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I N T R O D U C T I O N 
 
St or a g e pr ot ei n s of c er e als ar e hi g hl y   p ol y m or p hi c . T h eir u s e i n t h e f or m of 

s uit a bl e m ar k ers f or t h e c h ar a ct eri z ati o n a n d diff er e nti ati o n of  g e n ot y p es h a v e 

m a n y a d v a nt a g es o v er ot h er g e n eti c m ar k ers ( Ži a r o vs k á et al ., 2 0 1 2). B a ki n g 

q u alit y of w h e at fl o ur i s l ar g el y d et er mi n e d b y t h e a c c u m ul ati o n, c o n c e ntr ati o n 

a n d c o m p ositi o n of pr ot ei n s i n t h e gr ai n, w hi c h i s i nfl u e n c e d b y g e n eti c a n d 

e n vir o n m e nt al f a ct ors a n d t h eir i nt er a cti o n ( M ali k et al ., 2 0 1 3). Gr ai n  c o n si st s of 

t wo m ai n c o m p o n e nt s, w at er a n d  dr y m att er. W at er i s a n i m p ort a nt c o m p o n e nt, it 

i s n e c ess ar y f or all bi ol o gi c al an d p h ysi ol o gi c al pr o c ess es. D r y m att er i s m ostl y 

r e pr es e nt e d b y  p ol ys a c c h ari d es, a b o ut 7 5  %, t h e pr o p orti o n of pr ot ei n s is 

b et w e e n 1 0 -1 5  % a n d c o nt e nt of li p id s  i s a b o ut 2  % ( K u č e r o v á, 2 0 0 4). 

E n d os p er m i s t h e m ai n s o ur c e of fl o ur, it c o nt ai n s t h e l ar g est a m o u nt  of gr ai n 

pr ot ei n s, c ar b o h y dr at es, ir o n a n d B vit a mi n s (ri b ofl a vi n, ni a ci n a n d t hi a mi n e). 

O ut er l a y ers of t h e e n d o s p er m a n d t h e al e ur o n e l a y er h a v e  h i g h er c o n c e ntr ati o n 

of vit a mi n s  a n d p h yti c a ci d, i n c o ntr a st t o t h e i n n er e n d os p er m, w h er e i s t h e 

m aj orit y of st ar c h a n d pr ot ei n s ( K u m a r et  a l., 2 0 1 1). W h e at st or a g e pr ot ei n s 

( gli a di n s a n d gl ut e ni n s) wit h  t h eir pr o p erti es diff er fr o m si mil ar pr ot ei n s i n ot h er 

c er e als a n d t h at  c a u s e s t h eir e x c e pti o n al p ositi o n i n c er e al t e c h n ol o gi es. T h e y ar e 

n ot s ol u bl e i n w at er, b ut w it h t h e a d diti o n of w at er t h e y s w ell t o a li mit e d e xt e nt, 

w hil e i n s erti o n of m e c h a ni c al e n er g y b y k n e a di n g i n t h e pr es e n c e of air f or m a 

s oli d g el, w hi c h i s c all e d gl ut e n ( K a dl e c et al ., 2 0 0 9). T h e q u alit y of gl ut e n pl a ys 

a k e y r ol e i n s h a pi n g of  t h e d o u g h a n d als o i nfl u e n c es b a ki n g pr o p erti es. Gl ut e n 

pr ot ei n s c o n stit ut e i n t ot al a b o ut 8 0  % of t h e pr ot ei n c o nt e nt i n w h e at gr ai n 

( R e p k a a n d Mi c h ali k, 1 9 8 8) . Gli a di n s, w h e at pr ol a mi n s, a m aj or fr a cti o n of t h e 

w h e at st or a g e pr ot ei n s , ar e s y nt h esi z e d i n t h e e n d o pl a s m i c r eti c ul u m d uri n g 

d e v el o p m e nt  of t h e s e e d. Gli a di n s  ar e st or e d i n s u b c ell ul ar str u ct ur es  wit h i n 

i m m at ur e e n d os p er m –  i n t h e pr ot ei n b o di es ( Z h a n g, 2 0 1 3). T h e str u ct ur e of t h e 

gli a di n s c o nsi st s of a si n gl e p ol y p e pti d e c h ai n, i n w hi c h s h ort h eli c al s e cti o n s ( α - 

h eli x ) alt er a nt e  wit h h y dr o p h o bi c r esi d u es  a n d str ai g ht s e cti o ns wit h  r el ati v el y 

hi g h  c o nt e nt  of  gl ut a mi c a ci d a n d pr oli n e. Gli a di n s ar e cl a ssifi e d i nt o str u ct ur al 

t y p es: α-, β-, γ-, ω-gli a di n s a c c or di n g t o t h eir el e ctr o p h or eti c m o bilit y i n a ci di c 

s yst e ms ( A –  P A G E). U nli k e gl ut e ni n s, gli a di n s ar e t h e m o n o m er c o m p o n e nt s, 

w h i c h c o ntri b ut e  t o t h e vi s c osit y of t h e p arti c ul ar d o u g h  e x p a n si o n ( S h e w r y a n d 

H alf o r d, 2 0 0 3 ; K u č e r o v á, 2 0 0 4) . T h e gl ut e ni n s, w h e at gl ut eli n s , ar e  di vi d e d  

i nt o hi g h m ol e c ul ar w ei g ht s u b u nit s ( H M W-G S) a n d l o w m ol e c ul ar w ei g ht 

s u b u nit s ( L M W -G S).  T h e y f or m  a b o ut 4 0  % of t ot al pr ot ei n s of gr ai n, a n d ar e 

als o  a m o n g t h e l ar g est m ol e c ul es of t h e pr ot ei n at all, a c hi e v e d a m ol e c ul ar 

w ei g ht u p t o 2 0 mili o n s  D a ( W ri gl e y, 1 9 9 6). H M W-G S  c o n stit ut e of a  st a bl e 

c o m pl e x of p ol y m er s a n d ar e li n k e d m ai nl y t o t h e d o u g h fle xi bilit y ( S h e w r y a n d 

H alf o r d, 2 0 0 3) . H M W-G S c a n b e cl a ssifi e d i nt o t h e x - a n d y -t y p e, w hi c h ar e 

c o d e d b y t w o g e n es a n d  diff er i n  m ol e c ul ar w ei g ht  ( K ol st e r, 1 9 9 2). Br e a d w h e at 

c o nt ai n s si x H M W -G S g e n es , pr es e nt e d  i n e a c h Gl u-1 A, Gl u -1 B  a n d Gl u -1 D 

l o c u s at  t h e l o n g ar m of c hr o m os o m es 1 A, 1 B, a n d 1 D ( S h e w r y a n d H alf o r d, 

2 0 0 3) . Gl u -s c or e, c al c ul at e d fr o m pr es e n c e of H M W -G S, i s u s e d t o d et er mi n e t h e 

br e a d m a ki n g q u alit y of w h e at gr ai n . T h e v al u e of s c or e i s b et w e e n 1 a n d 1 0. T h e  

e v al u ati o n of w h e at o v er 7 m e a n s  g o o d  t e c h n ol o gi c al q u alit y f or b a k er y u s e. T h e 

a m o u nt of H M W -G S i s n ot i m p ort a nt f or t h e br e a d m a ki n g q u alit y , b ut t h eir 

i n di vi d u al r e pr es e nt ati o n. T h e m ost si g nifi c a nt eff e ct o n t h e q u alit y of t h e fl o ur 

h a s  l o c u s Gl u-1 D, w h er e t h e s u b u nit s 5 + 1 0 aff e ct  t h e q u alit y i n a p ositi v e w a y  

a n d s u b u nit s 2 + 1 2 i n a n e g ati v e  w a y  ( P a y n e et al ., 1 9 8 7). S t u d y of pr ot ei n 

p ol y m or p hi s m b y  el e ctr o p h or eti c m et h o d s  i s o n e of t h e m ost i m p ort a nt w a y s t o 

g et i nf or m ati o n a b o ut  v ari eti es . T h e pri n ci pl e of pr ot ei n m ar k ers all o w u s  t o 

d et er mi n e t h e ori gi n of c ulti v at e d pl a nt s a n d t h eir g e n o m e str u ct ur e, a c c ur at el y 

a n d q ui c kl y i d e ntif y t h e v ari et y a n d s p e cif y t h eir t ot al g e n o mi c a n al ysi s ( G ál o v á 

et al ., 2 0 1 1a ). 

 

M A T E RI A L A N D M E T H O D S  

 

W e  a n al y z e d  gr ai n  of  t e n wi nt er w h e at (Triti c u m a e sti v u m  L.)  v ari eti es - 

B ar d ot k a, S o p h ytr a, L u k ull u s, F e d er er, P a n n o ni c u s, F a u sti n a,  

C er e als f or m  a n i n di s p e n s a bl e p art of t h e h u m a n di et, a n d w h e at i s o n e of t h e  m ost i m p ort a nt a gri c ult ur al c o m m o diti es w orl d wi d e. 

T e c h n ol o gi c al q u alit y of  w h e at gr ai n is d et er mi n e d  m ai nl y  b y t h e r e pr es e nt ati o n of gl ut e n pr ot ei ns. T h e ai m of t his w or k  w a s t o e v al u at e 

t h e t e c h n ol o gi c al q u alit y of wi nt er w h e at gr ai n b a s e d o n g e n eti c m ar k ers r est e d o n p ol y m or p hi s m of st or a g e pr ot ei n s. W e a n al y z e d t e n 

v ari eti es of wi nt er  w h e at ( Triti c u m a e sti v u m  L.) , i n w hi c h w e  d et er mi n e d t h e c o nt e nt of cr u d e pr ot ei n s a n d fr a cti o n al c o m p ositi o n of 

pr ot ei n s. T h e n w e a n al y z e d t h e s a m pl es b y el e ctr o p h or eti c m et h o d s  u si n g S D S  –  P A G E a n d A –  P A G E  pr ot o c ols , w hi c h all o w e d u s t o 

s e p ar at e  st or a g e pr ot ei n s a n d s u b s e q u e ntl y  t o d et e ct t h e pr es e n c e of i n di vi d u al  H M W -G S a s m ol e c ul ar m ar k ers of br e a d m a ki n g q u alit y 

of w h e at . W e  c al c ul at e d Gl u -s c or e b a s e d  o n t h e r e pr es e nt ati o n of H M W-G S . A c c or di n g t o S D S –  P A G E, t h e m ost c o m m o n 

c o m p ositi o n  of H M W -G S  w a s  f or m e d b y all el es 0, 7 + 9, 5 + 1 0, w hi c h o c c urr e d i n 3 0 % of a n al y z e d  v ari eti es  ( N at a n a el, Sil v a n u s, 

G e n o v e v a) . T h e hi g h est Gl u-s c or e ( 1 0) w a s  a c hi e v e d b y t h e v ari et y  Ili a s. Fr o m fi n g er pri nti n g of gli a di n s i n A - P A G E w e c o n str u ct e d a 

d e n dr o gr a m of r el at e d n ess of i n di vi d u al a n al y z e d v ari eti es.  I n d e n dr o gr a m, most  g e n eti c all y di st a nt v ari eti es  a c c or di n g t o gli a di n s 

p ol y m or p hi s m  ar e  t h e v ari et ies  Sil v a n u s fr o m t h e v ari et i es B ar d ot k a, S o p h ytr a, F a u sti n a a n d G e n o v e v a; als o N at a n a el fr o m t h e v ari et y 

S o p h ytr a. G e n eti c all y cl os est fr o m t his p oi nt of vi e w i s t h e v ari et y F e d er er t o t h e v ari et y P a n o n ni c u s , a s w ell a s N at a n a el t o Sil v a n u s . 
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G e n o v e v a, Ili a s, N at a n a el a n d  Sil v a n u s,  w hi c h w er e  o bt ai n e d fr o m  t h e R es e ar c h 

a n d b r e e di n g st ati o n M al ý Š ari š N P P C V Ú R V Pi e š ť a n y a n d t h e B r e e di n g st ati o n 

H O R D E U M s p ol. s. r. o. Sl á d k o vi č o v o. W e r e c ei v e d gr ai n s fr o m t h e gr o wi n g 

s e a s o n 2 0 1 0/ 2 0 1 1 . W e  d et er mi n e d t ot al nitr o g e n c o nt e nt b y Kj el d a hl's m et h o d  

a n d fr a cti o n al c o m p ositi o n of pr ot ei n s  b y G ol e n k o ( Mi c h alík , 2 0 0 2), t h e n w e 

c al c ul at e d cr u d e pr ot ei n s c o nt e nt  ( m ulti pl yi n g t ot al nitr o g e n c o nt e nt wit h 5, 7 –  

w hi c h i s c o effi ci e nt f or w h e at)  a n d c o effi ci e nt of  n utriti o n al q u alit y  (( al b u mi n s + 

gl o b ul i n s + r esi d u e)/ pr ol a mi n s) × 1 0 0) fr o m fr a cti o n al c o m p ositi o n of pr ot ei n s. 

S t or a g e pr ot ei n s w er e i s ol at e d fr o m t h e e n d os p er m of dr y a n d m at ur e si n gl e 

gr ai n s. H o m o g e ni z ati o n w a s c arri e d o ut b y gri n di n g. Gl ut e ni n s a n d gli a di n s w er e 

e xtr a ct e d b y  st a n d ar d I S T A m et h o d. N e xt w e p erf or m e d el e ctr o p h or esi s i n a ci d 

c o n diti o n s ( D r a p e r, 1 9 8 7) a n d wit h pr es e n c e of s o di u m d o d e c yls ul p h at e 

( W ri gl e y, 1 9 9 2) u si n g t h e el e ctr o p h or eti c u nit  Pr ot e a n II ( Bi o R a d). Pr ot ei n b a n ds  

w er e c ol o ur e d  b y C o o m assi e Brilli a nt Bl u e  R –  2 5 0. El e ctr o p h or eti c pr ofil es 

w er e s c a n n e d b y G S -8 0 0 C ali br at e d D e n sit o m et er ( Bi o R a d), w hi c h c o o p er at e s 

wit h pr o gr a m Q u a ntit y O n e. T h e s e p ar at e d gl ut e n s u b u nit s  w er e i d e ntifi e d b y t h e 

pr ot o c ol  of  P a y n e a n d L a w r e n c e ( 1 9 8 3) . W e  e v al u at e d  t h e r es ult s b y 

m at h e m ati c al - st ati sti c al m et h o d s ( a v er a g e v al u e, st a n d ar d d e vi ati o n a n d 

c o effi ci e nt of v ari ati o n ). D e n dr o gr a m w a s c o n str u ct e d u si n g J a c c ar d c o effi ci e nt 

a n d t h e m et h o d U P G M A ( U n w ei g ht e d P air - Gr o u p M e t h o d u si n g Arit h m eti c 

A v er a g es)  i n  pr o gr a m,  w hi c h  i s  a v ail a bl e  fr e e  o n 

htt p:// u s u ari s.ti n et. c at/ d e b b/ U P G M A/ . 

 
R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  

 

C er e als ar e t h e m ost i m p ort a nt pl a nt s o ur c e of pr ot ei n s i n t h e di et. T h e c o nt e nt 

a n d t h e q u alit y of t h e i n di vi d u al pr ot ei n fr a cti o n s ar e t h e m ai n f a ct ors , w hi c h 

aff e ct t h e n utriti o n al a n d t e c h n ol o gi c al q u alit y of fl o ur. O n t h at b a si s, w e 

d et er mi n e d t ot al nitr o g e n c o nt e nt, c o nt e nt of cr u d e pr ot ei n s a n d als o t h e 

fr a cti o n al c o m p ositi o n of pr ot ei n s ( T a b. 1). T h e  c o nt e nt of nitr o g e n i n t h e 

c oll e cti o n of a n al y z e d v ari e ti es of wi nt er w h e at  r a n g e d fr o m 1. 4 0 % i n t h e 

v ari et y N at a n a el t o 2. 3 0  % i n t h e v ari et y  G e n o v e v a (a v er a g e v al u e w a s 1. 7 3  % ). 

W e  c al c ul at e d t h e a v er a g e v al u e of  cr u d e pr ot ei n s c o nt e nt at  9. 8 8  %. T h e hi g h est 

a m o u nt of cr u d e pr ot ei n s h a d t h e v ari et y G e n o v e v a ( 1 3. 1 1  %) a n d t h e s m all est  

t h e v ari et y N at a n a el ( 7. 9 8  %) . S o c h a et al . ( 2 0 1 0) d et er mi n e d t h e t ot al nitr o g e n 

c o nt e nt of c o m m o n w h e at gr ai ns o n 2. 7 6  %, w hi c h i s diff er e nt fr o m o ur r es ult s 

(a b o ut 1. 0 3  % ). T h e hi g h est c o nt e nt of cr u d e pr ot ei ns w a s 1 5. 7 5  %, w hi c h is 

a b o ut 2. 6 4  % m or e fr o m o ur  c al c ul at e d v al u e.  Al b u mi n s a n d gl o b uli n s ar e  

i m p ort a nt fr a cti o ns fr o m a n utriti o n al p oi nt of vi e w, t h e y c o nt ai n m or e ess e nti al 

a mi n o a ci d s t h a n pr ol a mi n s a n d gl ut eli n s. F or t h es e pr ot ei n fr a cti o n s hi g h c o n t e nt 

of l ysi n e, t hr e o ni n e, m et hi o ni n e, i s ol e u ci n e, tr y pt o p h a n a n d ar gi ni n e  i s t y pi c al. In 

t ur n, pr ol a mi ne s a n d gl ut eli n s  h a v e  hi g h er c o nt e nt of n o n -ess e nti al a mi n o a ci ds 

s u c h a s gl ut a mi c a ci d, pr oli n e a n d gl y ci n e. H o w e v er, t h e y  ar e  si g nifi c a nt f a ct or 

i n d e v el o p m e nt of gl ut e n a n d t h e y ar e irr e pl a c e a bl e d uri n g t e c h n ol o gi c al u s e of 

w h e at i n b a k er y . W e f o u n d  th e hi g h est c o nt e nt of al b u mi n s a n d gl o b uli n s i n t h e 

v ari et y N at a n a el ( 2 6. 3 7 %), t h e l o w est c o nt e nt s h o w e d t h e v ari et y Sil v a n us 

( 2 2. 7 4 %). T h e a v er a g e r at e w a s 2 4. 5 5 %, w hi c h c orr es p o n d s t o t h e r es ult s of 

G ál o v á et al . ( 2 0 1 1 b), w h o d et er mi n e d t h e a v er a g e v al u e of  2 4. 4 9 %, n oti n g t h at 

t h e pr es e n c e of al b u mi ns a n d gl o b uli n s p ositi v el y aff e ct s t h e n utriti o n al v al u e of 

w h e at. S o c h a et al.  ( 2 0 1 0) f o u n d 2 2. 6 2 % fr a cti o n of al b u mi n s a n d gl o b uli n s i n 

w h e at gr ai n. T hi s v al u e i s l o w er   fr o m o ur i n a b o ut  1. 9 3 %. M ost pr ol a mi n s w er e  

d et e ct e d i n t h e v ari et y F a u sti n a ( 3 9. 8 2 %), a n d l e a st i n t h e v ari et y Ili a s ( 2 8. 5 6 %). 

A v er a g e v al u e w a s 3 4. 6 9 %. Sil v a n u s v ari et y s h o w e d t h e hi g h est c o nt e nt of 

gl ut eli n s ( 3 5. 0 3 %), t h e l o w est v al u e w a s d et e ct e d i n t h e v ari et y G e n o v e v a ( 2 8. 0 4 

%) . Gl ut eli n s a v er a g e c o nt e nt w a s  3 1. 2 9 %.  

 

 
T a bl e 1  Cr u d e pr ot ei n s c o nt e nt, fr a cti o n al c o m p ositi o n of pr ot ei n s a n d c o effi ci e nt of n utriti o n al q u alit y i n a n al y z e d w h e at v ari eti es  

V a ri et y  C P ( %)  al b + gl o ( %)  p r ol a mi ns ( %)  gl ut eli ns ( %)  C N Q ( %)  

B ar d ot k a  9, 4 6  2 5, 4 4  3 2, 2 1  3 4, 7 4  1 0 2, 6  

S o p h ytr a  9, 6 9  2 4, 1 6  3 5, 9 5  3 0, 0 5  9 4, 5 7  

L u k ull u s  1 0, 1 5  2 5, 8 1  3 4, 7 9  3 0, 8 6  9 8, 7 3  

F e d er er  9, 5 8  2 4, 3 6  3 4, 4 6  2 8, 5 2  1 0 7, 4 2  

P a n n o ni c u s  1 0, 5 5  2 5, 9 2  3 5, 6 4  3 0, 2 4  9 5, 7 3  

F a u sti n a  8, 8 9  2 3, 7 6  3 9, 8 2  3 1, 4 7  7 2, 0 9  

G e n o v e v a  1 3, 1 1  2 3, 1 7  3 7, 8 0  2 8, 0 4  8 3, 8 6  

Ili a s 1 0, 0 9  2 3, 8 1  2 8, 5 6  3 3, 3 1  1 3 3, 5  

N at a n a el  7, 9 8  2 6, 3 7  3 6, 3 5  3 0, 6 5  9 0, 7 8  

Sil v a n u s  9, 2 9  2 2, 7 4  3 1, 3 5  3 5, 0 3  1 0 7, 2 4  

a v e r a g e v al u e ( %)  9, 8 8  2 4, 5 5  3 4, 6 9  3 1, 2 9  9 8, 6 5  

st a n d a r d d e vi ati o n ( %)  1, 3 4  1, 2 5  3, 2 7  2, 3 9  1 6, 3 0  

c o effi ci e nt of v a ri ati o n ( %)  1 3, 5 9  5, 1 0  9, 4 2  7, 6 4  1 6, 5 3  

L e g e n d : C P –  cr u d e pr ot ei ns c o nt e nt, al b + gl o –  al b u mi ns a n d gl o b uli ns, C N Q –  c o effi ci e nt of n utriti o n al q u alit y  

 

C o effi ci e nt  of n utriti o n al q u alit y  i n di c at es t h e q u alit y of t h e gr ai n i n t er ms of it s 

u s e f or a ni m al n utriti o n . Fr o m o ur v ari eti es t h e hi g h est v al u e h a d t h e v ari et y Ili a s 

( 1 3 3. 5 %). T hi s w a s als o c o nfir m e d b y it s v al u es of t h e s u m a n d t h e r ati o of 

gl ut e n pr ot ei n s, w hi c h ar e i m p ort a nt fr o m a t e c h n ol o gi c al p oi nt of vi e w. 

Mi ni m u m n utriti o n al q u alit y w a s r efl e ct e d b y t h e v ari et y G e n o v e v a ( 8 3. 8 6 %). 

All v ari eti es s h o w e d  a v er a g e v al u e of t h e c o effi ci e nt of n utriti o n al q u alit y at t h e 

l e v el of 9 8. 6 5 %. T h es e r es ult s ar e als o a p pr o v e d b y G ál o v á et al . ( 2 0 1 1 b), w h o  

s et t h e a v er a g e v al u e at  8 8. 1 5 %. Diff er e n c e b et w e e n t h es e v al u es w a s 1 0. 5 %, 

w hi c h m e a n s t h at o ur a n al y z e d  c oll e cti o n w a s o n t h e hi g h er l e v el i n r e g ar d s t o 

n utriti o n al q u alit y . O v er all, w e c a n c o n cl u d e, t h at fr o m o ur s et  of wi nt er w h e at , 

t h e m ost n utriti o n all y v al u a bl e w er e v ari eti es Ili a s, F e d er er, Sil v a n u s a n d 

B ar d ot k a. Fr o m a t e c h n ol o gi c al p oi nt of vi e w w er e t h e b est v ari eti es F a u sti n a, 

N at a n a el, B ar d ot k a a n d Sil v a n u s. Žili č et al . ( 2 0 1 1) a n al y z e d t h e c o nt e nt of 

gli a di n s a n d gl ut e ni n s i n wi nt er w h e at g e n ot y p es a n d t h eir c o nt e nt of t h es e 

fr a cti o n s w er e i n t h e r a n g e of 5 8. 1 7  % t o 6 5. 2 7  %. O ur a v er a g e v al u e w a s still 

hi g h er , i n a b o ut 0. 7 1  % ( 6 5. 9 8  %).  

 

Fi g u r e 1  El e ctr o p h or eti c pr ofil es of st or a g e pr ot ei n s i n gr ai n s of 1 0 wi nt er  w h e at  

v ari eti es u si n g  S D S  –  P A G E  
L e g e n d:  1 - C hi n e s e S pri n g ( m ar k er), 2 –  B ar d ot k a , 3 –  S o p h ytr a , 4 - F e d er er, 5 - L u k ull us, 

6 –  N at a n a el , 7 - Sil v a n us, 8 - Ili a s, 9 –  P a n n o ni c us , 1 0 - F a usti n a ,  1 1 - G e n o v e v a, H M W -

G S - hi g h m ol e c ul ar w ei g ht gl ut e ni n s u b u nit, L M W -G S - l o w m ol e c ul ar w ei g ht gl ut e ni n 

s u b u nits  
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W e  u s e d S D S –  P A G E m et h o d  t o s e p ar at e t h e st or a g e pr ot ei n s t o H M W-G S a n d 

L M W -G S  ( Fi g. 1). A m o n g a n al y z e d v ari eti es w e d et e ct e d t h e v ari a bilit y of 

pr es e n c e H M W -G S a n d it s i nfl u e n c e t o t e c h n ol o gi c al q u alit y of gr ai n.  T h e  m ost 

c o m m o n  H M W -G S c o m p ositi o n  ( Fi g. 2) i n g e n eti c r es o ur c es w a s 0, 7 + 9, 5 + 1 0 

( 3 0 %  v ari eti es ), t h e l e a st c o m m o n  c o m p ositi o n s w er e 0, 7 + 8, 2 + 1 2 ( F e d er er); 

0, 7 + 9, 2 + 1 2 ( P a n n o ni c u s) a n d 1, 7 + 8, 1 0 + 5 (Ili a s) . 

O ur r es ult s ar e c o n si st e nt wit h C h ň a p e k et al . ( 2 0 1 4), w h o als o f o u n d t h e m ost 

c o m m o n c o m p ositi o n of H M W -G S 0, 7 + 9, 5 + 1 0 . O ur  r es ult s s u g g est e d  t h at 

fr o m t h e g e n es, e n c o d e d b y Gl u -1 A l o c u s , m ost c o m m o nl y o c c urr e d n ull all el e 

( 7 0 % v ari eti es), s p e cifi c all y i n vari eti es B ar d ot k a, F e d er er, N at a n a el, Sil v a n u s, 

P a n n o ni c u s, F a u sti n a a n d G e n o v e v a , 3 0  % v ari eti es - S o p h ytr a, Ili a s a n d 

L u k ull u s  c o nt ai n e d s u b u nit 1. T h es e  r es ult s ar e c o nfir m e d  b y  K u ť k a Hl o z á k o v á 

et al . ( 2 0 1 5), w h o d et e ct e d t hr e e all el e s at  t h e l o c us Gl u-1 A - 0, 1, 2 *.  T his  w a s 

pr o b a bl y d u e t o t h e si z e of t h e ir st u di e d c oll e cti o n - 1 0 8 g e n ot y p es of wi nt er 

w h e at. Osl o vi č o v á et al . ( 2 0 1 0) i n t h eir c oll e cti o n of  6 7 g e n ot y p es of w h e at fr o m 

Sl o v a k i a m a n a g e d hi g h est pr o p orti o n  of all el es 0, w hi c h i s c o n si st e nt  wit h  o ur 

r es ult s. L o c u s Gl u -1 B w a s  m or e c o m m o n i n t h e c o m p ositi o n of H M W -G S 7 + 9 

( 6 0 % - S o p h ytr a,  L u k ull u s, N at h a n a el, Sil v a n u s, P a n n o ni c u s, G e n o v e v a)  a s i n 

t h e c o m p ositi o n  7 + 8  ( 4 0 % - B ar d ot k a, F e d er er, Ili a s, F a u sti n a) . K u ť k a 

Hl o z á k o v á et al . ( 2 0 1 5) at l o c u s Gl u -1 B r e c or d e d hi g h p ol y m or p hi s m, s e v e n 

ki n ds of all el es, wit h t h e m ost fr e q u e nt all el es 7  + 9, w hi c h c orr es p o n d s wit h o ur 

r es ult s. A c c or di n g t o Osl o vi č o v á et al.  ( 2 0 1 0) at  t h e l o c u s Gl u-1 B o c c urr e d t hr e e 

ki n ds of all el es, n a m el y 6 + 8, 7 + 8 a n d 7 +  9 . T h e m ost c o m m o n p air w a s 7 + 9, 

w hi c h i s als o c o n si st e nt wit h o ur r es ult s.  C o m p ositi o n 5 + 1 0  pr e v ail e d a t t h e 

l o c u s Gl u-1 D ( 8 0 % v ari eti es - B ar d ot k a,  S o p h ytr a, L u k ull u s, N at h a n a el, 

Sil v a n u s, Ili a s, F a u sti n a, G e n o v e v a), i n c o ntr a st t o 1 2 + 2 , w hi c h o c c urr e d o nl y i n 

2 0  % of v ari eti es ( F e d er er, P a n n o ni c u s ). A c c or di n g t o t h e r es ult s of K u ť k a 

Hl o z á k o v á  et al . ( 2 0 1 5), t h e pr es e n c e of 5 +1 0 p ositi v el y c orr el at es  wit h t h e 

br e a d m a ki n g q u alit y. M ost oft e n c o m p ositi o n  5 + 1 0 w a s  als o i n t h e a n al ysi s of 

O sl o vi č o v á  et al . ( 2 0 1 0), h o w e v er t h e y d et e ct e d s u b u nit s 2 +  1 2 a n d  3 + 1 2 , t o o. 

 

Fi g u r e 2  H M W -G S c o m p o n e nt c o m p ositi o n i n a n al y z e d c oll e cti o n of wi nt er 

w h e at  

I n th e c oll e cti o n of o ur s a m pl es, w e  c al c ul at e d Gl u -s c or e, w hi c h  r a n g e d fr o m 5 t o 

1 0 . Hi g h est Gl u -s c or e 1 0 w a s re a c h e d b y t h e v ari et y Ili as, Gl u -s c or e 9  w a s  f o u n d 

i n t h e v ari eti es S o p h ytr a a n d L u k ull u s ( 2 0  %), v ari et i es B ar d ot k a a n d F a u sti n a 

( 2 0 %)  r e a c h e d t h e s c or e of  8 , w hi c h m e a n s g o o d  t e c h n ol o gi c al q u alit y of w h e at  

gr ai n . Still g o o d  Gl u -s c or e a c c or di n g t o t h e crit eri a of P a y n e et al . ( 1 9 8 7), wit h a 

v al u e of 7 , w a s r e a c h e d b y  t h e v ari eti es N at a n a el , Sil v a n u s a n d G e n o v e v a ( 3 0  %). 

T h e  v ari et i es P a n o n ni c u s  a n d F e d er er  d o n ot c o m pl y wit h t hi s cl a ssifi c ati o n , t h e y 

r e a c h e d a v alu e of 5 a n d 6 . A v er a g e Gl u -s c or e w a s  7. 6; w hi c h m e a n s s atisf yi n g 

t e c h n ol o gi c al q u alit y of o ur c oll e cti o n of wi nt er w h e at. C h ň a p e k et al . ( 2 0 1 4) s et 

i n t h eir c oll e cti o n of  C z e c h osl o v a k a n d E ur o p e a n w h e at g e n ot y p es a v er a g e Gl u -

s c or e of 7. 5; w hi c h a gr e es wit h o ur r es ult s. T h e l ar g est p er c e nt a g e  of t h eir Gl u -

s c or e w a s  9, w hil e f or u s it w a s 7.  

 

 

Fi g u r e 3  D e n dr o gr a m of g e n eti c r el at e d n ess of v ari eti es b a s e d o n gli a di n s 

p ol y m or p hi s m  

 

El e ctr o p h or eti c a n al ysi s  of gli a di n s fr o m  diff er e nt w h e at v ari eti es r e c ei v e d b y A  

–  P A G E m et h o d all o w e d u s t o u s e  st ati sti c al m et h o d s i n or d er t o c o n str u ct 

d e n dr o gr a m of t h eir r el ati o n s hi p s.  O n t h e b a si s of  d e n dr o gr a m ( Fi g. 3),  c o m m o n 

a n c est ors a n d d e gr e e of r el at e d n ess  m a y b e pr es u m e d . Wit h v ari a bilit y a n al ysi s 

w e di vi d e d t h e c oll e cti o n  i nt o t w o m ai n cl u st ers (I. a n d II.) of v ari eti es.  T h e first 

cl u st er (I.) c o nt ai n e d  o nl y t w o v ari eti es - N at a n a el a n d Sil v a n u s  (I. a a n d I. b), 

w hi c h i n di c ate  t h eir cl os e g e n eti c r el ati o n s hi p b a s e d o n gli a di n s p ol y m or p hi s m . 

T h e s e c o n d cl u st er  (II.) w a s  di vi d e d i nt o t w o s u b cl u st ers  (II. a a n d II. b), t h e first 

(II. a) w a s c h ar a ct eri z e d b y t h e  v ari et y G e n o v e v a, t h e s e c o n d  (II. b) w a s  di vi d e d 

i nt o t w o s u b gr o u p s. T h e first s u b gr o u p w a s r e pr es e nt e d  b y t h e  v ari et y F a u sti n a, 

t h e s e c o n d w a s s u bdi vi d e d i nt o t w o s u b cl u st ers . T h e first s u b cl u st er c o nt ai n e d t h e 

v ari eti es  L u k ull u s a n d Ili a s,  th e s e c o n d w a s s e p ar at e d i nt o a  gr o u p , w hi c h 

c o nt ai n e d  t h e v ari et y S o p h ytr a a n d t h e s e c o n d gr o u p, w hi c h w a s  n e xt  di vi d e d 

i nt o cl u st ers c o nt ai ni n g  t h e v ari et i es F e d er er  a n d  P a n n o ni c u s a n d cl u st er wit h  th e 

v ari et y B ar d ot k a . G e n eti c r el at e d n ess b a s e d o n  J a c c ar d si mil arit y c o effi ci e nt 

s u g g est e d,  t h at g e nti c all y cl os est t o t h e v ari et y F e d er er i s t h e v ari et y P a n n o ni c us 

( 0, 8 8 9), f oll o w e d b y t h e v ari eti es N at a n a el a n d Sil v a n us ( 0, 8 3 3) a n d a p air of t h e 

v ari eti e s B ar d ot k a  a n d  F e d er er ( 0, 8 0 0). O n t h e c o ntr ar y, m ost g e n eti c all y 

diff er e nt v ari eti es b a s e d o n  J a c c ar d c o effi ci e nt w er e B ar d ot k a, Sil v a n u s, 

S o p h ytr a a n d  F a u sti n a fr o m G e n o v e v a ( 1, 0 0 0), a s w ell a s N at a n a el  fr o m 

S o p h ytr a ( 1, 0 0 0).  

 

C O N C L U SI O N  

 

Cr u d e pr ot ei n s c o nt e nt of t h e a n al y z e d s a m pl es r a n g e d fr o m 7. 8 9  % t o 1 3. 1 1  %, 

t h e hi g h est pr ot ei ns c o nt e nt  h a d t h e v ari et y G e n o v e v a a n d  t h e l o w est h a d t h e 

v ari et y N at a n a el. T h e n utriti o n al q u alit y of w h e at gr ai n i s b a s e d o n re pr es e nt ati o n 

of al b u mi n s a n d gl o b uli n s , w hi c h  c o nt e nt w a s b et w e e n  2 2. 7 4  % i n t h e v ari et y 

Sil v a n u s t o 2 6. 3 7  % i n t h e v ari et y N at a n a el. Gli a di n s a n d gl ut e ni n s c o nt e nt 

aff e ct s t h e t e c h n ol o gi c al q u alit y of gr ai n. T h e c o nt e nt of st or a g e pr ot ei n s v ari e d 

b et w e e n 6 1. 8 7  % i n t h e v ari et y Ili as t o 7 1. 2 9 % i n t h e v ari et y F a u sti n a. Fr o m t hi s 

p ers p e cti v e, t h e v ari et y  F a u sti n a  h a d t h e  hi g h est q u alit y a c c or di n g t o  c o nt e nt  of 

gl ut e n pr ot ei n s . T h e hi g h est r ati o of c o effi ci e nt of n utriti o n al q u alit y w a s d et e ct e d 

i n t h e v ari et y Ili a s ( 1 3 3. 5  %), t h e l o w est n utriti o n al q u alit y w a s r efl e ct e d b y t h e 

v ari et y G e n o v e v a ( 8 3. 8 6  %). I n t er m s of t h e r e pr es e nt ati o n of H M W -G S i n t h e 

s a m pl es, w e  f o u n d s u b u nit s 0 a n d 1  at l o c u s Gl u-1 A , s u b u nits 7 + 8 a n d  7  + 9  at  

l o c u s Gl u-1 B , a n d s u b u nit s 5 + 1 0 a n d  2 +  1 2  at t h e l o c u s Gl u-1 D . M ost 

fr e q u e ntl y w a s c o m p o n e nt c o m p ositi o n 0, 7 + 9, 5 + 1 0, n a m el y i n t h e v ari eti es 

N at a n a el, Sil v a n u s a n d G e n o v e v a. Gl u -s c or e c a n d et er mi n e t h e t e c h n ol o gi c al 

q u alit y of w h e at gr ai n. O ur v ari eti es  r e a c h e d Gl u-s c or e b et w e e n 5 a n d 1 0. T h e 

hi g h est s c or e  1 0  w a s  r e a c h e d b y  t h e v ari et y Ili a s. T h e l o w est r at e h a d t h e  
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v ari et i es P a n n o ni c u s ( Gl u -s c or e 5) a n d F e d er er ( Gl u -s c or e 6). B a s e d o n t h e a ci d i c 

el e ctr o p h or eti c pr ofil e of w h e at st or a g e pr ot ei n s w e c o n str u ct e d  d e n dr o gr a m of 

g e n eti c r el at e d n ess of diff er e nt v ari eti es. I n t his r e g ar d, w e d et er mi n e d t h at t h e 

v ari et y Sil v a n u s  i s g e n eti c all y f urt h est fr o m v ari eti es B ar d ot k a, S o p h ytr a, 

F a u sti n a a n d G e n o v e v a, a s w ell a s t h e v ari et y N at a n a el fr o m v ari et y S o p h ytr a. 

O n t h e ot h er h a n d , t h e m ost g e n eti c all y r el at e d  w er e v ari eti es  F e d er er a n d 

P a n n o ni c u s . Fi n all y , w e c a n s a y, t h at t h e a n al y ze d s et of wi nt er w h e at s h o w e d a 

s ati sf a ct or y t e c h n ol o gi c al q u alit y a n d w e r e c o m m e n d it f or u s e i n b a k er y.  

 

A c k n o wl e d g m e nts : T hi s w or k w a s  f u n d e d b y E ur o p e a n C o m m u nit y u n d er 
pr oj e ct N o. 2 6 2 2 0 2 2 0 1 8 0: B uil di n g R es e ar c h C e ntr e “ A gr o Bi o T e c h ” ( 5 0  %) a n d 
K E G A pr oj e ct N o 0 2 1 S P U -4/ 2 0 1 5 ( 5 0  %).  
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P R E P A R A TI O N O F P L A N T  V E C T O R  C O N S T R U C T C O N T AI NI N G D E H Y D RI N G E N E At 2 g 2 1 4 9 0  
 

M á ri a Zi m o v á 1, 2 , E v a B o sz o r á d o v á1 , Z u z a n a Gr e g o r o v á1 , Il di k ó M at u ší k o v á3 , J a n a M o r a v čí k o v á1 *   
 
A d d r ess ( e s): I n g. J a n a M or a v čí k o v á, P h D., 
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K e y w o r ds:  A g r o b a ct e ri u m t u m ef a ci e n s,  Ar a bi d o p si s t h ali a n a , At 2 g 2 1 4 9 0 , bi n ar y v e ct or, d e h y dri n s 

 
 
I N T R O D U C T I O N 
 
D u e t o t h e c h a n g es i n t h e e n vir o n m e nt, pl a nt s ar e i n cr e a si n gl y e x p os e d t o 
diff er e nt t y p es of a bi oti c str ess es s u c h a s dr o u g ht, s ali nit y, l o w t e m p er at ur e or t h e 
pr es e n c e of h e a v y m et als. A m o n g t h e pr ot ei n s t h at ar e si g nifi c a ntl y a c c u m ul at e d 
d uri n g t h e str ess c a u s e d b y d e h y dr ati o n, os m oti c u m a n d/ or a l o w t e m p er at ur e ar e 
L E A pr ot ei n s ( " L at e e m br y o g e n esi s a b u d a nt pr ot ei n s ") ( A m a r a et al ., 2 0 1 4 ). 
T h e y ar e h y dr o p hili c m ol e c ul es w h o s e r ol e pr o b a bl y i s t o pr ot e ct bi o m ol e c ul es 
a n d c ell m e m br a n es ( C a n d at et al. , 2 0 1 4 ). D e h y dri n s ( Pf a m P F 0 0 2 5 7) ar e o n e of 
t h e m ost c h ar a ct eri z e d gr o u p of L E A pr ot ei n s. T h e L E P d b d at a b a s e c urr e ntl y 
c o nt ai n s o v er 3 8 0 r e c or d s o n d e h y dri n s fr o m v ari o u s pl a nt s p e ci es a n d t h eir 
p h ysi c o c h e mi c al pr o p erti es. M ost of d e h y dri n s ar e a ss o ci at e d m ai nl y wit h t h e 
pr o c ess of e m br y o g e n esi s, b ut t h e y c a n als o b e a c c u m ul at e d i n v e g et ati v e p art s 
d uri n g t h e pl a nt lif e c y cl e. G e n er all y, d e h y dri n s ar e e nri c h e d wit h gl y ci n e a n d 
l ysi n e r esi d u es, b ut t h e y l a c k c yst ei n e a n d tr y pt o p h a n (All a g ul o v a  et al ., 2 0 0 3). 
T h e c h ar a ct eri sti c f e at ur e of all d e h y dri n s i s c o n s er v ati v e s e q u e n c es d e n o mi n at e d 
a s K -, S- a n d Y -s e g m et s w hi c h ar e t h eir str u ct ur al attri b ut e. Fi v e diff er e nt 
s u b cl a ss es of d e h y dri n s ar e d efi n e d o n t h e b a si s of t h e c o n s er v e d s e g m e nt s: 
Y n S K n , S Kn , Kn , Yn K n , a n d K n  (Cl o s e, 1 9 9 7 ). T h e pr es e n c e of K -s e g m e nt is 
o bli g at e f or all gr o u p s of d e h y dri ns.  
D e h y dri n s ar e c o n si d er e d a s m ultif u n cti o n al pr ot ei ns t h at c a n bi n d t o 
m a cr o m ol e c ul es s u c h as n u cl ei c a ci d, h a v e  a pr ot e cti v e r ol e, c a n bi n d  fr e e m et als, 
a n d c a n a ct a s c h a p er o n es or a nti o xi d a nt s ( R o r at et al . 2 0 0 4; H a r a , 2 0 1 0 ). I n 
t er m of t h e str u ct ur e a n d t h e pr es e n c e of c h ar a ct eri sti c pr ot ei n d o m ai ns, t h e y ar e 
di vi d e d i nt o s e v er al gr o u p s. S o f ar, 1 0 d e h y dri n g e n es w er e i d e ntifi e d i n 
Ar a bi d o p si s  (H u n d e rt m a r k a n d Hi n c h a , 2 0 0 8 ). All of t h es e g e n es c o nt ai n 
hi sti di n e ri c h r e gi o n s ( Hi s). Si n c e t h e str u ct ur es Hi s -X 3 -Hi s a n d Hi s -Hi s s h o w 
str o n g affi nit y t o m et als ( H a r a et al.,  2 0 0 5 ), it w a s s u p p os e d t h e y c a n r e d u c e 
v ari o u s t y p es of c ell ul ar d a m a g e d uri n g m et al str ess. T h e r e gi o n s ri c h i n Hi s m a y 
pl a y a r ol e i n b uff eri n g a n d/ or m a y s er v e a s s e n s ors of t h e l e v els of m et als ( H a r a , 
2 0 1 0 ) or c o ul d b e i n v ol v e d i n t h e r e d u cti o n of “r e a cti v e o x y g e n s p e ci es ”  ( R O S) 
(H a r a et al. , 2 0 1 3 ). 
T h e Ar a bi d o pi s g e n e At 2 g 2 1 4 9 0 is cl a ssifi e d a s a d e h y dri n of t h e t y p e  K 2 S Y 2 . It 
i s e x pr ess e d i n  l at e st a g es of s e e d f or m ati o n a n d c o m pl et el y a b s e nt i n v e g et ati v e 
ti ss u es. T h e g e n e p oss ess es 1 4 Hi s r esi d u es, t w o Hi s -X 3 -Hi s a n d o n e Hi s -Hi s 
s e q u e n c es  (H a r a, 2 0 1 0 ). 
I n t hi s w or k w e pr e p ar e d a pl a nt tr a n sf or m ati o n v e ct or p D H 2 c o nt ai ni n g t h e g e n e 
At 2 g 2 1 4 9 0 u n d er c o ntr ol of t h e c o n stit uti v e d o u bl e d C a M V 3 5 S  pr o m ot er. T h e 
g e n e At 2 g 2 1 4 9 0  w a s i s ol at e d fr o m Ar a bi d o p si s t h ali a n a  b y P C R a p pr o a c h. T h e 
bi n ar y v e ct or p D H 2  w a s tr a n sf or m e d i nt o t h e str ai n A g r o b a ct e ri u m t u m ef a ci e ns 
L B A 4 4 0 4. T h e st a bilit y of t h e pl a s mi d p D H 2 i n A g r o b a ct e ri u m  h a s b e e n 

v erifi e d b y r estri cti o n a n al ysi s aft er r e -tr a n sf or m ati o n of t h e p D H 2 i nt o 
Es c h e ri c hi a c ol i.  
 
M A T E RI A L A N D M E T H O D S  
 
I z ol ati o n of t h e  g e n e At 2 g 2 1 4 9 0  
 
T h e g e n o mi c D N A fr o m Ar a bi d p o psi s t h ali a n a  w a s i s ol at e d a c c or di n g t o t h e 
C h e n et al. ( 1 9 9 2) . T h e s e q u e n c e of t h e g e n e At 2 g 2 1 4 9 0 w a s a m plifi e d u si n g t h e 
c o m bi n ati o n of t h e pri m ers P 1 ( 5´ -G G T A A T A A T A C C A T G G G G G A T T T G A G - 
3´) a n d P 2 ( 5´ -G C T A G C A A A A T A C A G T T C C T T C -3´). T h e P C R r e a cti o n w a s 
c arri e d o ut i n 2 5 µl mi xt ur e c o nt ai ni n g 1 0 0 –  2 0 0 n g of D N A t e m pl at e, 2 0 p m ol 
of e a c h pri m er (f or w ar d, r e v ers e), 2 0 0 µ M d N T Ps, 1 x P C R b uff er a n d 1 u nit of 
T a q D N A p ol y m er a s e. T h e first P C R st e p of 9 5˚ C f or 4 mi n ut es w a s f oll o w e d b y 
3 5 c y cl es: 9 5˚ C –  4 5 s; 6 3˚ C  –  4 5 s  a n d 7 2˚ C f or 2 mi n ut es. T h e l a st st e p w a s 
p erf or m e d at 7 2˚ C f or 1 0 mi n ut es. T h e P C R pr o d u ct w a s i s ol at e d fr o m t h e g el 
u si n g QI A q ui c k G el E xtr a cti o n Kit ( Qi a g e n). T h e i d e ntit y of t h e P C R pr o d u ct 
w a s c o nfir m e d b y s e q u e n ci n g.  
 
Pl a nt v e ct o r c o nst r u ct  
 
T h e P C R pr o d u ct w a s li g at e d i nt o t h e pl a s mi d p G E m -T ® E a s y ( Pr o m e g a) t o 
yi el d p Z M 1. S u b s e q u e ntl y, a  1 0 3 7 b p E c o R I-E c o R I fr a g m e nt fr o m p Z M 1 w a s 
li g at e d i nt o E c o R I-E c o R I-di g es t e d pl a s mi d p B S K + t o cr e at e p Z M 2. T h e pl a s mi d 
p Z M 3  w a s cr e at e d b y cl o ni n g of d C a M V 3 5 S a s Hi n d III-N c o I fr a g m e nt fr o m 
pl a s mi d p B S 4 a n d 7 6 2 b p N c o I-Cl a I fr a g m e nt fr o m p Z M 9 i nt o t h e v e ct or p U N 
(V a c ul k o v a et al ., 2 0 0 7). T h e pl a nt tr a n sf or m ati o n v e ct or p D H 2 w a s o bt ai n e d b y 
li g ati o n of d C a M V 3 5 S/ D H 2/ p ol y A as E c o R I-X b a I fr a g m e nt i nt o E c o R I-X b a I-
di g est e d bi n ar y v e ct or p BI N Pl u s  (V a n E n g el e n, 1 9 9 5 ). T h e bi n ar y v e ct or p D H 2 
w a s i ntr o d u c e d i nt o A g r o b a ct e ri u m t u m ef a ci e n s  str ai n L B A 4 4 0 4 u si n g m et h o d 
„tri p ar e nt al m atti n g “ ( M at z k e a n d M at z k e , 1 9 8 6). 
 
St a bilit y of t h e pl a s mi d p D H 2  i n A.  t u m ef a ci e ns 
 
T h e st a bilit y w a s v erifi e d u si n g r estri cti o n a n al ysi s aft er  i s ol ati o n of t h e pl a s mi d 
p D H 2 fr o m  A. t u m ef a ci e n s  a n d r e-tr a n sf or m ati o n i nt o E. c oli . 
 
 
 
 
 

T hi s w or k i s f o c u s e d o n pr e p ar ati o n of a pl a nt tr a n sf or m ati o n v e ct or p D H 2 c o nt ai ni n g t h e  e x pr essi o n u nit of t h e  d e h y dri n g e n e 

At 2 g 2 1 4 9 0 u n d er a c o ntr ol of t h e c o n stit uti v e d C a M V 3 5 S  pr o m ot er  a n d t h e s el e ct a bl e m ar k er n e o m y ci n p h os p h otr a n sf er a s e g e n e 

c o ntr oll e d b y t h e n o s  pr o m ot er. T h e g e n e At 2 g 2 1 4 9 0  i s cl a ssifi e d a s a d e h y dri n of t h e t y p e K 2 S Y 2 . T h e g e n e w a s i s ol at e d fr o m 

Ar a bi d o p si s t h ali a n a  b y P C R a p pr o a c h. T h e pl a s mi d p D H 2 w a s tr a n sf or m e d i nt o t h e str ai n A g r o b a ct e ri u m t u m ef a ci e n s L B A 4 4 0 4. T h e 

st a bilit y of t h e pl a s mi d p D H 2 i n A gr o b a ct e ri u m  h a s  b e e n v erifi e d b y r e stri cti o n a n al ysi s aft er r e -tr a n sf or m ati o n of t h e p D H 2 i nt o 

Es c h e ri c hi a c ol i. 
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R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  
 

T o st u d y t h e  f u n cti o n of t h e d e h y dri n g e n e At 2 g 2 1 4 9 0  i n t ol er a n c e t o s el e ct e d 
a bi oti c str ess es u si n g tr a n s g e n osi s,  t h e pl a nt tr a n sf or m ati o n v e ct or p D H 2 w a s 
pr e p ar e d.  T h e T -D N A of t h e p D H 2 c o nt ai n e d t h e g e n e At 2 g 2 1 4 9 0  u n d er c o ntr ol 
of c o n stit uti v e d C a M V 3 5 S  pr o m ot er a n d t h e s el e ct a bl e n e o m y ci n 
p h os p h otr a n sf er a s e g e n e ( n ptII ) u n d er c o ntr ol of t h e  n o s  pr o m ot er. T h e cl o ni n g 
str at e g y i s gi v e n i n Fi g ur e 1.  
T h e s p e cifi c pri m ers P 1/ P 2 w er e d esi g n e d t o a m plif y a P C R pr o d u ct P 1 -P 2 of a 
si z e 1, 0 3 7 k b t h at c o nt ai n e d t h e s e q u e n c e D H 2/ p ol y A . T h e pl a s mi d p Z M 1  w as 
cr e at e d  b y li g ati o n of t h e P C R pr o d u ct i nt o t h e cl o ni n g v e ct or p G E m -T ® E a s y . 
T h e i d e ntit y of t h e a m plifi e d s e q u e n c e  w a s c o nfir m e d b y s e q u e n ci n g . T h e 
s e q u e n c e w a s c o m p ar e d wit h t h e s e q u e n c e of t h e g e n e At 2 g 2 1 4 9 0  u si n g t h e 
pr o gr a m e Cl u st a l O m e g a ( Fi g ur e 2).  
T h e P C R pr o d u ct w a s li g at e d a s E c o R I-E c o R I fr a g m e nt of t h e pl a s mi d p Z M 1 
i nt o t h e v e ct or p B S K + t o yi el d pl a s mi d p Z M 2. T h e i d e ntit y of t h e i ns ert e d 
fr a g m e nt w a s v erifi e d b y r estri cti o n a n al ysi s ( d at a n ot s h o w n).  
T h e n e xt st e p  of t h e cl o ni n g str at e g y w a s li g ati o n of t h e s e q u e n c e D H 2/ p ol y A  
fr o m t h e p Z M 2 a n d t h e s e q u e n c e of t h e d C a M V 3 5 S  pr o m ot er i nt o t h e cl o ni n g 
v e ct or p U N . S u b s e q u e ntl y, t h e s e q u e n c e of t h e e x pr essi o n u nit d C a M V 
3 5 S/ D H 2/ p ol y A  w a s li g at e d i nt o t h e bi n ar y v e ct or p Bi n Pl u s.  T hi s v e ct or  c o nt ai ns 
t h e s el e ct a bl e n ptII  g e n e e n c o di n g r esi st a n c e t o a nti bi oti c  k a n a m y ci n.  T h e 
i d e ntit y of t h e pl a s mi d p D H 2 w a s c o nfir m e d b y r estri cti o n a n al ys es.  I n Fi g ur e 3 a 
t h e p ositi o n of r estri cti o n e n z y m es u s e d i n t h e a n al ys es i s gi v e n.  T h e r es ult s of 
r estri cti o n a n al ys es ar e  i n Fi g ur e 3 b.  
B a s e d o n o ur pr e vi o u s e x p eri e n c es wit h i n st a bilit y of s o m e s e q u e n c es i n b a ct eri a 
(V a c ul k o v a et  al. , 2 0 0 7), t h e st a bilit y of t h e s e q u e n c e of t h e T-D N A r e gi o n w a s 
a n al ys e d u si n g r estri cti o n a n al ys es aft er r e -tr a n sf or m ati o n of t h e pl a s mi d p D H 2 
fr o m A. t u m ef a ci e n s  i nt o E. c oli . Aft er r etr a n sf or m ati o n, t ot all y, 3 0 cl o n es w er e 
i s ol at e d a n d s u bj e ct e d t o r estri cti o n a n al ys es. R estri cti o n pr ofil es of all a n al ys e d 
cl o n es c orr es p o n d e d wit h e x p e ct e d ( Fi g ur e 4).    

 

 
Fi g u r e 1 Cl o ni n g str at e g y. T h e arr o ws i n di c at e r estri cti o n e n z y m es u s e d i n  
i n di vi d u al cl o ni n g  st e p s. d 3 5s  –  d o u bl e  C a M V 3 5 S  pr o m ot er, d h 2 - d e h y dri n  g e n e, 
p ol y A  –  p ol y s e q u e n c e of g e n e D H 2, n o s T  –  n os t er mi n at or, n pt II –  n e o m y ci n 
p h os p h otr a n sf er a s e g e n e, n o s P  –  n os pr o m ot er.  
 

 
Fi g u r e 2  T h e ali g n m e nt of t h e s e q u e n c e P 1 -P 2  wit h t h e s e q u e n c e of t h e g e n e 
At 2 g 2 1 4 9 0 . Ali g n m e nt w a s g e n er at e d u si n g t h e  C L U S T A L O M E G A pr o gr a m. 
N u cl e oti d es w hi c h ar e c o n s er v e d i n t h e s e q u e n c es ali g n e d ar e m ar k e d b y 
a st eri s k s. D a s h es s h o w s e q u e n c e  t h at i s i m p ort a nt f or p ol y a d e n yl ati o n of m R N A. 
T h e arr o ws o utli n e  t h e p ositi o n of pri m ers P 1 a n d P 2. T h e s e q u e n c e of t h e 
pri m ers P 1 a n d P 2 ar e i n t h e b o x es.   
 

 

Fi g u r e 3 R estri cti o n m a p a n d r e stri cti o n a n al ys es of t h e T -D N A -p D H 2.  a)  T -
D N A str u ct ur e of t h e p D H 2 .  T h e pri m ers u s e d f or P C R a n al ys es ar e i n di c at e d as 
P 1, P 2.  T h e p ositi o n of r estri cti o n e n z y m es u s e d i n r estri cti o n a n al ys es i s 
i n di c at e d  b)  P h ot o gr a p h of t h e et hi di u m br o mi d e -st ai n e d 1 % a g ar os e g el 
c arr yi n g i n  la n e M  - 1 k b D N A m ar k er ( F er m e nt a s), l an e 1 –  p D H 2 / 
E c o R I +X b a I, l a n e 2 –  p D H 2/ X h o I, l a n e 3 –  p D H 2 / Hi n d III, l a n e 4 –  p D H 2/ 
As c I +S c a I. 
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Fi g u r e 4  R estri cti o n a n al ys es of t h e T -D N A -p D H 2 aft er r e -tr a n sf or m ati o n of 
pl a s mi d  i nt o E. c oli . a)  T h e pl a s mi d p D H 2 wit h t h e p ositi o n of  r estri cti o n 
e n z y m es  u s e d i n a n al ys es . b)  P h ot o gr a p h of t h e et hi di u m br o mi d e -st ai n e d 1 % 
a g ar os e g el c arr yi n g i n  la n e M - 1 K b D N A m ar k er ( F er m e nt a s); l a n e s 1 -9 –  
p D H 2/ As c I + S c a I . 
 
C O N C L U SI O N  
 
Usi n g t h e t e c h ni q u es of r e c o m bi n a nt  D N A a pl a nt tr a n sf or m ati o n v e ct or p D H 2  
w a s pr e p ar e d.  T h e T -D N A r e gi o n of t h e p D H 2 c o nt ai n e d  Ar a bi d o p si s  g e n e 
At 2 g 2 1 4 9 0 u n d er c o ntr ol of t h e c o n stit uti v e d C a M V  3 5 S  pr o m ot er a n d s el e ct a bl e 
m ar k er n pt II g e n e pr o vi di n g r esi st a n c e t o t h e a nti bi oti c k a n a m y ci n. T h e bi n ar y 
v e ct or p D H 2 h a s b e e n s h o w n t o b e st a bl e i n A. t u m ef a ci e n s  L B A 4 4 0 4 .  I n f ut ur e, 
A. t u m ef a ci e n s  L B A 4 4 0 4 c arr yi n g t h e pl a nt tr a n sf or m ati o n v e ct or p D H 2 will b e 
u s e d f or tr a n sf or m ati o n of t o b a c c o l e af e x pl a nt s.  

 
A c k n o wl e d g m e nts: T hi s w or k w a s f u n d e d b y t h e Sl o v a k Gr a nt A g e n c y V E G A 
pr oj e ct 2/ 0 0 3 5/ 1 7 , b y t h e i n stit uti o n al r es o ur c es wit hi n t h e U ni v ersit y Gr a nt 
A g e n c y U K F U G A VIII/ 3 2/ 2 0 1 7  a n d  b y t h e pr oj e ct A P V V -1 5 -0 0 5 1 . 
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 All a g ul o v a, C. R., Gi m al o v, F. R., S h a kir o v a, F. M., V a k hit o v, V. A. ( 2 0 0 3). T h e 
pl a nt d e h y dri n s: Str u ct ur e a n d p ut ati v e f u n cti o n s. Bi o c h e mi st r y -M o s c o w , 6 8 ( 9), 
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A B S T R A C T  

 
K e y w o r ds:  B arl e y , G e n eti c di v ersit y, Si m pl e s e q u e n c e r e p e at ( S S R), D N A m ar k er  

 
 
I N T R O D U C T I O N 
 
C er e als ar e gr o w n a cr oss t h e gl o b e f or s e v er al t h o u s a n d y e ars, a n d aft er all t h es e 
y e ars h a v e b e e n s u bj e ct e d t o v ari o u s e x o g e n o u s a n d e n d o g e n o u s f a ct ors w hi c h 
h a v e f or m e d t h eir r es p e cti v e g e n o m es. B arl e y  (H o r d e u m v ul g a r e,  L.)  i s 
e c o n o mi c all y i m p ort a nt cr o p s m ai nl y f or f o o d pr o d u cti o n  a n d m alti n g, b ut t h e 
v al u e i s i n cr e a s e d d u e t o u s e a s a f u n cti o n al f o o d wit h a v ari et y of h e alt h b e n efit s 
H u a et al.  ( 2 0 1 5). I n or d er t o i n cr e a s e t h e n utriti o n al q u alit y of gr ai n , b arl e y cr o p 
p a ss e d t hr o u g h t h e t ar g et e d s el e cti o n a n d h y bri di z ati o n. T h e l o n g pr o c ess of 
b arl e y br e e di n g h a s r es ult e d i n i n cr e a si n g di v ersit y of  b arl e y v ari eti es  I v a n di c  et 
al.  ( 2 0 0 3). Gr o w ers c a n s el e ct  t h e b est v ari et y a c c or di n g t o s p e cifi c cli m at e a n d 
e n d u s e of t hi s  cr o p  s u c h a s h u m a n c o n s u m pti o n, m alt i n br e wi n g a n d di stilli n g 
i n d ustr y or a ni m al f e e di n g F e r r ei r a et al. ( 2 0 1 6) . At pr es e nt a p pr o xi m at el y 
h u n dr e d  v ari eti es of b arl e y g e n ot y p e s ar e r e gi st er e d i n Sl o v a ki a , of w hi c h 2 0 % 
h a v e  d o m esti c ori gi n . Wil d b arl e ys (H o r d e u m  s p o nt a n e u m ) c a n b e u s e d a s d o n ors 
of i m p ort a nt  g e n es t h at c o ul d b e u s e d f or i m pr o v e m e nt of diff er e nt b arl e y 
p ar a m et ers  S h a k h at r e h  et al . ( 2 0 1 6). M ol e c ul ar m ar k ers s u c h a s S S R, S N P, S T S 
K oji m a et al.  ( 2 0 0 7), T h o r m a n n et al.  ( 2 0 1 6) or D Ar T  L a m a r a et al. ( 2 0 1 3) ar e 
of te n u s e d f or g e n ot y p e i d e ntifi c ati o n a n d c h ar a ct eri z ati o n a n d t h u s m a y pr o vi d e 
m or e a c c ur at e g e n o m e a ss ess m e nt  Y a d a v et al.  ( 2 0 1 5). Ass o ci ati o n m a p pi n g i s a 
p o w erf ul t o ol i n i m pr o vi n g b arl e y br e e di n g vi a pr e ci s e  id e ntifi c ati o n of m ar k ers 
si g nifi c a ntl y a ss o ci at e d wit h i m p ort a nt tr ait s, w hi c h i s vit all y i m p ort a nt f or 
m ar k er -a ssi st e d br e e di n g  A b o u -El w af a ( 2 0 1 6) , El a k h d a r et al.  ( 2 0 1 6). 
M ol e c ul ar m ar k ers ar e  v er y  u s ef ul f or m a p pi n g  a n d t a g gi n g  t h e l o ci aff e cti n g 
m alti n g q u alit y  H a n et al.  ( 1 9 9 7) a n d l ar g el y f ulfill m ost of t h e u s er r e q uir e m e nt s 
G r o v e n a n d S h a r m a ( 2 0 1 6) . Usi n g m ol e c ul ar m ar k ers t o s el e ct f or s p e cifi c 

c hr o m os o m e r e gi o n s wit h p ot e nti al p ositi v e yi el d c o ntri b uti o n s e n h a n c e d t h e 
br e e di n g s u c c ess f or hi g h yi el d w hil e m ai nt ai ni n g tr a diti o n al m alti n g q u alit y  
S c h mi e r e r et al.  (2 0 0 5 ). 
T h e  ai m of t hi s st u d y w a s t o a n al y z e  g e n eti c  di v ersit y a m o n g t h e s et of 2 4 b arl e y  
g e n ot y p es u si n g 5 S S R m ar k ers  a n d t o e v al u at e t h eir a bilit y t o i d e ntif y m alti n g 
b arl e y g e n ot y p es . 
 
M A T E RI A L A N D M E T H O D S  
 
C oll e cti o n of  2 4  b arl e y g e n ot y p es  c o nt ai n e d 8 wi nt er f or m ( Tiff a n y, M o n a c o, 
C e d e c o, Pr e m u d a, Gr a ci os a, B ar c el o n a, M et a x a, H ei di) a n d 1 6 s pri n g f or m 
( M al z, K a n g o o, O v ert ur e, Si g n or a, N a dir, L a u di s 5 5 0, K ar m el, A nti g o n e, Tr o o n, 
Pr o d e u m , V ali s, E x ali s, K u mr a n, K o m p a kt, N o v u m a n d M a d o n n a) b arl e ys . S o m e 
of t h es e  g e n ot y p es  ar e  c o m m o nl y u s e d i n br e wi n g i n d u str y . D N A w a s i s ol at e d 
fr o m dr y w h ol e gr ai n a c c or di n g t o t h e m et h o d ol o g y f or a c o m m er ci al kit 
G e n eJ E T  G e n o mi c D N A P urifi c ati o n Pl a nt Mi ni Kit fr o m  t he  T h er m o Fi s h er 
C o m p a n y . 
Mi cr os at ellit e a n al ys es w er e  c arri e d o ut i n  2 5 μl v ol u m e  u si n g Bi or a d C 1 0 0 0 
T h er m o c y cl er . As pri m ers  w e u s e d s p e ci fi c oli g o n u cl e oti d e s e q u e n c es 1 8-2 3  b p , 
d es cri b e d b y R a ms a y et al.  ( 2 0 0 0). T h e a m plifi c ati o n c o n diti o n s f or e a c h 
mi cr os at ellit e m ar k er w e r e s et a c c or di n g t o R a ms a y et al.  ( 2 0 0 0) a n d V a rs h n e y  
et al.  ( 2 0 0 7). Pri m ers ( T a bl e 1) w er e s el e ct e d o n t h e b a si s of o ur pr e vi o u s 
r es e ar c h T o m k a et al.  ( 2 0 1 3), o n t h e b a sis of b est v al u es f or DI a n d PI C d u e t o 
a bilit y of diff er e nti ati o n . 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C er e als ar e m ai n p art  of h u m a n n utriti o n a n d str at e gi c r es o ur c es . T h o u s a n ds of b arl e y v ari eti es ar e u s e d i n f o o d i n d u str y  a n d es p e ci all y 

f or t h e pr o d u cti o n of m alt i n t h e br e wi n g i n d u str y. I n t h e pr es e nt st u d y, w e w er e f o c u s e d o n utili z ati o n of S S R m ar k ers f or 

diff er e nti ati o n  a n d c h ar a ct eri z ati o n of diff er e nt b arl e y g e n ot y p es.  B arl e y c oll e cti o n  w a s  a n al y z e d b y  4 p ur e a n d 1 c o m p o u n d m ar k ers.  

Usi n g S T M S m et h o d w e h a v e r e v e al e d si g nifi c a nt p ol y m or p hi s m.  A t ot al of 2 7 all el es w er e d et e ct e d a m o n g 2 4 v ari eti es wit h a n 

a v er a g e of 5 .4 all el e s  p er l o c u s.  A v er a g e v al u es f or i n d e x of di v ersit y ( DI), p ol y m or p hi c i nf or m ati o n c o nt e nt ( PI C) w er e 0. 7 6 7, 0. 7 5 6 

r es p e cti v el y. T h e hi g h est l e v el of p ol y m or p hi s m w a s d et e ct e d  wit h  S S R m ar k er B m a g 0 2 2 2  ( 7 all el es) w hi c h als o r e v e al e d o n e 

h et er o z y g o u s v ari et y . D e n dr o gr a m w a s cr e at e d b y hi er ar c hi c cl u st er a n al ysi s u si n g U P G M A al g orit h m  o n t h e b a si s of d et e ct e d all el es. 

A n al y z e d g e n ot y p es w er e di vi d e d i nt o t hr e e cl u st ers s o it c a n b e u s e d t o st u d y g e n eti c r el ati o n s a m o n g  c oll e cti o n of a n al y z e d b arl e y 

v ari eti es . 

A R TI C L E I N F O  

R e c ei v e d 1 5. 2. 2 0 1 7  

R e vi s e d 2 0. 4. 2 0 1 7  

A c c e pt e d 1 7. 5. 2 0 1 7  

P u bli s h e d 1. 6. 2 0 1 7  

R e g ul ar arti cl e  

d oi:  1 0. 1 5 4 1 4/j m bf s. 2 0 1 7 .6 .6 .1 2 7 6 -1 2 7 9  
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T a bl e 1  Li st of  u s e d S S R  m ar k ers  

M a r k e r s  C h r o m o s o m e  
P ri m e r s e q u e n c e  

( 5´-3´)  
R e p etiti o n  

B m a c 0 0 4 0  6 H  
A G C C C G A T C A G A T T T A C G  
T T C T C C C T T T G G T C C T T G  

( A C)2 0  

B m a c 0 1 3 4  2 H  
C C A A C T G A G T C G A T C T C G  

C T T C G T T G C T T C T C T A C C T T  
( A C)2 8  

B m a g 0 1 2 5  2 H  
A A T T A G C G A G A A C A A A A T C A C  

A G A T A A C G A T G C A C C A C C  
( A G)1 9  

B m a g 0 2 1 1  1 H  
A T T C A T C G A T C T T G T A T T A G T C C  

A C A T C A T G T C G A T C A A A G C  
( C T)1 6  

B m a g 0 2 2 2  5 H  
A T G C T A C T C T G G A G T G G A G T A  
G A C C T T C A A C T T T G C C T T A T A  

( A C)9 ( A G)1 7  

 
 
A m plifi e d all el es w er e s e p ar at e d i n t h e 6  % p ol y a cr yl a mi d e g els d e n at ur e d wit h 
ur e a.  Pr e p ar ati o n of t h e g el s ol uti o n t o a t ot al v ol u m e of 1 0 0 ml:  1 8. 5 ml 4 0  % 
a cr yl a mi d  / bi s a c r yl a mi d i n r ati o 1 9: 1 ; 5 ml 1 0  x T B E ( 1 0 7. 8 g Tri s -b a s e , 7.4 4 g 
E D T A a n d 5 5 g H 3 B O 3  i n 1 L s ol uti o n, p H 8.3); 2 0 ml r e di still e d w at er ; 5 5. 8 2 ml 
6 6. 3  % ur e a ; 1 8 0 μl T E M E D  a n d  5 0 0 μl 1 0  % A P S s ol uti o n.  
T h e s e p ar ati o n of a m plifi e d all el es w a s c o n d u ct e d at O W L T M el e ctr o p h or esi s 
u nit at m a xi m u m c urr e nt 9 0 m A i n a b uff er s yst e m 1 x T B E f or 3 -4 h o urs, 
d e p e n di n g o n t h e e x p e ct e d si z e of fr a g m e nt s. Aft er el e ctr o p h or eti c s e p ar ati o n of 
D N A, b a n d s w er e vi s u ali z e d b y  sil v er  st ai ni n g f oll o w e d B e n b o u z a  et al.  ( 2 0 0 6): 
5 mi n ut es i n  fi x ati v e s ol uti o n ( 1 0 % et h a n ol;  0. 5  % a c eti c a ci d ),  
6 -7 mi n u tes i n a d y e s ol uti o n ( 1. 5 g A g N O 3 , 1.5 ml 3 7  % H 2 C O, H 2 O t o 1 0 0 0 
ml),  
1 s e c o n d w a s hi n g i n ultr a p ur e w at er ,  
3 -5 mi n ut es  i n d e v el o p s ol uti o n ( 1 5 g N a O H, 2 ml 3 7 % H 2 C O, H 2 O t o 1 0 0 0 ml),  
2 mi n ut es i n  fi x ati v e s ol uti o n ( 1 0 % et h a n ol;  0. 5  % a c eti c a ci d).  
T h e P C R pr o d u ct s s e p ar at e d i n p ol y a cr yl a mi d e g els w er e s c a n n e d u si n g  
C h e mi D o c I m a gi n g S yst e m f oll o w e d b y e v al u at i o n u si n g t h e G el A n al y z er 2 0 1 0  
s oft w ar e ( L a z a r 2 0 1 0). O n t h e b a sis of all el e fr e q u e n c y d i v ersit y i n d e x ( DI) 
( W ei r, 1 9 9 0) a n d  p ol y m or p hi c  i nf or m ati o n c o nt e nt ( PI C) ( W e b e r, 1 9 9 0) w er e 
c al c ul at e d.  
 
R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  
 
N u m b er of all el es p er l o c u s i s a n i m p ort a nt i n di c at or of g e n eti c di v ersit y.  F or 
s o m e a ut h ors it i s t h e o nl y a n d m ai n p ar a m et er f or st u d y of g e n eti c r el ati o n s.  
K ali n o w s k y ( 2 0 0 2) st ati sti c all y c o nfir m e d t h at it i s n ot r e q uir ed t o e x a mi n e 

hi g hl y p ol y m or p hi c l o ci or l ar g e n u m b ers of l o ci. T h e o nl y r e q uir e m e nt i s t h at a 
s uffi ci e nt n u mb er of all el es h a v e b e e n  d et e ct e d.  O v er all, w e h a v e i d e ntifi e d 2 7 
all el es  at fi v e l o ci w hi c h w er e l o c at e d o n c hr o m os o m e s 1 H, 2 H, 5 H a n d 6 H . 
N u m b er of all el e p er l o c u s v ari e d fr o m 4  (B m a g 0 2 1 1 ) t o 7 (B m a g 0 2 2 2 ) wit h 
a v er a g e v al u e of 5. 4. Fr e q u e n ci es of d et e ct e d all el es r a n g e d fr o m 4. 0 % t o 5 0. 0 %  
(fi g ur e 1). S h a k h at r e h  et al.  ( 2 0 1 6) a n al y z e d c o m p ar a bl e c oll e cti o n of c ulti v at e d 
b arl e ys ( 2 7 g e n ot y p es) b ut h a v e u s e d 1 1 m ar k ers a n d t h er ef or e i d e ntifi e d m or e 
all el es  (9 5 ) wit h a n a v er a g e 8. 6 all el e p er l o c u s . Y a d a v et al. ( 2 0 1 5) u s e d e v e n 
m or e m ar k ers ( 4 7 S S R´s) b ut hi s c oll e cti o n of b arl e y c o nt ai n e d j ust 1 0 b arl e y 
c ulti v ars. N u m b er of all el es p er l o c u s v ari e d fr o m 2 t o 7 wit h a n a v er a g e 3. 5 2 
all el es p er l o c u s.  Usi n g m ar k ers B m a c 0 0 4 0  a n d B m a g  0 2 2 2  t h e y h a v e i d e ntifi e d 
5 a n d 6 all el es r es p e cti v el y, w hi c h is v er y cl os e t o o ur r es ult s.  Si mil ar  r es ult s 
o bt ai n e d N a n d h a n d Si n g h ( 2 0 1 4)  w h o a n al y z e d 2 7 wil d a n d 2 0 c ulti v at e d 
b arl e y a c c essi o n s  a n d i d e ntifi e d 5 all el es at l o ci B m a g 0 1 2 5  a n d als o B m a g  0 2 1 1  
i n c ulti v at e d b arl e y c oll e cti o n. K h o d a y a ri  et al.  ( 2 0 1 4) a n al y z e d 4 0 wil d b arl e y 
g e n ot y p es a n d h a v e i d e ntifi e d fr o m 1 t o 1 7 all el es  b ut S S R m ar k er B m a g 0 1 2 5  
a m plifi e d o nl y 4 all el es.  H u a et al.  ( 2 0 1 5) i d e ntifi e d 20 4 all el es wit h m e a n v al u e 
of 5. 8 3  i n c oll e cti o n of 2 7 7 c ol or e d b arl e y v ari eti es.  D u e t o v er y l ar g e c oll e cti o n  
of g e n ot y p es , n u m b er of all el es d et e ct e d i n t h e s a m e l o ci w er e m u c h hi g h er B m a c 
0 0 4 0  ( 4 2 all el es), B m a g 0 1 3 4  ( 3 5 all el es), B m a g 0 2 2 2  ( 1 9 all el es). F e r r ei r a et al.  
( 2 0 1 6) a n al y z e d 6 4 Br a zili a n  b arl e y g e n ot y p es a n d i n 3 4 diff er e nt l o ci t h e y  h a v e  
i d e ntifi e d fr o m 1 u p t o 1 8 all el es. Usi n g m ar k er B m a g 0 2 1 1  t h e y h a v e i d e ntifi e d 
6 all el es b ut i n t h e c a s e of m ar k er  B m a g 0 1 2 5  n u m b er of d et e ct e d all el es ( 1 0) 
w a s d o u bl e c o m p ar e d t o o ur r es ult s. 

 

 

 
Fi g u r e 1  Pr e vi e w of d et e ct e d all el es i n 5 S S R l o ci a n d t h eir fr e q u e n ci es  
 
C al c ul at e d i n d e x es of DI, PI C ar e u s e d t o e v al u at e  t h e l e v el of p ol y m or p hi s m i n 
a n al y z e d c oll e cti o n s  of  diff er e nt s p e ci es . T h e hi g h er v al u e f or t h es e i n d e x es i s 
c al c ul at e d t h e b ett er i d e ntifi c ati o n t h e y pr o vi d e (t a bl e 2). PI C v al u es ar e u s e d a s a  
m e a s ur e of a m ar k er's u s ef ul n ess f or li n k a g e a n al ysi s.  V al u es of i n d e x di v ersit y 
f or o ur S S R m ar k ers w er e c al c ul at e d a n d v ari e d fr o m 0. 6 8 8 t o 0. 8 2 6 wit h a m e a n 
v al u e of 0. 7 6 7 . F or t h e n e xt i n d e x ( PI C) v al u es r a n g e d fr o m 0. 6 7 7 t o 0. 8 1 7 wit h 
a n a v er a g e v al u e of 0. 7 5 6. T h es e v al u es i n di c at e  t h at t h es e m ar k ers ar e a bl e t o  

 
d et e ct hi g h l e v el of p ol y m or p hi s m  b e c a us e  m ar k ers wit h DI a n d PI C v al u e s o v er 
0. 6  ar e c o n si d er e d a s u s ef ul t o ol f or g e n ot y p e diff er e nti ati o n . N a n d h a n d Si n g h  
( 2 0 1 4) i n c o m p ar a bl e c oll e cti o n of 2 0 c ulti v at e d b arl e ys esti m at e d a v er a g e v al u e 
of di v ersit y i n d e x  of 0. 7 2 9 , w h at i s v er y cl os e t o o ur r es ult. P ol y m or p hi c 
i nf or m ati o n c o nt e nt i n d e x es f or S S R m ar k ers B m a c 0 1 3 4  ( 0. 8 3 5), B m a g 0 1 2 5  
( 0. 6 8 5) a n d B m a g 0 2 1 1  ( 0. 7 6 0) w er e c o m p ar a bl e  t o o ur v al u es.  K h o d a y a ri et al.  
( 2 0 1 4) c o m p ut e d  v al u es f or PI C i n d e x fr o m 0. 3 0 4 t o 0. 9 1 3 wit h m e a n v al u e of 



J  Mi c r o bi ol Bi ot e c h F o o d S ci  / T o m k a  et al. 2 0 1 7  : 6  (6 ) 1 2 7 6 -1 2 7 9  

 

 

  
1 2 7 8  

 

  

0. 7 1 1. Als o L a m a r a et al.  ( 2 0 1 3) c al c ul at e d si mil ar a v er a g e PI C i n d e x ( 0. 6 9 0).   
Ot h er a ut h ors Y a d a v et al.  ( 2 0 1 5) a n d H u a et al.  ( 2 0 1 5) a c q uir e d l o w er m e a n 
v al u es of PI C 0. 5 5 1 a n d 0. 5 4 9 b ut t his w a s aff e ct e d wit h s o m e S S R m ar k ers wit h 
l o w l e v el of p ol y m or p hi s m a n d t h u s l o w er v al u e of PI C 0. 2 8 6 a n d 0. 4 0 7. 
 
T a bl e 2 C h ar a ct eri sti c s of i n di vi d u al S S R m ar k ers  

M a r k e r s  N u m b e r of all el e s  
All el e  
si z e 

DI  PI C  

B m a c 0 0 4 0  6  1 9 6 - 2 2 6 b p  0. 8 2 6  0. 8 1 7  

B m a c 0 1 3 4  5  1 4 0 - 1 7 4 b p  0. 7 8 8  0. 7 7 9  

B m a g 0 1 2 5  5  1 2 8 - 1 4 8 b p  0. 7 9 5  0. 7 8 2  

B m a g 0 2 1 1  4  1 5 0 - 1 7 0 b p  0. 7 4 7  0. 7 2 3  

B m a g 0 2 2 2  7  1 4 0 - 1 7 8 b p  0. 6 8 8  0. 6 7 7  

A v e r a g e  5. 4  - 0. 7 6 7  0. 7 5 6  

L e g e n d:  DI - di v ersit y i n d e x, PI C - p ol y m or p hi c i nf or m ati o n c o nt e nt,  

 
D N A fr a g m e nt s a m plifi e d b y 5 S S R m ar k ers w er e e v al u at e d a n d o n t h e b a si s of 
t h eir pr es e n c e or a b s e n c e bi n ar y m atri x w a s cr e at e d. I n t h e n e xt st e p o n t h e b a si s 
of t his m atri x d e n dr o gr a m (fi g ur e 2) w a s cr e at e d w hi c h r e v e al e d g e n eti c r el ati o ns 
b et w e e n b arl e y g e n ot y p es. W e h a v e s u c c essf ull y diff er e nti at e d  all 2 4 g e n ot y p es 
b ut w e h a v e f ail e d t o s e p ar at e s pri n g a n d wi nt er f or ms a s Pill e n et al.  ( 2 0 0 0) i n 
t h eir st u d y b ut t h e y h a v e u s e d al m ost 4 0 m ar k ers. W e c a n g et b ett er r es ult s b y 
c h o osi n g diff er e nt c oll e cti o n of S S R m ar k ers or b y u si n g m or e m ar k ers. O n t h e 
ot h er h a n d o ur s et of m ar k ers s h o w e d s o m e p ot e nti al t o diff er e nti at e m alti n g 
b arl e ys w h e n 4 of t h e m cr e at e d o w n cl u st er, m or e o v er g e n ot y p es L a u dis 5 5 0, 
O v ert ur e a n d K a n g o o ar e c o n si d er e d a s  v ari eti es wit h pr e mi u m m alti n g q u alit y, 
w h at i s cl ai m e d b y pr o d u c ers.   
 

 
Fi g u r e 2 D e n dr o gr a m of 2 4 b arl e y g e n ot y p es o n t h e b a si s of 5 S R R m ar k ers  

 
 
C O N C L U SI O N  
 
M ol e c ul ar m ar k ers h a v e b e e n u s e d m a n y y e ars f or diff er e nt a p pli c ati o n s m ai nl y 
g e n ot y p e a n d g e n e i d e ntifi c ati o n a n d g e n o m e m a p pi n g. A c c or di n g t o o bt ai n e d 
r es ult s, t h e y ar e still v er y p o p ul ar t o ol w hi c h h el p s gr o w ers a n d br e e d ers t o s el e ct 
t h e elit e g e n ot y p es f or t h eir n e e d s. O ur r es ult s d e m o n str at e t h e eff e cti v e n ess of 
u s e d S S R m ar k er c oll e cti o n f or diff er e nti ati o n of b arl e y v ari eti es  a n d pr o v e d t h at 
S S R m ar k ers f ro m o u r c oll e cti o n ar e still u s e d w orl d wi d e f or diff er e nt 
a p pli c ati o n s . C o m p ar a bl e r es ult s wit h ot h er a ut h ors c o nfir m e d p ot e nti al of 
a n al y z e d S S R m ar k ers f or b arl e y g e n ot y p es i d e ntifi c ati o n a n d c h ar a ct eri z ati o n.  
Cr e at e d d e n dr o gr a m  r e v e al e d r el ati o ns b et w e e n b arl e y v ari eti es a n d s h o w e d t h at 
t hi s c oll e cti o n of S S R m ar k ers h a v e s o m e p ot e ntial t o diff er e nti at e m alti n g b arl e y 
c ulti v ars.  
  
A c k n o wl e d g m e nts:  T hi s w or k w a s s u p p ort e d b y pr oj e ct I T M S 2 6 2 2 0 1 2 0 0 5 4 
a n d pr oj e ct K E G A 0 2 0 S P U -4/ 2 0 1 6.  
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I N T R O D U C T I O N 
 
Pl a nt s e v ol v e m e c h a ni s ms t o c o u nt er bi oti c a n d a bi oti c str ess es. A c c u m ul ati o n of 
p at h o g e n esi s -r el at e d ( P R) pr ot ei n s i s o n e of t h e d e v el o p e d m e c h a ni s ms hi g hl y 
e x pr ess e d b y pl a nt s d uri n g t h e att a c k b y p at h o g e n s. A m o n g P R m e m b ers, 
c hiti n a s es ( P R -3) c a n h y dr ol ys e c hiti n i n t h e e x os k el et o n of i n s e ct s a n d c ell w all 
of p at h o g e ni c f u n gi, c o n s e q u e ntl y pl a y a n i m p ort a nt r ol e i n t h e pl a nt d ef e n s e 
a g ai n st t h os e or g a ni s ms. C hiti n a s es h a v e e xt e n si v el y b e e n st u di e d f or t h eir u s e i n 
diff er e nt bi ot e c h n ol o gi c al pr o gr a ms f or pl a nt pr ot e cti o n. A n u m b er of cr o ps s u c h 
a s t o m at o, p ot at o, m ai z e, r a p es e e d, w h e at, ri c e a n d ot h ers h a v e b e e n s u c c essf ull y 
e n gi n e er e d f or r esi st a n c e eit h er wit h c hiti n a s e al o n e or i n c o m bi n ati o n wit h ot h er 
P R pr ot ei n s ( Cl et us et al.  2 0 1 3) . I n r e c e nt 1 0 y e ars w a s o b s er v e d a n i n cr e a si n g 
a m o u nt of e vi d e n c e o n t h e r ol e of t h es e e n z y m es i n pl a nt a d a pt ati o n t o a bi oti c 
str ess es, i n cl u di n g dr o u g ht ( G r e g o r o v á et al.  2 0 1 5) , t o xi c m et als ( M é s z á r o s et 
al.  2 0 1 4)  a n d e v e n p esti ci d es ( As r o r o v et al.  2 0 1 3) . B esi d es, c hiti na s es pl a y 
pi v ot al r ol e i n pl a nt m or p h o g e n esi s a n d d e v el o p m e nt wit h i m p a ct o n gr o wt h a n d 
str ess t ol er a n c e. T h er ef or e, r es e ar c h o n c hiti n a s es i n i m p ort a nt cr o p s p e ci es i s of 
cr u ci al i m p ort a n c e.  
Br e e di n g str ess -t ol er a nt a n d hi g h-yi el d c ott o n mi g ht e x pl oit c hi ti n a s es a n d ot h er 
P R pr ot ei n s si n c e a c o u pl e of r es e ar c h ers pr o v e d t h eir i m p ort a n c e i n c ott o n 
d ef e n s e a g ai n st a p hi d s a n d mit es. F or e x a m pl e, t hr e e a ci di c c hiti n a s e i s o z y m es 
( pI i n t h e r a n g e 3. 7-4. 2) fr o m G. hi rs ut u m  l e a v es w er e gr a d u all y eli cit e d b y V. 
d a h li a e f or 1 2 0 h o urs ( D u b e r y a n d Sl at e r, 1 9 9 7), s o m e of t h e m pr o b a bl y 
i n hi bit e d t h e g er mi n ati o n of c o ni di a ( Li u et al . 1 9 9 5). P R s i n cl u di n g c hiti n a s es 
li k el y c o ntri b ut e t o r estri cti o n of wilti n g i n c ott o n i nf e ct e d b y V e rti cilli u m  ( B u et 
al.  2 0 1 4) . F urt h er m or e, el e v at e d a cti viti es of c hiti n a s es a n d ot h er P R pr ot ei ns 
r es ult e d i n r e d u c e d p o p ul ati o n of a p hi d s i n c ott o n ( R aj e n d r a n et al.  2 0 1 1) , a n d  
t h eir i n hi biti o n b y i n s e cti ci d e tr e at m e nt r es ult e d i n t h e p o p ul ati o n gr o wt h of 
s pi d er mit es b ot h i n gr e e n h o u s e a n d fi el d e x p eri m e nt s ( S z c z e p a ni e c et al.  2 0 1 3) . 
O n t h e ot h er h a n d, c hiti n a s es i n c ott o n ar e b eli e v e d t o pl a y a r ol e i n fi b er 

f or m ati o n, t o o ( Wi w e g e r et al.  2 0 0 3) . 
Pl a nt c hiti n as es ar e str u ct ur all y w ell c h ar a ct eri z e d a n d ar e di vi d e d i nt o s e v er al 
gr o u p s. T h e cl a ss I c hiti n a s es h a v e a n N -t er mi n al c yst ei n e-ri c h r e gi o n s i n v ol v e d 
i n c hiti n-bi n di n g (Is eli et al.  1 9 9 3) . T h es e r e gi o n s ar e s e p ar at e d fr o m t h e c at al yti c 
d o m ai n b y a  s h ort pr oli n e -ri c h v ari a bl e hi n g e r e gi o n a n d t h e c at al yti c d o m ai n i s 
oft e n f oll o w e d b y a C -t er mi n al e xt e n si o n w hi c h i s i n v ol v e d i n v a c u ol ar t ar g eti n g 
( N e u h a us et al.  1 9 9 1) . Cl a ss II c hiti n a s es h a v e a c at al yti c d o m ai n wit h a  hi g h 
s e q u e n c e a n d str u ct ur al si mil arit y t o t h os e of cl a ss I  c hiti n a s es. H o w e v er t h e y 
p oss ess n eit h er t h e N -t er mi nal c yst ei n -ri c h r e gi o n n or t h e C-t er mi n al e xt e n si o n. 
T h e m ai n str u ct ur e of cl a ss I V c hiti n a s es  r es e m bl es cl a ss I c hiti n a s es, b ut is 
r e d u c e d b y f e w d el eti o n s al o n g t h e c ar b o h y dr at e-bi n di n g d o m ai n ( C B D) a n d t h e 
c at al yti c r e gi o n ( P a ss a ri n h o a n d d e V ri e s 2 0 0 2). T h e cl a ss III c hiti n a s es ar e 
si mil ar t o cl a ss V c hiti n a s es of pl a nt ori gi n a n d f u n g al/ b a ct eri al c hiti n a s es 
( G r a h a m a n d Sti c kl e n, 1 9 9 4). Cl a ss V c hiti n a s es h a v e a C-t er mi n al e xt e n si o n 
f or v a c u ol ar t ar g eti n g a n d m a y c o nt ai n C B D a s w ell ( H eit z et al.  1 9 9 4; P o nst ei n 
et al.  1 9 9 4) . Cl a ss V a n d III c hiti n a s es b el o n g t o t h e f a mil y 1 8 of gl y c os yl 
h y dr ol a s es w h er e a s all ot h er cl a ss es b el o n g t o f a mil y 1 9. C hiti n as es of f a mili es 
1 9 a n d 1 8 d o n ot s h ar e s e q u e n c e si mil arit y, t h e y h a v e c o m pl et el y diff er e nt 3 -D 
str u ct ur es  a n d m ol e c ul ar m e c h a ni s ms ( S u z u ki et al.  1 9 9 9) . 
I n s pit e of c ott o n g e n o m e s e q u e n c e a v ail a bl e, t h e f a mil y of c hiti n a s es i n c ott o n is 
l o w e x pl or e d. T h e o bj e cti v e of  t hi s w or k t o i d e ntif y a n d d es cri b e t h e c hiti n a s e 
g e n es a n d t h eir f a mili es i n G. r ai m o n dii  a n d li n k t h e m wit h c orr es p o n di n g 
k n o wl e d g e a v ail a bl e i n lit er at ur e.  
 
M A T E RI A L A N D M E T H O D S  
 
S e a r c hi n g t h e c ott o n g e n o m e f o r c hiti n a s e s  
 
T h e c ott o n g e n o m e i n t h e P h yt o z o m e d at a b a s e w a s s e ar c h e d f or c hiti n a s es u si n g 
t h e B L A S T pr o gr a m ( T a bl e 1). Fi v e c hiti n as e g e n e r e pr es e nt ati v es fr o m 

C hiti n a s es ar e e n z y m es wi d el y s pr e a d i n pl a nt s wit h n o e n d o g e n o u s s u b str at e a n d pl a y si g nifi c a nt r ol e t o l ys e t h e c ell w alls of m a n y 

p at h o g e n s. T h eir r ol e i n d ef e n s e i s fir ml y est a bli s h e d. R e c e ntl y, t h eir f u n cti o n s i n pl a nt s h a v e b e e n e xt e n d e d t o r es p o n s e t o  a bi oti c 

str ess es a n d v ari o u s d e v el o p m e nt al p l a nt pr o c ess es. T h e g e n e f a mil y of c hiti n a s es i s w ell c h ar a ct eri z e d i n s o m e m o d el s p e ci es. F e w 

r es e ar c h es o n t h eir i n v ol v e m e nt i n c ott o n d ef e n s e a g ai n st p at h o g e n s h a v e b e e n r e p ort e d. H er e w er e i n v esti g at e d G o ss y pi u m r ai m o n dii  

g e n o m e i n t h e P h yt o z o m e d at a b a s e f or t h e pr es e n c e of h o m ol o g u es. B L A S T si mil arit y s e ar c h, u si n g fi v e c hiti n a s e r e pr es e nt ati v es fr o m 

Ar a bi d o p si s b el o n gi n g t o diff er e nt cl a ss es I -V, i d e ntifi e d a t ot al of 4 1 n o n -r e d u n d a nt c hiti n a s e g e n e s e q u e n c es i n c ott o n. W e a n al ys e d 

t h e m i n sili c o u si n g a v ail a bl e bi oi nf or m ati c s s oft w ar e a n d c h ar a ct eri z e d t h eir b a si c m ol e c ul ar str u ct ur es. Si g n al p e pti d es, c ar b o h y dr at e -

bi n di n g d o m ai n s, hi n g e r e gi o n s w er e pr e di ct e d, m ol e c ul ar w ei g ht s a n d e x p e ct e d i s o el e ctri c p oi nts w er e c al c ul at e d. G e n es w er e di vi d e d 

i nt o diff er e nt c hiti n a s e cl a ss es b a s e d o n h o m ol o g y cl u st eri n g wit h g e n es fr o m Ar a bi d o p si s. T h e i n di vi d u al f a mil y m e m b ers w er e f urt h er 

li n k e d t o e x pr essi o n d at a a n d/ or lit er ar y k n o wl e d g e, w hi c h is i n r el ati o n t o c ott o n r at h er s c ar c e. K n o wl e d g e o n c hiti n a s e g e n e f a mil y 

m e m b ers i n c ott o n pr o vi d es a b a si c f or f urt h er b a si c - a s w ell a s a p pli e d c ott o n r es e ar c h  a s t h e y ar e f u n cti o n all y v ali d at e d.  
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Ar a bi d o p si s t h ali a n a A T 1 G 5 6 6 8 0, A T 1 G 0 2 3 6 0, A T 3 G 1 2 5 0 0, A T 4 G 1 9 7 2 0 a n d 
A T 5 G 2 4 0 9 0,  b el o n gi n g t o cl a ss es I -V w er e u s e d a s q u eri es ( P a ss ari n h o a n d d e -
Vri es, 2 0 0 2). R e d u n d a nt s e q u e n c es w er e r e m o v e d at ≥ 9 8 % si mil arit y i n a mi n o 
a ci d tr a n sl ati o n s. All i d e ntifi e d p ut ati v e c hiti n a s es i n c ott o n w er e b a c k -s e ar c h e d 
i n t h e N C BI d at a b a s e t o pr o v e si mil arit y wit h c hiti n a s es ( E v al u e ≤ 1 0 -2 0 ). 
S u b s e q u e ntl y, diff er e nt d at a b a s es a n d s oft w ar es ( T a bl e 1) w er e u s e d t o pr e di ct 
t h eir str u ct ur al a n d m ol e c ul ar c h ar a ct eri sti c s s u c h a s m ol e c ul ar w ei g ht a n d 
p ut ati v e i s o el e ctri c p oi nt s, t h e pr es e n c e of i n di vi d u al pr ot ei n d o m ai n s a n d si g n al 
p e pti d es ( T a bl e 1). S e q u e n c e ali g n m e nt of c hit i n as es fr o m c ott o n a n d 
Ar a bi d o p si s w a s d o n e u si n g Cl u st al W ( T a bl e 1) a n d e v ol uti o n ar y r el ati o n s hi ps 
w er e o b s er v e d b y vi e wi n g Cl a d o gr a m or P h yl o gr a m i n t h e pr o gr a m. T h e 
p h yl o g e n eti c tr e e w a s b uilt u si n g s oft w ar e ( w w w. e bi. a c. u k/ T o ols/ ms a ). 
M a xi m u m li k eli h o o d m et h o d w a s u s e d. A v ail a bl e d at a o n c hiti n a s e g e n e 
e x pr essi o n i n c ott o n w er e o bt ai n e d fr o m t h e d at a b a s e pl e x ( T a bl e 1).  
 
T a bl e 1  Li st of u s e d d at a b a s es a n d bi oi nf or m ati c s oft w ar es  

P h yt o z o m e  htt p:// w w w. p h yt o z o m e.j gi. d o e. g o v/  

N ati o n al C e nt er f or  
Bi ot e c h n ol o gi c al I nf or m ati o n  

htt p:// w w w. n c bi. nl m. ni h. g o v/  

M ol e c ul ar W ei g ht / Is o el e ctri c al 
P oi nt  

htt p:// w e b. e x p a s y. or g/ c o m p ut e _ pi/  

Si g n al p e pti d e  htt p:// w w w. c b s. dt u. d k/ s er vi c es/ Si g n al P/  

D e cr e a s e r e d u n d a n c y  
htt p:// w e b. e x p a s y. or g/ d e cr e a s e _r e d u n d a

n c y/  

Cl u st al W/ P h yl o g e n eti c tr e e  
htt p:// w w w. e bi. a c. u k/ T o ols/ ms a/ cl u st al

w 2/  

E x pr essi o n d at a/ P L E X d b  
w w w. pl e x d b. or g/ m o d ul es/t o ols/ pl e x d b _

bl a st. p h p  
Ar a bi d o p si s G e n o m e d at a b a s e  w w w. ar a bi d o p si s. or g  

 
P r ot ei n E xt r a cti o ns a n d A n al y si s  
 
W e st u di e d t ot al c hiti n a s e a cti vit y of c ott o n pl a nt l e a v es i n c o m p ari s o n wit h ot h er 
pl a nt m at eri als. F or t h at l y o p hili z e d, f ull y d e v el o p e d m at ur e l e a v es w er e 
c oll e ct e d fr o m G o ss y pi u m hi rs ut u m , M al v a s yl v e st ri s , M o r u s m ulti c a uli s , 
P o p ul u s , Li g u st r u m v ul g a r e  a n d R u m e x o bt u sif oli u s , gr o wi n g i n cl os e di st a n c e 
wit h t h e s a m e e c ol o gi c al p ar a m et ers i n t h e l o c alit y of T a s h k e nt, U z b e ki st a n ( G P S 
c o or di n at es: 4 1 ° 1 5  ́ 5 2. 7 4 0 0'' N a n d 6 9 ° 1 2  ́ 5 8. 5 7 2 0'' E). Ti ss u e m at eri al ( 5 0 0 g) 
w a s gr o u n d wit h li q ui d nitr o g e n usi n g a m ort ar a n d p estl e. Aft er gri n di n g, 
pr ot ei n s w er e i s ol at e d a n d a ss a y e d f or c hiti n a s e a cti vit y a s d es cri b e d pr e vi o u sl y 
( R ei ssi g et al.  1 9 5 5). T h e a cti vit y of t h e e n z y m e w a s e x pr ess e d a s m m ol of N -
a c et yl gl u c os e a mi n e a m o u nt h y dr ol y z e d f or 2 h o urs.  
 
R E S U L T S A N D  DI S C U S SI O N  
 
M at ur e c ott o n l e a v es c o nt ai n pr ot ei ns wit h c hiti n ol yti c a cti vit y. T hi s a cti vit y i s 
c o m p ar a bl e wit h t h at m e a s ur e d i n l e a v es of m al v a ( M al v a s yl v e st ri s ), w hit e 
m ul b err y ( M o r u s m ult u c a uli s ) a n d p o pl ar (P o p ul us ), b ut l o w er t h a n i n wil d pri v et 
(Li g u st r u m v ul g a r e ) or bitt er d o c k (R u m e x o bt u sif oli u s ) ( Fi g. 1).  
 

 
 
Fi g u r e  1 V ari a bilit y of t ot al c hiti n a s e a cti vit y  i n m at ur e l e a v es of diff er e nt pl a nt 
s p e ci es s u c h a s R u m e x o bt u sif oli u s  ( 1), Li g u st r u m v ul g a r e  ( 2), P o p ul u s al b a  ( 3), 
M o r u s m ulti c a uli s  ( 4), M al v a S yl v e st ri s  ( 5) a n d G o ss y pi u m hi rs ut u m  ( 6). ( T h e 
err or b ars w er e c al c ul at e d b a s e d o n t h e f o ur r e pli c at es wit h st a n d ar d d e vi ati o n, 
“ * ”: si g nifi c a nt diff er e n c e at P < 0. 1; “ * * ”: si g nifi c a nt diff er e n c e at P < 0. 0 5)  

 
W e h a v e m e a s ur e d t h e o v er all a cti vit y of c hiti n a s es i n c ott o n. T h e o bt ai n e d 
v al u es ar e, h o w e v er, h ar dl y i n di c ati v e si n c e r es ult s ar e fr o m t h e a cti viti es of 
s e v er al i n di vi d u al i s of or ms of diff er e nt a cti vit y, r e g ul ati o n a n d f u n cti o n. T h e 
a cti vit y of c hiti n a s es v ari es a m o n g pl a nt s p e ci es, b ut als o d e p e n d s o n 
d e v el o p m e nt al st a g e a n d e v e n pl a nt or g a n ( G r e g o r o v á et al.  2 0 1 5) . N e v ert h el ess, 
t h eir t ot al a cti vit y i n p e a w a s s h o w n t o c oi n ci d e wit h m et al t ol er a n c e ( M et w all y 
et al.  2 0 0 5).  M or e o v er, n ot o nl y a b s ol ut e a c ti vit y v al u es b ut ki n eti c s of i n di vi d u al 
c hiti n a s e i s of or ms c a n c oi n ci d e wit h pl a nt t ol er a n c e t o str ess es ( M é s z á r os et al.  
2 0 1 3) , h e n c e d et ail e d st u d y of c orr es p o n di n g g e n e f a mil y mi g ht b e v ery u s ef ul 
f or pl a nt i m pr o v e m e nt. 
T h e m e a s ur e d a cti viti es ar e t h e r es ult s of a cti o n of s e v er al diff er e nt i s of or ms 
e n c o d e d b y t h e m e m b ers of c hiti n a s e f a mil y. H er e, t h e g e n o m e of G. r ai m o n dii  
a n d G. hi rs ut u m  w er e  s e ar c h e d wit h c hiti n a s es fr o m Ar a bi d o p si s t h ali a n a  f or 
pr es e n c e of e x pr ess e d a n d p ut ati v e g e n e h o m ol o g u es u si n g t h e B L A S T pr o gr a m 
i n P h yt o z o m e a n d N C BI d at a b a s e. T hi s s e ar c h r e v e al e d a t ot al of 4 3 g e n e 
s e q u e n c es a n n ot at e d a s c hiti n a s es, of w hi c h 2 w er e r e m o v e d a s r e d u n d a nt usi n g a 
s oft w ar e. A t ot al of 4 1 n o n -r e d u n d a nt p ut ati v e c hiti n a ses w er e d et e ct e d i n c ott o n. 
T h eir c al c ul at e d m ol e c ul ar w ei g ht s v ari e d i n t h e r a n g e of 2 4. 9 -4 9. 8 k D a. M or e 
t h a n h alf of t h e m ( 2 9 o ut of 4 1) w er e pr e di ct e d a s a ci di c wit h t h e pI l o w er t h a n 
6. 5, a n d o nl y f o ur c hiti n a s es w er e f o u n d t o h a v e pI i n n e utr al r a n g e a n d 9 
c hiti n a s es ar e p ossi bl y b a si c. Cl u st eri n g wit h c hiti n a s e r e pr es e nt ati v es fr o m A. 
t h ali a n a a n d t h e c ott o n c hiti n as e cl a ss VII ( Li a n d Li u 2 0 0 3) s ort e d t h e c ott o n 
c hiti n a s es i nt o si x cl a ss es ( Fi g ur e 2).  

 
 
Fi g u r e 2  D e n dr o gr a m of c ott o n c hiti n a s es b a s e d o n a mi n o a ci d s e q u e n c e 
ali g n m e nt wit h r e pr es e nt ati v es of g e n es b el o n gi n g t o cl a ss es I -V fr o m A. 
t h ali a n a. R e pr es e nt ati v es of g e n es fr o m A. t h ali a n a  ar e d es cri b e d i n b ol d. I n li g ht 
gr e y b a c k gr o u n d, g e n es of F a mil y G H 1 8 ar e s h o w n. G e n es of F a mil y G H 1 9 ar e 
i n di c at e d i n d ar k gr e y b a c k gr o u n d.  
 
T hi s di stri b uti o n fit s wit h e x p e ct e d str u ct ur al d at a. Tr a n sl ati o n s of 1 7 i d e ntifi e d 
c ott o n c hiti n a s es c o nt ai n a Gl y c o _ h y dr o _ 1 9 d o m ai n ( G H 1 9) ( F a mil y 1 9 
c hiti n a s es), a n d 2 4 c hiti n a s es p oss ess a Gl y c o _ h y dr o _ 1 8 d o m ai n ( G H 1 8) t y pi c al 
f or t h e f a mil y 1 8 c hiti n a s es. T h e f a mil y 1 9 c hiti n a s es c o m pri s e d cl a ss es I, II, I V, 
VII a n d i n cl u d e d 1 7 p ut ati v e g e n es, a n d t h e f a mil y 1 8 c hiti n a s es p oss ess e d 1 1 
g e n es of cl a ss III a n d 1 3 of cl a ss V c hiti n a s es ( Fi g ur e 2 a n d 3). A p ut ati v e si g n al 
p e pti d e ( S P) i s pr es e nt i n 3 7 c hiti n a s e g e n es ( Fi g ur e 3). A c ar b o h y dr at e -bi n di n g 
d o m ai n w a s i d e ntifi e d i n o nl y s o m e of F a mil y 1 9 c hiti n a s es, n a m el y i n si x cl a ss 
I V a n d t hr e e cl a ss I c hiti n as e g e n es ( Fi g ur e 3). A m o n g t h e m, a pr oli n e ri c h, s o -
c all e d hi n g e  r e gi o n w a s f o u n d i n t w o o ut of t hr e e cl a ss I, a n d f o ur of si x cl a ss I V 
c hiti n a s es ( Fi g ur e 3).  

*  
* *  
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T ot al c hiti n a s e a cti viti es of diff er e nt pl a nt s  

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa
http://www.phytozome.jgi.doe.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://web.expasy.org/compute_pi/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://web.expasy.org/decrease_redundancy/
http://web.expasy.org/decrease_redundancy/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://www.plexdb.org/modules/tools/plexdb_blast.php
http://www.plexdb.org/modules/tools/plexdb_blast.php
http://www.arabidopsis.org/
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Fi g u r e 3  Pri m ar y str u ct ur al m a p s of c hiti n a s e ( cl a ss I - VII) g e n es f o u n d i n c ott o n ( G. r ai m o n dii ) g e n o m e a n d t h e n u m b er of t h eir 
r e pr es e nt a nt s i n diff er e nt pla nt s p e ci es. S P - Si g n al p e pti d e; C B D - c ar b o h y dr at e -bi n di n g d o m ai n;  - Hi n g e r e gi o n; G H 1 8  a n d G H 1 9  - 
Gl y c o h y dr ol a s e d o m ai n 1 8/ 1 9, C T E - C -t er mi n al e xt e n si o n;  D el eti o n s; wit h r e d li n es Y N Y G m otifs ar e r e pr es e nt e d i n cl a ss es I, II, a n d 
VII; d ar k g r e y li n es i n cl a ss I a n d cl ass II c hiti n a s es st a n d s f or W F W M m otifs; C R G P m otif i n cl a ss I V c hiti n as es i s n ot e d i n pi n k li n e; 
E V A A F m otifs ar e m ar k e d wit h a vi ol et li n e i n cl a ss VII c hiti n a s es  

 
W e i d e ntifi e d a n d c h ar a ct eri z e d t o s o m e e xt e nt i n sili c o a t ot al o f 4 1 c hiti n a s e 
g e n es i n t h e g e n o m e of c ott o n. T hi s n u m b er i s hi g h er c o m p ari n g wit h 2 4 g e n es 
d es cri b e d i n t h e m o d el pl a nt A. t h ali a n a  ( P a ss a ri n h o a n d d e-V ri e s, 2 0 0 2)  or t h e 
3 7 g e n es i n p o pl ar ( P.tri c h o c a r p a)  ( Ji a n g et al.  2 0 1 3)  ( Fi g ur e 3). Si n c e t h e 
n u m b er of c hiti n a s e g e n es a m o n g di c ot yl e d o n o u s a n d m o n o c ot yl e d o n o u s pl a nt 
s p e ci es i s e x p e ct e d t o b e c o m p ar a bl e ( Y o k o y a m a a n d Ni s hit a ni 2 0 0 4), t h e 
o b s er v e d di s cr e p a n c y i s li k el y b e c a u s e of a v ail a bl e r a pi dl y d e v el o pi n g 
bi oi nf or m ati c t o ols ( Fi g ur e 3). C o n s e q u e ntl y, t h e c urr e ntl y d es cri b e d g e n e 
f a mili es i n i n di vi d u al s p e ci es mi g ht i n r e alit y still b e l ar g er a n d i n c o m pl et e.  
 

 
 
 

 
C al c ul at e d m ol e c ul ar w ei g ht s of all e n c o d e d c ott o n c hiti n a s es w er e i n t h e r a n g e 
of 2 4. 9 -4 9. 8 k D a w hi c h ar e si mil ar t o t h os e f o u n d i n Ar a bi d o p si s 2 3. 3 -4 6. 9 k D a 
( P a ss a ri n h o a n d d e V ri e s 2 0 0 2).  
I ntr o n-e x o n str u ct ur es of c ott o n c hiti n a s es r es e m bl e s o m e si mil ariti es wi t h 
r es p e ct t o e n z y m e cl a ssifi c ati o n ( Fi g ur e 4). All cl a ss I c hiti n as es h a v e 2 i ntr o ns 
a n d 3 e x o n s. All cl a ss I V c hiti n as es ( e x c e pt f or t h e G or ai. 0 1 1 G 1 3 7 3 0 0) h a v e 1 
i ntr o n a n d 2 e x o n s. I n c o ntr a st, g e n e str u ct ur es of F a mil y 1 8 c hiti n a s es w er e 
m or e v ari a bl e.  S e v e n of el e v e n cl a ss III m e m b ers l a c k a n y i ntr o n; 3 g e n es 
p oss ess o n e i ntr o n a n d o n e g e n e ( G or ai. 0 0 8 G 1 2 4 3 0 0) c o nt ai n s 7 i ntr o n s. S e v e n 
of t hirt e e n c ott o n cl a ss V c hiti n a s e g e n es p oss ess o n e i ntr o n. Fi v e of t h e m h a v e a 
r el ati v el y c o n s er v e d p ositi o n of i ntr o n at t h e b e gi n ni n g of t h e g e n e. T h e ot h er si x 
cl a ss V f a mil y m e m b ers l a c k a n y i ntr o n.  
T h e c hiti n a s e g e n es i n t h e P h yt os o m e d at a b a s e w er e a ssi g n e d t o t h e fi v e t y pi c al 
str u ct ur al cl a ss es, a n d cl u st eri n g wit h c hiti n a s es fr o m w ell -d es cri b e d Ar a bi d o p si s 
c o nfi r m e d t hi s di stri b uti o n ( Fi g ur e 2). I n a d diti o n t o t h es e fi v e t y pi c al cl a ss es, a 
cl a ss VII c hiti n a s e h a s b e e n d es cri b e d a n d c h ar a ct eri z e d b y Li a n d Li u ( 2 0 0 3) . 
W e i d e ntifi e d t w o m or e c hiti n a s es s h o wi n g hi g h s e q u e n c e si mil arit y t o t h e cl a ss 
VII c hiti n a s e f o u n d i n t h e c ott o n g e n o m e ( Fi g ur e 2 a n d 4). T y pi c all y, t h es e 
e n z y m es l a c k t h e C B D ( Li a n d Li u 2 0 0 3). W hil e t w o of t h e m 
( G or ai 0 1 1 G 0 0 5 1 0 0 a n d G or ai 0 0 6 G 0 7 8 9 0 0) s h o w r es p o n si v e n ess t o a bi oti c 
str ess es ( C h ri sti a ns o n et al.  2 0 0 2; P a d m al at h a et al.  2 0 1 2 ; T a bl e 2), t h e t hir d 
( G or ai. 0 1 1 G 1 9 8 5 0 0) h a s b e e n s u g g est e d t o pl a y a r ol e i n fi b er d e v el o p m e nt 
( Z h a n g D et al , 2 0 0 4). 
 

Fi g u r e 4 P h yl o g e n eti c r el ati o n s hi p s a m o n g  G. r ai m o n dii  c hiti n a s e g e n es a n d 
t h eir pr ot ei n str u ct ur es: A - P h yl o g e n eti c tr e e; B –  C hiti n a s e cl a ss; C - n u m b er 
of a mi n o a ci d s i n t h e e n z y m e m ol e c ul e: D –  P ut ati v e i s o el e ctri c p oi nt s of 
e n z y m es E - D o m ai n s:  - Gl y c os yl h y dr ol a s e F a mil y 1 8;  - Gl y c os yl 
h y dr ol a s e F a mil y 1 9;  - C ar b o h y dr at e bi n di n g d o m ai n;  
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Fi g u r e  5 G e n o mi c l o c ali z ati o n of G. r ai m o n dii c hiti n a s e g e n es. Tr a n s cri pt n a m es a n d  c hiti n a s e  cl a ss es  (i n R o m a n di git s) ar e gi v e n i n fr o nt of 
l o c ali z ati o n. N u m b ers of c hr o m os o m es ar e i n di c at e d u n d er t h e c ol u m n s. Cl ass es of c hiti n a s es ar e s h o w n i n q u a dr a n gl es.  

 
W e r etri e v e d d at a o n t h e l o c ali z ati o n of c hiti n a s e g e n es i n c hr o m os o m es of G. 
r ai m o n dii fr o m t h e P h yt o z o m e d at a b as e ( Fi g ur e 5). T h e l ar g est n u m b ers of 
c hiti n a s e g e n es w er e l o c at e d o n t h e c hr o m os o m es 3, 1 1 ( 6 g e n es) a n d 6, 8 ( 5 
g e n es). M a n y g e n es b el o n gi n g t o si mil ar cl a ss es ar e c o -l o c ali z e d. O nl y cl a ss III 
c hiti n a s es ar e l o c at e d o n t h e c hr o m os o m es 4 a n d 8, cl a ss I c hiti n a s es ar e o nl y 
pr es e nt o n t h e c hr o m os o m es 2 a n d 5, w hil e o nl y cl a ss V c hiti n a s es w er e 
i d e ntifi e d o n t h e c hr o m os o m e 1. O n t h e ot h er h a n d, cl u st ers of c hiti n a s e g e n es 
(s m all r e gi o n s of c hr o m os o m es w h er e s e v er al g e n es ar e c o-l o c at e d) w er e 
id e ntifi e d o n t h e c ott o n c hr o m os o m es 1, 5, 6 a n d 1 1. O n t h e c hr o m os o m es 6 a n d 
1 1 t h er e w er e t w o cl u st ers of cl a ss I V c hiti n a s es, t hr e e cl a ss I c hiti n a s es w er e 
cl u st er e d o n t h e c hr o m os o m e 5, a n d t hr e e cl a ss V c hiti n a s es ar e cl u st er e d o n t h e 
c hr o m os o m e 1.   
T h e c hiti n a s e g e n es i n c ott o n ar e distri b ut e d al o n g t h e al m ost e ntir e g e n o m e, 
e x c e pt f or t h e si n gl e c hr o m os o m e 1 2 ( Fi g ur e 5). T hi s di stri b uti o n i s r el ati v el y 
e v e n c o m p ari n g wit h ot h er s p e ci es. F or i n st a n c e i n A.t h ali a n a  all t h e 2 4 
c hiti n a s es w er e f o u n d i n fi v e c hr o m os o m es ( P a ss a ri n h o a n d d e V ri e s, 2 0 0 2), 
w hil e t h e l ar g est n u m b er of c hiti n a s es b el o n g e d t o c hr o m os o m es 2 ( 6 c hiti n a s es) 
a n d 4 ( 9 c hiti n a s es). T h e m aj orit y ( 3 0 of 3 7) of c hiti n a s e g e n es i n P. t ri c h o c a r p a  
w er e p ositi o n e d o n t h e c hr o m os o m es 8 of 1 9 ( Ji a n g et al.  2 0 1 3) . O n t h e ot h er 

h a n d, c o -l o c ali s ati o n of si mil ar cl a ss c hiti n a s es i n c ott o n a p p e ars a s a c o m m o n 
f e at ur e. Si mil ar p att er n w a s o b s er v e d i n P. t ri c h o c a r p a  c hiti n a s es, w h er e t h e 
cl a ss I c hiti n a s es w er e l o c ali z e d o n c hr o m os o m es 4 a n d 9, a n d cl a ss V c hiti n a s es 
w er e l o c at e d o n c hr o m os o m es 6 a n d 1 8 ( Ji a n g et al.  2 0 1 3) . Si mil arl y, i n A. 
t h ali a n a t h e cl a ss I V c hiti n a s es w er e f o u n d o n c hr o m os o m e 2 a n d Cl a ss V g e n es 
w er e p ositi o n e d o n c hr o m os o m e I V ( P a ss a ri n h o a n d d e V ri e s, 2 0 0 2).  
Si n c e e x pr essi o n d at a ar e still u n a v ail a bl e f or c ott o n i n t h e P h yt o z o m e d at a b as e, 
t h e c hiti n as e g e n es i d e ntifi e d w er e u s e d a s q u eri es f or si mil arit y s e ar c h of t h e 
P L E X d b d at a b a s e ( C ott o n P L E X). E x pr essi o n d at a c o ul d b e r etri e v e d f or a t ot al 
of 8 c ott o n c hi ti n a s e g e n es ( T a bl e 2).  
Mi cr o arr a y g e n e e x pr essi o n d at a w er e o bt ai n e d o n l e a v es a n d r o ot s of 
e x p eri m e nt al c ott o n pl a nts i n t h e c o nt e xt of fl o o di n g ( C h ri sti a ns o n et al.  2 0 0 9)  
a n d dr o u g ht c o n diti o n s ( R o d ri g u e z et al.  2 0 1 4; P a d m alt a h a et al.  2 0 1 2)  ( T a bl e 
2).  A  cl o n e wit h hi g h s e q u e n c e si mil arit y t o t h e cl a ss I V c hiti n a s es 
G or ai. 0 0 6 G 2 3 0 7 0 0 w a s str o n gl y r es p o n si v e t o dr o u g ht i n gr e e n h o u s e c o n diti o n 
( P a d m al at h a et al.  2 0 1 2)  a n d si g nifi c a ntl y l o w er v al u e w a s tr u e i n fi el d 
e x p eri m e nt s ( R o d ri g u e z et al.  2 0 1 4) , h o w ev er r e m ai n e d u n aff e ct e d i n fl o o d -
e x p os e d l e a v es a n d r o ot s i n a fi el d st u d y ( C h ri sti a ns o n et al.  2 0 0 9) . 
 

 
T a b l e 2  E x pr essi o n d at a of c hiti n a s es i n t h e P L E X d b (w w w. pl e x d b. or g/ m o d ul es/t o ols/ pl e x d b _ bl a st. p h p ) 

P h yt o z o m e n a m e  

 C hristi a n s o n et al.  2 0 0 9  R o dri g u e z et al.  2 0 1 4  P a d m al at h a et al.  2 0 1 2  
 R o ot  L e af  L e af (fi el d e x p eri m e nt)  L e af ( Gr e e n h o u s e)  

Cl a ss  C o ntr ol  Fl o o d e d  C o ntr ol  Fl o o d e d  C o ntr ol  Dr o u g ht  C o ntr ol  Dr o u g ht  

G or ai. 0 0 5 G 2 5 7 9 0 0. 1  I 4. 8  2. 0 3  1. 2 2  1. 3 9  4. 9  4. 3 1  4. 0 9  2. 7 8  

G or ai. 0 0 5 G 2 5 8 1 0 0. 1  I 1 0. 0 5  1 1. 8 2  7. 9 8  6. 2 9  7. 0 3  7. 4 9  7. 4  9. 0  

G or ai. 0 0 8 G 2 7 2 0 0 0. 1  III 1 1. 4 5  1 1. 6 8  5. 4 7  5. 8 7  7. 3 7  7. 0 4  8. 1 6  8. 9  

G or ai. 0 0 8 G 2 7 2 1 0 0. 1  III 5. 9 5  6. 9 5  5. 8 6  6. 5  7. 3 4  6. 8 2  9. 4 9  1 1. 7 8  

G or ai. 0 0 8 G 1 2 4 3 0 0. 1  III 8. 4 2  7. 5 8  7. 0 2  6. 6 8  7. 1 6  7. 8 8  8. 8 5  8. 7 6  

G or ai. 0 0 6 G 2 3 0 7 0 0. 1  I V 4. 2 9  4. 9 2  3. 3 5  3. 1  5. 4 8  3. 9 5  2. 7 2  5. 0 7  

G or ai. 0 1 1 G 0 0 5 1 0 0. 1  VII  5. 9 8  5. 7 3  3. 8 5  2. 4 3  5. 8 4  4. 0 1  4. 9  3. 9 7  

G or ai. 0 0 6 G 0 7 8 9 0 0. 1  VII  3. 5 4  2. 2 7  1. 6 2  1. 2 6  3. 4 4  4. 1 6  5. 1 7  0. 8  
* G e n es i d e ntifi e d a s r es p o n si v e  t o gi v e n str ess t y p es ar e i n di c at e d b ol d 

 
 
W e d et e ct e d si x cl a ss I c hiti n a s e g e n e i n c ott o n ( Fi g ur e 4). O n e of t h e m 
( G or ai. 0 0 5 G 2 5 7 9 0 0) h a s b e e n r e p ort e d a s aff e ct e d i n fl o o d e d r o ot s a n d i n 
dr o u g ht str ess e d l e a v es (T a bl e 1; P a d m al at h a et al.  2 0 1 2) . T h e ot her t w o cl a ss I 
c hiti n a s es ( G or ai. 0 1 0 G 0 5 8 9 0 0 a n d G or ai. 0 0 2 G 2 0 3 6 0 0) h a v e b e e n d es cri b e d as 
d ef e n si v e a n d i n d u ci bl e b y S A a n d et h yl e n e ( H u ds p et h et al.  1 9 9 6; L e v o r s o n 
a n d C hl a n, 1 9 9 7 , r es p e cti v el y). Pr e vi o u sl y, r el ati v el y l o w n u m b er of cl a ss I 
c hiti n a s e w a s i d e ntifi e d i n Ar a bi d o p si s a s a cti v e i n r o ot s a n d at l o w er l e v els i n 
l e a v es a n d fl o w ers of a gi n g pl a nt s ( P ass a ri n h o et al.  2 0 0 2) . 

A si n gl e cl a ss II c hiti n a s e g e n e i n c ott o n c o ntr a di ct s t h e r el ati v el y hi g h er n u m b er 
of i d e ntifi e d cl a ss II c hiti n as es i n ot h er pl a nt s p e ci es ( Fi g ur e 2 a n d 3). T his cl a ss 
of g e n es mi g ht h a v e e v ol uti o n ar y e v ol v e d fr o m cl a ss I c hiti n a s es a n d w a s als o 
d es cri b e d f or r ol e d uri n g d ef e n s e ( Ki r s c h et al.  1 9 9 3; P o n at h et al.  2 0 0 0;  M ei ns 
et al.  1 9 9 4) . O n t h e c o ntr ar y, s ur pri si n gl y hi g h n u m b er of cl a ss III c hiti n a s es w a s 
i d e ntifi e d i n c ott o n, si mil arl y a s i n p o pl ar b ut u nli k e i n A. t h ali a n a . T h e t hr e e 
e x p eri m e nt all y st u di e d cl a ss III c ott o n g e n es ar e pr o b a bl y i n v ol v e d i n t h e 
pr o c ess e s ot h er t h a n a d a pt ati o n t o a bi oti c str ess es ( T a bl e 2). T h e si n gl e cl a ss III 
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c hiti n a s e i n Ar a bi d o psi s w a s i n d u c e d b y f u n gi, b ut n ot w o u n di n g, et h yl e n e or S A 
( S a m a c a n d S h a h 1 9 9 1). 
S e v e n cl a ss I V c hiti n a s es w er e i d e ntifi e d i n c ott o n. O n e of t h e m 
( G or ai. 0 0 6 G 23 0 7 0 0) w a s i n d u c e d i n l e a v es e x p os e d t o dr o u g ht (T a bl e 2, 
P a d m al at h a et al.  2 0 1 2) , a n d a n ot h er ( G or ai. 0 1 1 G 1 3 7 5 0 0) w a s f o u n d i n d u c e d i n 
wilti n g l e af ( W a n g et al.  2 0 1 1) . Cl ass I V c hiti n a s es i n ot h er pl a nt s p e ci es w er e 
pr o p os e d t o b e a ss o ci at e d wit h pl a nt r es i st a n c e a g ai n st f u n gi ( L a n g e et al.  1 9 9 6; 
Ni el s e n et al.  1 9 9 4) , vir u s es, a n d als o a bi oti c str ess es s u c h a s h e a v y m et als a n d 
U V irr a di ati o n ( M ar gi s Pi n h er o et al.  1 9 9 3). H o w e v e r P a ss a ri n h o a n d d e -V ri es 
( 2 0 0 2) s u g g est e d t h at cl a ss I V c hiti n as es ar e i n v ol v e d i n d e v el o p m e nt al pr o c ess es 
r at h er t h a n i n d ef e n s e. 
T hirt e e n c ott o n c hiti n a s es b el o n g t o cl a ss V e n z y m es. S p e cifi c f u n cti o n f or t hi s 
r at h er di v ers e gr o u p of c hiti n a s es h a s n ot y et b e e n attri b ut e d. T h e y ar e s u g g est e d 
t o pl a y a r ol e i n pl a nt d ef e n s e a s w ell a s d e v el o p m e nt ( H eit z et al.  1 9 9 4; 
M el c h e r s et al.  1 9 9 4) . T w o cl a ss V c hiti n a s e g e n es i n c ott o n t o g et h er wit h cl a ss 
II c hiti n a s e w er e si g nifi c a ntl y u pr e g ul at e d i n c ott o n r o ot s i n r es p o n s e V. d a hli a e  
a n d si g nifi c a ntl y i n cr e a s e d f oll o wi n g tr e at m e nt wit h j a s m o ni c a ci d a n d H 2 O 2 . 
A ut h ors s u g g est e d t h at t h es e g e n es m a y b e i n v ol v e d i n pl a nt r esi st a n c e t o str ess 
( X u et al.  2 0 1 6) .  
F or s o m e of t h e c hiti n a s e cl a ss es a t y pi c al r ol e h a s b e e n a ssi g n e d. M ost t y pi c all y, 
a ntif u n g al a cti vit y h a s b e e n attri b ut e d t o cl a ss I a n d II c hiti n a s es ( N e u h a us et al.  
1 1 9 1)  b y h y dr ol y zi n g t h e c ell w alls of pl a nt p at h o g e ni c f u n gi ( W a r g o P M 1 9 7 5), 
a n d/ or b y r el e a si n g eli cit ors of d ef e n s e r e a cti o n s ( H a d wi g e r a n d B e c k m a n 
1 9 8 0) . F urt h er m or e, cl a ss I a n d cl a ss II c hiti n as es w er e li n k e d wit h a ntifr e e z e 
a cti vit y i n S e c al e c e r e al e  ( Pi h a k a s ki-M a u ns b a c h et al.  2 0 0 1; N a k a m u r a et al.  
2 0 0 8) , a n d s alt-a d a pt ati o n i n t o b a c c o ( Ni c oti a n a t a b a c u m ) ( Y u n et al.  1 9 9 6) . T h e 
f u n cti o n al diff er e n c es b et w e e n i n di vi d u al ( c ott o n) c hiti n a s e cl a ss es ar e, h o w e v er, 
n ot cl e ar si n c e c hiti n a s es of s e p ar at e cl a ss es c a n r efl e ct diff er e nt c hiti n 
r e c o g niti o n l e v els. F or e x a m pl e, S a s a ki et al.  ( 2 0 0 6) d e m o n str at e d t h at cl a ss I 
a n d cl a ss I II c hiti n a s es r e c o g ni z e t hr e e c o nti g u o u s N-a c et yl gl u c os e a mi n e 
r esi d u es i n diff er e nt s u b sit es. F urt h er m or e, a v ail a bl e e x pr essi o n d at a i n di c at e t h at 
s o m e c ott o n c hiti n a s es of diff er e nt cl a ss es mi g ht h a v e o v erl a p pi n g f u n cti o n s. F or 
i n st a n c e, cl a ss I, I V a n d VII c hiti n a s es mi g ht b e d ef e n s e -r el at e d d u e t o 
r es p o n si v e n ess t o s e v er al diff er e nt a bi oti c str ess es, et h yl e n e or t h e str ess 
h or m o n e s ali c yli c a ci d ( C hl a n a n d B o u r g e oi s 2 0 0 1; Ni el s e n et al.  1 9 9 4; Li a n d 
Li u 2 0 0 3) . I n t h e p a st d e c a d e i n cr e a si n g a m o u nt of e vi d e n c e i n di c at es 
i n v ol v e m e nt of c hiti n a s es i n a bi oti c str ess li k e m et als ( B é k é si o v á et al.  2 0 0 8) , 
c ol d a n d s pri n g h ar d e ni n g ( Z u r et al , 2 0 1 4), dr o u g ht ( G r e g o r o v á et al.  2 0 1 5) . 
H o w e v er, t h es e f u n cti o n s h a v e n ot b e e n attri b ut e d t o a p arti c ul ar c hiti n a s e cl a s s 
( Sti nt zi et al.  1 9 9 3). R es e ar c h es t h at ar e m or e r e c e nt pr o v e t h at c hiti n a s es ar e 
a cti v at e d i n c ott o n u p o n a p pli c ati o n of c o m m o nl y u s e d p esti ci d es ( As r o r o v et al.  
2 0 1 3; R aj e n d r a n et al.  2 0 1 1; S z c z e p a ni e c et al.  2 0 1 3) . O n t h e ot h er h a n d, cl a ss 
I V c hiti n a s es h a v e b e e n s u g g est e d a s m ar k ers of e m br y o g e n esi s ( Wi w e g e r et al.  
2 0 0 3) . I n c ott o n t h e c hiti n a s e g e n e c orr es p o n di n g t o G or ai. 0 1 1 G 1 9 8 5 0 0 h as b e e n 
i d e ntifi e d ( Li a n d Li u 2 0 0 3) a s n ot si mil ar t o a n y of t h e t y pi c al pl a nt c hiti n a s e 
cl a ss es I -VI ( N e u h a us et al.  1 9 9 6) . T hi s u ni q u e c hiti n a s e, si mil ar t o cl a ss I a n d 
cl a ss II c hiti n a s es t o o nl y 3 0 %, w a s d efi n e d a s b el o n gi n g i nt o a s e p ar at e cl a ss 
( cl a ss VII c hiti n a s e), a n d i s a b u n d a nt i n fi b ers a n d i n t h e s e e dli n g r o ot s ( Li a n d 
Li u 2 0 0 3) . M or e d et ail e d str u ct ur al a n d e x pr essi o n a n al ys es s u g g est e d t h at t h e 
t w o cl os el y r el at e d c ott o n g e n es, G h C T L 1 a n d G h C T L 2, c a n b e pr eli mi n aril y 
cl a ssifi e d a s c hiti n bi n di n g l e cti n s. T h e y li k el y l a c k h y dr ol yti c a cti vit y, w hil e t h e 
c hiti n a s e a cti vit y i n fi b e r i s attri b ut a bl e t o t h e e x pr essi o n of a ut h e nti c c hiti n a s es 
al o n g wit h p ut ati v el y n o n -h y dr ol yti c G h C T L 1/ G h C T L 2 ( Z h a n g et al.  2 0 0 4) . 
T h es e s p e cifi c c ott o n c hiti n a s e  i niti at es fi b er w all t hi c k e ni n g vi a t h e d e p ositi o n of 
h eli c al c ell ul os e mi cr ofi brils i n s e c o n d ar y w alls ( Z h a n g et al.  2 0 0 4) , b ut 
in d u ci bilit y wit h s ali c yli c a ci d a n d et h yl e n e i n di c at es a d diti o n al r ol e i n d ef e n s e 
(Li a n d Li u 2 0 0 3; H u ds p et h et al.  1 9 9 6; L e v o r s o n a n d C hl a n et al.  1 9 9 7) . T h e 
e x a ct m e c h a ni s m of a cti o n of t h es e g e n es i n fi b er f or m ati o n , h o w e v er, r e m ai n s t o 
el u ci d at e.   
 
C O N C L U SI O N  
 
I n s u m m ar y, w e i d e ntifi e d t h e m e m b ers of c hiti n as e g e n e f a mil y i n c ott o n u si n g 
bi oi nf or m ati c s t o ols. T h e a v ail a bl e g e n o m e d at a e n a bl e a m or e d et ail e d a n al ysi s 
of c ott o n c hiti n a s e g e n es b ot h i n sili c o a s w ell a s e x p eri m e nt all y. Es p e ci all y t h e 
g e n e e x pr essi o n d at a h a v e t o b e e xt e n d e d i n n e ar f ut ur e t o i m pr o v e o ur 
k n o wl e d g e o n t h e pi v ot al r ol e of c hiti n a s es n ot o nl y i n pr o c ess es of a d a pt ati o n t o 
e n vir o n m e nt, b ut als o i n i m p ort a nt d e v el o p m e nt al pr o c ess es li k e fi b er  f or m ati o n. 
T h e o bt ai n e d r es ult s c a n b e a v al u a bl e b a si s f or t h e f u n cti o n al st u di es of t h es e 
g e n e f a mil y m e m b ers i n b a si c - a s w ell a s a p pli e d c ott o n r es e ar c h.  
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I N T R O D U C T I O N 
 
C urr e nt e vi d e n c e s u g g est s t h at o xi d ati v e str ess ( O S) r e pr es e nt s a n i m p ort a nt 
f a ct or i n m al e r e pr o d u cti v e d ysf u n cti o n.  A n i n cr e a s e d c o n c e ntr ati o n of a b n or m al 
s p er m at o z o a g e n er ati n g fr e e r a di c als ( F R s) a n d a  r e d u c e d a nti o xi d a nt c a p a cit y of 
s e m e n, w hi c h h a s b e e n r e p ort e d i n a ni m als a n d h u m a n s, ar e t w o d o mi n a n t f a ct ors 
u n d erl yi n g s e mi n al O S ( Ait k e n et al. , 1 9 9 1; T v r d á et al. , 2 0 1 1). At t h e s a m e 
ti m e, a s p e cifi c c ell ul ar str u ct ur e l e a v es s p er m at o z o a t o b e u ni q u el y v ul n er a bl e t o 
o xi d ati v e i n s ult s. S p er m pl a s m ati c m e m br a n es c o nt ai n l ar g e q u a ntiti es of 
p ol y u n s at ur a t e d f att y a ci d s, w hil e t h eir c yt o pl a s ms l a c k si g nifi c a nt a m o u nt s of 
F R s c a v e n g ers ( B u ett n e r, 1 9 9 3 ), l e a di n g t o a n i cr e a s e d ri s k of o xi d ati v e d a m a g e, 
a n d s u b s e q u e ntl y a d e cr e a s e d s e m e n q u alit y (d e L a mi r a n d e a n d G a g n o n, 
1 9 9 3 ). F urt h er m or e, F R o v er pr o d u cti o n m a y r es ult i n i n cr e a s e d m or p h ol o gi c al 
d ef e ct s, alt er ati o n s t o s p er m c a p a cit ati o n a n d a cr os o m e r e a cti o n, all of w hi c h ar e 
r el at e d t o a c o m pr o mi s e d f ertilit y (A g a r w al et al ., 2 0 1 4). 
R e c e ntl y, a  n u m b er of r e p ort s h a v e e m p h a si z e d o n t h e p ositi v e eff e ct s of or a l 
a nti o xi d a nt a d mi nistr ati o n o n m al e f ertilit y i n a ni m als a n d h u m a n s ( D o n n el y et 
al.,  1 9 9 9 ; A g a r w al a n d S e k h o n, 2 0 1 0 ). O n t h e ot h er h a n d, st u di es f o c us e d o n 
t h e i n vit r o eff e ct s of a nti o xi d a nts o n s p er m at o z o a ar e still v er y s p ars e, 
c o ntr o v ersi al or c o ntr a di ct or y. T h e i n vitr o d at a ar e n e v ert h el ess i m p ort a nt, a s it 
h a s b e e n s h o w n o n n u m er o u s o c c a si o n s t h at e xt er n al a nti o xi d a nt s m a y  pr ot e ct  
s p er m at o z o a a g ai n st o xi d ati v e i nj ur y a n d a s u b s e q u e nt d ysf u n cti o n. S u c h 
k n o wl e d g e i s ess e nti al f or s p er m at o z o a pr o c essi n g pr ot o c ols p erf or m e d i n 
m e di c al or v et eri n ar y a n dr ol o g y f or s p er m at o z o a cr y o pr es er v ati o n or a ssi st e d 
r e pr o d u cti v e t e c h n ol o gi es (S al e h a n d A g a r w al, 2 0 0 2 ). 
A d mi ni str ati o n  of s y nt h eti c a nti o xi d a nt s t o c ell c ult ur es i s a n effi ci e nt str at e g y t o 
pr e v e nt O S. H o w e v er, t h e s af et y of s y nt h eti c a d diti v es h a s b e e n u n d er a  c o n st a nt 
d e b at e, r ai si n g t h e p ot e nti al of n at ur all y o c c urri n g c o m p o u n d s wit h a nti o xi d a nt 
pr o p erti es b e c a u s e of t h eir c h e mi c al di v ersit y, str u ct ur al c o m pl e xit y, a v ail a bilit y, 
l a c k of si g nifi c a nt t o xi c eff e ct s a n d i ntri n si c bi ol o gi c a cti vit y (Al a r c š n d e l a 
R a st r a, 2 0 0 8 ). 
I n t hi s st u d y, w e f oll o w e d a s yst e m ati c a p pr o a c h t o a ss ess t h e i n vit r o eff e ct s of a 
wi d e r a n g e o f p ur e fl a v o n oi d ( q u er c eti n, e pi c at e ch i n, i s o q u er citri n) a n d 
p ol y p h e n oli c (r es v er atr ol, c ur c u mi n) c o m p o u n d s o n r a b bit s p er m m otilit y, o n e of 

t h e p h ysi ol o gi c al m a nif est ati o n s of t h eir f ertili zi n g a bilit y. F urt h er m or e, w e h a v e 
v ali d at e d t h e  fl u or es c e nt-b a s e d  r a b bit s p er m m otilit y a ss ess m e nt u si n g t h e 
I D E N T st ai ni n g m et h o d a n d t h e c o m p ut er-ai d e d s p er m ( C A S A) a n al ysi s.  
 
M A T E RI A L A N D M E T H O D S  
 
T e n m al e r a b bit s ( N e w Z e al a n d w hit e br oil er li n e) w er e u s e d i n t h e e x p eri m e nt. 
T h e a ni m als w er e 4 m o nt h s ol d, wit h a w ei g ht of 4. 0 ± 0. 2 k g a n d k e pt at a n 
e x p eri m e nt al f ar m of t h e A ni m al Pr o d u cti o n R es e ar c h C e ntr e Nitr a, Sl o v a k 
R e p u bli c. T h e r a b bit s w er e h o u s e d i n a p arti all y air -c o n diti o n e d r a b bit h o u s e 
u n d er a p h ot o p eri o d of 1 6 L: 8 D ( a mi ni m u m li g ht i nt e n sit y of 8 0 l u x), k e pt i n 
i n di vi d u al c a g es a n d f e d wit h a c o m m er ci al di et. W at er w a s pr o vi d e d a d li bit u m . 
T h e air t e m p er at ur e of 2 0 -2 4 ° C a n d r el ati v e h u mi dit y of 6 5 % w er e m ai nt ai n e d i n 
t h e r a b bit h o us e. I n stit uti o n al a n d n ati o n al g ui d eli n es o n t h e c ar e a n d u s e of 
a ni m als w er e f oll o w e d, a n d all t h e e x p eri m e nt al pr o c e d ur es w er e a p pr o v e d b y t h e 
St at e V et eri n ar y a n d F o o d I n stit ut e of Sl o v a k R e p u bli c ( n o. 3 3 9 8/ 1 1 -2 2 1/ 3) a n d 
Et hi c s C o m mitt e e.  
O n e ej a c ul at e w a s c oll e ct e d fr o m e a c h r a b bit o n a r e g ul ar c oll e cti o n s c h e d ul e 
(t wi c e a we e k f or t w o c o n s e c uti v e w e e k s) u si n g a n artifi ci al v a gi n a. I m m e di at el y 
u p o n c oll e cti o n, t h e s p er m c o n c e ntr ati o n a n d m otilit y w er e a ss ess e d i n e a c h 
ej a c ul at e. O nl y s a m pl es wit h a  mi ni m u m m otilit y of 6 0 % w er e u s e d i n t h e 
e x p eri m e nt s. I n di vi d u al ej a c ul at es w e r e mi x e d t o g et h er i n or d er t o a c q uir e a 
p o ol e d s a m pl e of r a b bit s e m e n.  
T h e r es ulti n g s e m e n s a m pl e w a s c e ntrif u g e d ( 30 0 x g) at 2 5 ° C f or 5 mi n, s e mi n al 
pl a s m a w a s r e m o v e d a n d t h e s p er m p ell et w a s w a s h e d t wi c e wit h P B S 
( D ul b e c c o’s p h os p h at e-b uff er e d s ali n e w it h o ut c al ci u m c hl ori d e a n d m a g n esi u m 
c hl ori d e; Si g m a -Al dri c h, St. L o ui s, M O, U S A), r es u s p e n d e d i n a  c ult ur e m e di u m 
c o n si sti n g of P B S, 5 % gl u c os e ( C e ntr al c h e m, Br ati sl a v a, Sl o v a k R e p u bli c) a n d 
4 % B S A ( b o vi n e s er u m al b u mi n, Si g m a -Al dri c h). E a c h e x p eri m e nt al  gr o u p w a s 
e x p os e d t o a  diff er e nt c o n c e ntr ati o n ( 1, 5, 1 0, 5 0 a n d 1 0 0 μ m ol/ L) of a c h os e n 
bi o m ol e c ul e (r es v er atr ol, q u er c eti n, c ur c u mi n, e pi c at e c hi n, i s o q u er citri n ; Si g m a -
Al dri c h) u si n g a dil uti o n r ati o of 1: 2 0. T h e C o ntr ol gr o u p c arri e d n o 
s u p pl e m e nt ati o n . T h e s a m pl es w er e c ult ur e d at 3 7 ° C. 

T h e ai m of t hi s st u d y w a s t o e v al u at e  t h e i n vit r o eff e ct s of s el e ct e d  p ur e n at ur all y o c c uri n g bi ol o gi c all y a cti v e c o m p o u n d s  (r es v er atr ol-

R E S, q u er c eti n -Q U E , c ur c u mi n -C U R, e pi c at e c h i n-E PI , i s o q u er citri n-I S O) o n r a b bit s p er m m otilit y u si n g t h e I D E N T st ai ni n g m et h o d 

a n d t h e c o m p ut er -ai d e d s p er m ( C A S A) a n al ysi s. S e m e n s a m pl es w er e c oll e ct e d r e g ul arl y fr o m 1 0 m al e r a b bit s, p o ol e d, t h e s e mi n al 

pl a s m a w a s r e m o v e d a n d t h e s p er m fr a cti o n w a s e x p os e d t o diff er e nt c o n c e ntr ati o n s ( 1, 5, 1 0, 5 0 a n d 1 0 0 μ m ol/ L) of c h os e n 

bi o m ol e c ul e s. At c ult ur e ti m es of 0 h, 2 h, 4 h, 6 h a n d 8 h, t h e s p er m at o z o a m otilit y w a s a ss ess e d u si n g t h e T O X I V O S II. C A S A s yst e m 

a n d t h e I D E N T fl u or es c e nt st ai ni n g m et h o d. T h e m otilit y a ss ess m e nt r e v e al e d diff er e nt b e h a vi or p att er n s, s p e cifi c a n d u ni q u e  t o e a c h of 

t h e st u di e d bi o m ol e c ul es. Aft er 8 h of i n vit r o c ult ur e, t h e hi g h est s p er m m otilit y w a s d et e ct e d i n e x p eri m e nt al gr o u p s s u bj e ct e d t o 1 0 

μ m ol/ L R E S ( P < 0. 0 5); 1 -1 0 μ m ol/ L Q U E ( P < 0. 0 1 wit h r es p e ct t o 1 μ m ol/ L Q U E ; P < 0. 0 0 1 i n c a s e of 5 a n d 1 0 μ m ol/ L  Q U E ); 1 μ m ol/ L 

C U R ( P < 0. 0 1); 1 -1 0 0 μ m ol/ L E PI  ( P < 0. 0 1 i n r el ati o n t o 5 0, 1 0 a n d 5 μ m ol/ L E PI; P < 0. 0 0 1 wit h r es p e ct t o 1 0 0 a n d 1 μ m ol/ L E PI) a n d 

1 0 μ m ol/ L I S O ( P < 0. 0 5) w h e n c o m p ar e d t o t h e u ntr e at e d C o ntr ol. O ur d at a pr o vi d e e vi d e n c e o n s p e cifi c t o xi c a n d b e n efi ci al 

c o n c e ntr ati o n s a s w ell a s e x p os ur e p eri o d s a p pli c a bl e f or e a c h bi o m ol e c ul e, w hi c h m a y b e u s ef ul f or f ut ur e i n vit r o f ar m a g ol o gi c al or 

t o xi c ol o gi c al st u di es o n m al e r e pr o d u cti o n i n r a b bit s. 
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At c ult ur e ti m es of 0 h, 2 h, 4 h, 6 h a n d 8 h, t h e s p er m at o z o a m otilit y ( p er c e nt a g e of 
m otil e s p er m at o z o a; m otilit y > 5 μ m/ s; %) w a s a ss ess e d u si n g t h e c o m p ut er -
ai d e d s p er m a n al ysi s ( C A S A; V ersi o n 1 4. 0 T O X I V O S II.; H a milt o n -T h or n e 
Bi os ci e n c es, B e v erl y, M A, U S A). I n or d er t o st a n d ar di z e a  fl u or es c e nt 
a ss ess m e nt of s p er m a cti vit y, t h e s a m pl es w er e st ai n e d u si n g t h e I D E N T st ai n, a 
D N A -s p e cifi c  d y e  b a s e d  o n  H o e c h st  bi s b e n zi mi d e  ( H a milt o n -T h or n e 
Bi os ci e n c es). T h e I D E N T d y e pr o v i d e d i n E p p e n d orf t u b e w a s dil ut e d wit h 1 m L 
of t h e c ult ur e m e di u m a n d mi x e d wit h t h e s a m pl e u si n g a  r ati o of 1: 1. F oll o wi n g 
a  1 0 mi n i n c u b ati o n i n  t h e d ar k, t h e s a m pl e w a s a n al y z e d u n d er fl u or es c e nt 
ill u mi n ati o n. T h e s yst e m w a s s et u p a s f oll o ws: fr a m e r at e - 3 0 at 6 0 H z, d ar k 
fi el d; mi ni m u m c o ntr a st - 5 0; st ati c h e a d si z e - 0. 2 8 -4. 3 0; st ati c h e a d i nt e nsit y - 
0. 1 2 -2. 9 2; st ati c el o n g ati o n - 8 -9 7; mi ni m u m c ell si z e - 7 pi x els; d ef a ult c ell 
i nt e n sit y - 7 0, m a g nifi c ati o n - 1. 7 5, ill u mi n ati o n i nt e n sit y - 2 1 9 8. T e n μ L of e a c h 
s a m pl e w er e pl a c e d i nt o t h e M a kl er c o u nti n g c h a m b er ( d e pt h 1 0 μ m, 3 7 ° C; S efi 
M e di c al I n str u m e nt s, H aif a, Isr a el) a n d i m m e di at el y a ss ess e d. 1 0 mi cr os c o pi c 
fi el d s w er e s u bj e ct e d t o e a c h a n al ysi s i n or d er t o i n cl u d e at l e a st 3 0 0 c ells.   
All t h e d at a w er e s u bj e ct e d t o st atisti c al a n al ysi s u si n g t h e Gr a p h P a d Pri s m 
pr o gr a m ( a 3. 0 2 v ersi o n f or Wi n d o ws, Gr a p h P a d S oft w ar e i n c or p or at e d, S a n 
Di e g o, C alif or ni a, U S A, htt p:// w w w. gr a p h p a d. c o m/). T h e r es ult s ar e q u ot e d a s 
t h e arit h m eti c m e a n ± st a n d ar d err or of m e a n ( S E M). T h e c o m p ar ati v e a n al ysi s 

w a s c arri e d o ut b y a o n e -w a y A N O V A wit h t h e D u n n ett's p ost t est. T h e l e v el of 
si g nifi c a n c e f or t h e a n al ysi s w a s s et at *  P < 0. 0 5; * *  P < 0. 0 1; * * *  P < 0. 0 0 1.  
 
R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  
 
R e s v e r at r ol ( R E S) 
 
T h e C A S A a ss ess m e nt r e v e al e d a c o nti n u o u s d e cr e a s e of s p er m at o z o a m otilit y 
a n d i n all gr o u p s o v er t h e c o urs e of a 8 h i n vit r o c ult ur e ( T a bl e 1). T h e i niti al 
( Ti m e 0 h) M O T w a s hi g h er i n t h e e x p eri m ent al gr o u p s s u p pl e m e nt e d wit h 5  a n d 
5 0  μ m ol/ L R E S w h e n c o m p ar e d t o t h e C o ntr ol gr o u p, alt h o u g h wit h o ut a n y 
st ati sti c al si g nifi c a n c e ( P > 0. 0 5). D es pit e b ei n g st ati sti c all y i n si g nifi c a nt, a 
m oti o n -pr o m oti n g eff e ct of R E S r e m ai n e d n ot a bl e aft er 2 h, s p e cifi c all y f oll o wi n g 
t h e a d diti o n of 1, 5 a n d 5 0 μ m ol/ L R E S. A si g ni fi c a ntl y hi g h er ( P < 0. 0 5) M O T 
w a s d et e ct e d i n c a s e of 1 a n d 5 μ m ol/ L R E S f oll o wi n g a 4 h c ult ur e. Aft er 6 h, t h e 
d e cli n e of s p er m at o z o a M O T w a s si g nifi c a ntl y sl o w e d d o w n f oll o wi n g t h e 
s u p pl e m e nt ati o n of a c o n c e ntr ati o n r a n g e of 1 -1 0 μ m ol/ L R E S ( P < 0. 0 0 1). At t h e 
e n d of t h e e x p eri m e nt ( 8 h), el e v at e d m otilit y w a s  o b s er v e d i n t h e e x p eri m e nt al 
gr o u p s u p pl e m e nt e d wit h 5 μ m ol/ L R E S, b ei n g si g nifi c a ntl y hi g h er i n 
c o m p ari s o n wit h t h e C o ntr ol ( P < 0. 0 5) ( T a bl e 1).  
 

T a bl e 1  Ti m e - a n d d os e -d e p e n d e nt eff e ct s of r es v er atr ol ( R E S) o n r a b bit s p er m at o z o a m otilit y [% ] 

 Ct rl  1 0 0  m ol/ L  R E S  5 0  m ol/ L  R E S  1 0  m ol/ L  R E S  5  m ol/ L  R E S  1  m ol/ L  R E S  

0 h  8 0. 5 5  2. 3 3  6 8. 9 7  6. 5 9  8 1. 9 0  8. 2 1  7 3. 9 8  5. 5 5  8 2. 9 8  8. 3 2  7 3. 9 5  6. 8 7  

2 h  6 9. 0 3  4. 0 2  6 1. 0 9  7. 0 0  7 2. 9 9  6. 9 8  6 9. 0 9  4. 7 6  7 8. 9 9  7. 8 9  7 3. 5 6  8. 0 0  

4 h  5 9. 1 2  3. 3 3  5 3. 9 8  4. 4 4  5 8. 9 0  6. 0 9  6 8. 8 9  3. 4 4  7 3. 9 8  6. 0 2 *  6 9. 9 8  5. 9 9 *  

6 h  3 7. 5 5  2. 9 9  4 3. 9 8  3. 9 9  4 6. 9 7  3. 9 8  5 6. 0 9  5. 5 5 * *  6 3. 7 9  5. 9 6 * * *  6 0. 9 8  5. 9 9 * * *  

8 h  2 0. 0 4  1. 8 8  1 1. 9 8  2. 0 9  1 5. 0 4  0. 6 7  1 4. 9 0  1. 2 3  2 9 . 9 9 2. 0 9 *  2 3. 1 9  2. 0 0  

M e a n  S E M. *  P < 0. 0 5; * *  P < 0. 0 1; * * *  P < 0. 0 0 1  

 
R E S h a s r e c e ntl y e m er g e d a s a c o m pl e x bi o m ol e c ul e d u e t o it s wi d e r a n g e of 
c ar di o v a s c ul ar, a nti c a n c er, a ntii nfl a m at or y a n d pr ot e cti v e eff e ct s ( C al a b r e s e et 
al. , 2 0 1 0). Alt h o u g h n o di sti n ct t o xi cit y w a s r e p ort e d i n vi v o ( C ott a rt et al. , 
2 0 1 0) , i n vit r o e x p eri m e nt s s h o w t h at l o w R E S d os es i m pr o v e c ell s ur vi v al, w hil e 
hi g h d os es i n cr e a s e c ell d e at h ( B r o w n et al. , 2 0 0 9). 
O ur C A S A r es ult s ar e c o ntr a di ct or y t o C oll o d el et al.  ( 2 0 1 0) w h o e v al u at e d t h e 
eff e ct s of R E S o n h u m a n s p er m at o z o a. U nli k e o ur r es ult s, 1 0 0 μ m ol/ L R E S 
e x ert e d c yt ot o xi c a cti viti es a g ai n st s p er m at o z o a i n a d os e d e p e n d e nt m a n n er. T h e 
L D 5 0 w a s d efi n e d a s 5 0 μ m ol/ L  R E S , s p er m at o c yt es w er e m or e s e n siti v e t o t h e 
h ar mf ul eff e ct of R E S wit h a L D 5 0 b et w e e n 3 0 a n d 5 0 μ m ol/ L. W hil e at 1 0 0 
μ m ol/ L R E S t h e r a b b it s p er m m otilit y w a s d e cr e a s e d in a n o n -si g nifi c a nt m a n n er, 
h u m a n s p er m m otilit y i n t h e a b o v e m e nti o n e d st u d y w a s a b s e nt. M or e o v er, 
T v r d á et al.  ( 2 0 1 5 b) r e p ort e d a si g nific a nt d e cr e a s e of b ull s p er m m otilit y 
f oll o wi n g e x p os ur e t o 1 0 0 or 2 0 0 μ m ol/ L R E S d uri n g a 2 4 i n vit r o c ult ur e. T h e 
diff er e n c es i n o ur r es ult s m a y b e e x pl ai n e d b y t h e s a m pl e t y p e w hi c h w a s 
c oll e ct e d fr o m r a b bit s as o p p os e d t o h u m a n s or b ulls r es p e cti v el y, a s w ell a s a 
s h ort er e x p os ur e t o t h e bi o c o m p o u n d. O n t h e ot h er h a n d, t h e sti m ul ati n g eff e ct s 
of l o w er ( 1 -5  μ m ol/ L ) R E S c o n c e ntr ati o n s d et e ct e d b y o ur I D E N T C A S A 
t e c h ni q u e ar e i n a gr e e m e nt wit h T v r d á et al.  ( 2 0 1 5a; b ) w h o e m p h a si z e o n t h e 
b e n efi ci al a n d pr ot e cti v e eff e ct s of a c o n c e ntr ati o n r a n g e of 5 -5 0 μ m ol/ L R E S o n 
t h e m oti o n b e h a vi or, mit o c h o n dri al a cti vit y a n d i ntr a c ell ul ar s u p er o xi d e 
pr o d u cti o n b y b o vi n e s p er m c ells. F urt h er m or e, i n a n i n vit r o  h u m a n st u d y, 
pr o gr essi v e m otilit y r e a c h e d hi g h v al u es b et w e e n 6 a n d  1 5 μ m ol/ L R E S 
( C oll o d el et al. , 2 0 1 0). 
O ur C A S A r e c or d s ar e i n a gr e e m e nt wit h M oji c a -Vill e g a s et al.  ( 2 0 1 4) w h o 
r e p ort e d t h at a pr etr e at m e nt wit h 1 5 μ m ol/ L R E S 1 5 mi n pri or t o i n c u b ati o n wit h 
f err o u s a s c or b at e (F e A A ) s h o w e d a n 8. 0 -f ol d i n cr e a s e i n m uri n e s p er m at o z o a 
m otilit y. O n t h e ot h er h a n d, s p er m at o z o a m otilit y di m i nis h e d i n s p er m at o z o a 
cr y o pr e s er v e d wit h R E S c o m p ar a bl y t o t h e c o ntr ol i n t h e st u di es b y P a s q u al ott o 
et al.  ( 2 0 0 6) a n d G a r c e z et al.  ( 2 0 1 0) F urt h er m or e  Sil v a et al.  ( 2 0 1 2) r e p ort e d 
t h at t h e a d diti o n of R E S b ef or e cr y o pr es er v ati o n di d n ot si g nifi c a ntl y aff e ct 

pr o gr essi v e m otilit y, vi g or, a cr os o m e i nt e grit y, or pl a s m a m e m br a n e i n t e grit y. I n 
t h e m e a nti m e, S a rl o s et al.  ( 2 0 0 2) r e c or d e d a hi g h er m otilit y a n d a cr os o m e 
i nt e grit y of r a m s p er m at o z o a s u p pl e m e nt e d wit h R E S aft er t h eir st or a g e at 5 C 
f or 6 d a ys. Si mil ar r es ult s w er e r e p ort e d i n st u di es f o c u s e d o n s wi m -u p s el e ct e d 
h u m a n s p er m at o z o a w h er e l o w R E S d os es l e d t o a hi g h er pr o gr essi v e m otilit y 
( C oll o d el et al ., 2 0 1 0).  
 
Q u e r c eti n  ( Q U E) 
 
T h e C A S A e x a mi n ati o n r e v e al e d a n i m m e di at e ( Ti m e 0 h) b ut i n si g nifi c a nt 
( P > 0. 0 5) m oti o n-pr o m oti n g eff e ct of Q U E, s p e cifi c all y i n e x p eri m e nt al gr o u p s 
e x p os e d t o 1  a n d 1 0  μ m ol/ L of t hi s fl a v o n oi d ( T a bl e 2). B e n efi ci al eff e ct s of 
Q U E r e m ai n e d vi si bl e alt h o u g h n o n -si g nifi c a nt ( P > 0. 0 5) at Ti m e 2 h, a n d 
c o v eri n g all t h e c o n c e ntr ati o n s a p pli e d t o t h e e x p eri m e nt al gr o u p s. Aft er 4 h, 
s p er m at o z o a m oti o n w a s si g nifi c a ntl y hi g h er i n t h e e x p eri m e nt al gr o u p s 
s u p pl e m e nt e d wit h 1, 5  ( P < 0. 0 5) a n d 1 0 0 ( P < 0. 0 1) μ m ol/ L Q U E. N e v ert h el ess, 
m otilit y  e v al uti o n at 6 h r e v e al e d a  r a pi d d e cli n e of r a b bit s p er m m oti o n e x p os e d 
t o t h e hi g h est Q U E c o n c e ntr ati o n, r es ulti n g i n a si g nifi c a ntl y l o w er M O T i n 
c o m p ari s o n w it h t h e C o ntr ol ( P < 0. 0 1). At t h e s a m e ti m e, s p er m m otilit y 
pr o m oti n g pr o p erti es of l o w Q U E c o n c e ntr ati o n s w er e c o nfir m e d , l e a di n g t o 
a  hi g h er M O T ( P < 0. 0 0 1 i n r el ati o n t o 1 μ m ol/ L Q U E; P < 0. 0 5 wit h r es p e ct t o 5 
μ m ol/ L Q U E; T a bl e 2) w h e n c o m p ar e d t o t h e C o ntr ol.  At t h e e n d of t h e 
e x p eri m e nt ( 8 h), a si g nifi c a ntl y hi g h er s p er m at o z o a M O T  w a s o b s er v e d i n 
e x p eri m e nt al gr o u p s s u p pl e m e nt e d wit h a r a n g e of 1 -1 0 μ m ol/ L Q U E ( P < 0. 0 1 
wit h r es p e ct t o 1 μ m ol/ L Q U E ; P < 0. 0 0 1 i n c a s e of 5 a n d 1 0 μ m ol/ L Q U E ). 
M e a n w hil e, t h e M O T  a ss ess m e nt r e v e al e d a d e cr e a s e d bi a s i n t h e e x p eri m e nt al 
gr o u p s u p pl e m e nt e d wit h t h e hi g h est c o n c e ntr ati o n of Q U E ( 1 0 0 μ m ol/ L) , aft er a 
c o m p ari s o n wit h t h e Ctrl gr o u p ( P < 0. 0 0 1).  
 
 

 
T a bl e 2  Ti m e - a n d d os e -d e p e n d e nt ef f e ct s of q u er c eti n ( Q U E) o n r a b bit s p er m at o z o a m otilit y [% ] 

 Ct rl  1 0 0  m ol/ L Q U E  5 0  m ol/ L Q U E  1 0  m ol/ L Q U E  5  m ol/ L Q U E  1  m ol/ L Q U E  

0 h  8 0. 5 5  2. 3 3  7 6. 1 6  6. 0 9  7 9. 9 8  5. 5 5  8 0. 8 0  9. 0 1  7 7. 5 5  3. 2 3  8 1. 4 5  2. 9 0  

2 h  6 9. 0 3  4. 0 2  7 4. 5 5  4. 5 5  7 7. 3 4  3. 9 9  7 7. 7 7  6. 0 9  7 4. 2 3  2. 9 0  7 7. 6 4  3. 3 9  

4 h  5 9. 1 2  3. 3 3  7 3. 2 2  3. 9 9 * *  6 8. 0 9  5. 2 2  6 7. 6 7  5. 0 2  7 3. 8 9  3. 2 2 *  7 2. 7 6  4. 4 4 *  

6 h  3 7. 5 5  2. 9 9  1 6. 9 0  1. 2 0 * *  2 0. 9 0  3. 3 3  2 9. 1 2  2. 3 1  4 7. 6 6  1. 9 9 *  6 0. 7 7  4. 4 4 * * *  

8 h  2 0. 0 4  1. 8 8  9. 0 9  0. 3 5 * * *  1 8. 0 7  1. 7 7  4 1. 2 1  2. 3 3 * * *  4 2. 2 4  2. 1 2 * * *  3 9. 0 3  2. 2 2 * *  

M e a n  S E M. *  P < 0. 0 5; * *  P < 0. 0 1; * * *  P < 0. 0 0 1  

 
Q u er c eti n i s a c o m m o n di et ar y fl a v o n oi d, r e p ort e d t o e x hi bit a br o a d v ari et y of 
f a v or a bl e bi ol o gi c al eff e ct s (A h e r n e a n d O’ B ri e n , 2 0 0 0 ), h e n c e it i s n ot a 
s ur pris e t o fi n d r e p ort s f o c u s e d o n a ss essi n g it s i m p a ct o n m al e r e pr o d u cti v e 
p erf or m a n c e.  
I m pr o v e d m otilit y r e c or d e d aft er Q U E a d mi ni str ati o n t o t h e r a b bit s p er m m e di u m 
i n o ur st u d y di s a gr e es wit h e arli er r e p ort s, a c c or di n g t o w hi c h Q U E c o m pr o mi s e d 

h u m a n s p er m m otilit y ( at 5 – 2 0 0 μ m ol/ L Q U E ) a n d vi a bilit y ( 5 0-1 0 0 μ m ol/ L 
Q U E ), c oi n cidi n g wit h  C a 2 + -A T P a s e d o w nr e g ul ati o n,  a n d  l e a di n g t o t h e l oss of 
s p er m m oti o n ( K h a n d uj a et al. , 2 0 0 1 ). I n a d diti o n, t hi s bi o m ol e c ul e e x hi bit e d a 
si g nifi c a nt i n hi bit or y i m p a ct o n t h e h y al ur o ni d a s e a cti vit y a n d s p er m p e n etr ati o n 
a bilit y of n o n -c a p a cit at e d, c a p a cit at e d a n d a cr os o m e -r e a ct e d C y n o m ol g us  
m o n k e y s p er m i n a d os e -d e p e n d e nt m a n n er ( Li et al. , 1 9 9 7 ). T al ki n g i n f a v or of 
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o ur r es ult s, T v r d á  et al.  (2 0 1 4; 2 0 1 6 b ) di d s u g g est pr ot e cti v e eff e ct s of Q U E o n 
b o vi n e s p er m m oti o n a cti vit y w h e n i n c u b at e d o v er a p eri o d of 2 4 h ( T v r d á et al.,  
2 0 1 4 ) or wit h o ut t h e pr es e n c e of s e mi n al pl a s m a (T v r d á et al. , 2 0 1 6), alt h o u g h 
w e m u st a c k n o wl e d g e t h at i n c a s e of a br o a d er c o n c e ntr ati o n r a n g e, Q U E m a y 
a ct d os e d e p e n d e ntl y a s eit h er a sti m ul a nt at l o w c o n c e ntr ati o n s or a s a n i n hi bit or 
at hi g h d os es ( T a e p o n g s o r at et al ., 2 0 0 8 ). T hi s c o ntr o v ers y w a s v ali d at e d i n vi v o 
w h e n A r a vi n d a ks h a n et al.  (1 9 8 5 ) r e v e al e d t h at tr e at m e nt wit h hi g h er Q U E 
d os es ( 3 0 0 m g/ k g b o d y w ei g ht) r e d u c e d t h e f ertilit y r at e of m al e r at s, w hil e 
T a e p o n g s o r at et al.  (2 0 0 8 ) s h o w e d t h at i ntr a m u s c ul ar a d mi ni str ati o n of 9 0 a n d 
2 7 0 m g Q U E/ k g b o d y w ei g ht/ d a y l e d t o si g nifi c a nt i m pr o v e m e nt s i n t h e 
s p er m at o z o a c o n c e ntr ati o n, m otilit y a n d vi a bilit y.  
M a z zi et al.  (2 0 1 1 ) a n d M o r etti et al.  (2 0 1 2 ) c o m p ar e d t h e p ot e nti al of q u er c eti n 
a n d r es v er atr ol o n h u m a n s p er m i n c u b at e d wit h t ert -b ut yl h y dr o p er o xi d e ( T B H P). 
O n t h e o n e  h a n d, Q U E s h o w e d a hi g h er t o xi cit y wit h r es p e ct t o t h e s p er m 
m otilit y a n d vi a bilit y t h a n R E S , a n d o n t h e ot h er h a n d, it s a nti o xi d a nt a cti vit y 
w a s str o n g er, a s e vi d e n c e d b y fl u or es c e nt a n d el e ctr o n mi cr os c o p y. Q U E  w a s 
p arti c ul arl y a cti v e i n pr es er vi n g s p er m m e m br a n es, c hr o m ati n t e xt ur e a n d 
a cr os o m es, w hi c h w er e c o m pr o mi s e d b y T B H P. Si mil arl y , T v r d á et al . (2 0 1 6 b ) 
f o u n d t h at Q U E  w a s c a p a bl e of pr e v e nti n g t h e d e cli n e of s p er m at o z o a vit alit y 
a n d f u n cti o n al a cti vit y a s a c o n s e q u e n c e of F e A A -a ss o ci at e d o xi d ati v e d a m a g e. 
Q u er c eti n c o n c e ntr ati o n s r a n gi n g b et w e e n 5 0 a n d 1 0 0 μ m ol/l w er e p arti c ul arl y 
eff e cti v e i n pr ot e cti n g t h e s p er m at o z o o n a g ai nst t h e d a m a g e c a u s e d b y fr e e 
r a di c al o v er g e n er ati o n t hr o u gh pr e v e nti o n of li pi d p er o xi d a ti o n, pr ot e cti o n a n d 
m ai nt e n a n c e of s p er m at o z o a m et a b oli s m a s r efl e ct e d b y t h e m otilit y a n d 
mit o c h o n dri al a cti vit y.  
 

C u r c u mi n  ( C U R) 
 
I n c a s e of C U R, t h e M O T e v al u ati o n r e v e al e d t h at t h e i niti al ( Ti m e 0 h) M O T 
w a s hi g h er i n e x p eri m e n t al gr o u p s s u p pl e m e nt e d wit h 5 a n d 1 0 0 μ m ol/ L C U R 
w h e n c o m p ar e d t o t h e C o ntr ol gr o u p ( 0 μ m ol / L C U R), alt h o u g h wit h o ut a n y 
st ati sti c al si g nifi c a n c e ( P > 0. 0 5). Alt h o u g h st ati sti c all y i n si g nifi c a nt, a m oti o n -
pr o m oti n g eff e ct of C U R w a s vi si bl e aft er 2 h, s p e cifi c all y i n e x p eri m e nt al gr o u p s 
e x p os e d t o 5 a n d 1 0 μ m ol/ L C U R. At t h e s a m e ti m e, 5 0 a n d 1 0 0 μ m ol/ L C U R 
c a us e d a si g nifi c a nt d e cr e a s e of t h e s p er m at o z o a m otilit y ( P < 0. 0 0 1) . Aft er 4 h, th e 
d e cli n e of s p er m at o z o a m oti o n w a s si g nifi c a ntl y d e cr e a s e d f o ll o wi n g t h e 
a d mi ni str ati o n of 5 0 a n d 1 0 0 μ m o l/ L C U R i n c o m p ari s o n wit h t h e Co ntr ol. 
F urt h er m or e, a si g nifi c a ntl y i n cr e a s e d s p er m M O T  w a s o b s er v e d i n e x p eri m e nt al 
gr o u p s s u p pl e m e nt e d wit h 1, 5  (P < 0. 0 1)  a n d 1 0 μ m ol/ L C U R ( P < 0. 0 5) . 
E x a mi n ati o n at 6 h of i n vit r o c ult ur e s h o w e d t h at t h e s p er m at o z o a m otilit y w a s 
si g nifi c a ntl y i n cr e a s e d f oll o wi n g e x p os ur e t o 1 a n d 5  μ m ol/ L C U R ( P < 0. 0 0 1) 
w h e n c o m p ar e d t o t h e C o ntr ol. At t h e s a m e ti m e, a n i n si g nifi c a ntl y  hi g h er 
( P > 0. 0 5) m oti o n w a s r e c or d e d i n t h e gr o u p s u p pl e m e nt e d wit h 1 0 μ m ol/ L C U R, 
w hil e a si g nifi c a nt ( P > 0. 0 0 1) d e cli n e w a s o b s er v e d i n t h e c a s e of 5 0 a n d 1 0 0 
μ m ol/ L  C U R. At t h e e n d of t h e e x p eri m e nt s ( 8 h), t h e hi g h est m otilit y w a s  
o b s er v e d i n t h e e x p eri m e nt al gr o u p s u p pl e m e nt e d wit h 1 μ m ol/ L C U R, b ei n g 
si g nifi c a ntl y hi g h er i n c o m p ari s o n wit h t h e C o ntr ol ( P < 0. 0 1) , w hil e  M O T w a s  
si g nifi c a ntl y d e cr e a s e d ( P < 0. 0 0 1) i n t h e gr o u p s s u p pl e m e nt e d b y t h e hi g h est 
c o n c e ntr ati o n s of C U R, aft er a c o m p ari s o n wit h t h e Ct rl gr o u p ( P < 0. 0 0 1; T a bl e 
3).  
 

T a bl e 3  Ti m e - a n d d os e -d e p e n d e nt e ff e ct s of c ur c u mi n ( C U R) o n r a b bit s p er m at o z o a m otilit y [% ] 

 Ct rl  1 0 0  m ol/ L C U R  5 0  m ol/ L C U R  1 0  m ol/ L C U R  5  m ol/ L C U R  1  m ol/ L C U R  

0 h  8 0. 5 5  2. 3 3  8 2. 3 1  7. 5 6  7 7. 8 8  6. 7 8  7 9. 9 8  6. 7 7  8 5. 9 8  5. 9 8  7 5. 3 3  5. 3 2  

2 h  6 9. 0 3  4. 0 2  0. 0 0  0. 0 0 * * *  4 4. 4 5  3. 3 3 * * *  7 6. 7 7  7. 0 7  7 8. 8 6  4. 4 4  7 5. 6 5  3. 3 3  

4 h  5 9. 1 2  3. 3 3  0. 0 0  0. 0 0 * * *  2 6. 2 4  2. 1 1 * * *  7 0. 0 9  5. 5 5 *  7 4. 9 8  6. 0 8 * *  7 5. 7 7  4. 6 7 * *  

6 h  3 7. 5 5  2. 9 9  0. 0 0  0. 0 0 * * *  1. 0 9  0. 0 9 * * *  4 2. 4 3  3. 9 9  7 4. 5 7  5. 4 5 * * *  5 7. 8 7  5. 7 8 * * *  

8 h  2 0. 0 4  1. 8 8  0. 0 0  0. 0 0 * * *  0. 0 0  0. 0 0 * * *  1 7. 5 6  1. 9 0  1 7. 9 0  2. 0 2  3 7. 0 9  1. 1 1 * *  

M e a n  S E M. *  P < 0. 0 5; * *  P < 0. 0 1; * * *  P < 0. 0 0 1  

 
Pr e vi o u s r e p ort s o n t h e i m p a ct of C U R o n m al e f ertilit y ar e d e b at a bl e. N a z 
( 2 0 1 1) r e v e al e d t h at e x p os ur e of h u m a n a n d m uri n e s p er m t o C U R c a us e d a 
c o n c e ntr ati o n -d e p e n d e nt d e cr e a s e of s p er m m otilit y, c a p a cit ati o n a n d a cr os o m e 
r e a cti o n. At hi g h C U R c o n c e ntr ati o n s, a c o m pl et e i n hi bit o n of s p er m at o z o a 
m otilit y a n d f u n cti o n w a s o b s er v e d. St u di es o n t h e i m p a ct of C U R o n t h e 
s p er m at o z o a a cti vit y h a v e i n di c at e d it s r ol e i n t h e e n er g y m et a b oli s m of m al e 
r e pr o d u cti v e c ells. R e d d y a n d A g g a r w al ( 1 9 9 4)  s u g g est t h at C U R h a s t h e a bilit y 
t o i n hi bit pr ot ei n ki n a s e C ( P K C), w hi c h i s b eli e v e d t o h a v e a r ol e i n m o d ul ati n g 
s p er m at o z o a fl a g ell ar m o v e m e nt ( R ot e m et al. , 1 9 9 0 a, b). As s u c h, t h e C U R-
i n d u c e d P K C i n hi biti o n m a y b e r es p o n si bl e f or it s p ossi bl e s p er m at o z o a-
i m m o bili zi n g a cti viti es ( Rit h a p o r n et al. , 2 0 0 3). O n t h e ot h er h a n d, o ur r es ult s 
a gr e e wit h S al a s h o o r et al.  ( 2 0 1 2) a n d T v r d á et al.  ( 2 0 1 6b ) s u g g est i n g 
sti m ul ati n g a n d pr ot e cti v e eff e ct s of C U R o n s p er m at o z o a m otilit y a n d 
a nti o xi d a nt st at u s. M or e o v er S al a s h o o r et al.  ( 2 0 1 2) r e p ort e d t h at i n cr e a si n g 
d os es of C U R si g nifi c a ntl y i n cr e a s e d t h e s p er m c o n c e ntr ati o n, m otilit y a n d 
t est ost er o n e c o nt e nt i n r at s.  
T h e first r e p ort o n t h e u s ef ul eff e ct s of C U R  ( B u c a k et al. , 2 0 0 8) o n t h e m otilit y, 
m or p h ol o g y a n d a nti o xi d a nt a cti viti es of  c o ol e d r a m s p er m at o z o a h as gi v e n ri s e 
t o it s u s e a s a n a nti o xi d a nt a d diti v e t o t h e fr e e zi n g e xt e n d er. M otilit y p ar a m et ers 
r e c or d e d b y o ur I D E N T C A S A t e c h ni q u e c o m pl e m e nt pr e vi o u s fi n di n gs b y 
B u c a k et al.  ( 2 0 0 8; 2 0 1 0) d e m o n str ati n g a si g nifi c a nt i m pr o v e m e n t i n t h e m oti o n 
of cr y o pr es er v a d r a m s p er m at o z o a s u p pl e m e nt e d wit h C U R. I nt er esti n gl y, t h eir 
l at er st u d y f o c u s e d o n C U R a d mi nistr ati o n t o a cr y o pr es er v ati o n e xt e n d er f or 

b o vi n e s e m e n l e d t o n o n -si g nifi c a nt diff er e n c es i n t h e s p er m m oti o n 
c h ar a ct eri sti c s ( B u c a k et al. , 2 0 1 2). N e v ert h el ess, o ur r es ult s c orr el at e wit h t h e 
r e p ort b y S ol ei m a n z a d e h a n d S a b e ri v a n d ( 2 0 1 3)  a s w ell a s T v r d a et al.  
( 2 0 1 6c ) o n fr o z e n -t h a w e d s e m e n, w h er e C U R a d diti o n h a d a p ositi v e i m p a ct o n 
b ot h m otilit y a n d vi a bilit y.  
 
E pi c at e c hi n  ( E PI) 
 
I n t h e c as e of E PI, t h e i niti al M O T a ss ess m e nt ( Ti m e 0 h) r e v e al e d a n o n -
si g nifi c a ntl y i n cr e a s e d s p er m m oti o n i n all e x p eri m e nt al gr o u p s s u p pl e m e nt e d 
wit h E PI ( P > 0. 0 5) i n c o m p ari s o n t o t h e C o ntr ol gr o u p ( T a bl e 4). Aft er 2 h, a 
si g nifi c a nt m oti o n -pr o m oti n g eff e ct w a s n ot e d i n c a s e of 1 μ m ol/ L a n d 5 0 
( P < 0. 0 1) μ m ol/ L E PI ( P < 0. 0 0 1). T his b e n efi ci al eff e ct r e m ai n e d vi si bl e aft er 4 h 
a n d f urt h er m or e i n cl u d e d a br o a d er c o n c e ntr ati o n r a n g e w h e n c o m p ar e d t o t h e 
C o ntr ol ( P < 0. 0 5 wit h r es p e ct t o 5 0 μ m ol/ L E PI; P < 0. 0 1 i n t er ms of 1 0 0 a n d 5 
μ m ol/ L E PI; P < 0. 0 0 1 i n c a s e of 1 μ m ol/ L E PI). Aft er 6 h, t h e d e cli n e of M O T 
a ss o ci at e d wit h t h e i n vit r o c ult ur e w a s sl o w e d d o w n si g nifi c a ntl y i n all 
e x p eri m e nt al gr o u p s e x p os e d t o E PI ( P < 0. 0 5 wit h r es p e ct t o 5 μ m ol/ L E PI; 
P < 0. 0 0 1 i n c a s e of 1 0 0, 5 0, 1 0 a n d 1 μ m ol/ L E PI), a n d t hi s M O T -sti m ul ati n g  a n d 
pr ot e cti v e eff e ct e xt e n d e d t hr o u g h o ut t h e e n d of t h e i n vit r o e x p eri m e nt ( Ti m e 
8 h; P < 0. 0 1 i n r el at i o n t o 5 0, 1 0 a n d 5 μ m ol/ L E PI; P < 0. 0 0 1 wit h r es p e ct t o 1 0 0 
a n d 1 μ m ol/ L E PI).  
 

 
T a bl e 4  Ti m e - a n d d os e -d e p e n d e nt eff e ct s of e pi c at e c hi n ( E PI) o n r a b bit s p er m at o z o a m otilit y [% ] 

 Ct rl  1 0 0  m ol/ L E PI  5 0  m ol/ L E PI  1 0  m ol/ L E PI  5  m ol/ L E PI  1  m ol/ L E PI  

0 h  8 0. 5 5  2. 3 3  8 3. 8 9  8. 0 1  8 0. 7 7  7. 6 5  8 1. 9 8  7. 4 3  8 0. 9 8  7. 8 9  8 3. 2 4  6 7  

2 h  6 9. 0 3  4. 0 2  7 5. 6 7  7. 0 7  8 0. 0 8  6. 7 8 * *  7 6. 7 7  5. 6 7  7 7. 0 9  5. 0 9  8 2. 7 6  7. 7 7 * * *  

4 h  5 9. 1 2  3. 3 3  7 4. 6 7  4. 7 8 * *  7 3. 5 6  8. 0 0 *  6 8. 6 5  3. 2 1  7 6. 6 7  6. 5 6 * *  8 0. 9 8  8. 0 0 * * *  

6 h  3 7. 5 5  2. 9 9  7 2. 2 2  6. 6 5 * * *  6 0. 9 7  5. 5 6 * * *  5 8. 4 6  4. 4 4 * * *  4 9. 7 9  3. 6 7 *  7 3. 9 8  7. 4 4 * * *  

8 h  2 0. 0 4  1. 8 8  4 2. 7 7  3. 3 3 * * *  3 6. 0 9  6. 0 7 * *  3 8. 9 8  3. 8 7 * *  3 8. 3 3  2. 9 9 * *  4 0. 4 8  7. 0 9 * * *  

M e a n  S E M. *  P < 0. 0 5; * *  P < 0. 0 1; * * *  P < 0. 0 0 1  

 
E pi c at e c hi n i s a fl a v o n oi d a n d a nti o xi d a nt c o m m o nl y f o u n d i n gr e e n t e a a n d, 
m ost of all, i n c o c o a ( K at z et al. , 2 0 1 1). Si n c e it i s k n o w n t h at s p er m at o z o a ar e 
s e n siti v e t o O S, s e v er al st u di es h a v e e x a mi n e d p ot e nti al r ol es of i n vit r o E PI 
s u p pl e m e nt ati o n i n pr ot e cti n g s p er m fr o m R O S o v er pr o d u cti o n. J a m al a n et al.  
( 2 0 1 6) e v al u at e d t h e eff e ct s of diff er e nt fl a v o n oi d s i n cl u di n g E PI o n t h e r e c o v er y 
of s p er m m otilit y a n d pr e v e nti o n of m e m br a n e d a m a g e fr o m al u mi n u m c hl ori d e, 
c a d mi u m c hl ori d e , a n d l e a d c hl ori d e. T h e st u d y r e v e al e d t h at c at e c hi n b e h a v e d i n 
a n u n e x p e ct e d m a n n er a s it di d n ot pr ot e ct s p er m at o z o a fr o m h e a v y m et al -
m e di at e d d a m a g e, n or it  di d n ot e x hi bit a n y pr ot e cti v e eff e ct s, r at h er, it s h o w e d 

i n hi bit or y eff e ct s o n t h e s p er m M O T  a ss o ci at e d wit h a  c o -i n c u b ati o n wit h 
s el e ct e d h e a v y m et als. F oll o wi n g t h e a p pli c ati o n of i n cr e a s e d c at e c hi n 
c o n c e ntr ati o n s fr o m 0 t o 1 0 0 0 μ m ol/ L, a gr a d u al a n d d os e -d e p e n d e nt d e cr e a s e i n 
s p er m m otilit y c o m p ar e d t o t h e u ntr e at e d c o ntr ol gr o u p w a s o b s er v e d. S i mil arl y, 
M o r etti et al. ( 2 0 1 2) s h o w e d t h at n o n e of t h e s el e ct e d E PI c o n c e ntr ati o ns 
s el e ct e d ( 2 0, 3 0, 5 0, 1 0 0, 2 0 0, 4 0 0 μ m ol/ L) w a s n ot eff e cti v e a s a n a nti o xi d a nt t o 
pr ot e ct s wi m -u p s el e ct e d h u m a n s p er m a g ai n st t ert -b ut yl h y dr o p er o xi d e i n d u c e d 
li pi d p er o xid ati o n. F urt h er m or e, t h e st u d y s h o w e d t h at s p er m pr o gr essi v e 
m otilit y a n d vi a bilit y w er e si g nifi c a ntl y r e d u c e d aft er i n c u b ati o n wit h E PI at 4 0 0 
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μ m ol/ L. R e c e ntl y, diff er e nti al pr ot e cti v e eff e ct s of e pi c at e c hi n g all at e a g ai n st 
i n d u c e d mit o c h o n dri al d ysf u n ctio n w er e e x pl or e d i n i nt esti n al e pit h eli al C a c o -2 
c ells a n d e v e n i n t hi s c a s e n o pr ot e cti o n w a s o b s er v e d ( C a r r a s c o-P o z o et al. , 
2 0 1 1) . 
O n t h e c o ntr ar y t o t h e a b o v e m e nti o n e d st u di es o ur r es ult s r e v e al e d sti m ul ati n g 
eff e ct s of all E PI c o n c e ntr ati o ns o n t h e m otilit y b e h a vi or f oll o wi n g it s 
s u p pl e m e nt ati o n t o r a b bit s p er m at o z o a. S u c h d at a ar e i n a gr e e m e nt wit h P u r d y et 
al.  ( 2 0 0 4) w h o ai m e d t o d et er mi n e w h et h er s u p pl e m e nti n g dil u e nt s wit h  c at e c hi n, 
w o ul d ai d i n m ai nt ai ni n g t h e vi a bilit y of c a pri n e s p er m d uri n g c o oli n g a n d 
st or a g e at 5  C. T h e st u d y r e v e al e d si g nifi c a nt diff er e n c es ( P < 0. 0 5) i n m otilit y 
b et w e e n t h e c o ntr ol ( 3 4 %) a n d t h e 2 5, 5 0, 7 5 a n d 1 0 0 μ m ol/ L c o n c e ntr ati o n s of 
c at e c hi n ( 5 7, 5 3, 5 5 a n d 6 4 % m o til e c ells, r es p e cti v el y) at 9 6h. T h es e r es ult s 
d e m o n str at e d  t h at c at e c hi n m a y ai d i n m ai nt ai ni n g t h e m otilit y of c o ol e d g o at 
s p er m i n a d os e d e p e n d e nt m a n n er.  
 
Is o q u e r cit ri n  (I S O) 
 
A c c or di n g t o t h e C A S A a n al ysi s t h e i niti al M O T ( Ti m e 0 h) w a s i n si g nifi c a ntl y 
i n cr e a s e d i n e x p eri m e nt al gr o u ps s u bj e ct e d t o  tr e at m e nt wit h 1, 5 a n d 5 0 μ m ol/ L 
I S O w h e n c o m p ar e d t o t h e C o ntr ol ( T a bl e 5). T hi s n o n -si g nifi c a nt b ut m otilit y-

pr o m oti n g eff e ct  of 1, 5 , 50  a n d 1 0 0  μ m ol/ L I S O r e m ai n e d n ot a bl e aft er 2 h of i n 
vit r o  c ult ur e. Aft er 4 h, a si g nifi c a ntl y hi g h er M O T w a s r e c or d e d i n t h e gr o u p 
e x p os e d t o 5 μ m ol/ L I S O w h e n c o m p ar e d t o t h e C o ntr ol ( P < 0. 0 1). At 6 h t h e 
s p e ctr u m of I S O c o n c e ntr ati o n s e x hi biti n g b e n efi ci al eff e ct s o n t h e s p er m 
m otilit y e x p a n d e d, a s a si g nifi c a ntl y hi g h er M O T w a s r e c or d e d i n gr o u p s 
a d mi ni st er e d wit h 1, 5,  1 0 ( P < 0. 0 5) a n d 5 0  μ m ol/ L I S O ( P < 0. 0 0 1). N e v ert h el ess, 
at t h e e n d of t h e i n vit r o c ult ur e, a si g nifi c a ntl y hi g h er M O T w a s d et e ct e d i n t h e 
e x p eri m e nt al gr o u p s u p pl e m e nt e d wit h 1 0 μ m ol/ L I S O ( P < 0. 0 5 ) w h e n c o m p ar e d 
t o t h e C o ntr ol. I nt er esti n gl y, a n ot bl e h o w e v er n o n-si g nifi c a nt ( P > 0. 0 5) d e cr a s e 
of s p er m M O T w a s r e c or d e d f oll o wi n g e x p os ur e t o t h e hi g h est I S O c o n c e ntr ati o n 
( 1 0 0 μ m ol/ L I S O). A d mi ni str ati o n of t h e r est of t h e s el e ct e d c o n c e ntr ati o n s l e d t o 
a n i n si g nifi c a ntl y hi g h er r a b bit s p er m M O T ( P > 0. 0 5) i n c o m p ari s o n wit h t h e 
C o ntr ol ( T a bl e 5).  
 
 
 
 
 
 
 

 
T a bl e 5  Ti m e - a n d d os e -d e p e n d e nt eff e ct s of i s o q u er citri n (I S O) o n r a b bit s p er m at o z o a m otilit y [% ] 

 Ct rl  1 0 0  m ol/ L I S O 5 0  m ol/ L I S O 1 0  m ol/ L  I S O 5  m ol/ L I S O 1  m ol/ L I S O 

0 h  8 0. 5 5  2. 3 3  7 9 . 8 9 6. 6 7  8 1. 9 8  7. 9 9  7 9. 5 6  4. 9 0  8 4. 8 9  9. 0 2  8 1. 9 9  7. 0 2  

2 h  6 9. 0 3  4. 0 2  7 6. 7 7  4. 4 2  7 6. 5 6  6. 0 1  6 7. 9 7  5. 0 9  7 7. 8 7  7. 0 2  7 6. 5 4  4. 0 1  

4 h  5 9. 1 2  3. 3 3  6 3. 5 4  5. 0 9  6 7. 8 7  5. 5 5  6 6. 6 7  6. 0 9  7 6. 8 7  6. 9 8 * *  6 7. 2 2  5. 9 8  

6 h  3 7. 5 5  2. 9 9  4 4. 8 7  3. 9 9  4 8. 3 5  4. 7 8 *  7 3. 7 8  8. 0 0 * * *  7 3. 7 7  4. 7 8 * * *  6 5. 5 6  3. 3 3 * * *  

8 h  2 0. 0 4  1. 8 8  1 1. 0 9  1. 8 9  2 0. 0 9  1. 9 8  3 0. 9 9  4. 0 9 *  2 1. 3 4  2. 0 6  1 7. 9 7  2. 1 1  

M e a n  S E M. *  P < 0. 0 5; * *  P < 0. 0 1; * * *  P < 0. 0 0 1  

 
Is o q u er citri n i s f o u n d i n f o o d s s u c h as a p pl e a n d o ni o n, a s w ell a s i n a  v ari et y of 

m e di ci n al pl a nt s, li k el y c o ntri b uti n g t o t h e p h ar m a c ol o gi c al q u aliti es of a l ar g e 

n u m b er of b ot a ni c al m e di ci n es. S o m e of t h e m ost c o m m o nl y u s e d pl a nts 

c o nt ai ni n g t h es e fl a v o n oi d s i n cl u d e H ors e c h est n ut, Gi n k g o, H ors et ail, F e n n el, 

R o oi b os, H o p s, S u n d e w, Bil b err y a n d M ul b err y  (D o k -G o et al. , 2 0 0 3; A p pl et o n, 

2 0 1 0 ). IS O  i s o n e of t h e n at ur all y o c c urri n g gl u c osi d es of q u er c eti n. Is o q u er citri n 

i s als o s o m eti m es c all e d i s o q u er c eti n, a n e arl y i d e nti c al q u er c eti n-3 -

m o n o gl u c osi d e. T e c h ni c all y t h e t w o ar e diff er e nt (i s o q u er c eti n h a s a p yr a n os e 

ri n g w h er e a s i s o q u er citri n h a s a f ur a n os e ri n g), b ut f u n cti o n all y t h e t w o 

m ol e c ul es ar e i n di sti n g ui s h a bl e. T h e lit er at ur e oft e n c o n si d ers t h e m a s o n e a n d 

u s es t h e n a m es i nt er c h a n g e a bl y  (A p pl et o n, 2 0 1 0 ). T o o ur k n o wl e d g e, n o st u d y i s 

c urr e ntl y a v ail a bl e o n t h e i m p a ct of i s o q u er ctri n o n m al e r e pr o d u cti o n. 

A c c or di n g t o o ur d at a, alt h o u g h b ei n g str u ct ur all y si mil ar t o Q U E, t h e m ol e c ul e 

di d n ot e x hi bit si g nifi c a nt n e g ati v e eff e ct s o n t h e s p er m M O T w h e n c o m p ar e d t o 

Q U E. O n t h e ot h er h a n d, p ot e nti al b e n efi ci al eff e ct s of l o w er c o n c e ntr ati o n s of 

I S O w er e l ess n ot a bl e a n d si g nifi c a nt i n c o m p ari s o n wit h Q U E. Alt h o u g h 

e x p eri m e nt s b a s e d o n t h e a d mi ni str ati o n of p ur e I S O h a v e n ot b e e n d o n e y et, 

n u m er o u s a ni m al st u di es e m p h a si z e o n p ot e nti al a m e li or ati v e a n d a nti o xi d a nt 

eff e ct of pl a nt e xtr a ct s c o nt ai ni n g I S O o n t h e t esti c ul ar str u ct ur e a n d f u n cti o n, a s 

w ell a s s p er m c o n c e ntr ati o n, m otilit y a n d m or p h ol o g y i n si c k n ess a n d h e alt h  

(A w o ni yi et al. , 2 0 1 1; A y el e s o et al. , 2 0 1 4; š u r a č k a et al ., 2 0 1 6). As s u c h, w e 

m a y s u g g est t h at m or e s p e cifi c e x p eri m e nt s o n t h e r ol es of I S O ar e t o b e d o n e i n 

t h e f ut ur e i n or d er t o el u ci d at e it s b e n efi ci al a n d/ or h ar mf ul r ol es i n m al e 

r e pr o d u cti o n.  

C O N C L U SI O N  
 
A r el ati v el y br o a d s p e ctr u m of p ositi v e a s w ell a s n e g ati v e  eff e ct s h a s b e e n 
li n k e d t o t h e tr e at m e nt of i n di vi d u al bi ol o gi c all y a cti v e c o m p o u n d s i n 
e x p eri m e nt al i n vitr o a n d i n vi v o m o d els. T h eir m e c h a ni s ms of a cti o n h a v e o nl y 
r e c e ntl y st art e d t o b e u n c o v er e d, p arti c ul arl y i n r el ati o n t o m al e r e pr o d u cti o n. 
O ur st u d y h a s u nr a v el e d a s p e cifi c b e h a vi or of e a c h bi o m ol e c ul e, pr o vi di n g 
e vi d e n c e o n t h eir t o xi c a n d b e n efi ci al c o n c e ntr ati o n s a s w ell a s e x p os ur e p eri o d s 
a d e q u at e f or t h e e x hi biti o n of t h eir pr ot e cti v e or h ar mf ul i m p a ct o n r a b bit s p er m 
s ur vi v al. 
I d e ntifi c ati o n of a n or m al p h ysi ol o gi c al r a n g e of bi ol o gi c all y a cti v e c o m p o u n ds 
a n d t h eir m et a b olit es i n m a m m ali a n tiss u es i s of ut m ost i m p ort a n c e if r es e ar c h ers 
ai m t o d et er mi n e if t h e eff e ct s o b s er v e d wit h r es p e ct t o a c ert ai n d os e ar e 
p h ysi ol o gi c all y r el e v a nt. F urt h e r m or e, d et er mi ni n g t h e cli ni c al r el e v a n c e of 
r es ult s o bt ai n e d fr o m a ni m al or i n vitr o st u di es m a y b e diffi c ult a s t h es e st u di es 
oft e n u s e d os es w hi c h m a y e x c e e d p h ysi ol o gi c al c o n c e ntr ati o n s. As s u c h, t h es e 
a s p e ct s m u st b e t a k e n i nt o a c c o u nt i n t h e d esi g n o f f ut ur e e x p eri m e nt al st u di es, 
irr es p e cti v e of w h et h er t h e y ar e ai m e d at e v al u ati n g b e n efi ci al or a d v ers e eff e ct s 
of n at ur al bi o m ol e c ul es.  

 

A c k n o wl e d g m e nts: T hi s r es e ar c h i s a p art of pr oj e ct s u p p ort e d b y t h e R es e ar c h 
C e nt er A gr o Bi o T e c h b uilt i n a c c or d a n c e  wit h t h e pr oj e ct B uil di n g R es e ar c h 
C e ntr e “ A gr o Bi o T e c h ” I T M S 2 6 2 2 0 2 2 0 1 8 0 a n d b y t h e Sl o v a k R es e ar c h a n d 
D e v el o p m e nt A g e n c y Gr a nt s n o. A P V V - 0 3 0 4 -1 2 a n d A P V V -1 5 -0 5 4 4.  
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I N T R O D U C T I O N 
 
Or g a n o p h os p h or u s c o m p o u n d s  wit h r es p e ct t o t h eir wi d es pr e a d us e i n 
a gri c ult ur e, e x p os e f o o d r es o ur c es, w at er a n d e v e n air t o t h e p oll uti o n. 
Or g a n o p h os p h at e c o m p o u n d s s u c h a s i n s e cti ci d e p ar at hi o n  (o ,o -di et h yl -o -4 -
nitr o p h e n yl p h os p h or ot hi o at e ), m et h yl p ar at hi o n a n d di a zi n o n, i n s pite of t h eir 
e xtr e m e t o xi cit y h a v e b e e n u s e d i n pr o d u cti o n of pl a nt p esti ci d es. C o m p ar e d wit h 
t h e p ot e nti al di s a d v a nt a g e of c o n v e nti o n al m et h o d s, bi or e m e di ati o n w o ul d 
a p p e ar t o b e m or e attr a cti v e b e c a u s e it i s f ar l ess di sr u pti v e a n d m or e c ost -
eff e cti v e  (L ei  et al. , 2 0 0 5). S o m e r e p ort s h a v e s h o w n t h at o r g a n o p h os p h or us 
c o m p o u n d s ar e d e gr a d e d b y s o m e b a ct eri a . Ps e u d o m o n a s di mi n ut a M G  (S e r d a 
et al.,  1 9 8 5 ) a n d a Fl a v o b a ct e ri u m s p. ( A T C C 2 7 5 5 1)  (S et h u n at h a n et al.,  1 9 7 3 ) 
h a v e t h e a bilit y t o d e gr a d e a br o a d s p e ctr u m of or g a n o p h os p h or u s tri est ers b y 
virt u e of a c o n stit uti v el y e x pr ess e d or g a n o p h os p h or u s h y dr ol a s e (H a r p e r et al.,  
1 9 8 8 ). Or g a n o p h os p h or u s h y dr ol a s e e n z y m e c all e d O P H ( E. C  3 . 1.8 . 1) i s a bl e t o 
h y dr ol y z e  t h e est er bo n d of o r g a n o p h os p h at e c o m p o u n d s s u c h a s p ar at hi o n a n d 
p ar a o x o n b ut d u e t o t h e i n st a bilit y of t hi s e n z y m e  i n fr e e m o d e bi or e m e di ati o n 
pr o c ess or it s a p pli c ati o n i n h y dr ol ysi s or m at eri als d et e cti o n h a s f a c e d m a n y 
pr o bl e ms. T h e e n z y m e a cti vit y i s d e p e n d e nt o n t h e e n vir o n m e nt al v ari a bl es, s o 
t h e O P H e n z y m e aft er 5 h o urs i n c u b ati o n at r o o m t e m p er at ur e i n t h e a q u ati c 
e n vir o n m e nt l os es a b o ut 5 0 % of it s a cti vit y (O b a r e et al.,  2 0 1 0; R o b atj a zi et al.,  
2 0 1 0 ). Bi o c at al yst s i m m o bili z ati o n pr o c ess es ar e e c o n o mi c all y effi ci e nt a n d l e a d 
t o d e v el o p m e nt of t h e bi ol o gi c al c o nti n u o u s pr o c ess es. T h e u ni q u e p h ysi c al 
pr o p erti es of n a n o p arti cl es all o w t h eir a p pli c ati o n i n m a n y fi el d s s u c h a s  
bi o m e di ci n e  (At a n a sij e vi c et al.,  2 0 0 6: G u pt a et al.,  2 0 0 5; It o et al.,  2 0 0 5 ), 
s e n s or d e v el o p m e nt  (K at z et al., 2 0 0 4 ), w at er p urifi c ati o n (S a v a g e et al.,  2 0 0 5 ) 
a n d e n vir o n m e nt al r e m e di ati o n  (Li u, 2 0 0 6; T r at n y e k et al.,  2 0 0 6; Z h a n g, 
2 0 0 3 ). S u p er p ar a m a g n eti s m of m a g n eti c n a n o p arti cl es  ( M N Ps) i s a si z e-
d e p e n d e nt pr o p ert y t h at i s u s ef ul f or a p pli c ati o n s r e q uiri n g m a ni p ul ati o n of 
M N Ps b y a n e xt er n al m a g n eti c fi el d. S u c h p arti cl es d o n ot r et ai n a n y r e si d u al 
m a g n eti s m o n c e t h e m a g n eti c fi el d is r e m o v e d  (G u pt a et al.,  2 0 0 5; It o et al.,  
2 0 0 5 ). Usi n g m a g n eti c n a n o p arti cl es i n bi ol o gi c al pr o c ess es a n d pr ot ei n 
i m m o bili z ati o n i s c o n si d er e d o n e of t h e n o v el m et h o d s of i m m o bili z ati o n. M N Ps 
h a v e f o u n d m a n y a p pli c ati o n s i n v ari o u s pr o c ess es d u e t o t h eir hi g h s p e cifi c 
s urf a c e ar e a r ati o, m a g n eti c pr o p erti es a n d s p e ci al f e at ur es  (W a n g et al.,  2 0 1 2 ). 
T h e l ar g e s urf a c e - ar e a -t o-v ol u m e r ati o of a n a n o p arti cl e all o ws it t o s er v e a s a n 
effi ci e nt c arri er of bi o m ol e c ul es. T hi s f e at ur e h a s r es ult e d i n t h e d e v el o p m e nt of 

m a n y bi o m ol e c ul e -n a n o p arti cl e ( bi o -N P) h y bri d s f or bi o m e di c al a p pli c ati o n s i n 
t h e di a g n osi s a n d lo c ali z e d tr e at m e nt of di s e a s e  (At a n a sij e vi c et al.,  2 0 0 6: 
G u pt a et al.,  2 0 0 5; It o et al.,  2 0 0 5; H a r ri s et al.,  2 0 0 6 ). M N P-e n z y m e 
c o nj u g at es ( M N P -Es) r e pr es e nt a s p e cifi c cl a ss of bi o -N P c o nj u g at es t h at ar e of 
p arti c ul ar i nt er est f or bi ot e c h n ol o gi c al a p pli c ati o n s w h er e hi g h c at al yti c 
s p e cifi cit y, pr ol o n g e d r e a cti o n ti m e, a n d i n s o m e c a s es t h e a bilit y t o r e c y cl e a n 
e x p e n si v e bi o c at al yst i s r e q uir e d  (Al c al d e  et al.,  2 0 0 6; S w a ns o n, 1 9 9 9 ). T h e 
c o v al e nt b o n di n g a n d i o ni c b o n di n g ar e t w o m et h o d s of M N P bi n di n g t o 
bi o m ol e c ul es. C o v al e nt bi n di n g i s a m et h o d t h at i s wi d el y u s e d i n t h e 
bi o p ol y m ers i m m o bili z ati o n. C o v al e nt bi n di n g i s u s u all y c arri e d o ut b y dir e ct 
bi o m ol e c ul e r e a cti v e gr o u p s bi n di n g or b y bi n di n g t o a n i nt er m e di at e.  T h e 
p ur p os e of t hi s st u d y i s t o i m m o bi li z e O P H  e n z y m e o n M N P c o v al e ntl y a n d 
i m m o bili z ati o n o pti mi z ati o n a n d e v al u ati o n of st or a g e st a bilit y of i m m o bili z e d 
O P H e n z y m e . 
 
M A T E RI A L A N D M E T H O D S  
 
B a ct e ri al st r ai n  
 
Fl a v o b a ct e ri u m A T C C 2 7 5 5 1  w a s o bt ai n e d fr o m Mi cr o bi al T y p e C ult ur e 
C oll e cti o n ( M T C C, C h a n di g ar h, I n di a) . O P H e n z y m e w a s t h e n i s ol at e d a n d 
p urifi e d fr o m b a ct eri a (B r o w n, 1 9 8 0 ).  
 
M a g n e ti c n a n o p a rti cl es a n d c h e mi c al s 
 
Utili z e d m a g n eti c n a n o p arti cl es wit h d e xtr a n s urf a c e c o v er a n d N H 2  a g e nt wit h 
a v er a g e si z e of 1 3 0 n m ( a mi n o -m o difi e d m a g n eti c n a n o p arti cl es ( A M N)), N -( 3-
di m et h yl a mi n o pr o p yl) - N – et h yl c ar b o dii mi d e ( E D A C) a n d 2 -N -m or p h oli n o -
et h a n es ulf o ni c a ci d  ( M E S) b uff er a n d p ar at hi o n w er e p ur c h a s e d fr o m 
Mi cr o m o d e, M er c k a n d Si g m a C o m p a n i es r es p e cti v el y. All of t h e e x p eri m e nt al 
m at eri als i n t hi s st u d y w er e of hi g h p urit y a n d w er e p ur c h a s e d fr o m Fl uk a a n d  
M er c k C o m p a ni es.  
 
I m m o bili z ati o n of O P H e n z y m e o n A M Ns  
 
I n or d er t o I m m o bili z e O P H e n z y m e o n A M Ns s urf a c es, 2 0 µl of A M Ns w a s 
tr a n sf err e d t o a 2 ml mi cr ot u b e. F erri c n a n o p arti cl es w er e t h e n w a s h e d t hr e e ti m es 

I n t h e pr es e nt st u d y, o r g a n o p h os p h or u s h y dr ol a s e e n z y m e o n F u n cti o n ali z e d  f erri c m a g n eti c n a n o p arti cl es w a s i m m o bili z e d b y t h e 

c o v al e nt bi n di n g m et h o d. T h e O pti mi z e d a m o u nt f or p ar a m et ers of  m g E D A C / m g n a n o p arti cl es , e n z y m e u nit s  ( U)/ m g n a n o p arti cl es , r e a cti o n ti m e, 

a n d p H w er e  d et er mi n e d  t o b e 6. 1 2 5, 0. 1 3 4 1, 3  h a n d 6. 1 5 r es p e cti v el y. T h e a m o u nt of i m m o bili z ati o n yi el d a c c or di n g t o t h e e n z y m e 

a cti vit y w a s o bt ai n e d t o b e 7 0 % a n d als o t h e a m o u nt of i m m o bili z e d e n z y m e o n n a n o p arti cl es w a s 0. 2 5 U/ m g  n a n o p arti cl es . St a bilit y st u di es 

s h o w e d si g nifi c a nt i n cr e a s e i n i m m o b ili z e d e n z y m e st a bilit y at 4, 2 5 a n d 4 5 ° C. T h e st a bilit y of I m m o bili z e d e n z y m e s h o w e d a  6. 3 -f ol d 

i n cr e a s e i n c o m p ari s o n t o fr e e e n z y m e at 4 ° C.   T h e r es ult s d e m o n str at e d t h at t h e p H  st a bilit y of t h e i m m o bili z e d e n z y m e  si g nifi c a ntl y 

i n cr e a s e d i n c o m p aris o n wit h fr e e e n z y m e. T h e i m m o bili z e d e n z y m e  w a s u s a bl e a n d r e c o v er a bl e f or s e v e n c y cl es. T h e r es ult s d e pi ct e d 

t h at 8 0 % of  e n z y m e a cti vit y w a s r et ai n e d aft er fift h c y cl e.  F TI R t est s h o w e d t h e c o v al e nt bi n di n g of e n z y m e t o m a g n eti c n a n o p arti cl es’  

s urf a c e a n d t h e m o difi e d e n z y m e m a g n eti c n a n o p arti cl es pr o p ert y w a s s u p er p ar a m a g n eti c b y vi br ati n g s a m pl e m a g n et o m et er t est. 

A R TI C L E I N F O  

R e c ei v e d 6. 9. 2 0 1 6  

R e vi s e d 2 4. 4. 2 0 1 7  

A c c e pt e d 2. 5. 2 0 1 7  

P u bli s h e d 1. 6. 2 0 1 7  

R e g ul ar arti cl e  

d oi:  1 0. 1 5 4 1 4/j m bf s. 2 0 1 7 .6 .6 .1 2 9 5 -1 2 9 9  
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wit h M E S b uff er s ol uti o n a n d s u s p e n d e d i n 1 0 0 µl of M E S b uff er s ol uti o n. Aft er 
s h a ki n g f or o n e mi n ut e b y p utti n g p er m a n e nt m a g n et u n d er t h e mi cr o t u b e f or 1 -
2 mi n ut e(s) A M Ns w er e s e p ar at e d fr o m t h e s ol uti o n. T h e n, a 1 0 0 µl M E S 
s ol uti o n c o nt ai ni n g 0. 7 m g E D A C w a s a d d e d t o t h e n a n o p arti cl es t h at h a d b e e n 
s u s p e n d e d i n t h e 1 0 0 µl M E S s ol uti o n a n d mi x e d wit h s h a k er f or 1 0 mi n ut es. A 
1 0 µl st o c k e n z y m e s ol uti o n wit h 2. 2 U/ ml a cti vit y w a s a d d e d t o mi cr ot u b e 
c o nt ai ni n g a cti v e n a n o p arti cl es, t h e n t h e mi cr ot u b e w a s i n c u b at e d f or 3 h at 4 ° C 
wit h 2 5 0 r p m. Aft er t h e e n d of i n c u b ati o n, n a n o p arti cl es w er e w a s h e d t hr e e ti m es 
wit h a 3 0 0 µl P B S b uff e r s ol uti o n a n d   s u s p e n d e d wit h a 3 0 0 µl P B S b uff er 
s ol uti o n i n p H = 8.  
 
O pti mi z ati o n p r o c e ss  
 
T h e o pti m u m c o n diti o n s f or  t h e c o v al e nt bi n di n g of O P H e n z y m e t o A M Ns 
s urf a c e w er e o bt ai n e d u si n g T a g u c hi e x p eri m e nt d esi g n m et h o d a n d Q u alit e k -4 
s oft w ar e. T hi s m et h o d all o ws o b s er v ati o n a n d o pti mi z ati o n of v ari a bl es 
si m ult a n e o u sl y. I n t h e pr es e nt st u d y,  a st a n d ar d  T a g u c hi L 9 ort h o g o n al arr a y  d u e 
t o it s a bilit y t o o p er at e 4 p ar a m et ers i n 3 l e v els w a s c h os e n. P ar a m et ers a n d t h eir 
l e v els f or t h e c o v al e nt bi n di n g of O P H e n z y m e t o A M Ns ar e s h o w n i n T a b  1.  
 
  T a bl e 1  F a ct ors a n d l e v el of p ar a m et ers u s e d i n T a g u c hi e x p eri m e nt al d esi g n.  

F a ct o r  L e v el 1  L e v el 2  L e v el 3  

E D A C/ A M N 
r ati o( w/ w) 

2. 4 5  6. 1 2 6  1 5. 3 1 3  

E n z y m e/ A M N 
r ati o( U/m g ) 

0. 0 8 9 4  0. 1 3 4 1  0. 1 7 8 8  

T i m e ( h) 1. 5 3 4. 5 

p H  6 6. 1 5 6. 3 0 

 
E v al u ati o n of I m m o bili z e d e n z y m e st a bilit y   
 
Fr e e a n d i m m o bili z e d e n z y m e st a bilit y w a s d et er mi n e d b y u si n g r el ati v e a cti vit y 
c al c ul ati o n. T h e i m m o bili z e d e n z y m e a n d t h e s a m pl es c o nt ai ni n g fr e e e n z y m e a s 
t he o b s er v er w er e i n c u b at e d at t h e s a m e c o n diti o n of 4, 2 5, 4 5 ° C a n d e n z y m e 
a cti vit y i n diff er e nt p eri o d s w a s d et er mi n e d  i nt er mitt e ntl y. T h e a ci dit y st a bilit y of 
b ot h i m m o bili z e d e n z y m e a n d fr e e e n z y m e w a s d et er mi n e d at t h e s a m e c o n diti o n 
at p H r a n g e of 4 -1 1. T h e s a m pl es w er e i n c u b at e d at 4 ° C f or 3 h. I n or d er t o 
d et er mi n e a cti vit y of s a m pl es, first s a m pl es w er e i n c u b at e d at 2 5 ° C a n d p H = 8 f or 
3 0 mi n ut es t h e n t h eir a cti viti es w er e d et er mi n e d.  
 
A n al yti c al m et h o d s 
 
T h e p h os p h otri est er a s e a cti vit y  w a s m e a s ur e d o n t h e b a si s of S p e ctr o p h ot o m etri c 
Ass a y m et h o d. T h e r at e of et h yl -p ar at hi o n  h y dr ol ysi s w a s d et er mi n e d b y 
m e a s uri n g p ar a -nitr o p h e n ol  pr o d u cti o n  (R o b atj a zi et  al.,  2 0 1 0 ). F or t his p ur p os e, 
1 5 0 µl of s ol uti o n c o nt ai ni n g i m m o bili z e d e n z y m e a n d 1 5 0 µl of P B S b uff er at 
p H = 8 w er e mi x e d. T h e n 1 0 µl  of 5 0 m M  C o Cl 2

 s ol uti o n w a s a d d e d a n d t h e 
mi xt ur e w a s s h a k e n f or 3 0 mi n ut es at r o o m t e m p er at ur e. N e xt, 5 µl of 4 0 m M  
et h yl -p ar at hi o n  w a s a d d e d a n d p -nitr o p h e n ol  pr o d u cti o n r at e w a s d et er mi n e d b y 
m e a s uri n g t h e i n cr e a s e of a b s or b a n c e r at e at 4 1 0 n m. O n e u nit of 
p h os p h otri est er a s e a cti vit y ( U) w a s d efi n e d a s t h e a m o u nt of e n z y m e r e q uir e d t o 
h y dr ol y z e 1 µ m ol of et h yl -p ar at hi o n p er mi n ut e at 3 0 ° C ( a s d es cri b e d pr e vi o u sl y 
i n d et ail b y R o b atj a zi et  al . ( 2 0 1 0)). 
 
V S M a n d F T I R  
 

I m m o bili z e d a n d fr e e e n z y m e S a m pl e s p e ctr u m w a s d et er mi n e d u si n g F TI R 
s p e ctr os c o p y. O P H e n z y m e w a s i m m o bili z e d o n A M Ns b y t h e d et er mi n e d 
o pti mi z e d c o n diti o n. T h e n, m o difi e d  m a g n eti c n a n o p arti cl es  ( e n z y m e-A M Ns)  
a n d A M Ns w er e fr e e z e-dri e d  f or 2 4 h o urs at -6 0 ° C ( m o d el Al p h a 2 -4 L S C; 
M arti n C hri st, Ost er o d e, G er m a n y). T h e S a m pl es s p e ctr u ms w er e m e a s ur e d fr o m 
4 5 0 c m -1  t o 4 0 0 0 c m-1 . I n or d er t o p erf or m t h e vi br ati n g s a m pl e m a g n et o m et er 
( V S M) t est, m o difi e d A M Ns w er e w a s h e d t wi c e wit h di still e d w at er a n d t h e n 
dri e d u si n g fr e e z e -dri er  o n al u mi n u m pl at es  f or 4 8 h o urs. V S M t est m e a s ur e m e nt 
w a s c arri e d o ut o n m a g n et o m et er d e vi c e ( V S M, K a s h a n U ni v ersit y, Ir a n) b y 
c h a n gi n g t h e m a g n eti c fi el d fr o m + 8 0 0 0 t o -8 0 0 0.  
 
R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  
 
O pti mi z ati o n e x p eri m e nt r es ult s  ar e s h o w n i n T a b 2  o n t h e b asi s of e n z y m e 
s p e cifi c a cti vit y i n m g of n a n o p arti cl es. E a c h p ar a m et er’s eff e ct a n d its l e v el 
eff e ct i s s h o w n i n fi g ur e 1,  a c c or di n g t o t h e o bt ai n e d r es ult s it c a n b e d e d u c e d 
t h at p H p ar a m et ers , e n z y m e( U)/m g A M N  r ati o, m g E D A C /m g A M N  a n d i n c u b ati o n ti m e 
f or e n z y m e c o v al e nt bi n di n g o n t h e s urf a c e of A M Ns  w er e l e v els of 2, 2, 2, 2 
r es p e cti v el y. 
R es ult s s h o w e d t h at 3 h o urs i n c u b ati o n ti m e h a d t h e m ost p ositi v e eff e ct o n 
e n z y m e -A M N r e a cti o n. T h e e n z y m e t o m a g n eti c n a n o p arti cl e r ati o a n d 
m g E D A C /m g A M N  a n d p H f or e n z y m e c o v al e nt bi n di n g o n A M Ns s urf a c e h a d 1 5, 4 5 
a n d 6 5 p er c e nt eff e cti v e n ess o n i m m o bili z ati o n. I m m o bili z ati o n pr o c ess w a s 
c arri e d o ut i n o pti mi z e d c o n diti o n. O pti mi z e d c o n diti o n f or c o v al e nt bi n di n g b y 
a mi n o gr o u p s f o r i n c u b ati o n ti m e, U/ m g M N P r ati o, m g E D A C / m g M N P  r ati o, a n d p H, 
w a s d et er mi n e d 3 h, 0. 1 3 4 1, 6. 1 2 5 U/ m g, a n d 6. 5 r es p e cti v el y.  
 
     T a bl e 2  T h e r es ult s of i m m o bili z e d e n z y m e a cti vit y  i n L9 ort h o g o n al arr a y of 
t h e T a g u c hi e x p eri m e nt al d esi g n. 

T ri al  F a ct o r s  R e s ults  
( U/ m gA M N ) 

1  
m g E D A C / m gA M N  r ati o( w/ w) = 2. 4 5, Ue n z y m e/ m gA M N  

r ati o( U/ w) = 0. 0 8 9 4 
ti m e ( h) = 1. 5, p H = 6 

0. 0 3 8  

2  
m g E D A C / m gA M N  r ati o( w/ w) = 2. 4 5, Ue n z y m e/ m gA M N  

r ati o( U/ w) = 0. 1 3 4 1 
ti m e ( h) = 3, p H = 6. 1 5 

0. 0 7 6  

3  
m g E D A C / m gA M N  r ati o( w/ w) = 2. 4 5, Ue n z y m e/ m gA M N  

r ati o( U/ w) = 0. 1 7 8 8 
ti m e ( h) = 4. 5, p H = 6. 3 0 

0. 0 3 2  

4  
m g E D A C / m gA M N  r ati o( w/ w) = 6. 1 2 6, 
U e n z y m e/ m gA M N  r ati o( U/ w) = 0. 0 8 9 4 

ti m e ( h) = 3, p H = 6. 3 0 

0. 0 6 1  

5  
m g E D A C / m gA M N  r ati o( w/ w) = 6. 1 2 6, 
U e n z y m e/ m gA M N  r ati o( U/ w) = 0. 1 3 4 1 

ti m e ( h) = 4. 5, p H = 6 

0. 0 4 3  

6  
m g E D A C / m gA M N  r ati o( w/ w) = 6. 1 2 6, 
U e n z y m e/ m gA M N  r ati o( U/ w) = 0. 1 7 8 8 

ti m e ( h) = 1. 5, p H = 6. 1 5 

0. 0 8 9  

7  
m g E D A C / m gA M N  r ati o( w/ w) = 1 5. 3 1 3, 
U e n z y m e/ m gA M N  r ati o( U/ w) = 0. 0 8 9 4 

ti m e ( h) = 4. 5, p H = 6 

0. 0 2 7  

8  
m g E D A C / m gA M N  r ati o( w/ w) = 1 5. 3 1 3, 
U e n z y m e/ m gA M N  r ati o( U/ w) = 0. 1 3 4 1 

ti m e ( h) = 1. 5, p H = 6. 3 0 

0. 0 7 8  

9  
m g E D A C / m gA M N  r ati o( w/ w) = 1 5. 3 1 3, 
U e n z y m e/ m gA M N  r ati o( U/ w) = 0. 1 7 8 8 

ti m e ( h) = 3, p H = 6 

0. 0 4 8  
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Fi g u r e 1  A v er a g e r es p o n s e l e v els f or diff er e nt p ar a m et ers  

 
E x p eri m e nt s w er e p erf or m e d s e v er al ti m es u si n g t h e o pti mi z e d c o n diti o ns, a n d 
t h e r es ult s w er e i n g o o d a gr e e m e nt wit h t h o se  pr e di ct e d  fr o m T a g u c hi 
e x p eri m e nt d esi g n . R es ult s s h o w e d i n o pti mi z e d c o n diti o n t h at a m o u nt of 
i m m o bili z e d e n z y m e o n n a n o p arti cl es w a s 0. 2 5 U/ m gn a n o p arti cl es  wit h a b o ut 7 0 % 
effi ci e n c y . T h e o bt ai n e d r es ult s w er e i n g o o d a gr e e m e nt wit h  st u di es p erf or m e d 
b y Ji a n g  et al . ( 2 0 0 8) . I n a si mil ar st u d y b y K u o  et al.  ( 2 0 1 2)  i m m o bili z ati o n 
effi ci e n c y w a s r e p ort e d 5 8. 3 % f or Li p a s e e n z y m e i m m o bili z ati o n , Hi g h est 
o bt ai n e d a cti vit y w a s r e p ort e d 2 0 u nit p er gr a m a n d i n si mil ar st u di es b y S a h o o  
et al.  ( 2 0 1 1) , ur e a s e e n z y m e  i m m o bili z ati o n w a s r e p ort e d 5 7 % o n f erri c 
m a g n eti c n a n o p arti cl es.  
Fi g ur e  2 s h o ws t h e p H st a bilit y of i m m o b ili z e d e n z y m e. T h e p H st a bilit y 
i n cr e a s e d f or t h e i m m o bili z e d e n z y m e c o m p ar e d wit h t h e fr e e e n z y m e. As t h e p H 
s hift e d t o w ar d s t h e al k ali n e or a ci di c c o n diti o n s, t h e e n z y m e a cti vit y of t h e 
i m m o bili z e d e n z y m e r e m ai n e d hi g h er c o m p ar e d wit h t h e fr e e e n z y m e. T his m a y 
b e d u e t o t h e pr ot e cti o n of t h e e n z y m e b y M N Ps a g ai n st e xtr e m e p H v al u e s. T h e 
r e m ai ni n g e n z y m e a cti vit y of t h e i m m o bili z e d e n z y m e a n d t h e fr e e e n z y m e aft er 
8 h of i n c u b ati o n at p H 4 w er e 7 8 % a n d 2 0 % r es p e cti v el y.  
 

 
Fi g u r e 2  p H st a bilit y of i m m o bili z e d e n z y m e  
 
St a bilit y st u di es s h o w e d si g nifi c a nt i n cr e a s e i n i m m o bili z e d e n z y m e st a bilit y  at 
4, 2 5 a n d 4 5 ° C . T h e r es ult s ar e s h o w n i n t h e fi g ur e  3. T h e r es ult s s h o w aft er 1 2 0 h 
of i n c u b ati o n at 4 ° C  t h at t h e r el ati v e a cti vit y h a s  b e e n  9 1 % a n d 4 3 % f or t h e 
i m m o bili z e d e n z y m e a n d fr e e e n z y m e , r es p e cti v el y (fi g ur e 3-a ). I m m o bili z e d 
e n z y m e st a bilit y w a s d et er mi n e d  6. 3 -f ol d i n cr e a s e i n c o m p ari s o n t o fr e e e n z y m e  
at 4 ° C . A 5 0 % r e d u cti o n i n t h e i niti al e n z y m e a cti vit y of t h e i m m o bili z e d e n z y m e 
d et er mi n e d  aft er 1 3 5  a n d 6 2  h of i n c u b ati o n at 2 5 a n d 4 5  ° C , r es p e cti v el y, (fi g ur e 
3 -b, c ). T h e  r es ult s d e m o n str at e d t h at c o u pli n g  of O P H t o A M Ns  e n h a n c e d t h e 
e n z y m e t h er m al st a bilit y at 4 , 2 5 a n d 4 5 ° C . T h e I m m o bili z e d  e n z y m e s a v e d 
8 7. 7 % of it s a cti vit y f or m or e t h a n 1 0 d a ys  at 4 ° C .  
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Fi g u r e 3 E n z y m e t h er m al s t a bilit y of i m m o bili z e d e n z y m e 

 
T h e i m m o bili z e d e n z y m e w a s u s a bl e a n d r e c o v er a bl e f or a b o ut s e v e n c y cl e s.  T h e 
a cti vit y of i m m o bili z e d e n z y m e w a s a ss a y e d u p t o s e v e n c y cl es. T h e 
i n v esti g ati o n d e pi ct e d t h at 9 6 % e n z y m e a cti vit y w a s r et ai n e d aft er t hir d c y cl e 
a n d 8 0 % aft er fift h c y cl e. A c c or di n g t h es e r es ult s, t h e r el ati v e e n z y m e a cti vit y 
w a s d e cr e a s e d 2 3 % aft er s e v e n  c y cl e s  (fi g ur e 4). 

 
Fi g u r e 4 R el ati v e a cti vit y of i m m o bili z e d e n z y m e aft er e a c h c y cl e of u s e  
 
F TI R t est r es ult s c o nfir m e d t h e c o v al e nt b o n di n g b et w e e n e n z y m e a n d m a g n eti c 
n a n o p arti cl es a g e nt gr o u p s (fi g ur e 5 ). O n t hi s b a si s, b o n ds ar e  vi si bl e at 5 7 1 c m -1  
a n d 1 6 3 5  c m -1  w hi c h pr o v es t h e e n z y m e b o n di n g t o n a n o p arti cl es s u c h as 
r e p ort e d b y T e st e  et al.  ( 2 0 1 0) pr e vi o u sl y . V S M t est r es ult s s h o w e d t h at t h e 
e n z y m e c o at e d m a g n e ti c n a n o p arti cl es r et ai n t h eir s u p er par a m a g n eti c n at ur e 
d uri n g t h e i m m o bili z ati o n pr o c ess a n d o nl y a b o ut 1 0 % of t h e m a g n eti c pr o p ert y 
i s d e cr e a s e d (fi g ur e 6 ). 

 
Fi g u r e 5  F TI R s p e ctr os c o p y s p e ctr u m of I m m o bili z e d e n z y m e, a: bl a n k  ( A M N), 
b: Im m o bili z e d e n z y m e ( A M N – E n z y m e)  
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Fi g u r e 6  M a g n eti z ati o n c ur v e  of A M N – E n z y m e  
 
C O N C L U SI O N  
 
I n t h e pr es e nt st u d y, O P H  h a v e b e e n li n k e d t o t h e m a g n eti c n a n o p arti cl es’s 
s urf a c e b y t h e c o v al e nt c o u pli n g m et h o d . B est c o n diti o n s w er e d et er mi n e d f or 
e n z y m e bi n di n g t o t h e m a g n eti c n a n o p arti cl e’s s urf a c e . T h e t h er m al st a bilit y of 
i m m o bili z e d e n z y m e o n t h e m a g n eti c n a n o p arti cl e’s s urf a c e s h o w e d 6. 3 -f ol d, 
1. 4 -f ol d a n d 1. 1 -f ol d i n cr e a s e i n c o m p ari s o n t o fr e e e n z y m e aft er 1 2 0 h of 
i n c u b ati o n at 4, 2 5 a n d 4 5 ° C r es p e cti v el y. I m m o bili z e d e n z y m e o n m a g n eti c 
n a n o p arti cl e’s s urf a c e c a n si m pl y b e s e p ar at e d wit h a m a g n et w hi c h l e a d s t o 
r e u s e a n d s e q u e nti al u s e of e n z y m es. T h e e n z y m e -m a g n eti c n a n o p arti cl es c a n b e 
utili z e d i n a p pli c ati o n s s u c h a s bi o d e g r a d ati o n, bi os e n si n g  a n d t h e y ar e als o 
a p pr o pri at e f or d e v el o p m e nt of n a n os c al e s m art t e c h n ol o gi es . 
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I N T R O D U C T I O N 
 
S e v er al c o m m o nl y u s e d pl a nt s h a v e b e e n r e p ort e d t o aff e ct  m al e r e pr o d u cti v e 
f u n cti o n s i n wil dlif e a n d h u m a n s. T h e eff e ct s o b s er v e d wit h m ost of t h e pl a nt a n d 
pl a nt -b a s e d pr o d u ct s h a v e b e e n attri b ut e d t o a wi d e v ari et y of pr o p erti es of o n e 
or m or e a cti v e c o m p o u n d s pr es e nt i n e t h n o p h ar m a c ol o gi c all y i m p ort a nt 
m e di c i n al h er b s (D' C r u z et al. , 2 0 1 0). E v al u ati o n of h er b s h a s b e e n i n pr o gr ess 
w orl d wi d e f or s e v er al d e c a d es t o i d e ntif y eff e cti v e a n d s af e s u b st a n c es f or 
f ertilit y r e g ul ati o n. T hi s a p pr o a c h pr o v e d t o b e a g o o d alt er n ati v e t o s y nt h eti c 
dr u gs a s t h e c h e mi c als of pl a nt ori gi n h a v e li mit e d si d e eff e ct s. V ari o us 
m e di ci n al pl a nt s e xtr a ct s w er e i n v esti g at e d f or t h eir f ertilit y -r el at e d a cti vit y b ot h 
i n mal e a n d f e m al e a ni m al m o d els ( S h a r m a et al. , 2 0 1 3). 
S a m b u c u s ni g r a  Li n n, fr e q u e ntl y k n o w n a s ' S w e et el d er' b el o n gs t o f a mil y 
C a p rif oli a c e a e . S a m b u c u s  s p e ci es ar e b ei n g i n v esti g at e d f or t h eir p ot e nti al h e alt h 
b e n efit s. It i s o n e of t h e m ost attr a cti v e tr e es b ei n g p ut t o s o m e u s ef ul p ur p os e i n 
A y ur v e d a, h o m e o p at hi c m e di ci n e a n d h as b e c o m e a c y n os ur e t o m o d er n 
tr e at m e nt opti o n s. T h e pl a nt i s hi g hl y u s e d tr a diti o n all y i n c uri n g di v ers e 
di s or d ers. C o m m o nl y it i s u s e d a s a n a stri n g e nt, a nti vir al a n d di ur eti c. T h e 
a nti o xi d a nt a cti vit y of el d er b err y e xtr a ct s h a s b e e n e v al u at e d b ef or e, a n d it i s 
esti m at e d t o b e si mil ar t o t h at o f bl a c k r a s p b erri es, bl a c k b erri es, a n d ot h er d ar k -
fl es h e d s m all fr uit El d er b erri es c o nt ai n fl a v o n oi d s (fl a v o n e, fl a v o n o n e, 
i s ofl a v o n e d eri v ati v es a n d a nt h o c y a ni n s), w hi c h ar e r e p ort e d t o p oss ess 
a nti o xi d a nt a cti vit y a n d t o pr ot e ct a g ai n st o xi d ati v e str ess o rs, s u c h a s h y dr o g e n 
p er o xi d e, 2 -a mi di n o pr o p a n e, di h y dr o c hl ori d e ( A A P H), f err o u s s ulf at e, a n d 
a s c or bi c a ci d (K a u r et al ., 2 0 1 4). 
S a m b u c u s ni gr a  L. h a s b e e n f o u n d t o b e eff e cti v e a g ai n st s o m e i m p ort a nt 
p at h o g e ni c mi cr o or g a ni s ms i n v ol v e d i n w o u n d s, b u ms, s ki n i nf e cti o n s, e nt eriti s, 
t y p h oi d a n d c a n di di a si s. T h u s, t h e e xtr a ct of S a m b u c u s ni g r a  L. b erri es c a n b e 
u s e d i n or d er t o tr e at t h es e ail m e nts. El d er b err y  e xtr a ct s pr o v e d t o b e a cti v e 
a g ai n st St a p h yl o c o c c u s a u r e u s  a n d B a cill u s s u btili s  at l o w c o n c e ntr ati o n a n d 
a g ai n st C. al bi c a n s  at v er y l o w c o n c e ntr ati o n s. It i s h o w e v er, m or e eff e cti v e 

a g ai n st Ps e u d o m o n a s a e r u gi n os a, Es c h e ri c hi a c oli  a n d S al m o n el l a t y p hi. 
El d er b err y  c a n b e u s e d i n tr e ati n g dis e a s es c a u s e d b y s el e ct e d t est or g a nis ms. It 
als o c o nt ai n s st er ols, t a n ni n s, ess e nti al oils a n d c a n r e a dil y b e c o n si d er e d as a 
h e alt h y f o o d.  It c a n als o b e u s e d a s a str o n g f o o d pr es er v ati v e 
(M o h a m m a ds a d e g hi et al. , 2 0 1 3). S a m b u c u s ni g r a  fr uit e xtr a ct p o w d er h a s a 
v er y hi g h i n vit r o a nti o xi d a nt a cti vit y a n d n o m ut a g e ni c e ff e ct s at l o w 
c o n c e ntr ati o n s ( B r at u et al. , 2 0 1 2).   
T hi s st u d y i n v esti g at e d t h e i n vit r o eff e ct s of t h e S a m b u c u s ni g r a  e xtr a ct o n t h e 
m otili t y, vi a bilit y a n d o xi d ati v e pr ofil e of b o vi n e s p er m at o z o a. 
 
M A T E RI A L A N D M E T H O D S  
 
Pl a nt M at e ri al  
 
S a m b u c u s ni gr a  b erri es w er e o bt ai n e d fr o m t h e B ot a ni c al G ar d e n at t h e Sl o v a k 
U ni v ersit y of A gri c ult ur e i n Nitr a. Aft er dr yi n g, t h e pl a nt ti ss u es w er e cr u s h e d, 
w ei g h e d a n d s o a k e d i n et h a n ol p. a. ( 9 6 %, C e ntr al c h e m, Br ati sl a v a, Sl o v a k 
R e p u bli c) d uri n g t w o w e e k s at r o o m t e m p er at ur e i n t h e d ar k. E x p os ur e t o 
s u nli g ht w a s a v oi d e d t o pr e v e nt t h e d e gr a d ati o n of a cti v e c o m p o n e nt s. T h e 
et h a n oli c pl a nt e xtr a ct s w er e s u bj e ct e d t o e v a p or ati o n u n d er r e d u c e d pr ess ur e at 
4 0 ° C i n or d er t o r e m o v e a n y r esi d u al et h a n ol ( St u art R E 3 0 0 D B r ot ar y 
e v a p or at or, Bi b b y S ci e ntifi c Li mit e d, U K, a n d v a c u u m p u m p K N F 
N 8 3 8. 1. 2 K T. 4 5. 1 8, K N F, G er m a n y). Cr u d e pl a nt e xtr a cts w er e di ss ol v e d i n 
D M S O ( Di m et h yl s ulf o xi d e; Si g m a -Al dri c h, St. L o ui s, U S A) t o e q u al 1 0 0. 4 
m g/ m L a s a st o c k s ol uti o n.  
 
S a m pl e C oll e cti o n a n d P r o c e ssi n g  
 
B o vi n e s e m e n s a m pl es w er e o bt ai n e d fr o m 1 0 a d ult H olst ei n br e e di n g b ulls 
(Sl o v a k Bi ol o gi c al S er vi c es, Nitr a, Sl o v a k R e p u bli c). T h e a ni m als w er e of 
si mil ar a g e a n d w er e k e pt u n d er u nif or m f e e di n g a n d h o u si n g c o n diti o n s. T w o 

T h e p a p er pr es e nt s t h e o v er all r es ult s a n d e x p eri m e nt al d et ails of t h e i n vitr o a ss ess m e nt  of  t h e el d er b err y ( S a m b u c u s ni g r a ) e xtr a ct o n 

t h e m otilit y, vi a bilit y  a n d r e a cti v e o x y g e n s p e ci es ( R O S) pr o d u cti o n  of b o vi n e s p er m at o z o a i n diff er e nt ti m e p eri o d s ( 0, 2, 6 a n d 2 4 

h o urs). S a m b u c u s ni g r a  i s oft e n u s e d f or m e di ci n al p ur p os es t hr o u g h o ut t h e  w orl d. M o d er n r es e ar c h r e v e als  t h at S a m b u c u s ni g r a  

e xtr a ct s m a y h a v e a nti -i nfl a m m at or y, a nti vir al, a nti c a n c er a n d a nti o xi d a nt pr o p erti es, b e c a u s e of a hi g h c o nt e nt of bi ol o gi c all y a cti v e 

c o m p o n e nt s. S p er m at o z o a m otilit y w a s a ss ess e d u si n g t h e C o m p ut er -a ss i st e d s p er m a n al ysi s ( C A S A) s yst e m. C ell vi a bilit y w a s 

e x a mi n e d u si n g t h e m et a b oli c a cti vit y M T T a ss a y a n d R O S g e n er ati o n w a s q u a ntifi e d u si n g l u mi n o m etr y. T h e C A S A a n al ysi s r e v e al e d 

t h at t h e m otilit y i n t h e e x p eri m e nt al gr o u p s s u p pl e m e nt e d wit h 1 0 0, 5 0 a nd 1 μ g/ m L el d er b err y  e xtr a ct w a s l o w er i n c o m p ari s o n wit h 

ot h er s a m pl es. T h e e x p eri m e nt s h o w e d t h at t h e el d er b err y  e xtr a ct h a d a c o n si d er a bl e i n vit r o eff e ct o n t h e s p er m m otilit y, vit alit y a n d 

o xi d ati v e pr ofil e. T h e R O S pr o d u cti o n a s w ell a s t h e C A S A a ss e ss m e nt pr o v e d t h at t h e o pti m al c o n c e ntr ati o n of b ot h e xtr a ct s w a s 1 0 

μ g/ m L i n e v er y ti m e wit h st ati sti c all y si g nifi c a nt r es ult s.  T h e M T T t est s h o w e d  a st ati sti c all y si g nifi c a nt i n cr e a s e of mit o c h o n dri al at all 

ti m e p eri o d s wit h 1 0 μ g/ m L el d er b err y  e xtr a ct  w h e n c o m p ar e d t o t h e c o ntr ol gr o u p. W h e n l o w er c o n c e ntr ati o n s of t h e el d er b err y e xtr a ct 

w er e u s e d ( 5 a n d 1 μ g/ m L) , t h e mit o c h o n dri al a cti vit y w a s hi g h er t h a n i n t h e c o ntr ol gr o u p b ut l o w er t h a n i n t h e gr o u p s u p pl e m e nt e d 

wit h 1 0 μ g/ m L of t h e e xtr a ct. I n t h es e gr o u p s t hi s i n di c at or i n cr e a s e d m a xi m all y aft er 2 4 h.  T h e fi n di n gs of t h e pr es e nt st u d y i n di c at e 

t h at S a m b u c u s ni g r a  e xtr a ct p oss ess es a cti vit y  pr o m oti n g pr o p erti es o n b o vi n e s p er m at o z o a at 1 0 a n d 5 μ g/ m L.  

A R TI C L E I N F O  

R e c ei v e d 1 5. 3. 2 0 1 7  

R e vi s e d 1 9. 4. 2 0 1 7  

A c c e pt e d 1 0. 5. 2 0 1 7  

P u bli s h e d 1. 6. 2 0 1 7  

R e g ul ar arti cl e  

d oi:  1 0. 1 5 4 1 4/j m bf s. 2 0 1 7 .6 .6 .1 3 1 9 -1 3 2 2  
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s a m pl es w er e o bt ai n e d fr o m e a c h b ull o n a r e g ul ar c oll e cti o n s c h e d ul e wit h t h e 
h el p of a n artifi ci al v a gi n a. S u b s e q u e ntl y, s p er m c o n c e ntr ati o n a n d m otilit y w a s 
e v al u at e d u si n g p h a s e c o ntr a st mi cr os c o p y ( 2 0 0 x). O nl y s e m e n s a m pl es wit h a 
mi ni m u m 7 0 % pr o gr essi v e m otilit y w er e u s e d f or t h e e x p eri m e nt s.  
E a c h s a m pl e w a s dil ut e d i n p h ysi ol o gi c al s ali n e s ol uti o n ( P S; s o di u m c hl ori d e 
0. 9 % w/ v; Bi eff e M e dit al, It ali a) c o nt ai ni n g diff er e nt c o n c e ntr ati o n s of t h e 
el d er b err y e xtr a ct ( 1, 5, 1 0, 5 0 a n d 1 0 0 μ g/ m L) u si n g a dil uti o n r ati o of 1: 4 0. T h e 
s a m pl es w er e c ult ur e d at l a b or at or y t e m p er at ur e ( 2 2 -2 5 ° C). T h e c o ntr ol ( Ctrl) 
gr o u p ( m e di u m wit h o ut S a m b u c u s ni g r a e xtr a ct s u p pl e m e nt ati o n, c o nt ai ni n g 
0. 5 % D M S O) w a s c o m p ar e d wit h t h e e x p eri m e nt al gr o u p s.  
 
S p e r m at o z o a M otilit y A n al y si s  
 
S p er m at o z o a m otilit y ( %; M O T) w a s a ss ess e d b y u si n g t h e c o m p ut er -ai d e d 
s p er m a n al ysi s ( C A S A, V ersi o n 1 4. 0 T O X I V O S II.; H a milt o n -T h o m e 
Bi os ci e n c es, B e v erl y, M A, U S A). T e n μ L of e a c h s a m pl e w er e pl a c e d i nt o t h e 
M a kl er c o u nti n g c h a m b er ( d e pt h 1 0 μ m, 3 7 ° C; S efi M e di c al I n str u m e nt s. H aif a, 
Isr a el) a n d i m m e di at el y a ss ess e d. T e n mi cr os c o pi c fi el d s w er e s u bj e ct e d t o e a c h 
a n al ysi s i n or d er t o i n cl u d e at l e a st 3 0 0 c ells.  
 
Mit o c h o n d ri al A cti vit y ( M T T T e st)  
 
Vi a bilit y of t h e c ells e x p os e d t o S a m b u c u s ni g r a  w a s e v al u a t e d b y t h e m et a b oli c 
a cti vit y ( 3 -( 4, 5-di m et h ylt hi a z ol -2 -yl) -2, 5 -di p h e n ylt etr a z oli u m br o mi d e) M T T 
t est. T hi s c ol ori m etri c a ss a y m e a s ur es t h e c o n v ersi o n of a y ell o w t etr a z oli u m s alt 
( M T T) t o bl u e f or m a z a n p arti cl es b y mit o c h o n dri al s u c ci n at e d e h y dr o g e n a s e of  
i nt a ct mit o c h o n dri a wit hi n li vi n g c ells. F or m a z a n c a n b e m e a s ur e d 
s p e ctr o p h ot o m etri c all y.  
T h e M T T t etr a z oli u m s alt ( Si g m a -Al dri c h, St. L o ui s, U S A) w a s di ss ol v e d i n 
p h os p h at e -b uff er e d s ali n e ( D ul b e c c o's P B S; Si g m a -Al dri c h) at 5 m g/ m L. A 1 0 
μ L of t h e s ol uti o n w a s a d d e d t o t h e c ells (i n 1 0 0 μ L m e di u m p er w ell). Aft er 2 h 
of i n c u b ati o n (s h a k er, 3 7 ° C, 9 5 % air at m os p h er e, 5 % C 0 2), t h e c ells a n d t h e 
f or m a z a n cr yst als w er e di ss ol v e d i n 1 5 0 μ L of a ci difi e d ( 0. 0 8 M H C 1; 
C e ntr al c h e m , Br ati sl a v a, Sl o v a k R e p u bli c) i s opr o p a n ol ( C e ntr al c h e m). T h e 
o pti c al d e n sit y w a s d et er mi n e d at a w a v el e n gt h of 5 7 0 n m a g ai n st 6 2 0 n m as 
r ef er e n c e b y a mi cr o pl at e E LI S A r e a d er ( A nt h os M ulti R e a d 4 0 0, A u stri a). T h e 
d at a w er e e x pr ess e d a s p er c e nt a g e of t h e c o ntr ol, s et t o 1 0 0 % ( K n a zi c k a et al. , 
2 0 1 2 ). 
 
R O S G e n e r ati o n  
 
R O S l e v els i n s a m pl es w er e a ss ess e d b y t h e c h e mil u mi n es c e n c e a ss a y u si n g 
l u mi n ol ( 5-a mi n o -2, 3 -di h y dr o -1, 4 -p ht h al a zi n e di o n e; Si g m a -Al dri c h) a s t h e 
pr o b e. T h e t est s a m pl es c o n si st e d of l u mi n ol ( 1 0 u L, 5 m M) a n d 4 0 0 u L of 
c o ntr o l or e x p eri m e nt al s a m pl e. N e g ati v e c o ntr ols w er e pr e p ar e d b y u si n g 4 0 0 u L 
D ul b e c c o's P B S ( Si g m a -Al dri c h). P ositi v e c o ntr ol i n cl u d e d 4 0 0 u L D ul b e c c o's 
P B S a n d 5 0 u L of h y dr o g e n p er o xi d e ( 3 0 %; 8. 8 M; Si g m a -Al dri c h) i n tri pli c at es. 

C h e mil u mi n es c e n c e w a s m e a s u r e d o n a 4 8-w ell pl at e f or 1 5 mi n b y u si n g t h e 
Gl o m a x M ulti Pl u s  C o m bi n e d S p e ctr o -Fl u or o -L u mi n o m et er ( Pr o m e g a, M a di s o n, 
WI, U S A). T h e r es ult s w er e e x pr ess e d a s r el ati v e li g ht u nits ( R L U)/ s e c/ 1 0 6  s p er m 
(K a s h o u et al ., 2 0 1 3). 
 
St ati sti c al A n al y si s  
 
St ati sti c al a n al ysi s w a s c arri e d o ut b y u si n g t h e Gr a p h P a d Pri s m pr o gr a m 
( v ersi o n 3. 0 2 f or Wi n d o ws; Gr a p h P a d S oft w ar e, L a J oll a C alif or ni a U S A, 
w w w. gr a p h p a d. c o m). D es cri pti v e st ati sti c al c h ar a ct eri sti c s ( m e a n, st a n d ar d err or) 
w er e e v al u at e d at first. As w e  f o c u s e d t o st u d y t h e i m p a ct of diff er e nt el d er b err y 
c o n c e ntr ati o n s o n t h e s p er m at o z o a a cti vit y ( e x p eri m e nt al gr o u p s) i n c o m p ari s o n 
t o t h e c o ntr ol at a s p e cifi c ti m e fr a m e, t h u s t a ki n g o n e f a ct or i nt o c o n si d er ati o n, 
o n e -w a y A N O V A w a s u s e d f or s p e cifi c st at isti c al e v al u ati o n s. D u n n ett t est w a s 
u s e d a s a f oll o w -u p t est t o A N O V A, b a s e d o n a c o m p ari s o n of e v er y m e a n t o a 
c o ntr ol m e a n, a n d c o m p uti n g a c o nfi d e n c e i nt er v al f or t h e diff er e n c e b et w e e n t h e 
t w o m e a n s. T h e l e v el of si g nifi c a n c e w a s s et at * * * ( P < 0  . 0 0 1); * * ( P< 0 . 0 1); * 
( Р< 0 . 0 5). 
 
R E S U L T S A N D DI S C U S SI O N  
 
O v er t h e p a st y e ars, n at ur al c o m p o u n d s i s ol at e d fr o m pl a nt s h a v e e m er g e d 
e x hi biti n g a c o m pl e x bi ol o gi c al a cti vit y. D u e t o t h eir br o a d r a n g e of eff e ct s, 
p arti c ul arl y wit h r es p e ct t o a nti b a ct eri al, a n ti-i nfl a m m at or y pr ot e cti o n a n d 
a nti o xi d a nt m e c h a ni s ms, pl a nt e xtr a cts h a v e attr a ct e d a wi d es pr e a d s ci e ntifi c a n d 
c o n s u m er i nt er est (P ut h eti a n d O ki g b o, 2 0 0 8; O m o g b a d e g u n et al. , 2 0 1 1; 
T o h a m y et al. , 2 0 1 2; H a mi d p o u r et al. , 2 0 1 4). 
T h e C A S A a ss ess m e nt s h o w e d a c o nti n u o u s d e cr e a s e of s p er m at o z o a m otilit y i n 
all gr o u p s o v er t h e c o urs e of a 2 4 h i n vit r o c ult ur e ( Т a bl e 1). T h e i niti al ( Ti m e 
0 h) M O T w a s hi g h er i n t h e e x p eri m e nt al gr o u p s s u p pl e m e nt e d wit h 1 0 0 a n d 1 
μ g/ m L el d er b err y  e xtr a ct  a n d l o w er i n ot h er gr o u p s wit h e xtr a ct w h e n c o m p ar e d 
t o t h e c o ntr ol gr o u p, alt h o u g h wit h o ut a n y st ati sti c al si g nifi c a n c e ( P > 0. 0 5). N o 
si g nifi c a nt diff er e n c es a m o n g t h e c o ntr ol a n d e x p eri m e nt al gr o u p s w er e r e c or d e d 
at Ti m e 2 h: t h e gr o u p s s u p pl e m e nt e d wit h t h e e xtr a ct at 1 0 0 a n d 5 0 μ g/ m L t h e 
M O T w a s l o w er, a s at t h e 1 0, 5 a n d 1 μ g/ m L –  hi g h er. A st ati sti c all y si g nifi c a nt 
m oti o n -a cti v ati n g eff e ct b e c a m e vi si bl e aft er 6 h  i n t h e gr o u p s u p pl e m e nt e d wit h 
1 0 μ g/ m L of t h e S a m b u c u s ni g r a  e xtr a ct w h er e a s i n ot h er gr o u p s n o si g nifi c a nt 
eff e ct s of t h e e xtr a ct w er e o b s er v e d. At t h e e n d of t h e e x p eri m e nt ( Ti m e 2 4 h), t h e 
m otilit y o b s er v e d i n t h e e x p eri m e nt al gr o u p s s u p pl e m e nt e d wit h 1 -1 0 0 μ g/ m L 
el d er b err y  e xtr a ct w a s hi g h er i n c o m p ari s o n wit h t h e c o ntr ol,  b ut a si g nifi c a n tl y 
hi g h est M O T w a s est a bli s h e d at t h e 1 0 μ g/ m L c o n c e ntr ati o n. S a m b u c u s ni g r a  
c o n c e ntr ati o n s r a n gi n g b et w e e n 1 -1 0 0 μ g/ m L h a d a n i m p a ct of a cti v ati o n o n t h e 
s p er m M O T w h e n c o m p ar e d t o t h e c o ntr ol. N e v ert h el ess a si g nifi c a nt i nfl u e n c e 
w a s s h o w n wit h r es p e ct t o t h e e xtr a ct at a c o n c e ntr ati o n of 1 0 μ g/ m L at all 
a ss ess m e nt p eri o d s ( Т a bl e 1).  
 

 
T a bl e 1  B o vi n e s p er m at o z o a m otilit y ( M O T, %) i n t h e a b s e n c e ( Ctrl) or pr es e n c e of el d er b err y e xtr a ct d uri n g diff er e nt ti m e p eri o ds 
( M e a n ± S E M; n = 1 0) 

Ti m e  Ct rl  
C o n c e nt r ati o n of  S a m b u c us ni g r a ,   g/ m L  

1 0 0  5 0  1 0  5  1  
0 h  7 4. 7 5  7. 2 1  7 8. 2 5  5. 8 0  6 9. 0 0  1. 9 1  7 4. 0 0  3. 1 2  7 1. 0 0  8. 1 8  7 7. 5 0  2. 1 7  
2 h  6 3. 7 5  1. 8 8  5 8. 2 5  1. 7 3  5 8. 0 0  5. 9 7  6 8. 7 5  4. 8 7  6 7. 7 5  1. 4 9  6 4. 7 5  3. 8 0  
6 h  5 1. 2 5  2. 2 5  4 8. 7 5  1. 4 9  5 0. 7 5  3. 8 0  6 0. 2 5  2. 3 1 *  5 0. 0 0  5. 3 4  4 9. 5 0  1. 3 0  
2 4 h  2 0. 2 5  6. 8 0  2 0. 5 0  4. 8 7  2 4. 7 5  1. 2 3  3 1. 0 0  1. 6 2 *  2 7. 0 0  2. 3 1  2 5. 2 5  3. 9 0  

             * P < 0. 0 5; * * P < 0. 0 1; * * * P < 0. 0 0 1  

 
Pr o gr essi v e m otilit y of c o ntr ol a n d e x p eri m e nt al gr o u p s at 0 h o urs of 
e x p eri m e nt al p eri o d, wit h diff er e nt c o n c e ntr ati o n s of t h e el d er b err y e xtr a ct, di d 
n ot e x hi bit si g nifi c a nt diff er e n c es. At 2 h of e x p eri m e nt al p eri o d t h e hi g h er 
c o n c e ntr ati o n of S a m b u c u s ni g r a e xtr a ct wit h 1 0 0 a n d 5 0  g/ m L d e cr e a s e d 
s p er m at o z o a pr o gr essi v e m otilit y ( P R G, %). Aft er 6 a n d 2 4 h o urs of 

e x p eri m e nt al p eri o d s s h o w e d, t h at t h e pr o gr essi v e m otilit y of t h e c o ntr ol a n d 
e x p eri m e nt al s a m pl es wit h t h e 1 0 0, 5 0 a n d 1  g/ m L of t h e el d er b err y e xtr a ct w a s 
l o w er, c o m p ar e d t o 1 0 a n d 5  g/ m L ( T a bl e 2 ). 
 

 
T a bl e 2  B o vi n e s p er m at o z o a pr o gr essi v e m otilit y ( P R G, %) i n t h e a b s e n c e ( Ctrl) or pr es e n c e of S a m b u c u s ni g r a e xtr a ct d uri n g diff er e nt 
ti m e p eri o d s ( M e a n ± S E M; n = 1 0)  

Ti m e  Ct rl  
C o n c e nt r ati o n of  S a m b u c us ni g r a ,   g/ m L  

1 0 0  5 0  1 0  5  1  
0 h  4 6. 7 5  4. 7 9  4 4. 0 0  1. 8 7  4 8. 5 0  3. 8 6  4 8. 0 0  5. 8 0  4 8. 0 0  3. 1 0  4 4. 2 5  4. 9 0  
2 h  4 5. 7 5  1. 7 6  2 9. 0 0  5. 7 6 *  3 4. 2 5  3. 8 7  4 8. 0 0  6. 8 0  4 6. 0 0  3. 4 3  4 4. 5 0  1. 8 8  
6 h  2 3. 0 0  1. 4 6  1 7. 2 5  1. 3 9 *  2 3. 0 0  1. 3 7  3 1. 5 0  1. 7 4 *  2 8. 5 0  2. 3 5  2 1. 7 5  3. 6 0  
2 4 h  3. 5 0  0. 4 6  1. 7 5  0. 1 1 *  1. 2 5  0. 3 4  6. 0 0  0. 3 3 *  6. 2 0  0. 8 7 *  2. 2 5  0. 4 6  

             * P < 0. 0 5; * * P < 0. 0 1; * * * P < 0. 0 0 1  

 
A c c or di n g t o t h e M T T a ss a y, a n i n st a nt S a m b u c u s ni g r a s u p pl e m e nt ati o n ( Ti m e 
0 h) h a d  diff er e nt eff e ct s o n t h e s p er m mit o c h o n dri al a cti vit y i n a n y of t h e 
e x p eri m e nt al gr o u p s ( Fi g. 1).  It w a s est a bli s h e d t h at 1 0 0 μ g/ m L e xtr a ct h a d n o 
s p e cifi c i m p a ct o n t h e mit o c h o n dri al a cti vit y: at 0 a n d 2 h it w a s l o w er a n d 
t hr o u g h 6 a n d 2 4 h it w a s al m ost e q u al t o t h e c o ntr ol gr o u p. I m p a ct of t h e 5 0 
μ g/ m L c o n c e ntr ati o n t o t h e s p er m w a s a n al o gi c al wit h a hi g h er a cti v ati o n at 2 

a n d 6 h ( Fi g. 1 ). A st ati sti c all y si g nifi c a nt i n cr e a s e of mit o c h o n dri al a cti vit y w a s 
o b s er v e d at all ti m e p eri o d s wit h 1 0 μ g/ m L  el d er b err y  e xtr a ct w h e n c o m p ar e d t o 
t h e c o ntr ol gr o u p. W h e n l o w er c o n c e ntr ati o n s of t h e el d er b err y e xtr a ct w er e u s e d 
( 5 a n d 1 μ g/ m L) t h e mit o c h o n dri al a cti vit y w a s hi g h er t h a n i n t h e c o ntr ol gr o u p 
b ut l o w er t h a n i n t h e gr o u p s u p pl e m e nt e d wit h 1 0 μ g/ m L of t h e pl a nt e xtr a ct 
(Fi g. 1 ). I n t h es e gr o u p s t hi s i n di c at or i n cr e a s e d m a xi m all y aft er 2 4 h ( Fi g. 1 ).    



J  Mi c r o bi ol Bi ot e c h F o o d S ci  / A b r d a m a n o v  et al. 2 0 1 7  : 6  (6 ) 1 3 1 9 -1 3 2 2  

 

 

  
1 3 2 1  

 

  

Fr o m t h es e r es ult s w e m a y h y p ot h esi z e t h at t h e 1 0 μ g/ m L of t h e el d er b err y  
e xtr a ct h a v e a dir e ct a cti v ati n g eff e ct o n t h e mit o c h o n dri al e n er g y m et a b oli s m, a 
c r u ci al f a ct or s u p p orti n g k e y s p er m at o z o a m oti o n. A cti v ati o n of t h e 

mit o c h o n dri al f u n cti o n c a n  i n cr e a s e s p er m m otilit y, a n d s u b s e q u e ntl y m al e 
f ertili zi n g c a p a cit y.  
 

 

 
 

Fi g u r e  1 Mit o c h o n dri al a cti vit y of b o vi n e s p er m at o z o a ( %) i n t h e a b s e n c e ( Ctrl) or pr es e n c e of t h e S a m b u c u s 
ni g r a  e xtr a ct i n diff er e nt ti m e p eri o d s.  M E A N ± S E M; * * ( P < 0. 0 1); *( P < 0. 0 5)  

 
O xi d ati v e str ess ( O S) h a s b e c o m e o n e of t h e l e a di n g c a u s es r el at e d t o t h e l oss of 
vi a bl e s p er m at o z o a d uri n g cr y o pr es er v ati o n. R O S o v er g e n er ati o n i s n o w a d a ys 
a c c e pt e d a s a n ot a bl e si d e eff e ct of i n vitr o pr o c essi n g a n d h a n dli n g pr ot o c ols of 
s e m e n, l e a di n g t o m aj or di sr u pti o n s i n t h e c ell ul ar o xi d ati v e m et a b oli s m. T h e 
r es ulti n g O S m a y s ub s e q u e ntl y l e a d t o irr e v ersi bl e alt er ati o n s of m e m br a n e 
str u ct ur es vi a L P O, a s w ell a s o xi d ati v e d e gr a d ati o n of pr ot ei n s or D N A, 
f oll o w e d b y a p o pt oti c a cti v ati o n (B all,  2 0 0 8 ).  

 
O ur i n v esti g ati o n r e v e al e d t h at t h e l o w est R O S pr o d u cti o n w a s o b s er v e d i n t h e 
g r o u p  wit h 1 0 μ g/ m L e xtr a ct, w h er e aft er 2 h o urs c ulti v ati o n wit h e xtr a ct t h e 
R O S pr o d u cti o n w a s al m ost h alf of t h e c o ntr ol gr o u p ( P < 0. 0 1). Aft er 6 a n d 2 4 
h o urs w e c o ul d d efi nit el y c o nfir m a si g nifi c a nt p ositi v e a nti o xi d a nt eff e ct i n t his 
gr o u p c o m p ar e d wi t h c o ntr ol a n d ot h er e x p eri m e nt al gr o u p s ( P < 0. 0 5 i n c a s e of 
5 0, 1 0 a n d 5 μ g/ m L).  

 
 

T a bl e 3  R e a cti v e o x y g e n s p e ci es pr o d u cti o n ( R O S) pr o d u cti o n b y b o vi n e s p er m at o z o a ( R L U/ s e c/ 1 0 6  s p er m) i n t h e a b s e n c e ( Ctrl) or 
pr es e n c e of t h e S a m b u c u s ni g r a  e xtr a ct i n diff er e nt ti m e p eri o d s.  

Ti m e  Ct rl  
C o n c e nt r ati o n of  S a m b u c us ni g r a ,   g/ m L  

1 0 0  5 0  1 0  5  1  
0 h  0. 9 2  0. 0 3  1. 8 6  0. 0 5  1. 4 9  0. 0 6  0. 7 0  0. 0 3  0. 6 1  0. 0 2  0. 8 1  0. 0 4  

2 h  1. 4 9  0. 1 3  2. 9 5  0. 4 4 *  2. 6 1  0. 3 8  0. 8 9  0. 0 8 *  1. 1 1  0. 0 9  1. 2 6  0. 0 7  

6 h  1. 7 7  0. 0 3  3. 2 1  0. 1 1 * *  3. 0 1  0. 7 0 *  1. 2 2  0. 1 7 *  1. 3 6  0. 1 4  1. 5 8  0. 0 9  

2 4 h  3. 5 9  0. 0 9  5. 1 3  0. 1 3 * *  4. 3 3  0. 3 8 *  2. 2 6  0. 5 2 *  2. 3 3  0. 0 8 *  2. 4 2  0. 1 7  

             * P < 0. 0 5; * * P < 0. 0 1; * * * P < 0. 0 0 1  

 
( O S) o xi d ati v e str ess i s c o n si d er e d a s a cr u ci al f a ct or a m o n g c a us es of m a l e 
i nf ertilit y’s p at h o g e n esi s ( L a n z af a m e  et al. , 2 0 0 8 ; T v r d á  et al. , 2 0 1 1). 
S p er m at o z o a w a s  t h e first t y p e of c ells t o b e r e p ort e d a s s u s c e pti bl e t o O S. T h e 
i n a bilit y t o r est or e t h e d a m a g e i n d u c e d b y O S c o u pl e d wit h c ell m e m br a n es ri c h 
i n p ol y u n s at ur at e d f att y a ci d s ( P U F As), r e n d er s p er m at o z o a t o b e hi g hl y 
s u s c e pti bl e t o R O S -i n d u c e d d a m a g e. S u b se q u e ntl y, a r a pi d l oss of i ntr a c ell ul ar 
A T P c a u s es mit o c h o n dri al a n d a x o n e m al d a m a g e, d e cr e a s e d s p er m vi a bilit y, a n d 
i n cr e a s e d mi d-pi e c e s p er m m or p h ol o gi c al d ef e ct s, all of w hi c h c o ntri b ut e t o a 
d e cr e a s e d s p er m m otilit y (B a ns al a n d Bil a s p u ri,  2 0 1 1; G h a r a g o zl o o  a n d 
Ait k e n , 2 0 1 1 ). O S h a s b e c o m e a gr e at c o n c er n f or cli ni ci a n s a n d s ci e nti st s a s t hi s 
pr o gr a m m e d d et eri or ati o n m a y l e a d t o p o or f ertili z ati o n a n d e m br y o ni c 
d e v el o p m e nt, pr e g n a n c y l oss a n d birt h d ef e ct s (B utl e r  et al. , 2 0 0 2; D e I ulii s et 
al. , 2 0 0 6; T r e m ell e n,  2 0 0 8; Ait k e n  et al. , 2 0 1 0 ). 
T h e R O S pr o d u cti o n a s w ell a s t h e C A S A a ss ess m e nt pr o v e d t h at t h e o pti m al 
c o n c e ntr ati o n of b ot h e xtr a ct s w a s 1 0 μ g/ m L i n e v er y ti m e wit h st ati sti c all y 
si g nifi c a nt r es ult s ( T a bl e 3). T h e st u di es of  Mi r aj (2 0 1 6)  d efi n e d t h e b e n efi ci al 
a cti vit y a s a n a nti o xi d a nt str ess pr ot e ct or wit h t h e hi g h a nti o xi d a nt c a p a cit y, 
o b s er v e d at v er y l o w c o n c e ntr ati o ns of t h e el d er b err y  e xtr a ct, w o ul d b e e a sil y 
f ulfill e d wit h o ut a n y d a n g ers or si d e eff e ct s w h e n u s e d i n s m all a m o u nts . 
S a m b u c u s ni g r a  i s k n o w n f or it s m e di ci n al u s e a n d c o nt ai n s a nt h o c y a ni n s, 
fl a v o n oi d s a n d ot h er p ol y p h e n oli c s. O ur st u di es p oi nt o ut t h at m a y b e b e c a u s e of 

t h e a nti o xi d a nt a cti vit y t h e C A S A a n al y z es w a s b ett er, w hil e R O S d e cr e a s e d. 
Als o, w e c a n n oti c e t h at a n ti o xi d a nt s m ostl y r e d u c e o xi d ati v e str ess a n d i m pr o v e 
s p er m m otilit y, pr ot e ct s p er m at o z o a i n t h e s e mi n al pl a s m a or i n s p er m at o z o a 
it s elf t o pr e v e nt o xi dati v e d a m a g e. A c c or di n g t o t h e e x p eri m e nt d at a w e m a y 
s u g g est t h at l o w c o n c e ntr ati o n s of t h e S a m b u c u s ni g r a  e xtr a ct d e cr e a s e d a cti vit y 
of t h e  mit o c h o n dri al r es pir at or y c h ai n of c o m pl e x II, t h u s si g nifi c a ntl y 
d e cr e a si n g t h e ri s k of R O S o v er pr o d u cti o n.  
 
C O N C L U SI O N  
 
T h e r es ult s of t h e pr es e nt st u d y i n di c at e t h at t h e el d er b err y  e xtr a ct s h a v e a 
c o n si d er a bl e eff e ct o n t h e f u n cti o n al a cti vit y of b o vi n e s p er m at o z o a.  T h e 
fi n di n gs of t h e pr es e nt st u d y cl e arl y i n di c at e t h at S a m b u c u s ni g r a  e xtr a ct 
p oss ess es m otilit y pr o m oti n g pr o p erti es o n b o v i n e s p er m at o z o a at 1 0 a n d 5 
μ g/ m L  c o n c e ntr at i o n. H o w e v er, t hi s st u d y i s t h e first l a b or at or y b a s e d 
e x p eri m e nt. I n n e ar f ut ur e m or e st u di es n e e d t o b e u n d ert a k e n i n a si mil ar 
dir e cti o n t o pr o v e all t h e d at a o bt ai n e d fr o m t hi s r e p ort.  
 
A c k n o wl e d g m e nts: T hi s st u d y w a s  s u p p ort e d  b y t h e S ci e ntifi c Gr a nt A g e n c y of 
t h e Mi ni str y of E d u c ati o n of t h e Sl o v a k R e p u bli c a n d of t h e Sl o v a k A c a d e m y of 
S ci e n c e s V E G A  Pr oj e ct  n o. 1/ 0 0 3 9/ 1 6,  b y t h e Sl o v a k R es e ar c h a n d 



J  Mi c r o bi ol Bi ot e c h F o o d S ci  / A b r d a m a n o v  et al. 2 0 1 7  : 6  (6 ) 1 3 1 9 -1 3 2 2  

 

 

  
1 3 2 2  

 

  

D e v el o p m e nt A g e n c y Gr a nt n o. A P V V -1 5 -0 5 4 4 a n d b y t h e E ur o p e a n 
C o m m u nit y  Pr oj e ct  n o.  2 6 2 2 0 2 2 0 1 8 0:  B uil d i n g  R es e ar c h  C e ntr e 
“ A gr o Bi o T e c h ”.    
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