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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace se zabyva vlivem teploty a sucha na obsah proteind gliadinové frakce u dvou
odriid pSenice. Vybranymi odridami byly Hyfi a Julie kultivované pfi teplotach 26, 29, 32, 35 a 38 °C
v podminkach, kde bylo kontrolovano zavlazovani. Pro vzorky kultivované za vlhka méla pida
vlhkost vétsi nez 70 %, za sucha méla ptida vlhkost niz§i nez 30 %. Po sklizni byla zrna rozemleta na
mouku, ze které byly gliadiny extrahovany 2-chlorethanolem. Pro separaci gliadinii byla pouzita
metoda A-PAGE, kvantifikace byla provedena pocitatovou denzitometrii. Byl zjistén vyrazny vliv
genotypu na lepkové proteiny. Zatimco u odridy Hyfi pii souasném pusobeni sucha neméla
teplota v rozmezi 26-38 °C vyrazny vliv na obsah gliadind, u odrudy Julie vykazoval obsah
gliadint zfetelné maximum pii 32 °C. Odriida Hyfi se tedy vyznaGovala v&tsi odolnosti vaci
teplotnimu stresu nez odrida Julie. U obou odrid byl obsah gliadinti vy$8i za sucha nez pii
zavlaZovani.

ABSTRACT

This bachelor’s thesis focuses on the effect of high temperature and drought on protein content of
gliadin fraction on two varieties of wheat. Chosen varieties were Hyfi and Julie, cultivated at 26, 29,
32, 35 and 38 °C during flowering in watering controlled conditions. The condition for ‘wet’ samples
was at least 70 % soil moisture and for ‘dry’ samples less than 30 % soil moisture. After harvesting,
the seeds were milled into flour from which the gliadins were extracted with 2-chlorethanol. A-PAGE
method was used for gliadin separation, quantification was carried out through computer densitometry.
A significant genotype effect was discovered. Whilst temperature ranging from 26-38 °C with
simultaneous drought stress had no significant effect on gliadin content of Hyfi variation, gliadin
content of Julie variation shown obvious maximum at 32 °C. Therefore, Hyfi variation shown better
resistance to heat stress than Julie variation. Both variations had higher gliadin content under drought
stress than under good watering conditions.
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1 UVOD

Jednim z zhavych témat dneSni doby je fenomén tak zvaného globalniho oteplovani, jehoZ projevem
jsou ménici se klimatické podminky na planet¢ Zemi. Tento jev neni nijak vyjimecny, co se tyCe
historie nasi planety, protoze je dok4zdno, ze pravideln€¢ dochéazi ke stfiddni dob ledovych
a meziledovych. Avsak to, co zpuisobuje nejvétsi obavy odbornikll je nevyvratitelny fakt, ze nikdy
kt¢tmto zménam nedochazelo vtakové mife a takovou rychlosti. Jednim z hlavnich faktora
podporujicich oteplovani na$i planety je narust sklenikovych plyni. V poslednim stoleti se zvysila
produkce téchto plynii, takze se pozitivni a pro zivot nezbytny sklenikového efekt umocnil na
nezddouci miru. Védci predpovidaji, ze disledkem ménicich se klimatickych podminek dojde
k nartistu extrémnich meteorologickych jevii a zaroven k prohloubeni rozdiltt mezi tradi¢né suchymi
a destovymi oblastmi. Tyto zmény budou mit samoziejmé dopad jak na ptirodni, tak na socialni
systém. Lidé se budou stéhovat za pitnou vodou a potravou a dojte tak k enviromentalni migraci.
Jednim z feSeni problému, jak uzivit stale rostouci lidskou populaci v nehostinnych podminkach pro
pestovani rostlin je stale jeSté mladé genové inzenyrstvi. Diky znalosti genetické informace rostliny
ajeji odridy je mozné ji geneticky modifikovat, a tak ji pfizplsobit podminkam v dané oblasti.
Nejvyznamnéjsimi stresovymi faktory pro ridst rostlin jsou sucho a vysoka teplota, jejichz vliv je
sledovan v této bakalaiské praci.

Jako zastupce rostlinného svéta byla vybrana pSenice. Je to nejrozsifenéjsi obilovina svéta a jeji
zvySuji pozadavky na efektivni a ekonomickou produkci kvalitni pSenice, a tedy kvalitniho pSeni¢ného
proteinu. Tato prace se zaméfuje na pSeni¢né bilkoviny zejména kvili jejich vyznamu na kvalitu
vysledného produktu. PSeni¢né bilkoviny se déli na lepkové (gliadiny a gluteniny) a nelepkové.
Lepkové proteiny jsou zasadni tim, Ze davaji pSenicné mouce jedine¢né reologické vlastnosti. Jsou
schopny tvorit lepek, slozity hydratovany bilkovinny komplex, ktery se tvofi v procesu hnéteni tésta.
Obsah a zastoupeni obou lepkovych bilkovin jsou hlavnimi faktory, které ovliviiuji pekafské a
pecivarenské vlastnosti pSeniéné mouky a tim pfimo ovliviiuji kvalitu vSech vyrobki z nich
vyrobenych.

Cilem této prace je stanovit celkovy obsah i obsah jednotlivych frakei gliadinti ve vzorcich dvou odrid
pSenice, Hyfi a Julie, kultivovanych za vlhka a sucha pfi riznych teplotach. Prace je ¢asti rozsahlého
experimentu, ktery realizoval Ustav vyzkumu globalni zmény AV CR.



2 TEORETICKA CAST

2.1 PSenice

Rod psenice (Triticum) se systematicky fadi do celedi lipnicovité (Poaceae). Mezi obilovinami se
vyznacéuje predevsim svou schopnosti tvofit trojrozmérny viskoelasticky komplex bilkovin, ktery dava
pSeni¢né mouce jedinec¢né reologické vlastnosti pii peceni.

Historie péstovani pSenice spadda az do Mezopotamie. Archeologické nalezy ukazuji, Ze nejstarsi
zemédélstvi bylo spojeno s oblasti tzv. tirodného ptilmésice v oblasti Blizkého vychodu mezi fekami
Eufrat a Tigris, toto obdobi pfechodu od spole¢nosti lovcd a sbéraci se tradiéné nazyva neoliticka
revoluce. Starovéké zemédé€lstvi zahrnovalo chov ovci a koz a kultivaci plodin jako jsou je¢men
a pSenice. Odbornici datuji domestikaci a kultivaci psenice do obdobi 7500-6500 pt. n. I. [1].
V novodobych d&jinach byla velkym milnikem tzv. zelend revoluce V polovingé 20. stoleti, kdy
péstovani novych odrid mnoha plodin umoznilo velky narist produkce potravin [2]. PSenice je nyni
svetoveé nejrozsitenéjsi obilovinou a predstavuje dulezity zdroj potravin, pfedevsim bilkovin [3]. Jeji
nutri¢ni hodnota neni sice, tak vysoka jako v ptipad¢ jinych potravin, ale to kompenzuje mnozstvi,
které lidé denné zkonzumuji.

2.2 PSeni¢né zrno

2.2.1 Anatomie pSeni¢ného zrna

Strukturni @ mechanické vlastnosti zrna se méni s jeho anatomickymi ¢astmi. PSeni¢né zrno se sklada
z oplodi, osemeni, aleuronové vrstvy, endospermu a klicku. Vng&jsi vrstvou je oplodi neboli perikarp,
ktery je tvoten 4 vrstvami. Ty pokryvaji zrno mnohovrstevnou slupkou a plisobi jako ochranné pletivo.
Témito vrstvami jsou pokozka (epidermis), vné&jsi oplodi (epikarp), mesokarp a vnitini oplodi (viz
obrazek 1). Epidermis je tvofena zdfevnatélymi bunkami, epikarp podélnymi bunikami a mesokarp
pricnymi bunkami. Béhem zrani se zjejich bunék ztraci cytoplazma, a nakonec zlstavaji pouze
zhrublé zdievénélé stény. Vrstva podélnych bunék je po endospermu na mineralni latky nejchudsi,
obsahuje pomérn€ malo bilkovin, avSak velmi mnoho pentosand, vlakniny a celulosy. Pficné buiky
obsahuji vice mineralnich latek abilkovin [4]. Osemeni je tvofeno ¢asteéné rozpustnymi
polysacharidy, ty vazi vodu a bobtnaji. Tvofi cenny zdroj vlakniny a mineralnich latek.

Pod epidermis se nachazi aleuronova vrstva. Ta je slozena z velkych tlustosténnych bunck na
podélném prifezu ctythrannych, na pficném Sestihrannych. Obsahuje dtlezit¢ bilkoviny, tuk,
mineralni latky a znacné mnozstvi vitaminu [4].

Jadro neboli endosperm je sloZzeno z protahlych parenchymatickych bunék s tenkymi bunéénymi
sténami tvaru nepravidelného mnohosténu. Tvofi vnitfni obsah zrna a obsahuje zasobni latky pro
kli¢ici rostlinu (Skrob a bilkoviny). Rozdrceny endosperm je mouka [4]. Klicek (embryo), zarodek
nove rostliny, je pfi zpracovani oddélovan, kvtli vysokému obsahu tuku, ktery snizuje jeho stabilitu.
Nicméné se vyuziva pro krmné ucely.

Pti standardnim mleti dochazi k tzv. vymilani zrna. To znamena kone¢né mleti na mouku pozadované
zrnitosti (granulace). Z prvnich mlecich chodt se ziskavaji tzv. nizkovymleté mouky, které maji
svétlou barvu aniz$i biologickou hodnotu. Postupné se vymilaji ¢asti bliz§i obalovym vrstvam
aVvnich se zvySuje obsah mineralnich latek, vlakniny a dal$ich biologicky aktivnich latek. Témto
moukam se iika vySe vymleté a jsou charakteristické tmavsi barvou a vyssi biologickou hodnotou, ale
horsi chuti a horSimi pekaiskymi vlastnostmi [5].
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Obrazek 1: Morfologie pSenicného zrna [4]

2.2.2 Chemické sloZeni pSeni¢ného zrna

Obilné zrno obsahuje vSechny zakladni skupiny latek jako ostatni rostlinny material [4]. V mouce pro
pekaiské tcely posuzujeme hlavné stav sacharido-amylasového komplexu a bilkovino-proteinasového
komplexu [7].

2.2.2.1 Sacharidy

Nejvétsi podil hmotnosti zrna tvoii sacharidy, z toho pfevazné polysacharidy jako jsou skrob, celulosa,
hemicelulosy a pentosany [6]. Neskrobové polysacharidy jsou obsazeny v obalovych vrstvach a tvoti
vlakninu potravy. V mouce se vyskytuje i fada monosacharidi (napt, glukosa, fruktosa, galaktosa,
apod.), oligosacharidi (maltosa, sacharosa) ataké sacharidy ve formé& komplexu s proteiny
(glykoproteiny) i lipidy (glykolipidy). Sacharido-amylasovy komplex je tvofen sacharidy spolu
s amylolytickymi enzymy. V pekatské technologii se tento komplex projevuje pfi zrani tésta a béhem
peceni [7].

Skrob je obsazen v endospermu a v pSeni¢ném zrnu se jeho obsah pohybuje v rozpéti 50-70 % susiny
obilek. Je slozen ze dvou frakci — amylosy (a-1,4 glykosidova vazba mezi jednotkami glukosy)
a amylopektinu (0-1,4 aa-1,6 glykosidové vazby mezi jednotkami glukosy). Charakteristickou
vlastnosti je, ze ve vodé Skrobova zrna bobtnaji a pfi zahtati na teplotu okolo 65 °C dochazi k tzv.
mazovaténi Skrobu. Rychle se zvys$i viskozita suspenze a zrna mnohonasobné zve€tsi svilj objem,
nasledné praskaji, jejich obsah vytéka, atak vznika siln¢ viskézni roztok — Skrobovy maz [6].
Skrobovy maz je hlavnim nositelem vla¢nosti a obsazené vody ve stfidé vyrobku a jeho vlastnosti
vyznamn¢ ovlivituji pekatskou technologickou jakost mouky. Po hydrolyze amylasami se stava
zdrojem zkvasitelnych cukrd pro kvasinky pii kynuti. Negativnim jevem je tzv. retrogradace $krobu,
kdy pti nizSich teplotach dochazi ke ztraté vody a pruznosti a tim i ke starnuti peciva [7].



2.2.2.2 Lipidy

V pSeni¢ném zrnu je pouze mald Cast tvofena tuky. V rostlinném organismu maji Glohu stavebni
a zasobni. Vznikaji a ukladaji se v semenech teprve v pokro¢ilém stadiu ukladani zasobnich latek.
Technologicky vyznamnou vlastnosti je, ze podléhaji enzymatické hydrolyze a oxidaci, a tak nabyvaji
hotké chuti azapéachaji v disledku vzniku rozkladnych produktdi, hlavné aldehydt a ketond.
Z nasycenych mastnych kyselin je nejvice mezi tuky v zrnu zastoupena kyselina palmitova,
Z nenasycenych kyselina linolovad (nejméné 50 %), olejovd a mensi mnoZstvi kyseliny linolenové.
V kli¢ku a v aleuronové vrstvé se nachazi podil fosfatidl, zahrnujicich lecithiny [4].

2.2.2.3 Dalsi sloZky

Mezi dalsi slozky, které lze nalézt v pSeni¢ném zrné, se fadi vitaminy, které se nalézaji zejména
v klicku zrna aV aleuronové vrstvé. Jsou to nepostradatelné organické latky, katalyzujici mnoho
zivotné dulezitych biochemickych procesti. Obsah vitamind v obilovinach kolisa ve zna¢né Sirokém
rozmezi [4].

Minerélni latky jsou slouCeniny a ionty, které tvori popel, tedy zbytek po spaleni rostlinného
materidlu. V zmé tvoti 1,5-3 %, ale jejich obsah siln€¢ ovliviuji ptidni a agrotechnické podminky.
Nejvétsi podil popelu tvofi kyselina fosfore¢na ve formé fytinu [4].

2.3 PSenicné proteiny

Bilkoviny jsou v nejvice zastoupeny v endospermu, kde tvofi bilkovino-proteinasovy komplex, smés
moucnych bilkovin a enzymd, které se zapojuji do technologického procesu peceni [7]. Jejich vyznam
Vv pSeni¢né mouce je jak nutri¢ni, tak technologicky. Obsah proteint askladba aminokyselin je
aminokyselin je duleZitou vlastnosti, ktera urcuje kvalitu pSeni¢ného zrna. Vyznamné jsou zastoupeny
kyselina glutamova a prolin, naopak nizky je obsah lysinu, z toho diivodu neni pSeni¢na bilkovina
plnohodnotna [8].

PSenicné proteiny tvoii asi 8-20% (prumérné 12-13%) suSiny zrna, kdy zalezi na odridé
a podminkach rlstu a péstovani. Obsah bilkovin kolisa v riznych ¢astech zrna, relativné nejvyssi je
v aleuronové vrstvé a v klicku [4]. V endospermu ubyva obsah bilkovin smérem do stfedu. Tyto
bilkoviny pfechazeji do mouky a jsou hlavnimi nositeli reologickych vlastnosti tésta.

V roce 1907 Osborne [9] klasifikoval pSeni¢né proteiny podle rozpustnosti do ¢tyf skupin na
albuminy, globuliny, prolaminy (u pSenice se nazyvaji gliadiny) a gluteliny (u pSenice se nazyvaji
gluteniny). Dale se bilkoviny zrna daji rozdé€lit na strukturni, metabolické a zasobni. Mezi strukturni
a metabolické se fadi albuminy, globuliny a amfifilni proteiny. Zasobni proteiny se déli na gliadiny
(ptitomné jako monomery) a gluteniny (pfitomné jako polymery). Syntéza aakumulace téchto
bilkovinnych frakci se méni v pribéhu vyvoje zrna obzvlasté¢ v podminkach, které limituji rist a vyvoj
zrna [8].

2.3.1 Rozpustné proteiny

Mezi nelepkové proteiny patii albuminy a globuliny. Tyto bilkoviny tvoii asi 20 % vsech bilkovin
Vv pSeni¢ném zrnu. Jejich funkce je jak metabolicka, tak zasobni [10].

Albuminy jsou neutralni slou¢eniny dobfe rozpustné v destilované vode¢, ale také v solnych roztocich,
kyselinach i bazich. Vysoluji se zroztokt jejich nasycenymi solemi. Globuliny jsou slabé kyselé
bilkoviny nerozpustné ve vode¢, ale rozpustné ve vodnych roztocich soli (napt. 5 % NaCl) [4].
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2.3.2 Lepkové proteiny

Lepek byl objeven roku 1728 Italem Beccarim. Pfipravuje se vypranim prohnéten¢ho a odlezelého
tésta vodou jako tzv. mokry lepek ve formé pruzného a vazkého kaucukovitého gelu zlutozelené nebo
zlutoSedé barvy. Lepek je slozity trojrozmérny utvar, jehoz peptidické fetézce jsou pospojovany
riznymi mustky, zejména disulfidickymi; vyznam vSak maji i mastky methylenové, vznikajici reakci
primarnich nebo sekundarnich amint samidy nebo guanidyl-derivaty raznych latek
s formaldehydem [4]. Existuje piima zavislost mezi obsahem lepku v mouce a potencialni pekatskou
jakosti [4].

Lepkové proteiny tvoii asi 80 % obsahu vSech bilkovin v endospermu zrna. Gliadiny, maji nizsi
molekulovou hmotnost (obvykle 60-80 kDa), charakter sirupovit¢é hmoty a dodavaji lepkovému
komplexu taznost. Gluteniny tvofi vysokomolekularni frakci (molekularni hmotnost obvykle kolem
2000 kDa), maji vlaknitou strukturu a jsou nositeli pruznosti [6]. Rizny pomér elasticity a taznosti
tésta potom umoziuje pouziti mouky ze zrna potravinarské psenice bud’ pro vyrobu pekarenskych ¢i
pecivarenskych vyrobkd. Vyvazena elasticita ataznost tésta predurCuje pouziti takovych odrad
k pekarenské vyrobé kynutych tést, a naopak vysoka taznost a nizka elasticita lepkovych bilkovin je
vhodna pro pecivarenské prokypfované vyrobky [5].

Gluteniny a gliadiny jako zasobni proteiny maji vysoky obsah prolinu a glutaminu [8]. Gliadiny
obsahuji vice amidického dusiku (glutaminu), coZ snizuje pocet elektronegativnich karboxylovych
skupin aomezuje elektrostatické sily, poutajici peptidické fetézce. Gluteniny, obsahuji méné
glutaminu, jsou kompaktnéjsi, a tedy méné rozpustné.

2.3.2.1 Gliadiny

Tato prace se zaméfuje na obsah gliadini ve vzorcich pSeni¢né mouky. Pivodné byly nazyvany
prolaminy podle vysokého obsahu aminokyseliny prolinu a glutaminu. Gliadiny jsou zasobni proteiny
tvorici lepkovy komplex. Vétsinou se vyskytuji ve formé monomerd a vyjimeéné tvoii agregaty. DéEli
se do ti az Ctyf skupin podle pohyblivosti v polyakrylamidovém gelu pfi elektroforéze v kyselém
prostiedi (A-PAGE) na o/B, v, a® [11], pficemz a-gliadiny maji nejvyss$i mobilitu, se snizujici
mobilitou za nimi nasleduji B, v, a w-gliadiny. Jsou to bilkoviny rozpustné ve zfedénych alkoholech,
ale zcela nerozpustné v absolutnim ethanolu. Jejich rozpustnost se zvySuje postupnym fedénim
ethanolu a pii 55 % dosahuje maxima. Také se nepatrné rozpoustéji ve vode, kyselinach a alkalickych
louzich. Koaguluji bud’ zahtfevem na 60 az 70 °C nebo pfi rychlém suseni [8].

Hlavnim rysem gliadint je vysoky geneticky polymorfismus, napfiklad jedna odriida mize obsahovat
az 50 raznych gliadini. Molekularni hmotnost o, p ay frakci se pohybuje v rozmezi 30-40 kDa a ®
frakce v rozmezi 40-50 kDa [3].

Gliadiny jsou povazovany za hlavni faktor, ktery spousti celiakii, coz je bézné autoimunni
onemocnéni tenkého stieva, pro které je charakteristicka citlivost na uréité sekvence aminokyselin, jez
se objevuji ve frakcich prolamind pSenice, jeCmene a zita, tedy gliadin(, hordeinti a secalind. Lidé
s diagnostikovanou celiakii musi dodrzovat bezlepkovou dietu. Po poziti vySe uvedenych
bilkovinnych alergenti dochazi k imunitni odpovédi, ktera poskozuje tenké stievo [11][12]. Mimo
zazivaci potize miZe pSeni¢nd mouka zplsobovat také naptiklad astma.
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2.4 Technologicka jakost pSenice

Technologickou jakost pekarenské pSenice ovliviiuje nejen pocasi, ale pfedev$im zvolena odriida. Na
vyslednou jakost mohou mit dale vliv faktory, jako jsou klimatické podminky péstovani (vliv lokality)
a agrotechnické postupy, mezi které patfi zejména troven mineralni vyzivy, vyskyt chorob a polehani.
Tyto faktory maji aditivni G¢inek na technologickou jakost potravinaiské psenice [5].

Kvalitni pSeni¢na surovina, uréena pro zpracovani ve mlynech, je dana odridovou skladbou potravi-
nafskych pekarenskych psenic. Odridy jsou zatazeny do kategorii pekatské jakosti — tfida elitni (E),
kvalitni (A), chlebova (B) a pSenice nevhodné (C) [5]. Pro zafazeni odridy je rozhodujicich Sest
zakladnich parametri; mérny objem peciva, hodnota sedimentacniho testu podle Zelenyho, ¢islo
poklesu, obsah dusikatych latek, vaznost mouky a objemova hmotnost. Odriida je zatazena do jakostni
skupiny podle znaku, v némz dosahuje nejnizsi urovné [6].

24.1.1 Objemova vytéZnost (Rapid Mix Test)

vvvvvv

pouziva, protoze analytickymi metodami je sice mozné uréit kvantitu bilkovin, nicméné stanovit jejich
kvalitu, tak jednoduché neni. Plati, ze pokud se z mouky upece dostacujici produkt pii pekaiském
pokusu, pak se z ni upece dostacujici produkt i v pekarné [13].

Podle objemové vytéznosti se odrudy pSenice zafazuji do kvalitativnich skupin pro pekarenské vyuziti.
Jeho soucasti je komplexni hodnoceni peciva. Kromé objemové vytéznosti se pfi ném posuzuji také
dalsi vlastnosti tésta a peciva, jako napf. pruznost tésta, vyvazanost té€sta (trhnuti kirky), hnédnuti
peciva, kirehkost kurky, stejnomérnost port, pruznost stiidy a chut’ peciva [5].

2.4.1.2 Obsah dusikatych latek

V pseni¢né mouce se dale stanovuje obsah dusikatych latek neboli hrubé bilkoviny. Na jeji obsah ma
vliv dusikaté hnojeni, teplotni podminky péstovani arocnik [5]. Se stoupajicim obsahem hrubé
bilkoviny se zlepSuje povaha (jakost) tésta a zvySuje se objem peciva. Pii nizkém obsahu se sniZuje
taznost lepku a tim i tésta [5].

Obsah dusikatych latek se stanovuje zavedenymi analytickymi metodami. Jednou z absolutnich metod
je Kjeldahlova metoda. Pii této metodé se organické dusikaté latky mineralizaci mokrou cestou
kyselinou sirovou za pfidavku katalyzatoru pfevedou na siran amonny. Z néj se v alkalickém prostiedi
uvolni amoniak, ktery se stanovi titra¢né. Obsah dusiku v pSeni¢né mouce se nasledné prepocita na
obsah hrubé bilkoviny po vynasobeni faktorem 5,7 [7]. Stanoveni je popsano normou CSN ISO 1871
[14].

Kjeldahlova metoda je sice metodou absolutni, ale je zdlouhava, naopak rychlou metodou je NIRS
(Near-infrared Spectroscopy). Podstatou je analyza svétla o vinovych délkach blizké infracervené
oblasti odrazeného od vzorku nebo vzorkem propusténého [7]. Kromé obsahu dusikatych latek, Ize
stanovit i ostatni slozky v mouce, napt. vlhkost, popel, skrob, tuk, lepek, aj.[7].

2.4.1.3 Sedimentacni test podle Zelenyho

Kvalita a mnozstvi lepku se stanovuje sedimentaénim testem podle Zelenyho. Pfi ném se sleduje
sedimentace mouc¢né suspenze V prostfedi kyseliny mlééné (o pfedepsané koncentraci). Vysledkem je
objem sedimentu v ml [7]. Pribéh testu je popsan v normé CSN EN ISO 5529 [15].

Pro vyslednou technologickou jakost potravinaiské pSenice neni diilezity pouze obsah bilkovin ¢i
mokrého lepku, ale pfedevsim viskoelastické vlastnosti téchto bilkovin a jejich kvalita, umoziiujici
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fermentaéni procesy v té€sté (kynuti) [5]. Obsah mokrého lepku je ovlivnén ro¢nikem a vlastnosti
odridy. Odrida mize mit vysoky obsah mokrého lepku, to ale neni rozhodujicim faktorem pro objem
peciva. Lepkova bilkovina mize mit Spatné viskoelastické vlastnosti. Pomoci tohoto testu lze vytadit
nevhodné odrtidy nebo partie zrna s nizkym obsahem bilkovin a nekvalitnim lepkem [5].

2.4.1.4 Cislo poklesu (The Hagberg Falling Number)

Pted sklizni mize dojit, v disledku nadmérného piijmu vlhkosti, k procesu klic¢eni zrna v klasu. Tento
proces méa negativni vliv na zasobni latky ulozené v endospermu. Cislo poklesu je kritériem, které toto
poskozeni odhaluje. Je vyrazné ovlivnéno pocasim v dobé dozravani zrna a sklizn€, ale také
odridou [6]. Jeho stanoveni je popsano normou CSN EN ISO 3093 [16].

Nizké ¢islo poklesu snizuje pekatskou kvalitu zeslabenim pruznosti stiidy peciva, snizuje schopnost
tésta vazat vodu, a to v disledku vysoké aktivity a-amylasy [5][6]. Pe¢ivo ma obvykle maly objem,
nevhodnou vyvazanost, tésto je lepivé a tézko zpracovatelné [5]. Naopak vysoké Cislo poklesu znaci
nizkou aktivitu a-amylasy a mouky pak maji sklon vytvaiet suché tésto i maly objem vyrobku [6].

2415 Objemova hmotnost

Ukazatelem mlynafské jakosti je objemova hmotnost, ktera je dana pozadavky normy CSN EN ISO
7971-3 [17] a silné zavisi na péstitelskych podminkach, roéniku, zdravotnim stavu, polehlosti a arodé.
Naptiklad po destivém pocasi objemovad hmotnost zralého zrna rychle klesd. Nepovazuje se za
objektivni métitko kvality zrna, protoze vliv jmenovanych faktort neni jednozna¢ny [5][6]

2.4.1.6 Vaznost mouky

Vaznost mouky se stanovuje pomoci farinografu a udava, kolik procent vody je mouka schopna vazat.
Je zavisla na celkovém obsahu bilkovin a bobtnavosti mokrého lepku. Ovliviiuje vytéZnost a stabilitu
tésta aje vlastnosti odridy. Mouka ztvrdych zrn vykazuje vétsi mechanické poskozeni $krobu
a v dtsledku toho vaze vétsi mnozstvi vody nez mouka z mékkozrnnych odrid. Vaznost patii mezi
dilezita pekatska kritéria, protoze je métitkem vytéznosti a stability tésta [5]. Farinograficka zkouska
je popsana v normé CSN ISO 5530-1 [18].

2.4.1.7 Dopliikova kritéria

Mezi doplitkova kritéria se fadi obsah mokrého lepku, obsah popela v zrné pSenice, tvrdost zrna,
hmotnost tisice zrn a vytéznost mouky T-550 [5].

Stanoveni obsahu mokrého lepku spociva v tom, ze se z tésta pfipraveného z testované mouky vypere
bilkovina pomoci 2 % roztoku NaCl. Odstranénim piebyte¢né vody se z lepku ziska tzv. mokry lepek.
Ten se zvazi a vysledkem stanoveni po pfepoctu na susinu mouky je % mokrého lepku v susiné
vzorku [7]. Stanoveni obsahu mokrého lepku je popsano v normach CSN 46 10 11-9 &ast 9 [20]
a CSN 56 05 12-10[21].

Popel v susiné se stanovuje podle vy$e zminéné metody NIR nebo spalovanim v peci, podle normy
CSN ISO 2171 (46 10 19) [22].

13



2.5 Metody stanoveni gliadini

Nejcastéjsi metodou separace a stanoveni gliadinti je gelova elektroforéza. Princip déleni je zaloZen na
pohyblivosti jednotlivych v radmeci sitového efektu a zarovei na elektroforetické pohyblivosti délenych
latek [23].

Nejbeznéji pouzivanym nosi¢em je polyakrylamidovy gel. Je inertni, mechanicky pevny, prihledny
aje mozné si ho predem pfipravit v pozadovanych vlastnostech, jako jsou hustota zesitovani gelu,
gradient hustoty gelu aj. Pfipravuje se kopolymeraci dvou monomeri — akrylamidu a N, N¢-
methylenbis(akrylamidu). Iniciatorem kopolymerace je peroxodisiran amonny a stabilizatorem je
tetramethylethylendiamin (TEMED) [23].

Polyakrylamidovy gel je tvofen strukturou otevienych pord urcité velikosti, obsahujici kapalinu
s pufrem. Bilkoviny, které jsou velikosti podobné velikosti poru, se do nich zachytavaji, a tak se ve
svém pohybu opozd'uji. Diky tomuto efektu se déli podle své velikosti [23].

Mezi rlznymi elektroforetickymi metodami je nejCastéj$i metodou pro stanoveni gliadini
elektroforéza pti kyselém pH (A-PAGE) [24]. Tato metoda probiha za nativnich podminek, tim padem
nedochdazi k denaturaci bilkovin a zlistavd zachovana jejich sekundarni i terciarni struktura. Diky tomu
je mozné separovat molekuly na zakladé¢ jejich tvaru a velikosti naboje. Kyselé pH se udrzuje pomoci
pufru tvoteného kyselinou octovou a glycinem na hodnoté okolo 3. Protonaci postrannich fetézca
aminokyselin v kyselém prostiedi ziskaji veskeré proteiny stejny naboj, a proto se pohybuji ke katodé
[25].

Po dokonceni elektroforetického dé€leni je nutné vzniklé zoény bilkovinnych frakei zviditelnit pomoci
nejruznéjsich technik. Obvykle se barvi ponofenim gelu do alkoholového roztoku barviva Coomasie
Brilliant Blue (CBB R-250 a G-250). Proteiny jsou vtomto roztoku jednak denaturovany a tim
i fixovany, jednak se vytvareji komplexy barvivo-protein [23].

Ke kvantitativnimu hodnoceni zén se obvykle pouzivd pocitacova denzitometrie (podrobnéji viz
s. 20).

2.6  Globalni zména klimatu

Klima (podnebi) je definovano jako ,rezim povétrnostnich stavii (poc€asi) na uritém misté nebo
Vv ur¢itém prostoru, odvozeny od méfeni meteorologickych jevii za dlouhou fadu let” [26]. Pojmem
globalni zména klimatu se mysli odchylka od dlouhodobych klimatickych parametrit Zeme. Mezi tyto
parametry miZzeme zatadit napfiklad teplotu, srazky, rychlost vétru a jsou porovnavany s méfenymi
hodnotami téchto parametri od pocatku 20. stoleti [27].

Klima na planeté Zemi se v minulosti proméfiovalo. Za poslednich 650 000 let prob&hlo sedm cykla,
pti kterych doslo stfidaveé k postupu a ustupu ledovcl. Posledni doba ledova nahle skoncila pted asi
7 000 lety a tim zaGala moderni klimaticka éra — éra lidské civilizace. Sou¢asny trend ohfivani planety
ma zvlastni vyznam, jelikoz je extrémné pravdépodobné, Ze jeho velka ¢ast (pravdépodobné vice nez
95 %) je zpusobena lidskou ¢innosti a od poloviny 20. stoleti nardista nevidanou rychlosti. Primérna
teplota planety stoupla od konce 19. stoleti ptiblizné o 1,1 °C [28]. Je nevyvratitelnym faktem, ze
dochazi ktani ledu v arktickém mofi, na vSech kontinentech ustupuji horské ledovce a snéhové
pokryvky a urychluje se tani gronské a antarktické ledovcové pokryvky. Tani snéhu a ledu, krome
zvySujici se hladiny svétovych oceand, zpusobuje dalsi oteplovani, a to proto, Ze snih a led odraze;ji
slunecni paprsky, pokud ale roztaji, na jejich misté se objevi tmavsi povrch, ktery tepelné paprsky
naopak absorbuje, a to ve svém dusledku zplsobuje dalsi otepleni a nasledné tani [29].
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Nejvyrazngj§im projevem antropogenniho ptvodu globdlni zmény klimatu je zvySeny sklenikovy
efekt. Ten je zplsobeny vyssi produkci takzvanych sklenikovych plynt, mezi které se tadi oxid
uhli¢ity, methan, oxidy dusiku, freony, ale i vodni para, jejiz produkce neni jednoznaéné ovlivnéna
lidskou ¢innosti, ale lidé vyrazné zasahuji do kolob&hu vody [27]. Je tfeba zminit, Ze pfirozeny
sklenikovy efekt je nutny k udrzeni obyvatelné teploty planety Zemé. Jeho principem je, Ze vyse
zminované sklenikové plyny absorbuji tepelné zateni povrchu Zemé a nizsich vrstev atmosféry a poté
odrazeji velkou Cast této energie zpét na povrch. Nicméné, pii zvySenych koncentracich sklenikovych
plynt zptsobenych lidskou cinnosti se tento, pivodné kladny, efekt zintenziviiuje a dochazi
k nebyvalym zménam v zemském klimatu [29]. Oteplovani Zemé neni rovnomérné, a proto dochazi
k velkym zménam pramérnych lokalnich teplot. Globalni a lokalni oteplovani zplsobuje narist
intenzity a Cetnosti extrémnich meteorologickych jevu a velké zmény v pfirodé [30]. Nekteré Casti
svéta Cekaji Castejsi nebo vaznéjsi sucha a zaplavy, naproti tomu jiné oblasti, napiiklad subarktické, se
mohou stat obyvateln&jsimi. Tyto zmény maji Vliv nejen na piirodni systém, ale v ramci systému
socialniho zptisobi problémy spojené s enviromentalni migraci [30].

2.7 Vliv klimatickych zmén na rostliny

Teplota hraje hlavni roli v prakticky kazdém aspektu ristu a vyvoje rostliny. Ovliviuje fotosyntézu,
dychéni, vyvoj rostliny a rist kofene. Kazda rostlina ma urcité optimalni rozmezi teplot, ve kterém je
jeji rast a vyvoj nejvetsi [31]. Aby se zlepSila zemédé€lska produkce v rAmci omezené pudni plochy, je
nutné zajistit vynosn&jsi sklizné¢ navzdory nepfiznivym podminkam [31]. S podrobnymi znalostmi
reakci riznych druhd na vnéjs$i prostfedi, ase znalosti genetickych manipulaci, jeZ mame dnes
k dispozici, by nemé&lo byt obtizné ptizptsobit plodiny ve velkych ¢astech svéta novym klimatickym
pomérim. Mélo by se to podafit pfinejmensim v pfipadé plodin, které dozravaji béhem jednoho nebo
dvou roka [2][31].

Jak jiz bylo feCeno, predpoklada se, Ze srazky, v blizké budoucnosti, budou nerovnomérné rozlozeny
Vv pribéhu roku. To znamend, Ze naroste Cetnost a zavaznost period sucha [27]. Stres suchem se
projevuje poklesem dostupnosti vody v pudé, ktery vede k omezeni ristu a transpirace rostlin [27].
Velkym faktorem ovlivitujicim metabolismus rostlin je obsah volného oxidu uhli¢itého v atmosféte.

2.7.1 Vliv zvySené koncentrace CO2

Z historického hlediska neni zvySena koncentrace oxidu uhlicitého v atmosféfe ni¢im nevidanym. Pii
prechodech z doby ledové do meziledové dochazelo ke zméné jeho koncentrace asi o 30 %. To
napovida, Ze v uplynulych 150 000 letech byly koncentrace CO, a zmény klimatu tésné spojeny.
Pokles jeho koncentrace znacil pfichod doby ledové a jeho narGst piichod doby meziledové. Nikdy
vsak nedochazelo ke zménam jeho koncentraci v tak kratkém casovém useku a s takovou rychlosti
jakou registrujeme v soucasnosti, kdy rostliny nejsou schopny adekvatné reagovat adaptaci svych
vlastnosti [32].

Primarnimi reakcemi na zvySenou koncentraci oxidu uhli¢itého v atmosféie jsou zmény rychlosti
fotosyntézy, fotorespirace a vodivosti pruduchii [32]. ZjednoduSené se da fici, ze stimuluje rychlost
fotosyntézy a potlacuje fotorespiraci. Tento jev je vyrazny zejména u C-3 rostlin [27]. Pfi urychleni
asimilace CO (pii jeho zvysené atmosférické koncentraci) dochazi k nartistu kofenové biomasy, jak
hlavniho, tak i jemnéjsiho vlaseni a diky tomu miize rostlina zvysit pfijem zivin [27].

2.7.2 Vliv zvySené teploty

Zvysena koncentrace sklenikovych plyni je provazena zvySenim teploty [32]. NarGst teploty méni
pribeh vegetacni sezony. Na jafe se vyssi teplota projevi urychlenim fotosyntézy a ristu, naopak na
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podzim se projevi jako urychleni dekompozi¢nich procesu. To vytvaii negativni bilanci uhliku
v ekosystémech, protoze na jafe je ptijem uhliku vy$si a na podzim niz8i [27]. Dal§im faktorem zmény
pudniho kolobéhu uhliku jsou takzvané jarni mraziky, jelikoz dochazi k zméndm kolobehu zivin
azmeénam struktury poskozenych porosti. Navic je znamo, Ze rostliny adaptované na vyssi
koncentraci oxidu uhli¢itého jsou ndchylné€jsi k mraziim, protoze listy takovych rostlin omezuji
transpiraci a jsou tedy pfizpisobeny vyssim teplotam [27].

2.7.3 Fotosyntéza

Fotosyntetizujici organismy, jako jsou zelené rostliny, pfevadéji oxid uhli¢ity a vodu na organické
slouceniny uhliku pfi procesu nazyvaném fotosyntéza. Tento d&j zahrnuje dva procesy. Prvnim je tzv.
svételna faze, pii které se oxiduje voda za vzniku kysliku, ATP a NADPH, které je redukénim
Cinidlem v druhé fazi. Ta se nazyvd Calviniv cyklus a dochazi pfi ni k vazbé oxidu uhli¢itého
a produkci cukru [33].

Za zvySené teploty rychlost fotosyntézy prudce klesa. Tento pokles je spojovan s omezenou funkci
fotosystému II (PSII), kterd nastdva z divodu nestability tylakoidové membrany (dochazi k jeji
dezorganizaci) a ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasy/oxygenasy (Rubisco) [31][33]. Teplotni stres také
ovlivituje elektronovy transport atim rizn€ postihuje PSII a PSI [34]. Pravé fotosystém II je
nejcitlivéj§im bilkovinnym komplexem pii fotosyntéze, protoze vysoké teploty piimo deaktivuji
komplex, ktery vyviji kyslik, a dokonce i teplotni stres v mensim rozsahu zptsobi jeho deaktivaci [31].

Dale pfi teplotnim stresu dochazi k dramatické ztraté pigmentu, a navic se zvySuji naroky na dychani
(pfevod bilkovinnych komplexti), ¢imZ se snizuje pocet latek potfebnych pro rist rostliny. Napiiklad
zvyseni teploty z 18 na 33 °C zvysi rychlost dychani o vice nez 80 % [31].

V pribéhu fotosyntézy CO- reaguje s ribulosa-1,5-bisfosfatem za tvorby glycerat-3-fosfatu, ten je
redukovan na triosa-fosfat. Vétsina trios-fosfatas se uchovava v chloroplastu. Tato proména uvoliiuje
anorganicky fosfat (Pi), ktery se vraci do chloroplastu, kde dochazi k syntéze ATP. Tato regenerace
ATP je nezbytna pro idealni fixaci uhliku.

Pti zvysené teploté dochézi k inhibici fotosyntézy. Toto je moznd zplisobeno snizenim aktivace
enzymu Rubisco, jehoz aktivasa je inhibovana zvySenou teplotou. Tento enzym je velmi citlivy na
teplotni denaturaci uz pfi mirnych podminkach. Teplotni stres také ovliviiuje elektronovy transport
a tim rizn¢ postihuje PSII a PSI [34].

Jak jiz bylo zminéno, opacny efekt nastava pii zvysené koncentraci oxidu uhli¢itého v atmosféfe. Ten
urychluje rychlost fotosyntézy zejména pti vysSich ozafenostech. Enzym Rubisco je kvantitativné
nejvyznamnéji ovlivnén oxidem uhli¢itym, protoze rostliny jSou saturovany timto plynem, a tak se
zvysi rychlost karboxylace, a navic je inhibovana oxygenasova aktivita enzymu Rubisco neboli
fotorespirace, ktera rychlost fotosyntézy za standardni koncentrace CO; snizuje [32]. Piimé ptisobeni
CO: se projevuje nejen v souvislosti s aktivitou enzymu Rubisco, ale i v souvislosti s jeho regulacnimi
ucinky na vazbu atomti manganu na donorové stran¢ a vazbu chinontl na akceptorové strané PSII [32].

Propojenim téchto dvou efektti — vyssi teploty a vyssiho obsahu CO., ziskame stale pozitivni vliv na
fotosyntézu. Vys$s$i obsah oxidu uhli¢itého totiz zvySuje teplotni optimum fotosyntézy, a tak
kompenzuje negativni vliv zvySené teploty [32].

2.7.4 Transpirace

Transpirace je dgj, pti kterém je z povrchu rostliny vydavana voda. Timto mechanismem rostlina
ovliviiuje svou teplotu ataké pusobi jako hlavni mediator ztrat energie. Jeji rychlost je dana tzv.
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deficitem tlaku par (vapour pressure deficit, VPD) mezi vnitikem listd a okolnim vzduchem a dal§imi
fyzikalnimi faktory, mezi které patii teplota listd a vzduchu, rychlost vétru a podobné [18].

Transpirace rostlin je nejbéznéjsi a nejucinnéjsi metodou, jak zchladit rostlinnd pletiva. S teplotou také
rostou pozadavky na ni. Obecné se rychlost transpirace zvySuje se zvySujici se teplotou rostliny, a tak
dochazi k velkym ztratdm vody v rostling¢ [31]. Reakci na stres sucha je snizeni transpirace. Jeji
omezeni mé negativni dopad na vodni potencial, ktery klesa, a tak dochdzi k fet€ézové reakci. Snizeni
vodniho potencialu indukuje uzavieni priduchd a soucasné je limitovan pfijem oxidu uhli¢itého ve
fotosyntetickych reakcich. Nasledné se tak snizuje zasobovani rostlinnych pletiv zivinami [27].

2.8 Vliv klimatickych zmén na pSenici

Pii vyssich teplotach dochazi ke sniZeni sklizné zrn, jejich poctu a kvality. Nejcitlivéjsim obdobim je
obdobi rozkvétani, pfipisuje se to zrychlenému ristu, redukované fotosyntéze a piimym vlivem na
reprodukéni procesy. Jako horni hranic¢ni teplota pro pSenici je obecné pfijimana hodnota 31°C. To
znamena, ze do této teploty by neméelo dochazet ke snizeni vytézku zrn, v zavislosti na fazi vyvoje
rostliny, genotypu a piistupu vody [31].

Kromé piimého negativniho dusledku teplotniho stresu na fertilitu pylu a sterilizaci zrna, je také
negativné ovlivnéno jeho plnéni. Kone¢na hmotnost zrna je urc¢ena délkou a rychlosti jeho plnéni. Je
fizena fotosyntézou, respektive trovni asimilaénich produkti, v listech a stéble, a také remobilizaci
skladovanych uhlikatych a dusikatych sloucenin a jejich naslednym transportem do klasu a zrna. Jako
takova je tedy hmotnost zrna extrémné citlivd na teplotni stres, ktery zadsadné snizuje fotosyntézu,
a tedy i pInéni zrna [31].

Pfi zkoumani vlivu nedostatku vody na rlst pSenice, je dilezité vzit také v potaz jeji interakci
s koncentraci CO2 a dostupnost vody. Pokud je rostlina dobte zasobena vodou klesa jeji spotieba vody
asi 0 2 % [32]. Pti zvySené koncentraci CO; se mize kompenzovat az 30 % nepiiznivého vlivu stresu
suchem na rychlost Cisté fotosyntézy. Mira aklimace rostlin pSenice, ktera se projevuje poklesem
hodnot rychlosti fotosyntézy a nékterych dalSich fotosyntetickych parametrii, zavisi na ostatnich
podminkach rustu. Pii zajisténi optimalni mineralni vyzivy a dostatku vody je patrny jen minimalni
pokles obsahu fotosyntetickych bilkovin, pii¢emZz nedochazi k poklesu obsahu enzymu Rubisco,
svétlosbérnych komplexti nebo chlorofylu [32].

17



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

Experiment koncipovali a provedli pracovnici Ustavu vyzkumu globalni zmény Akademie véd Ceské
republiky ve spolupraci s Mendelovou univerzitou. Pro experiment byly pouzity dva genotypy pSenice
ozimé: Hyfi a Julie. Osivo bylo zaseto v fijnu 2014 do ¢ernych plastovych nadob s vnitinimi rozméry
10,5 x 10,5 x21,5cm v mnozstvi dvou zrn na jednu nadobu. Puda pouzitd do nadob pochazela
z experimentalni stanice v Polkovicich na Moravé. Pudni typ byl na zakladé méteni klasifikovan na
luvickou ¢ernozem s puidotvornym substratem spras. Nadoby byly v hale Mendelovy univerzity v Brné
vystaveny okolnim meteorologickym podminkdm az do dosazeni fize nadufovani horni listové
pochvy, ktera predchazi fazi metani. Jako ochrana ptfed zmrznutim byl okolo nadob pouzit keramzit.
Hnojeni probéhlo jednorazové v bieznu 2015 vodnym roztokem dusiénanu amonného v koncentraci
0,29 g dusi¢nanu ve 14 ml vody na jednu nadobu. Vzorky byly oSetfeny fungicidy a insekticidy
aVvkvétnu 2015 prevezeny do Ustavu globalni zmény AV CR, kde byly umistény do kultivagnich
komor pro jednotlivé teploty.

V obdobi kveteni byly simulovany stresy nedostatku piidni vlahy a vysoké teploty s teplotnimi
maximy 26 °C v kontrolni komote, 29 °C, 32 °C, 35 °C a 38 °C. V tabulce 1 jsou uvedeny podminky
V jednotlivych komorach: rGzné teploty v kazdé komote, naopak stejn¢ byly v kazdé komote
nastaveny fotosynteticky aktivni radiace (FAR) a relativni vlhkost (RV). Pro variantu stresu suchem
byla vlhkost pidy udrzovana pod 30 %, kontrolni, optimalné zalévana varianta nad 70 %. Po 14 dnech
stresového rezimu byly rostliny vyjmuty z komor a vystaveny aktualnimu pocasi. Po sklizni byly
vzorky zrn rozemlety na mouku a dale byly zpracovany v ramci experimentalni casti této bakalarské
prace.

Tabulka 1: Podminky v kultivacnich komordach (K) — denni teploty (Komora 1 = kontrolované
podminky), fotosynteticky aktivni radiace (FAR) a relativni vihkost (RV). (Prevzato s laskavym
svolenim Ing. Karla. Klema, Ph.D. z Ustavu vyzkumu globdlni zmény.)

) K1 K 2 K3 K4 K5 FAR RV
Cas teC) | teo) | teo | teo) | teC) | (umolm?zsY) | (%)
0:00 20 20 20 20 20 0 85
4:00 18 18 18 18 18 0 90
6:00 18 18 18 18 18 0 90
12:00 26 29 32 35 38 1500 45
14:00 26 29 32 35 38 1500 45
20:00 22 22 22 22 22 0 75
24:00 20 20 20 20 20 0 85

3.2 Stanoveni obsahu gliadinii metodou A-PAGE

Stanoveni bylo provedeno podle normy CSN 46 1085-2 [24]. Gliadiny se z mouky extrahovaly 25%
roztokem 2-chlorethanolu a podrobily se elektroforetické separaci pii pH 3,2 pfi stabilizovaném napéti
480 V. Tim se rozdélily podle hmotnosti apovahy povrchového naboje. Poloha a intenzita
proteinovych zén odpovida genetické konstituci, a proto je mozné povazovat elektroforeogram za
,,0tisk prstu” daného genotypu.
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3.2.1 Pristroje
Analytické vahy HR-120-EC, firma A&D INSTRUMENTS LTD

Zatizeni pro vertikalni deskovou elektroforézu s délkou gelu 160 az 200 mm (vcetné pfislusenstvi
gelovych kazet, stojanu na odlévani gelt, hiebenu pro vytvarovani nanaSecich jamek v gelu apod.) —
Owl Separation Systém, Inc., Portsmouth, NH USA

Stejnosmérny stabilizovany napajeci zdroj pro elektroforézu — Major Science-MP-500P
Laboratorni odstfedivka 5430 R, firma EPPENDORF

Chladnic¢ka s mrazici ¢asti, firma GORENJE

Ttepacka KS 130BASIC, firma IKA

Vortex — stuart, firma MERCI

3.2.2 Chemikalie
Akrylamid (SIGMA ALDRICH)

Bis-akrylamid (SIGMA ALDRICH)

Mocovina (MERCK)

Kyselina askorbova (SIGMA ALDRICH)

Siran zeleznaty (LACHNER), 0,15 % vodny roztok pfipraveny tésné pied kazdym pouzitim
Peroxodisiran amonny (SIGMA ALDRICH), 10 % vodny roztok
TEMED - N, N, N', N’ -tetramethylethylendiamin (SIGMA ALDRICH)
2-chlorethanol (SIGMA ALDRICH)

Pyronin Y (SIGMA ALDRICH)

Kyselina octova (SIGMA ALDRICH)

Glycin (SIGMA ALDRICH)

Kyselina trichloroctova (SIGMA ALDRICH)

Coomassie Brilliant Blue R-250 (SIGMA ALDRICH)

Coomassie Brilliant Blue G-250 (SIGMA ALDRICH)

3.2.3 Priprava roztoki

Extrakcni roztok pro gliadiny: 25 ml 2-chlorethanolu a 0,05 g pyroninu G se doplni vodou do 100 ml.
Roztok se skladuje v chladniéce.

Elektrodovy tlumivy roztok: 4,0 ml ledové kyseliny octové a 0,4 g glycinu se doplni vodou do 1000ml
odmérné baniky. Roztok se udrzuje v chladnicce.

Gelovy tlumivy roztok: K20 ml ledové kyseliny octové a 1,00 g glycinu se prida 1000 ml vody.
Roztok se udrzuje v chladu.

Fixacni roztok: 100 g kyseliny trichloroctové se rozpusti ve vodé a doplni vodou na 1000 ml.
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Barvici roztok: 0,50 g Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,50 g Coomassie Brilliant Blue G-250 se
rozpusti v ethanolu a doplni se ethanolem na objem 100 ml.

3.2.4 Priprava vzorku

Extrakce gliadinti byla provedena podle normy CSN 46 1085-2 [27]. Do mikrozkumavky Eppendorf
bylo navazeno asi 50 mg pSeni¢né mouky, coz zhruba odpovidalo hmotnosti jednoho zrna. Bylo
ptidano 0,3 ml extrak¢éniho roztoku pro gliadiny. Obsah byl dikladné¢ promichan na vortexu
a ponechan Vv uzaviené kyveté pies noc pii asi 4-8 °C v chladnic¢ce. Nasledné byla smés odstfed’ovana
po dobu 5 minut p#i 10 000 otackach za minutu a supernanant byl pouzit k elektroforéze.

3.2.5 Priprava polyakrylamidového gelu

Do asi 60 ml gelového tlumivého roztoku bylo ptidano v tomto potfadi 10,00 g akrylamidu, 0,40 g bis-
akrylamidu, 6,00 g mocoviny, 0,10 g kyseliny askorbové a 3,4 ml roztoku siranu Zeleznatého. Smés
byla promichana adoplnéna do objemu 100 ml gelovym tlumivym roztokem. Pak byla smés
vychlazena na 6 °C, najednou bylo pfidano 0,2 ml roztoku peroxodisiranu amonného a 0,3 ml
TEMEDu, smés byla promichana a hned vlita do vychlazené gelové kazety. Na povrch kazety byl
umistén hieben, aby se vytvotily vzorkové prohlubné. Gelovy roztok musi kazetu pteplnit, ¢imz je
zabezpecena dostate¢na polymerace horniho okraje gelu. Polymerace prob&hla béhem 5 minut.

3.2.6 Elektroforéza

Gel (v kazeté) byl vytahnut ze stojanu, hieben byl vytahnut z gelu a skla se vycistila od piebyteéného
gelu ethanolem. Poté byly prohlubné pro davkovani vzorki promyty elektrodovym tlumivym
roztokem a kazeta s gelem byla umisténa do elektroforetické aparatury. Elektrodovy tlumivy roztok
byl nalit do aparatury do takové hladiny, aby zalil elektrody. Zdroj napéti byl zapojen tak, aby
elektroforetické déleni probihalo od horni elektrody, anody, k zaporné elektrodé ve spodni ¢asti
aparatury. Po dobu 60 minut byla spusténa tzv. ,,ptedelektroforéza” — probihala bez nadavkovanych
vzorkl pii konstantnim napéti 480 V. Po uplynuti této doby byl zdroj napéti vypnut a do jamek byly
nadavkovany piipravené vzorky (extrakty) v mnozstvi 5 pl. Piistroj byl opét spustén po dobu
dvojnasobné doby béhu barviva pyroninu Y v Cele. Doba elektroforézy byla stanovena na piiblizné
4 hodiny. V prabéhu elektroforézy bylo nutné celou aparaturu chladit studenou vodou kvuli velikosti
vlozeného napéti.

3.2.7 Fixace a vizualizace bilkovin

Po skonéeni elektroforézy byla kazeta s gelem ponoifena do destilované vody v pfipravené misce. Gel
byl uvolnén ze skel do vody a byly odfiznuty vzorkovaci prohlubné. Destilovana voda byla z misky
vylita a gel byl pievrstven smési 300 ml fixacniho roztoku a 15 ml barviciho roztoku, tak aby byl gel
béhem barveni zcela ponofen. Miska s gelem byla umisténa po dobu 24 hodin na tfepacku. Po
obarveni gelu byl roztok z misky vylit a gel byl promyt vodou z vodovodu, tak aby bylo odstranéno
prebytecné barvivo. Gel (s popiskem vzorktl) byl uchovavan na skle zabaleny do potravinaiské folie,
ktera jej chranila pred vyschnutim, v chladnicce pii teploté 4 °C.
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3.3 Vyhodnoceni geli

Hotové gely byly naskenovany a kvantifikace gliadinovych frakci byla provedena pocitacovou
denzitometrii (program FUJIFILM, Science Lab 2006, Multi Gauge, verze 3.1). Zoény jednotlivych
podjednotek byly pievedeny na piky a integraci byla vypocitana jejich plocha. Kvuli nedostupnosti
standardu nebyly tyto plochy piki pfepocteny na koncentraci. Pro porovnani jednotlivych variant byly
tedy pouzity ptislusné plochy pika [38].
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4 VYSLEDKY

Zkoumany byly dvé odridy psenice, a to Julie a Hyfi. U Julie bylo identifikovano a stanoveno 18
gliadinovych frakei, u Hyfi 23 frakci. Rozdéleni jednotlivych frakci 1ze pozorovat na obrazku 2,
chromatogramy pro stanoveni jednotlivych frakci jsou na obrazku 3.

®l?2

o5

_

Obrazek 2: A-PAGE gliadinovych frakci pro odrudy Hyfi (prvni tii sloupce zleva) a Julie
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Obrazek 3: Ukdazka chromatogramii, horni chromatogram je pro analyzu odridy Julie, spodni pro

odridu Hyfi
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4.1 Srovnani obsahu gliadini p¥i kultivaci za mokra a sucha

411 Odrida Hyfi
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Graf 1: Srovnani obsahu gliadinu jednotlivych frakci odridy Hyfi pri kultivaci za
sucha (D) a vlihka (W) pri teploté 26 °C

Pii kultivaéni teploté 26 °C (graf 1) byl celkovy obsah gliadini za sucha o 18 % vyS8i neZ u varianty
zavlaZzované. Vyznamny nartst obsahu gliadint ve prospéch suché varianty byl zjistén u frakei o,
a o-5 (pro kterou byl nartist nejvyssi, a to o 24 %), u ostatnich frakci byly rozdily na hranici statistické
chyby.
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Graf 2: Srovnani obsahu gliadinui jednotlivych frakci odrudy Hyfi pri kultivaci za
sucha (D) a vlhka (W) pri teplote 32 °C

- N ©

X gliadint

Pii kultivaéni teploté 32 °C jsme zjistili vy$si obsah gliadint za sucha u v8ech frakci, ale s men$imi
rozdily nez pfi teploté 26 °C (graf 2). Jedinymi frakcemi, pii kterych byl vyznamny nartist ve prospéch
suché varianty byly frakce ®-5 a a. Celkovy obsah gliadint pfi kultivaci za sucha byl 0 12 % vyssi nez
za vihka.
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Graf 3: Srovnani obsahu gliadinii jednotlivych frakci odriidy Hyfi pri kultivaci za
sucha (D) a vlhka (W) pri teplote 38 °C

Pti kultivaéni teploté 38 °C byly rozdily mezi suchou a vlhkou variantou v ramci statistické chyby

(graf 3). Je tedy ziejmé, Ze v tomto piipadé je teplota limitujicim faktorem

4.1.2 Odruada Julie

Odruda Julie vykazovala vétsi rozdily v obsahu gliadini mezi kultivaci za sucha a zavlazovanou
variantou nez odruda Hyfi.
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Graf 4: Srovndni obsahu gliadinii jednotlivych frakci pri kultivaci za sucha (D)
avlhka (W) odriidy Julie pri teploté 26 °C

Pti kultivaéni teploté 26 °C (graf 4) byl pozorovan vyssi celkovy obsah gliadint za sucha nez za vlihka
0 46 %. Pro frakci -5 byl zjistén nejvetsi nartst (o 60 %), frakce w-1,2 vykazovala nartst o 59 %, u
frakce y byl pozorovan nejmensi rozdil, a to 31 %. Sucha varianta méla o 47 % vice proteint frakce 3

a 0 45 % vice gliadint frakce a.
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Graf 5: Srovnani obsahu gliadinu jednotlivych frakci pri kultivaci za sucha (D)
avlhka (W) odridy Julie pri teplote 32 °C

Pii kultivaéni teploté 32 °C (graf 5) vykazovaly vSechny frakce vyss§i obsah gliadinti za sucha nez za
vlhka. Frakce w-1,2 se lisila o 56 %. Frakce -5 vykazovala nejvétsi rozdil, a to 0 65 %, u frakce y byl
stanoven nejmensi rozdil, a to na 41 %. Rozdil u frakce B byl stanoven na 49 % a u frakce o na 51 %.
Celkovy obsah gliadinti se mezi kultivaci za sucha a za vlhka lisil o 51 %.
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Graf 6: Srovnani obsahu gliadinu jednotlivych frakci pri Kultivaci za sucha (D)
avlhka (W) odridy Julie pri teplote 38 °C.

Pii kultivaéni teploté 38 °C (graf 6) byl celkovy obsah gliadind za sucha vy$$i o 42 % nez
U zavlazované varianty. Pro frakce ®-1,2 a -5 byl pozorovan rozdil 44 a 47 %. U frakce y byl
stanoven rozdil 36 %. Obsah frakce B se lisil 0 44 % a u frakce a byl zjistén rozdil 42 %.
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4.2 Zavislost obsahu gliadini na teploté kultivace pii sou¢asném stresu suchem

4.2.1 Porovnani frakei a gliadinii mezi odridami

1300
1200 -

Tisice

1100 -
1000 +
900 -
800 -
700 -

600 -
500 —@— Julie

—>— Hyfi

plocha piku

400 H

300 T T T T T
23 26 29 32 35 38

teplota [°C]

Graf 7: Obsah a-gliadinii U odrid Julie a Hyfi pri riznych kultivacnich teplotdach
a soucasném stresu suchem

Obé¢ odrudy vykazovaly rozdilny charakter odezvy na teplotu kultivace pii soucasném stresu suchem
(graf 7). Maximalni obsah a-gliadinii u odridy Julie byl zjistén pii 32 °C. Odrada Hyfi vykazovala
mirny pokles obsahu o-gliadini se zvySujici se teplotou az do 35 °C. Velké hodnoty smérodatné
odchylky pii teplotach 35 °C a 38 °C vsak svéd¢i o tom, Ze tyto hodnoty jsou zatizeny velkou chybou.
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4.2.2 Porovnani frakci p gliadind mezi odriadami
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Graf 8: Obsah f-gliadinii U odrid Julie a Hyfi pri riznych kultivacnich teplotdach
a soucasném stresu suchem

Zavislost na teploté kultivace pro B-gliadiny je znazornéna ve vySe uvedeném grafu 8. Lze z ngj
vycist, ze u odridy Hyfi doSlo ke statisticky nevyznamnému poklesu této gliadinové frakce pfi
rozmezi teplot 26 °C az 35°C a K nartstu pfi teploté¢ 38 °C. Opacény charakter teplotni zavislosti
vykazovala odruda Julie. U ni doSlo k mirnému naristu obsahu B-gliadint od teploty 26 az 32 °C,
a poté k poklesu pii teploté 35 a 38 °C.

4.2.3 Porovnani frakei y gliadinii mezi odridami
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Graf 9: Obsah y-gliadinii U odriid Julie a Hyfi pFi riiznych kultivacnich teplotdach
a soucasném stresu suchem

Obsah y-gliadint ma pro odridu Hyfi mirn¢ klesajici charakter, ktery je podle chybovych tsecek
statisticky nevyznamny. Pro odrtdu Julie se obsah gliadinové frakce zvySoval do teploty 32 °C a poté
prudce klesal (graf 9).
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4.2.4 Porovnani frakci o-1,2 gliadini mezi odradami
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Graf 10: Obsah w-1,2 gliadinii u odriid Julie a Hyfi pFi riiznych kultivacnich
teplotdch a soucasném stresu suchem

Pro »-1,2 gliadiny je teplotni zavislost znazornéna vySe uvedenym grafem 10. U odridy Hyfi byl
obsah této frakce v teplotnim rozmezi 26-38 °C viceméné konstantni (v ramci statistické chyby),
odriida Julie vykazovala maximum obsahu ®-1,2 gliadini pfi teploté¢ 32 °C, pfi vysSich teplotach
doslo k poklesu.

4.2.5 Porovnani frakei o-5gliadini mezi odridami
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Graf 11: Obsah w-5 gliadinii u odriid Julie a Hyfi pri ruznych kultivacnich

teplotdach a soucasném stresu suchem

Zavislost obsahu ®-5 gliadin® na teploté znazoriuje graf 11. Odrada Hyfi vykazovala mirny narist do
teploty 32 °C, dale nasledoval pokles k teploté 35 °C. S ptihlédnutim k chybovym tseckam doslo pri
teploté 38 °C k mirnému nartstu proti teploté 35 °C. Obsah gliadinové frakce ®-5 odrady Julie do
teploty 32 °C stoupa a od této teploty klesa.
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4.2.6 Porovnani celkového obsahu gliadini mezi odridami
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Graf 12: Celkovy obsah gliadinit U odrid Julie a Hyfi pri riznych kultivacnich
teplotdch a soucasném stresu suchem

Celkovy obsah gliadint pro odrudu Hyfi vykazuje v rozmezi teplot 26—35 °C statisticky nevyznamny
pokles a nasledny narust pii teploté¢ 38 °C. Celkovy obsah gliadinovych frakci vykazuje nartst do
teploty 32 °C, kde je zfetelné maximum, pfi vy$$ich teplotach obsah gliadind klesa.
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5 DISKUZE

V této bakalaiské praci byl sledovan vliv teploty a sucha na obsah gliadinové frakce u dvou odrad
psenice. Pro experiment byly pouZity vzorky odrtid Hyfi a Julie, které poskytl Ustav vyzkumu globalni
zmény AV CR.

Gliadinové proteiny byly v experimentalni Casti této prace rozdéleny metodou A-PAGE a obsah
jednotlivych frakei byl stanoven pocitacovou denzitomentrii.

Literatura uvadi [35], Zze hlavnimi faktory ovliviiujicimi kvalitu pSenice jsou genotyp, pfirodni vlivy
a jejich kombinace. Vysledky této prace souhlasi s timto tvrzenim. Obsah jednotlivych gliadinovych
frakei se u obou odriid za stejnych podminek lisil. Odrida Julie méla vyssi obsah gliadinovych frakci
alfa a o-1,2, ale niz8i obsah ostatnich frakci (B, v, ®-5) vi¢i odradé Hyfi.

Dale v literatufe autofi srovnavaji pomér gliadinovych frakci ku celkovému obsahu gliadinti. Podle
Garcia del Moral a kol. [8] se obsah gliadinovych frakci pohybuje v takovémto rozpéti: » 10-19 %,
at+p 42-58 %, v 24-32 %. S t€mito hodnotami se piiblizné shoduje nase méfeni pro vSechny frakce
odridy Julie. Pro odridu Hyfi se pfi porovnani s nasim experimentem hodnoty neshoduji, pro a+p
jsou vyssi (60-77 %) a pro frakei v je vysledek nizsi (15-23 %).

Pii plisobeni samotného stresu suchem byl obsah celkovych gliadinti i jednotlivych frakci u obou
odrd vyssi oproti zavlazované varianté. Tento jev se da vysvétlit tim, Ze metabolismus proteint je
mén¢ ovlivnitelny vnéjSimi podminkami nez syntéza Skrobu. Rostlina za dobrych podminek produkuje
vice Skrobu a tim se obsah proteinti V zrné ,,ziedi”. Pfi porovnani mezi zkoumanymi odriidami byl
tento efekt vyraznéjsi u odrady Julie. Podle literatury [37] je nejvyssi obsah proteinti v zrné pii spojeni
stresu suchem a vyssi teploty. Toto potvrzuji nase vysledky, podle kterych je obsah gliadinovych
frakei nejvyssi za stresu suchem pro teplotu 32 °C u obou odrid (graf 2 a graf 5).

Vliv teploty na odridu Hyfi je maly, obsah gliadini v rozmezi teplot 26-35 °C vykazuje mirny pokles
Celkovy obsah gliadint i obsah jednotlivych gliadinovych frakci u odriidy Julie vykazuje zietelné
maximum pii teploté 32 °C, pfi vysSich teplotach nastava vyrazny pokles. Lze tedy konstatovat, ze
Z hlediska obsahu gliadint se vii¢i plisobeni vysoké teploty a sucha jevi odolnéjsi odriida Hyfi nez
odrida Julie. V ramci zmény podilu frakci ku celkovému obsahu gliadinti se uvadi [37], Ze se
zvySujici teplotou se zvySuje podil frakcei a-, B-, ®-, zatimco frakce y- se snizuje. V naSem experimentu
se obsah vSech frakci u odrtidy Julie zvySoval do 32 °C, pii vysSich teplotach klesal. Odrtida Hyfi je
v tomto ohledu méné konzistentni nez odrtida Julie. U frakci a- - a y- pfi teplotach 26-35 °C obsah
mirné Kklesal, obsah ®-1,2 gliadini byl v rozmezi teplot 26-38 °C piiblizné stejny a frakce w-5
vykazovala mirny narust (s vyjimkou hodnoty pfi 35 °C).
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6 ZAVER
Cilem této bakalarské prace bylo sledovat vliv teploty a sucha na gliadinové frakce dvou odrid
pSenice ozimé.

Pro experiment byla pouzita mouka odrid Hyfi a Julie. Rostliny byly kultivovany ve specialnich
nadobach s pudou typu luvicka ¢ernozem. Zasety byly v fijnu 2014 a v kvétnu 2015 byly pfemistény
do kultivac¢nich komor, ve kterych byly pé€stovany pfi riznych teplotach a soucasné zavlazovany nebo
stresovany suchem. Tomuto rezimu byly rostliny vystaveny po dobu 14 dnti béhem faze kveteni a poté
byly vystaveny aktualnim meteorologickym podminkam. Po sklizni byly vzorky zrn rozemlety na
mouku a dale byly zpracovany postupem popsanym v experimentalni ¢asti této prace — gliadiny byly
extrahovany ze vzorku 2-chlorethanolem, separovany metodou A-PAGE a kvantifikovany
pocitacovou denzitometrii.

Nejvyznamnéjsi vliv na jednotlivé gliadinové frakce mél jejich genotyp. S vyjimkou frakce - a ®-1,2
byl za stejnych podminek obsah gliadint vyssi u Hyfi nez u Julie. Obsah gliadinti byl za sucha vyssi
nez za vlhka, pficemz tento efekt je vyraznéjsi u odrudy Julie nez u Hyfi. Teplota v rozmezi 26-38 °C
pii souCasném pisobeni sucha neméla vyrazny vliv na obsah gliadind u odrady Hyfi (s vyjimkou
hodnoty pii 35 °C). Celkovy obsah gliadini i obsah jednotlivych gliadinovych frakci u odriady Julie
vykazoval zietelné maximum pii teploté 32 °C, pii vyssich teplotach nastal vyrazny pokles.

Z hlediska obsahu gliadind se tedy v podminkach vyssi teploty a sucha jevi perspektivnéjsi odrida
Hyfi nez odrtda Julie.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A-PAGE kysela elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
ATP adenosintrifosfat

AV CR Akademie véd Ceské republiky

CO2 oxid uhli¢ity

MS hmotnostni spektrometrie

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NIR blizk4 infracervena spektrometrie

PSI fotosystém I

PSlI fotosystém II

Rubisco ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa
RuBP rubulosa-1,5-bisfosfat

TEMED tetramethylethylendiamin

VPD vapour pressure deficit
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