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ABSTRAKT

V této praci byl studovan vliv zvySené koncentrace oxidu uhli¢itého, dusikatého hnojeni,
sucha a UV zafeni na obsah proteini gluteninové a gliadinové frakce psSeni¢ného lepku.
Ozimé pSenice odridy Bohemia byla kultivovana za podminek normalni (AC; 400 pmol
CO,.mol™) a zvysené (EC; 700 pmol CO,.mol™) koncentrace CO,. Polovina vzorkii byla
hnojena davkou 200 kg N.ha™ (N+, N-) a dal§imi sledovanymi environmentalnimi faktory
bylo vylou¢eni UV zafeni u poloviny komor (UV—, UV+) a manipulace pfirozenych srazek
(DRY, WET). Gliadinova frakce lepku byla separovana metodou A-PAGE, gluteninova
frakce metodou SDS-PAGE. Proteiny byly kvantifikovany pocitacovou denzitometrii.
Dusikaté hnojeni vyznamné zvysilo obsah proteinti gliadinové a gluteninové frakce lepku.
V mensi mife se projevil vliv sucha, které vyznamné sniZilo koncentraci n¢kterych subfrakci
gliadin®i, naopak vyznamny pokles mnozstvi proteind vlivem sucha byl pozorovan u HMW
gluteninovych podjednotek. Vylouceni UV zafeni zplisobilo vyznamné sniZeni obsahu
proteini  né¢kolika subfrakei gliadinovych a gluteninoych podjednotek. Vliv zvySené
koncentrace CO; se projevil pouze v malé mife vyznamnym zvySenim koncentrace protein
gluteninovych subrakci HMW 1 a 2. Naopak vyznamné sniZzeni mnozZstvi proteind vlivem
zvysené koncentrace CO, bylo pozorovano u gliadinovych subfrakci -5 1ap 1.

ABSTRACT

The present study investigates effects of elevated atmospheric carbon dioxide
concentration, different nitrogen fertilization levels, drought and UV radiation on protein
content of wheat gluten fractions glutenins and gliadins. Winter wheat cultivar Bohemia was
grown under ambient CO, concentration (AC; 400 pmol CO,mol™") and elevated CO,
concentration (EC; 700 pmol CO; mol™). Half of the samples was fertilized
with 200 kg N.ha (N+) and the other part stayed unfertilized (N-). Other environmental
factors were UV radiation exclusion (UV—, UV+) and drought (DRY, WET). Gliadins were
separated by A-PAGE, glutenins by SDS-PAGE. Proteins were quantified by computer
densitometry. Nitrogen fertilization caused an significat increase of gliadins and glutenins.
While some gliadins subfractions were significantly lowered by drought, HMW glutenin
subunits showed significant increase. UV radiation exclusion resulted in significant decrease
of some gliadin subfractions and glutenin subunits. CO, enrichment caused significant
increase of glutenin subfractions HMW 1 and 2, while gliadin subfractions -5 1 and B 1
were significantly decreased by elevated CO, concentration.
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pSenice, zvySend koncentrace CO», lepek, gliadiny, gluteniny
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1 UVOD

vvvvvv

koncentrace oxidu uhli¢itého v atmosféie. Koncentrace oxidu uhlic¢itého vzrostla od pocatku
pramyslové revoluce nejméné o 35 % a stale stoupa.

Protoze oxid uhlicity je substratem fotosyntézy, jakakoli zména v jeho vzdusné koncentraci
ma vliv na rast rostlin. Jelikoz zvySenéd koncentrace CO, stimuluje fotosyntézu a riist rostlin,
muzeme v budoucnu ocekdvat vyssi vynosy zeméde€lskych plodin. Predpoklada se, ze
stimulace fotosyntézy povede ke zvySené produkci sacharidli oproti bilkovinam, coz bude mit
negativni dopad na vyzivovou kvalitu potravin.

Jednou znejvyznamnéjSich zemédé€lskych plodin na svété je pSenice. Obsah hrubé
bilkoviny v pSeni¢ném zrnu je hlavnim kritériem vyzivové hodnoty a pekaiskych vlastnosti
mouky. Dusikata vyziva by méla siln€ interagovat se zvySenou koncentraci CO; a dohromady
tak vyrazné ovlivilovat metabolismus rostliny a kvalitu zrna. Podle nékterych hypotéz
zvysena koncentrace CO, sniZzuje obsah dusikatych latek v pSenicném zrnu bez ohledu na
mnozstvi dusikaté vyzivy, avSak mechanismus tohoto procesu nebyl doposud zcela objasnén.

NejdulezitéjSimi pSeniCnymi proteiny jsou lepkové proteiny. Lepek tvoii ve vodé
nerozpustnou elastickou slozku tésta a je tvofen dvéma frakcemi proteindi, monomernimi
gliadiny a polymernimi gluteniny. Obsah lepkovych proteini ovliviiuje objem peciva. Ob¢
frakce lepku vyznamné ovliviiuji reologické vlastnosti tésta a jejich spravny pomér urcuje
viskoelastické vlastnosti a pekatskou kvalitu kone¢ného produktu.

Navzdory velkému dirazu kladenému na kvalitu pSenice péstované pro potravinarské
ucely mame stile nedostatek informaci o vlivu zvySené¢ koncentrace CO, na dulezité
parametry kvality pSeni¢ného zrna. Prace zabyvajici se vlivem zvySené koncentrace CO; na
kvalitu pSeni€ného zrna €asto ptinasSeji protichiidna zjisténi.

Cilem této prace bylo sledovat vliv zvySené koncentrace oxidu uhli¢itého, dusikatého
hnojeni, sucha a UV zafeni na obsah proteini gluteninové a gliadinové frakce lepku u ozimé
pSenice odrudy Bohemia.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Globalni klimaticka zména

Klima Zemé¢ se neustale méni, coz je disledek ptisobeni kontinentdlnich pohybtl, zmén
kvality a mnozstvi slune¢niho zafeni, parametri ob&ézné drdhy Zemé¢, sopecné cCinnosti,
dopadu meteoriti a komet, rozristani a zmenSovani ledovcl, zmén v cirkulaci a sloZeni
oceanu a atmosféry a kone¢n¢ zmén ekosystémul.

Ptiblizn¢ od pocatku 20. stoleti lze pfitom pozorovat dlouhodobou odchylku klimatickych
parametri Zem¢ od primeéri a trendl, které panovaly na Zemi ptedtim. Tato dlouhodoba
odchylka se nazyva globalni klimatickd zména [1] ajeji nejpravdépodobnéjsi pfic¢inou je
uvoliovani velkého mnozstvi sklenikovych plyni. Rychlost tohoto uvoliiovani je pfitom
nekolikanasobné vétsi nez ptirozené zmény za obdobi nejméné 20 000 let [2].

Mezi sklenikové plyny s pfimou vazbou na lidskou ¢innost patii oxid uhlidity, jenz je do
ovzdusi uvoliovan spalovacimi procesy, methan, ktery produkuji hospodatska zvitata, oxidy
dusiku, vznikajici ve spalovacich motorech a pfi riznych prumyslovych vyrobach, freony,
které jsou do atmosféry uvolnovany z riznych chladicich zafizeni, a nakonec vodni péra.
Spole¢nym znakem sklenikovych plynti je jejich vyrazny Gcinek na radiacni bilanci Zemé,
protoze jsou propustné pro kratkovinnou slozku dopadajiciho slune¢niho zateni, ale daleko
méné propustné pro dlouhovinnou slozku emitovanou zemskym povrchem [3]. V disledku
toho piestala byt zafiva bilance Zem¢ vyrovnana a ptizemni vrstvy ovzdusi, pevniny a oceany
se postupné¢ ohiivaji. Nejvétsi vliv na oteplovani ma oxid uhli¢ity (asi 47 %), methan (27 %)
a freony (10%) [4].

Disledky ucinkl sklenikovych plynl na radia¢ni bilanci atmosféry ale nelze jednoduse
spojovat s bezprostfednimi zménami klimatu, protoze v disledku existence rozsahlych
tepelnych rezervoartt v podobé oceanti dochéazi k vyznamnému zpozdéni reakce klimatu
a zpétnovazebné mechanismy pusobici mezi atmosférou, oceany a biosférou mohou vyrazné
ménit rychlost produkce nebo odbouravani sklenikovych plynt v ovzdusi.

To, ze globalni klimatickd zména je predevsim disledkem lidské Cinnosti, doklada tfada
literarnich idaji. Za poslednich 1000 let byla koncentrace CO, v ovzdusi pomérné stabilni
a pohybovala se vrozmezi hodnot od 270 az 290 pmol.mol'[5]. Etheridge akol. [6]
analyzovali vzorky vzduchu odebrané zledovci LawDome ve vychodni Antarktidé
dokumentujici uplynulych 1000 let. Z jejich vyzkumu jasné vyplyva, Ze k prudkému vzristu
koncentrace CO, doslo pocatkem 19. stoleti v souladu s pocatky rozvoje primyslu. Zmény
koncentrace CO, v uplynulych 500 letech hodnotili také Wahlen a kol. [7]. Vzorky postihujici
obdobi od roku 1530 do roku 1940 byly odebrany v oblasti stftedniho Gronska. Podle jejich
meéieni nastava vzestup koncentrace CO, jesté pfed obdobim, kdy se ve vétSi mife zacala
spalovat fosilni paliva, coz vysvétluji zmeénou ve vyuzivani pidy (odlesiiovani a pfemena
zemédélsky vyuzivané plochy).

Zatimco v poloving 18. stoleti &inila koncentrace CO, v ovzdusi 270-280 pmol.mol™ (tedy
270-280 ppm), koncentrace v souc¢asné dob¢ se pohybuje okolo 390 pmol.mol™ (0daje za rok
2010). Vyrazné se rovnéz zvysuje i mezirocni narust koncentrace CO, v atmosféte. Zatimco
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v obdobi 1970-1979 ¢&inil tento nérdst 1,3 pmol.mol” v letech 2000-2006 to bylo
1,9 umol.mol™. [8; 9]. Tyto udaje potvrzuji i analyzy vzorki z arktickych ledd, izotopova
analyza letokruhii, méfeni obsahu CO, v atmosféfe na riznych mistech Zem¢ a stejné tak
1 modelové studie zalozené na vypoctech spotieby fosilnich paliv. Honisch a kol. [10] uvadéji,
ze soucasna koncentrace CO; je nejvyssi za poslednich 2,1 milionu let.

Zda se, ze v uplynulych 150 000 letech byly zmény klimatu a koncentrace CO, velmi tésné
spojeny [11]. Konec doby ledové je spojen se zvySenim koncentrace CO,, naptiklad ptechod
z doby ledové do doby meziledové byl doprovazen zvysenim koncentrace CO, piiblizné
0 30 %. Tento nariist koncentrace CO; je pficitan uvolnéni nékolika set gigatun uhliku z mote
do atmosféry. Naopak jiz nekolik tisic let pfed nastupem doby ledové Ize pozorovat pokles
koncentrace CO,. Popsané zmeény souvisi pravdépodobné se zménami biologické
produktivity, alkality a cirkulace oceantli, se zménami stupné pokryti ledovci a s ukladanim
CaCOs do kordlovych utesi. Zmény koncentrace CO, v atmosféte tedy nepiedstavuji jev,
ktery by se v historii Zemé jiz neobjevil, ale neobvykla je rychlost téchto zmén v poslednich
letech. NejvétSim problémem je, Ze emise CO, do atmosféry stale pokracuji v disledku
spotieby fosilnich paliv, rozsahlého odlesiiovani v tropickych oblastech a zmén ve vyuzivani
pudy.

Zmény koncentrace CO; jsou provazeny nejen zvySovanim koncentrace sklenikovych
plynd, ale i zvySenou depozici dusiku na sousi i v motich. Zdrojem tohoto dusiku jsou hnojiva
pouzivana v zemédélstvi a rizné produkty spalovani pochdzejici naptiklad z automobilové
dopravy. Tato depozice kolisa na jednotlivych mistech planety od minima kolem 10 kg N na
hektar az po neuvéfitelnych 150 kg N na hektar za rok [12]. Diky zvySené depozici C i N,
jejichz metabolismus spolu v rostlin€ velmi té€sné souvisi, 1ze ocekavat v rozvinutych zemich
vzestup produktivity a vynosit o 15 az 20 %. Tyto zmény vSak mohou mit za nasledek
napiiklad pokles druhové diverzity v pfirozenych ekosystémech.

Z ptesnych a systematickych méfeni koncentrace CO;, ktera se provadéji od roku 1958 na
lokalit¢ Mauna Loa na Havajskych ostrovech, je patrny systematicky riist koncentrace CO,
v uplynulych 40 letech i pravidelné sezonni kolisdni v prubehu roku [11]. K poklesu dochazi
s rozvojem jarni vegetace na severni polokouli a naopak vzrist koncentrace CO, souvisi
s nastupem podzimu na severni polokouli, kdy vétSina vegetace prestava byt fotosynteticky
aktivni a dochazi k uvolnéni velkého mnozstvi CO, do ovzdusi. Amplituda tohoto ro¢niho
cyklu se kazdym rokem zvySuje. Vliv na kolisani koncentrace CO, v pribéhu roku ma
naptiklad sezénni kolisani spalovani fosilnich paliv, sezoénni kolisani depozice dusiku
pochézejiciho z fosilnich paliv, protoze dusik vykazuje pozitivni vliv na rostlinnou produkci
atim ina spotfebu CO,, sezénni kolisdni spalovani tropickych lesii nebo zmény v délce
vegetace ve vétSich zemépisnych Sitkach. ZvySujici se amplitudu ro¢niho kolisani CO,
ovlivituje 1 zvySujici se teplota atmosféry. Keeling a kol. [13] prokézali, Ze ro¢ni amplituda se
zvySuje o 19 % +4 % s kazdym zvySenim teploty o 1 °C. Je vSak nutné si uvédomit, ze pii
hodnoceni koncentrace CO, v delSich ¢asovych intervalech jsou sezénni kolisani v pribéhu
roku i lokélni rozdily v oblastech riznych zemépisnych Sifek zanedbatelné.



2.2 Vliv zvySené koncentrace CO, na rostliny

Oxid uhli¢ity mé dva piimé fyziologické uclinky na fotosyntézu. (1) V procesu
oznacovaném jako karbamylace aktivuji molekuly CO, primarni enzym Calvinova cyklu
ribulosa-1,5-bisfostatkarboxylasu/oxygenasu (Rubisco). Nejprve dochazi k navazani jedné
molekuly CO; na molekulu inaktivniho enzymu (pomala reverzibilni reakce) a nasledné
k navazani kationtu Mg”" (rychl4 nevratna reakce) za vzniku aktivovaného komplexu. Tento
proces je katalyzovan Rubisco-aktivasou. (2) Molekuly CO, jsou vstupnim substratem
karboxylace. V prvnim kroku této enzymatické reakce s primarnim akceptorem RuBP
(ribulosa-1,5-bisfosfatem) dochazi k navazani molekuly CO, na aktivni misto enzymu
Rubisco zptistupnéné karbamylaci a vznika komplex Rubiscou CO,. Tento komplex ve
druhém kroku reaguje s molekulou RuBP. Poté nasleduje syntéza triosafosfati, primarnich
produkti Calvinova cyklu. Oxid uhlicity je tedy aktivatorem 1 substratem fotosyntézy, ale
kromé toho ma vliv na procesy fotorespirace, dychani a na vodivost pridducht [3].

2.3 Vliv zvySené koncentrace CO, na fotosyntézu

Pii kratkodobém puisobeni zvySené koncentrace CO, dochazi k prikaznému zvyseni
rychlosti asimilace u C3-rostlin [3]. Soucasna koncentrace CO, v atmosféie totiz neni
schopna plné¢ saturovat karboxylacni aktivitu Rubisco. ZvysSenim poméru mezi koncentracemi
CO; a0, se zvysi pravdépodobnost navazani molekuly CO, na aktivni misto enzymu
Rubisco, ¢imz dojde k upfednostnéni karboxylaéni aktivity enzymu pied aktivitou
oxygenazovou a v dasledku toho ke zvyseni rychlosti fotosyntézy.

K navySeni rychlosti asimilace CO, dochéazi pfi intenzit¢ slunecniho zareni vyS$$i nez
250 umol.m™.s™ [3]. Pfi nizsich intenzitich svétla je limitujicim faktorem fotosyntézy
mnozstvi dopadajicich fotonl a vliv zvySené koncentrace CO; se na urovni rychlosti asimilace
neprojevi [14]. ZvySend hodnota poméru asimilace/fotorespirace ma za nasledek takeé
navyseni fotochemické efektivity asimilace.

Odezva rostlin dlouhodobé vystavenych zvysené koncentraci CO, se muze znacné liSit.
Obecné lze ftici, Zze stimulacni efekt zvySené koncentrace CO, klesa s délkou pilisobeni
zvysené koncentrace CO,, coz lze pozorovat zejména pii nedostatecné mineralni vyziveé
rostlin. Stav, kdy asimila¢ni kapacita rostliny kultivované pii zvysené koncentraci CO, je
niz$i v porovnani s rostlinami kultivovanymi v podminkach ptirozené koncentrace CO, se
nazyva aklimacni deprese fotosyntézy. Mira poklesu asimilacni kapacity pti aklimaéni depresi
se urdznych druhii rostlin 1i§i a pohybuje se v rozmezi 30 az 60 % ptvodnich hodnot
asimilacni kapacity [15]. V literatuie je mozné nalézt nékolik hypotéz vysvétlujicich pric¢iny
nastupu aklimacni deprese fotosyntézy [15, 16]:

a) Redistribuce nebo snizeni koncentrace anorganického fosfatu. V disledku zvySené
rychlosti fotosyntézy dochdzi ke zvySené akumulaci fosforylovanych meziprodukt
Calvinova cyklu a nasledné redistribuci anorganického fosfatu (P;) mezi vnitfnim prostorem
chloroplastii a cytosolem. Snizené mnozstvi P; limituje syntézu adenosintrifosfatu (ATP)
nezbytného pro regeneraci primarniho akceptoru CO, RuBP a dokonceni Calvinova cyklu.
Kromé¢ této zpétnovazebné limitace spotiebou triosafosfati mize snizené mnozstvi P; a ATP
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vést ke zpétnovazebné limitaci aktivity enzymu aktivasy Rubisco, jehoZ omezend funkcnost
zpusobuje pomalejsi aktivaci enzymu Rubisco.

b) SniZeni obsahu ¢i aktivity enzymu Rubisco. U mnoha rostlinnych druhli byl
zaznamenan pokles rychlosti asimilace CO, jako disledek poklesu karboxyla¢ni aktivity
enzymu Rubisco [3]. Pokles mnozstvi enzymu Rubisco ijeho aktivity in vitro urostlin
dlouhodobé¢ péstovanych pii zvysené koncentraci CO, doklada fada experimentélnich praci.
Aktivita enzymu Rubisco muze byt sniZzena pravé v disledku lokalniho nedostatku P; a tim
snizené aktivity Rubisco-aktivasy, jak bylo popsano vySe. Dal§i mechanismus deaktivace
tohoto enzymu piedstavuje potlaceni jeho genové exprese, na ¢emz se nejvice podileji
nestrukturni sacharidy, naptiklad glukosa a sacharosa. Tietim typem mechanismu je potlaceni
genove exprese enzymu karbonatdehydratasy, ktery katalyzuje ustaveni rovnovahy mezi CO,
a HCOj ve stromatu chloroplastii, ¢imZ napomaha difuzi CO, z intercelularniho prostoru listi
k mistim aktivniho plisobeni Rubisco v chloroplastech. Pokles aktivity tohoto enzymu tak
muze nepiimo zpusobit i pokles aktivity enzymu Rubisco jeho nedostate¢nou karbamylaci.

¢) Mechanické poskozeni tylakoidi v disledku nadmérné akumulace Skrobu. Transport
asimilati (glyceraldehyd-3-fosfatu a dihydroxyacetonfosfatu) z chloroplastu do cytosolu
zajiStuje translokator fosfatu fosfat-triosafosfat-fosfoglycerat-translokator (TPT). Protoze
TPT pracuje jako striktni antiport sPO,”, muZe pii nedostatku fosforu dochazet
k nadmérnému hromadéni Skrobu ve stromatu chloroplasti andslednému poskozeni
tylakoidnich membran. Tento typ aklimacni deprese je vSak fadou autori povazovan za
extrémni.

d) Inhibovani transkripce gent. Pfi kultivaci rostlin ve zvySené koncentraci CO, muze
zvySeny obsah volnych sacharidii zptisobovat snizeni genové exprese enzymil nezbytnych pro
jejich syntézu (Rubisco, karbonatdehydratasa). Genova exprese enzymil pro zuzitkovani
sacharidl je v takovém piipad€ naopak stimulovana a dochazi naptiklad k nartistu po¢tu genii
kodujicich ADP-glukosapyrofosforylasu, enzym katalyzujici biosyntézu Skrobu.

e) Uroven mineralni vyzivy, efekt dusiku. Rada experimentti doklada, e nedostatek dusiku
prohlubuje aklimacni depresi fotosyntézy a stres vyvolany nedostatecnou mineralni vyzivou
muze zcela potlacit pozitivni ucinek zvySené koncentrace CO,. U rostlin péstovanych pfi
zvysené koncentraci CO, dochézi ke sniZzeni obsahu dusiku v pletivech listl. V nékterych
piipadech mizeme pozorovat tzv. zfed'ovaci efekt, kdy je sice zachovano stejné mnozstvi
dusiku, ale pfipada na vyssi mnozstvi biomasy. SniZzeny obsah dusiku negativné ovliviiuje
aktivitu vSech fotosyntetickych enzymi, pfevazn€ enzymu Rubisco, ktery obsahuje 25-50 %
listového dusiku. V neposledni fadé muize nedostatek dusiku v listech zplisobovat i sniZzeni
syntézy chlorofyli.

f) Zmény ve struktufe svétlosbérmnych komplext. Dlouhodobé pilisobeni zvySené
koncentrace CO; na rostliny muze zptisobovat pokles obsahu fotosyntetickych aktivnich
pigmentl, tj. chlorofyli a karotenoidli, arozpad svétlosbémych pigmentoproteinovych
komplexti. Pozorované zmény pravdépodobné souvisi s potlacenim fotorespirace, ktera pii
vysoké ozarenosti a teploté plni roli ,,zhaSece” nadmérnych excitaci, které mohou vést
k nevratnému poskozeni proteinl zapojenych v transportu elektront.
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g) Zmény poméru zdroj/tlozist€ CO, v rostlindch. Pii kultivaci rostlin za podminek
zvysené koncentrace CO, se po urcité¢ dobé rychlost fotosyntézy stava zavisla na schopnosti
rostliny vytvaret nova uhlikova ulozisté, coZ se projevuje napiiklad nartstem listové plochy
nebo tvorbou sekundarnich letorostii. Nedostatek aktivnich tlozist’ uhliku vede k prohloubeni
aklimaéni deprese fotosyntézy. Podle obecné pfijimaného modelu vyvoje aklimace
fotosyntézy na zvySenou koncentraci CO, je fotosynteticka kapacita fizena pomérem
aktualnich zmén biochemickych a morfologickych [17]. Biochemickou zménou je napiiklad
zména fixace CO, enzymem Rubisco nebo regenerace RuBP a triosafosfatl, mezi
morfologické zmény patii rychlost zabudovavani sacharidit do bunék, nartst Sitky listi,
tvorba novych uhlikovych ulozist' atd. Pokud ptevazuji biochemické zmény, dochézi
k aklima¢ni depresi fotosyntézy. Pfevazuji-li zmény morfologické, dochazi k dlouhodobé
stimulaci asimilacnich procest zvySenou koncentraci CO; [3].

2.4 Vliv zvySené koncentrace CO, na fotorespiraci

V pribéhu fotorespirace dochdzi k uvoliiovani molekul CO, a NHj, spotiebé ATP
a reduk¢nich ekvivalentt NADPH. Navzdory tomu, ze fotorespirace snizuje kvantovy vytézek
asimila¢nich reakci, prestavuje vyznamny ochranny mechanismus, kterym se rostliny chrani
pied fotoinhibicnim posSkozenim. ZvySend koncentrace CO, v ovzdu$i zvySuje pomér
koncentraci CO; a O, v rostliné a tim i pravdépodobnost navazani molekuly CO, na aktivni
misto enzymu Rubisco. Potlaceni oxygendzové aktivity enzymu Rubisco vede ke snizeni
fotorespirace a naslednému zvySeni dostupnosti ATP aNADPH, které stimuluji
fotosyntetické procesy a zajist'uji transport vlastnich produktt fotosyntézy [3].

2.5 Vliv zvySené koncentrace CO, na respiraci

Podle nékterych studii zpisobuje kultivace rostlin pfi dvojnasobné koncentraci oxidu
uhli¢itého (700 umol.mol'l) potla¢eni mitochondridlni respirace v praméru o 15-20 % [18].
U nékterych druhii obilovin byl naopak zaznamenan az 20% ndrist respirace [3]. Pfedpoklada
se, ze inhibici respiracnich procestt zvySenou koncentraci CO,, zplsobuje snizeni aktivity
cytochrom c-oxidasy, tj. redukce ptenosu elektronli v dychacim fetézci, nebo sniZeni aktivity
enzymu na urovni citratového cyklu.

Rozdilnou reakci dychani na zvySenou koncentraci CO, mohou zpisobovat zmény obsahu
nestrukturnich sacharidl, rychlosti rtstu a struktury rostlinné biomasy, zmény ve sloZeni
biomasy, zmény v piimé chemické interakci mezi CO; a enzymy dychaciho fetézce a zmény
v pfimé chemické vazbé CO; na riizné bunééné komponenty, zmény v mife temnotni fixace
CO; a v mife biosyntézy ethylenu.

2.6 Vliv zvySené koncentrace CO, na vodivost priduchi

Zvysena koncentrace CO, vyvolava u vétsiny rostlin pfivieni praducht. Tento jev ziejmée
souvisi se zvySenim koncentrace CO; v intercelularach. Snizeni vodivosti priduchti ma za
nasledek pokles rychlosti transpirace. Mechanismus tohoto d&je zatim nebyl uspokojivé
popsan. Jednou z moznosti je, Ze zvySend koncentrace CO, vede ke zvySené akumulaci
sacharosy v bunéénych sténach svéracich bunck, coz se projevi pomalej$im oteviranim
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priuducht. Drake a kol. [19] provedli 41 pokusii s 28 druhy rostlin. Z vysledkl vyvodili, Ze
prumérné sniZzeni vodivosti pruduchu pii dvojndsobné koncentraci CO; je 20 %.

Zatim nebylo prokdzano, ze by dochédzelo k aklimaci vodivosti priduchi b&hem
dlouhodobé¢ kultivace rostlin pii zvySené koncentraci CO, [11]. V dusledku aklimace na
zvySenou koncentraci CO, pravdépodobné dochazi k poklesu frekvence priaduchi na listech
rostlin. Analyzou rostlin z herbaiti bylo zjisténo, ze frekvence praduchu v poloviné 18. stoleti
byla o 21 % vyssi, nez v soucasné dobé [20].

2.7 Stavba a sloZeni pSeni¢ného zrna

vvvvvv

zralych zrn se ziskava mouka, kterd slouzi ptfevazné k vyrobé chleba a jinych produkti.
V roce 2013 ¢inila celosvétova produkce pSenice 713 milionti tun [21].

PSenicné zrno je obilka s vice vnéjSimi vrstvami tvofenymi z tkdni rGzného pivodu
a slozeni. PSenice mé zrna nahd, coz znamend, Ze pfi mlaceni zrn vypadava samotné zrno
z oball, které na jinych zrnech tvofti pfirostlé pluchy (obr. 1) [22]. Skladba pSeni¢ného zrna je
znazornéna na obrazku 2.

zrna naha
o] 5 1O mm
(- |
pienice Hito kukufice

Zrna chata

jetmen oves rvie

()
C.Smpmi pl@rm zrna @

V.

Obr. 1 Tvary a priblizné rozmeéry zrna nejdulezitéjsich obilovin [22]
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Obr. 2 Podélny rez psenicnym zrnem se znazornénim jeho morfologickych vrstev. Vrstva
prechazejici pri mleti do otrub oznacena O, do mouky oznacena E, odstranované s klickem K

[22]

Zralé vn&jsi vrstvy pSeni¢ného zrna, takzvané oplodi, jsou suché, bohaté na vlakninu,
minerdly a fenolické slouceniny [22, 23]. Chrani zrno pfed mechanickym poskozenim,
kratkodobymi ucinky vody a Skodlivych latek. Pod oplodim se nachazi osemeni, které
obsahuje ve svych bunkéch barviva urcujici vysledny barevny vzhled zrna. Po osemeni
nasleduji vrstvy obsahujici polysacharidické latky schopné bobtnat a vézat vodu, které
napomahaji udrzovat rovnovahu vlkosti zrna. VSechny tyto vrstvy se pii mleti zrna stavaji
soucasti otrub a na obr. 2 jsou oznaceny jako O.

Uvnitf vné¢jSich vrstev se nachazi klicek (na obr. 2 oznacen jako K) a hlavni zasobni tkan
nazyvana endosperm (na obr. 2 oznaCena jako E) [23, 22]. Kli¢ek s vysokym obsahem
bilkovin, lipidd a minerdli je pfed mlynskym zpracovanim vzdy predem odstranén
tzv. bousenim, nebot’ velmi rychle podléhd oxidacnim a enzymovym reakcim a zhorSoval by
senzorickou kvalitu vyrobki [22]. SuSina endospermu je tvoiena ze 75 % Skrobem, 10-11 %
tvofi proteiny a 3—4 % vldknina [23]. Endosperm obsahuje pouze malé mnoZzstvi vitamint
a minerald, vyjimkou je pouze vnéjsi vrstva endospermu, takzvana aleuronova vrstva, ktera je
bohat4 na bilkoviny, vitaminy, mineraly a vlakninu, avSak ta se pfi mleti stava soucasti otrub
a pouze 10 % z ni je obsazeno v bilé mouce pouzivané pro peceni chleba [23].
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Zastoupeni hlavnich chemickych slozek v jednotlivych ¢astech zrna se znacné riizni, jak
ukazuje sloupcovy diagram na obr. 3, zpracovany ze statistik FAO OSN [22]. Obsah bilkovin
je tfeba brat pouze za pfiblizny a primérny, protozZe je silné ovlivilovan odriidou a vnéjS$imi
podminkami v prubéhu péstovani.

30

obsah (%)

bilkoviny

aleuromnvrst.
vaij.endosp
viiti.end.

kli¢ek a 5tit.

Obr. 3 Obsah hrubych bilkovin, lipidii a mineralnich latek (vyjadreno jako popel po spaleni)
v Cdstech pSenicného zrna na 14% vihkost [22]
2.8 Technologicka jakost pSenice

Technologicka jakost pSenice zavisi nejen na odridé, ale i pisobeni vnéjSich podminek
v pribehu vegetace, sklizné a sladovani. Zakladnimi parametry pro stanoveni pekatské jakosti
pSenice jsou objemova hmotnost, vaznost mouky, Zelenyho test, obsah dusikatych latek
v susin¢, objem peciva a cCislo poklesu [24, 25]. Mezi doplitkkové parametry patii tvrdost
a alveografické stanoveni. [24]

Podle zplsobu dal§iho vyuziti délime odridy pSenice na zdkladé vybranych
technologickych parametrti na [25]:

- pSenice pro pekarenské zpracovani, vhodné pro vyrobu kynutych tést
- pSenice pecivarenské vhodné pro vyrobu kekst a suSenek

- pSenice pro specialni pouziti (vyroba Skrobu a lihu)

- pSenice krmné.

Kategorie pSenice pro pekdrenské zpracovani je dale rozd€lena do nésledujicich skupin
podle tab. 1 [25, 26]:
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- elitni pSenice E, dfive oznacované jako velmi dobré, zlepSujici

- kvalitni pSenice A, diive oznacovana jako dobra, samostatné zpracovatelna

- chlebova psenice B, dfive oznacovana jako dopliikova, zpracovatelna ve smési.

Tab. 1 Minimalni pozadavky na zarazeni odrud do skupin jakosti [26]

Jakostni skupina E-elitni A-kvalitni | B-chlebova
Objemova vytéznost (ml) 530 500 470

Obsah hrubych bilkovin (%) 12,6 11,8 11,0
Zelenyho test (ml) 49 35 21

Cislo poklesu (s) 286 226 196
Objemovéa hmotnost (g.1™) 790 780 760
Vaznost mouky (%) 55,4 53,2 52,1

Odrudy nevyhovujici svymi parametry témto tfem kategoriim jsou dale rozfazeny do vyse
popsanych skupin pecivarenskych a pro jiné ucely (vyrobé skrobu, krmné atd.).

2.8.1 Objemova vytéZnost

Objemova vytéznost peciva vyjadiend v ml peciva na 100 g mouky se ziska jako vysledek
Rapid Mix Test pokusu a je rozhodujicim kritériem pii zatfazovani pSenice do jakostnich ttid
E, A a B [25, 27]. Pokusné peceni probihd za standardnich podminek pii pouziti presné
definovanych postupli, receptur a zafizeni. Té€sto je intenzivné hnéteno, nasleduje kratké
odlezeni, strojové tvarovani tésta na klonky a peceni. Nedilnou soucdsti pokusu je
1 senzorické hodnoceni tésta a kone¢né¢ho vyrobku[27].

2.8.2 Obsah hrubych bilkovin

Obsah hrubych bilkovin miize byt stanoven metodou blizké infradervené spektrometrie.
Vzorky jsou méfeny v blizké infradervené spektralni oblasti 4000 az 10000 cm™, 1 000 aZ
2500 nm, s reflektanc¢ni detekci [27]. Tato metoda s vyhodou nahrazuje zdlouhavé a méné
presné stanoveni obsahu mokrého lepku [25]. Vyhodnoceni probihd matematickymi
statistickymi postupy z kalibra¢niho modelu, ktery vyjadiuje miru korelace mezi vysledky
ziskanymi metodou NIR spektrometrie (near infrared spectrometry — blizkd cervena
spektrometrie) a laboratorni referenéni metodou (LRM) a pro jeho spolehlivé vytvofeni je
potieba ziskat dostatecné obsahly soubor analyzovanych vzorkl [27]. Pfed méfenim je vzorek
upraven mletim a homogenizaci a nasledné je méfen v pevném stavu. Stoupajici obsah hrubé
bilkoviny plisobi pozitivné na chovani tésta béhem peceni [25].

2.8.3 Zelenyho test

Nejen obsah bilkovin, ale ptfedevSim jejich viskoelastické vlastnosti ovliviiuji procesy
v tést¢ béhem kynuti. Tato zkouSka je zalozena na schopnosti bilkovin bobtnat v kyselém
prostiedi. Je pfipravena suspenze ze zkouSené mouky, kyseliny mlééné a isopropanolu
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s ptidavkem barviva. Po pfesné¢ urcené dobé protfepavani a klidu je stanoven objem
sedimentu v ml, ktery charakterizuje kvalitu lepkové bilkoviny [27].

2.8.4 Cislo poklesu

Cislo poklesu charakterizuje aktivitu o-amylasy, ktera ovliviiuje stupeii poskozeni
zasobnich latek endospermu pSenicného zrna [25, 27]. Porostlé zrno ma nizké ¢islo poklesu,
nebot’ jeho endosperm mitize byt poskozen jak Cinnosti vlastni a-amylasy endospermu tak
1 ¢innosti a-amylas nizSich hub [25]. Nizké cislo poklesu negativné ovliviiuje pekaiskou
kvalitu mouky, coz se projevi zeslabenim pruznosti stiidky peciva, tésto bude lepivé, tézko
zpracovatelné tésto a objem peciva maly. Princip stanoveni spociva ve schopnosti vodni
suspenze mouky rychle zmazovatét ve vodni lazni. Mé&fi se ztekuceni Skrobu, ke kterému
dochazi pisobenim a-amylasy obsazené ve vzorku. Ztekuceni ovliviiuje odpor Skrobového
gelu proti viskozimetrickému michadlu a je méfen Cas v sekundach potiebny k poklesu
michadla o ur¢enou vzdalenost [27].

2.8.5 Objemova hmotnost

Objemovéa hmotnost obilnin vyjadiena v g.1" se ziskava z hmotnosti pfesné definovaného
objemu obilniny. Ke stanoveni se podle normy CSN EN ISO 7971-3 uziva ruéni obilni
zkouseC o objemu 1/4 1, skladajici se z nasypky, plni¢e, odmérné nadoby, noze a béhounu
[28]. Objemova hmotnost zavisi na péstitelskych podminkach, zdravotnim stavu a odrudé
[25].

2.8.6 Vaznost mouky

Vaznost mouky je ovlivnéna obsahem bilkovin, poskozenych skrobovych zrn a pentosant
[25]. Pii vétsim poskozeni Skrobu mouka vaze vétSi mnozstvi vody. Vaznost charakterizuje
vytéznost a stabilitu tésta [25]. Farinograficky stanovime vaznost vody v mouce jako
mnozstvi vody pfidané k mouce potiebné pro dosaZzeni maximalni konzistence tésta [27, 29].
Vyjadii se v procentech vody vztazenych na hmotnost mouky [29].

2.9 PSenicné proteiny

Koncentrace proteinli v pSenicném zrnu a jejich slozeni jsou hlavnimu ukazateli vyzivové
hodnoty zrna a pekatské kvality mouky [30, 31, 32]. PSeni¢né zrno obsahuje asi 10 az 13 %
proteint, které se navzajem velice lisi svym sloZzenim a molekulovymi hmotnostmi [33]. Na
zéklad€ prvni frakcionace pSenicnych proteinii provedené Osbornem v roce 1924 [34] za
pouziti vody, roztoku soli a vodného roztoku 70% ethanolu délime pSeni¢né proteiny na
albuminy rozpustné ve vodé¢, globuliny rozpustné ve zfedéném roztoku soli, gliadiny
rozpustné ve vodném roztoku ethanolu a v ethanolu nerozpustné gluteniny. 80 % pSeni¢nych
proteind jsou gliadiny a gluteniny, souhrnné oznacované jako zasobni lepkové proteiny,
zbylych 20 % tvofi albuminy a globuliny, jejichz funkce v pSeni¢ném zrnu je prevazné
metabolicka [35].
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2.9.1 Albuminy a globuliny

Na rozdil od gliadinti a glutenind, albuminy a globuliny se zabyva pouze mala ¢ast studii.
Béhem riistu a zrani pSenice hraji albunimy a globuliny dileZitou metabolickou roli napiiklad
jako enzymy a inhibitory enzymua regulujicich vyvoj rostliny [36]. Né&které globuliny
a vysokomolekularni albuminy mohou byt disulfidickymi vazbami spojeny s lepkovymi
proteiny a plnit tak funkci zadsobnich proteina [37]. Z vyzivového hlediska maji tyto proteiny
lepsi aminokyselinové slozeni nez gliadiny a gluteniny, protoze obsahuji vice lysinu
a methioninu, avSak Casto byvaji ptivodci alergie, astma, prijmu a zvraceni [36, 38].

Albuminy a globuliny rovnéz ovliviiuji zpracovani a reologické vlastnosti pseni¢né mouky
[39, 40]. Naptiklad pSeni¢nd mouka nizsi pekaiské kvality mize byt vylepSena ptidavkem
amylasy nebo xylanasy [36]. Elasticita lepku a dal$i kritéria pekatské kvality mouky jako
naptiklad reologické vlastnosti nebo vaznost vody mohou byt vylepSeny pifidavkem
pentosanasy [41]. Endoxylanasa se v pekaiském pramyslu bézné ptfidava do smeési pro
ptipravu tésta ke zlepSeni manipulace s téstem a objemu chleba [42].

2.9.2 Lepek

Pfi vypirani tésta vodou dochdzi k oddéleni Skrobovych zrn a dalSich vodorozpustnych
slozek od lepku, elastické, ve vod¢ nerozpustné slozky tésta. V zavislosti na preciznosti
vypirani je susina lepku tvofena ze 75—-85 % proteiny, 5—-10 % tvofi lipidy zbytek ptipada na
Skrob a neskrobové sacharidy [43]. Pravé lepek je zodpovédny za jedinecné pekatské
vlastnosti mouky, jako je soudrznost a schopnost zadrzovat vodu, diky své schopnosti
vytvaret béhem hnéteni tésta viskoelastickou sit, a proto obsah proteini v mouce uzce
souvisi s objemem chleba [31, 35, 43].

Lepkové proteiny mizeme rozdélit na dvé hlavni frakce na zakladé jejich rozpustnosti ve
vodném roztoku alkoholu (naptiklad 60% roztoku ethanolu) a to na monomerni rozpustné
gliadiny a polymerni nerozpustné gluteniny [35]. Proteiny obou téchto frakci jsou bohaté na
glutamin a prolin a maji nizky obsah aminokyselin s nabitym postrannim fetézcem. Gliadiny
se skladaji pfevazn€ z monomernich proteini s molekulovou hmotnosti v rozmezi 28 000 az
55000 a dle primarni struktury je mizeme rozd¢€lit na 5-, ol,2-, a-, B- a y-gliadiny [35].
Agregované proteiny spojené disulfidickymi vazbami jsou zakladem gluteninové frakce lepku
[43]. Gluteninové podjednotky délime na vysoko (HMW) anizkomolekularni (LMW)
s molekulovou hmotnosti okolo 80 000 a 33 000 [35]. Soucasti gluteninové frakce lepku je
i malé mnozstvi w-gliadinii navazanych na glutenin, které mohou byt oznacovany jako wb-
gliadiny.

Nejvetsi podil na slozeni lepku maji a- a y- gliadiny a nizkomolekularni gluteniny, pficemz
kazda tato skupina proteint tvoii asi 20—-30% lepku [35]. Mensi cast lepku je tvofena ®5-,
»1,2- a wb- gliadiny a vysokomolekuldrnimi gluteniny, kazda z nich tvofi pfiblizné¢ 2—10%
lepku [35]. Genotyp a hnojeni maji vyznamny vliv na mnoZzstvi a pomér lepkovych proteint
v zrnu a v mouce. Podle Wiesera a Seilmeiera [44] mé dusikaté hnojeni vétsi vliv na gliadiny
nez na gluteniny. Vysledky jejich studie ukazuji, ze pti zvySené dusikaté vyziveé je mnozstvi
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»5- a o1,2-gliadint a vysokomolekularnich gluteninii zvySeno, zatimco zastoupeni y-gliadini
a nizkomolekuldrnich glutenini je snizeno [44].

Ob¢ frakce lepku se vyznamné podileji na reologickych vlastnostech tésta, avSak jejich
funkce jsou odlisné [43]. Hydratované gliadiny jsou dulezité pro viskozitu a prodlouzitelnost
tésta. Jsou charakterizovany malou elasticitou a niz$i soudrznosti v porovnani s gluteniny
[43]. Hydratované gluteniny jsou kohezni a elastické. Sila tésta, elasticita a tim 1 objem chleba
jsou vyznamné ovlivnény nejvetsimi gluteninovymi agregaty takzvanymi gluteninovymi
makropolymery [31, 43]. ZjednoduSen¢ fteCeno lepek je vlastné dvouslozkové lepidlo,
v némz gliadiny slouzi coby plastifikator nebo rozpoustédlo pro gluteniny, a spravny pomer
obou slozek urcuje viskoelastické vlastnosti a pekatskou kvalitu konecného produktu [43].

Struktura a funkénost lepkové bilkoviny je vyznamné ovlivnéna cysteinem, ackoli jeho
podil na slozeni lepku je pouze asi 2 % ze vSech aminokyselin [45, 46]. Jeho vyznamny vliv
na vlastnosti lepku spociva v tom, ze vétSina cysteinu se nachazi v oxidovaném stavu a tvofi
disulfidické vazby bud’ uvnitf fetézci proteinl, nebo mezi jednotlivymi fetézci proteinil. Tyto
vazby jsou hlavnimi ucastniky redoxnich reakci probihajicich béhem zrani zrna, mleti,
pripravy tésta a peceni [46]. Béhem peceni chleba se vytvareji dalsi kovalentni vazby [43].
Muze dojit napiiklad k propojeni lepkovych proteinli ptes vazbu tyrosin-tyrosin [47] nebo
k navazani lepkovych proteinti na arabinoxylany pies tyrosin a dehydroferulovou kyselinu
[48].

Kromé kovalentnich vazeb se na struktufe lepku a nakonec i samotného tésta podileji
i vazby nekovalentni jako naptiklad iontové vazby a slabé nevazebné interakce, ke kterym
fadime vodikové mistky a hydrofobni interakce. Ptitomnost vodikovych vazeb v lepku lze
prokézat ptfidanim cCinidel Stépicich tyto vazby (naptiklad mocoviny) k téstu, coz se projevi
oslabenim tésta [43]. Pouzitim t€Zké vody namisto bézné vody ziskdme naopak tésto silnéjsi.
Dulezitost iontovych vazeb v tésté mizeme demonstrovat piidavkem NaCl nebo bipolarnich
iontll jako naptiklad aminokyselin nebo dikarboxylovych kyselin k téstu, ¢imz ziskame tésto
siln¢j$i. Hydrofobni interakce stabilizuji strukturu lepku, s rostouci teplotou dochazi na rozdil
od ostatnich vazeb ke zvySeni jejich energie a tim ke stabilizaci kone¢ného produktu béhem
peceni [43].

2.9.2.1 Gliadiny

Gliadiny se nachazeji prevazné¢ ve form¢ monomert [35]. Gliadinova frakce lepku byva
obvykle délena na zdklad¢ elektroforetické mobility v polyakrylamidovém gelu (obr 4),
Diky modernim metoddm jako je dvou dimenzionalni elektroforéza nebo vysokolc¢inna
chromatografie na reverzni fazi lze gliadinovou grakci rozd¢lit na vice nez sto komponent. Na
zéklad¢ analyzy sekvenci aminokyselin, aminokyselinového slozeni a molekulové hmotnosti
1ze gliadiny rozdé€lit na Ctyti odliSné skupiny w5-,w1,2-, o/p- a y-gliadiny [50].
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Obr. 4 A-PAGE gliadinovych frakci [51]

o-Gliadiny se z 80 % skladaji z glutaminu, prolinu a fenylalaninu. Molekulova hmotnost
w5-gliadind se pohybuje okolo 50 000, w1,2-gliadin okolo 40 000 [43]. Frakce w-gliadint
obvykle neobsahuje zadny cystein, a proto se zde netvoti disulfidické mustky. Molekulové
hmotnosti o/p- gliadint a y-gliadind se pohybuji v rozmezi 28 000-35 000 a obsahuji méné
prolinu a glutaminu nez o-gliadiny [43]. Tyto frakce se vzdjemné lisi predevSim
aninokyselinovym slozenim, napiiklad obsahem tyrosinu. Na C konci fetézce se u a/f3-
gliadini nachazi Sest cysteinli umoznujicich vytvofit tfi disulfidické mustky uvniti fetézce
a u y-gliadinli osm cysteintl, které se podileji na tvorbé ¢tyt disulfidickych miistkt [45].

Skupina o/p-gliadinti a y-gliadinG tvoii hlavni cast gliadinové frakce, o-gliadiny
nachazime obvykle v mensim mnozstvi. Celkova distribuce jednotlivych skupin gliadint je

zavisla na kultivaru pSenice a navic je ovlivnéna podminkami kultivace, jako jsou napiiklad
puda, klima nebo hnojeni [52].
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Zvlastni skupinou gliadinli jsou takzvané oligomerni gliadiny, nazyvané téZz jako
vysokomolekularni gliadiny, agregované gliadiny nebo gluteniny rozpustné v ethanolu [53,
54]. Obsahuji rizné mnoZstvi cysteinu a disulfidickymi mistky jsou spojeny dohromady nebo
jsou navazany na gluteniny. MuZeme je nalézt jako soucést gliadinového extraktu
rozpustného v alkoholu i jako soucast v alkoholu nerozpustné gluteninové frakce. Tvofti je
o/B-, y-gliadiny a nizkomolekularni podjenotky gluteninii spojené disulfidickymi vazbami
a jejich molekulova hmotnost se pohybuje v rozmezi 100 000-500 000 [43].

2.9.2.2 Gluteniny

PSenicné gluteniny, které patii k nejvétsim proteinilm nachézejicim se v pfirod¢€, tvori
agregované¢ proteiny spojené disulfidickymi miustky, jejichz molekulova hmotnost se
pohybuje v rozmezi 500 000 az 10 miliont [33, 43]. Distribuce molekulovych hmotnosti
gluteninii v lepku je jednim z hlavnich ukazateli pekaiské kvality mouky. Gluteninové
makropolymery formuji vlastnosti tésta a jejich mnozstvi v mouce (20—40 mg/g) ma vliv na
silu tésta a objem chleba [43].

Po redukci disulfidickych vazeb ziskame gluteninové podjednotky pifipominajici
rozpustnosti ve vodném roztoku alkoholu gliadiny [43]. Hlavni slozkou gluteninové frakce
lepku jsou nizkomolekularni gluteninové podjednotky (LMW), podilejici se na celkovém
slozeni lepku asi 20 % [52]. Svym aminokyselinovym slozenim a molekulovou hmotnosti se
podobaji o/p- a y-gliadinim a obsahuji 8 cysteind, podilejicich se na disulfidickych mastcich
uvnitt fetézce nebo spojujicich nizkomolekularni gluteninové podjednotky s jinymi proteiny
lepkového komplexu [43, 45, 46]. Mensi ¢ast gluteninu tvoii vysokomolekularni gluteninové
podjednotky (HMW), které ptispivaji k celkovému lepku asi 10 %. Kazda odrida pSenice ma
tf1 az pét vysokomolekularnich gluteninovych podjednotek, které délime do dvou typl x (M,
83 000—-88 000) a y (M; 67 000—74 000) [43]. Nazvoslovi vysokomolekuldrnich gluteninti je
zaloZzeno na kodujici Casti genomu (A, B, C, D), typu (x, y) a mobilit¢ pii gelové
elektroforéze v polyakrylamidovém gelu za pouziti dodecylsulfatu sodného (obr. 5) [43].
Retézce vysokomolekularnich gluteninovych podjednotek jsou spojeny disulfidickymi
mustky, takze se v mouce ani tésté nevyskytuji jako monomery. Typ x mé Ctyfi cysteiny, dva
se podileji na disulfidickych vazbach uvnitt a dva na disulfidickych vazbach mezi fetézci [43,
55]. Vyjimku tvoii podjednotka Dx5, kterd ma pét cysteinti. Paty cystein tvoii disulfidickou
vazbu mezi fetézci [43]. Typ y ma celkem 7 cysteinti. Podle Wiesera a Kieffera [52] ovliviiuje
vlastnosti tésta typ x vyrazngji nez typ y. Zvlasté dilezita pro vlastnosti tésta a objem chleba
je podjednotka Dx5, ktera ma cystein navic, a podjednotka Bx7, ktera se vyskytuje
v nejvetsim mnozstvi [56].
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Obr 5. SDS-PAGE gluteninovych podjednotek [57]

2.10 Vliv zvySené koncentrace CO, na pSeni¢né proteiny

vvvvvv

(Free Air CO;, Enrichment, voln& pfeloZzeno obohaceni volného vzduchu oxidem uhli¢itym)
prokdzéno, Ze u C3 rostlin, mezi které¢ patii 1 pSenice, ma zvySena koncentrace CO, pfii
dostatku vody a zivin za nasledek zvyseni produkce nadzemni biomasy [58, 59]. Pfestoze jsou
vysledky jednotlivych pokusit nckdy protichidné, zvySeni koncentrace CO, na
550—600 pmol.I" zpiisobuje zvy3eni vynosu zrna v praméru o 10-16 % [60, 61].

Doposud bylo publikovano pouze malo praci zabyvajicich se dopady zvysSené koncentrace
CO; na chemické parametry kvality zrna a tyto prace piinaseji Casto protichiidnéd zjiSténi.
Nékteré¢ experimenty provadéné v polnich podminkach dokazuji, Ze jisté kvalitativni znaky
zrna nejsou ovlivnény zvysenou koncentraci CO,, zatimco dal$i experimenty piinaseji diikazy
o vyrazném vlivu zvySené koncentrace CO, na tyto znaky. Nejnové¢jsi studie uvadéji, ze
zvysend koncentrace CO, ma predevSim za nasledek snizeni obsahu dusikatych sloucenin
v zrnu [35; 59, 62]. Prestoze negativni spojitost mezi vynosem zrna a snizenou koncentraci
dusiku je dobfe znama [63, 64], zvySena koncentrace CO, navic zvySuje G€innost vyuzivani
zdroji vody a dusiku, coZ mé za nasledek zmény v chemickém slozeni vegetativnich ¢asti
rostlin [65; 66, 67]. JelikoZ obsah zrna je z velké ¢asti zavisly na remobilizaci a dodavkach
asimilatt jako napiiklad sacharosy a aminokyselin a jejich metabolické regulaci, predpoklada

22



se, ze zasobni metabolismus zrna a tedy iklicové znaky kvality zrna budou ovlivnény
zvySenou koncentraci CO,.

PSeni¢né zrno je vyznamnym zdrojem sacharid, proteinti, aminokyselin, lipidi
a mineralnich latek, coz ovliviiuje nutricni hodnotu stravy a vlastnosti kone¢nych vyrobki.
Zvlaste celkova koncentrace bilkovin je dulezitym ekonomickym faktorem, protoze se jedna
o zakladni ukazatel kvality chleba. NejvyznamnéjSim zjisténim piedchozich studii je pokles
celkové koncentrace bilkovin v zrnu o 3,5-14,3 % vyvolany zvySenou koncentraci CO,, ktery
je navic doprovazen zménou slozeni proteinti [35, 68]. Pii dalSich experimentech byl
pozorovan pokles proteinti lepku, bud’ z divodu poklesu pouze gliadinti [59, 68] nebo
z divodu poklesu jak frakce gliadinii tak i glutenint [35], coz mize mit vliv na vlastnosti
dilezité pro vyrobu kvalitniho chleba. Pfi téchto studiich byl také zaznamenan pokles celkové
koncentrace proteinogennich aminokyselin [62].

V pokusech s pouzitim syst¢tmu FACE bud nebyla koncentrace Skrobu, hlavniho
zasobniho polysacharidu pSeni¢nych zrn, zvySenou koncentraci CO, viibec ovlivnéna, nebo
byla pouze zvySena. Piestoze neSkrobové polysacharidy tvoii méné nez 3 % celkové
hmotnosti mouky, hraji dilezitou roli pti vyrobé chleba tim, ze pfispivaji k distribuci vody
v tést¢ a slouzi jako zivnad pida pro kvasinky pii kynuti tésta [68]. V experimentech
s pouzitim systému FACE bylo zaznamenéano zvySeni koncentrace fruktosy a fruktand [59].

Lipidy pfispivaji pouze 1-1,5 % k celkové hmotnosti pSeni¢éného zrna, maji vSak také vliv
na peceni. Jejich koncentrace nebyla pii zvySené koncentraci CO, zvySena, pouze se zvysilo
jejich mnozstvi sklizené na jednotku plochy [59]. Pfi tomto experimentu bylo rovnéz
zaznamenano zvysené mnozstvi mineralnich latek jako drasliku, molybdenu a olova, zatimco
mnozstvi hoi€iku, Zeleza, kadmia a kiemiku bylo nizsi. Tyto tidaje naznacuji, Zze zvySena
koncentrace CO, mlze mit vliv na nutricni hodnotu pSeni¢nych zrn a kvalitu vyrobkti z nich
[59]. Pti dalsich pokusech byl zaznamenan pokles koncentrace siry [70], zatimco koncentrace
jednotlivych makro- a mikroprvka zlistaly v jiné studii nezménény [68].

2.11 Metody stanoveni lepkovych proteini

Zasobni proteiny pSenice piedstavuji komplexni smés polymorfnich proteint sdilejicich
stejné biochemické vlastnosti, coz ztézuje jejich izolaci a purifikaci [71]. Pro stanoveni
obsahu lepkovych proteinii je uzivana celd tada elektroforetickych, chromatografickych
a imunochemickych metod, pficemz pravé metody imunochemické se v poslednich letech
dostavaji do poptfedi zajmu a jsou v potravinaiské chemii Siroce vyuzivany ke kontrole
,bezlepkovych potravin® [72].

2.11.1 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

K ¢asto uzivanym metoddm analyzy pSeni¢nych proteint patii elektroforetické techniky,
vyuzivajici schopnosti nabitych molekul migrovat gelovou matrici pii aplikaci
stejnosmerného elektrického pole [74, 75].

Proteiny jsou amfolyty, protoZze ve svych molekulach obsahuji jak kyselé, tak i bazické
skupiny, a mohou byt analyzovany jako anionty, nebo kationty v zavislosti na pouzitém pufru
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[76]. Pokud se nachdzi v médiu s pH vy$§im, nezZ je jejich izolektricky bod, nesou kladny
naboj a pohybuji se smérem ke katod¢, v prostiedi s pH niz$im nez jejich izoelektricky bod, je
celkovy naboj proteinl zdporny a migrace probihd smérem k anodé [75]. V izoelektrickém
bodé¢ se pocet kladnych nabojii na molekule rovnd poctu zadpornych nabojti, molekula proteinu
se chova elektroneutralné a nepohybuje se v elektrickém poli [75, 77].

Rychlost pohybu proteinti v elektrickém poli je ddna pomérem mezi ndbojem a hmotnosti.
Cim vy$§i je mnoZstvi naboje na jednotku hmotnosti, tim rychleji se bude protein
v elektrickém poli pohybovat [75]. Elektroforetické techniky lze pouzit k d€leni proteinii
podle naboje, molekulové hmotnosti nebo izoelektrického bodu [77].

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu je Siroce vyuzivana k separaci proteinti, protoze
je levna, rychld a schopna pracovat i1 s mikrogramovym mnozstvim proteind [75].
Polyakrylamidovy gel je mechanicky pevny, transparentni a chemicky inertni [76]. Ziskdme
jej polymeraci akrylamidu s pouzitim N’,N’-methylenbisakrylamidu jako zesit'ovaciho ¢inidla
[76]. Polymerace probihd ve vodném prostiedi, radikdlovym mechanismem s pouZzitim
katalyzatoru [76]. Jako inicidtor poskytujici volné radikaly slouzi peroxodisiranovy anion
(S,07%) ve formé peroxodisiranu amonného. TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin)
katalyzuje polymeraci tim, Ze stabilizuje volné radikaly [75].

akrvlamid bisakrylamid polvakrvlamid

CH:=CH + CH:=CH —> — CHy~CH—CHz-CH—CH;=CH —
c=0 c=0 =0 C=0 C=0

rLng FEIH PIsIHz rlqu i\IlH

CHs .

NH I

c-0 NH2 Wi o

CH2=L'*.H C=0 C=0 c=0

| I |
~CHy-CH—CH~CH—CHy,—CH —

Obr 6. Polymerace akrylamidu [78]
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Pomér akrylamidu a bisakrylamidu a jejich kone¢nd koncentrace urcuje velikost port
a tuhost kone¢ného gelu, a to tak, Ze velikost pora je nepfimo imeérna koncentraci akrylamidu
[75]. Koncentrace pouzivanych gelli se pohybuje mezi 8—12 % akrylamidu [76]. Pro separaci
vétSich proteinti volime gely s niz8i koncentraci akrylamidu, koncentrovangjsi gely slouzi
k rozdéleni mensSich proteinti. Specialné piipravené gradientové gely s niz$i koncentraci
akrylamidu na zacatku a vyssi koncentraci akrylamidu na konci umoziuji separaci SirSiho
rozmezi molekulovych hmotnosti [75].

2.11.1.1 A-PAGE

Pro separaci gliadinii je z elektroforetickych technik nejcastéji uzivana elektroforéza
v kyselém prostiedi neboli A-PAGE (acid polyacrylamide gel electrophoresis) [74, 79].
K separaci proteinti dochdzi bez pfitomnosti denaturacniho c¢inidla na zakladé naboje,
velikosti a tvaru [80]. Vyznamnou roli pfi separaci za nativnich podminek hraje také
sekundarni a terciarni struktura proteinti [76]. Naboj proteinli pfi konkrétnim pH je roven
souctu nabojl pievladajicich na postrannich skupindch aminokyselinovych zbytka. Pfi nativni
elektroforéze je pH systému obvykle 3, protoze vSechny proteiny maji pii tomto pH celkovy
kladny néboj a putuji ke katodé [81]. Kysely pufr pro separaci gliadinti obsahuje kyselinu
octovou a glycin [76]. A-PAGE je velice citliva technika a umoziuje i separaci proteinl o
stejné molekulové hmotnosti pfi rozdilném naboji [82]. Protoze pKa pufru i analytli zavisi na
teplote, je dllezitym faktorem teplota gelu [76]. Tato metoda je casto uzivana pro tzv.
nfingerprinting* kultivart [83, 84]. Modifikaci A-PAGE pomoci mocoviny, kterd podpofti
rozpustnost, l1ze Gspésné separovat i gluteniny [85].

2.11.1.2 SDS-PAGE

SDS-PAGE byla poprvé uZita k separaci proteini pSenice Bietzem a Wallem [86]. Tato
metoda je vhodna ptedevsim k rozdéleni vysokomolekularnich gluteninovych podjednotek
[87]. Proteiny jsou denaturovany piidavkem detergentu dodecylsulfatu sodného (SDS). SDS
pusobi jako redukéni Cinidlo, $tépi disulfidické vazby, ¢imz dochazi k rozdéleni proteinti na
jednotlivé podjednotky [75]. Proteinim je pomoci tohoto ¢inidla udélen jednotny zaporny
naboj, dochazi k poruseni terciarni struktury a jejich fetézce jsou natazeny [86]. Nasledné
dochazi k separaci vyluéné na zékladé délky polypeptidového fetézce, ktera je pfimo umérna
molekulové hmotnosti [75, 76]. Krom¢ SDS obsahuje separacni pufr také Tris-glycin [76].
Casté je i vyuziti gradientovych gelti [83, 84, 88]. Nevyhodou této techniky je potieba barveni
k vizualizaci bendli, obtiznd kvantifikace a nutnost pouziti akrylamidu coby potencidlniho
neurotoxinu [88].

2.11.1.3 Izoelektricka fokusace

Principem této techniky je pohyb molekul v gelu s gradientem pH [76]. Amfoterni
molekuly proteinli jsou separovany v prostiedi zvoleném tak, ze oblast anody je kysela
a oblast katody alkalickd a mezi nimi je gradient pH, ve kterém dojde k rozdéleni na zaklad¢
izoelektrického bodu molekul [75]. Molekuly proteinti nesou celkovy kladny nebo zaporny
naboj v zavislosti na jejich pozici v gradientu pH a pohybuji se smérem k opacné¢ nabité
elektrodé [76]. Ve chvili, kdy protein dosahne pH svého izoelektrického bodu, je jeho celkovy
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naboj nulovy a migrace se zastavi [75]. Touto metodou lze ziskat velmi ostré zony, avsak je
nutné dodrzet presn¢ definovanou teplotu, protoZe izoelektricky bod proteinli zavisi pravé na
teploté [76]. DalSim uskalim této techniky je zachovani rozpustnosti proteinii po celou dobu
separace [88]. Tento problém se fesi pravé pridavkem mocoviny, kterd zvySuje rozpustnost,
nebo pomoci vodnych roztokt alkohold [83, 89].

2.11.1.4 2-D elektroforéza

2-D elektroforéza je zalozena na separaci smeési proteinti na zakladé dvou molekulovych
vlastnosti, kazdé v jedné dimenzi [75]. Jako prvni dimenze byva obvykle volena izoelektricka
fokusace a po rozdéleni na zéklad¢ izoelektrického bodu nasleduje druha dimenze, kde dojde
k rozd€leni podle molekulové hmotnosti pomoci SDS-PAGE [90]. Kromé této tradicni
metody nyni zndme i nové kombinace riznych typt geld jako napiiklad A-PAGE-SDS-PAGE
2-D separaci nebo 2-D nativni PAGE pii kyselém a alkalickém pH za pouziti
dimethylsulfoxidu pro zvySeni rozpustnosti proteint za bazickych podminek. [79, 85, 88].

2.11.2 Chromatografické metody

Pomoci modernich HPLC pfistroji lze analyzovat prakticky jakékoli slouceniny.
Chromatografické techniky se vyuzivaji piedevSim pro precisténi proteinli. Nejvice
vyuzivanymi metodami jsou gelova permeacni HPLC, HPLC na reverzni fazi (RP-HPLC)
a HPLC na iontoménicich [72]. RP-HPLC Ize vyuzit také pro identifikaci kultivarii a urceni
pekatské jakosti pSenice [91].

2.11.3 Hmotnostni spektrometrie

Pro analyzu proteinli se nejcastéji vyuziva MALDI-TOF MS [77]. Bilkoviny jsou
ionizovany dusikovym laserem za asistence nizkomolekularni matrice, ktera zabranuje
rozpadnuti makromolekul [72]. MALDI-MS nachézi uplatnéni zejména pro ,,fingerprinting*
proteinll riznych vzorkl potravin [76].

Hmotnostni spektrometrie byva obvykle spojovdna s chromatografickymi metodami. Pro
urceni molekulové hmotnosti proteinti se vyuziva napiiklad tandem LC-ESI-MS s vyuzitim
TOF analyzatoru [76].

2.11.4 ELISA

Moderni metodou, kterou lze vyuZzit pro stanoveni pSeni¢nych gliadinli, je enzymova
imunoanalyza na pevné fazi (ELISA). Jejim principem je nekovalentni interakce specifické
protilatky s antigenem [92]. Nejvice pouzivanym uspofadanim je tzv. sendvicové uspotradani,
spoCivajici v postupném vytvofeni zakotvenych komplext protilatka-antigen-enzymové
znaCena protilatka [72]. Pro antigeny, jejichz prostorové uspotfddani brani vytvoieni
sendviCového komplexu lze vyuzit kompetitivni imunochemické stanoveni, pii kterém
dochazi k soutézeni znacené latky a analytu o vazebna mista omezeného mnozstvi molekul
protilatek [92].

Pro metody ELISA Ize vyuzit jak protilatek polyklonalnich, jejichz vyhodou je nizsi cena
a jednoducha ptiprava, tak i protilatek monoklonalnich, které vynikaji specifitou a moznosti
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kvantifikace pSeni¢nych gliadint 1 v nizkych koncentracich. Vyznamné modifikace metody
ELISA vyuzivajici polyklonalni protilatky jsou napiiklad kompetitivni radioimunoanalyza pro
stanoveni pSenicnych a-gliadinli popsana Ciclitirem a kol. [93] nebo sendvicovd metoda
vyuzivajici dvé protilatky sestavend Tonconem a kol. [94]. Vyznamnym pokrokem v detekci
gliadinu bylo vyuziti monoklonalni protilatky RS v komerénich ELISA kitech. Vyhodou této
metody oproti starSi, avSak Siroce vyuzivané metod¢ zamétujici se na w-gliadiny, nejvice
tepelné¢ odolnou frakeci lepku, je, ze se zamétuje piimo na ty slozky lepku, které jsou
zodpovédné za alergenni ucinky lepku [73].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

Experiment byl zaloZzen na experimentdlni stanici Centra vyzkumu globalni zmény
AV CR v.v.i. vDomaninku uBystfice nad Pernstejnem v Ceskomoravské vrchoving
(49°521'N, 16°235'E, nadmoiska vyska 575 m). Pudni typ je modalni kambisol
s geologickym podlozim zvétrald rula v hloubce 60-90 cm. Pudni druh je hlinito-piscita pida
s podilem piscité frakce 45-60 % a obsahem jilnatych ¢astic do 16 %. Pudni kyselost pHgc; se
na dané lokalit¢ pohybuje v rozmezi 4-5. Tato oblast je charakteristicka jako srazkové bohata
s prumérnym ro¢nim thrnem srazek 610 mm a primérnou teplotou 7,2 °C. Experiment
probihal ve 24 komorach umoziujicich automatickou fumigaci zvySenou koncentraci CO,,
manipulaci srdzek a vylouceni UV radiace u poloviny komor (obr. 7). Komory maji
Sestitthelnikovy tvar s opsanou kruznici o priméru 4 m se zékladni vySkou 2 m, na které je
postavena sedlova lamelova stfiska. Komory jsou vyrobeny ze dvou typl transparentnich
akrylati a z toho jeden je propustny pro UV-A a UV-B zéfeni a druhy nepropousti UV-B
zéfeni a pouze Castecné propousti UV-A. Vzduch se zvySenou koncentraci CO; je do komor
vhanén pomoci ventilacniho systému po obvodu celé¢ komory. Manipulace srazek probiha na
zékladé uzavirani a otevirani oto¢nych lamel, které jsou fizeny na zaklad¢ signalu ze
srazkoméru.

Obr. 7 Kultivacni komory na experimentalni stanici v Domaninku u Bystiice nad
Pernstejnem [95]

Ozima pSenice odridy Bohemia (s potravinafskou kvalitou A) byla vyseta 10 fijna 2012
v hustot¢ 4 MKS na ha (miliony kli¢ivych semen). Fumigace zvysenou koncentraci CO, (EC;
700 pmol.mol™) byla zahdjena u poloviny komor v ristové fazi poloviny sloupkovéani
(polovina kvétna), v druhé poloviné komor byla ponechana normalni koncentrace CO, (AC;
400 pmol.mol™). Parcelky uvniti komor byly rozdéleny na dvé mensi &asti (obr. 8), z nichz
jedna byla hnojena davkou dusiku 200 kg N ha™ (ledek vapenaty) v ristové fazi konec
odnozovani. Druhd parcelka zistala bez hnojeni dusikem. Kazd4d kombinace faktori byla
zalozena ve tfech opakovanich piedstavujicich samostatné komory. Sklizenn zrna byla
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provedena ru¢né¢ snaslednym vymlatem pomoci piesné maloparcelni sklizeci mlaticky
(Wintersteiger).

Obr. 8 Parcelky uvnitr kultivacnich komor rozdéleny na cast hnojenou a nehnojenou [95]

3.2 Stanoveni obsahu gliadini metodou A-PAGE
Stanoveni bylo provedeno podle metody Polisenské et al. [96] a CSN 46 1085-2.

3.2.1 Pristroje

Analytické vahy HR-120-EC, firma A&D INSTRUMENTS LTD

Centrifuga 5430 R, firma EPPENDORF

Vortex — stuart, firma MERCI

Chladnicka s mrazici ¢asti, firma GORENIJE

Aparatura pro vertikdlni elektroforézu s moznosti chlazeni — Owl Seperation Systems, Inc.,
Portsmouth, NH USA

Zdroj — Major Science MP-500P

Trepacka LT2, firma KAVALIER

3.2.2 Chemikalie

Akrylamid (SIGMA ALDRICH)

Bis-akrylamid (SIGMA ALDRICH)

Mocovina (LACHEMA)

Kyselina askorbova (LACH-NER)

Siran zeleznaty heptahydrat (LACHEMA)
Peroxodisiran amonny (SIGMA ALDRICH)

TEMED — N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (SIGMA ALDRICH)
2-chlorethanol (SIGMA ALDRICH)

Pyronin G (SIGMA ALDRICH)

Kyselina octova — ledova (SIGMA ALDRICH)
Glycin (SIGMA ALDRICH)

Kyselina trichloroctova (SIGMA ALDRICH)
Coomassie Brilliant Blue R-250 (SIGMA ALDRICH)
Coomassie Brilliant Blue G-250 (SERVA)
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3.2.3 Priprava roztoki

0,15% vodny roztok siranu Zeleznatého: 0,014 g heptahydratu siranu zeleznatého bylo
rozpusténo v 5,0 ml destilované vody. Roztok byl pfipraven vzdy cerstvy pied kazdym
pouzitim.

10% vodny roztok peroxodisiranu amonneho: 0,1 g peroxodisiranu amonného bylo
rozpusténo v 1,0 ml destilované vody. Roztok byl pfipraven vzdy Cerstvy tésné pied kazdym
pouzitim.

Extrakcni roztok pro gliadiny: 25 ml 2-chlorethanolu a 0,05 g pyroninu G bylo

kvantitativné ptevedeno do odmérné baiikky na 100 ml a batnka byla doplnéna destilovanou
vodou po rysku. Roztok byl uchovavan pfi teploté 4 °C.

Elektrodovy tlumivy roztok: 4,0 ml ledové kyseliny octové a 0,4 g glycinu byly
kvantitativné pfevedeny do odmérné baiiky na 1 000 ml a batika byla doplnéna destilovanou
vodou po rysku. Roztok byl uchovavan pfti teploté 4 °C. Elektrodovy tlumivy roztok nelze
pouZivat pro elektroforézu opakované.

Gelovy tlumivy roztok: K 20 ml ledové kyseliny octové a 1,00 g glycinu bylo ptidano
1 000 ml destilované vody. Roztok byl uchovéavan pfi teploté 4 °C.

Fixacni roztok: 100 g kyseliny trichloroctové bylo kvantitativné prevedeno do odmérné
baiikky na 1000 ml a bailkka byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Roztok byl
uchovavan pfi teploté 20 °C.

Barvici roztok: 0,50 g Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,50 g Coomassie Brilliant Blue
G-250 bylo kvantitativné pievedeno do odmérné banky na 100 ml a baiika byla doplnéna
ethanolem po rysku. Roztok byl uchovavan pfi teploté 20 °C.

3.2.4 Priprava polyakrylamidového gelu

Do cca 60 ml gelového tlumivého roztoku bylo v nasledujicim pofadi pfidano 10,00 g
akrylamidu, 0,40 g bisakrylamidu, 6,00 g mocoviny, 0,10 g kyseliny askorbové a 3,4 ml
roztoku siranu zeleznatého. Smés byla promichana a doplnéna do objemu 100 ml gelovym
tlumivym roztokem. Poté byla smés temperovana v mrazici ¢asti chladnicky na teplotu cca
6 °C. Do vychlazeného roztoku bylo soucasn¢ piidano 0,2 ml roztoku peroxodisiranu
amonného a 0,3 ml TEMED. Timto roztokem byla ihned naplnéna az po okraj gelova kazeta,
piedem vychlazena také na teplotu 6 °C. Do horni ¢asti kazety byl umistén hieben, slouzici
pro vytvoieni prohlubni pro davkovani vzorku. Polymerace by méla probéhnout béhem 5
minut. Gel je mozné pouzit cca po 60 minutdich od zpolymerovani gelu v kazeté¢ nebo je
mozné jej uchovat do druhého dne v chladnicce.

3.2.5 Priprava vzorku

Pro extrakcei gliadin bylo do mikrozkumavky Eppendorf o objemu 1,5 ml navéZeno cca
50 mg pseni¢né mouky, coz zhruba odpovidd hmotnosti jednoho zrna. K navdzce bylo
pridano 0,3 ml extrakéniho roztoku pro gliadiny. Obsah byl dikladné promichén na vortexu
a v uzaviené¢ mikrozkumavce byl ponechan pies noc v chladni¢ce. Druhy den byla smés
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odstfedéna pii 10 000 otackach za minutu po dobu 5 minut. Supernatant byl odpipetovan do
¢ist¢ mikrozkumavky a pouZit pro elektroforézu. Hotové extrakty byly uchovavany
v mraznicce pii teploté —18 °C.

3.2.6 Elektroforéza

Hieben byl vytazen z gelu a prohlubné pro davkovani vzorku byly promyty elektrodovym
tlumivym roztokem. Aparatura na elektroforézu byla naplnéna elektrodovym tlumivym
roztokem. Zdroj byl pfipojen tak, aby elektroforetické déleni probihalo od horni elektrody,
kterou je anoda, k zaporné elektrodé ve spodni ¢asti aparatury. Byla spusSténa elektroforéza na
prazdno (tzv. ,,pfedelektroforéza®) po dobu 60 minut pfi konstantnim napéti 480 V. Po
uplynuti této doby byla elektroforéza vypnuta a do jamek byly nadavkovany piipravené
extrakty v mnozstvi 10 pl. Pfistroj byl znovu zapnut, pficemz elektroforéza probihala za
stejnych podminek po dobu 4 hodin. Vzhledem k velikosti vlozeného napéti bylo nutné
elektrodovy tlumivy roztok v pribchu elektroforézy chladit.

3.2.7 Fixace a vizualizace bilkovin

Po skonceni elektroforézy byl gel uvolnén do misky s destilovanou vodou. Voda z misky
byla vylita a gel byl pfevrstven 300 ml fixa¢niho roztoku, ke kterému bylo ptidano 15 ml
barviciho roztoku. Gel musi byt béhem barveni zcela ponofen. Miska s gelem byla umistéma
na tiepacku a barveni bylo ukonceno po 24 hodinach. Delsi ¢as nemé na barveni vliv. Po
ukonceni barveni byl gel promyt vodou z vodovodu pro odstranéni nadbyte¢ného barviva. Gel
byl uchovavan na skle zabaleny do potravinaiské folie, kterd jej chrani pfed vyschnutim,
v chladnicce pii teploté 4 °C.

3.3 Stanoveni obsahu gluteninti metodou SDS-PAGE

3.3.1 Pristroje

Analytické vahy HR-120-EC, firma A&D INSTRUMENTS LTD
Centrifuga 5430 R, firma EPPENDORF

Vortex — stuart, firma MERCI

Vortex — Genie 2, firma SCIENTIFIC INDUSTRIES, INC.
Termoblok TDB-100, firma BIOSAN

Chladnicka s mrazici ¢asti, firma GORENIJE

Aparatura pro elektroforézu Mini PROTEAN 3, firma BIO-RAD
Zdroj Power Pac 3001, firma BIO-RAD

Trepacka LT2, firma KAVALIER
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3.3.2 Chemikalie

Akrylamid (SIGMA ALDRICH)

Bis-akrylamid (SIGMA ALDRICH)

TRIS — tris(hydroxymethyl)aminomethan (SIGMA ALDRICH)
Kyselina chlorovodikova (PENTA)

SDS — dodecylsulfat sodny (SIGMA ALDRICH)
Peroxodisiran amonny (SERVA)

Bromfenolova modrt Na siill (SERVA)

Coomassie Brilliant Blue G-250 (SERVA)

TEMED — N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (SIGMA ALDRICH)
Glycin (SERVA)

DTT - dithiothreitol (SIGMA ALDRICH)

Glycerol (SIGMA ALDRICH)

2-merkaptoethanol (SIGMA ALDRICH)

Methanol (LACH-NER)

Kyselina octova (LACHEMA)

Ethanol (LACHEMA)

Butanol (LACHEMA)

3.3.3 Priprava roztoku

Roztok A: 30 g akrylamidu a 0,8 g bisakrylamidu bylo kvantitativné pievedeno do
odmérné banky na 100 ml a banika byla doplnéna po rysku destilovanou vodou. Roztok byl
uchovévan pfi teploté 4 °C.

Roztok B: 18,16 g TRIS bylo rozpusténo v 50 ml destilované vody, po rozpusténi bylo
upraveno pH pomoci koncentrované HCI na 8,8, roztok byl pfeveden do odmérné banky na
100 ml a baiika byla doplnéna po rysku destilovanou vodou. Roztok byl uchovavan pfi teploté
4 °C.

Roztok C: 18,16 g TRIS bylo rozpusténo v 50 ml destilované vody, po rozpusténi bylo
upraveno pH pomoci koncentrované HCI na 6,8, roztok byl pieveden do odmérné banky na
100 ml a baiika byla doplnéna po rysku destilovanou vodou. Roztok byl uchovavan pfi teploté
4 °C.

Roztok D: 10 g SDS bylo kvantitativné pfevedeno do odmérné banky na 100 ml a baika

byla doplnéna po rysku destilovanou vodou. Roztok byl uchovavan v temnu pfii laboratorni
teplote.

Roztok E: 0,1 g peroxodisiranu amonného bylo rozpusténo v 1 ml destilované vody.
Roztok byl pfipraven Cerstvy pro kazdé stanoveni.

Roztok F: 10 mg bromfenolové modii bylo rozpuSténo v 1 ml destilované vody. Roztok
byl uchovavan pii teploté 4 °C.
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Elektrodovy pufr: 6 g TRIS, 2 g SDS a 18,8 g glycinu bylo kvantitativné pfevedeno do
odmérné banky na 1 000 ml a barika byla doplnéna po rysku destilovanou vodou. Roztok byl
uchovavan pfi teploté 4 °C. Tento roztok se pouziva opakované.

50% vodny roztok isopropanolu: Isopropanol byl smichan s destilovanou vodou v poméru
1:1. Roztok byl uchovavan pfti laboratorni teploté.

Roztok pro extrakci gluteninii: 0,6057 g TRIS bylo rozpusténo v 90 ml 50% vodného
roztoku isopropanolu, po rozpusténi bylo upraveno pH pomoci koncentrované HCI na 7.5.
Byl ptidan 1 g DTT a roztok byl pfeveden do odmérné baniky na 100 ml a baika byla
doplnéna po rysku 50% vodnym roztokem isopropanolu. Roztok byl pfipraven Cerstvy pro
kazdé stanoveni.

Vzorkovy pufr: Bylo smichéno 4,8 ml roztoku C, 4 ml roztoku D, 0,2 ml roztoku F, 6 ml
glycerolu, 4,8 ml vody a 1 ml merkaptoethanolu. Roztok byl uchovavan pfti teploté 4 °C.

Stabilizacni roztok: Bylo smichdno 100 ml methanolu a 400 ml vody.

Barvici roztok: Bylo smichano 0,5 g Coomasie Blue G 250, 450 ml methanolu, 100 ml
koncentrované kyseliny octové a 450 ml vody.

Odbarvovaci roztok: Bylo smichano 250 ml methanolu, 100 ml koncentrované kyseliny
octové a 650 ml vody.

3.3.4 Priprava vzorki

Do mikrozkumavky Eppendorf o objemu 1,5 ml bylo navdZzeno 200 mg pSeni¢né mouky,
K navazce byl pfidan 1 ml 50% vodného roztoku isopropanolu a smés byla protiepavana po
dobu 30 minut pomoci vortexu Genie 2. Nésledné byla smés odstfedéna pti 2 500 g po dobu
15 minut. Supernatant byl slit a sediment byl stejnym postupem jesté dvakrat extrahovan 50%
vodnym roztokem isopropanolu. Timto zplisobem byly vyextrahovany gliadiny. Ze sedimentu
po extrakci gliadin byly extrahovany gluteniny. Sediment byl dikladné rozmichéan v 1 ml
extrakéniho roztoku pro gluteniny a smés byla inkubovéna v termobloku pfi teploté 60°C po
dobu 30 minut. Poté byla smés odstiedéna pti 10 000 g 10 minut. 0,5 ml supernatantu
obsahujiciho gluteniny bylo odpipetovano do ¢isté mikrozkumavky Eppendorf o objemu
1,5ml a bylo pfidano 0,5 ml vzorkového pufru. Hotové extrakty byly uchovavany v
mraznicce pii teploté -18 °C.

3.3.5 Priprava gela

Elektroforetickd skla byla omyta vodou a odmastovacim prostfedkem, oplachnuta
destilovanou vodou a odmasténa pomoci ethanolu. Skla byla upevnéna do stojanu tak, Ze vétsi
sklo bylo vzadu. Spodni hrany skel byly zajistény gumovou podlozkou a tlakem svrchu proti
vyteceni gelu. Ke stanoveni byly pouzity 5% zaostifovaci gel a 8% separacni gel.
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3.3.5.1 Separacni gel
Pomoci automatickych pipet byly do kadinky odméteny objemy roztoka podle Tab. 1.

Tab. 2 Objemy k priprave 10% separacniho gelu (10 ml)

Roztok Objem (ml)
Destilovana voda 4,0
A 3,3
B 2,5
D 0,1
E 0,1
TEMED 0,004

Roztok E a TEMED byl pfidan tésné pred nalitim roztoku mezi skla. Roztok byl nalit mezi
skla do vySky asi 2 cm od horniho okraje. Roztok byl pfevrstven asi 3 mm butanolu, aby se
vyrovnala hladina gelu a nedochédzelo k odpatovani vody. Po ztuhnuti separacniho gelu byl
butanol odstranén a gel byl promyt destilovanou vodou.

3.3.5.2 Zaostiovaci gel
Pomoci automatickych pipet byly do kadinky odméteny objemy roztokt podle Tab. 2.
Tab. 3 Objemy k priprave 5% zaostrovaciho gelu (3 ml)

Roztok Objem (ml)
Destilovana voda 2,1
A 1,0
C 0,38
D 0,03
E 0,03
TEMED 0,003

Roztok E a TEMED byl opét pfidavan tésn¢ pied nalitim. Roztok byl nalit na vrstvu
separacniho gelu a prostor mezi skly byl naplnén aZ po okraj. Po naliti byl ihned do prostoru
mezi skla vlozen elektroforeticky hiebinek. Hiebinek byl odstranén az po zatuhnuti gelu pted
nandSenim vzorkd a samotnym stanovenim, aby se zabranilo vysychdni gelu. Takto
pripraveny gel mize byt uchovavan v lednici do druhého dne.
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3.3.6 Elektroforéza

Skla s pfipravenym a dokonale ztuhlym gelem byla vytazena ze stojanu a ociSténa od
zbytkl gelu. Fixem byl obkreslen tvar hiebenu na zadni sklo. Byl odstranén elektroforeticky
hiebinek a skla byla upevnéna do stojanu pro elektroforézu vétSim sklem ven. Stojan byl
umistén do elektroforetické naddoby, vnitini prostor stojanu byl zcela naplnén elektrodovym
roztokem a vnéjsi prostor byl naplnén ptiblizné do poloviny. Pomoci automatické pipety byly
do jamek nadavkovany piipravené vzorky v mnozstvi 5 ul. Aparatura byla pfipojena ke zdroji
a byla spusténa elektroforéza, které probihala po dobu 120 minut pfi konstantnim napé&ti
100 V.

3.3.7 Vizualizace bilkovin

Elektroforetickd skla byla vyjmuta ze stojanu a gel byl uvolnén do misky s destilovanou
vodou pomoci umélohmotné Spachtle. Voda v misce byla odlita a gel byl pfevrstven
stabilizacnim roztokem a 5 minut stabilizovan na tfepacce. Stabilizacni roztok byl odlit a gel
byl pievrstven barvicim roztokem a 30 minut barven na tfepacce. Poté byl gel promyt
odbarvovacim roztokem a 90 minut odbarvovan na tfepacce. Po sliti odbarvovaciho roztoku
byl gel promyt destilovanou vodou. Gel byl uchovavan na skle zabaleny do potravinaiskeé
folie, ktera jej chrani pred vyschnutim, v chladnicce pfi teploté 4 °C.

3.4 Vyhodnoceni geli

Hotové gely byly naskenovany a kvantifikace gliadinovych podjednotek byla provedena
pocitacovou denzitometrii (program FUJIFILM, Science Lab 2006, Multi Gauge, verze 3.X).
Zbny jednotlivych podjednotek byly pfevedeny na piky a integraci byla vypocitana jejich
plocha. Kvuli nedostupnosti standardu nebyly tyto plochy pikii pfepocteny na koncentraci.
Pro porovnani jednotlivych variant byly tedy pouzity ptislusné plochy pikt.

3.5 Statistické zpracovani vysledkii

Statistickd analyza dat byla provedena pomoci statistického software Statistica 12
(StatSoft, USA). Pro vyhodnoceni vlivu jednotlivych faktord, tj. vlivu zvySené koncentrace
CO,, vyzivy dusikem, UV zéfeni, stresu sucha a jejich vzajemnych interakci bylo pouzito
vicefaktorové analyzy variance (ANOVA). Pro porovnani prikaznosti rozdilii mezi praméry
jednotlivych variant pak bylo vyuzito néasledného (post-hoc) testovani s pouzitim Tukeyova
testu pfi hladiné vyznamnosti p = 0.05. Pro porovnani prikaznosti rozdilli mezi praméry pak
byly varianty zarazeny do homogennich skupin, které jsou v grafech vyznaceny pomoci
malych pismen nad sloupci. Rozdilnd pismena vyjadiuji prikazny rozdil pifi hlading
pravdépodobnosti p = 0,05. Vysledky byly graficky zpracovany v programu SigmaPlot 11
(SysStat, USA) ve form¢ sloupcovych grafi s chybovymi useckami znazornujicimi
smérodatné odchylky.
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4 VYSLEDKY

Gely na obr. 9 a 10 byly ziskdny pfi vypracovani experimentalni Casti této prace a
znazornuji proteinové spektrum psSenice seté odridy Bohemia. Prevedeni jednotlivych zén
gelu na piky, které byly dale vyhodnocovany, miizeme vidét na obr. 11 a 12.
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Obr. 9 A-PAGE gliadinovych proteinii pSenice seté odriidy Bohemia s popisem
Jednotlivych frakci
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Obr. 10 SDS-PAGE gluteninovych proteinii pSenice seté odridy Bohemia s popisem
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Obr. 11 Prevedeni zon na piky v ramci A-PAGE gliadinovych proteinti
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Obr. 12 Prevedeni zon na piky v ramci SDS-PAGE gluteninovych proteinii
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Tab. 4 ANOVA - Ctyrstupiiova analyza variance. Statistické vyhodnocenti vlivii jednotlivych
faktorit na obsah jednotlivych frakci gliadinovych proteinii

Uv- N- sucho CO»,

®-1,2 1 0,842 0,000 0,091 0,609
®-1,22 0,650 0,000 0,002 0,377
®-1,23 0,430 0,000 0,000 0,908
®-51 0,074 0,000 0,005 0,944
®-52 0,124 0,000 0,054 0,205
®-53 0,295 0,000 0,017 0,742
®-54 0,475 0,000 0,323 0,552
v1 0,273 0,401 0,200 0,465

v 2 0,775 0,002 0,430 0,357
73 0,627 0,001 0,427 0,746

v 4 0,037 0,454 0,344 0,003
B1 0,000 0,002 0,161 0,555
B2 0,208 0,000 0,056 0,187
B3 0,281 0,002 0,706 0,343
B4 0,420 0,000 0,274 0,658
al 0,711 0,000 0,027 0,035
a2 0,562 0,005 0,195 0,960
al 0,001 0,000 0,806 0,653
gliadiny celkem 0,131 0,000 0,091 0,422

Tab. 5 ANOVA - Ctyrstupriova analyza variance. Statistické vyhodnoceni viivii jednotlivych
faktorii na obsah jednotlivych frakci gluteninovych proteinii

Uv- N— sucho "CO2"

HMW1 0,154 0,000 0,000 0,865
HMW2 0,114 0,000 0,035 0,023
HMW3 0,002 0,000 0,000 0,015
LMW 0,003 0,004 0,000 0,115
Gluteniny celkem 0,002 0,000 0,000 0,041
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V tab. 4 a 5 jsou uvedeny hladiny vyznamnosti p urcujici priikaznost ucinkl jednotlivych
faktorti, které¢ byly sledovany, na jednotlivé frakce gliadinovych a gluteninovych proteint.
Metodou A-PAGE bylo na gelu detekovdno osmnact frakei gliadind. Skupina ®-1,2 byla
tvofena tiemi frakcemi, skupiny -5, y a B ¢tyfmi frakcemi a skupina a tfemi frakcemi (obr.
9). Metodou SDS-PAGE byly na gelu rozliSeny tti frakce HMW glutenini a jedna frakce
LMW glutenini. V poslednim tadku u kazdé tabulky mitizeme sledovat prikaznost ucinka
jednotlivych faktorti na celkové mnozstvi gliadinti a gluteninii. V tabulkach jsou jednotlivé
frakce setazeny podle klesajici molekulové hmotnosti. Hodnota p mensi nez 0,05 znaci
prukazny vliv daného faktoru. Vsechny hodnoty mensi nez 0,05 jsou v tabulce zvyraznény
cervené. Pokud je hodnota p mensi nez 0,01, byl vliv vysoce prikazny.

Vysoce prukazny ucinek mélo dusikaté hnojeni na témét vSechny frakce gliadinovych
proteint s vyjimkou frakce y 1 a y 4, a na vSechny frakce glutenint. ZvySena koncentrace CO;
méla vysoce prukazny vliv na gliadinovou frakci y 4 a prikazny vliv na frakei gliadin o 1
a glutenin HMW 2 a HMW 3, u ostatnich frakci nebyl vliv prokazéan. Prikazny uc¢inek sucha
muzeme sledovat u frakei gliadinih ©-5 3 a a 1 a gluteninové frakce HMW 2, vysoce
prikazny ucinek sucha u frakci gliadinovych proteini ®-5 1, »-1,2 2 a ®-1,2 3
a gluteninovych proteint HMW 1, HMW 3 a LMW. UV zéafeni pritkazné ovlivnilo gliadinové
proteiny frakce y 4 a vysoce prukazné¢ proteiny gliadinovych frakci f 1 a o 3 a frakci
glutenint HMW 3 a LMW.

Grafy na obr. 13-25 znazoriuji srovnani vlivu vSech sledovanych faktorti v ramci
jednotlivych frakei i celkového mnozstvi gliadinti a glutenind. Pismenné oznaceni kazdého
sloupce v grafu urcuje, zda existuje mezi variantami statisticky vyznamny rozdil (nasledné
testovani ANOVA, Turkeyho test) na hladiné vyznamnosti p = 0,05. Pokud jsou dva sloupce
oznaceny stejnym pismenem, neni mezi nimi statisticky vyznamny rozdil.
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Obr. 13 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol™) vs. EC (700 umol.mol™) , dusikaté hnojeni — N—vs. N+ , sucho — dry vs. wet,
UV zdreni — UV—vs. UV+ ) v ramci gliadinové frakce w-1,2 1. Sloupce znazornuji aritmeticky
primer a chybové usecky smérodatnou odchylku (SD) ze tri opakovani. Malymi pismeny jsou
indikovany homogenni skupiny urcujici pritkaznost mezi jednotlivymi variantami,
vyhodnocené naslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova
testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Sucho zpisobilo statisticky vyznamny pokles koncentrace proteinti frakce o-1,2 1
u varianty AC UV— N+ (o 25 %). Bez vylouceni pfirozenych srdzek mizeme pozorovat
statisticky vyznamny vliv dusikatého hnojeni u varianty UV— N+ pifi normalni i zvySené
koncentraci CO, (nartst o 60 %) a také u varianty UV+ N+ pfi zvySené koncentraci CO,
(nérhst 0 46 %). U varianty DRY nebyl zjiStén vyznamny rozdil mezi variantami AC a EC ani
mezi N+ a N—, sucho se tedy projevilo jako limitujici faktor. Vliv zvySené koncentrace CO,
ani UV zafeni nebyl u Zadné varianty pozorovan.
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Obr. 14 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol™) vs. EC (700 pmol.mol”), dusikaté hnojeni — N- vs. N+, sucho — dry vs. wet,
UV zareni — UV—vs. UV+ ) v ramci gliadinové frakce w-1,2 2. Sloupce znazornuji aritmeticky
prumer a chybove usecky smérodatnou odchylku (SD) ze tri opakovani. Malymi pismeny jsou
indikovany homogenni skupiny urcujici pritkaznost mezi jednotlivymi variantami,
vyhodnocené naslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova
testu pri hladine vyznamnosti p = 0,05.

U frakce ®-1,2 2 byl pozorovan statisticky vyznamny vliv dusikatého hnojeni pfi normalni
koncentraci CO; u varianty WET UV- (nérist koncentrace proteinti o47 %). ZvySena
koncentrace CO,, sucho ani vylou¢eni UV zafeni nemély statisticky vyznamny vliv na
mnozstvi proteint této frakce.
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Obr. 15 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol’™) vs. EC (700 umol.mol’”), dusikaté hnojeni — N— vs. N+ , sucho — dry vs. wet,
UV zdreni — UV—vs. UV+ ) v ramci gliadinové frakce w-1,2 3. Sloupce znazornuji aritmeticky
primer a chybové usecky smérodatnou odchylku (SD) ze tri opakovani. Malymi pismeny jsou
indikovany homogenni skupiny urcujici pritkaznost mezi jednotlivymi variantami,
vyhodnocené naslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova
testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Stres vyvolany nedostatkem vody zplsobil vyznamny pokles koncentrace gliadinovych
proteint frakce ®-1,2 3 pfi zvySené koncentraci CO; a dostatku dusikaté vyzivy s vylou¢enim
1 bez vylou€eni UV zéfeni. U varianty UV— v tomto piipadé pozorujeme pokles o 27 % a u
varianty UV+ pokles o 41 %. Dusikaté hnojeni zvysilo obsah proteini u varianty WET pfi
vylou€eni UV zafeni a zvySené koncentraci CO; o 53 % a pfi normalni koncentraci CO; bez
vylou€eni UV zafeni o 57 %. Statisticky vyznamny nebyl vliv zvySené koncentrace CO, ani
UV zéfeni.
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Obr. 16 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol™) vs. EC (700 umol.mol’”), dusikaté hnojeni — N— vs. N+, sucho — dry vs. wet,
UV zareni — UV—vs. UV+ ) v ramci gliadinové frakce w-5 1. Sloupce znazornuji aritmeticky
priumer a chybové usecky smérodatnou odchylku (SD) ze tri opakovani. Malymi pismeny jsou
indikovany homogenni skupiny urcujici pritkaznost mezi jednotlivymi variantami,
vyhodnocené naslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova
testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Zvysena koncentrace CO, zpusobila statisticky vyznamny nértst koncentrace proteinti
frakce -5 1 u varianty WET UV+ N—a to o 63 %. Vylouceni srdzek snizilo vyznamné¢ obsah
proteini u vzorkii péstovanych za plsobeni UV zafeni pii nedostatku dusikaté vyzivy
azvySené koncentraci CO, (o 46 %) a pti dostatku dusiku a normdlni koncentraci CO,
(0 38 %). Vliv dusikatého hnojeni se projevil pouze za dostatku vody a normalni koncentrace
COa, a to pii vylouceni UV zéfeni narGstem mnozstvi proteini u hnojené varianty o 63 % a u
hnojenych vzorkii vystavenych UV zéfeni zvySenim obsahu proteinii o 112 %. UV zateni
ovlivnilo koncentraci proteinli této frakce u nehnojené varianty vystavené vodnimu stresu
a zvySené koncentraci CO,. Varianta UV— byla o 71 % vys$i nez varianta UV+ a tento rozdil
byl statisticky vyznamny.
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Obr. 17 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol’™) vs. EC (700 umol.mol’”), dusikaté hnojeni — N— vs. N+ , sucho — dry vs. wet,
UV zdareni — UV—vs. UV+ ) v ramci gliadinové frakce w-5 2. Sloupce znazornuji aritmeticky
primer a chybové usecky smérodatnou odchylku (SD) ze tri opakovani. Malymi pismeny jsou
indikovany homogenni skupiny urcujici pritkaznost mezi jednotlivymi variantami,
vyhodnocené naslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova
testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Dostatek dusiku vyznamné zvysil koncentraci proteinti frakce -5 2, pouze pokud nedoslo
k vylouceni pfirozenych srdzek. Za podminek normélni koncentrace CO, byl pozorovan
nariist o 55 % pfi vylou€eni UV zafeni a pii plisobeni UV zafeni az o 86 %. Za zvySené
koncentrace CO, a vylouceni UV zéfeni byl zaznamenan nartist o 63 % a u varianty vystavené
UV zéfeni o 51 %. Statisticky vyznamné zvySeni mnozstvi proteind této frakce (o 64 %) bylo
vyvolano také vyloucenim UV zafeni u varianty DRY N- vystavené zvySené koncentraci
CO,. Zvysena koncentrace CO, ani vylouceni pfirozenych srazek statisticky vyznamné
neovlivnily koncentraci gliadint frakce ®-5 2.
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Obr. 18 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol™) vs. EC (700 umol.mol’”), dusikaté hnojeni — N— vs. N+, sucho — dry vs. wet,
UV zareni — UV—vs. UV+ ) v ramci gliadinové frakce w-5 3. Sloupce znazornuji aritmeticky
priumer a chybové usecky smérodatnou odchylku (SD) ze tri opakovani. Malymi pismeny jsou
indikovany homogenni skupiny urcujici pritkaznost mezi jednotlivymi variantami,
vyhodnocené naslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova
testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Statisticky vyznamny pokles obsahu gliadinid frakce ®-5 3 (o 48%) vlivem sucha Ize
pozorovat u varianty UV— N+ za normalni koncentrace CO,. Dusikaté hnojeni bylo
vyznamnym faktorem, ktery zvysil obsah proteinti varianty WET AC UV- (o 92 %), DRY
AC UV+ (o 50 %), WET AC UV+ (o 120 %) a WET EC UV+ (o 63 %). Za podminek
normalni koncentrace CO, a vylouceni srazek mélo na hnojenou variantu vyznamny vliv UV
zéafeni, mnoZstvi proteinii u varianty UV+ se zvySilo o 66 %. Vliv zvySené koncentrace CO;
nebyl pozorovan.
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Obr. 19 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol’™) vs. EC (700 umol.mol’”), dusikaté hnojeni — N— vs. N+ , sucho — dry vs. wet,
UV zareni — UV—vs. UV+ ) v ramci gliadinové frakce f 1. Sloupce zndazornuji aritmeticky
priumer a chybové usecky smérodatnou odchylku (SD) ze tri opakovani. Malymi pismeny jsou
indikovany homogenni skupiny urcujici pritkaznost mezi jednotlivymi variantami,
vyhodnocené naslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova
testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Zvysena koncentrace CO, zpusobila statisticky vyznamny nariist koncentrace gliadinti
frakce B 1 (o 65 %) u varianty WET pfi dostatku dusiku a vylouceni UV zatfeni. Naopak
u varianty DRY bez hnojeni a bez vylouceni UV zéfeni byl pfi zvySené koncentraci CO,
pozorovan vyznamny pokles mnozstvi proteint frakce f 1 (o 31 %). Vylouceni ptirozenych
srazek snizilo obsah proteind u varianty AC UV— N— o0 69 %. Tento rozdil byl statisticky
vyznamny. U kombinace pfirozené urovné srazek, vyloueni UV zéafeni a normalni
koncentrace CO, byl pozorovan vyznamny pokles koncentrace proteinii u hnojené varianty
ato o0 45 %. Naopak vyznamné zvySeni koncentrace proteinti u varianty N+ (o 35 %) nastalo
za podminek pfirozené tirovné srazek, vylouc¢eni UV zafeni a zvySené koncentrace CO,.Vliv
UV zéfeni byl prokdzan za normalni koncentrace CO, u varianty WET UV— N— nartistem
0 80 % a také pii zvySené koncentraci CO; u variant DRY UV— N+ nartistem o 48 % a WET
UV-— N+ narastem o 80 %.
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Obr. 20 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol™) vs. EC (700 umol.mol’”), dusikaté hnojeni — N— vs. N+ , sucho — dry vs. wet,
UV zareni — UV-vs. UV+ ) v ramci gliadinové frakce a 1. Sloupce zndazornuji aritmeticky
primer a chybové usecky smérodatnou odchylku (SD) ze tri opakovani. Malymi pismeny jsou
indikovany homogenni skupiny urcujici pritkaznost mezi jednotlivymi variantami,
vyhodnocené naslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova
testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Vliv dusikatého hnojeni byl prokazan nartistem koncentrace gliadinti frakce o 1 u hnojené
varianty o 55 % pii zvySené koncentraci CO,, v pfirozenych srazkach a pii ptisobeni UV
zéateni. Zvysend koncentrace CO,, vylouCeni piirozenych srazek ani vylouceni UV zafeni
statisticky vyznamné neovlivnily mnoZzstvi proteinti této frakce.
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Obr. 21 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol’™) vs. EC (700 umol.mol’”), dusikaté hnojeni — N— vs. N+ , sucho — dry vs. wet,
UV zareni — UV-vs. UV+ ) v ramci gliadinové frakce a 3. Sloupce zndzornuji aritmeticky
prumér a chybové usecky smerodatnou odchylku (SD) ze tri opakovani. Malymi pismeny jsou
indikovany homogenni skupiny urcujici pritkaznost mezi jednotlivymi variantami,
vyhodnocené naslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova

Koncentrace gliadinovych proteini frakce o 3 byla u hnojené varianty pfi normalni
koncentraci CO,, bez vylou€eni srazek a UV zéafeni vySsi o 45 % neZ u varianty nehnojené.
Tento narist byl statisticky vyznamny. Vylouceni UV zafeni zvySilo vyznamné obsah
proteini varianty DRY EC N- (o 35%). Vliv zvySené koncentrace CO, ani sucha nebyl
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testu pri hladine vyznamnosti p = 0,05.

u gliadint frakce o 3 prokazan.
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Obr. 22 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol™) vs. EC (700 umol.mol’”), dusikaté hnojeni — N— vs. N+ , sucho — dry vs. wet,
UV zareni — UV-vs. UV+ ) v ramci celkového mnozstvi gliadinii. Sloupce zndazornuji
aritmeticky priimeér a chybové usecky smerodatnou odchylku (SD) ze ti opakovani. Malymi
pismeny jsou indikovany homogenni skupiny urcujici pritkaznost mezi jednotlivymi
variantami, vvhodnocené ndslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s
vyuzitim Tukeyova testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Vliv dusikatého hnojeni na celkové mnozstvi gliadinti se projevil zvySenim koncentrace
gliadini o 25 % u varianty WET UV+ N+ pfi normdlni i zvySené koncentraci CO,. Pii
vylouceni UV zéfeni mizeme pozorovat statisticky vyznamny narast celkové koncentrace
gliadinovych proteind (o 23 %) za podminek zvySené koncentrace CO,, sucha a nedostatku
dusikaté vyzivy. ZvySena koncentrace CO; a vylouceni pfirozenych srazek nemély statisticky
vyznamny vliv na celkové mnozstvi gliadint.
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Obr. 23 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol™) vs. EC (700 pmol.mol”), dusikaté hnojeni — N— vs. N+, sucho — dry vs. wet,
UV zareni — UV—vs. UV+ ) v ramci gluteninové frakce HMW 1. Sloupce znazornuji ar
itmeticky priimeér a chybové usecky smeérodatnou odchylku (SD) ze tii opakovani. Malymi
pismeny jsou indikovany homogenni skupiny urcujici pritkaznost mezi jednotlivymi
variantami, vvhodnocené ndslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s
vyuzitim Tukeyova testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Pfi nedostatku dusiku a normélni koncentraci CO, byl pozorovan nartist koncentrace
gluteninti frakce HMW 1 vlivem sucha u varianty UV— DRY o 55 % a u varianty UV+ DRY
0 76 %. Tyto rozdily byly statisticky vyznamné. Vliv dusikatého hnojeni se projevil zvySenim
mnozstvi proteini u hojenych vzorkli za normalni koncentrace CO, a pfirozenych srazek pfi
vylouceni UV zareni (o 78 %) a bez vylouceni UV zafeni (o 58 %). Vliv zvySené koncentrace
CO, a UV zéfeni nebyl u této frakce gluteninovych proteint prokazan.
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Obr. 23 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol™) vs. EC (700 pmol.mol”), dusikaté hnojeni — N- vs. N+, sucho — dry vs. wet,
UV zareni — UV—vs. UV+ ) v ramci gluteninové frakce HMW 2. Sloupce znazornuji
aritmeticky priimer a chybové usecky smerodatnou odchylku (SD) ze tri opakovani. Malymi
pismeny jsou indikovany homogenni skupiny urcujici pritkaznost mezi jednotlivymi
variantami, vvhodnocené ndslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s
vyuzitim Tukeyova testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Zvysena koncentrace CO, zpusobila statisticky vyznamny pokles koncentrace glutenint
frakce HMW 2 u varianty DRY UV+ N- 0 33 %. Vlivem sucha doslo k vyznamnému nérGstu
gluteninti (o 57 %) za podminek zvySené koncentrace CO,, vylouceni UV zafeni a nedostatku
dusiku. Hnojeni dusikem zptsobilo v podminkach pfirozenych srazek nartist mnozstvi
proteint této frakce u varianty AC UV— o0 52 %, u varianty EC UV— 0 73% a u variant EC
UV+a AC UV+ 0 48 %. Tyto rozdily byly statisticky vyznamné. V disledku vylou¢eni UV
zafeni se za podminek sucha, dostatku dusikaté vyzivy a zvysené koncentrace CO, vyznamn¢
zvysil obsah gluteninovych proteinti (o 50 %).
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Obr. 24 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol™) vs. (EC 700 pmol.mol”), dusikaté hnojeni — N— vs. N+ , sucho — dry vs. wet,
UV zareni — UV—vs. UV+ ) v ramci gluteninové frakce HMW 3. Sloupce znazornuji
aritmeticky priimer a chybové usecky smerodatnou odchylku (SD) ze tri opakovani. Malymi
pismeny jsou indikovany homogenni skupiny urcujici pritkaznost mezi jednotlivymi
variantami, vvhodnocené ndslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s
vyuzitim Tukeyova testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Vliv zvySené koncentrace CO, na mnozstvi gluteninovych proteinti frakce HMW 3 byl
prokazan pii vylouceni srazek, nedostatku dusikaté vyzivy a ptisobeni UV zafeni poklesem u
varianty EC o 32 %. Za podminek normélni koncentrace CO,, bez vylouc¢eni UV zéfeni a bez
hnojeni byl pozorovan statisticky vyznamny nértst koncentrace glutenini této frakce (o 77 %)
u vzorkl péstovanych pii vylouceni pfirozenych srazek oproti vzorkiim, které byly srazkdm
vystaveny. Vyznamny narist gluteninové frakce HMW 3 zpisobeny dusikatym hnojenim se
projevil u variant AC DRY UV- (o 20 %), AC a EC WET UV- (0 80 %) a AC WET UV+
(0 100 %). UV zafeni nemélo na tuto frakci glutenint vliv.
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Obr. 25 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol™) vs. EC (700 pmol.mol”), dusikaté hnojeni — N- vs. N+, sucho — dry vs. wet,
UV zareni — UV-vs. UV+ ) v ramci gluteninové frakce LMW. Sloupce znazornuji aritmeticky
primer a chybové usecky smérodatnou odchylku (SD) ze tri opakovani. Malymi pismeny jsou
indikovany homogenni skupiny urcujici pritkaznost mezi jednotlivymi variantami,
vyhodnocené naslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova
testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Byl prokézan vliv dusikatého hnojeni zvySenim koncentrace gluteninti frakce LMW pfi
zvySené koncentraci CO, u varianty WET UV— N+ o 48 %. Vylouceni UV zafeni statisticky
vyznamné navysilo obsah glutenint (o 40 %) za podminek zvySené koncentrace CO;, sucha
a dostatku dusikaté vyzivy. Vliv zvySené koncentrace CO; ani sucha se neprojevil.
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Obr. 25 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol™) vs. EC (700 umol.mol’”), dusikaté hnojeni — N— vs. N+, sucho — dry vs. wet,
UV zareni — UVp vs. UV+ ) v ramci celkového mnozstvi gluteninii. Sloupce znazornuji
aritmeticky priimer a chybové usecky smerodatnou odchylku (SD) ze tri opakovani. Malymi
pismeny jsou indikovany homogenni skupiny urcujici pritkaznost mezi jednotlivymi
variantami, vyhodnocené ndslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s
vyuzitim Tukeyova testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Vlivem sucha doslo k vyznamnému nértstu celkové koncentrace gluteninti u varianty UV—
N- pfi zvysené koncentraci CO; (o 37 %) a u varianty UV+ N— pfi normalni koncentraci CO,
(0 35%). Hnojeni dusikem statisticky vyznamné zvysilo celkovy obsah glutenini pfi zvySené
koncentraci CO,, plsobeni pfirozenych srazek a vylouceni UV zatfeni o 52 %. V disledku
vylouceni UV zafeni za sucha pii dostatku dusikaté vyzivy a zvySené koncentraci CO, doslo
ke zvySeni celkového mnoZstvi gluteninti o 40 %. Tento rozdil byl statisticky vyznamny. Vliv
zvySené koncentrace CO; na celkové mnozstvi gluteninti nebyl prokazan.
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5 DISKUSE

V této diplomové praci byl sledovan vliv zvySené koncentrace CO,, dusikatého hnojeni,
sucha a UV zéfeni na obsah glutenini a gliadinti u 0zimé psSenice odridy Bohemia.

Nejvyznamnéjsi vliv na koncentraci jednotlivych frakei gliadinti a gluteninii mélo hnojeni
dusikem. Koncentrace gliadinovych proteini byla vyznamné zvySena dusikatym hnojenim pfi
pusobeni piirozenych srazek. Tento nartst byl pozorovan jak pii normélni koncentraci CO,
u varianty UV—u frakei o-1,2 1 (0 63 %), ®-1,2 2 (0 47 %), ®-5,1 (0 63 %), ®-5 2 (0 55 %)
a®-53 (092 %) a u varianty UV+ u frakci ©-1,2 3 (0 57%), ®-5,1 (0 112 %), ®-5 2 (o 86
%), ©-5 3 (0 120 %) a a 3 (0 45%), tak i pti zvySené koncentraci CO, u varianty UV—u frakei
o-1,2 1 (0 60 %), ®-1,2 3 (0 53%), ®-52 (0 63 %) aPB 1 (0 35 %) a u varianty UV+ u frakci
»-1,2 1 (0 46 %), ®-5 2 (0 51 %), ®-5 3 (0 63 %) a o + (0 55 %). Pii vylouceni pfirozenych
srazek se pozitivni vliv hnojeni dusikem projevil pouze u gliadinti frakce ®-5 3 pii normalni
koncentraci CO; a pusobeni UV zafeni narlistem o 50 %. Za podminek normalni koncentrace
CO,, ptirozenych srazek a vylouceni UV zafeni byl naopak u hnojené varianty frakce B 1
pozorovan statisticky vyznamny pokles mnozZstvi gliadinli oproti varianté hnojené (o 45 %).
Celkové mnozstvi gliadini bylo vyznamné& ovlivnéno dusikatym hnojenim pifi normalni
izvySené koncentraci CO, bez vylouceni UV =zafeni a srdzek (narist o 25 %). Také
u glutenini bylo zvySeni koncentrace proteinti jednotlivych frakei pii hnojeni dusikem
pozorovano prevazné u varianty WET. Pii normalni koncentraci CO, byl u hnojenych vzorki
s vylou¢enim UV zéfeni zaznamenan vyznamny narist frakci HMW 1 (o 78 %), HMW 2
(052 %) a HMW 3 (0 80 %) a bez vylouceni UV zafeni u frakci HMW 1 (o 58 %), HMW 2
(048 %) a HMW 3 (o 100 %). Pii zvySené koncentraci CO, zvysilo dusikaté hnojeni pfi
vylouceni UV zareni koncentraci proteint frakci HMW 2 (o 73 %), HMW 3 (o0 80 %) a LMW
(o 48 %) a pii plusobeni UV zateni HMW 2 (o 48 %). Za sucha byl obsah glutenint
v disledku hnojeni vyssi pouze u frakce HMW 3 (o 20 %) a to pro variantu AC UV-.
Celkovy obsah gluteninii byl u hnojené varianty vyznamné zvySen (o 52 %) pii zvySené
koncentraci CO; normalni trovni srazek a vylouceni UV zéfeni.

Hamtikova [97] ve své diplomové praci také uvadi, ze nejvice gliadinovych podjednotek
reagovalo na hnojeni dusikem. Vyznamné zvySeni hnojené varianty zaznamenala
u gliadinovych frakci ®-1,2 3, ®-5 2 a vSech frakci B a a. ZvySeni relativniho mnoZzstvi
proteint jednotlivych frakci lepku popisuji ve své praci také Wieser a Seilmeier [44], ktefi
zaznamenali, Ze pfi hnojeni dusikem je mnozstvi -5 a ®-1,2gliadini a vysokomolekularnich
glutenini zvySeno. Na rozdil od naSich vysledki vSak bylo v jejich praci zastoupeni
v-gliadinG a nizkomolekularnich gluteninti snizeno. Wroblewitz a kol. [98] popisuji vyznamny
vliv dusikatého hnojeni na vSechny gluteninové podjednotky s vyjimkou podjednotek x-
HMW. Podle jejich prace byl u LMW gluteninovych podjednotek prokézan vyznamny pokles
vlivem dusikaté vyzivy, coZ je vrozporu snasi praci. Stejné jako v nasi studii y-HMW
podjednotky byly pfii jejich pozorovani siln€¢ zvySeny piti hnojeni dusikem, avSak na rozdil od
naseho experimentu gliadinové podjednotky nebyly statisticky vyznamné dusikatou vyZivou
ovlivnény s vyjimkou w-5 podjednotek, které prokazaly pokles pii zvysené dusikaté vyzive.
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Velmi dalezitym faktorem ovlivitujicim koncentraci pSeni¢nych lepkovych proteintl je také
sucho. Pfi vylouCeni srazek byl u péti frakci gliadinovych proteini pozorovan vyznamny
pokles. Za podminek normalni koncentrace CO; byl sniZen obsah proteini frakce w-1,2 1 (N+
UV-10 25 %), 51 (0 38 %), ®-5 3 (N*+ UV-048 %) a1 (N- UV-0 69 %) a za
podminek zvysené koncentrace CO, frakce ®-1,2 3 (N+ UV-1027 %, N+ UV+ 041 %) a ®-5
1 (N- UV+ o 46 %). Celkova koncentrace pSeni¢nych gliadini nebyla suchem vyznamné
ovlivnéna. Vsechny frakce gluteninovych proteini naopak vykazovaly za sucha vyznamny
narust, kromé frakce LMW, kterd nebyla vylou¢enim srazek vyznamné ovlivnéna. Frakce
HMW 1 varianty N+ UV— (zvySeni o 55%) a N— UV+ (zvySeni o 76 %) a frakce HMW 3
varianta N— UV+ (zvySeni o 77 %) reagovaly pii normalni koncentraci CO,, pii zvySené
koncentraci CO, vzrostlo mnozstvi proteinii frakce HMW 2 varianty EC N— UV- (0 57 %).
Celkova koncentrace gluteninti byla vyznamné zvySena pii vylouceni srazek u varianty AC
N—UV+ (0 35 %) a EC N- VU- (0 37 %).

Mnoho studii popisuje zvySeni celkové koncentrace proteinii v pSeni¢ném zrnu pfi
nedostatku vody [99, 100]. Stejné¢ jako my 1 Hamiikova [97] pozorovala vyznamné sniZeni
obsahu gliadinovych proteinti vlivem sucha, ackoli pfi jejim experimentu byla ovlivnéna
pouze frakce o 2. Podobné jako v nasi praci popisuji pokles koncentrace a-a y-gliadint za
sucha Yang a kol. [101], ktefi vSak na rozdil od nas zaznamenali také u HMW gluteninovych
podjednotek v disledku deficitu vody pokles a nartst koncentrace zjistili pouze u LMW
gluteninovych podjednotek. V rozporu s naSimi vysledky jsou Zhang a kol. [100], ktefi
zaznamenali narist celkové koncentrace gliadinti pti vystaveni pSenice kultivaru Gaocheng
8901 nedostatku vody.

Vliv UV zafeni se také vyznamné projevil, a to jak na celkové koncentraci gliadina
(varianta DRY EC N— UV- zvySeni o 25 %), tak i na celkovém mnozstvi glutenini (varianta
DRY EC N+ UV- zvySeni o 40 %). Nejvice podjednotek reagovalo za sucha nezévisle na
vzduSné koncentraci CO, a limitaci dusikem. Vylouceni UV zafeni zpisobilo vyznamny
nariist obsahu proteint u frakci gliadini ©-5 1 (DRY AC N-o0 71 %), ®-5 2 (DRY EC N—
064 %), 1 (WET AC N—a EC N+ 0 80 %, DRY EC N+ 048 %) a a 3 (DRY EC N-o0 35
%) a glutenint HMW 2 (DRY EC N+ 0 50 %) a LMW (DRY EC N+ 0 40 %). Vyjimkou byla
pouze gliadinova frakce -5 3 u které byl pii normalni koncentraci CO,, hnojeni dusikem

a vylouceni srazek pozorovan vyznamny nartist koncentrace proteint pii pisobeni UV zatfeni
(0 66 %).

Studie zabyvajici se vlivem UV-B zafeni na kvalitu pSenicného zrna piinaSeji Casto
protichiidné vysledky. Hamiikova [97] zaznamenala vliv UV zéafeni pouze u gliadinové frakce
B 1, ktera podle jejich vysledkt vykazovala narist mnozstvi proteint pii pisobeni UV zéfeni.
Yao a kol [102] zaznamenali pokles celkové koncentrace proteinii v zrnu u ozimé pSenice
kultivaru Shiman 15 pii zvySené urovni UV-B zéfeni. Naopak pii pokusech s jarni pSenici
Zu a kol [103] popisuji zvySeni koncentrace proteinli pSeni¢ného zrna v disledku zvySeni
urovné UV-B zéafeni a Lizana a kol.[104] neprokédzali vyznamny vliv UV-B zafeni na
koncentraci pSeni¢nych proteint.
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Mén¢ vyznamnym faktorem ovliviiujicim slozeni pSeni¢ného lepku byla zvySena
koncentrace CO,. Pfi zvySené koncentraci CO,, plsobeni UV zafeni, vylou€eni pfirozenych
srazek a bez hnojeni dusikem byla sniZena koncentrace gliadinovych proteinli frakce B 1
(031 %) a gluteninovych proteinti frakce HMW 2 (o 33 %) a HMW 3 (o0 32 %). Naopak
nartist obsahu proteinti frakce gliadinti § 1 pfi zvySené koncentraci CO, byl pozorovan
u hnojené varianty WET UV- (o0 65 %) a stejnym zplisobem reagovala i nehnojena varianta
WET UV+ frakce ®-5 1 (EC nariist o 63 %).

Hamtikova ve své praci [97] zjistila také vyznamny pokles obsahu proteini gliadinové
frakce B 1 vlivem zvySené koncentrace CO,. Ve shod¢ s nasimi vysledky Hogy a kol [105]
zaznamenali u pSenice jarni odridy Triso pokles celkové koncentrace pSeni¢nych proteinti
1 pokles koncentrace samotnych lepkovych proteinii pfi zvySené koncentraci CO,. Podle jejich
studie celkové gliadiny a jejich podjednotky ®-5,m-2,1 o a y byly pii zvySené koncentraci
CO, vyznamné¢ sniZeny a celkové gluteniny a jejich podjednotky nebyly vyznamné ovlivnény.
Bylo prokazano, Ze pSenice péstovana za podminek zvySené koncentrace CO, vykazuje vyssi
pomér C/N a piedpokladéd se, Ze toto relativni snizeni celkového N vzhledem k mnoZstvi
C povede ke snizeni celkového mnozstvi proteinii [105]. Pfi zvySené koncentraci CO,
zaznamenali také Wieser a kol [35] a Hogy a kol. [59] prikazné sniZeni celkového mnozZstvi
proteinti pSeni¢né¢ho zrna a zmény ve slozeni jednotlivych proteinovych frakci s vyjimkou
albumint a globulind, pficemz tento efekt se vice projevil u gliadinovych proteinti a jejich
podjednotek nez u frakci gluteninii. Tento jev vysvétluji napiiklad Wieser a Seilmeier [44]
tim, Ze syntéza gliadinti a glutenl je regulovana dostupnosti dusiku pfi vyvoji zrna a proto
jsou vice ovlivnény na dusik a glutamin bohaté gliadiny nez gluteniny [105].
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6 ZAVER
Cilem této diplomové prace bylo sledovat vliv zvySené¢ koncentrace oxidu uhlicitého,

dusikatého hnojeni, sucha a UV zafeni na obsah proteinii gluteninové a gliadinové frakce
lepku.

Ozimé psSenice odridy Bohemia byla kultivovana na Experimentdlni stanici Centra
vyzkumu globalni zmény AV CR v.vi. vDomaninku u Bystfice nad Pernitejnem
v Ceskomoravské vrchoving (49°521'N, 16°235'E, nadmoiska vyska 575 m). Experiment
probihal ve 24 komorach umoznujicich automatickou fumigaci zvySenou koncentraci CO,,
manipulaci srazek a vylouéeni UV radiace u poloviny komor. Vzorky byly vysety
10. fijna 2012 v hustot¢ 4 MKS na ha. V poloviné¢ kvétna byla zahijena fumigace zvySenou
koncentraci CO, v koncentraci 700 pmol.mol™". Parcelky uvnitt komor byly rozd&leny na dvé
Gasti, jedna byla hnojena davkou dusiku 200 kg N ha” adruha hnojena nebyla. Sklizeii
tprobihala ru¢né.

Gliadinové proteiny byly separovany metodou A-PAGE, separace gluteninovych proteinii
byla provedena metodou SDS-PAGE. Obsah proteinil jednotlivych frakci gliadint a glutenin
byl stanoven pocitacovou denzitometrii.

Za nejvyznamnéjsi faktor ovliviiujici kvalitu pSeniéného zrna Ize jednoznacné povazovat
hnojeni dusikem, které vyznamné zvysilo obsah vétSiny gliadinovych podjednotek a vSech
gluteninovych podjednotek i1 celkovou koncentraci gliadinti a gluteninti. Nartst koncentrace
proteint jednotlivych frakci se projevil zejména pii plisobeni piirozenych srazek (vSechny
»-1,2 gliadiny, ®-5 gliadiny, gliadinova frakce 3 1, a 1 a o 3 a vSechny frakce glutenini),
sucho bylo ve vétsing€ pripadi limitujicim faktorem.

Vyznamny byl i vliv sucha, které v ramci gliadinové frakce zpiisobilo vyznamné sniZeni
obsahu proteind u frakci -1,2 1 a 3, -5 3 a B 1. U gluteninti byl pozorovan opacny efekt.
Vylouceni srazek vyznamné zvysilo jak celkové mnozstvi glutenini, tak i1 vSechny frakce
HMW glutenind.

Vylouceni UV zafeni zvysilo vyznamné koncentraci gliadinovych frakei o-5 1 a 2, B 1
a a 3 a gluteninovych frakci HMW 2 a LMW.

Zvysena koncentrace CO, se projevila pouze v malé mife a jeji ucinky byly znacné
protichidné. Ocekavany pokles obsahu proteini byl pozorovan u frakce glutenind
HMW 2 a 3 a gliadinové frakce 1 pfi pisobeni UV zafeni, nedostatku dusiku a vylouceni
piirozenych srazek. Odlisné reagovaly vzorky pifi plsobeni pfirozenych srazek. Varianta
WET N+ UV- frakce gliadini B 1 vykazovala vyznamny nartist obsahu proteini a stejnym
zpisobem reagovala varianta WET N— UV+ frakce o-5 1.
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8 SEZNAM ZKRATEK

A-PAGE
ELISA
FACE
HMW
HPLC
LMW
LRM
MALDI
MS

NIR
RP-HPLC
Rubisco
RuBP
SDS
TEMED
TOF
TPT
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acid polyacrylamide gel electrophoresis
enzyme linked imunosorbent assay

free air CO, enrichment

high molekular weight

high-performance liquid chromatography
low molekular weight

laboratorni referencni metoda

matrix assisted laser desorption ionization
mass spectrometry

near infrared spectrometry

reverse phase high-performance liquid chromatography
ribulosa-1,5-bisfostatkarboxylasa/oxygenasa
ribulosa-1,5-bisfosfatem

sodium dodecyl sulfate
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin

time of flight detektor

fosfat-triosafostat-fosfoglycerat-translokator



