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ABSTRAKT

ZvySovanie koncentracie CO2 Vatmosfére ovplyviluyje fotosyntézu rastlin a nasledne jej
metabolity. V tejto praci sme sa zamerali na zstenie vplyvu zvySenej koncentracie CO:2
vatmosfére na gluteninovi frakciu bielkovin uozimnej pSenice (Triticum aestivum).
Sledovana odroda Bohemia pestovana vroku 2014 bola pestovana pri normalnej (AC)
azvySenej (EC; 700 pmolmol!) koncentracii oxidu uhli¢itého v atmosfére. Polovica vzoriek
bola hnojend dusikatym hnojivom (N*; 200 kg.ha'!), druhd polovica bez dusikatého hnojenia
(N-). Polovica vzoriek bola pestovana vsuchych podmienkach (DRY) druhda mala pocas
kultivaicie pristup k prirodzenym zrazkam (WET). Posledny sledovany parameter bola
kultivacia za pristupu UV zarenia (UV*) abez pristupu UV zarenia (UV~). Gluteniny boli
zmiky  extrahované  isopropanolom s DTT, separované  metodou  SDS-PAGE
a kvantifkované pocitaovou denzitometriou. ZvySena koncentracia CO2 preukazatelne
mizila obsah gluteninov vo variantich UV*. Najvyznamnej$i vplyv na obsah gluteninov malo
dusikaté hnojenie, ktoré vyrazne zvySuje ich obsah v pSeniénom zme. Pri nehnojenych
variantaich pri UV~ sa dosahovali vysSie koncentracie gluteninov pri zavlazovani, pri UV*
naopak pri kultivacii za sucha. Pri hnojenych variantach bol rozdiel medzi AC aEC
Statisticky zanedbatelny. Najvyssi obsah gluteninov bol u varianty UV*DRY AC N*.

ABSTRACT

Increasing carbon dioxide concentrations in the atmosphere has influence on plant’s
photosynthesis and its metabolits. This bachelor thesis is focused on analysis of glutenin
fraction in winter wheat (Triticum aestivum) var. Bohemia grown in ambient (AC) and
elevated (EC; 700 umolmol!) carbon dioxide concentrations. Plants were cultivated in
conditions with nitrogen fertilization (N*; 200 kg.ha't) and without
fertilization (N-), in presence of UV-B radiation (UV*) and absence of UV-B radiation (UV"),
at drought (DRY) and with ambient irrigation (WET). Grain was harvested at 2014. The
glutenin proteins were extracted from flour by isopropanol and DTT then separated by SDS-
PAGE and quantified by computer densitometry. Elevated carbon dioxide concentration
decreased glutenin concentration in variant UV* otherwise differences between AC and EC
variants were nonsignificant.  The nitrogen fertilization markedly increased glutenin content.
Higher concentrations of glutenins were found in variants UV- WET and UV* DRY. The
highest concentrations of glutenins were found in conditions with presence of UV radiation,
drought and nitrogen fertilization.



KI'UCOVE SLOVA
ozimna psenica, gluteniny, zvySena koncentracia oxidu uhli¢itého, vplyv dusikatého hnojiva,
UV zarenie, sucho, SDS-PAGE

KEYWORDS

winter wheat, glutenins, elevated carbon dioxide concentration, influence of nitrogen
fertilization, UV radiation, SDS-PAGE



CILEKOVA, M. Analyza proteinii gluteninové frakce u ozimé pSenice kultivované v
podminkdach normalni a zvysené koncentrace oxidu uhlicitého . Brno: Vysoké u€eni
technické v Brné, Fakulta chemicka, 2016. 35 s. Vedouci bakalatské prace PhDr. Miroslav
Hrstka, Ph.D.

PREHLASENIE

Prehlasujem, Ze som bakalarsku pracu vypracovala samostatne a ze vsetky pouzité literdrne
zdroje som spravne a Uplne citovala. Bakalarska praca je z hl'adiska obsahu majetkem
Fakulty chemické VUT v Brné a méze byt vyuzita ku komerénym ucelom len se stihlasom
vediceho bakalarskej prace a dekana FCH VUT.

podpis Studenta

Podakovanie: Velmirada by som podakovala mojmu veducemu bakaldrskej prace, panovi
PhDr. Miroslavu Hrstkovi, Ph.D. za jeho vzdy ustretovy pristup, cenné rady a cas venovany
tejto bakaldrskej praci. Dalej by som cheela podakovat Ing. Dominike HamFtkovej za pomoc
a cenné rady ohladom prace v laboratoriu.



OBSAH

o N A

UVOD bbbttt bbb R bbbt b et ne e 7
TEORETICKA CAST oottt 8
2.1 ZMeny KIHIY .ooeiiiiiii s 8
2.2 SuCasnd zmena KIMY .....cccoveviiiiiiiiiii i 8
2.3 Zmeny KONCENTACIE CO2 ..viiiiiiiiiiiiiiiiiesieee ettt 9
2.4 SKIENTKOVY €Kt ....cviiiiiiiiiiicic 11
2.5  Vplyv zvysenej koncentracie CO2 NA rastliny ..., 11
2.5.1 Vplyv zvySenej koncentracie CO2 na PSENICU......eevviiiiiiiiiiiiiiiciie e 12
2.6 PSCNICIE PIOTCINY . eeeviiiiiieiieiiieesiieste e st e steestee e te e st e e sbe et e e ssbeesbeesseeesbeessbeenreesreeenneaens 13
2.6.1  LBPOK ..ttt ne e re e 13
2.6.2 Gliadiny a gluteniny ........ccociiiiiiiiiiiiiic 14
2.7  Metody analyzy pSeniCnych proteinoV.....cccviveiiiieiiiiiiiiie e 15
2.7.1  Elektroforéza v polyakrylamidovom gele.........cccccovviiiiiiiiiiiiiiiiie e 15
2.7.2  ELISA ..ottt r e re e 17
2.7.3  HmOtnostnd SPEKIrOMELIIA ....ccuveeiieiiriiiieiie et 17
EXPERIMENTALNA CAST ..ottt 18
ISt R ¥ 1<) 5 T 1 PRSPPSO RUPROURRR 18
3.2  Stanovenie obsahu gluteninovej frakcie metddou SDS-PAGE............cccoooiiiiiinns 18
3.2.1  PrISTIOJE teeueieiie ittt r e r et nn e neennre s 18
32,2 CREMIKATIC ..o.veeiiieiesiiei e 19
3.2.3  Priprava rOZEOKOV ....ceiiiiiiiiiiiiciec e 20
324 Priprava IOV ..coiiiiiiiiiiciiee 21
3.2.5  Priprava VZOTICK .....cccviiiiiiiiiiiiiiiie ittt st e s snbe e nnnee s 22
3.2.6  EIRKIrOOTEZa ...c.viviiieii e 22
3.27  Vizualizadcia DICTKOVIN ...ccuviiiiiiiiiiie e 23
3.2.8  Vyhodnoteni€ GEloV .......cccuiiiiiiiiiiiiiiee e 23
3.2.9  Spracovanic VYSIEAKOV.......ccciiiiiiiiiiiiiiic i 24
VYSLEDKY ..cooiiuciieeaeiseessesssesssessssessessses s st sssssnns 25
DISKIUSIA ettt ettt e b e be et e s st e nte e e beenbeaneenbeeneeanes 30
ZAVER ..ottt 32
POUZITA LITERATURA .....cootiiiiiieieiie st 33
ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK .....couivimiirmieneiseesnssssssssssssesssssssssssas s 37



1. UVOD

ZvySovanie koncentracie oxidu uhli¢it¢ho v atmosfére je dlhodobo pozorovany jav. Pocas
20. storocia, v obdobi industridlnej éry vSak toto zvySovanie zaCalo naberat’ na rychlosti Oxid
uhlicity a ostatné sklenikové plyny prepustaju kratkovinné zarenie zo Slhka na Zem,
neprepustaji vSak dlhovinné Zarenie zo zemského povrchu, atak sa teplo odraza spit
aspodné vrstvy vzduchu sa zohrievaji. ZvySujica sa koncentracia CO2 Vv atmosfére je
hrozbou, pretoze ma najvacsi podiel na sklenikovom efekte. Vysledkom sklenikového efektu
je ohrievanie ovzduSia, roztipanie ladovcov azmena celkove] klimy ovplyviiujtce)
7ivoCiSstvo aj rastlinstvo na Zemi.

Najvacsou vyzvou pre polnohospodarsku produkcm je uvzivitt l'udska populaciu ktord stile
narasta. Ztohto dovodu je nutné zvySovat’ polnohospodarsku produkciu a sustavne ju
adaptovat’ na meniace sa klimatické podmienky. Je nutné teda pozorovat’ predovsetkym vplyv
CO2 na plodiny ktoré si priamo spojené s ludskou vyzivou. Najvicsm tlohu medz
obilninami zohrava psenica ata je aj predmetom S$tidia v tejto praci Oxid uhlicity je
substratom fotosyntézy rastlin, ktora ho premiefia na biomasu. ZvySeny obsah CO2 VO
vzduchu indukuje zvySeni produkciu biomasy. Kultivicia pSenice v podmienkach zvySenej
koncentracie CO2 sa prejavuje intenzivnej$im odnozovanim, va¢s$im poctom klasov, vysSou
hmotnost'ou obilkky a vysSou celkovou hmotnostou biomasy. NajvyzivnejSou zlozkou pSenice
je lepok, ktorého zavislost na koncentraci CO2 nie je tak jednozna¢na a jeho obsah ma
tendenciu so zvySujicou sa koncentraciou COg2 Vv atmosfére klesat’.

PSenica m4 ako jedind obinina zloZenie lepku idedlne pre tvorbu elastického cesta schopného
tvorby bublin. Lepok sa sklad4d z gliadinov a gluteninov aich vzijomny pomer udava kvalitu
cesta. Kym gliadiny zodpovedaju za elasticitu a roztaznost’ cesta, gluteniny mu dodavaju
pevnost’ a sudrznost’. Jeden bez druhého nie su schopné vytvorit® cesto pozadovanych kvalit.
Obsah proteinov lepku ovplyviiyji do velkej miery aj vonkajSie podnety. Preukdzany je vplyv
dusikatého hnojenia, ktoré zvySuje obsah lepkovych proteinov v endosperme zrna.

Tato bakalarska praca sa zaobera analyzou psSeninych bielkovin, konkrétne gluteninovej
frakcie. Vyskum bol zamerany na zstenie spojitosti medzi momentalnym trendom zvySujucej
sa koncentracie CO2 Vovzdusi a jeho dopadom na proteiny v pSenici. Sledované boli aj dalSie
wplyvy, konkrétne pdsobenie UV Ziarenia, sucha a dusikatého hnojenia.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Zmeny klimy

Klima je definovand ako rezim poveternostnych stavov na urCitom mieste, odvodeny
Zmerania meteorologickych prvkov za urCity ¢as. Klima odpovedd priemernym hodnotam
atmosférickych  a hydrostatickych premennych behom uréitej doby na uritom mieste
azahriuje aj obvyklé extrémy [1]. Studie sedimentov [2] ukazuji, Ze za poslednych
65 milionov rokov sa klima sustavne menila od extrému so zvySujucou sa teplotou, kedy sa na
poloch Zeme nenachadzal 'ad, do extrémov ako boli doby l'adové. Zmeny v klime ovplyviiuji
najmi periodické oscilacie Zeme na jej obeznej drahe a tym spOsobené zmeny v distribicii
a mnozstve shhecnej energie dopadajicej na Zem. Periodické zmeny klimy su tiez dosledkom
zmien kontinentalnej geografie, topografie a oceanskych prudov. KedZze vicésina z tychto
procesov je ovplyvnend pohybmi tektonickych platni, postupne sa menia, vicSinou
jednosmerne po urCit¢é casové obdobie milidnov rokov. Pre konkrétnejSie poukdzanie na
zmeny, ktoré ovplyvnili klimu a majo tektonicky povod je tu napriklad severoatlanticky
wulkanizmus, vytvorenie a rozsirenie Tasmanskeho a Drakovho priclivu, kolizia Indie s Aziou
anasledny vznk Himalaji a Tibetskej nahornej ploSiny, pozdvihnutie zipadnej casti Panamy
a zatvorenie hlavného Amerického prieplavu. Autori z COHMAP (Cooperative Holocene
Mapping Project) [3] uvadzaji, ze od pociatku industrializacnej éry ide vSak znacne z vicSej
Casti o antropogénnu zmenu klimy, stvisiacu so zvySovanim koncentracie oxidu uhlicit€ého
ainych sklenikovych plynov v atmosfére. Vplyv zvySujicej sa koncentracie sklenikovych
plynov aich radiatné pdsobenie ovplyvnilo klimu najviac zo vSetkych pdsobiacich vplyvov
za poslednych 22 000 rokov [4]. Vysledok vyskumu meniacej sa koncentracie sklenikovych
plynov vTadovcoch za poslednych 650 000 rokov [4] ukazali Ze koncentracia plynov sa pred
industridlnou érou menila v urcitych hraniciach. Koncentracia CO2 sa prirodzene pohybovala
medzi 180 ppm do 300 ppm, koncentracia NHs od 320 do 790 ppb a koncentracia N20O sa
pohybovala medzi 195 az 290 ppb. Za poslednych 200 rokov bola tato prirodzena
koncentracia zvySena. Koncentracia metanu sa zvysila az o 120 %, 0 25 % koncentracia oxidu
uhli¢ittho a 09 % koncentracia oxidu dusného. Tieto zdznamy ukazuji masivne zvysSenie
antropogénnych plynov od pociatku industrializacie.

2.1 Sucasna zmena klimy

Existencia a konanie naSej civilizacie prerastlo od zmien v jednotlivych typoch ekosystémov
az na globalnu Uroven a nazyvame ho globalna zmena klimy (GZK). Jednou z tychto zmien je
zvySujuca sa koncentracia sklenikovych plynov v atmosfére. Medzi  sklenikové  plyny
Spriamou vidzbou na [ludskGi c¢innost' patri oxid uhlity uvolfiovany pri spalovacich
procesoch, metan produkovany hospodarskymi zvieratami, oxidy dusiku ako produkty
spalovacich motorov a roznych priemyslovych vyrob, fredny vypustané zrdznych
chladiacich zariadeni a vodnd para. Tieto plyny su priepustné pre kratkovinnia zlozku
dopadajuceho shecného zarenia ale nepriepustné pre dlhovinni zlozku Ziarenmia emitovaného
zo zemského povrchu. V dosledku toho dochiddza k ohrievaniu prizemnych vrstiev ovzdusia.
[1]. Najvacsi vplyv na oteplovanie ma oxid uhli¢ity (az 47 %), metan (27 % ) a fredny (10 %)
[6]. Analyza teploty v pode [5], prevedeni po 10 metroch do celkovej hibky az 600 metrov



elektrickym odporovym teplomerom s presnostou na 0,01 °C ukazala, ze suCasna povrchova
teplota je 0 1,0 £ 0,2 °C vyssia, neZ bola pred piatimi storo¢iami. Pritom za prvé 4 storoCia sa
teplota zvysila o tol'ko (0,5 °C) ako v priebehu samotného 20. storocia.

O wplyve l'udskej spolocnosti na globalny ekosyst¢ém pojednavali uz vyznamné konferencie
vroku 1992 vRio De Janeiro avroku 1997 vKjotu, ktoré si sucastou konvencie OSN
0 klimatickych zmenach. Sprava zroku 1995 wuvadza ako jeden zdvoch zikladnych
problémov GZK narast obsahu sklenkkovych plynov (CO2, NH4, N20), ktoré mdézu ovplyvnit’
oteplovanie Zeme a narast koncentracie aerosolov [5].

2.2 Zmeny koncentracie CO;

Za uplynulych 150 000 rokov mdzeme pozorovat prepojenie zmeny klimy a koncentracie
CO2. Nastup dob Tladovych bol sprevadzany poklesom koncentracie CO2. Koniec dob
ladovych bol charakteristicky uvolnenim az niekolkych gigaton uhlka zmora do ovzdusia.
S rastiicou teplotou klesa rozpustnost’ plynov v kvapaline, atak sa po otepleni, tieto obrovské
mnozstva uhlika uvolnili zmora do atmosféry [5]. Kolisanie koncentracie oxidu uhli¢it¢ho
teda nie je pre nas neznamy jav, obavana vSak moze byt rychlost’ zvySovania koncentracie od
obdobia rozvoja priemyslu.
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Obrazok 1 Zmeny koncentrdcie sklenikovych plynov za poslednych 2 000 rokov [16].

Obr. 1 ukazuje priecbeh zvySovania koncentracie sklenikovych plynov v case. Je zjavné
zvysenie  koncentracie vSetkych sklenikovych plynov v 20. storo¢i spolu so zaCiatkom
industrializacie.

Pocas poslednych 1000 rokov bola koncentracia oxidu uhlicit¢ho v atmosfére pomerne stila,
udrziavala sa Vrozmedzi od 270 do 290 pmol'moll [20]. S rozvojom priemyslu a nasledne;
priemyselnej revolicie sa vSak tato hodnota prudko zvysila. V stucasnej dobe je obsah CO:2
v atmosfére 390 pumolmol! (Gdaj zroku 2010) [22]. Z analyzy ladovcov LawDome [21],
ktord dokumentuje poslednych 1 000 rokov a skiimala vzorky vzduchu odobrané z l'adovca,



autori stanovili pociatok netmerného zvySovania koncentracie CO2 na zaciatok 19. storoCia,
¢o autori vyvodzuju ako doésledok pociatkov rozvoja priemysln. Od tejto doby zvySovanie
stale nabera na intenzite. Podla analyzy vrokoch 1970—1979 bol narast koncentracie
1,3 umol.mol?, zatial' o v rokoch 2000-2006 to bolo uz 1,9 pmolmol?! [28,29]. Pocdas roka
s patrné aj sezonne vykyvy, ktoré su vSak z dlhodobého hladiska zanedbatelné.

V roku 1994 bol vytvoreny jeden znajvacsich vyskumov [5] zmeny koncentracie CO2 kedy
sa pocas jedenastich rokov odoberali vzorky vzduchu v tyzdiiovych intervaloch, z tridsiatich-
dvoch stanovist po celom svete. Bolo spracovanych cez 17 000 vzoriek, ktoré preukazali
badatelné zvySenie koncentracie CO2 za uplynulych jedenast' rokov. Pre priklad, na juznom
pole sa koncentracia CO2 za sledovani dobu zvysila priblime o 12 pmolmol!. Na severnej
pologuli bola preukdzand sezonna dynamika, prevazne v dosledku fotosyntézy a dychania
suchozemského ekosystému. Rocnad priemernd koncentracia CO:2 je vySSia na severnej
pologuli, pretoze su tu sustredené antropogénne emisic CO2. Udava sa ze az 90 % vSetkych
emisii fosinych paliv je sustredenych na severnej pologuli. V priebehu leta vSak na severnej
pologuli klesne koncentracia CO2 aZ pod hodnoty odpovedajiice miestam na juznej pologuli
a to kvoli viacnasobne véacsiemu suchozemskému ekosystému viazucemu COz.

Centrum analyzy oxidu uhli¢it¢ého [23] skumalo vrokoch 2011 a 2012 wplyv fosilnych paliv
na vyluovanie a akumulaciu COo.
CO2 zo spalovania fosilnych paliv

s

120°W 60°W 0° 60°E 120°E 180°
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Obrdazok 2 CO, v atmosfére uvolneny spalovanim fosilnych paliv v obdobi rokov 2011 a 2012 [23].

Najviacsiu emisiu CO2  spdsobenti spalovanim fosinych paliv vidiet nad vychodnou Aziou,
zapadnou Eurdpou a vychodnou castou severnej Ameriky (obr. 2). Globalne emisie vzrastli
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zroku 2011 79,4 miliard ton CO2 na 9,6 miliard ton CO2 vroku 2012. Akumulovalo sa 9 az
10 ppm CO2 za dva roky, ¢o predstavuje zvysenie atmosférického CO2 02,3 % kazdé 2 roky
7o spalovania fosinych paliv.

2.3 Sklenikovy efekt

Kazdé teleso teplejsie ako 0 K vyzaruje energiu. Spektralne zloZenie vyzarovanej energie sa
meni v zavislosti na teplote povrchu telesa ktoré energiu vyzaryje. Tuto zmenu vyjadruje
Wienov zdkon posuvu, kde A vyjadruje vinova dizku maxima energie emitovanej telesom

o teplote T.
Ao =2900/T (1)

Teplota povrchu Sknka je asi 6000 K, ¢o ked dosadime do Wienovho zikona posuvu, zistime
7Ze maximum vyzarovane] energie Slnka je vo viditeInej oblasti spektra, okolo 0,5 um alebo
500 nm. Rastliny, pdda a iné objekty na povrchu Zeme maji podstatne nizSiu teplotu, okolo
290 K. Emitovanid energia, je teda priblne 10 000 nm, ¢o zaradzujeme do dlhovinného
mfracerveného Zarenia.

Podstata sklenikového efektu sa da vysvetlit na priklade skutoéného skleniku. Sklo dobre
prepusta kratkovinné shnedné Zarenie. Ziarenie prenkd do sklenku, je absorbované
rastlinami a objektami a zvySuje ich teplotu. Objekty nasledne vyzaruji viac energie ale stale
v oblasti dlhovinného Zzarenia, nakolko ich teplota sa zvySila len asi na 300 K. Vyzarena
energia putuje ku sklu, ktoré dlhovinné Zarenie silne pohlcuje. Pohltenim Zarenia sa zvySuje
teplota skla, ktoré tak samo zvySuje svoju viastnd dlhovinni radidciu. Cast’ tohto Zarenia je
sice odvadzana do atmosféry mimo sklenik, druhd cast’ sa vSak vracia do skleniku, kde
zvySuje teplotny ufmok kratkovinného zarenia Slnka. Vysledkom je postupné zvySovanie
teploty. Uvedené vlastnosti skla, maji aj niektoré plyny, ktoré¢ sa v sucasnej dobe vyskytuja
v atmosfére Zeme v Coraz viacSej koncentracii. Kratkovinné Zzarenie zo Slnka je atmosférou
mierne absorbované a plyny sklenikového efektu nemaji na tito absorpciu ziaden dopad. Na
rozdiel od toho, dhovinné zarenie emitované zo zemského povrchu zozky atmosféry
pohlcuji. Tato absorpcia zavisi od obsahu vodnych par, CO2 a inych plynov. To znamend ze
zvySujuci sa obsah CO2 Vo vzduchu zvySuje absorpciu Zzarenia zo Zeme zvySuje teplotu
atmosféry a zvySuje dlhovinni radiaciu ktora smeruje prevazne spit na Zem. Prirodzeny
sklenikovy efekt, je tu od pociatku existencie Zeme a vytvara vhodnu klimu pre zvot, bez
neho by bola priemerna teplota na Zemi o 33 °C nizSia ako je teraz atak pravdepodobne
nevhodna pre Zivot [5]. Sklenikovy efekt teda sam o sebe nie je pricinou meniacej sa klimy
a globalneho oteplovania, pricmou je zvySend koncentracia sklenikovych plynov, ktoré
zosiluju sklenikovy efekt.

2.4 Vplyv zvySenej koncentracie CO; na rastliny

Rastliny pomocou fotosyntézy prevadzaji anorganicky uhlk zatmosféry v podobe oxidu
uhlicitého, na organicky viazany uhlk v bielkovinach, sacharidoch, tukoch a dalsich latkach
[5].

Priame U¢inky zvySenej koncentracie CO2 vo vzduchu na rastlny sa prejavuju zmenou
rychlosti fotosyntézy, fotorespiracic a vodivosti prieduchov. Koncentracia CO2 vo vzduchu
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moze vystipit' az na 800 pumolmol! ato hlavne v noci. Teoreticka Gvaha aj praktické pokusy
dokazuji, Ze zvySena koncentracia CO2 zvySuje rychlost’ fotosyntézy pri saturacnej aj
podsaturacnej oziarenosti. Naopak, rychlost’ transpiracie sa so zvySenou koncentraciou CO:2
v atmosfére znizuje ato ovplyviluyje obsah vody Vvpdde, ale aj energeticka bilanciu listov tak,
7ze sa znizuje vydaj energie vo forme latentného tepla (transpirdcia) a zvySuje sa vydaj tepla
do okolittho vzduchu. Modelové stidie poukazali na mozny globalny dopad. Pokles vodivosti
prieduchov a pokles vydaju latentného tepla mozu spOsobit’ oteplenie nad kontinentmi 0 1 az
2 stupne, Co eSte zosini teplotné UCnky zmeny klimy. Vysledkom zmien rychlosti
karboxylace a mhibicie fotorespiracie indukovanych zvySenim koncentracie CO2 vo vzduchu
obklopujuicom fotosyntetické organy je zvySenie rychlosti fotosyntézy. ZvySena koncentricia
oxidu uhlicitétho v atmosfére vSak nepdsobi na vSetky rastlny rovnako. Rozdiel je v rastlinach
C3 aC4. Rastliny C4 su pri momentalnej koncentracii CO2 tymto substratom uz saturované
atak sa nemeni rychlost’ fotosyntézy aj pri d'alSom zvySovani koncentracie substratu. Naopak,
rastlny C3, ktoré tvoria asi 95 % vSetkych druhov rastlin na Zemi, reagujii na d’alSie zvySenie
koncentracie CO2 a rychlost’ fotosyntézy sa moze d’alej zvySovat' [5].

2.4.1 Vplyv zvySenej koncentracie CO; na pSenicu

PSenica patri medz najdolezitejSie plodiny zaistujiice vyzivu l'udstva a tak jej bola venovana
pozornost’ pri skumani dopadu zvysenej koncentracie CO2 Vv atmosfére. Priklad tohto dopadu
na jednotlivé parametre pSenice uvadza Stadia Dijkstry et al. [9]. V tabulke mo6Zeme vidiet
zvySenie hodndt vSetkych parametrov pri kultivacii so zvySenou koncentraciou CO2 VO
vzduchu. Rozdiely vtestovani dvoch rozdielnych kultivarov pSenice [5] ukazali Ze oba
kultivary sa od seba pricbehom vyvoja liSia len na pociatku kultivacie, potom bola uz reakcia
oboch odréd na zvySenu koncentraciu rovnaka. CO2 indukoval intenzivnejSie odnozovanie, ¢o
sa prejavilo vdcSou hustotou porastu a naslednou absorpciou vécSieho podielu fotosynteticky
aktivnej radiacie dopadajucej na porast. Rastliny sa tiez vyvijali rychlejSie. Za pozitivny vplyv
zvysenej koncentracie CO2 sa teda moZe povazovat najmid zvySenie rychlosti fotosyntézy
ateda zviaCSenic obsahu biomasy, zvySenic odnoZovanmia atym zvacSenie asimilacnej plochy
porastu atak aj vacSej hmotnosti obiliek a klasu. Zvysenie koncentracie CO2 sa ztychto
udajov mdze javit ako poztivne, pretoze zvySuje vynosy pSeniénych klasov, ale celkovy
obsah bielkovin, ktoré predstavuji najvyzivnejSiu Cast’ pSenicného zrna, sa znizil o 7,9 %
[26]. Okrem koncentracie CO2 ovplyviyju rychlost fotosyntézy a tvorby biomasy faktory
prostredia. Je to dopad slhecného Zarenia, teplota, zavlazovanie a pSenica je do velkej miery
ovplyvnena mineralnou vyzivou. Neexistuja dlhodobé pokusy [5], ktoré by poukazovali na
moznost’  vysokej produkcie celkovej suSiny pri minimalizovanych davkach mineralnych
zivin. Wolf vo svojom vyskume [7] pestoval jarni pSenicu pri koncentracii 315 pmol CO:2
mol? a695 pumol CO2 mol!. Sledoval 7 pokusnych variant liSiacich sa v dostupnosti N, P
a K vedla kontrolnej varianty s dostatocnym zisobenim tychto prvkov. Deficit P a N sa
prejavil podstatnym znizenim pozitivneho vplyvu zvySenej koncentracie CO2 na hmotnost
suSiny nadzemnych organov a obiliek. Naopak, vo vicsine pripadov doslo k poklesu
mineralnych Zivin v désledku posobenia CO2. Toto znizenie odpovedd predstave o znizeni
obsahu mineralnych zvin v rastlindich pestovanych pri zvySenej koncentracii CO2. ZvySena
koncentracia CO2 teda zvdcSuje uCmnnost’ minerdlnych zivin, a je tu moznost’ vysSich vynosov
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pestovania pSenice pri vySSich koncentraciach oxidu uhli¢it¢tho a suCasne nizSich davkach
priemyslovych hnojiv.

Tabul’ka 1 Charakteristika vynosovych prvkov a dalsich zloZiek pSenice obecnej (Triticum aestivum)
pri jej plnej zrelosti, pestovanej v normdlnej a zvysenej koncentrdcii CO, vo vzduchu [9].

Parameter pmol (COz) mol*

374 706
Celkova biomasa (gm?) 2302 2709
Vynos zrma (gm?) 1009 1206
Index trody 0,437 0,443
Hmotnost’ susiny stebla (gm?) 579 678
Hmotnost’ suSiny listu (gm?) 362 409
Pocet klasov (m2) 669 756
Pocet obiliek v klase 34,3 35,5
Hmotnost obilky (mg) 40,8 42

2.5 PSenic¢né proteiny

PSenicné zrmo sa sklada ztroch Casti. Su to obalové Casti, klicek a endosperm. Obalové Casti
sa nazyvaji otruby asu tvorené predovSetkym zpolysacharidov ako celuloza, pri
spracovavani zrna su odstranené. Klicek predstavuje zarodok, obsahuje geneticki informaciu
a vyrastie z neho nova rastlna. Pri mlynskom spracovani byva odstraneny kvoli svojej kratkej
chemickej stabilite v dosledku vysokého obsahu tukov. Endosperm tvori najvacSiu Cast’ zrna
aje zdrojom zisobnych latok pre rastlinu v obdobi klicenia. Skladd sa ztroch Stvrtin zo
Skrobu a 10-13 % tvoria bielkoviny. Psenicna mika je takmer Cisty pomlety endosperm.
Obsah akvalita endospermu uruje kvalitu pSeninej muky [14]. Podla rozpustnosti sa
bielkoviny vendosperme delia na albuminy, globuliny, gliadiny a gluteniny. Albuminy
a globuliny sa radia medz nelepkové bielkoviny. Velka cast’ znich si enzymy a zicastiyu
sa metabolickych procesov. Albuminy st rozpustné vo vode, globuliny v roztokoch soli.
Gliadiny a gluteniny su proteiny ktoré tvoria pSenicny lepok. Gliadiny st rozpustné
v70-80% ethanole, nerozpustné vo vode a gluteniny su rozpustné v zriedenych roztokoch
kyselin a zisad atiez su nerozpustné vo vode [17]. Zcelkového obsahu bielkovin tvoria
15-20 % albuminy a globuliny. Nachadzaju predovsetkym v obalovych vrstvach zrna a maju
minimalny alebo zadny vplyv na kvalitu cesta pripraveného zpsSeninej muiky. Primarnu
ulohu v tvorbe matrixu cesta maju lepkové proteiny [25].

2.5.1 Lepok

Lepok, taktiez oznaCovany ako glutén je zmesou proteinov gliadinu a gluteninu v pSeni¢nom
zime. Lepok je nerozpustny vo vode a mdézeme ho zskat vymytim Skrobu zcesta, vdaka
comu ziskame elasticki hmotu zndmu ako seitan. Lepok je zdrojom vyzivnych proteinov
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acasto sa priddva do potravy snizkou nutricnou hodnotou. Hydratovanim gliadinov
a gluteninov vznik4 elasticky a tvarny lepok, ktory ma velky vyznam pre pripravu kysnutého
cesta apecenych produktov [18]. Funk¢né vlastnosti lepku je mozné obnovit' rehydrataciou
atato vlastnost' je vyuwZvana pri vyrobkoch ako je pSenicny vitalny lepok v podobe suchej
zmesi. Ako lepok sa tiez oznacuju bielkoviny po odstraneni kukuriéného Skrobu z kukurice.
Tento lepok mad vSak Uplhe iné vlastnosti a nie je schopny tvorit’ elasticki hmotu, ako
pSeni¢ny lepok. V suCasnej dobe sa stale viac stretavame s pojmom celiakia, ktory oznacuje
autoimunitné ochorenie, ktoré je spdsobené¢ intoleranciou lepku. Intolerancia sa vzt'ahuje na
vSetky druhy lepku, nie len na pSenicny, ¢i uz ide o proteiny tvoriace lepok v raz, ja¢meni
alebo ovse. Takzvané ,gluten-free potraviny oznacujii produkty, ktoré lepok neobsahuju,
alebo obsahuji menej nez definované mmnozstvo tychto ceredlnych proteinov (zvyCajne to
byva 200 ppm) [19].

2.5.2 Gliadiny a gluteniny

Podl'a funkcie gliadinov a gluteninov v pSenicnom zrme ich radime medzi zisobné proteiny
[19]. Termin gliadin a glutenin bol osvojeny vroku 1980 T.B. Osbornom [7], ako
pomenovania pre proteiny pSeniéného lepku. Vyskumnici predniesli koncept o rozdieloch
v kvalite lepku, ktoré by mohli byt spdsobené¢ zmenou v pomere tychto dvoch zikladnych
Zloziek lepku. Rozne kvality lepku dalej podmienuji kvalitu pSenicnej miky a tie sa prejavia
v kvalite pekarenskych vyrobkov. Uz v starSich vyskumoch [8] sa objavuje porovnanie muiky
Sréznym pomerom gladinu a gluteninu. Ukazalo sa, ze miika v ktorej ma vySSie zastipenie
glutenin vytvara silné, hizevnaté a nelepivé cesto. Naopak, vacsi pomer gliadinov sposoboval
neforemné a lepivé cesto. Dalej sa viak ukdzalo, Ze problematika nie je tak jednoducha
a jednoznacna. Proteiny tvoriace lepok pre pSenicu predstavuji zdsobu ammokyselin ktoré
dodavajii ziviny zrndm pri kliceni. Dominantnd aminokyselina je kyselina glitamova ktord je
vpSenici obsiahnutd ako glutamin, druhou najviac obsiahnutou aminokyselnou je prolin
a obsahuje aj stopové mnozstva lyzinu.

Hlavny rozdiel medzi gliadinmi a gluteninmi psSenice je v analyze ich funkc¢nosti Gliadiny su
monomérne polypeptidové retazce s molekulovou hmotnostou 30-80 kDa a gluteniny su
viacretazcové  Struktiry  polypeptidov  navzijom  pospdjané¢  disulfidickymi  vizbami
s molekulovou hmotnostou 15 —150 kDa [18]. Hydratované gliadiny st elastickejSic a menej
kohézne ako gluteniny a maji predovSetkym wplyv na viskozitu (rozt'aznost’) cesta.
Hydratované gluteniny su kohézne aj elastické a su zodpovedné za pevnost’ a elasticitu cesta.

Gluteniny st polypeptidy lepku, ktoré si navzijom pospajané disulfidickymi mostikmi.
Zlepku je ich mozné izolovat premytim 70% ethanolom, v ktorom sa rozpustia gliadiny
a vzniknuty sediment predstavuje gluteniny. Gluteniny vendosperme predstavuju 45 %
zcelkového obsahu biekkovin. Moézu byt klasifkované do dvoch skupin, na
vysokomolekularne (HMW) a nizkomolekukarne (LMW) podjednotky. Vysokomolekularne
gluteniny  disponuji  molekulovou hmotnostou od 100 do 140 kDa atvoria 5-10 %
zcelkového obsahu proteinov, nizkomolekularne gluteniny od 30 do 55 kDa atvoria
20-30 % celkovych proteinov. Navzijom si pospajané disulfidickymi mostikmi a tvoria
heterogénnu zmes polymémych polypeptidov. Tieto vizby moézu byt rozruSené pri analyze
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biclkkovin redukénymi ¢inidlami ako [B-mercaptoethanol alebo dithiothreitol. Gluteniny teda
patria  medzi najvacSie proteinové molekuly v prirode s molekulovou hmotnostou desiatok
milibonov. Rozdiely vo velkosti podjednotiek, polarite a pocte cysteiovych zvyskov
ovplyviiuje moznost’ tvorby disulfidickych mostikov. Tie su zodpovedné =za stavbu
polymérnej Struktiury gluteninu [24].

2.6 Metdody analyzy pSeni¢nych proteinov
2.6.1 Elektroforéza v polyakrylamidovom géle

Podstatou elektroforézy je pohyb nabitych castic vplyvom vlozeného jednosmerného
elektrického pola. Ak je castica nesuca ndboj Q vystavend vplyvu jednosmerného
elektrického pola o intenzite E, posobi na tuto casticu sila F. Elektroforéza vseobecne
predstavuje systém dvoch elektrod,  ktoré st ponoren¢ do vodivého -elektrolytu. Ako
elektrolyt sa najcastejSie pouziva thmiaci roztok sionovou silou asi 0,05-0,10. Vodivé
spojenic medzi katddou aandédou je realizované poréznym materidlom obsahujicim
elektrolyt, ktory zabezpecuje konStantni hodnotu elektrického pola v celom systéme.
Pohyblivost’ Castice je dana jej rozmerom, tvarom, nabojom castice a viskozitou prostredia
ktorym prechadza.

v=—-E=u-E 2)

Rychlost’ cCastice popisuje rovnica (2), kde k je konStanta a U je pohyblivost castice. Zo
vztahu vyplyva, Ze rychlost i6nu umiestneného vtomto systéme bude priamo Umerna
pohyblivosti a tak je mozné separovat’ i6n s vySSou pohyblivostou od idnu s pohyblivostou
nizSou [12].

Polyakrylamidovy gél je vyuzivany kvoli jeho vysokej mechanickej stabilite, priehladnosti
a chemickej nereaktivite. Gél je  pripravovany v laboratornych ~ podmienkach
z akrylamidového monoméru, a zosietovadla, najCastejSie to byva N,N’-methylenbisakryl-
amid. Polymerizicia prebicha medzi dvoma sklami (obr. 3), bez pritomnosti vzduchu.
Vlastnosti gélu moézu byt upravované pomocou zmeny koncentracie monoméru v celkovom
objeme gélu, ktord sa méze pohybovat' od 4 — 16 %.

Obrazok 3 Aparatura pre polymerizaciu polyakrylamidového gélu obsahujuca dve skla,
plastovy stojan, tesniace gumicky a umelohmotny hrebienok pre vytvorenie elektroforetickych
drah v géle.
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2.6.1.1 SDS-PAGE

Nazov tejto metddy sa skladd zdvoch casti. SDS (dodecylsulfait sodny; z anglického sodium
dodecyl sulfate) je detergent ktory ma negativny naboj a rozpiSta hydrofobne molekuly.
Polynukleotidové retazce proteinov maji rézny tvar vdaka svojej sekundarnej, terciarnej
a kvartérnej Struktare. Cielom SDS-PAGE je rozdelit molekuly na ziklade ich molekulovej
hmotnosti  a rozdielna priestorova Struktira by sposobovala rozdiely v rychlosti migracii
tychto molekul aj vpripade, ze ich molekulovd hmotnost je rovnaka. Z tohto ddvodu je
prvym krokom pri SDS-PAGE denaturdcia bilekovin. Okrem toho Ze SDS zdenaturuje
bielkoviny teda vytvori linedrne polynukleotidové retazce, bielkoviny nabije zipornym
nabojom atie nasledne vsetky putuji rovnakym smerom ato ku kladnej elektrode. PAGE
(elektroforéza v polyakrylamidovom gele z anglického polyacrylamide gel -electrophoresis)
naznauyje vyuzivanie polyakrylamidového gélu vtejto metdode. Akrylamid je monomér
polyakrymamidu apri jeho zosietovani vznika g€l, ktory vo svojej Struktire obsahuje
dutinky, ktorymi pri pripojeni elektrického pradu putuja bielkoviny. Kvoli svojej velkosti
maji malé molekuly moznost’ prechadzat’ ako velkymi, tak aj malymi dutinkami v géle, na
rozdiel od velkych molekul, ktoré st pri pohybe gélom viac ovplyvnené odporom prostredia.
Pri elektroforéze teda najd’alej doputujt molekuly s malou molekulovou hmotnost'ou [10].

2.6.1.2 A-PAGE

A-PAGE je elektroforéza prebiehajuca za nativnych podmienok. Proteiny s analyzované
vich nativnom stave, bez denaturdcie, kedy je zachovand sekundarna a vysSie Struktiry
bielkovin. Rychlost migracie nezileZi len na molekulovej hmotnosti a naboji bielkovin, ale
tieZ na ich 3D S$truktire. Skratka A-PAGE znamena kysla elektroforéza v polyakrylamidovom
g€le. Systétm vykazuje pH okolo 3,0 atoto kyslé prostredie nabije bielkoviny kladnym
nabojom a tie nasledne putuju k zapornej katode, ¢o je hlavny rozdiel oproti SDS-PAGE kde
molekuly putuju ku kladnej andde [10].

A-PAGE umoziuje delenie bielkovin o podobnych molekulovych hmotnostiach, na ziklade
odlisnosti v naboji pri modifikovanych formach postranného ret'azca. Do systému sa pridava
mocCovina ruSiaca vodikové védzby v proteinoch. Tiez meni elektroforeticki mobilitu na
zéklade zvySovania koeficientu trenia protemnov [11].

2.6.1.3 2-D Elektroforéza

Dvojrozmema elektroforéza vyuziva dve po sebe nasledujiice elektroforetické metody a to
izoelektricki  fokusacu  a SDS-PAGE  elektroforézu.  Je  vhodnd  pre  delenie
vysokokomplexnych proteinovych zmesi. Najskor sa pomocou elektrickej fokusacie v jednom
smere (rozmere), Vgradiente pH, separuju latky podla svojich izoelektrickych bodov.
Nasleduje SDS-PAGE vkolmom smere, kde sa delia latky podla molekulovej hmotnosti.
Tymto postupom vznikni dvojrozmerné ,jmapy* ktoré po skenovani mozno kategorizovat
apouzit' pre identifikaciu zli¢enin [13].
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2.6.2 ELISA

Z anglického  ,Enzyme-Linked Immunosorbent Assay“ je jedna znajpouzivanejSich
imunologickych metéd urCena k detekcii nizkych koncentracii protilatky a antigénu. Je
zalozend na Specifickej interakcii medz protilatkou a antigénom, pricom je na jednu z tychto
latok kovalentne naviazany enzym (peroxiddza alebo fosfataza), ktory katalyzuje premenu
substratu, ktory je pridany do reakcnej zmesi, na produkt. Produkt je farebny a jeho
koncentracia sa meria spektrofotometricky alebo fluorimetricky, v pripade fluoreskujucich
produktov. Koncentracia produktu je priamoumerna koncentracCii antigénu alebo protilatky vo
vzorke. Metody ELISA sa vyuzivaji v diagnostike infekénych ochoreni cloveka a zvierat,
dalej k detekcii toxinov, hormoénov a proteinov. Spolo¢nym znakom metéd ELISA je
zakotvenie antigénu alebo protiatky na nerozpustny nosi¢, ¢o ulahCuje separaciu
imunochemicky naviazanych molekul. Nerozpustny nosi¢ mdze byt povrch titracnej nadobky
alebo povrch mikrotitracnej dosticky [42,43].

2.6.3 Hmotnostna spektrometria

Je technika zaloZzena na deleni ionov vo vakuu v plynnej faze, na zdklade pomeru ich
hmotnosti a naboja (mvVz). Analyzované molekuly sa musia najskor ionizovat' a nasledne, ak
maju dostatoni vnutorni energiu, rozdeluju sa na uréité fragmenty ionov podla pomeru ich
hmotnosti a naboja asu detekované v spektrofotometri. Su viaceré moznosti ionizacie ako
napriklad elektronova ionizacia a chemicka ionizacia pri GC-MS, ionizacia elektrosprejom,
fotoionizacia pri atmosferickom tlaku a chemicka ionizacia pri atmosferickom tlaku pri
LC-MS. Pre priklad, pri elektronovej ionizacii sa elektrony zrychlia v elektrickom poli na
energiu asi 70 eV anasledne interaguju s analyzovanymi neutralnymi molekulami. Narazom
neutralne molekuly stratia elektron a vzniké radikal kation. Ten sa vd’aka dodanej prebytocnej
energii rozpada atvori viacero fragmentov. Kazdy takto fragmentovany ion moze podlichat
dalsej fragmentacii. Takto fragmentované iony dalej postupuji do detektora. Pri ionizacii
elektrosprejom je vzorka rozpustend v polarnom rozpustadle a nasatd cez ocelovu kapilaru.
Aplikaciou napétia asi 2,5-4 kV to ustia kapilary sa vytvori silné elektrické pole a vzorka je
rozpraSena v podobe aerosoly v podobe nabitych kvapocok. Teply prud dusiku odparuje
rozptStadlo atym sa kvapky zmenSuyji az dojde k explozi kvapky a vytvori sa viacero
menSich. To sa opakuje, dokym vanalyte nie si samostatné i6ny. Takto sa analyzuju
zliCeniny s molekulovou hmotnostou menej nez 100 az viac nez 1 000 000 Da. Tento spdsob
je vhodny pre analyzu velkych molekul, ako su bielkoviny. Vystupom zo spektrofotometra je
zavislost’ intenzity v tzv. hmotnostnom spektre (osa y) na pomere m/z (osa x). Najvyssi pik je
potom oznaceny ako zikladny pik a predstavuje 100 % intenzitu idnov. ZvySok spektra je
potom normalizovany na zakladny pik. Hmotnostny spektrometer sa sklada ztroch
zakladnych cCasti ato zdroj i6nov, hmotnostny analyzator a detektor. Pre volné prechidzanie
Castic analyzovanej latky zjedného konca zariadenia do druhej, aby nedochddzalo k zrazkam
s molekulami vzduchu, je wvnutri celého zariadenia, analyzitoru aj detektoru vakuum. Vzorka
sa moze ionizovat priamo, alebo az po aplkacii inej separacnej metédy ako plynova
chromatografia (GC) alebo vysoko u¢inna kvapalinova chromatografia (HPLC) [38].
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3. EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Material

Experiment bol realizovany v Centre vyskumu globalnej zmeny A V CR, konkrétne na ich
experimentalnej  stanici v Domaninku u Bystfice nad PernStejnem. Tato oblast’ je
charakteristickd bohatymi zrdzkami. Priemerny ro¢ny thrn zrazok je tu 610 mm a priemerna
rocna teplota 7,2 °C. Pddny typ je modalna kambizol s geologickym podlozim zvetrana rula
vhibke 60 —90 cm. Podnym druhom je poda hlinito-pieséitd so zastipenim pieséitej frakcie
45—-60 % aobsahom ilovych castic pohybujucich sa od 16 %. Kyslost pody sa pohybuje
V rozmedzi pHkci4 — 5.

Stanicu tvori 24 komdr umoziujicich sledovat’ niekol’ko parametrov naraz (obr. 4, obr. 5).
V komorach je zaistend automaticka fumigdcia COg2, regulicia zrdZok a je tu tieZ obmedzena
priepustnost pre UV zarenie. Komory maju Sestuholnikovy tvar, ktorého opisand kruznica
ma priemer 4 m, vySka komory je 2 m. Ich strop tvoria otoéné lamely, ktoré na zaklade
signalov zo zrazkomeru regulyji mnoZzstvo zrdzok (dry vs. wet). Ako materidl lamiel boli
pouzit¢ dva typy transparentnych akrylatov, prvy typ priepustny pre UV-A aj UV-B Zarenie
(UV*) adruhy priepustny cCiastoéne pre UV-A zarenie (UV™). Vzduch so zvysenou (EC)
alebo normalnou (AC) koncentraciou CO2 bol vhanany do komdr pomocou ventilaéného
systému po celom obvode komory. Vnutorna plocha kazdej komory bola rozdelend na dve
Casti, ztoho polovica bola hnojend dusikatym hnojivom- vapenatym ledkom (N*) a druha
polovica ostala bez pridavku hnojiva (N-).

V experimente bola pouzitd ozimna psSenica odrody Bohemia. Vysiata bola 10.-11.10.2013
vhustote 4 MKS na ha (miliony klicivych semien). Fumigacia zvySenou koncentraciou CO2
(700zmol -mol™) bola zahdjend vrastovej fize v polovicke méja. Polovica sklenku bola
hnojend davkou dusiku 200 kg.hal. Celkovo bolo sledovanych 48 sklenkkov, ktoré pokryli
kombinacie vSetkych skumanych faktorov, pricom kazdd kombinicia bola zalozend na troch
opakovaniach. Zber urody bol prevedeny rucne a nasledny vymlat prevedeny pomocou
maloparcelnej mlaticky (Wintersteiger).

3.2 Stanovenie obsahu gluteninovej frakcie metoédou SDS-PAGE
3.2.1 Pristroje

e Analytické vahy HR-120-EC od firmy HELAGO® CZ Hradec Kralové. Parametre:
kapacita 120 g najmensi dielik 0,1 mg, atest CMI.

e Centrifiga MLW T52.1

e Vortex —stuart firmy MERCI s.r.o.

e Termoblok TDB-100 firmy BIOSAN, Riga

e Aparatura pre elektroforézu Mini-PROTEAN 3 od firmy BIO-RAD

e Zdroj Power Pac 300 od firmy BIO-RAD

e Trepacka LT2
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Obrazok 4 Kultivacné komory na experimentdlnej stanici v Domaninku u Bystrice nad Pernstejnem.

(Obrazok laskavo poskytol Ing. Karel Klem. Ph.D.)

Obrdazok 5 Detail pokusnej plochy v kultivacnej komore na experimentdlnej stanici v Domaninku
U Bystriice nad Pernstejnem. Vlavo nehnojend (N”), vpravo hnojend (N*) varianta. (Obradzok laskavo
poskytol Ing. Karel Klem. Ph.D.)

3.2.2 Chemikalie

e Akrylamid (SERVA)

e N, N’'-methylenbisakrylamid (SERVA)

e TRIS — tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma ALDRICH)
e Kyselina chlorovodikova (Penta)

e SDS — dodecylsulfat sodny (Sigma ALDRICH)

e Peroxodisiran aménny (SERVA)

e Bromfenolova modi Na sl (SERVA)

e TEMED — N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (SERVA)
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e Glycin (SERVA)

e DTT —dithiothreitol (Sigma ALDRICH)

e Glycerol (Sigma ALDRICH)

e 2-merkaptoethanol (Sigma ALDRICH)

e Methanol (Lach-Ner)

e Brilantni modi G 250 — Coomasie Blue (SERVA)
e Kyselina octova (Lachema)

e Ethanol (Lachema)

e Butanol (Lachema)

3.2.3 Priprava roztokov

3.2.3.1 Roztoky na pripravu gélov

Roztok A:

Roztok B:

Roztok C:

Roztok D:

Roztok E:

Roztok F:

TEMED:

29,2 g akrylamidu a 0,8 g bisakrylamidu bolo rozpustenych v 100 ml vody.
Roztok sa uchovava pri teplote 4 °C.

18,16 g TRIS bolo rozpustenych v50 ml vody, po rozpusteni bolo pH
upravené pomocou koncentrovanej HCI na 8,8, potom bol roztok doplneny na
100 ml. Roztok sa uchovava pri teplote 4 °C.

18,16 g TRIS bolo rozpustenych v50 ml vody, po rozpusteni bolo pH
upravené¢ pomocou koncentrovanej HCI na 6,8, potom bol roztok dopleny na
100 ml. Roztok sa uchovava pri teplote 4 °C.

10 g SDS bolo rozpustenych v 100 ml vody. Roztok je nutné chranit’ pred
svetlom, uchovava sa v temne.

0,1 g peroxodisiranu aménneho bolo rozpustenych v1 ml vody. Roztok je
nutné¢ pripravit pre kazd¢é stanovenie Cerstvy.

10 mg bromfenolovej modrej bolo rozpustenych v1 ml vody. Roztok sa
uchovéava pri teplote 4 °C.

komercne dodavany roztok

3.2.3.2 Pomocné roztoky

Elektrodovy pufer: V 1000 ml bolo rozpustenych 6 g TRIS, 2 g SDS a 18,8 g glycinu.

TRIS pufer:

Roztok sa uchovava pri teplote 4 °C. Tento roztok sa pouziva opakovane.
V 450 ml destilovanej vody bolo rozpustenych 3,76 g TRIS, 10 g SDS,
5 ml merkaptoethanolu a 50 ml glycerolu. Po rozpusteni bolo upravené
pH pomocou koncentrovanej HCI na pH 6,8. Roztok sa uchovava pri
laboratérnej teplote.

Vzorkovy pufer: Bolo zmiesanych 4,8 ml roztoku C, 4 ml roztoku D, 0,2 ml roztoku F,

6 ml glycerolu, 48 ml vody a 1 ml merkaptoethanolu. Roztok sa
uchovava pri teplote 4 °C.

3.2.3.3 Roztoky na vizualizdciu bielkovin

Stabilizacny roztok: Bolo zmiesanych 100 ml methanolu a 400 ml vody. Roztok bol

opakovane pouzivany a uchovavany pri laboratornej teplote.
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Barviacii roztok:  Bolo zmieSanych 0,5 g Coomasie Blue G, 250 ml methanolu, 100 ml
koncentrovanej kyseliny octovej a 450 ml vody. Roztok bol opakovane
pouzivany a uchovavany pri laboratérnej teplote.

Odfarbovaci roztok:Bolo zmiesanych 250 ml methanolu, 100 ml koncentrovanej kyseliny
octovej a 650 ml vody.

3.2.4 Priprava gélov

Elektroforetické skld boli najskor dokladne odmastené, oplachnut¢ vodou a vyleStené
buni¢mou namocenou v ethanole. Skld boli upevnené do stojanu tak, ze vicSie sklo bolo
vzadu. Spodné hrany skiel boli pritlacené na gumenti podlozku, ktord zabraiovala vyteCeniu
gélu spomedz skiel. K stanoveniu bol pouzity 10% separacny gél a 5% zaostrovaci gél.

3.24.1 Separacny gél

Do kadicky boli pomocou automatickych pipiet nadavkované pozadované objemy
jednotlivych roztokov, pre pripravu 10% Separacného gélu podla tabulky 2.

Tabul’ka 2 Objemy roztokov k priprave 10% separacného gélu

Roztok Objem [ml]
Destilovana voda 11,9
A 10,0
B 7,5
D 0,3
E 0,3
TEMED 0,012

Roztok E aroztok TEMED bol pridany tesne pred naliatim roztoku medz skla. Nasledne bol
roztok naliaty medz skla do vysky asi 2 cm pod horny okraj. ZvySny roztok bol ponechany
v kadicke ako kontrola tuhnutia gélu. Roztok medz sklami bol ihned’ prevrstveny asi 3 mm
vrstvou butanolu, pre wvyrovnanie hladiny a ako ochrana proti vyparovaniu vody. Gél sa
nechal medzi sklami stuhnit’ minimalne 20 min(t. Po stuhnuti gélu bol butabol vyliaty
spomedzi skiel a gél bol niekol’kokrat premyty destilovanou vodou.

3.2.4.2 Zaostrovaci gél

Do kadicky boli pomocou automatickych pipiet nadavkované pozadované objemy
jednotlivych roztokov, pre pripravu 5% zaostrovacieho gélu podla tabul’ky 3.

21



Tabul’ka 3 Objemy roztokov k priprave 5% zaostrovacieho gélu

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

Po pridani roztoku E a TEMED bol zaostrovaci gél rovnomerne naliaty na vrstvu separacného
gélu az takmer po okraj ado priestoru medzi skla bol ihned’ vlozeny elektroforeticky
hrebienok. G¢l sa nechal opit’ stuhnit’ a hrebienok sa odstrafiuje az pred nanasanim vzorkov,
mnak hrozi vysychanie gélu. Hotovy gél je mozné uchovavat v chladnicke, najdlhsie vSak do
d’alSieho dna.

3.2.5 Priprava vzoriek
3.25.1 Extrakciagliadinov

Pre extrakciu gliadinov bolo navdZzenych 200 mg pSeniénej miky do oznacenej
mikroskimavky Eppendorf. Bol pridany 1ml 50% vodného roztoku isopropanolu
a mikroskiimavka bola 30 minit pretrepavana pri laboratornej teplote. Nasledne bol obsah
odstredeny (15 min pri 2500 g za laboratornej teploty). Sediment bol rovnakym sposobom
extrahovany 50 % isopropanolom este dva krat.

3.2.5.2 Extrakcia gluteninov

Po extrakcii gliadinov sa plynule pokracovalo v extrakcii gluteninov. Sediment sa extrahoval
jednym mililitrom 50 % vodného roztoku isopropanolu, ktory obsahoval 50 mM Tris ktorého
pH bolo upravené na hodnotu 7,5 al% DTT. Extrakcia prebiehala 30 min pri 60 °C za
pretrepania mikroskimaviek v intervale kazdych 5 az 10 mmat. Sediment bol odstredeny
(10min pri 10000g =za Ilaboratornej teploty). 0,5 ml wvysledného supernatantu bolo
odobraného do Ccistej mikroskimavky Eppendorf abolo k nemu pridanych 0,5 ml vzorkového
pufru. Takto pripravené¢ vzorky boli uchovavané v mraznicke pri teplote asi — 18 °C.

3.2.6 Elektroforéza

Skla so stuhnutym gélom boli vytiahnut¢é z drziakov aboli ocistené od zvyskov gélu na
vonkajSich stranach skiel Elektroforeticky hrebienok bol odstraneny spomedz siel. Bola
zostrojend elektroforetickd aparatira do ktorej boli zasadené a zaistené skla tak, ze vicsSie sklo
bolo umiestnené smerom von. Do wvnutornej Casti, medz dvojice skiel, bol naliaty elektrodovy
pufer az po vrch skiel, tak ze sa pufer dostal az ku gélu a vytvoril sa s elektrédami uzavrety
elektricky obvod. Do vonkajSej casti elektroforetickej aparatiry, do vanicky z vonkajsSej
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strany skiel, bol naliaty elektrodovy pufer asi do polovice vysky skiel. Pomocou automatickej
pipety a dlhej Spicky bolo davkovanych 5 pl vzorku gluteninov do kazdej rovnomernej jamky
v géle. Prvi a posledni jamku sme vzdy preskakovali a vzorky do nich sme nenanaSali. Takto
pripraveni aparatiru sme napojili na zdroj napitia, kde bolo nastavené konStantné napitie
100 V. Elektroforézu sme nechali prebiehat’ 120 — 130 minut kym celo vzorku doputovalo az
na koniec skla. Pocas elektroforézy bolo nutné pravidelne kontrolovat’ hladinu elektrodového
pufru. Ak pretekal pufer zvnitornej cCasti aparatry do vonkajSej, tak bolo treba pufer
dolievat’, aby sa neprerusil obvod a tym sa nasledne nezastavila elektroforéza.

3.2.7 Vizualizacia bielkovin

Po ukonceni elektroforézy boli skla vytiahnuté z aparatiry a viozené do misky s destilovanou
vodou. Odrezanim kusku gélu na strane sme si spravili znacku, aby sa nam nezamenila prva
stopa za posledni. Z misky bola wyliata voda ata bola nahradena stabilizatnym roztokom
v ktorom bol gél ponoreny 5 minit. Nasledne bol stabilizaény roztok vymeneny za farbiaci na
30 minut. Po zafarbeni bol roztok zliaty a gél bol prevrstveny odfarbovacim roztokom,
Vv ktorom ostaval gél 90 minit. Cely proces vizualizicie bielkovin od stabilizicie az po
odfarbovanie prebichal na trepacke. Po zZiati odfarbovaciecho roztoku bol gél premyty
destilovanou vodou a zabaleny do potravinarskej folie s prilozenym zodpovedajiicim popisom
jednotlivych elektroforetickych drah. Gély boli uschovavané v chladniCcke pri teplote 4 °C.
Cely proces vizualizacie bol vykondvany v ochrannych vinylovych rukaviciach kvoli vysokej
toxicite akrylamidu.

3.2.8 Vyhodnotenie gélov

Hotové gély boli naskenované a kvantifikicia gluteninov bola prevedend pomocou programu
FUJIFILM, Science Lab 2006, Multi Gauge, wverzia 3.1. Vysokomolekularne aj
nizkomolekularne gluteniny boli prevedené zo zon na piky a integraciou bola vypocitana ich
plocha.
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Obrazok 6 Scan gélu s popisom pripraveného ku kvantifikdcii
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Na obrazku 6 mozeme vidiet jednotlivé zdny gluteninovej a gliadinovej frakcie bielkovin
rozdelené podla ich molekulovych hmotnosti Jednotlivé podjednotky putovali z hornej cCasti
gélu dole. Najmenej vzdialené od zaciatku st vysokomolekularne gluteniny, ktoré st
rozdelené na dalie tri podjednotky (HMWI1, HMW2, HMW3). Najdalej doputovali
nizkomolekularne gluteniny. PO stranach na obrazku bol nadavkovany Sigma-marker.
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Obrazok 7 Vysledok kvantifikacie naskenovanych gélov

Vysledok kvantifikacie na obrazku7 zobrazje piky ktorych plocha popisuje obsah
jednotlivych  bielkovinovych  podjednotiek. ~ Pozorovatelny je najvd¢si obsah LMW
gluteninov.

3.2.9 Spracovanie vysledkov

Po tom ¢o boli zony jednotlivych podjednotick gluteninov prevedené na piky, boli hodnoty
ploch jednotlivich zon vynaSané do grafov. Porovnavané boli celkové mnoZstva proteinov za
rozdielnych podmienok a nasledne aj jednotlivé podjednotky gluteninov navzajom. Pomocou
funkcie STDEV.P sme vypocitali smerodatni odchylku merani, ktoré bolo vzdy prevadzané
tri krat. Na zadklade smerodatnej odchylky sme nasledne mohli ur¢it’ relevantnost’ nameranych
udajov. V grafoch sme sledovali parametre ktoré najviac vplyvali na koncentraciu
gluteninovej frakcie proteinov a spitost’ zvySenej koncentracie CO2 a obsahu gluteninov.
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4. VYSLEDKY
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Obrazok 8 Graf zobrazujuci zavislost plochy pikov celkového obsahu proteinov gluteninovej
frakcie na rozlicnych podmienkach pestovania psenice (koncentracia CO2 — AC vs. EC,
dusikaté hnojenie — N* vs. N-, sucho — dry vs. wet, UV Ziarenie — UV* vs. UV-). Stlpce
zndzornuju aritmeticky priemer a chybové usecky so smerodajnou odchylkou (SD) z troch
opakovani.

Z obrazku 8 je zrejmé, Ze najvicsi vplyv na celkovy obsah gluteninov mala dusikatd vyziva.
S vynimkou varianty UV~ WET AC bol unehnojenych rastlin narast obsahu gluteninov
Statisticky vyznamny (pri variante UV* DRY EC N* bol narast dokonca o 134 % oproti
variante UV* DRY EC N-). Vplyv zvysenej koncentracie oxidu uhlicit¢ho sa prejavil len pri
nehnojenej variante. Prinormalne zavlaZovanych nehnojenych rastlinach bol zsteny vACSi
obsah gluteninov nez v rastlinich trpiacich suchom. Naproti tomu prihnojenych rastlindch
bol vic¢si obsah gluteninov pri suasnom pdsobeni sucha. Tento zdanlivy paradox je mozné
vysvetlit' tak, ze v podmienkach dostatku vlahy a dusiku rastliny vytvoria viac Skrobu a tim
relativne menej proteinov (zriedovaci efekt). Pri pdsobeni UV zarenia a sucha bol v zrmach
vacsi obsah gluteninov ako pri pésobeni UV Ziarenia za normalych zrazok. Pri kultivacii bez
pristupu UV Zarenia bol vdcs$i obsah gluteninov v zrnach pri normalnych zraZkach, ako pri
kultivacii za sucha. NajvyS$§i obsah gluteninov sme zaznamenali pri kultivacii za sucha
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s UV Ziarenim, v atmosfére s normalnou koncentraciou oxidu uhlicitého, za sucasného
posobenia dusikatého hnojenia. Za zvySenej koncentracie oxidu uhli¢it¢tho bez dusikatého
hnojiva sa dosiahlo najvicSieho obsahu gluteninov vo variante pri normalnej vlahe bez
pristupu UV Ziarenia.
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Obrazok 9 Graf zobrazujuci zavislost plochy pikov vysokomolekularnych proteinov I gluteninovej
frakcie na rozlicnych podmienkach pestovania psenice (koncentracia CO, — AC vs. EC, dusikaté
hnojenie — N*vs. N-, sucho— dry vs. wet, UV Ziarenie — UV* vs. UV"). Stipce zndzornujii aritmeticky
priemer a chybové usecky so smerodajnou odchylkou (SD) z troch opakovani.

Vo frakci HMW1 (Obrazok 9) malo tiez najvacsi vplyv na zvySenie obsahu gluteninov
dusikaté hnojenie. Okrem varianty UV~ WET AC dusikaté hnojenie zvysilo obsah gluteninov
vo vSetkych variantach. Najviac sa vplyv dusiku prejavil na variante UV* DRY EC kde sa v
hnojenej variante zvysil obsah HMW1 az 092 % oproti nehnojenej variante. Vplyv oxidu
uhli¢itého sa prejavil len vo variante UV*™ DRY, kde v hnojenych rastlindich za kultivacie pri
zvySenej koncentracie CO2 poklesol obsah HMW1 040 % avnehnojenych rastlinach za
zvySenej koncentracie CO2 poklesi HMW1 051 % oproti podmienkam s normalnou
koncentraciou CO2. Obdobne ako pri obsahu celkovych gluteninov, obsahovala varianta
UV* bez vlahy viac HMWI1 ako varianta zavlazovani, naopak pri UV~ bolo dosiahnutych
vyssich koncentracii HMW1 pri zavlazovani ako pri kultivacii za sucha. Najvyssi obsah
HMW1 bol zsteny vo rastlinach pestovanych za sucha s UV Zarenim, pri normalnej
koncentracii CO2 =za pritomnosti dusikatého hnojiva. Za zvySenej koncentracie oxidu
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uhlicitého bez dusikatého hnojiva sa dosiahlo najvacSicho obsahu gluteninov vo variante pri
normalnej vlahe bez pristupu UV Zziarenia.
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Obrazok 10 Grafzobrazujuci zavislost plochy pikov vysokomolekuldarnych proteinov 2 gluteninovej
frakcie na rozlicnych podmienkach pestovania psenice (koncentracia CO, — AC vs. EC, dusikaté
hnojenie — N*vs. N°, sucho — dry vs. wet, UV Ziarenie — UN* vs. UV"). Stipce zndzornujii aritmeticky
priemer a chybové usecky so smerodajnou odchylkou (SD) z troch opakovani.

Z obrazku 10 je patrné zvySenic obsahu HMW2 pouztim dusikatého hnojiva u vSetkych
variant okrem UV- WET AC (pri variante UV* DRY EC N* je zvySeniec az 174 % oproti N-).
Vplyv zvySenej koncentracie oxidu uhlicitého sa prejavil len v nehnojenych variantich UV*
DRY (pokles 048 %) a UV* WET (pokles o0 39 %). Rovnako ako v HMW1, mala priaznivy
vplyv na obsah gliteninov HMW2 v zrne, interakcia UV Zarenia so suchom a absencia UV
ziarenia so zavlazovanim. Najviac vysokomolekularnych gluteninov 2 sa zstilo pri hnojenej
variante za poOsobenia sucha, UV Zarenia a prinormalnej koncentracii CO2. Bez dusiku za
zvysenej koncentracii CO2 bol najvacsi obsah HMW2 pri  zavlazovani a siCasnej
nepritomnosti UV Ziarenia.
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Obrazok 11 Grafzobrazujuci zavislost plochy pikov vysokomolekularnych proteinov 3 gluteninovej
frakcie na rozlicnych podmienkach pestovania psenice (koncentracia CO, — AC vs. EC, dusikaté
hnojenie — N*vs. N°, sucho — dry vs. wet, UV Ziarenie — UN'* vs. UV"). Stipce zndzornujii aritmeticky
priemer a chybové usecky so smerodajnou odchylkou (SD) z troch opakovani.

Zgrafov na obrazku 11 je vidiet, ze hnojenie zvySilo obsah glutenmov HMW3 vo vsetkych
variantach, okrem UV- WET AC (v UV* DRY EC mala hnojena varianta az o 206 % Vvyssi
obsah HMW3 ako nehnojena varianta). ZvySena koncentracia CO2 znizila obsah gluteninov
vo variante UV* DRY (-52%) a UV* WET (-39 %) oproti variantdm so sufasnou
koncentraciou COg2. Pri posobeni UV ziarenia mdZzeme pozorovat’ vyssi obsah HMW3 pri
suchu, naopak pri absencii UV Zarenia bol obsah HMW3 vys$i pri normalnej vlahe. Najvyssi
obsah HMW3 bolo namerany v suchych podmienkach s pritomnostou UV  Ziarenia,
S dusikatym hnojenim a zvySenou koncentraciou oxidu uhli¢it¢ho. Bez dusikatého hnojenia,
za zvySenej koncentracie CO2 bol najvacsi obsah HMW3 pri zavlaZovani a sucasnej
nepritomnosti UV Ziarenia.
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Obrazok 12 Graf zobrazujuci zavislost plochy pikov nizkomolekularnych proteinov gluteninovej
frakcie na rozlicnych podmienkach pestovania pSenice (koncentracia CO, — AC vs. EC, dusikaté
hnojenie — N*vs. N°, sucho — dry vs. wet, UV Ziarenie — UN'* vs. UV"). Stipce zndzornujii aritmeticky
priemer a chybové usecky so smerodajnou odchylkou (SD) z troch opakovani.

Ako je patrné z Obrazok 12, dusikaté hnojenic spdsobuje zvySenie obsahu
nizkomolekularnych gluteninov u vSetkych variant okrem UV~ WET (AC aj EC) a UV* WET
AC. Oxid ohlicity znizuje koncentraciu gliteninov len v nehnojenych variantach UV* DRY
(=36 %) a UV* WET (-29 %). Vplyv UV zarenia a sucha je analogicky ako pri HMW3 na
Obrazok 12. Najvyssi obsah LMW bol namerany v suchych podmienkach s pritomnost'ou UV
ziarenia, s dusikatym hnojenim a normalhou koncentraciou oxidu uhli¢it¢ho. Bez dusikatého
hnojenia, za zvySenej koncentracie CO2 bol najvicsi obsah HMW2 pri zavlazovani a sticasnej
nepritomnosti UV Ziarenia.
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5. DISKUSIA

Na ziklade vysledkov nasho experimentu bol vyhodnoteny vplyv jednotlivych faktorov na
obsah gluteninov v pSenicnej mike. NajvyznamnejSi vplyv malo dusikaté hnojenie, ktoré
samostatne, aj pri interakcii s ostatnymi faktormi vyznamne zvySovalo obsah gluteninov.
Obsah HMW gluteninov pri UV*WET AC (o zodpoveda pestovaniu v sucasnej klime) bol
047 % vyssi pri hnojeni dusikom 200 kgh't oproti nehnojenej variante. Vyskum z roku 2010
[39] sa zhoduje snasimi vysledkami a potvrdzuje zvySenie obsahu gluteninov V pSeniénom
zme pri kultivacii za poOsobenia dusikatého hnojenia. Analyzovanych bolo osem kultivarov
pSenice, pestovanych pri roznych koncentraciach dusikatého hnojiva. Pri variante Sremica
(kultivar s vynikajicimi reologickymi vlastnostami) bola zvySend koncentracia HMW o 10 %
pri hnojeni dustkom 180 kgh! oproti nehnojenej variante. Velky wvplyv dusikatého hnojenia
na zvySenie obsahu bielkovin v pSenicnom zme preukdzali aj Pleijel akol [27], ktori
kultivovali pSenicu v tzv. ,open-top” komorach. Dusik, potrebny na produkciu aminokyselin,
ziskavaji rastliny zpody. Dusikatym hnojenim sa zvySuje obsah dusiku v pdde, ¢o priamo
zvysi produkciu aminokyselin a nasledni proteosyntézu bielkovin.

Hogyova akol. [26] preukazali znizenie celkovej koncentracie pSenicnych proteinov o 7,9 %
pri pestovani za zvySenej koncentracie COg2, zatial o naSe meranie ukazalo pokles
gluteninovej frakcie az o0 30,5 % pri zvySenej koncentracii CO2 vo variante UV+WET, <o
zodpoveda kultivatnym podmienkam experimentu Hogyovej a kol. Hogyova a kol dokazali
aj znizenie obsahu lepku o 11,3 %. Pomer gliadinov a gluteninov, rovnako ako pomer LMW
a HMW podjednotiek gluteninu vSak zostal nezmeneny. Znizenie celkového obsahu proteinov
vo svojej praci potvrdili aj Nimesha a kol. [28], ktori zstili pokles az 12,7 % pri zvySenom
obsahu CO2. Iny vyskum Nimeshy a kol. [29] tiez potvrdzuje vplyv CO2 na nutriéné hodnoty
obsahu pSeniného zrna, aukazuje aj vplyv na reologické vlastnosti miky spdsobené
znizenim  obsahu proteinov. Wieser sa vo svojej analyze [30] =zaobera aj zviast
gluteninmi, gladinmi, albuminmi a globulinmi. Na gladiny (+54 %) malo dusikaté hnojenie
vacsi vplyv ako na gluteniny (+41 %), zatial Co albuminy (+5 %) a globuliny (+4 %) boli
sotva ovplyvnené. ZvySend koncentracia CO2 znizila vSetky proteiny s vynimkou albuminov
a globulinov. Tymto faktorom bola viac ovplyvnena HMW podjednotka gluteninov (—23 %)
nez LMW podjednotka (—12 %). Nasa analyza ukazuje, Ze¢ pokles LMW podjednotky sa
najviac prejavil vo variantaich UV*WET (=29 %) a UV*DRY (-36 %). V HMW podjednotke
klesol obsah gluteninov v UV*WET (-32 %) a v UV*DRY (-50 %). Zcisel vyplyva, ze
kultivicia pSenice pri zvySenej koncentracie CO2 vo vzduchu viac ovplyvnila HMW
podjednotku ako LMW podjednotku. To potvrdzuje hypotézu, z2 LMW podjednotky st
vrastline syntetizované skor ako HMW podjednotky, atym CO2 ovplyvni obsah gluteninov
v podjednotke LMW menej ako HMW.

Vo vyskume Alexieva a kol [31] bol skimany vplyv sucha a UV Zarenia na rast pSenice.
Sucho znizilo vSetky sledované parametre, ato vySku aj vahu rastlin, suchi vahu rastlin,
povrch listov aj relativny obsah vody v listoch (RWC). Triboi a kol. [40] preukazali pokles
proteinov vplyvom sucha az o 18 %. V naSich vysledkoch pri kultivacii za sucha je obsah
gluteninov niz§i ako pri zavlazovani, len pri sGcasnej absencii UV-B Ziarenia. S UV-B
Ziarenim je za sucha VpSenici viac gluteninov ako pri zavlazovani. Pri hnojenej variante je
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rozdiel v obsahu gluteninov vo variantach UV-DRY a UV-WET zanedbatelny. V hnojenej
variante UV'DRY AC N* je obsah gluteninov najvacsi a UV*WET AC N* sa oproti nej
vyrazne  IiSi  (-37 %). Toto vyrazné znizenie obsahu gluteninov Vv hnojenej variante
zasobovanej prirodzenou vlahou, oproti hnojenej variante rastlin trpiacich suchom mozno
vysvetlit zriedovacim efektom, kedy sa pri dostatku viahy a dusikatého hnojiva zacne
produkovat’ v pSenicnom zrme Vviac Skrobu na ukor bielkovin. Kultivicia za sucha je jeden
z faktorov skracujucich obdobie plnenia zrna atym meni pomer proteinovych frakcii na
zaklade rozliénej doby akumulacie roznych frakcil.

UV-B Zarenie sposobilo v stadii zroku 2009 [41] vyznamny pokles obsahu proteinov.
Zistené Vnej bolo aj znizenie obsahu chlorofylu pri kultivacii za obmedzenia UV-B Zarenia,
¢o mamend ze UV-B ma negativny vplyv na parametre spojené s fotosyntézou. Teramura
a kol. [34] preukazal znizenie vynosu semien 08 %. NaSe vysledky ukazuju znizenie obsahu
gluteninov  pri UV-B zZiareni v spojeni s vlahou oproti variante bez UV-B Zarenia. Pri
kultivacii za sucha je vSak obsah gluteninov vyssi pri posobeni UV-B Zzarenia ako bez neho.
Pri sledovani vplyvu UV ziarenia na obsah nutrientov v psenici sa ukazalo, ze ¢im vicsie bolo
ozarovanic UV pocas kultivacie, tym vacsi bol obsah dusiku v koreni, stonke, listoch aj
zrnach. Zmeny vraste a obsahu bielkovin v pSenici su Ciastocne spdsobené v dosledku zmien
Struktiry nukleovych kyselin [32]. DNA sine absorbuje zarenic v UV oblasti, aje preto
nachylnd na poSkodenic UV-B Zzarenim. NajbeznejSic poskodenia sa vyskytuji v zlomoch
DNA, ktoré ovplyviujii presné parovanie dusikatych baz, co vedie k naruSeniu transkripcie
areplkacie DNA. Vysledkom je literatirou opisovany a nami pozorovany pokles obsahu
proteinov pri kultivacii za pritomnosti UV-B Zarenia.

V prostredi posobi pri kultivicii na pSenicu viacero faktorov, a preto je dolezité¢ sa venovat
nielen vplywu faktorov jednotlivo, ale aj vzajomnym interakcidm tychto faktorov. Napriklad
pri sledovani UV-B zarenia v interakcii so zvySenou koncentraciou CO2 sa vynos semien sa
zmensil (-8 %) pri UV Zareni, zvacSil pri zvySenej koncentracii CO2 (+51 %) apri spojeni
oboch faktorov sa vynos zvySil (+14 %), ale menej ako pri pOsobeni samotnej zvysSencj
koncentracie CO2 [34].

Z vysledkov celkovych gluteninov, tak aj zvysledkov ich jednotlivych frakcii sa ukazalo Ze
najpriaznivejSic na vysoky obsah gluteninov vplyva kultivovanie pSenice v suchom prostredi,
za pristupu UV ziarenia a dusikattho hnojenia. NajmenSie mnoZstvo gluteninov sme
pozorovali u variant bez dusikatého hnojiva so zavlazovanim a s pristupom UV Ziarenia.
Zavlazovanie malo poztivny vplyv na obsah gluteninov pri obmedzeni UV Ziarenia.

Pri  zvySenej koncentraci CO2 vatmosfére je prvou a najefektivnejSou moznost'ou
zachovania, alebo navySenia obsahu gluteninov v pSenicnom zrme, dusikaté hnojenie. Pri
nehnojenych variantich so zvySenym obsahom COg2 Vatmosfére dosahovali najvicsie
koncentracie  gluteninov  kultivary UV-WET, nasledne UV-DRY, potom UV+DRY
a najmensSich koncentracii sa dosahovalo pri variante UV+WET. Po vyli¢eni dusikatého
hnojenia sa ako dalsie efektivne podmienky kultivicie ukdzalo obmedzenie UV Zarenia
spolu s dodavanim vlahy. Pri pestovani za pristupu UV Zarenia sa vSak ukazalo ako
vyhodnej$ia sucha kultivacia.
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6. ZAVER

Cielom bakalarskej prace bolo vyhodnotit’ vplyv zvySenej koncentracie oxidu uhlicit¢ho
v atmosfére na obsah gluteninov v pSenici a taktiez zstit'® aky vplyv ma dusikaté hnojenie,
sucho a UV Zarenie.

Vzorky ozimnej pSenice odrody Bohemia boli pestované na Experimentalnej stanici Centra
vyskumu globalnej zmeny Akadémie vied CR v Domaninku u Bystfice nad Pernstejnom.
Vyskumni  stanicu  tvori 24  komdr, umoziyjicich automaticki fumigdciu  zvySenou
koncentraciou CO2 700 umol'mol?!, polovica zkomér je nepriepustnd pre UV-B Ziarenie
aotocné lamely na strope komdr umoziuji regulaciu prirodzenych zrazok. K tomu bola
polovica kazdej komory hnojend dusikatym hnojivom v davke 200 kg N-ha'l. PSenica bola
vysiata 10. —11.10.2013 vhustote 400 MKS na hektar a fumigacia zvySenou koncentraciou
CO2 bola zahdjend vrastovej fazi vpolovici mija. Tymto spdsobom bolo vysadenych
a sledovanych 16 unikatnych variant roznych kombinacii vplyvov prostredia na pSeniéné
gluteniny, kazdy vtroch opakovaniach, ¢o umozmilo $tatistické vyhodnotenie vysledkov.
Gluteninova frakcia bielkovin bola zmuiky extrahovana pomocou isopropanolu a DTT,
separovand  metodou  SDS-PAGE  anasledne  kvantifkovand  pomocou pocitatovej
denzitometrie.

Najvacsi vplyv na pSeniéné bielkoviny malo dusikaté hnojenie, ktoré vyznamne zvySovalo
obsah gluteninov v pSenicnom zrme. Dusikaté hnojenie a Sicasné zavlaZzovanie vSak znizilo
obsah gluteninov, o je spdsobené tzv. zriedovacim efektom, teda akumulaciou Skrobu na
ukor bielkovin. Vplyv zvySenej koncentrdcie CO2 na obsah gluteninovej frakcie bielkovin
Uozimnej pSenice varianty Bohemia bol vyhodnoteny ako preukazatelny v podmienkach
kultivaicie s UV-B ziarenin. HMW podjednotky boli zvySenou koncentraciou CO2 VO
vzduchu owvplyvnené viac ako LMW podjednotky, ¢o bolo spdsobené tym, ze LMW
pojdednotky gluteninov sa syntetizyi pocas plnenia pSeniéného zrna skor, ako HMW
podjednotky. V kombinacii sucha a UV-B zarenia bol vyS$$i obsah gluteninov, nez pri
kultivacii S prirodzenymi zraZkami. Pri obmedzeni UV-B zarenia bolo viac proteinov v zrne
pri kultivacii za pristupu vlahy. UV-B zarenie v podmienkach normalnej vlahy znizilo obsah
gluteninov, zrejme kvoli citlivosti DNA na zarenie zUV oblasti, ktorda nasledne ovplyviyje
proteosyntézu.
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8. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

AC
A-PAGE
COHMAP
DTT

EC

ELISA
GC

HMW
HPLC
LMW

MS

OSN

SD

SDS
SDS-PAGE
TEMED
uv

normalna koncentracia CO2

kysla elektroforéza v polyakrylamidovom géle
Cooperation Holocene Mapping Project
dithiothreitol

zvySend koncentracia CO2

Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay
plynova chromatografia

vysokomolekularne podjednotky gluteninu
vysokoucinna kvapalinova chromatografia
nizkomolekularne podjednotky gluteninu
hmotnostna spektrometria

Organizicia spojenych narodov

smerodatnd odchylka

dodecylsulfat sodny

elektroforéza v polyakrylamidovom géle s pouzitim SDS
N, N, N’, N’-tetramethylethylendiamin

ultrafialové Zarenie
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