mandle Blans$irovana jadra Mixit.cz
5 Pistacie Jadra Mixit.cz
6 Arasidy Prazena jadra Mixit.cz
7 Para ofechy Jadra Mixit.cz
8 Pekanové ofechy Jadra Mixit.cz
9 Makadamové ofechy Jadra Mixit.cz
10 Piniové ofisky Jadra Mixit.cz
11 Kokos SuSena, mleta duzina | Albert
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Obrazek 6: Oznacené sacky s pfipravenymi namletymi plody; 1 — vlasské ofechy, 2 — kesu, 3 — liskové ofechy,
4 — mandle, 5 — pistacie, 6 — araSidy, 7 — para ofechy, 8 — pekanové ofechy, 9 — makadamové ofechy,
10 — piniové ofisky, 11 — kokos (foto autor, 17.7.2021).

2.3 Vazeni vzorku

Vzorky byly odvazovany na analytickych vahach. S ohledem na zamyslené méfeni bylo
odvazované mnozstvi kazdého vzorku stanoveno na 0,25+0,05 mg. Kazdy skotapkovy plod
byl odvazen celkem tiikrat, aby vzniklo dostate¢né mnozstvi vzorkl pro nasledné méfeni.
Vétsi mnozstvi vzorkl navic mize napomoci odhalit chybu pii kone¢ném zpracovani dat,
tedy pfispiva k co nejpfesnéj$im vysledkiim prace. Vzhledem k velmi malému mnozZstvi byl
k odvazovani pouzivan skalpel, ktery byl pro kazdy druh plodu vzdy peclivé ocistén

a vydezinfikovan ethanolem. Pro méfeni bylo celkem pfipraveno 33 vzorki (tab. 7).
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Tabulka 7: Pfehled navazek jednotlivych vzorkt skotapkovych plodii, uvedeno v mg.

OdvaZované mnoZzstvi na jednotlivy vzorek (uvedeno v mg)
C. vzorku, nazev plodu (oznaceni) Vzorek (a) Vzorek (b) Vzorek (¢)
1, vlasské ofechy (V) 0,28 0,23 0,21
2, kesu ofechy (K) 0,30 0,27 0,21
3, liskové ofechy (L) 0,29 0,27 0,24
4, mandle (D) 0,30 0,25 0,29
5, pistacie (P) 0,25 0,27 0,20
6, arasidy (A) 0,26 0,22 0,24
7, para ofechy (R) 0,24 0,23 0,22
8, pekanové ofechy (E) 0,30 0,20 0,22
9, makadamové ofechy (M) 0,20 0,29 0,25
10, piniové ofisky (N) 0,26 0,28 0,20
11, kokos (O) 0,25 0,29 0,30

2.4 Priprava roztoku potifebnych k analyze

Priprava trypsinu pro Stépeni

Roztok urceny pro Sté€peni bilkovin ve vzorcich byl pfipraven dle poméru: koncentrovany
trypsin a hydrogenuhli¢itan amonny o koncentraci 50 mM (1:50). Pro ucely tohoto méfeni
byl roztok pfipraven v celkovém mnozstvi 357 pl, tzn. 7 pl trypsinu a 350 pl

hydrogenuhli¢itanu amonného.

Piiprava roztokiu pro reverzni fazi
Tento krok zahrnuje vyuziti ZipTip metody, tedy tzv. pfe€isténi a zahusténi na reverzni fazi.

V ramci tohoto pracovniho tikonu se vyuzivaly celkem tii roztoky: vlh¢ici roztok (wetting),
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ekvilibracni roztok (equilibration) a eluéni roztok (elution). VSechny roztoky byly
promichavany za pomoci laboratorni tfepacky Vortex s kruhovym pohybem. Piipravené

roztoky byly pouzivany opakovan¢ (kapitola 2.6 Purifikace na reverzni fazi).
Slozeni roztokd:

e Vlhéici roztok byl tvofen destilovanou vodou a acetonitrilem v poméru 1:1,
ptipraveno bylo celkem 6 ml vlh¢iciho roztoku (Sest Eppendorf zkumavek), na jednu
zkumavku ptipadalo 500 pl destilované vody a 500 pl acetonitrilu.

e Ekvilibraé¢ni roztok byl tvofen 0,2% kyselinou trifluoroctovou. Pfi¢emz byl roztok
pripraven v celkovém mnozstvi 6 ml (Sest Eppendorf zkumavek), na jednu
zkumavku tak ptipadalo 20 pl 10% trifluoroctoveé kyseliny a 980 ul destilované vody.

¢ Eluéni roztok byl tvofen acetonitrilem a ekvilibraénim roztokem v poméru 1:1,
pfipraveny byly celkem 3 ml elu¢niho roztoku (tfi Eppendorf zkumavky), pficemz
na zkumavku piipadalo 500 pl acetonitrilu, 10 pl 10% trifluoroctové kyseliny
a 490 pl destilované vody.

Piiprava matrice

Roztok matrice byl pfipraven po piecisténi vzorkll na reverzni fazi a tésné pred krokem
zahrnujicim méfeni na hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF. Matrice byla pfipravena
vjedné Eppendorf zkumavce tak, Ze bylo na analytickych vahach odvaZeno
8,5 mg 2,5-dihydroxybenzoové kyseliny (DHB). K odvdaZzenému mnozstvi DHB bylo
ptidano 100 pl destilované vody 150 ul ACN a 250 ul 0,2% TFA.

2.5 Enzymatické Stépeni trypsinem

Odvazené vzorky skotapkovych plodi byly uzavieny v Eppendorf zkumavkéch a ptipraveny
ke §tépeni. Stépeni bylo provedeno za pomoci ziedéného pracovniho roztoku trypsinu
(viz kapitola 2.4 Ptiprava roztoki potfebnych k analyze). Ke kazdému vzorku byl ptidan
Stépici roztok trypsinu o objemu 10 pl. Po pfidani roztoku byl vzorek vzdy zcela ponoten
a ponechan $tépit v uzaviené¢ mikrozkumavce po dobu ¢tyf hodin za laboratorni teploty

(25 °C).
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2.6 Purifikace na reverzni fazi

Purifikace neboli pfecisténi vzorkl bylo provedeno za pomoci chromatografie na reverzni

fazi Cis. V tomto pracovnim tkonu byla vyuzita automaticky nastavitelnd mikropipeta, na

niz se nasadila specialni Spicka obchodné oznacovana jako ZipTip od spolecnosti Millipore.

Vyuzity byly roztoky, jejichz pfiprava je uvedena v kapitole 2.4.

Pted samotnym pfeciSténim byla provedena jesté aktivace reverzni faze Cig ve Spicce za

pomoci vlh¢iciho (aktivacniho) roztoku. Promyti nové $picky vlhé¢icim roztokem o objemu

10 pl bylo provedeno desetkrat. Purifikaci zahrnuji nasledujici kroky:

Po aktivaci byla ZipTip Spicka promyta taktéz desetkrat ekvilibracnim roztokem
o objemu 10 pl.

Pro navazani peptida byla Spicka promyta roz§tépenym vzorkem (analytem). Tento
ukon byl proveden desetkrat také o objemu 10 pl.

Poté byl zopakovan pétkrat ekvilibraéni krok, Spicka byla promyta pétkrat 10 pl
ekvilibraéniho roztoku. Tento Ukon slouzi k odstranéni pfitomnych soli a dalSich
polarnich necistot.

Nakonec byl vzorek promyvan za pomoci 10 pl eluéniho roztoku. Tento krok
vytvofil vhodné podminky k rozruseni hydrofobnich vazeb a také k vymyti peptidi
zachycenych ve stacionarni fazi. Analyt s 10 pl elu¢niho roztoku byl desetkrat
nasavan a vypoustén ze ZipTip Spicky, tj. eluovan do nové mikrozkumavky.

ZipTip $picka byla opét vymyta vlhéicim roztokem (desetkrat 10 pl), nasledovana
opét ekvilibraci. Cely proces byl opakovan stejné pro vSech 33 analyzovanych

vzorkll. Nakonec byly pfecisténé vzorky ponechdny pies noc v mrazaku (pii-18 °C).

2.7 Meéreni na hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF

Priprava na méreni

Precisténé vzorky, jez byly uchovany v mrazaku (-18 °C), byly druhy den za laboratorni

teploty smichany s matrici. Matrice byla pfipravena jako smés DHB, ACN, TFA

a destilované vody, poméry uvedeny viz vySe (kapitola 2.4 Pfiprava roztokd potiebnych

k analyze).
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Ptidavany objem matrice ke vzorku byl stanoven experimentalné. Na vzorcich 2a, 2b, 2¢c

(kesu ofechy) byly vyzkouSeny celkem tii moznosti pomérti vzorku a matrice (viz tab. 8).

Tabulka 8: Testované objemové poméry vzorku a matrice.

Oznaceni vzorku Podil vzorku Podil matrice
2a 1 2
2b 2 3
2c 1 3

Na zaklad¢ tohoto orienta¢niho méfeni byl pomér vzorku a matrice stanoven na 1:3.
Dtivodem rozhodnuti bylo pfedevsim to, ze vzorek poskytl nejlépe vypadajici spektrum,
tzn. intenzivnéjsi piky a ve spektru bylo ptitomno obecné méné Sumu. Na zdkladé zvoleného
poméru byl kazdy vzorek o objemu 3 pl smichén s 9 pl matrice. Takto pfipraveny vzorek
byl opatrné¢ promichéan a nasledné pipetovan v mnozstvi 2 pl na ocelovou desti¢ku se spoty,
jez se vkladd do hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF. Kazdy vzorek byl takto
odpipetovan pétkrat, proto vzdy zaujimal celkem pét spotli. Uhrnem tedy vzniklo 165 spoti
z 33 ptipravenych vzorki. Nasledné byla pfipravena spotovaci desticka ponechana pfiblizné

30 minut schnout.

Vlastni méreni pomoci MALDI-TOF MS

Ocelova desticka po doschnuti vSech vzorkti byla opatrné vlozena do hmotnostniho
spektrometru MALDI-TOF Autoflex Speed (Bruker Daltonics). Po vloZeni desticky se
musel pfistroj pfipravit na méfeni, tzn. nejprve se vytvofilo vakuum uvnitt letové trubice

a nésledné byla provedena kalibrace.

Po dokoncené kalibraci bylo mozné pfistoupit k vlastnimu méfeni. Analyza probihala
v tzv. reflektronovém moddu, jeZz umoziuje vyssi rozliSeni proti linedrnimu modu. Méteni
probihalo v celkovém rozsahu 9004500 Da a za intenzity laseru 82 % (o vlnové délce

337 nm). Spektrum (obr. 7) kazdého spotu bylo tvoteno vzdy ze 3000 laserovych pulsi.
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Obrazek 7: Realné ziskavani spektra za pomoci méfeni na MALDI-TOF MS. Na monitoru (vpravo)
je zobrazeno spektrum slozené ze 3000 laserovych pulsti pro vzorek kokosu (foto autor, 22.7.2021).

2.8 Vyhodnoceni hmotnostnich spekter

Ziskana spektra méfenim na MALDI-TOF MS byla nasledné zpracovana PCA. Ta byla
vyuzita zejména proto, aby bylo mozné jednotlivé vzorky porovnavat mezi sebou. Jedna se
o metodu matematickou, jez umoziuje ziskat veliké mnozstvi grafickych zobrazeni dle
naSich potfeb a preferenci. Analyza byla provedena za pomoci pocitacového programu
R (verze 4.1.0), pfi jejim provedeni byly vyhledavany jednotlivé analogie i odliSnosti napfic
naméfenymi spektry. Zhodnoceni spekter bylo provedeno v rezimu normalizace 2 a bylo
ziskano odpovidajici grafické znazornéni (kapitola 3 Vysledky a diskuze). Namétena spektra
byla také hodnocena pomoci programu mMass, (verze 5.5.0) s ndslednym zpracovanim
v databazovém systému PostgreSQL (verze 14.2), diky ¢emuz byly rozkli¢ovany konkrétni
charakteristické hodnoty m/z. Vyhodnoceni ziskanych spekter podpofilo identifikovatelnost

kazdého druhu plodu a rozklicovat rozdily mezi vybranymi druhy skotapkovych plodu.
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3 Vysledky a diskuze

Pro stanoveni odpovédi, zda je mozné vybrané druhy skotapkovych plodi od sebe rozlisit
na zékladé jejich proteinového slozeni, byla primarné vyuzita hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF s naslednym vyhodnocovdnim dat pomoci analyzy hlavnich komponent
(kapitola 3.1 Rozliseni vzorkl na zéklad¢é vyhodnoceni z PCA) a hodnocenim vsech spekter
v programu mMass (kapitola 3.2 Vyhodnoceni dat v mMass s naslednym databazovym
zpracovanim). Druhou vyuzitou metodou byla citliveéjsi LC-MS/MS, jez dopliuje predchozi
data o konkrétni nalezené proteiny (kapitola 3.3 Vysledky vyplyvajici z méfeni pomoci

LC-MS/MS).

PCA umoznila kazdé vzniklé spektrum zjednodusSit do jediného bodu. Spektra patiici
jednomu konkrétnimu druhu skotapkového plodu by se méla v idealnim pitipadé seskupovat
do soudrznych skupin a potvrzovat tak spole¢né vlastnosti. Zaroven plati, ze pro odliSeni
jednotlivych skofapkovych plodi od sebe navzdjem by se tyto soudrzné bodové skupiny
(klastry) nemély ptekryvat. Nejprve byly porovndny vSechny skotapkové plody, poté byly
postupné odstranovany druhy, které vykazovaly velmi dobrou schopnost odliSeni se od
ostatnich druhti. Postupné tedy vzniklo n€kolik mensich skupin plodt tak, aby byla zfetelna
diferenciace i téch na prvni pohled mén¢ odlisitelnych. Schopnost odliSeni od sebe navzajem
byla navic zkoumana i na zakladé¢ mnozstvi bilkovin ve sloZeni jednotlivych plodit, diky

¢emuz vznikly dvé mensi skupiny s danym kritériem pro porovnavani.

Zjednoduseny pohled skrze PCA vyhodnoceni oteviel otazku, zdali bude pro kazdy plod ve
spektru existovat charakteristickd hodnota hmotnosti (respektive poméru hmotnosti
a naboje) nalezenych peptidli. Pro zjisténi odpovédi byly rozeznatelné piky u kazdého
spektra oznaCeny a nasledné¢ vSechny hodnoty poméru hmotnosti a naboje (m/z)
porovnavany mezi sebou. Hodnoty byly srovnévany s ohledem na druh plodu, ale také napftic

vSemi ostatnimi plody.

Vsechny plody byly rovnéz analyzovany pomoci LC-MS/MS, kde ziskana data ptimo urcuji
obsah konkrétnich proteinti a pocet peptidl, jez potvrzuje, ze se skutecné jednd o urceny
protein. Kritériem pro potvrzeni daného proteinu je minimdlni vyskyt dva peptidy na
nalezeny protein. Proteiny, u nichz byl nalezen pouze jediny peptid, nejsou povazovany za

relevantni a byly tak pro dalsi praci s daty vyfazeny. Vysledky této metody byly zpracovany
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formou tabulkovych ptehledi nejCastéji zastoupenych a druhové specifickych proteint.
U ¢asti z nich byla pak diskutovana funkce danych proteinii v semenech a rostlinném téle

obecné.

3.1 RozliSeni skorapkovych plodi na zakladé vyhodnoceni z PCA

RozliSeni pomoci PCA bylo nejprve provedeno jako vyhodnoceni vSech vzorkl najednou,
tzn. vramci jediného grafického zpracovani. Na obr. 8 je toto zpracovani ve formé
trojrozmérného grafu, ktery zobrazuje kazdé spektrum jako jediny bod v grafu. Na obrazku
jsou znazornény vSechny vzorky (arasidy, kesu, kokos, liskové ofechy, makadamové ofechy,
mandle, para ofechy, pekanové ofechy, piniové ofisky, pistacie a vla§ské ofechy), které jsou
rozmisténé mezi ttemi hlavnimi komponentami (PC1, PC2, PC3). Jednotlivé body jsou

oznaceny barevnym pismenem, pro vétsi prehlednost jsou jednotliva oznaceni vcetné barvy

uvedeny v popisku obrazkll (pismenné oznaceni je taktéz uvedeno v tab. 7 na str. 47).

Obrazek 8: PCA vyhodnoceni vSech vzorki zkoumanych skofapkovych ploda: arasidy (A),
kesu ofechy (), kokos (O), liskové ofechy (I.), makadamové ofechy (M), mandle (D),
para ofechy (1?), pekanové ofechy (E), piniové ofisky (N), pistacie (1), vlasské ofechy (V).
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Na prvni pohled je zfejmé, ze jednotlivé vzorky stejnych plodi jsou v uréitych skupinach
a jejich rozlisitelnost v urcité podobé bude mozné, nicmén¢ v celkovém néhledu na obr. 8
ale neni mozné dobte rozliSit vSechny plody. Vyznamné se odliSuji pouze arasidy (),

makadamové ofechy (M) a vlasské ofechy (V).

V souvislosti s hodnocenim skupiny vzork je také diilezité jejich variabilita, jejiz konkrétni
hodnoty byly ziskany z prostfedi programu R, variability na prvnich tfech komponentach
dopliuji matematicky pohled na 3D zobrazeni. Variabilita v rdmci rozliSovani vSech vzorki
dosahovalana PC1 29,3 %, na PC2 10,5 % ana PC3 9,7 %. Procentudlni vyjadieni odliSnosti
jednotlivych druhii napovida, ze v ramci prvni komponenty jsou spektra pomérné rozdilna
napii¢ vSemi druhy, coz potvrzuje i obrazek 8, kde jsou patrné shluky jednotlivych vzorka

(barevnych pismen).

Pro dal$i hodnoceni v analyze hlavnich komponent byly odebrany tfi nejvice se odliSujici
plody, tzn. arasidy (), makadamové ofechy (M) a vlasské ofechy (V) a byla opétovné
zjisStovana variabilita na jednotlivych komponentach véetné celkového pohledu soudrznych
skupin odpovidajici konkrétnim zkoumanym plodim. V nasledujicim 3D zobrazeni (obr. 9)
bylo zpracovano zhodnoceni tentokrat osmi druhti (kesu, liskové, mandle, pistacie, para
ofechy, pekanové ofechy, piniové ofisky a kokos). Ze zobrazeni je zfejmé, ze podobn¢ jako
na obr.8 jest¢ nebude zcela moznd odliSitelnost vSech plodi. Ackoli odliSitelnost
u zmenSen¢ho penza vzorkill neni stoprocentni, i tak je mozné jiz Iépe odliSit nckteré
skotapkové plody, jez na obr. 8 tvotily ,,neodliSitelny shluk®. Na obr. 9 je dobte rozliSitelny

kokos (0O), para ofechy (R) a piniové ofiSky (N).
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Obrazek 9: PCA vyhodnoceni osmi skofapkovych plodd v 3D zobrazeni: kesu (K), kokos (O), liskové ofechy
(), mandle (D), para ofechy (R), pekanové ofechy (1), piniové ofisky (N), pistacie (P).

Pii hodnoceni této zmenSené skupiny byla brana také v potaz variabilita mezi zkoumanymi
plody. Ta v tomto ptipadé dosahovala na komponenté PC1 16,6 %, na PC2 12,2 % a na
PC3 10,7 %. Procentudlni vyjadieni odliSnosti osmi zkoumanych plodi je jiz nizsi nez
v celkovém hodnoceni (vSech jedenacti druhit). Pfesto vSak se jedna o pfijatelnou variabilitu,

diky ¢emuz se alespon ¢ast plodl opét vice odlisuje.

Pro zisk&ni co moZna nejvice detailniho vysledku, zda je skute¢né mozné od sebe jednotlivé
plody odlisit byly opét odebrany tii nejvice se odlisujici plody v této skupiné, tzn. kokos (O),
para ofechy (R) a piniové ofisSky (N). A stejnym zpusobem bylo ziskano 3D zobrazeni
zbyvajicich skotfapkovych plodl, v némz se promitly jednotlivé body zastupujici konkrétni
vzorky skofdpkového plodu. V nasledujicim trojrozmérném zobrazeni (obr. 10) bylo
provedeno zhodnoceni tentokrat péti vzorktl (kesu, liskovych ofechii, mandli, pistacii
a pekanovych ofechtll). Ze zobrazeni je jiz patrné, ze vSech pét skofapkovych plodl je mozné
odlisit v rdmci jednoho zpracovani. Na obr. 10 jsou jiz dobie odliSeny veskeré plody: kesu

(K), liskové ofechy (L), mandle (D), pistacie ( ) a pekanové ofechy (I°).
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Obrazek 10: PCA vyhodnoceni péti skorapkovych plodi: kesu (K), liskové ofechy (L), mandle (D), pekanové
ofechy (1), pistacie ().

Pti hodnoceni nejmensi skupiny poslednich péti plodii byla taktéZ hodnocena variabilita
mezi zkoumanymi plody. Variabilita na komponentich dosahla na PC1 22,0 %, na
PC2 16,6 % a na PC3 16,1 %, to zna¢i pomérn¢ vysoké variability na druhé a tieti

komponentég, diky ¢emuz jsou druhy plodii velmi dobte odliSitelné.

Procentualni vyjadieni odliSnosti poslednich péti zkoumanych vzorkd je pomérné vysoké
v porovnani s predchozimi dvéma skupinami plodi. Hodnoty jednotlivych variabilit
doplnuji vizualni vjem a potvrzuji, Ze jiz neni tteba dalsiho oddéleni pro odliseni plodu, jako

to bylo v piipadech uvedenych na obr. 8 a 9.

Z vyse uvedenych vysledkl je patrné, Ze variabilita ve vetsi skupiné vzorkl kolisa, coz je
také pfirozené zpltisobeno moznostmi programu. Nicméné lze ale fici, Ze rozliSitelnost bude
mozna, pokud bude zvolen pocet porovnavanych vzorkli maximalné pét. V menSich
skupinadch bude rozliSitelnost témét stoprocentni, ve skupindch obsahujici vétSi pocet
porovnavanych druhi jiz miize dochazet k prekryviim, proto bude nutné k Gplnému rozliseni
vzdy odebrat nejlépe odlisitelné druhy. Tato tvrzeni byla ovéfena na rozliSeni skofapkovych

plodt s ohledem na mnozstvi bilkovin jakozto makrozivin ve vzorku. Kritérium pro vznik
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prvni rozliSované skupiny bylo mnoZstvi bilkovin do 15 g na 100 g plodii, tuto skupinu
zahrnuje celkem Sest ploda (kokos, liskové ofechy, makadamové ofechy, para ofechy,
pekanové ofechy a piniové ofiSky). Na obrazku (obr. 11) je patrné dobré odliSeni ¢tyt ploda
z této skupiny. Jsou jimi kokos (O), makadamové ofechy (M), para ofechy () a piniové

ofisky (N).

PC2

PC3 —-\m

wg@&/

Obrazek 11: PCA vyhodnoceni skotapkovych plodi s ohledem na nizsi zastoupeni bilkovin (méné nez 15 g
na 100 g plodi) v 3D zobrazeni, kokos (0O), liskové ofechy (L), makadamové ofechy (M), para ofechy ( ),
pekanové ofechy (1) a piniové ofisky (IN).

V ramci této skupiny dochazi k mirnému piekryvu liskovych ofecht (L) a pekanovych
otechti (I"), rozliSitelnost tedy neni stoprocentni. PfestoZe se nepodatilo v ramci této skupiny
odlisit vSechny plody v jednom 3D zobrazeni, tak tato skupina vykazuje vyznamné vysokou
variabilitu na prvni komponenté PCI, ktera ¢ini 45,9 %, na dalSich dvou je jiz variabilita
pomérné nizka; na PC2 13,1 % a na PC3 9,4 %, coz i Ciseln¢ potvrzuje neodliSitelnost

veskerych porovnavanych plodu.

Z tohoto hlediska byly odebrany, makadamové ofechy (M), jako jedny z nejlépe odlisujicich
se plodi. Na obr. 12 je k dispozici odliSeni skupiny skotépkovych plodi po odebrani
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makadamovych ofechtl se stale zvolenym kritériem, tzn. obsahuji do 15 g bilkovin na 100 g
plodii. Uplné rozlideni skotapkovych plodii v souvislosti s vyobrazenim na obr. 12 s sebou
nese lehce odliSnou miru variability komponent: na PC1 25,1 %, na PC2 18,4 % a na PC3
15,1 %. Mira variability na prvni komponent¢ neni tolik vysokd, ale dopliiuje ji druh4 a tieti
komponenta s pomérné vysokou hodnotou, a je tak i matematicky podpotfena dostatecné

vysoka variabilita pro odliSeni vSech péti druhti skotfapkovych plodi.

Obrazek 12: PCA vyhodnoceni skofapkovych ploda s ohledem na nizsi zastoupeni bilkovin (méné nez 15 g
na 100 g plodi) v 3D zobrazeni, po odebrani makadamovych ofechu; kokos (0O), liskové ofechy (L),
para ofechy (), pekanové ofechy (1) a piniové ofisky (N).

Druhou porovnavanou skupinou plodt byla skupina s kritériem mnoZstvi bilkovin vice nez
15 g na 100 g plodi, skupinu zahrnuje celkem pét plodi. V tomto ptipadé je ocekavano
uplné rozliSeni jiz v rdmci jednoho 3D zobrazeni. Na obrdzku (obr. 13) je toto odliSeni
skutecné kompletni, skupina zahrnuje nasledujici plody: arasidy (), kesu (K), mandle (D)
pistacie () a vlasské ofechy (V).
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Obrazek 13: PCA vyhodnoceni skofapkovych plodid s ohledem na vy$si zastoupeni bilkovin (vice nez 15 g na
100 g plodi) v 3D zobrazeni, arasidy (A), kesu (K), mandle (D) pistacie () a vla$ské ofechy (V).

Odliseni patrné z obr. 13, podporuji i hodnoty variabilit jednotlivych komponent, které
v tomto ptipad¢ ¢ini na PC1 28,8 %, na PC2 25,2 % a na PC3 13,1 %. Komplexn¢ je
variabilita velmi vysoka pro odliSeni vSech péti druht skorapkovych plodu, jez splituji
kritérium mnozstvi bilkovin nad 15 g na 100 g plodi.

Celkové rozliSeni skotapkovych plodli pomoci analyzy hlavnich komponent bylo Gsp&s$né.
Kromé¢ toho je pomérn¢ dobfte realizovatelné prostiednictvim nékolika mélo 3D zobrazeni.

Pokud se navic jednd o mensi skupinu se zadanym kritériem je velmi vysoka Sance, Ze

rozliSeni bude mozné za pomoci jediného maximaln¢ vSak dvou 3D zobrazeni v PCA.
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3.2 Vyhodnoceni dat v mMass s naslednym databazovym zpracovanim

S ohledem na uspésné rozliSeni vSech vzorkt pomoci PCA analyzy, bylo pfistoupeno
k hodnoceni ptvodnich (nezjednodusenych) hmotnostnich spekter. Cilem posuzovani
spekter bylo ziskat charakteristické hodnoty hmotnosti, respektive m/z pro kazdy
skorapkovy plod. Jednotlivé piky kazdého spektra byly v prostfedi programu mMass ru¢né
oznacovany, ¢imz vzniklo 165 seznamt vytipovanych hodnot, tj. 15 seznam@ hodnot m/z

pro kazdy druh plodu.

Seznamy byly pievedeny do prostiedi databazového systému PostgreSQL, ktery predstavuje
systém vyuzivany obecn¢ pro vyhodnocovani velkych objemt dat. Pro vyfiltrovani hodnot
nebo ziskani konkrétnich informaci musi byt stanovena urcitd kritéria hodnoceni dat.
Na zéklad€ zadanych kritérii jsou poté do databdzového systému zadavany piikazy, diky
nimz systém prohledava, co je pozadovano. V tomto piipad¢ se jednalo o 165 seznami
vytipovanych hodnot m/z pro kazdy vzorek, které byly v prosttedi PostgreSQL matematicky
porovnavany mezi sebou. S realizaci velmi pomohl pan Ing. Roman Kirg, za coz mu patii

mé podékovanti.

Nejprve byly v tomto prostfedi vybirany charakteristické hodnoty pro kazdy skofapkovy
plod. Kritériem vybéru bylo potvrzeni dané hodnoty alespoit u 13 z celkového poctu
15 spekter pro kazdy druh, pfi¢emz byla pro hledané hodnoty stanovena tolerance +0,3 m/z.
Tento uzsi vybér pro konkrétni skofapkovy plod byl porovnavéan s ostatnimi ziZenymi

vybéry charakterizujici vSech deset zbylych skotapkovych plodu.

Z téchto predvybérl byly odstranovany hodnoty, jez se opakovaly napfi¢ riznymi druhy.
Nové seznamy charakteristickych hodnot pro vSechny skotfapkové plody vznikly tedy tak,
ze se vzdy zadna hodnota zkonkrétniho pfedvybéru nesméla opakovat v seznamu
pfedvybéru patiici jinému druhu plodu. I v tomto piipad€ byla stanovena tolerance pro

odstranéni konkrétni hodnoty ze seznamu charakteristickych hodnot na +0,3 m/z.

Ptehled vSech unikatnich hodnot s ohledem na druh skotfdpkového plodu je zpracovan

v tabulce na nésledujici strané (tab. 9).
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Tabulka 9: Seznam unikatnich hodnot m/z pro vSechny zkoumané skotapkové plody (tolerance £0,3 m/z).

Druh plodu Hmotnosti charakteristickych peptidi, vyjadifeno jako m/z

Aragidy 1185,1 | 1288,2 | 15422 | 16233 | 18957 | - - - - - - - - - -
KeSu ofechy | 1160,1 [ 1183,1 | 1223,1 | 1469,2 | 15412 | 18465 | - - - - - - - - -
Kokos 948,1 | 9752 | 1019,1 | 1032,1 | 1105,4 | 1340,6 | 1396,7 | 1495,6 | 1525,7 | 1555,7 | 1565,8 | 1627,8 | 1713,9 | 1832,2 | 1858,2
Liskové 919,5 | 956,5 | 990,7 | 1190,2 | 1438,3 | 14812 - - - - - - - - -
ofechy

Makadamové | 12112 | 15205 | 1732,6 | 1734,7 | - - - - - - - - - - -
oi‘echy

Mandle 1007,0 | 1095,5 | 1225,2 | 14054 | 18438 | - - - - - - - - - -
Paraofechy | 9181 | 964,1 | 1000,1 | 1056,1 | 11382 | 1177,3 | 1230,5 | 1651,7 | 1662,8 | 1665,8 | 1996,4 | - - - -
Pekanové 1004,1 | 1383,4 | 16038 | - - - - - - - - - - - -
of‘echy

Piniové 945,1 | 1033,2 | 1489,6 | 1546,7 | 1600,8 | 1767,2 | 1770,9 | - - - - - - - -
orisky

Pistacie 14353 | 1505,3 | 1885,6 | - - - - - - - - - - - -
Vlasské 1064,9 | 1257,2 | 14493 | 1577,3 | 1749,2 | 17534 - - - - - - - - -
ofechy
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Nejvice charakteristickych peptidi bylo objeveno pro kokosovy ofech, celkem 15 hodnot

m/z, celé spektrum s vyznacenymi unikatnimi hodnotami je zobrazeno na obr. 14.
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Obrazek 14: Hmotnostni spektrum pro kokos, v rameccich jsou unikatni hodnoty m/z (tolerance + 0,3 m/z).

Relativné dlouhy seznam vznikl také pro para ofechy (celkem jedendct hodnot). Jejich
hmotnostni spektrum s vyzna¢enymi charakteristickymi hodnotami m/z je na obr. 15. Tteti
v poradi s nejveétsim poctem unikéatnich hodnot m/z jsou piniové ofiSky (jiz jen sedm hodnot),
coz také pfiblizn€ odpovidd primémému poctu mezi vSemi zkoumanymi druhy
skofapkovych  plodi. Hmotnostni spektrum pinovych ofiSkii s vyznacenymi

charakteristickymi hodnotami m/z je na obr. 16.
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Obrazek 15: Hmotnostni spektrum para ofechil, v rimeccich jsou unikatni hodnoty m/z (tolerance + 0,3 m/z).
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Obriazek 16: Hmotnostni spektrum pro piniové ofisky, v rameccich jsou unikatni hodnoty m/z (tolerance + 0,3
m/z).
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DalSich pét plodu (arasidy, keSu ofechy, liskové ofechy, mandle a vlasské ofechy) vykazuje
seznam unikatnich peptidii s poctem pét nebo Sest. Hmotnostni spektra téchto péti plodu byla
zpracovana do tfech nasledujicich obrazki. Na obr. 17 je uvedena dvojice plodl: arasidy
a vlasské ofechy. V ramci porovnani téchto spekter si lze povSimnout shodnych hodnot
(£0,3 m/z), které na zaklad¢ shody nemohly byt do seznamu unikatnich hodnot zafazeny,
jedna se o: 1128,9 m/z v hmotnostnim spektru arasidt a 1129,1 m/z v hmotnostnim spektru

vlasskych ofechti.

w Araidy (Offset ¥50000) *
a} Viagzké ofechy &
120000 — :
=+
—
=
!
o
= @ ™
! ] =]
g2 2
&~ —
B0000 - * o
jus)
o [= g = o =
o] = |2 w Bo= r~ g fos]
o — S~y o= = Y 2] o
] — ~ — = - i (7] —
o n 4] 5]
— — —
50000 L i J ii M l l b
—_
w0
=
—
30000 - —_ &3] 73]
fee o
Fe [rsl
s [
_ —
* ]
! [fs} 53]
oo . d
- 0 5 @@l = E Ny = |[Dem onm @ @ W
G =] B P ] — 3 WD Ty W @ o
R =Rl s & N oo =8 2 z - a2
g @ - Q|| = — M| M = w0 [ s
— =] = T — o T - —
0 n l by |’ b I\ L & " l i L I

T T T
500 1200 1500 1800

Obrazek 17: Porovnani hmotnostnich spekter arasidd a vlasskych ofechtl, v rimeccich jsou unikatni hodnoty
m/z, hvézdickou jsou pak oznacené shodné hodnoty m/z (tolerance = 0,3 m/z).

V rdmci druhé dvojice jsou porovnavany hmotnostni spektra keSu ofechti a mandli. Na
obr. 18 je taktéz patrna shoda hodnot: 1586,5 m/z v hmotnostnim spektru keSu ofecht i ve
spektru mandli. Takovych shod bylo v celkovém penzu dat samoziejmé vice a byly také
odfiltrovany pomoci databazového systému PostgreSQL. Klicové ovSem je, zda se hodnoty
dostaly do uzsiho vybéru. V ptipad€ shody u arasida a vlasskych ofechti se jednalo skutecné
o hodnoty patfici mezi charakteristicky predvybér, jelikoz se vyskytly v 15 z 15 spekter
(u obou plodi).
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V druhém ptipadé (dvojice keSu ofechy a mandle) tomu tak nebylo, hodnota se sice
vyskytuje napti¢ mnoha spektry, ale kritérium vyskytu alesponn u 13 z 15 spekter nebylo

splnéno ani u jednoho plodu z této dvojice.

w Ke&u ofechy (Offset Y000}
- Mandle »
3
13000 =)
=
=
=
. ™ )
15000 - o T [
= - !
= ] =
o — ™ =
= T w
= [in] =
o = | 0
— *
12000 = ™ : ™ @
— ||= fa| Mooy I v Feed @
o T — e | oy w ey F ! [<e]
- I E=] ] o Rl =2 W - o
=< =l | @ o o— = S & o =
w = 2 =~ o - =3 L s}
S - - — 28] -l l = — —
—
8000 L " ll Ly hu.lll.JLll A .J Lo J- i n Ak
5000 ™
&
[=] o
— —
= w
[Te]
=
@
3000 4 (= o 2
— e 0 rs) @
— w o T ) o @ e
= & = 5 o & g @
=
i «o @ % [ o @
i —
- -—
0 iy b l L U N L | l

—
£n
[=1
=1

T lI
500 1200 1800

m'z

Obrazek 18: Porovnani hmotnostnich spekter kesu ofecht a mandli a vla$skych ofechd, v rameccich jsou
unikatni hodnoty m/z, hvézdi¢kou jsou pak oznaéené shodné hodnoty m/z (tolerance + 0,3 m/z).

Posledni ztéto pétice, tzn. liskové ofechy, maji hmotnostni spektrum s vyznacenymi

charakteristickymi hodnotami na obr. 19.
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Obrazek 19: Hmotnostni spektrum pro liskové ofechy, v rameécich jsou unikatni hodnoty m/z (tolerance + 0,3
m/z).

Naopak nejmensi pocet unikatnich hodnot vykazovaly makadamové ofechy, pekanové
ofechy a pistacie. Zatimco makadamové ofechy jsou charakterizovany ¢tyfmi unikatnimi
peptidy, tak pekanové ofechy a pistacie jiz pouze tfemi charakteristickymi peptidy na plod.
PrestoZe se nejednd o pfiliS vysoky pocet, tak u makadamovych ofechi je tento vysledek
o¢ekavany. Makadamové ofechy maji totiz pomérné ,,chudé* hmotnostni spektrum, jez je

vyobrazeno na obr. 20.
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Obrazek 20: Hmotnostni spektrum pro makadamové ofechy, v ramecécich jsou unikatni hodnoty m/z
(tolerance + 0,3 m/z).

V ptipadé pekanovych ofechil (obr. 21) a pistécii (obr. 22) jsou k dispozici naopak spektra
pomérné ,.bohatd”, 1 tak ovSem neposkytuji vysoky pocet unikatnich hodnot. V obou
ptipadech je dlivodem to, Ze na po¢atku naprosté vétSina hodnot nesplituje kritérium vyskytu
ve 13 z 15 spekter (s toleranci + 0,3 m/z), ani v jednom piipadé tak nevznikl pfili§ dlouhy
predvybér, ktery byl navic jesté redukovan ve smyslu porovnani s ostatnimi predvybéry.

PrestoZe nékteré plody neposkytuji pfili§ rozsahly pocet unikétnich hodnot m/z, o to piesné;si
je to ale informace z hlediska identifikovatelnosti. Pro potvrzeni skotapkového plodu

v hmotnostnim spektru nezndmého vzorku je kli¢ové urceni pfitomnosti vSech unikatnich

hodnot m/z odpovidajici danému plodu (se stanovenou piipustnou odchylkou 0,3 m/z).
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Obrazek 21: Hmotnostni spektrum pro pekanové ofechy, v rameccich jsou unikatni hodnoty m/z
(tolerance + 0,3 m/z).
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Obrazek 22: Hmotnostni spektrum pro pistacie, v rameécich jsou unikatni hodnoty m/z (tolerance + 0,3 m/z).
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3.3 Vysledky vyplyvajici z méieni pomoci metody LC-MS/MS

Pomoci kapalinové chromatogratie LC-MS/MS byl ziskan ptehled nalezenych proteinti
vcetné poctu peptidl, kterymi byly ve vzorcich potvrzeny. Vzhledem k tomu, ze vSech
jedenact vzorki je rostlinného ptvodu, tak vysledky byly porovnany s rostlinnou databazi
proteintt Uniprot (http://www.uniprot.org). Toto porovnani funguje na principu srovnani
sekvence ptitomnych peptidi, tzn. s proteinovou knihovnou. Nalezené sekvence tak mohou
odpovidat ¢asti proteinil, jez se v databazich nachazi. Na jejich zdkladé muze byt pak

pfifazen konkrétni protein.

Metoda je velmi citliva, proto je mozné urcit s velmi vysokou pravdépodobnosti, o jaky
protein se jedna. Nicméné jeho ptivod nemusi byt vzdy pfifazen odpovidajicimu rostlinnému
druhu, s ¢imz se poji nékolik diivodi. Stejné jako u zivocicht se u rostlin vyskytuji proteiny,
které maji jednotlivé druhy spole¢né a na zakladé toho neni mozné stejné sekvence u vice
druhii odlisit. Mezi tyto proteiny lze fadit napiiklad enzymy odpovidajici za spravny prubéh
fotosyntézy. DalSim divodem miize byt, ze dostupna knihovna proteint neobsahuje proteiny
vSech rostlinnych (ani zivo¢isSnych) druhd. Proto je konkrétni sekvence pfifazena k druhu
s jiz znamou sekvenci aminokyselin, kterd odpovidd nalezenému peptidu ve vzorku.
Teoretickym diivodem také miiZze byt kontaminace, s ohledem na dobré odliSeni vzorkl za
pomoci PCA byl tento diivod ale vyloucen. Kontaminace by byla moZna spiSe vlastnim
zavinénim, jelikoZ se jednalo o nové ptipravované vzorky nikoli tentyZz vzorky vyuzité pro

méfeni na MALDI-TOF MS s néaslednym PCA vyhodnocenim.

Piesto vSak bylo touto metodou téméf u vSech vzorkl nalezeno nékolik desitek proteint,
které charakterizuji proteinovou povahu skotfédpkovych plodi, respektive semen
z botanického pohledu. Vzhledem k velikému mnozstvi nalezenych proteinti byl vypracovan
piehled nejvice zastoupenych proteint napti¢ jednotlivymi vzorky (tab. 10). Kratsi ptehled
byl také zpracovan s ohledem na druhové specifické proteiny (tab. 11), tedy proteiny, u nichz
byl potvrzen ptivod daného rostlinného druhu. Souhrny vSech nalezenych proteint pro kazdy
vzorek (po odstranéni proteinli, jeZ nebyly potvrzeny minimélné¢ dvéma peptidy) jsou

k dispozici v ptilohach této prace (Ptilohy) pocinaje stranou I.

Ptehled v tabulce 10 shrnuje nejvice zastoupené (nalezené) proteiny napiti¢ vzorky. Celkem

je uvedeno patnact proteintl, jez se vzdy objevily nejméné u Ctyt zkoumanych plodii. Toto
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kritérium bylo doplnéno o idaj s primérnym poctem unikatnich peptidi na dany protein
vcetné smerodatné odchylky. Poradi v tabulce 10 je vytvoieno s klesajicim primérnym
poctem peptidl na konkrétni protein. NejniZe postavené proteiny mohou i piesto vykazovat

pomeérné vysoké zastoupeni napiic vsemi vzorky, ovSem pocet unikatnich peptidl na protein

jiz tak vysoky neni.

Tabulka 10: Pfehled nejvice zastoupenych proteinid napfi¢ vSemi vzorky.

Prumérny | Zastoupeni
Kod Nazev proteinu pocet napric¢
peptida vzorky
MD37C ARATH | Probable mediator of RNA polymerase 10+£1 4711
I transcription subunit 37¢
HSP7E_ARATH | Heat shock protein 70 kDa 9+2 8z11
G3PC2 ARATH | Glyceraldehyde-3-phosphate 8+3 11z11
dehydrogenase, cytosolic
EF1A1 _ARATH | Elongation factor 1-alpha 6+1 11z11
BIP_SOLLC Luminal-binding protein 6+3 6z11
ATPAM_ARATH | ATP synthase subunit alpha, 5+2 6z11
mitochondrial
ENO_SOLLC Enolase 542 7z11
ATPBM_HEVBR | ATP synthase subunit beta, 442 4z11
mitochondrial
MASY CUCMA | Malate synthase, glyoxysomal 4+2 5z11
UGPA PYRPY UTP--glucose-l-phosphate 4+1 6zI11
- uridylyltransferase
ALF2 PEA Fructose-bisphosphate aldolase, 3+1 8z 11
chloroplastic
ACEA _CUCMA | Isocitrate lyase 3+1 4z11
MDHC1 ARATH | Malate dehydrogenase, cytoplasmic 3+1 7z11
PGKY TOBAC | Phosphoglycerate kinase, chloroplastic 3+1 4711
UBIQ AVESA Ubiquitin 2+1 6z11
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Priméarné k prvnim deseti proteinlim byly zpracovany zékladni informace a funkce, tento
textovy piehled je uveden nize. Informace byly dohledavany nejvice za pomoci databaze

UniProt na zéklad¢ odpovidajiciho kodu proteinu.

Prvnim uvedenym proteinem v tab. 10 je probable mediator of RNA polymerase II
transcription subunit 37¢, jiz podle ndzvu vyplyva, Ze se jedna o pravdépodobného
zprostifedkovatele transkripce genti vdzanych na RNA polymerézu II (String, 2022). Druhym
v potadi je heat shock protein 70 kDa, obecné heat shock proteiny neboli chaperony se
zapojuji do ochrany organismu (nejen u rostlin). Heat shock protein 70 kDa umoziuje ve
stresové situaci degradaci poskozenych proteinti, naopak ale také dokaze usnadnit skladani
nove syntetizovanych proteini. U tohoto konkrétniho heat shock proteinu bylo pozorovano,
ze ve spolupréci s dal§imi proteiny mlze vytvafet rezistenci proti parazitické oomycete

(plisni) Hyaloperonospora parasitica (UniProt, 2022).

Déle je uveden glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic, ktery predstavuje
rostlinny protein Gcastnici se glykolyzy, respektive katalyzuje jeji zahdjeni. Zakladni funkce
tkvi v tom, Ze jsou degradovany sloZité a komplexni sacharidy (napt. Skrob v nezelenych
plastidech). Jednoduché sacharidy pak slouzi jako energeticky zaklad pro vyrobu mastnych
kyselin ¢i aminokyselin, jez jsou dulezité pro vyvoj rostliny, zejména kotenti (Uniprot,
2022). Ve vsech vzorcich byl déle stanoven elongation factor 1-alpha, ktery pfedstavuje
typicky protein pro vSechna eukaryota, tj. nejen pro rostliny, ale 1 Zivo€ichy vcetné ¢lovéka.
Elongac¢ni faktor je dulezitym funk¢nim proteinem v rdmci genové exprese, konkrétné pri

translaci, kdy zajiSt'uje vazbu mezi aminoacyl-tRNA a ribozomem (UniProt, 2022).

Luminal binding protein je dal$im nalezenym proteinem, ktery pravdépodobné napomaha
ke vzniku proteinovych komplexti endoplazmatického retikula. V ramci databaze UniProt je
taktéZ uvedeno, Ze napomaha ke skladani n€kterych chaperont (tzn. heat shock proteinit).
Dal$imi proteiny jsou ATP synthase subunit alpha/beta, mitochondrial. Oba predstavuji
soucasti tzv. ATP syntazy, jejiz funkci je vyroba ATP (adenosintrifosfat). Vznik ATP je
mozny na zakladé pohybu vodikovych kationtl. Za pomoci vodikového gradientu ATP
vznikd z ADP (adenosindifosfatu). V ptipad€ beta podjednotek (oproti alfa) plati, Ze jsou
mnohem dillezitéjsi, jelikoZ vykazuji pomérné vysokou afinitu ve svych vazebnych mistech

pro molekulu ATP (UniProt, 2022).
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Enolasa jako dalsi protein, ktery byl identifikovan taktéZz v naprosté vétSin€ vzorkd,
predstavuje enzym uplatiujici se v glykolyze pii pfeméné (2R)-2-fosfoglyceratu na
fosfoenolpyruvat. Podobn¢ jako elongacni faktor je to taktéz protein zdsadni pro vSechna

eukaryota.

Malate synthase, glyoxysomal je velmi dilezitym enzymem glyoxylatového cyklu
(UniProt, 2022). Glyoxylatovy cyklus probiha v nékterych krocich stejné¢ jako Krebstv
cyklus, zejména na samotném pocatku, kdy vznika citrat a izocitrat (Klouda, 2012). Stejné
jako malate synthase je v tomto kontextu dilezity protein isocitrate lyase. Ta zajist'uje prvni
krok odlisujici se od Krebsova cyklu, ponévadz rovnou katalyzuje izocitrat za vzniku
sukcinatu a glyoxylatu (UniProt, 2022). Malate synthase pokracuje v nasledujicim kroku,
kdy katalyzuje reakci glyoxylatu a acetylkoenzymu A za vzniku malatu (UniProt, 2022).
Kone¢ny krok provadi malate dehydrogenase, ktera katalyzuje vznik oxalacetatu z malatu
(UniProt, 2022). Oxalacetat je pak vyuzivan k tzv. glukoneogenezi (vzniku glukoézy). Tato
biochemicka drdha je pro rostliny dualezitd zejména, pokud neni schopna fotosyntézy,
tzn. v okamziku kli¢eni semen. Vysoky podil tukli v semenech je pfi kliceni spotiebovavan
na acetylkoenzym A, ktery vstupuje do glyoxylatového cyklu a umoziuje zisk energie
v podobé glukozy 1 bez pribéhu fotosyntézy. Rostlina mé dostatek energie pro vykliceni

a svij pocatecni vyvoj (Klouda, 2012).

Na desatém mist¢ vtab. 10 je jest€ uveden protein UTP--glucose-1-phosphate
uridylyltransferase, jez se sice nevyznacuje piili§ vysokym poctem peptidu, ale vyskytl se
ptiblizné u poloviny vzorkt. Protein méa metabolicky dilezitou ulohu v rémci metabolismu
sacharidd, coz je pro rostliny dilezité naptiklad z hlediska vyroby bunécné stény, jeho
ulohou je poskytnout glukozu vramci bunécného metabolismu za spotieby UTP
(uridintrifosfat). Jeho dulezitost tkvi v tom, ze vznikd UDP-a-D-glukéza, coz je takovy
pfedstupenn pro vznik dalSich sacharidii nebo polysacharidii, tedy stavebnich slozek

rostlinného téla (UniProt, 2022).

V rdmci nize uvedené tabulky (tab. 11) je zpracovan piehled deseti druhové specifickych
proteinil. Potadi proteinti v tab. 11 bylo vytvofeno opét s ohledem na pocet potvrzujicich
peptidit daného proteinu ve vzorku. Jedna se zejména o zasobni proteiny, jeZ byly nalezeny

ve vzorku plodu s odpovidajicim rostlinnym plivodem.
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Vétsina proteinli uvedend v tab. 11 vykazuje zasobni funkci a pro Cloveka tak predstavuje
riziko vzniku alergii. Informace k proteintim jsou taktéz dostupné v ramci databaze UniProt

pod odpovidajicim kodem proteinu.

Tabulka 11: Pfehled nalezenych druhové specifickych proteinti.

Pocet
Kéd Nazev proteinu Pivod
peptida
ALL11_ARAHY | Allergen Ara hl, clone P17 41 Arachis hypogaea
(Podzemnice olejna)
ALL12 ARAHY | Allergen Arahl, 37 Arachis hypogaea

clone P41B (Podzemnice olejna)

AMP23 MACIN | Vicilin-like antimicrobial 22 Macadamia integrifolia
peptides 2-3

(Makadamie celolista)

MDL2 PRUDU | (R)-mandelonitrile lyase 2 20 Prunus dulcis
(Makadamie celolistd)
AMP22 MACIN | Vicilin-like antimicrobial 16 Macadamia integrifolia

peptides 2-2 (Makadamie celolista)

LECG_ARAHY | Galactose-binding lectin 8 Arachis hypogaea
(Podzemnice olejna)
2SS2 BEREX 28 sulfur-rich seed storage 6 Bertholletia excelsa
protein 2 (Juvie ztepild)
2SS1 BEREX 28 sulfur-rich seed storage 4 Bertholletia excelsa
protein 1 (Juvie ztepild)
PLSC COCNU | l-acyl-sn-glycerol-3- 3 Cocos nucifera

phosphate acyltransferase (Palma kokosova)

CONG_ARAHY | Conglutin 3 Arachis hypogaea

(Podzemnice olejnd)

Prvnim je allergen Ara h 1, jeZ se vyskytl primarn¢ ve vzorku arasidd, a to ve dvou forméch:
homolog P17 a P41B. Molekularné je protein identifikovan praveé témito dvéma izoformami,
nékdy oznacované jako klony (Md et al., 2021). Alergen Ara h 1 je spole¢né s Ara h 2
alergenem v naprosté vét§iné zodpovédny za alergickou reakci na arasidy. Radi se do

skupiny 7S globulini (konkrétné leguminti) podobné jako ostatni proteiny vyskytujici
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se v semenech lusténin (Breiteneder & Mills, 2005; Md et al., 2021). Ara h 1 je zasobni
protein, jehoz zadkladni funkci je ochrana semene a nasledné¢ dostatek energie pro rtist

potencialni rostliny (Tengchuan et al., 2009).

Kromé vzorku arasidi byl identifikovan metodou LC-MS/MS také ve vzorku para ofechil,
pekanovych ofechti a makadamovych ofechi. Tento vyskyt u ¢tyt dalsich vzorkid naznacuje
kontaminaci araSidy, jeZ je moznd jiz ze strany vyrobce, pfipadné vlastnim zavinénim.
S ohledem na dobré rozliSeni jednotlivych vzorkid pomoci PCA je tak pravdépodobné, Ze
mohlo dojit ke kontaminaci spiSe vlastnim nedopatfenim u vzorku para ofechi, jez v potadi
nasledovaly po vzorku arasidi. U dalSich dvou bylo nalezeni peptidi odpovidajici alergenu

Ara h 1 stanoven na pocet dva ¢ili je mozna i kontaminace pochazejici jiz od vyrobce.

Dal$imi uvedenymi jsou vicilin-like antimicrobial peptides 2-3 (vicilin-like antimicrobial
peptides 2-2) jsou taktéz k dohledani v databazi alergent jakoZto alergen Mac i 1 (Allergen
nomenclature, n.d.). S ohledem na jejich nazev patii do skupiny tzv. vicilinll patiici mezi
7S globuliny. Jsou velmi odolné a stabilni (viz kapitola 1.6 Rizika spojena s konzumaci).
Pro tyto konkrétni viciliny byly navic zjiSt€ény antimikrobidlni, antibakteridlni
a protiplisniové ucinky, ¢imzZ semeno rostliny pted témito vlivy chrani (UniProt, 2022). Mezi
alergeny se dale fadi 2S sulfur-rich seed storage protein 1 (2S sulfur-rich seed storage
protein 2), které patii mezi hlavni alergeny para ofechti (n¢kdy se oznacuji jako alergen
Bere 1). Oba dva nalezené proteiny maji zejména zasobni funkci pro semeno rostliny,
pficemz se skladaji vZdy z kratSiho a delSiho fetézce, které jsou propojeny disulfidickymi
vazbami (UniProt, 2022). Mezi alergeny patii také protein conglutin piivodem se jedna

o alergen arasidu, ktery je uvedeny v tabulce na poslednim misté (UniProt, 2022).

Ostatni proteiny z tab. 11 maji jiné nez zasobni funkce. Naptiklad galactose-binding lectin
ma protilatkovou funkei, kdy specificky lektin pro D-galaktozu navéze do své struktury iont
prechodného kovu a vapenaty kationt, ¢imz aktivuje aglutinaci bun€k (UniProt, 2022). Zbylé
dva 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase a (R)-mandelonitrile lyase 2
vykazuji specifickou enzymatickou aktivitu. U (R)-mandelonitrile lyase 2 je zasadni funkci
uvoliovani  kyanovodiku v mandlich. Pfi¢emz enzym katalyzuje rozStépeni

(R)-mandelonitrilu (¢ast amygdalinu) na benzaldehyd a kyanovodik (UniProt, 2022).
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Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo zjistit, zda mohou byt skofdpkové plody od sebe rozlisSeny
na zakladé proteinového slozeni. Pti feSeni tohoto problému byly vyuzity dvé hmotnostné
spektrometrické techniky, konkrétné hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF a kapalinova
chromatografie s hmotnostni detekci LC-MS/MS. Proteiny obsazené ve skotapkovych
plodech byly nejprve §t€peny enzymem trypsinem na peptidy, jeZ jsou méfitelné obéma
metodami. Ziskanad data byla hodnocena analyzou hlavnich komponent (PCA) a pomoci

databazového programu PostgreSQL.

Jiz nejjednodussi hodnoceni PCA analyzou potvrdilo moznou diferenciaci zkoumanych
skotapkovych plodi na zéklad€ jejich proteinového slozeni. Nejprve byly porovndvany
vSechny plody soucasné, coz ale nebylo stoprocentné uspésné a prokazatelné se podatilo
odlisit pouze tfi plody zjedenacti. Na zaklad¢ toho byly postupné odebirany dobie
odlisitelné druhy, ¢imz vznikaly mensi skupiny vhodné pro dal§i porovnavéni. Celkova
diferenciace byla nakonec potvrzena tfemi 3D zobrazenimi, pfi¢emz nejmensi skupina
zahrnovala pét druhti skofapkovych plodi. Vysledky byly podpoteny dobrou diferenciaci
skorapkovych plodii z hlediska primérného zastoupeni proteinti, kdy bylo rozliSeni uspésné

jiz jednim, maximalné v§ak dvéma 3D grafy.

S ohledem na velmi dobré rozliSeni pomoci PCA bylo provedeno i pifimé hodnoceni
hmotnostnich spekter, z ¢ehoz byly ziskdny unikatni hodnoty m/z pro kazdy skotapkovy
plod. Nejvice charakteristickych hodnot m/z bylo nalezeno pro kokosovy ofech, a naopak
nejmén¢ pro pekanové ofechy ¢i pistacie. Bez ohledu na jejich pocet byla ziskédna velmi
ptresna charakteristika kazdého plodu, coZ je vyuZitelné v ptipad¢ analyz vyrobkl obsahujici

skotapkove plody.

Druhé meéteni uskute¢néné metodou kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci
umoznilo doplnit piedchozi zjisténi. Vysledky poskytly bliz§i charakteristiku proteinové
povahy zkoumanych skotfapkovych plodi, Iépe feceno semen rostlin obecné. Data potvrzuji
jistou pfirozenou blizkost plodi mezi sebou, na druhou stranu ale také i odliSnosti. Byt je to
metoda velmi citliva, tak se nejednd o stoprocentni volbu pro druhovou identifikaci. Ze

ziskanych dat druhovy ptivod konkrétni rostliny totiz nebyl nebo nemohl byt vzdy potvrzen.
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Zaveérem, prestoze se skorfapkové plody vyznacuji vysokym obsahem lipidd, tak je jejich
proteomické rozliSeni velmi dobie realizovatelné. Na ziskané poznatky by mohlo byt
navazano analyzou nejriznéjSich vyrobku, jejichz slozeni zahrnuji skotfapkové plody.
Zjisténi pochézejici z této prace by tak mohlo byt pomyslnym odrazovym mustkem pro

hodnoceni autenticity potravin obsahujici skotapkové plody.
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Seznam pouzitych zkratek

2D-PAGE

AAS
ACN
ADP
ATP

DHB
DNA

ELISA

ESI
EU

HCCA

HDL

LC-ESI-Q-TOF

LC-MS

LDL

MALDI

Dvoudimenzionalni polyakrylamidova gelova elektroforéza

(Two-dimensional Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
Aminokyselinové skére (Amino Acid Score)

Acetonitril (acetonitrile)

Adenosindifosfat (adenosine diphosphate)
Adenosintrifosfat (adenosine triphosphate)
2,5-dihydroxybenzoova kyselina (2,5-dihydroxybenzoic acid)
Deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
Enzymova imunoanalyza na imunosorbentech
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assays)

Ionizace elektrosprejem (Electrospray Ionization)
Evropska unie (European Union)
4-hydroxy-a-kyanoskoticova kyselina
(4-hydroxy-a-cyanocinnamic acid)

Lipoproteiny o vysoké hustoté (high density lipoprotein)

Kapalinova chromatografie s elektrosprejovou ionizaci,
kvadrupdlem a analyzatorem doby letu (Liquid Chromatography
Electrospray lonization Quadrupole Time-of-Flight)

Kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii

(Liquid Chromatography-Mass Spectrometry)
Lipoproteiny o nizké hustoté (low density lipoprotein)
Matrici asistovana laserova desorpce/ionizace

(Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization)
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MALDI-TOF

MS

OTA

PCA

PCR

SDS-PAGE

TFA

TOF

UTP

Matrici asistovana laserova desorpce/ionizace s analyzatorem doby
letu (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization - Time-of-

Flight)

Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

Ochratoxin A (ochratoxine A)

Analyza hlavnich komponent (Principal Component Analysis)
Polymerazova tetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
Polyakrylamidova gelova elektroforéza s dodecylsiranem sodnym
(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
Kyselina trifluoroctova (trifluoroacetic acid)

Detektor doby letu (Time-of-Flight)

Uridintrifosfat (uridine triphosphate)
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Prilohy

Priloha 1: Nalezené proteiny metodou LC-MS/MS ve vzorku vlasskych ofech.

Accession Protein #Peptides

HSP70_MAIZE Heat shock 70 kDa protein OS=Zea mays GN=HSP70 PE=3 SV=2 8
Heat shock cognate 70 kDa protein OS=Petunia hybrida

HSP7C_PETHY GN=HSP70 PE=2 SV=1 8
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 3, cytosolic OS=Zea

G3PC3_MAIZE mays GN=GAPC3 PE=2 SV=1 6
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial OS=Helianthus annuus

ATPAM_HELAN GN=ATPA PE=3 SV=1 6
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic

G3PC_PETHY OS=Petunia hybrida GN=GAPC PE=2 SV=1 6
Elongation factor 1-alpha OS=0ryza sativa subsp. japonica

EF1A_ORYSJ GN=REFA1 PE=2 SV=2 6

ACEA_CUCMA Isocitrate lyase OS=Cucurbita maxima PE=2 SV=1 5
Heat shock protein 90-1 OS=Arabidopsis thaliana GN=HSP90-1

HS901 ARATH PE=1SV=3 5

ACT2_SOLLC Actin-51 (Fragment) OS=Solanum lycopersicum PE=3 SV=1 5

MASY_CUCSA  Malate synthase, glyoxysomal OS=Cucumis sativus PE=2 SV=2 5
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic OS=Taxus

G3PC_TAXBA baccata PE=2 SV=1 4
ATP synthase subunit beta, mitochondrial OS=Hevea brasiliensis

ATPBM_HEVBR GN=ATPB PE=2 SV=1 4

ACT1_DAUCA  Actin-1 OS=Daucus carota PE=2 SV=1 4
5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine

METE2_ARATH methyltransferase 2 OS=Arabidopsis thaliana GN=MS2 PE=1 SV=1 4

ACT2_DAUCA  Actin-2 OS=Daucus carota PE=2 SV=1 4
Thiamine thiazole synthase 2, chloroplastic OS=Vitis vinifera

THI42_VITVI GN=THI1-2 PE=3 SV=1 4

MASY _GOSHI  Malate synthase, glyoxysomal OS=Gossypium hirsutum PE=2 SV=1 4
ATP synthase subunit beta, mitochondrial 0S=Daucus carota

ATPBM_DAUCA GN=ATPB PE=3 Sv=1 3
5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine
methyltransferase OS=Plectranthus scutellarioides GN=MET PE=1

METE_PLESU Sv=2 3
Malate synthase, glyoxysomal (Fragment) OS=Glycine max PE=2

MASY_SOYBN  Sv=1 3
Heat shock cognate protein 80 OS=Solanum lycopersicum

HSP80_SOLLC  GN=HSC80 PE=2 SV=1 3
Probable phosphoglucomutase, cytoplasmic 2 OS=Arabidopsis

PGMC2_ARATH thaliana GN=At1g70730 PE=2 SV=1 3

BIP_SOLLC Luminal-binding protein OS=Solanum lycopersicum PE=1 SV=1 3
Embryonic abundant protein 1 OS=0ryza sativa subsp. japonica

EMP1_ORYSJ GN=EMP1 PE=2 SV=1 2




Accession Protein #Peptides
Alcohol dehydrogenase 1 OS=Petunia hybrida GN=ADH1 PE=3

ADH1_PETHY Sv=1 2

UBIQ_AVESA Ubiquitin OS=Avena sativa PE=1 SV=1 2

ARF_MAIZE ADP-ribosylation factor 0S=Zea mays GN=ARF1 PE=2 SV=2 2

RAN_VICFA GTP-binding nuclear protein Ran/TC4 OS=Vicia faba PE=2 SV=1 2

ADH_MALDO  Alcohol dehydrogenase OS=Malus domestica GN=ADH PE=2 SV=1 2

RS4_MAIZE 40S ribosomal protein S4 0S=Zea mays GN=RPS4 PE=2 SV=1 2
Histone H2B.10 OS=Arabidopsis thaliana GN=At5g22880 PE=1

H2B10_ARATH SV=3 2
Probable histone H2A.1 OS=Medicago truncatula

H2A1_MEDTR  GN=MtrDRAFT_AC149210glvl PE=1 SV=1 2
Aconitate hydratase, cytoplasmic OS=Cucurbita maxima PE=2

ACOC_CUCMA Sv=1 2
Phosphoglucomutase, cytoplasmic OS=Pisum sativum GN=PGM1

PGMC_PEA PE=1Sv=1 2
Glutamine synthetase nodule isozyme OS=Vigna aconitifolia PE=2

GLNA_VIGAC sv=1 2
40S ribosomal protein S4 0S=Gossypium hirsutum GN=RPS4 PE=2

RS4_GOSHI sv=1 2

II




Piiloha 2: Nalezené proteiny metodou LC-MS/MS ve vzorku keSu ofecht.

Accession Protein #Peptides
Ribulose bisphosphate carboxylase large chain (Fragment)

RBL_AESPA OS=Aesculus pavia GN=rbcL PE=3 SV=2 12
Ribulose bisphosphate carboxylase large chain (Fragment)

RBL_ACESA OS=Acer saccharum GN=rbcL PE=3 SV=1 12

HSP70_MAIZE Heat shock 70 kDa protein OS=Zea mays GN=HSP70 PE=3 SV=2 12
Probable mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 37c

MD37C_ARATH 0OS=Arabidopsis thaliana GN=MED37C PE=1 SV=1 12
Heat shock cognate 70 kDa protein 2 OS=Solanum lycopersicum

HSP72_SOLLC  GN=HSC-2 PE=1SV=1 12
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPC2, cytosolic

G3PC2_ARATH 0OS=Arabidopsis thaliana GN=GAPC2 PE=1 SV=1 11
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic OS=Sinapis

G3PC_SINAL alba GN=GAPC PE=2 SV=2 10
Ribulose bisphosphate carboxylase large chain 0S=Solanum

RBL_SOLBU bulbocastanum GN=rbcL PE=3 SV=1 10

HSP70_SOYBN Heat shock 70 kDa protein OS=Glycine max GN=HSP70 PE=1 SV=1 10
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2, cytosolic OS=Zea

G3PC2_MAIZE mays GN=GAPC2 PE=1 SV=1 9
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic

G3PC_PETHY OS=Petunia hybrida GN=GAPC PE=2 SV=1 9

EF1A _TOBAC Elongation factor 1-alpha OS=Nicotiana tabacum PE=2 SV=1 8

EF1A1_DAUCA Elongation factor 1-alpha OS=Daucus carota PE=1 SV=1 8
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic

G3PC_CRAPL OS=Craterostigma plantagineum GN=GAPC PE=2 SV=1 8

HSP83 IPONI Heat shock protein 83 OS=Ipomoea nil GN=HSP83A PE=2 SV=1 8

ACT2_SOLLC Actin-51 (Fragment) OS=Solanum lycopersicum PE=3 SV=1 8
Elongation factor 1-alpha OS=0ryza sativa subsp. japonica

EF1A_ORYSJ GN=REFA1 PE=2 SV=2 7
17.6 kDa class | heat shock protein OS=Solanum peruvianum PE=2

HSP12_SOLPE Sv=1 6

HSP82 MAIZE Heat shock protein 82 OS=Zea mays GN=HSP82 PE=3 SV=1 6

ENO_ALNGL Enolase OS=Alnus glutinosa GN=PGH1 PE=2 SV=1 6
UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase 0S=Musa

UGPA_MUSAC acuminata GN=UGPA PE=2 SV=1 5

MDHC_MAIZE Malate dehydrogenase, cytoplasmic OS=Zea mays PE=1 SV=2 5

ACT2_DAUCA  Actin-2 OS=Daucus carota PE=2 SV=1 5
Alpha-glucan phosphorylase 1 OS=Arabidopsis thaliana GN=PHS1

PHS1_ARATH  PE=1Sv=1 5

BIP_SOLLC Luminal-binding protein OS=Solanum lycopersicum PE=1 SV=1 4

MDHC1_ARAT Malate dehydrogenase, cytoplasmic 1 OS=Arabidopsis thaliana

H GN=At1g04410 PE=1 SV=2 4

III



Accession Protein #Peptides

HSP11 DAUCA 17.8 kDa class | heat shock protein OS=Daucus carota PE=3 SV=1 4
Mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 37a

MD37A_ARATH OS=Arabidopsis thaliana GN=MED37A PE=1 SV=1 4
40S ribosomal protein S4 OS=Gossypium hirsutum GN=RPS4 PE=2

RS4_GOSHI Sv=1 4
Enolase 1, chloroplastic OS=Arabidopsis thaliana GN=ENO1 PE=1

ENO1_ARATH Sv=1 4
40S ribosomal protein S15a-1 OS=Arabidopsis thaliana

R15A1 ARATH GN=RPS15AA PE=2 SV=2 4

ADH1_MAIZE  Alcohol dehydrogenase 1 OS=Zea mays GN=ADH1 PE=2 SV=1 3
Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial OS=Hevea brasiliensis

SODM_HEVBR GN=SODA PE=2 SV=1 3
25.3 kDa heat shock protein, chloroplastic OS=Arabidopsis

HS25P_ARATH thaliana GN=HSP25.3 PE=2 SV=1 3
17.3 kDa class Il heat shock protein OS=Solanum peruvianum PE=1

HSP21 SOLPE Sv=1 3
17.1 kDa class Il heat shock protein OS=Pisum sativum

HSP21 PEA GN=HSP17.7 PE=2 SV=1 3
Fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme OS=Zea

ALF_MAIZE mays PE=1 SV=1 3
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase OS=Catharanthus roseus

CYPH_CATRO GN=PCKR1 PE=2 SV=1 3
Phosphoglucomutase, cytoplasmic OS=Populus tremula GN=PGM1

PGMC_POPTN PE=2SV=1 3
Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a-1 OS=Arabidopsis thaliana

R27AA_ARATH GN=RPS27AA PE=1 SV=2 3

1433E_TOBAC 14-3-3-like protein E OS=Nicotiana tabacum PE=1 SV=1 3

EF2_BETVU Elongation factor 2 OS=Beta vulgaris PE=2 SV=1 3

TPIS_MAIZE Triosephosphate isomerase, cytosolic 0S=Zea mays PE=3 SV=3 3
Cell division control protein 48 homolog A OS=Arabidopsis

CD48A_ARATH thaliana GN=CDC48A PE=1 SV=1 3
60S ribosomal protein L3 0S=0ryza sativa subsp. japonica

RL3_ORYSJ GN=RPL3 PE=2 SV=2 3

TBA1 _HORVU  Tubulin alpha-1 chain OS=Hordeum vulgare GN=TUBA1 PE=2 SV=1 3
Alpha-1,4 glucan phosphorylase L isozyme,

PHSL_IPOBA chloroplastic/amyloplastic OS=Ipomoea batatas PE=2 SV=1 3
Cytosolic isocitrate dehydrogenase [NADP] OS=Arabidopsis

ICDHC_ARATH thaliana GN=CICDH PE=2 SV=1 3
40S ribosomal protein S5 (Fragment) OS=Cicer arietinum GN=RPS5

RS5_CICAR PE=2 SV=1 3

MASY_BRANA Malate synthase, glyoxysomal OS=Brassica napus PE=2 SV=1 3
ATP synthase subunit beta, mitochondrial OS=Hevea brasiliensis

ATPBM_HEVBR GN=ATPB PE=2 SV=1 3
17.8 kDa class | heat shock protein OS=Arabidopsis thaliana

HS178 ARATH GN=HSP17.8 PE=2 SV=1 2
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Accession Protein #Peptides
Class | heat shock protein (Fragment) OS=Glycine max

HSP12 SOYBN GN=HSP6834-A PE=3 SV=1 2

ANXD4_ARATH Annexin D4 OS=Arabidopsis thaliana GN=ANN4 PE=2 SV=1 2
Alcohol dehydrogenase 1 OS=Petunia hybrida GN=ADH1 PE=3

ADH1_PETHY Sv=1 2
40S ribosomal protein SA OS=Cicer arietinum GN=RAP40 PE=2

RSSA_CICAR Sv=1 2
RuBisCO large subunit-binding protein subunit beta, chloroplastic

RUBB_BRANA  OS=Brassica napus PE=2 SV=1 2
Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADH], chloroplastic

FABI_BRANA OS=Brassica napus PE=1 SV=2 2
60S ribosomal protein L10 OS=Euphorbia esula GN=RPL10 PE=2

RL10_EUPES Sv=1 2
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 1 OS=Glycine max GN=Cyp1

CYP1_SOYBN PE=1SV=1 2
Small heat shock protein, chloroplastic (Fragment) OS=Glycine

HS22C_SOYBN max GN=HSP22 PE=2 SV=1 2
Aconitate hydratase, cytoplasmic OS=Cucurbita maxima PE=2

ACOC_CUCMA Sv=1 2
60S ribosomal protein L8 OS=Solanum lycopersicum GN=RPL8

RL8_SOLLC PE=2 SV=1 2

ACEA_ARATH Isocitrate lyase OS=Arabidopsis thaliana GN=ICL PE=1 SV=2 2

ARF_MAIZE ADP-ribosylation factor OS=Zea mays GN=ARF1 PE=2 SV=2 2
6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating 2,

6PGD2_SPIOL  chloroplastic OS=Spinacia oleracea GN=pgdP PE=1 SV=1 2

SCRK_SOLTU Fructokinase OS=Solanum tuberosum PE=1 SV=1 2
GTP-binding protein SAR1A OS=Arabidopsis thaliana GN=SAR1A

SAR1A_ARATH PE=2SV=1 2
1-Cys peroxiredoxin A OS=0ryza sativa subsp. japonica

REHYA_ORYS) GN=0s07g0638300 PE=2 SV=1 2

REHY_MEDTR  1-Cys peroxiredoxin OS=Medicago truncatula PE=2 SV=1 2
Heat shock 70 kDa protein 6, chloroplastic OS=Arabidopsis

HSP7F_ARATH thaliana GN=HSP70-6 PE=1 SV=1 2

TBB1_ELEIN Tubulin beta-1 chain OS=Eleusine indica GN=TUBB1 PE=2 SV=1 2
Chaperonin CPN60-2, mitochondrial OS=Cucurbita maxima

CH62_CUCMA GN=CPN60-2 PE=1 SV=1 2
Argininosuccinate synthase, chloroplastic OS=Arabidopsis thaliana

ASSY_ARATH GN=At4g24830 PE=2 SV=3 2
Fructose-bisphosphate aldolase, chloroplastic 0S=0ryza sativa

ALFC_ORYSJ subsp. japonica GN=0s11g0171300 PE=1 SV=2 2




Piiloha 3: Nalezené proteiny metodou LC-MS/MS ve vzorku liskovych ofechti.

Accession Protein #Peptides

HSP70_MAIZE Heat shock 70 kDa protein OS=Zea mays GN=HSP70 PE=3 SV=2 8
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic OS=Pisum

G3PC_PEA sativum GN=GAPC1 PE=1 SV=1 7
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic

G3PC_DIACA 0OS=Dianthus caryophyllus GN=GAPC PE=1 SV=1 7
Heat shock 70 kDa protein 5 OS=Arabidopsis thaliana GN=HSP70-5

HSP7E_ARATH PE=2SV=1 7
Elongation factor 1-alpha OS=Manihot esculenta GN=EF1 PE=3

EFIA_MANES Sv=1 6
Elongation factor 1-alpha OS=0ryza sativa subsp. japonica

EF1A_ORYSJ GN=REFA1 PE=2 SV=2 6

ACT2_DAUCA  Actin-2 OS=Daucus carota PE=2 SV=1 6
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2, cytosolic

G3PC2_HORVU (Fragment) OS=Hordeum vulgare GN=GAPC PE=2 SV=1 5

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic

G3PC_RANAC  0OS=Ranunculus acris GN=GAPC PE=2 SV=1 5

ACT3_ORYSI Actin-3 0S=0ryza sativa subsp. indica GN=ACT3 PE=3 SV=2 5

HSP82 MAIZE Heat shock protein 82 0S=Zea mays GN=HSP82 PE=3 SV=1 4

ENPL_HORVU  Endoplasmin homolog OS=Hordeum vulgare PE=2 SV=1 4

ARF_MAIZE ADP-ribosylation factor 0S=Zea mays GN=ARF1 PE=2 SV=2 4
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial OS=Beta vulgaris

ATPAM_BETVU GN=ATPA PE=3SV=1 4
Chaperone protein ClpB1 OS=0ryza sativa subsp. japonica

CLPB1_ORYS) GN=CLPB1 PE=2 SV=1 4
Fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme 2 OS=Pisum

ALF2_PEA sativum PE=1 Sv=1 3

CYPH_LUPLU Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase OS=Lupinus luteus PE=2 SV=1 3

CHSY_ANTMA  Chalcone synthase OS=Antirrhinum majus GN=CHS PE=3 SV=1 3

BIP_SOLLC Luminal-binding protein OS=Solanum lycopersicum PE=1 SV=1 3
14-3-3-like protein B (Fragment) OS=Glycine max GN=GF14B PE=2

1433B_SOYBN Sv=1 3
Acyl-[acyl-carrier-protein] desaturase, chloroplastic OS=Elaeis

STAD_ELAGV guineensis var. tenera PE=2 SV=2 3
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic OS=Taxus

G3PC_TAXBA  baccata PE=2 SV=1 3
18.1 kDa class | heat shock protein OS=Arabidopsis thaliana

HS181 ARATH GN=HSP18.1 PE=2 SV=1 2
Malate dehydrogenase, cytoplasmic OS=Beta vulgaris GN=NR1

MDHC_BETVU PE=1SV=1 2
Alcohol dehydrogenase 1 0S=0ryza sativa subsp. indica GN=ADH1

ADH1_ORYSI PE=2 SV=1 2
Alcohol dehydrogenase 1 OS=Petunia hybrida GN=ADH1 PE=3

ADH1_PETHY  Sv=1 2

VI




Accession Protein #Peptides

Phosphoglucomutase, cytoplasmic OS=Populus tremula GN=PGM1

PGMC_POPTN PE=2SV=1 2
6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating 1,

6PGD1_ARATH chloroplastic OS=Arabidopsis thaliana GN=At1g64190 PE=2 SV=1 2
Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADH], chloroplastic

FABI_BRANA OS=Brassica napus PE=1 SV=2 2
Ketol-acid reductoisomerase, chloroplastic OS=Pisum sativum

ILV5_PEA GN=PGAAIR PE=1 SV=1 2
Heat shock protein 81-1 OS=0ryza sativa subsp. indica GN=HSP81-

HSP81 ORYSI 1 PE=2SV=1 2
ATP synthase subunit beta, mitochondrial OS=Hevea brasiliensis

ATPBM_HEVBR GN=ATPB PE=2 SV=1 2
ATP synthase subunit beta-1, mitochondrial OS=Arabidopsis

ATPBM_ARATH thaliana GN=At5g08670 PE=1 SV=1 2

ADH_MALDO Alcohol dehydrogenase OS=Malus domestica GN=ADH PE=2 SV=1 2
18.1 kDa class | heat shock protein OS=Pisum sativum GN=HSP18.1

HSP11 PEA PE=2 SV=1 2
Probable fructose-bisphosphate aldolase 3, chloroplastic

ALFC3_ARATH 0OS=Arabidopsis thaliana GN=FBA3 PE=1 SV=1 2
Pyruvate kinase, cytosolic isozyme OS=Solanum tuberosum PE=2

KPYC_SOLTU Sv=1 2
UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase OS=Astragalus

UGPA_ASTPN penduliflorus GN=UGP PE=1 SV=1 2
Glutamine synthetase nodule isozyme OS=Medicago sativa

GLNA3_MEDSA GN=GS1 PE=2 SV=1 2

CHSE_IPONI Chalcone synthase E OS=Ipomoea nil GN=CHSE PE=2 SV=1 2
Aconitate hydratase, cytoplasmic OS=Cucurbita maxima PE=2

ACOC_CUCMA Sv=1 2
Thiamine thiazole synthase, chloroplastic OS=Alnus glutinosa

THI4_ALNGL GN=THI1 PE=2 SV=1 2
Protein disulfide-isomerase OS=Datisca glomerata GN=PDI PE=1

PDI_DATGL Sv=1 2
NADP-dependent glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

GAPN_NICPL OS=Nicotiana plumbaginifolia GN=GAPN PE=2 SV=1 2

PKS4_RUBID Polyketide synthase 4 OS=Rubus idaeus GN=PKS4 PE=1 SV=1 2

Vil




Piiloha 4: Nalezené proteiny metodou LC-MS/MS ve vzorku mandli.

Accession Protein #Peptides

MDL2_PRUDU (R)-mandelonitrile lyase 2 OS=Prunus dulcis GN=MDL2 PE=1 SV=1 20
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic

G3PC_ANTMA  OS=Antirrhinum majus GN=GAPC PE=1 SV=1 13
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic

G3PC_CRAPL OS=Craterostigma plantagineum GN=GAPC PE=2 SV=1 9
Probable mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 37c

MD37C_ARATH 0OS=Arabidopsis thaliana GN=MED37C PE=1 SV=1 9
Probable mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 37e

MD37E_ARATH OS=Arabidopsis thaliana GN=MED37E PE=1 SV=3 9

HSP70_MAIZE Heat shock 70 kDa protein OS=Zea mays GN=HSP70 PE=3 SV=2 9

ACT7_ARATH  Actin-7 OS=Arabidopsis thaliana GN=ACT7 PE=1 SV=1 8
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic OS=Taxus

G3PC_TAXBA  baccata PE=2 SV=1 7
Elongation factor 1-alpha 1 OS=Arabidopsis thaliana GN=A1 PE=1

EF1A1_ARATH Sv=1 6

ENO_RICCO Enolase OS=Ricinus communis PE=2 SV=1 6

BIP_SOLLC Luminal-binding protein OS=Solanum lycopersicum PE=1 SV=1 5
ATP synthase subunit beta, mitochondrial OS=Hevea brasiliensis

ATPBM_HEVBR GN=ATPB PE=2 SV=1 5

UBIQ_AVESA Ubiquitin OS=Avena sativa PE=1 SV=1 4
18.1 kDa class | heat shock protein (Fragment) OS=Medicago

HSP11_MEDSA sativa GN=HSP18.1 PE=2 SV=1 4
ATP synthase subunit beta-1, mitochondrial OS=Arabidopsis

ATPBM_ARATH thaliana GN=At5g08670 PE=1 SV=1 4
Enolase OS=Mesembryanthemum crystallinum GN=PGH1 PE=2

ENO_MESCR Sv=1 4

ENO_ALNGL Enolase OS=Alnus glutinosa GN=PGH1 PE=2 SV=1 4
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase OS=Catharanthus roseus

CYPH_CATRO GN=PCKR1 PE=2 SV=1 3

MASY_CUCMA Malate synthase, glyoxysomal OS=Cucurbita maxima PE=1 SV=1 3
Protein disulfide-isomerase OS=Datisca glomerata GN=PDI PE=1

PDI_DATGL Sv=1 3
Probable phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase

GPX4_GOSHI 0S=Gossypium hirsutum PE=2 SV=1 3
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial OS=Helianthus annuus

ATPAM_HELAN GN=ATPA PE=3 SV=1 3

CATA2_ARATH Catalase-2 OS=Arabidopsis thaliana GN=CAT2 PE=2 SV=3 3

ADH_FRAAN Alcohol dehydrogenase OS=Fragaria ananassa GN=ADH PE=3 SV=2 2

OLEO1_PRUDU Oleosin 1 OS=Prunus dulcis GN=OLE1 PE=2 SV=1 2
Glucose and ribitol dehydrogenase OS=Daucus carota GN=CAISE5

GRDH_DAUCA PE=2SV=1 2

VIII




Accession Protein #Peptides
Phosphoglycerate kinase, cytosolic OS=Nicotiana tabacum PE=1

PGKY_TOBAC Sv=1 2

HSP12 DAUCA 18.0 kDa class | heat shock protein OS=Daucus carota PE=3 SV=1 2

ADH1_PEA Alcohol dehydrogenase 1 OS=Pisum sativum PE=1 SV=1 2
Probable phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase

GPX4_SOLLC 0S=Solanum lycopersicum GN=GPXle-1 PE=2 SV=1 2
Superoxide dismutase [Cu-Zn] 1 OS=Solanum lycopersicum

SODC1_SOLLC GN=SODCC.1 PE=2 SV=2 2

ACEA_CUCMA Isocitrate lyase OS=Cucurbita maxima PE=2 SV=1 2
Probable phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase

GPX4_SPIOL 0OS=Spinacia oleracea PE=2 SV=1 2
Fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme 2 OS=Pisum

ALF2_PEA sativum PE=1 SV=1 2

RAN_VICFA GTP-binding nuclear protein Ran/TC4 OS=Vicia faba PE=2 SV=1 2
Malate dehydrogenase, mitochondrial OS=Brassica napus

MDHM_BRANA GN=MDH PE=2 SV=1 2
ATP synthase subunit beta, chloroplastic 0S=Myristica fragrans

ATPB_MYRFG  GN=atpB PE=3 SV=1 2

MDHC2_ARAT Malate dehydrogenase, cytoplasmic 2 OS=Arabidopsis thaliana

H GN=At5g43330 PE=2 SV=1 2
Fructose-bisphosphate aldolase cytoplasmic isozyme 0S=0Oryza

ALF_ORYSJ sativa subsp. japonica GN=FBA PE=1 SV=2 2

IX




Piiloha 5: Nalezené proteiny metodou LC-MS/MS ve vzorku pistécii.

Accession Protein #Peptides
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPC2, cytosolic

G3PC2_ARATH 0OS=Arabidopsis thaliana GN=GAPC2 PE=1 SV=1 15
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic

G3PC_DIACA 0OS=Dianthus caryophyllus GN=GAPC PE=1 SV=1 13
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic OS=Sinapis

G3PC_SINAL alba GN=GAPC PE=2 SV=2 13
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic

G3PC_ANTMA  OS=Antirrhinum majus GN=GAPC PE=1 SV=1 10
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic

G3PC_PETHY OS=Petunia hybrida GN=GAPC PE=2 SV=1 10
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic

G3PC_CRAPL OS=Craterostigma plantagineum GN=GAPC PE=2 SV=1 9
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic OS=Taxus

G3PC_TAXBA baccata PE=2 SV=1 9
Ribulose bisphosphate carboxylase large chain OS=Carica papaya

RBL_CARPA GN=rbcL PE=3 SV=2 9

EF1A_MAIZE Elongation factor 1-alpha OS=Zea mays GN=EF1A PE=3 SV=1 8

EF1A1_DAUCA Elongation factor 1-alpha OS=Daucus carota PE=1 SV=1 8
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial OS=Helianthus annuus

ATPAM_HELAN GN=ATPA PE=3 SV=1 8
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic 0S=Ginkgo

G3PC_GINBI biloba PE=2 SV=1 7
Heat shock protein 90-1 OS=Arabidopsis thaliana GN=HSP90-1

HS901 ARATH PE=1SV=3 6

HSP70_MAIZE Heat shock 70 kDa protein OS=Zea mays GN=HSP70 PE=3 SV=2 6

ACT2_SOLLC Actin-51 (Fragment) OS=Solanum lycopersicum PE=3 SV=1 5
ATP synthase subunit beta, mitochondrial OS=Hevea brasiliensis

ATPBM_HEVBR GN=ATPB PE=2 SV=1 5
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial OS=Arabidopsis

ATPAM_ARATH thaliana GN=ATPA PE=1 SV=2 5

EF2_BETVU Elongation factor 2 OS=Beta vulgaris PE=2 SV=1 4

H4 ARATH Histone H4 OS=Arabidopsis thaliana GN=At1g07660 PE=1 SV=2 4
RuBisCO large subunit-binding protein subunit beta, chloroplastic

RUBB_PEA 0S=Pisum sativum PE=1 SV=2 4

ATPBM_DAUC ATP synthase subunit beta, mitochondrial OS=Daucus carota

A GN=ATPB PE=3 SV=1 4
Heat shock protein 81-1 OS=0ryza sativa subsp. indica GN=HSP81-

HSP81_ORYSI 1 PE=2SV=1 4
Fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme OS=Zea

ALF_MAIZE mays PE=1 SV=1 3

ADH1 MAIZE  Alcohol dehydrogenase 1 OS=Zea mays GN=ADH1 PE=2 SV=1 3

BIP_SOLLC Luminal-binding protein OS=Solanum lycopersicum PE=1 SV=1 3




Accession Protein #Peptides
Phosphoglycerate kinase, cytosolic OS=Nicotiana tabacum PE=1

PGKY_TOBAC Sv=1 3
UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase 1 OS=Arabidopsis

UGPA1 _ARATH thaliana GN=At5g17310 PE=2 SV=1 3
Phosphoglycerate kinase 2, chloroplastic OS=Arabidopsis thaliana

PGKH2_ARATH GN=At1g56190 PE=2 SV=3 3
Phosphoglycerate kinase, chloroplastic OS=Nicotiana tabacum

PGKH_TOBAC PE=1SV=1 3
Aspartate aminotransferase P2, mitochondrial (Fragment)

AATM_LUPAN  OS=Lupinus angustifolius PE=1 SV=1 3
Phosphoglucomutase, cytoplasmic OS=Populus tremula GN=PGM1

PGMC_POPTN PE=2SV=1 3
60S ribosomal protein L12 OS=Prunus armeniaca GN=RPL12 PE=2

RL12_PRUAR Sv=1 2

UBIQ_AVESA Ubiquitin OS=Avena sativa PE=1 SV=1 2
Photosystem Il CP43 chlorophyll apoprotein OS=Acorus

PSBC_ACOAM americanus GN=psbC PE=3 SV=1 2

MDHC1_ARAT Malate dehydrogenase, cytoplasmic 1 OS=Arabidopsis thaliana

H GN=At1g04410 PE=1 SV=2 2
60S ribosomal protein L10 OS=Euphorbia esula GN=RPL10 PE=2

RL10_EUPES Sv=1 2
60S ribosomal protein L4 OS=Prunus armeniaca GN=RPL4 PE=1

RL4_PRUAR Sv=1 2
Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-like protein

GBLP_MEDSA  0OS=Medicago sativa GN=GB1 PE=1 SV=1 2
17.2 kDa class Il heat shock protein OS=Ipomoea nil GN=SHSP-1

HSP21_IPONI PE=2 SV=1 2
Probable phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase

GPX4_CITSI 0S=Citrus sinensis GN=CSA PE=1 SV=1 2
Phosphoglycerate kinase, cytosolic OS=Triticum aestivum PE=2

PGKY_WHEAT Sv=1 2
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPA1, chloroplastic

G3PA1_ARATH OS=Arabidopsis thaliana GN=GAPA1 PE=1 SV=3 2
1-Cys peroxiredoxin A OS=0ryza sativa subsp. indica

REHYA_ORYSI  GN=0sl_27030 PE=2 SV=1 2
40S ribosomal protein S14 OS=Chlamydomonas reinhardtii

RS14_CHLRE GN=RPS14 PE=1 SV=1 2
Alcohol dehydrogenase 1 OS=Solanum tuberosum GN=ADH1 PE=2

ADH1_SOLTU Sv=1 2
Phosphoenolpyruvate carboxylase OS=Solanum tuberosum

CAPP_SOLTU GN=PPC1 PE=2 SV=2 2

IFAA9_TOBAC  Eukaryotic initiation factor 4A-9 OS=Nicotiana tabacum PE=2 SV=1 2
40S ribosomal protein S6 OS=Asparagus officinalis GN=rps6 PE=2

RS6_ASPOF Sv=1 2

XI




Priloha 6: Nalezené proteiny metodou LC-MS/MS ve vzorku arasida.

Accession Protein #Peptides

ALL11 _ARAHY Allergen Ara h 1, clone P17 OS=Arachis hypogaea PE=1 SV=1 41

ALL12 ARAHY Allergen Ara h 1, clone P41B OS=Arachis hypogaea PE=1 SV=1 37

LECG_ARAHY  Galactose-binding lectin OS=Arachis hypogaea PE=1 SV=3 8
Elongation factor 1-alpha OS=0ryza sativa subsp. japonica

EF1A_ORYSJ GN=REFA1 PE=2 SV=2 6

EF1A_MAIZE Elongation factor 1-alpha OS=Zea mays GN=EF1A PE=3 SV=1 6
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic

G3PC_DIACA 0OS=Dianthus caryophyllus GN=GAPC PE=1 SV=1 6
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic

G3PC_PETHY OS=Petunia hybrida GN=GAPC PE=2 SV=1 6
Ribulose bisphosphate carboxylase large chain (Fragment)

RBL_BERLA OS=Berzelia lanuginosa GN=rbcL PE=3 SV=1 6
Seed linoleate 9S-lipoxygenase-2 0S=Glycine max GN=LOX1.2

LOX2_SOYBN PE=2 SvV=1 6
Ribulose bisphosphate carboxylase large chain (Fragment)

RBL_CASFS 0OS=Cassia fistula GN=rbcL PE=3 SV=1 5
Phosphoglycerate kinase, chloroplastic OS=Nicotiana tabacum

PGKH_TOBAC PE=1SV=1 4
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial OS=Beta vulgaris

ATPAM_BETVU GN=ATPA PE=3SV=1 4
Pyruvate, phosphate dikinase 2 OS=0ryza sativa subsp. japonica

PPDK2_ORYS)  GN=PPDK2 PE=3 SV=1 4

H4_ARATH Histone H4 OS=Arabidopsis thaliana GN=At1g07660 PE=1 SV=2 4

ACT3_SOYBN Actin-3 0S=Glycine max GN=SAC3 PE=3 SV=2 4
UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase OS=Pyrus pyrifolia

UGPA_PYRPY PE=2 SV=1 4
Histone H2B.10 OS=Arabidopsis thaliana GN=At5g22880 PE=1

H2B10_ARATH Sv=3 4

ADH1_PEA Alcohol dehydrogenase 1 OS=Pisum sativum PE=1 SV=1 3

CONG_ARAHY  Conglutin OS=Arachis hypogaea PE=1 SV=1 3
Probable linoleate 9S-lipoxygenase 4 OS=0ryza sativa subsp.

LOX4_ORYS) japonica GN=0s03g0700700 PE=2 SV=1 3

CONG7_ARAHY Conglutin-7 OS=Arachis hypogaea PE=1 SV=2 3
Phosphoglycerate kinase, cytosolic OS=Nicotiana tabacum PE=1

PGKY_TOBAC Sv=1 3

H2B5_ARATH  Histone H2B.5 OS=Arabidopsis thaliana GN=At3g09480 PE=1 SV=3 3

ENO_ALNGL Enolase OS=Alnus glutinosa GN=PGH1 PE=2 SV=1 3
Enolase OS=Mesembryanthemum crystallinum GN=PGH1 PE=2

ENO_MESCR Sv=1 3
Seed linoleate 13S-lipoxygenase-1 0S=Glycine max GN=LOX1.1

LOX1_SOYBN PE=1SV=2 3

XII




Accession Protein #Peptides
Protein disulfide isomerase-like 1-1 OS=Arabidopsis thaliana

PDI11_ARATH GN=PDIL1-1 PE=1SV=1 2
Glucose and ribitol dehydrogenase homolog 1 OS=Arabidopsis

GRDH1_ARATH thaliana GN=At1g54870 PE=2 SV=1 2
Linoleate 9S-lipoxygenase 1 OS=Hordeum vulgare GN=LOX1.1

LOX1_HORVU PE=1 SV=2 2

ASPR_CUCPE Aspartic proteinase OS=Cucurbita pepo PE=2 SV=1 2

CATA1_CUCPE Catalase isozyme 1 OS=Cucurbita pepo GN=CAT1 PE=2 SV=1 2
Probable histone H2A.1 OS=Medicago truncatula

H2A1 MEDTR  GN=MtrDRAFT_AC149210glvl PE=1SV=1 2
Linoleate 9S-lipoxygenase (Fragment) OS=Phaseolus vulgaris PE=2

LOXB_PHAVU Sv=1 2

GLYG1 _SOYBN Glycinin G1 0S=Glycine max GN=GY1 PE=1 SV=2 2
5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine

METE_CATRO  methyltransferase OS=Catharanthus roseus GN=METE PE=2 SV=1 2
Seed biotin-containing protein SBP65 OS=Glycine max GN=SBP65

SBP65_SOYBN PE=1SV=1 2
Fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme OS=Cicer

ALF_CICAR arietinum GN=ALDC PE=1 SvV=1 2
Formate dehydrogenase, mitochondrial OS=Arabidopsis thaliana

FDH_ARATH GN=FDH1 PE=1 SV=1 2

XIII




Piiloha 7: Nalezené proteiny metodou LC-MS/MS ve vzorku para ofechi.

Accession Protein #Peptides

ALL11 ARAHY Allergen Ara h 1, clone P17 OS=Arachis hypogaea PE=1 SV=1 12
2S sulfur-rich seed storage protein 2 OS=Bertholletia excelsa

2552 _BEREX GN=BE2S2 PE=3 SV=1 6
Probable mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 37c

MD37C_ARATH 0OS=Arabidopsis thaliana GN=MED37C PE=1 SV=1 6
2S sulfur-rich seed storage protein 1 OS=Bertholletia excelsa

2551_BEREX GN=BE2S1 PE=1 SV=2 4
18.1 kDa class | heat shock protein (Fragment) OS=Medicago

HSP11_MEDSA sativa GN=HSP18.1 PE=2 SV=1 4
17.6 kDa class | heat shock protein 3 OS=Arabidopsis thaliana

HS17C_ARATH GN=HSP17.6C PE=2 SV=2 4
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPC1, cytosolic

G3PC1_ARATH 0OS=Arabidopsis thaliana GN=GAPC1 PE=1 SV=2 4

HSP70_SOYBN Heat shock 70 kDa protein OS=Glycine max GN=HSP70 PE=1 SV=1 4
Elongation factor 1-alpha OS=Manihot esculenta GN=EF1 PE=3

EFIA_MANES Sv=1 4
17.6 kDa class | heat shock protein OS=Helianthus annuus

HSP11_HELAN GN=HSP17.6 PE=2 SV=1 3
Histone H2B.10 OS=Arabidopsis thaliana GN=At5g22880 PE=1

H2B10_ARATH SvV=3 3

ENO_ORYSI Enolase OS=0ryza sativa subsp. japonica GN=ENO1 PE=1 SV=2 3
Heat shock 70 kDa protein OS=Chlamydomonas reinhardtii

HSP70_CHLRE  GN=HSP70 PE=1 SV=2 2
16.9 kDa class | heat shock protein 1 OS=Triticum aestivum

HS16A_WHEAT GN=hsp16.9A PE=2 SV=1 2

Histone H2B.10 OS=0ryza sativa subsp. indica GN=H2B.10 PE=3

H2B10_ORYSI  Sv=1 2

H4_ARATH Histone H4 OS=Arabidopsis thaliana GN=At1g07660 PE=1 SV=2 2

LECG_ARAHY Galactose-binding lectin OS=Arachis hypogaea PE=1 SV=3 2

HSP83 IPONI Heat shock protein 83 OS=Ipomoea nil GN=HSP83A PE=2 SV=1 2
Malate dehydrogenase, cytoplasmic 2 OS=Arabidopsis thaliana

MDHC2_ARATH GN=At5g43330 PE=2 SV=1 2
Fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme OS=Zea

ALF_MAIZE mays PE=1 SV=1 2

X1V




Piiloha 8: Nalezené proteiny metodou LC-MS/MS ve vzorku pekanovych ofechil.

Accession Protein #Peptides
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic OS=Pisum

G3PC_PEA sativum GN=GAPC1 PE=1 SV=1 11
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic

G3PC_DIACA OS=Dianthus caryophyllus GN=GAPC PE=1 SV=1 10
Luminal-binding protein 5 OS=Nicotiana tabacum GN=BIP5 PE=2

BIP5_TOBAC Sv=1 10
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic

G3PC_ANTMA  0OS=Antirrhinum majus GN=GAPC PE=1 SV=1 9
ATP synthase subunit beta, mitochondrial OS=Hevea brasiliensis

ATPBM_HEVBR GN=ATPB PE=2 SV=1 9
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial OS=Pisum sativum

ATPAM_PEA GN=ATPA PE=1 SV=2 9

HSP70_MAIZE Heat shock 70 kDa protein OS=Zea mays GN=HSP70 PE=3 SV=2 9
Probable mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 37c

MD37C_ARATH OS=Arabidopsis thaliana GN=MED37C PE=1 SV=1 9
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic

G3PC_PETHY  OS=Petunia hybrida GN=GAPC PE=2 SV=1 8
Catalase isozyme 3 OS=Nicotiana plumbaginifolia GN=CAT3 PE=1

CATA3_NICPL  Sv=1 8

BIP_SOLLC Luminal-binding protein OS=Solanum lycopersicum PE=1 SV=1 8

BIP2_MAIZE Luminal-binding protein 2 0S=Zea mays GN=BIPE2 PE=1 SV=3 8
Heat shock cognate 70 kDa protein OS=Petunia hybrida GN=HSP70

HSP7C_PETHY PE=2Sv=1 8
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic

G3PC_CRAPL OS=Craterostigma plantagineum GN=GAPC PE=2 SV=1 7
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 3, cytosolic OS=Zea

G3PC3_MAIZE mays GN=GAPC3 PE=2 SV=1 7

CATA1 _CUCPE Catalase isozyme 1 OS=Cucurbita pepo GN=CAT1 PE=2 SV=1 7

ACT2_SOLLC Actin-51 (Fragment) OS=Solanum lycopersicum PE=3 SV=1 7

MASY CUCMA Malate synthase, glyoxysomal OS=Cucurbita maxima PE=1 SV=1 7
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic 0S=Ginkgo

G3PC_GINBI biloba PE=2 SV=1 6
Elongation factor 1-alpha OS=0ryza sativa subsp. japonica

EF1A_ORYSJ GN=REFA1 PE=2 SV=2 6
Elongation factor 1-alpha OS=Manihot esculenta GN=EF1 PE=3

EF1IA_MANES Sv=1 6

ENO1 _HEVBR Enolase 1 OS=Hevea brasiliensis GN=ENO1 PE=1 SV=1 6

ENO_ALNGL Enolase OS=Alnus glutinosa GN=PGH1 PE=2 SV=1 6

MASY_GOSHI  Malate synthase, glyoxysomal OS=Gossypium hirsutum PE=2 SV=1 6

ACT1_DAUCA  Actin-1 OS=Daucus carota PE=2 SV=1 6
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1, cytosolic

G3PC1_HORVU 0S=Hordeum vulgare GN=GAPC PE=2 SV=1 5

XV




Accession Protein #Peptides

ACEA_GOSHI Isocitrate lyase OS=Gossypium hirsutum PE=2 SV=1 5
Phosphoglucomutase, cytoplasmic OS=Pisum sativum GN=PGM1

PGMC_PEA PE=1 SV=1 5
Phosphoglucomutase, cytoplasmic OS=Populus tremula GN=PGM1

PGMC_POPTN PE=2SV=1 5
Aspartate aminotransferase 3, chloroplastic OS=Arabidopsis

AAT3_ARATH thaliana GN=ASP3 PE=1 SV=1 5

CATA1_ARATH Catalase-1 OS=Arabidopsis thaliana GN=CAT1 PE=2 SV=3 4

CATA3_ARATH Catalase-3 OS=Arabidopsis thaliana GN=CAT3 PE=1 SV=3 4
Fructose-bisphosphate aldolase cytoplasmic isozyme OS=0ryza

ALF_ORYSJ sativa subsp. japonica GN=FBA PE=1 SV=2 4
Fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme OS=Zea

ALF_MAIZE mays PE=1 SV=1 4
Aspartate aminotransferase 1 0S=Medicago sativa GN=AAT-1

AAT1_MEDSA PE=1SV=2 4
Eukaryotic initiation factor 4A-1 OS=0ryza sativa subsp. japonica

IFAA1 _ORYS) GN=0s06g0701100 PE=2 SV=2 4

ENO1_MAIZE Enolase 1 OS=Zea mays GN=ENO1 PE=1 SV=1 3
Probable phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase

GPX4_SPIOL OS=Spinacia oleracea PE=2 SV=1 3
Malate dehydrogenase, cytoplasmic OS=Medicago sativa

MDHC_MEDSA GN=CMDH PE=1 SV=1 3
UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase OS=Astragalus

UGPA_ASTPN  penduliflorus GN=UGP PE=1 SV=1 3
18.1 kDa class | heat shock protein (Fragment) OS=Medicago

HSP11 MEDSA sativa GN=HSP18.1 PE=2 SvV=1 3

ARF_MAIZE ADP-ribosylation factor 0S=Zea mays GN=ARF1 PE=2 SV=2 3
UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase OS=Hordeum

UGPA_HORVU vulgare PE=2 SV=1 3
Endoplasmin homolog OS=Catharanthus roseus GN=HSP90 PE=1

ENPL_CATRO Sv=1 3

1433E_TOBAC 14-3-3-like protein E OS=Nicotiana tabacum PE=1 SV=1 3
GTP-binding protein SAR1A OS=Arabidopsis thaliana GN=SAR1A

SAR1A_ARATH PE=2SV=1 3
Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a-1 OS=Arabidopsis thaliana

R27AA_ARATH GN=RPS27AA PE=1 SV=2 2

ALL11 ARAHY Allergen Ara h 1, clone P17 OS=Arachis hypogaea PE=1 SV=1 2

PDI_RICCO Protein disulfide-isomerase OS=Ricinus communis PE=1 SV=1 2

ACEA1_SOYBN Isocitrate lyase 1 (Fragment) OS=Glycine max GN=ICL1 PE=2 SV=1 2
Probable phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase

GPX4_CITSI 0S=Citrus sinensis GN=CSA PE=1 SV=1 2
Histone H2B.10 OS=Arabidopsis thaliana GN=At5g22880 PE=1

H2B10_ARATH SV=3 2
Adenosylhomocysteinase OS=Catharanthus roseus GN=SAHH PE=1

SAHH_CATRO Sv=1 2

XVI




Accession

Protein

#Peptides

40S ribosomal protein S25-1 OS=Arabidopsis thaliana GN=RPS25A

RS251 ARATH PE=3 SV=3 2
ADP,ATP carrier protein, mitochondrial OS=Solanum tuberosum

ADT1_SOLTU GN=ANT PE=2 SV=1 2
Citrate synthase, mitochondrial OS=Fragaria ananassa GN=MCSI

CISY_FRAAN PE=1 SV=1 2
Malate dehydrogenase, glyoxysomal OS=Citrullus lanatus PE=1

MDHG_CITLA  Sv=1 2
Alcohol dehydrogenase 1 OS=Petunia hybrida GN=ADH1 PE=3

ADH1_PETHY Sv=1 2
Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial OS=Hevea brasiliensis

SODM_HEVBR GN=SODA PE=2 SV=1 2
Protein disulfide-isomerase OS=Datisca glomerata GN=PDI PE=1

PDI_DATGL Sv=1 2
Probable histone H2A.1 OS=Medicago truncatula

H2A1 MEDTR GN=MtrDRAFT_AC149210glvl PE=1SV=1 2
5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine
methyltransferase OS=Plectranthus scutellarioides GN=MET PE=1

METE_PLESU SvV=2 2
Aspartate aminotransferase P2, mitochondrial (Fragment)

AATM_LUPAN  OS=Lupinus angustifolius PE=1 SV=1 2
Heat shock protein 90-1 OS=Arabidopsis thaliana GN=HSP90-1

HS901_ARATH PE=1SV=3 2
60S ribosomal protein L15-1 OS=Picea mariana GN=SB61 PE=2

RL15A_PICMA Sv=1 2

EF2_BETVU Elongation factor 2 OS=Beta vulgaris PE=2 SV=1 2
ATP synthase subunit alpha, chloroplastic OS=Pelargonium

ATPA_PELHO hortorum GN=atpA PE=3 SV=1 2
Heat shock cognate protein 80 OS=Solanum lycopersicum

HSP80_SOLLC  GN=HSC80 PE=2 SV=1 2
Malate dehydrogenase, mitochondrial OS=Citrullus lanatus

MDHM_CITLA GN=MMDH PE=1 SV=1 2

EXPA1_ARATH Expansin-Al OS=Arabidopsis thaliana GN=EXPA1 PE=2 SV=1 2
40S ribosomal protein S15a OS=Daucus carota GN=RPS15A PE=2

RS15A_DAUCA SV=3 2
Heat shock 70 kDa protein 9, mitochondrial OS=Arabidopsis

HSP7I_ARATH thaliana GN=HSP70-9 PE=2 SV=1 2
40S ribosomal protein S13 OS=Pisum sativum GN=RPS13 PE=2

RS13_PEA Sv=1 2

IFRH_SOLTU Isoflavone reductase homolog OS=Solanum tuberosum PE=2 SV=1 2
Ras-related protein RABB1b OS=Arabidopsis thaliana GN=RABB1B

RAB1B_ARATH PE=2SV=1 2
6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating 3

6GPD3_ARATH OS=Arabidopsis thaliana GN=At3g02360 PE=2 SV=1 2

RS4_MAIZE 40S ribosomal protein S4 OS=Zea mays GN=RPS4 PE=2 SV=1 2

XVII




Accession Protein #Peptides

40S ribosomal protein S4 OS=Gossypium hirsutum GN=RPS4 PE=2

RS4_GOSHI Sv=1 2
Aconitate hydratase, cytoplasmic OS=Cucurbita maxima PE=2

ACOC_CUCMA Sv=1 2
Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADH], chloroplastic

FABI_ARATH OS=Arabidopsis thaliana GN=MOD1 PE=1 SV=1 2

XVII




Piiloha 9: Nalezené proteiny metodou LC-MS/MS ve vzorku makadamovych ofechi.

Accession Protein #Peptides
Vicilin-like antimicrobial peptides 2-3 (Fragment) OS=Macadamia

AMP23_MACIN integrifolia GN=AMP2-3 PE=1 SV=1 22
Vicilin-like antimicrobial peptides 2-2 OS=Macadamia integrifolia

AMP22_MACIN GN=AMP2-2 PE=2 SV=1 16

ACT1_ORYSI Actin-1 0S=0ryza sativa subsp. indica GN=ACT1 PE=1 SV=1 7

EF1A_TOBAC Elongation factor 1-alpha OS=Nicotiana tabacum PE=2 SV=1 6

EF1A1_DAUCA Elongation factor 1-alpha OS=Daucus carota PE=1 SV=1 5
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic OS=Sinapis

G3PC_SINAL alba GN=GAPC PE=2 SV=2 5

EF1A1_HORVU Elongation factor 1-alpha OS=Hordeum vulgare PE=1 SV=1 4
Heat shock protein 90-1 OS=Arabidopsis thaliana GN=HSP90-1

HS901_ARATH PE=1SV=3 3

ENO_ALNGL Enolase OS=Alnus glutinosa GN=PGH1 PE=2 SV=1 3
Phosphoglucomutase, cytoplasmic OS=Populus tremula GN=PGM1

PGMC_POPTN PE=2 SV=1 3
Phosphoenolpyruvate carboxylase, housekeeping isozyme

CAPP1_SACHY 0S=Saccharum hybrid PE=3 SV=1 3
Malate dehydrogenase, cytoplasmic OS=Beta vulgaris GN=NR1

MDHC_BETVU PE=1Sv=1 2
Malate synthase, glyoxysomal (Fragment) OS=Glycine max PE=2

MASY_SOYBN Sv=1 2

ALL11 _ARAHY Allergen Ara h 1, clone P17 OS=Arachis hypogaea PE=1 SV=1 2

ASPR_HORVU  Phytepsin OS=Hordeum vulgare PE=1 SV=1 2
NADP-dependent malic enzyme OS=Populus trichocarpa PE=2

MAOX_POPTR  SV=3 2

ARF_MAIZE ADP-ribosylation factor OS=Zea mays GN=ARF1 PE=2 SV=2 2

UBIQ_AVESA Ubiquitin OS=Avena sativa PE=1 SV=1 2

RAN_VICFA GTP-binding nuclear protein Ran/TC4 0S=Vicia faba PE=2 SV=1 2
Eukaryotic initiation factor 4A-1 OS=Arabidopsis thaliana

IF4AA1_ARATH  GN=TIF4A-1 PE=1SV=1 2

ENO1_MAIZE Enolase 1 OS=Zea mays GN=ENO1 PE=1 SV=1 2
Phosphoglucomutase, cytoplasmic OS=Solanum tuberosum

PGMC_SOLTU  GN=PGM1 PE=2 SV=1 2
Thiamine thiazole synthase, chloroplastic OS=Arabidopsis thaliana

THI4_ARATH GN=THI1 PE=1 SV=1 2
Succinate-semialdehyde dehydrogenase, mitochondrial

SSDH_ARATH  0OS=Arabidopsis thaliana GN=ALDH5F1 PE=1 SV=2 2
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Piiloha 10: Nalezené proteiny metodou LC-MS/MS ve vzorku piniovych ofiski.

Accession Protein #Peptides
Elongation factor 1-alpha 1 OS=Arabidopsis thaliana GN=A1 PE=1

EF1A1_ARATH Sv=1 3

H4_ARATH Histone H4 OS=Arabidopsis thaliana GN=At1g07660 PE=1 SV=2 2
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic 0S=Ginkgo

G3PC_GINBI biloba PE=2 SV=1 2
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Piiloha 11: Nalezené proteiny metodou LC-MS/MS ve vzorku suSeného kokosu.

Accession Protein #Peptides
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic

G3PC_MAGLI  0OS=Magnolia liliiflora GN=GAPC PE=2 SV=1 7
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase OS=Atriplex

G3P_ATRNU nummularia PE=2 SV=1 7

ENO2_MAIZE Enolase 2 0S=Zea mays GN=ENO2 PE=2 SV=1 7

ENO_ORYSJ Enolase OS=0ryza sativa subsp. japonica GN=ENO1 PE=1 SV=2 7
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic

G3PC_DIACA 0OS=Dianthus caryophyllus GN=GAPC PE=1 SV=1 6

ENO1_HEVBR Enolase 1 OS=Hevea brasiliensis GN=ENO1 PE=1 SV=1 6
Phosphoglycerate kinase, chloroplastic OS=Nicotiana tabacum

PGKH_TOBAC PE=1Sv=1 6

ENO1_MAIZE Enolase 1 OS=Zea mays GN=ENO1 PE=1 SV=1 6
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic

G3PC_CRAPL OS=Craterostigma plantagineum GN=GAPC PE=2 SV=1 5

ENO_SOLLC Enolase OS=Solanum lycopersicum GN=PGH1 PE=2 SV=1 5
Phosphoglycerate kinase, cytosolic OS=Nicotiana tabacum PE=1

PGKY_TOBAC Sv=1 4
Fructose-bisphosphate aldolase cytoplasmic isozyme 0S=0ryza

ALF_ORYSJ sativa subsp. japonica GN=FBA PE=1 SV=2 4
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic OS=Taxus

G3PC_TAXBA  baccata PE=2 SV=1 4
Elongation factor 1-alpha OS=Hordeum vulgare GN=BLT63 PE=1

EF1A2_HORVU Sv=1 4
UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase 1 OS=Arabidopsis

UGPA1_ARATH thaliana GN=At5g17310 PE=2 SV=1 4
Heat shock cognate 70 kDa protein OS=Petunia hybrida GN=HSP70

HSP7C_PETHY PE=2SV=1 3
1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase 0S=Cocos nucifera

PLSC_COCNU  PE=1Sv=1 3

H4_ARATH Histone H4 OS=Arabidopsis thaliana GN=At1g07660 PE=1 SV=2 3
1-Cys peroxiredoxin A OS=0ryza sativa subsp. indica

REHYA ORYSI  GN=0sl_27030 PE=2 SV=1 2
Triosephosphate isomerase, cytosolic 0S=0ryza sativa subsp.

TPIS_ORYSJ japonica GN=TPI PE=1 SV=3 2
18.3 kDa class | heat shock protein OS=0Oxybasis rubra GN=HSP18

HSP11 OXYRB PE=2SV=1 2

ACT_CHLRE Actin OS=Chlamydomonas reinhardtii PE=1 SV=1 2
Histone H2B.10 OS=Arabidopsis thaliana GN=At5g22880 PE=1

H2B10_ARATH SV=3 2

ACT_SCHDU Actin OS=Scherffelia dubia PE=2 SV=1 2

ARF_MAIZE ADP-ribosylation factor OS=Zea mays GN=ARF1 PE=2 SV=2 2
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