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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva vlivem zvysené koncentrace CO2 (700 pmol-mol™) na obsah
proteinu gliadinové frakce pSenice ozimé (Triticum aestivum) rané odridy Avenue a pozdni
odridy Tobac. Pro separaci gliadinovych proteinti byla pouzita metoda A-PAGE a nasledna
kvantifikace byla provedena pocitacovou denzitometrii. Byl zjistén vyznamny vliv genotypu
na gliadinovou frakci lepkovych proteinti. Vlivem zvysené koncentrace CO2 doslo ke snizeni
obsahu gliadinovych frakei odridy Avenue, naopak obsah gliadinovych frakci odrady Tobac
pii zvySené koncentraci CO2 vzrostl. Piisobenim zvySené koncentrace CO2 byl u odridy
Avenue zaznamenan vyrazny rozdil v celkovém obsahu gliadinovych frakci a u frakce

ol,2-gliadind. U odridy Tobac byl zji§tén vyrazny rozdil pouze u gliadinové frakce 1,2.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with an influence of elevated concentration of carbon dioxide
(700 umol-mol™) on the protein content of gliadin fraction in winter wheat (Triticum
aestivum) early var. Avenue and late var. Tobac. To separate gliadin, the A-PAGE method
was used, proteins were quantified by computer densitometry. Signitificant influence of
genotype on the gliadin fraction of the gluten proteins was found. Due to the increased
concentration of CO>, the content of the gliadin fraction of the Avenue variety was reduced,
while the content of the gliadin fraction of the Tobac variety increased. Effect of elevated CO>
concentration was at var. Avenue showed a significant difference in total content of gliadin
fraction and fraction m1,2-gliadins. A significant difference was found in the var. Tobac only

in the fraction w1,2-gliadin.
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1. UvOD

Rust koncentrace CO2 v atmosféfe je bézny jev, ke kterému dochazelo od rané historie
planety Zemé¢. Soucasna rychlost narGstu koncentrace oxidu uhli¢itého v atmosféfe je jednou
Koncentrace CO2 na pocatku primyslové revoluce v poloving 18. stoleti se pohybovala
vrozmezi 270-280 upmol-moll. V roce 2018 ¢inila koncentrace CO2 v atmosféfe
400 umol-mol™. S rostouci koncentraci CO2 dochazi sou¢asné k ristu koncentrace dal3ich
sklenikovych plyni v atmosféfe (vodni para, oxidy dusiku, methan, ozon, freony), které
ovlivituji Klima. S rostouci koncentraci CO2 dochazi ke zvySovani teploty ovzdusi a zménam
meteorologickych jevi. ZvySend koncentrace CO2 stimuluje fotosyntézu, rychlost dychani
a rast rostlin. Lze tedy predpokladat, Ze v budoucnosti bude dochazet ke zvySovani vynosh
zemédé@lskych plodin. Soucasné dochazi vlivem zvysené koncentrace CO2 k ovlivnéni také
chemického slozeni rostlinnych pletiv, coz ovliviiuje obsah sacharidt, dusiku a bilkovin.

Jednou z nejvyznamnéjsich hospodarskych plodin je pSenice, kterd predstavuje hlavni
zdroj zivin pro vétSinu populace, a proto se jeji produkce neustdle zvySuje. Z pSeni¢ného zrna
se ziskavd mouka, ktera je hlavnim zdrojem pro vyrobu potravin, jako je chléb, téstoviny nebo
nudle.

Kvalitu tésta ovliviiuji predevsim lepkové proteiny, které 1ze rozdélit na dvé skupiny:
monomerni gliadiny a polymerni gluteniny. Lepek dopovidé za elasticitu a roztaznost tésta,
soudrZnost a schopnost udrZzovat vodu. Tyto parametry jsou ovlivnény vzajemnym pomérem
gliadinti a glutenind a zastoupenim jednotlivych proteinii gliadinové a gluteninové frakce.

Cilem diplomové prace bylo stanoveni obsahu proteinti gliadinové frakce u dvou
odrid ozimé pSenice Sruznou délkou vegetacni doby péstované pii normalni a zvySené
koncentraci CO2. Prace méla rovnéz piinést poznatky o tom, jak se méni obsah jednotlivych

frakei gliadinti v podminkéch zvysené koncentrace CO-.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Zmény klimatu

Zménu klimatu lze definovat jako zménu meteorologickych podminek trvajici nékolik let,
popi. déle. Tato zména se muze tykat jednoho parametru, Castéji je tato problematika
komplexnéjsi. [1].

Zmény klimatu na Zemi sahaji az k samotnému jejimu vzniku. Soucasné informace
0 klimatickych zménach jsou vSak omezené, nejcastéji jsou ziskavany analyzou ledovct nebo
moiskych koralii. V obdobi poslednich 5 az 7 miliont let dochazelo ke stfidani glaciala (doba
ledovd) s interglacialy (doba meziledova), a v disledku toho dochdzelo k ochlazovani Zemé.
V pribéhu obdobi pied 20 az 10 tisici lety doSlo k otepleni o 5 °C s primérnou rychlosti
0,05 °C za 100 let [4]. Od konce 19. stoleti vzrostla teplota vzduchu o 0,6 °C, obé polokoule
vykazuji stejné teplotni tendence a vykyvy. Soucasné dochézi k tfad¢ klimatickym jevi, jako
je tani ledovcl a zvySovani teploty hladiny mofi. Od poloviny 20. stoleti dochazi
k rychlej$imu zvySeni no¢ni teploty oproti denni teploté, coz dokazuje zesileni sklenikového
efektu [6]. Teplotni vykyvy na Zemi jsou zobrazeny na obrazku 1.

Zmény v atmosféte vznikaji pfevazné kumulaci sklenikovych plynd, mezi které patii
oxid uhli¢ity, methan, oxid dusny, vodni para, fluorované uhlovodiky aj. Tyto plyny zachycuji
zafeni vysilané do vesmiru a dochazi tak k oteplovani planety Sklenikové plyny vznikaji pii
spalovani fosilnich paliv, chovu dobytka, péstovani ryze, pouZivani primyslovych hnojiv
ajinych lidskych cinnostech. To bylo potvrzeno jednak pozorovanim od roku 1958, tak

I analyzou ledovcu [3].
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Obrdazek 1: Graf zndzornujici vykyvy teplot na Zemi v letech 1880 - 2018. Prevzato a upraveno dle [7]



2.1.1. Sklenikovy efekt

Sklenikovy efekt je jev, pfi kterém kratkovinné slunecni zafeni prochazi atmosférou a dopada
na zemsky povrch, ktery ohfivd. Ohtaty zemsky povrch vyzaiuje stejné mnozstvi energie
0 del§i vinové délce do kosmického prostoru. Cést zafeni je pohlcena a vyzafena zpét na
zemsky povrch sklenikovymi plyny [5].

Sklenikovy efekt je dilezitym jevem, nebot’ globalni teplota zemského povrchu by
byla bez sklenikového efektu o 30 az 40 °C nizsi. Intenzita sklenikového efektu byla rozdilna
V jednotlivych vyvojovych obdobich Zemé v zavislosti na koncentracich sklenikovych plyni.
S nizkou koncentraci sklenikovych plyna klesala také teplota povrchu Zemé¢ a tato obdobi se
nazyvaji dobami ledovymi [5].

Tepelné zéteni, které je vysilané ze zemského povrchu, je zachyceno sklenikovymi
plyny v hornich vrstvach atmosféry, kde je teplota mnohem niz$i nez na povrchu Zemé. Toto
zéafeni nemuze byt vysildno do kosmického prostoru, protoze sklenikové plyny salaji pti této
teploté velmi slab¢. VétsSina zafeni je tedy odrazena zpét k povrchu Zemé. Naopak sklenikové
plyny v dolnich vrstvach atmosféry zachycuji tepelné zafeni, kdy cast tohoto zafeni je
pohlcena a dochazi k ohfevu vzduchu v dolnich vrstvach atmosféry, a ¢ast je vysalana jako
difuzni zafeni vSemi sméry. V zavislosti na vyssi teploté oproti hornim vrstvdm atmosféry je
intenzita difuzniho zéfeni vyssi [5].

2.1.2. Zména koncentrace CO2

Zmény koncentrace CO2 v atmosféfe nejsou novym ukazem. Podle analyz dochazelo
k pravidelnému kolisani koncentrace CO2 pii kazdém stiidani dob ledovych a meziledovych.
Za poslednich 420 tisic let kolisala koncentrace CO2 v pasmu 190-280 pmol-mol™, ale nikdy
neptekro¢ila hodnotu 300 pmol-mol™. Cast minulého tisicileti se koncentrace CO:
pohybovala nepatrné v rozmezi 270-280 pmol-mol™ [4]. Koncentrace CO- v atmosféte se od
poloviny 18. stoleti zvysila o 25 %, coZ byva pfisuzovano spotiebé fosilnich paliv a zm&nam
ve vyuzivani pidy [2]. Na po¢atku roku 2007 doséhla koncentrace CO2 381 umol-mol™?, coz
je asi 0 35 % vyssi koncentrace nez pied zacatkem prumyslové éry [4]. V roce 2018 ¢inila
koncentrace CO; v atmosféte 400 pmol-mol ™.

ZvySenim koncentrace CO:z dochazi nejen ke zvySovani koncentrace dalSich
sklenikovych plynt, ale také ke zvySeni depozice dusiku na sousi i v mofich. [2]. Zmény
koncentrace CO2 na Zemi Vv poslednich letech jsou zobrazeny na obrazku 2. Mnozstvi CO>
vzniklé spalovanim fosilnich paliv zavisi na mnozstvi uhliku v palivu. Cast CO;

vyprodukovaného lidskou ¢innosti je pohlcovana v oceanech, zachycena biosférou a ptidou
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a cast zustava v atmosfére. Ro¢né jsou produkovany miliardy tun oxidu uhli¢itého intenzivni
tézbou a spalovanim fosilnich paliv [4].
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Obrazek 2: Graf znazornujici zmény koncentrace CO> na Zemi v letech 1958 - 2018. Prevzato
aupraveno dle [7]

2.2. Vliv zvySené koncentrace CO na rostliny

Rostouci koncentrace CO: ovlivni téméf vSechny klicové biologické procesy, zejména
fotosyntézu a fotorespiraci a vodivost praduchi [8, 9]. Oxid uhli¢ity ma na rostliny dva piimé
ucinky. Prvnim funkci CO: je role aktivatoru enzymatické aktivity primarniho enzymu
Calvinova cyklu, ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylazy/oxygenazy, tzv. RUBISCO. Béhem této
reakce dochazi k navazani jedné molekuly CO2 na inaktivni enzym. Jde o pomaly vratny d¢;j,
karbamylaci. V druhém kroku probiha rychld nevratna reakce, béhem které se navaze kation
Mg?* a vznikne aktivovany komplex. Tento d&j je katalyzovany enzymem RUBISCO-
aktivdzou. Druhd funkce CO2 spociva v tom, ze je reaktantem pii karboxylaci, coz je
enzymaticka reakce CO2 s primarnim akceptorem ribulosa-1,5-bisfosfatem (RuBP). Nejdiive
dochéazi pfi karboxylaci k navazani CO2 na aktivni misto enzymu RUBISCO a vznikly
komplex nasledn¢ reaguje s molekulou RuBP. Tim vznikaji triosafosfaty, které jsou
primarnimi produkty Calvinova cyklu. Z popsanych reakci vyplyva, ze CO: je aktivatorem

a zaroven substratem fotosyntézy [9].
2.2.1. Vliv na fotosyntézu

Kratkodobé plisobeni zvySené koncentrace CO2 vede k narlstu intercelularni koncentrace

CO.; a tedy ke zvySeni asimilace u C3-rostlin. Koncentrace CO. v atmosféfe neni
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V soucasnosti schopna plné saturovat karboxyla¢ni aktivitu RUBISCO. Vys$si pomér mezi
CO2 a O2 zvySuje pravdépodobnost navazani molekuly CO2 na aktivni misto enzymu
RUBISCO, coz vede k uptfednostnéni karboxylacni aktivity enzymu pied oxygendzovou
aktivitou. To se projevi potlatenim fotorespira¢niho cyklu [9].

Ke zvyseni rychlosti asimilace CO2 dochazi pfi intenzité¢ slune¢niho zafeni vyssi nez je
250 pmol-m™?-s? [9]. Pfi niz8ich intenzitach svétla je pro fotosyntézu limitujici mnozstvi
dopadajicich fotonl. Za téchto podminek se vliv zvySené koncentrace CO2 na rychlosti
asimilace neprojevi [11].

Odezvy rostlin na zvysSenou koncentraci CO2 jsou rozdilné, zavisi na rostlinném
druhu, stupni minerdlni vyzivy, délky kultivace nebo synergického plsobeni jinych
stresujicich faktorti. Stimulacni efekt zvySené koncentrace CO: klesd s délkou pusobeni
zvySené koncentrace CO2. To lze pozorovat pii nedostate¢né mineralni vyzivée rostlin. Stav,
pii kterém je rychlost asimilace pfi saturacni ozatrenosti a saturacni interceluldrni koncentraci
CO2 rostliny péstované pii zvySené koncentraci CO2 niz$i nez u rostlin kultivovanych
vV podminkéch pfirozené koncentrace COz, se nazyva aklimacni deprese fotosyntézy.

Mira poklesu asimila¢ni kapacity rostliny pti aklimaéni depresi se 1iSi pro rtizné druhy
rostlin, a pohybuje se v intervalu 30 — 60 % pavodnich hodnot asimila¢ni kapacity.
V literatufe lze nalézt nckolik hypotéz vysvétlujici pficiny nastupu aklimaéni deprese
fotosyntézy [9, 10, 12]:

a) Redistribuce nebo snizeni koncentrace anorganického fosfatu. S rostouci rychlosti
fotosyntézy dochazi ke zvysené akumulaci fosforylovanych meziprodukti Calvinova
cyklu a nasledné k redistribuci anorganického fosfatu (Pi) mezi vnitinim prostorem
chloroplastu a cytosolem. Snizené mnozstvi Pj limituje syntézu adenosintrifosfatu
(ATP), ktery je dulezity pro regeneraci akceptoru RuBP a dokonc¢eni Calvinova cyklu.
Mimo tuto limitaci spotfebou triosafosfati milize snizené mnozstvi Pi a ATP vést
I kK zpétnovazebné limitaci aktivity enzymu aktivasy RUBISCO, coz zpisobuje
pomalou aktivaci enzymu RUBISCO [9, 10].

b) Snizeni obsahu nebo aktivity enzymu RUBISCO. Pokles rychlosti asimilace CO2 muze
byt zpiisoben poklesem karboxylacni aktivity enzymu RUBISCO. Pti dlouhodobém
pusobeni zvysené koncentrace CO2 dochazi k redukci mnozstvi enzymu RUBISCO
i jeho vlastni aktivity in vitro. Lokalni nedostatek P; vede ke snizeni karboxyla¢ni
schopnosti RUBISCO v disledku sniZeni aktivity RUBISCO-aktivazy. DalSim
mechanismem deaktivace enzymu je potlaceni jeho genové exprese jeho gend, na

které se podileji nestrukturni sacharidy, jako je glukosa nebo sacharosa. Tretim typem
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d)

f)

mechanismu je sniZzeni aktivity enzymu karbondtdehydratazy, a to v dusledku
potlaceni genové exprese. Enzym katalyzuje rovnovéhu mezi CO2 a HCOsz ve
stromatu chloroplastii. Napomaha tak difuzi CO2 z intercelularniho prostoru listi
k mistu aktivniho pisobeni RUBISCO v chloroplastech. Pii zvySené koncentraci CO>
v atmosféie muze dochazet ke zvySovani intercelularni limitace difuze CO2 a tak
k nepfimému snizeni aktivity RUBISCO v dusledku nedostate¢né karbamylace
[9, 10].

Mechanické poskozeni tylakoidu v souvislosti s nadmérnou akumulaci Skrobu.
Transport asimilatt (glyceraldehyd-3-fosfatu a dihydroxyacetonfosfatu) z chloroplastu
do cytosolu zajistuje translokator fosfatu fosfat-triosafosfat-fosfoglycerat-translokator
(TPT). Jelikoz TPT pracuje jako striktni antiport s PO+*, pfi nedostatku fosforu
dochazi k hromadéni asimilati ve stromatu ve formé Skrobu. Plsobenim zvySené
koncentrace CO2 miize dochazet v delSim ¢asovém horizontu k nadmérné akumulaci
Skrobovych zrn v chloroplastech, ¢imz muize dojit k mechanickému poskozeni
tylakoidnich membran [9, 10].

Inhibice transkripce genii. ZvySena akumulace volnych sacharidi a tedy nizky pomér
obsahu dusiku a uhliku v listech vede ke sniZeni genové exprese enzymd, které se
podileji na karboxylaci, nebo proteini zapojenych v transportu elektronti pies
tylakoidni membranu. Pfi zvySené koncentraci CO2 dochdzi k potlaceni genové
exprese enzymu zapojenych v syntéze sacharidii, naopak genova exprese enzymi pro
jejich zuZzitkovani je stimulovana [9, 10].

Uroveri minerdlni vyzivy a efekt dusiku. Stav mineralni vyzivy, a zejména vyZivy
dusikem ovliviiuje stav a silu aklimaéni deprese fotosyntézy v disledku zvysené
koncentrace CO». Nedostatek dusiku prohlubuje aklima¢ni depresi fotosyntézy. Stres,
ktery je zplisobeny nedostatecnou mineralni vyzivou mize eliminovat pozitivni ti€¢inek
zvysené koncentrace CO». Z experimentll 1ze prokazat, ze kultivace rostlin pfi zvySené
koncentraci CO. vede ke snizeni obsahu dusiku v pletivech listi. V nékterych
ptfipadech je mozné sledovat tzv. zfed'ovaci efekt, kdy je zachovano stejné mnozstvi
dusiku, ale pfipadd na vysSi mnozstvi biomasy. Nizs§i obsah dusiku negativné
ovliviluje aktivitu fotosyntetickych enzymi, zejména enzymu RUBISCO, ktery
obsahuje 25-50 % listového dusiku. Nedostatek dusiku v listech muze zpusobit
snizovani syntézy chlorofylu [9, 10].

Zmeény ve strukture svetlosbérnych komplexii. Depresi fotosyntetické asimilace CO: je

mozné spojit s poklesem obsahu chlorofyli. Pti zvySené koncentraci CO2 dochazi
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9)

k poklesu obsahu fotosynteticky aktivnich pigmentd, chlorofyli a karotenoidd.
Rozpad svétlosbérnych pigmentproteinovych komplexii souvisi s potlacenim jejich
fotorespirace. Ta hraje pfi vysoké ozarenosti a vysoké teploté funkci ,,zhasece®,
excitaci, které mohou nenavratné poskodit proteiny zapojené v transportu elektronti
[9, 10].

Zmény poméru zdroj/tlozisté COz v rostlinach. Pfi kultivaci rostlin ve zvySené
koncentraci CO2 jsou reakce fotosyntézy a ristu zavislé na schopnosti rostliny
vytvaret nova uhlikova ulozisté. Obvyklymi ptiklady jsou nartst listové plochy, tvorba
sekundarnich letorostli nebo mezipteslenovych vétvi. Ty ovliviiuji rychlost produkce
a spotiebu asimilatl, systém zpétnych vazeb i celkovy metabolismus uhliku a genovou
expresi na urovni listi nebo chloroplasti. V piipadé neptritomnosti uhlikovych ulozist
dochazi k wurychleni a prohlubovani pfirozeného vyvoje aklimacni deprese
fotosyntézy. Model aklimace fotosyntézy na zvySenou koncentraci CO2 vychazi
z predpokladu, Zze fotosynteticka kapacita je fizena pomérem aktualnich
biochemickych zmén a morfologickych zmén. Za biochemickou zménu je povazovana
zména fixace CO2 enzymem RUBISCO, regenerace RuBP s triosafosfati.
Morfologickymi zménami jsou mySleny zmény v rychlosti zabudovani sacharidi do
struktury bun¢k, nardst Sitky listl, narGst poctu mezofylovych bun¢k na jednotku
listové plochy, nebo tvorbu uhlikovych ulozist. V piipadé dominance biochemickych
zmén dochazi k aklimacni depresi fotosyntézy. Naopak v pifipadé dominance
morfologickych zmén dochazi k stimulaci asimilaénich procesii zvySenou koncentraci

CO: [9,10].

2.2.2. Vliv na fotorespiraci

Podstatou fotorespirace neboli glykolatové cesty je oxygenazova aktivita enzymu RUBISCO.
V prubéhu tohoto metabolického procesu se uvoliuji molekuly CO2 za soucasné spotieby
ATP a reduk¢nich ekvivalenti NADPH. Fotorespirace je povazovana za vyznamny ochranny
mechanismus, snizuje ale kvantovy vytézek asimilacnich reakci. Slouzi jako vyznamny
energeticky propad a tim dochazi k ochrané rostlin pied fotoinhibi¢nim poskozenim. Nekteré
produkty fotorespira¢niho cyklu jsou vychozimi substraty pro syntézu latek, které se uplatiuji
pfi stresovych reakcich. ZvySend koncentrace CO2 v atmosféte zvySuje pomér koncentraci
CO2 a O2 a tim se zvySuje také pravdépodobnost navazani molekuly CO2 na aktivni misto
enzymu RUBISCO, ¢imz dochazi k potladeni oxygendzové aktivity. Redukci fotorespirace

dochazi ke zvyseni dostupnosti ATP a NADPH, coz muze stimulovat fotosyntetické procesy.
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Lze ji také vyuzit pro zajiSténi transportii produktti fotosyntézy a snizit tak moznost
zpétnovazebné limitace asimilace. Potlaeni fotorespirace je povazovano za hlavni pficinu
nartstu rychlosti asimilace COz u vysSich rostlin pii kratkodobém vystaveni zvySené

koncentraci CO; [9].
2.2.3. Vliv na respiraci

Kultivace rostlin v atmosféfe s dvojnasobnou koncentraci CO, (700 umol-mol?t) vede
k potlaceni mitochondrialni respirace o 15-20 % [13]. U nékterych obilovin byl zaznamenan
narust respirace az 20 %. UdrZovaci respirace velmi uzce Koreluje s obsahem dusiku
Vv pletivech, a v porovnani s rastovou respiraci je citlivéjsi ke zménam teploty 1 ke zménam
koncentrace COz a vodnimu stresu. Moznym mechanismem inhibice respira¢nich procesu je
snizeni aktivity cytochrom c-oxidazy, tj. redukce ptenosu elektronti v dychacim fetézci, nebo
snizeni aktivity enzymi na urovni citratového cyklu [9].

Rozdilné reakce dychani na zvySenou koncentraci CO2 spociva ve zménach obsahu
nestrukturnich sacharidii, ve zménach rychlosti ristu, struktury a slozeni rostlinné¢ biomasy,
v pfimé chemické interakci mezi CO2 a enzymy dychaciho fetézce, v piimé chemické vazbé

CO2 na bunééné komponenty, zmény v mife temnotni fixace CO2 a biosyntéze ethylenu [9].
2.2.4. Vliv na vodivost priduchii

Zvysena koncentrace CO2 v okolni atmosféte listu vyvolava pokles priduchové vodivosti, coz
ziejme souvisi se zvySenim koncentrace COz v intracelularach. Snizeni vodivosti priiducht
pii zvySené koncentraci CO2 zplisobuje pokles rychlosti transpirace. Podrobny mechanismus
neni doposud dobie popsan. Jednou z moZznosti je zvySend akumulace sacharosy v apoplastu
svéracich bungk, coz nasledn¢ vede k pomalej§imu otvirani praduchi [9]. Vodivosti praduchti
pii zvysené koncentraci CO2 se vénoval Drake [14], ktery provedl 41 pokust s 28 druhy
rostlin. Z vysledkli bylo patrné, zZe primérné snizeni vodivosti priducht pii dvojndsobné
koncentraci COz je 20 %.

Aklimace vodivosti priduchi béhem kultivace rostlin pii zvySené koncentraci CO>
nebyla prokazana. Naopak aklimaci je pti zvySené koncentraci CO2 piisuzovan pokles hustoty

praduchti na listech [2].
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2.3. PSenice

Rod psenice (Triticum) patiici do celedi Poaceae (lipnicovité) je jednou z prvnich
domestikovanych potravinaiskych plodin [20].

Historie jejiho péstovani sahd do Mezopotamie, a to zejména na tzemi Urodného
pulmésice v oblasti Blizkého vychodu mezi fekami Eufrat a Tigris. Domestikace a kultivace
pSenice byva odborniky datovana do obdobi 7500-6500 pi.n.l [22]. Toto obdobi piechodu od
spole¢nosti lovci a sbéra¢t se nazyva neoliticka revoluce [21].

V soucasnosti je pSenice nejpestovanéjsi komercni plodinou a. péstuje se na vice nez
240 milionech hektarti. Jeji zrna mohou byt zpracovana na mouku, semolinu atd. Tvofii
zakladni ingredience chleba, téstovin a dalSich potravin. Jedna se o hlavni zdroj zivin pro
vétSinu populace, jeji produkce se tedy neustale zvySuje. Z grafu na obrazku 3 je patrné, ze od
roku 1961, kdy bylo celosvétové vypéstovano 222 milionl tun pSenice, stoupla celosveétova

produkce pSenice na 772 miliond tun pSenice v roce 2017 [20].

Produkce/Vynosy psenice v celosvétovem meéiitku

1961-2017
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Obrdzek 3: Celosvétova produkce pSenice v letech 1961 - 2014. Prevzato a upraveno podle [20]
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2.3.1. Morfologie zrna pSenice

Zrna obilovin se li§i zejména tvarem, velikosti a podilem jednotlivych vrstev. Charakteristické
pro obiloviny je, zda ma zrno pluchy nebo je nahé. Pluchatd zrna maji pfirostlé pluchy, je tedy
nutné je pred dalSim zpracovanim loupat, obruSovat a pfitom se odstranuji pluchy i s klicky.
Pti mléceni nahych zrn Ize snadno oddé€lit samotné zrno od obalu. PSenice, spolu s zitem
a kukufici, patfi mezi obiloviny s nahymi zrny [23]. Skladba pSeni¢ného zrna je znazornéna

na obrazku 4.

chlupy (trichomy)

obal (pluchy)

ENDOSPERM

aleuronova vrstva

(vngjsi endosperm)
bunky endospermu
se Skrobem v bilkovinné

OTRUBY
hyalinni tkan
osemeni (testa)

matrici cylindrické busiky
KLICEK piicné bunky
rudimentalni klicek h3?°d°‘.”“5
stitek B
kofinek

Obrazek 4: Morfologie pSenicného zrna. Upraveno podle [37]

Nejvrchnéjsi vrstvy obalu pSeni¢ného zrna, oplodi, chrani zrno pfed mechanickym
poskozenim a kratkodobymi ucinky vody a Skodlivych latek. Jsou tvofeny nerozpustnymi
a obtizn¢ bobtnajicimi materidly, zejména celuldozou. Pod oplodim se nachazi osemeni, které
ve svych bunkach obsahuje barviva, ktera udavaji barevny vzhled zrna. Nékteré nasledujici
vrstvy obsahuji polysacharidické latky, které jsou schopné bobtnat a vazat vodu a udrzovat
rovnovahu vlhkosti zrna. Tyto vrstvy pii mleti prechazi do otrub [23].

Mezi obalovymi vrstvami a endospermem se nachdzi aleuronova vrstva, ktera byva
oznacovana jako vnéjsi endosperm. Jedna se o vrstvu velkych bunék, jeZ obsahuji vysoky
podil bilkovin (téméf trojnasobek obsahu bilkovin v endospermu) a nejvySsi obsah

mineralnich latek ze vSech bun€k zrna. Podle podminek mleti zlstava aleuronovéa vrstva
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ulp€ld na otrubach nebo muze byt vymleta spolecné s endospermem do mouk a zvySuje tak
obsah bilkovin a minerald (popela) v mouce. Stanoveni obsahu popela v mouce je jednou
z hlavnich metod kontroly vymleti zrna ve mlyné [23].

Uvniti zrna se nachazi endosperm a klicek. Klicek je zarodkem nové rostliny
a zaroven nese genetickou informaci. Je bohatym zdrojem proteinti, lipidi, mineralnich latek
a vitamint. Podléha oxidaci a enzymatickym zméndm. Endosperm piedstavuje nejveétsi podil
zrna atechnologicky nejvyznamnéjsi ¢ast. Déle pak obsahuje zasobni latky pro klicici
rostlinu. Chemické slozeni endospermu tvoii Skrob (60-75 %), proteiny (13 %), lipidy
(1,5 %) a maly obsah mineralnich latek a vlakniny (0,5-1,5 %) [23,24,25,26].

2.3.2. PSeni¢né proteiny

PSenic¢na zrna obsahuji asi 10-15 % suché hmotnosti bilkovin. V roce 1907 vytvotil Osborne
[27] klasifikaci na zakladé rozpustnosti proteinti v rozpoustédlech na albuminy rozpustné ve
vodé¢, globuliny rozpustné ve zfedénych roztocich soli, gliadiny rozpustné ve vodném roztoku

alkoholu a gluteniny rozpustné ve ziedénych alkalickych nebo kyselych roztocich [29].
2.3.2.1.  Albuminy a globuliny

Albuminy a globuliny se fadi mezi nelepkové bilkoviny. Jsou to zejména strukturni proteiny
a metabolicky aktivni enzymy. Albuminy a globuliny pfispivaji ptiblizné z 50 % k celkovému
obsahu lysinu v semenech, ktery je u obilovin limitni esencialni aminokyselinou [28]. N¢které

vysokomolekularni albuminy a nékteré globuliny maji zasobni funkci [30].
2.3.2.2. Lepek

Lepek, je mozné definovat jako ,.kaucukovitou bilkovinnou hmotu, ktera zstava po omyti
tésta, pii kterém se odstranuji rozpustné slozky a Skrobové granule [31]. Podle Codex
Alimentarius je lepek definovan jako ,,bilkovinna frakce z pSenice, Zita, jeCmene, ovsa nebo
jejich odrid a derivatil,, na kterou maji n€které osoby nesnédsenlivost a kterd je nerozpustna ve
vodé a v roztoku NaCl (0,5 mol-dm=)* [32].

Jako lepek jsou Casto oznaCovany gliadiny a gluteniny, které tvoii 75-78 % lepku.
Kromé¢ nich se v lepku nachazi 3,5-6,8 % lipida, 0,5-0,9 % minerald a 7,0-16 % sacharida
[33,34]. Lepkové proteiny maji v rostliné zasobni funkci. Tyto proteiny se hromadi ve fazi
plnéni zrna a slouzi jako zdroj dusiku pfi kli¢eni [35,36]. Lepek je zodpoveédny za elasticitu
a roztaznost tésta, soudrznost a schopnost udrzovat vodu [33]. Elasticita urcuje pruznost tésta,
které je vystaveno plsobeni sily a schopnost navratu do ptivodniho stavu po ptlisobeni sily.

Roztaznost tésta je vlastnost tésta, kterd je zaloZena na protahovani tésta ve sméru aplikované
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sily a nésledné setrvani v koncové poloze bez poruseni struktury tésta. Tyto vlastnosti lepku
vytvaii z pSenice vhodny material v pekarenstvi [17].

Lepkové proteiny je mozné rozd¢lit na dvé hlavni frakce podle jejich rozpustnosti ve
vodném roztoku alkoholu na rozpustné gliadiny a nerozpustné gluteniny. Ob¢ frakce jsou
bohaté na prolin a glutamin a maji nizky obsah nabitych aminokyselin, coz omezuje vyskyt
odpudivych sil a podporuje tvorbu agregata [33, 17].

Gliadiny se vyskytuji jako monomerni proteiny a byvaji klasifikovdny na zékladé
ruznych parametrii do nejcastéji péti skupin: o5-, o1,2-, a-, B-, y- gliadiny. Gluteniny tvoii
agregované proteiny, které jsou spojené disulfidickymi vazbami. Jejich velikost se pohybuje
v rozmezi od 500 kDa do 10 MDa. N¢které gluteniny patii k nejvétsim proteintim v ptirodé.
Po redukci disulfidickych vazeb se polymery rozpadaji na gluteninové frakce, které lze
rozlisit na vysokomolekuldrni (HMW) a nizkomolekularni (LMW) [33, 37]. Detailni hodnoty
zastoupeni jednotlivych lepkovych proteinl jsou uvedeny tabulce 1.

Tabulka 1: Charakteristika lepkovych proteinii podle [32]

Zastoupeni mezi Caste¢né aminokyselinové

celkovymi sloZeni (%)
Frakce lepkovych proteini

lepkovymi

] GIn | Pro | Phe | Tyr | Gly
proteiny (%o)

w5-gliadiny 3-6 56 20 9 1 1
ol,2-gliadiny 4-7 44 26 8 1 1
a/B-gliadiny 28-33 37 16 4 3 2
y-gliadiny 23-31 35 17 5 1 3
X-HMW-gluteninové podjednotky 4-9 37 13 0 6 19
y-HMW:-gluteninové podjednotky 3-4 36 11 0 5 18
LMW-gluteninové podjednotky 19-25 38 13 14 1 3

Pro strukturu a funkénost lepku je velmi dilezity cystein, tfebaze patii k vedlejSim
aminokyselinam a jeho zastoupeni v lepku je 2 % ze vSech aminokyselin. VétSina cysteinu se
v lepku vyskytuje v oxidovaném stavu a tvoii disulfidické vazby uvniti jednotlivych proteini
nebo mezi fetézci navzdjem. Malé mnozstvi gliadini ma v disledku bodovych mutaci lichy
pocet cysteint a diky tomu jsou spole¢né vazany nebo jsou spojeny s gluteniny. Objevuji se
jako soucast gluteninové frakce ve formé polymert nerozpustnych v alkoholu nebo tvoii

gliadinové polymery rozpustné ve vodném roztoku alkoholu [32, 38, 39].
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Disulfidické vazby jsou hlavnim mistem vétSiny redoxnich reakei, které probihaji pfi
zrani zrna, mleti, pfipravé té€sta a peCeni. Pfi procesu piipravy chleba dochazi ke vzniku dalsi
kovalentni vazby, kterych se ucastni zejména tyrosin. Déle mohou vznikat kovalentni vazby
dvou lepkovych proteinti vazbou tyrosin-tyrosin. Miuze dojit k navazani arabinoxyland
a lepkovych proteinti pies tyrosin a dehydroferulovou kyselinu a tim k vytvoieni dalsi sitové
struktury v tésté [32, 40, 41]. Kovalentni struktura lepku je dale spojena iontovymi vazbami
nebo slabymi nekovalentnimi vazbami jako jsou napifiklad vodikové vazby a hydrofobni
interakce. Tyto vazby jsou zaclenény do struktur proteinovych agregati a také ve struktufe
tésta. Vodikové vazby mohou byt ovlivnény pusobenim cinidel, kterda Stépi tyto vazby,
a dochazi k oslabeni tésta. Mezi takovato Cinidla patii napf. mocovina. Naopak pii pouziti
tézké vody (oxidu deuteria D>0) docilime zpevnéni tésta. Pritomnost iontovych vazeb ve
struktufe tésta lze prokazat ptidavkem soli NaCl nebo bipoldrnich iontli, mezi které patii
aminokyseliny nebo dikarboxylové kyseliny, coz tésto také posili. Hydrofobni vazby jsou
odlisné od ostatnich vazeb, protoze s rostouci teplotou roste jejich vazebna energie a dochazi
ke stabilizaci lepkové struktury. To se projevi stabilizaci produktu v prabéhu peceni [32].

Obé frakce lepkovych bilkovin odliSné ptispivaji k reologickym vlastnostem
pSenicného tésta. Hydratované gliadiny maji malou elasticitu a jsou méné kohezivni oproti
gluteninim. Pfispivaji zejména k viskozité a roztaznosti tésta. Naopak hydratované gluteniny
jsou odpovédné za pevnost a pruznost tésta. Nejveétsi gluteninové polymery se oznacuji jako
gluteninové makropolymery a podili se na vlastnostech pSenicného tésta a jejich mnoZstvi

v mouce (20-40 mg-g?) ovliviiuje situ tésta a objem peciva [32].
2.3.2.2.1. Gliadiny

Gliadiny jsou vétSinou pfitomny ve form¢ monomerd, vyjime¢né mohou tvofit agregaty, jak
jiz bylo uvedeno. Gliadiny je mozné rozdélit podle elektroforetické mobility na a-gliadiny
S nejvyssi mobilitou, a déle s klesajici mobilitou -, y-, a w-gliadiny. Déle je mozné gliadiny
rozdélit na zakladé jejich molekuldrnich hmotnostni a aminokyselinového sloZeni. Gliadiny
typu a- a B- se vyznacuji podobnymi vlastnostmi, spadaji tedy do jedné skupiny o/p-gliadind.
Spolu s y-gliadiny maji podobné vlastnosti, které se pohybuji v rozpéti 28-35 kDa. Naopak
o-gliadiny lze rozlisit na w5-gliadiny s molekulovou hmotnosti asi 50 kDa, a ®1,2-gliadiny
s molekulovou hmotnosti asi 40 kDa [32].

Zastoupeni aminokyseliny v jednotlivych frakcich je zobrazeno v tabulce 1. Pro
w-gliadiny je typicky nejvyssi obsah glutaminu, prolinu a fenylalaninu, coz predstavuje asi

80 % celkového slozeni. Naopak neobsahuji methionin a cystein, proto nejsou schopné
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vytvofit disulfidické vazby. Na rozdil od w-gliadinli, ostatni gliadiny jsou schopné tvofit
disulfidické mustky. To je umoznéno u o/B-gliadint pfitomnosti Sesti cysteinli a u y-gliadint

pfitomnosti osmi cysteinti na C-terminalnim konci [42].
2.3.2.2.2. Gluteniny

Gluteninova frakce tvofi agregované proteiny, které jsou spojené disulfidickymi vazbami.
Redukci disulfidickych vazeb vznikaji gluteninové podjednotky, které jsou podobné jako
gliadiny rozpustné v alkoholu. Jak je ziejmé z tabulky 1, hlavni slozku gluteninii tvofi
z19-25% nizkomolekularni gluteninové podjednotky (LMW). Vysokomolekuldrni
gluteninové podjednotky (HMW) tvoii pak asi 10 % glutenint [32].

HMW podjednotky lze rozdélit do dvou skupin x-HMW s molekulovymi hmotnostmi
vrozmezi 83-88 kDa, a y-HMW s molekulovymi hmotnostmi v rozmezi 67-74 kDa.
Nomenklatura vysokomolekuldrnich gluteninii je zalozena na kodujici casti genomu
(A, B, C, D), typu (x, y) a mobilité¢ pii SDS-PAGE. HMW gluteniny se vyskytuji v podob¢
polymera a jejich fetézce jsou spojeny vzdjemné disulfidickymi vazbami. Podjednotka
X-HMW obsahuje ve struktuie ¢tyfi cysteiny, z nichz dva jsou zapojeny v intramolekularnich
vazbach a dal§i dva na mezifetézcovych disulfidickych vazbach. Vyjimkou je podjednotka
D5x, ktera obsahuje 5 cysteint. Podjednotka y-HMW obsahuje sedm cysteint, mezifetézcové
vazby jsou zndmy u tfi z nich. Dva cysteiny jsou spojeny paralelné s dalsi jednotkou y a treti
je zapojen ve vazbé s LMW podjednotkou [32, 38, 43]. Pro dosazeni vhodnych vlastnosti
chleba je dulezity piispévek podjednotky Dx5, kterd obsahuje cystein navic, a podjednotky

Bx7, ktera se vyskytuje v nejvétsich mnozstvich [32].
2.4.Vliv CO2 na pSenici

Zvysena koncentrace CO2 ovliviiuje metabolismus uhliku a dusiku u zemédélskych druhi
rostlin C3, mezi které patii pSenice. Vlivem zvySené koncentrace dochézi k redistribuci
metabolitl pro vyvoj obili, coz ovliviiuje vynos 1 kvalitu obili. Diky experimentlim s pouzitim
systtmu FACE (Free Air CO2 Enrichment) bylo dokdzéno, ze u C3 rostlin dochazi pfi
zvySené koncentraci CO2, dostatku vody a zivin k zvySené produkci nadzemni biomasy
[15,16]. Z experimentalnich vysledkd jednotlivych pokust vyplynulo, ze zvySenim
koncentrace CO2 na 550 pumol-dm™ dochazi k zvyseni vynosu zrna v priméru o 10-16 %
[15].
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Experimenty studujici G¢inky zvySené koncentrace CO: na kvalitu pSenice jsou
protichtidné. Neékteré studie dokazuji, Zze zvySend koncentrace CO2 nema vliv na kvalitu
pSenice. Naopak jiné studie ptinaSeji diikazy o tom, ze zvySena koncentrace CO2 mé vyrazny
vliv na kvalitu pSenice, a to zejména na pokles koncentrace proteini [17]. Podle novéjsich
studii dochazi ptfi zvySené koncentraci COz k vyznamnym zméndm chemického slozeni
rostliny. Jednim z dasledki vyssi koncentrace CO2 je snizeni koncentrace dusiku jak v listech,
tak 1 v zrnech [17]. Kromé koncentrace dusiku dochazi ke snizovani koncentrace fosforu
a n¢kterych stopovych prvki. Spolu se zménami v elementarnim slozeni dochazi ke zménam
Vv makromolekularnim sloZeni, a to zejména u proteinti, kde v dusledku snizovani dusiku
dochazi k poklesu, a dale u sacharidi, jejich koncentrace roste vlivem zvySené koncentrace
CO2 [17].

Celkova koncentrace proteinl v pSenici koreluje s kvalitou chleba, a to zejména diky
vlivu na silu té€sta. Podle studie Wiesera a kol. (2008) mnozstvi albuminti a globulinli neni
ovlivnéné zvySenou koncentraci CO» v atmosféfe. Naopak koncentrace 5-, ®l,2-
a a-gliadint a vysokomolekularnich glutenini se zvySenou koncentraci CO; klesa, coz bude
mit vliv na vlastnosti dulezit¢é pro vyrobu chleba [18]. Pokles koncentrace bilkovin se
pohybuje mezi 5 a 14 % [19]. Pti studiich s pouzitim FACE systému byla koncentrace $krobu
zvySena vlivem zvySené koncentrace COz, nebo zvySena nebyla vubec [15,19].
V experimentech FACE systému dochazelo vlivem vyssi koncentrace CO: ke zvySeni
koncentrace fruktosy a fruktanta [15].

Na kvalitu vyroby chleba a mleci vlastnosti mouky maji vliv také lipidy. Jejich
koncentrace se zvysila, doSlo pouze ke zvySeni jejich mnoZstvi sklizené na jednotku plochy.
Dale bylo zaznamenano zvyseni koncentrace drasliku, olova a molybdenu. Naopak vlivem
zvysené koncentrace CO2 doSlo ke snizeni koncentrace zeleza, kadmia, hoi¢iku, kiemiku,

sodiku a chromu. Tyto vysledky mohou ovlivnit nutri¢ni hodnotu p$eni¢ného zrna [19].
2.4.1. Rozdil mezi kultivary

V roce 1997 sledovali Batts et al. ménici se vyvoj a fotosyntetické charakteristiky porostt
dvou kultivard pSenice pfi zvySené koncentraci CO». Oba kultivary se lisily pribéhem vyvoje
arozdilnym stupném odnozovani. Rozdily mezi kultivary byly zjistény pouze na pocatku
vegetace, pozd¢ji byla reakce na zvySenou koncentraci CO2 v atmosféfe totoznd. ZvysSena
koncentrace COz vyvolavala intenzivnéj$i odnoZovani, coz se projevilo na hustoté porostu

a absorpci zafeni [2].
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Manderscheid a Weigel (1997) porovnavali ucinek zvysSené koncentrace CO:
Vv atmosféfe na fotosyntézu a rust starSich a nov¢jSich kultivard jarni pSenice obecné.
Porovnavali 6 kultivarti. Byl sledovan vliv zvySené koncentrace CO2 na rist a fyziologické
charakteristiky. Pii pokusu nebyl zjistén vliv na rychlost fotosyntézy, ani na obsah bilkovin
nebo obsah chlorofylu v listech. Naopak doslo ke zvySeni plochy listi a byl zjistén pozitivni
vliv na hmotnost susiny starS§ich kultivart. U obilek bylo navySeni hmotnosti o 46 %, naopak

u novych kultivara ¢inilo navySeni hmotnosti pouze 28 % [2].
2.5. Metody stanoveni lepkovych proteini

2.5.1. Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Elektroforéza je standardni metodou pouzivanou k separaci, identifikaci a purifikaci proteint
[43]. Jde o proces pohybu nabitych molekul v roztoku za pouziti elektrického pole.
Pohyblivost molekul zavisi na naboji, tvaru a velikosti molekul, typu, koncentraci a pH pufru,
teploté a intenzité pole. Probihd nanesenim vrstvy vzorku na porézni matrici, nejcastéji gel
[44,45]. Pouziti poréznich geli umozhuje separaci molekul na principu sitového efektu
a elektroforetické pohyblivosti latek. Pti gelové elektroforéze dochazi ke zpozdovani velkych
molekul oproti malym, protoze gel zcela vypliiuje vymezeny prostor [44, 46].

Polyakrylamidovy gel je inertni, mechanicky pevny, prihledny nosi¢. Piipravuje se
kopolymeraci dvou monomerti, akrylamidu a N,N‘-methylen-bis-akrylamidu. Polymerace
probiha v roztoku pufru za pfitomnosti iniciatoru peroxodisiranu amonného, nebo riboflavinu,
a tetramethylethylendiaminu ,,TEMED* v roli stabilizatoru. Vyhodou polyakrylamidového
gelu je stabilita gelu a schopnost separovat fragmenty s nizkou molekulovou hmotnosti do
ostrych pasu. Naopak nevyhodou je toxicita monomeru a délka ptipravy gelu [44, 46].

Strukturu gelu tvofi oteviené pory rizné velikosti, které obsahuji kapalinu s pufrem.
Velikost poru je nepfimo umérna koncentraci N,N‘-methylen-bis-akrylamidu. Pomér obou
slozek ovlivituje fyzikalni vlastnosti vzniklého gelu. Vyssi koncentraci obou sloZzek vznika
tuhy, kiehky gel, naopak nizk4 koncentrace vede ke vzniku geld mékkym, slizkym. Struktura
polyakrylamidového gelu je zobrazena na obrazku 5 [44, 46].
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Obrdzek 5: Chemicka struktura polyakrylamidového gelu.[46]

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu muze probihat diskontinualng, kdy vznikaji
velmi ostré zony rozdélenych bilkovin. Principem je vyuziti dvou riznych geld, horniho
zaostfovaciho gelu s velkymi pory, ve kterém se bilkoviny zkoncentruji, a spodniho dé€liciho
gelu, ve kterém dochazi k separaci bilkovin podle elektroforetickych pohyblivosti. Pro detekci
latek po elektroforéze se vyuziva barveni pro zviditelnéni zon analytu. Proteiny se nejcastéji
barvi alkoholovym roztokem s barvivem Coomassie brilliant blue. Proteiny se timto roztokem
fixuji, denaturuji a tvoti komplexy barvivo-protein, které jsou odolné vii¢i vymyvani prebytku
barviva kyselym roztokem nebo elektroforetickym barvenim. DalSi detekci pro nizkou

koncentraci bilkovin (az 0,1 ng) se pouziva barveni stéibrem [46].

2.5.1.1. SDS-PAGE

Vv

Mezi nejbéznéjsi metody pro separaci proteini je SDS-PAGE, tedy elektroforéza za
pritomnosti dodecylsiranu sodné¢ho (SDS), Dodecylsiran sodny ma funkci redukéniho €inidla,
které rozklada disulfidické vazby, tim rozklada protein na podjednotky a poskytuje zaporny
naboj, ktery prekryva naboj proteinu. Proteiny, které jsou pokryté SDS, maji shodné poméry
poctu nabojti na jednotku hmoty a valcovity tvar. Z toho divodu se proteiny déli na zéklade
jejich rozdilnych molekulovych hmotnosti. Pouzitim SDS Ize stanovit molekulovou hmotnost
proteinovych podjednotek pii pouziti Cinidel, jako je 2-merkaptoethanol nebo dithiothreitol

(DTT). Tato metoda nepodava informace o nativnim stavu bilkovin [44,46,47].
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25.1.2. A-PAGE

Elektroforéza v kyselém prostiedi (A-PAGE) probiha za nativnich podminek a nedochézi tedy
k denaturaci molekul a dochdzi k zachovani sekundarni a terciarni struktury molekul. Tyto
molekuly lze rozd€lit v zavislosti na velikosti 1 ndboji v gelu [49, 50]. Pro separaci proteinti je
pH udrzovano okolo hodnoty 3 za pouziti pufru kyseliny octové s glycinem [50]. Dulezitou
roli hraje teplota gelu, protoze pK pudrovych iontll a analytt se méni v zavislosti na teploté
[50]. Do systému se piidava mocovina, ktera rozklada vodikové vazby v proteinech a zvySuje
tak koeficient tfeni proteinti a dochazi ke zméné jejich elektroforetické stability [51].

Tato metoda se vyuzivd pro analyzu specifického zastoupeni gliadinovych frakci
jednotlivych odrid ceredlii, a to zejména pSenice. Déle ji lze vyuzit pro separaci

gluteninovych proteinti nebo hordeinti jeémene [49].
25.1.3. 2D elektroforéza

2D elektroforéza kombinuje soucasné¢ dvé separaéni metody, a to izoelektrickou fokusaci
a elektroforézu v polyakrylamidovém gelu s SDS. V prvni dimenzi se pfi izoelektrické
fokusaci proteiny rozdéluji podle izoelektrického bodu a nasledné jsou separovany
v gradientu pH na ostré pasy. V druhé dimenzi se proteiny separuji podle jejich molekulové
hmotnosti. Tato metoda mé vysokou rozliSovaci schopnost a umoziiuje rozlisit az nékolik tisic

proteind na jednom gelu [44].
2.5.2. Kapilarni elektroforéza

Kapiléarni elektroforéza (CE) patii mezi elektromigracni analytické metody a je zaloZena na
dvou elektrokinetickych jevech, a to na elektroforéze a elektroosméze. Pro analyzu se
pouzivaji nejcastéji kiemenné kapilary o malém primeéru (< 100 um) s vrstvou polyimidu na
povrchu. Dale se vyuzivaji elektricka pole s vysokym napétim [53].

Mezi vyhody kapilarni elektroforézy patfi vysoka Uc¢innost, nizk4 spotfeba vzorku,
rychlost analyz a moznost automatizace. Nevyhodami jsou napf. riziko adsorpce proteinli na
sténu separacni kapilary, nizké detekéni limity, a to zejména u bézné pouzivanych UV-VIS

detektort [52].
2.5.3. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je technika zaloZena na separaci iontii v plynné fazi nebo ve vakuu,
podle jejich poméru hmotnost/naboj (m/z). Analyzované molekuly se ionizuji, separuji se

podle poméru m/z, a nasledn¢ jsou detekovany. Tato metoda je nejpiesn€js$i pii urCovani
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hmotnosti ionti a molekul, a pomoci charakteristického hmotnostniho spektra 1ze

identifikovat rizné latky [54].
2.5.4. ELISA

Heterogenni enzymova imunoanalyza (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ELISA)
zkracené EIA (Enzyme Immuno Assay — enzymova imunoanalyza) umoziiuje stanovit analyt
v mnozstvi 10° az 1072 g. Patfi mezi citlivé neprecipitaéni imunochemické metody, které
detekuji nizké koncentrace antigenu a protilatky netvorici precipitity. Nemohou byt tedy
stanoveny jinymi precipitatnimi technikami. Vysoka citlivost stanoveni je zajiSténa
navazanim vhodné znacky na jeden z imunoreaktanti pied interakci antigen-protilatka. Pro
znaceni se vyuzivaji kovalentn¢ vazané enzymy, napt. proxidasa a alkalicka fosfatasa. Zménu
je mozné zméfit spektrofotometrickymi nebo fluorimetrickymi analyzami. Nejcastéjsi typ
pevného nosice pii ELISA se pouzivaji stény jamek mikrotitraénich desticek, které jsou

vhodné pro analyzu vétsiho souborti vzorka [46].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Material

Experiment byl realizovan v Experimentalni stanici Centra vyzkumu globalni zmény AV CR.
Stanice byla zbudovdna v Domaninku u Bystfice nad PernStejnem, kterda se nachdzi ve
vychodni ¢&asti Ceskomoravské vrchoviny v nadmoiské vysce 590 m. Tuto oblast
charakterizuji bohaté srazky s primérnym ro¢nim uhrnem srazek 609 mm a primérnou ro¢ni
teplotou 7,2 °C.

Stanici tvoii 24 komor, které umoznuji sledovani nékolika parametrii soucasn€.
V komorach je zajisténa fumigace zvySenou koncentraci COgz, regulace srazek a omezend
propustnost UV zafeni. Komory maji Sestitthelnikovy tvar, jehoZ opsana kruznice ma primér
4 m, a vyska komor je 2 m. Strop komor je tvofen lamelami, které reguluji mnoZzstvi srazek.
Pomoci ventilacniho systému v obvodu komory je do komory vhanén vzduch s normalni (AC)
a zvysenou (EC) koncentraci COx.

Plocha uvnitt komor byla rozdélena na poloviny, pficemZ jedna z nich byla hnojena
davkou dusiku 200 kg-ha® (N*). Druha &ast zfistala zcela bez hnojeni (N). V nékterych
z komor byla zvysena koncentrace CO2 (700 umol-mol?), v nékterych byla koncentrace CO;
normalni (400 pmol-mol™?).

Piiprava materialu byla provedena Ustavem vyzkumu globalni zmény Akademie véd
Ceské republiky. Pro experiment byly pouzity dva genotypy pSenice ozimé: Avenue (rana

odrida) a Tobac (pozdni odruda).

Obrazek 6: Kultivacni komora na experimentalni stanici v Domaninku u Bystrice nad Pernstejnem.
Obrazek poskytl Ustav pro vyzkum globalni zmeny AV CR.
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3.2. Stanoveni obsahu gliadini metodou A-PAGE
Stanoveni obsahu gliadint bylo provedeno metodou Polisenské et al. [55] a CSN 461085-2.
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 vertikalni elektroforézu s moznosti chlazeni — Owl Separation Systém,
Inc., Portsmouth NH USA

Zdroj — Major Science MP-500P

Ttepacka KS 130 BASIC, firma IKA

3.2.2. Chemikalie

Akrylamid (SIGMA ALDRICH)
N,N*-Methylenbisakrylamid (SIGMA ALDRICH)
Mocovina (MERCK KGaA)

Kyselina askorbova (LACH-NER)

Siran zeleznaty heptahydrat (LACH-NER)
Peroxodisiran amonny (SIGMA ALDRICH)

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

Pyronin Y (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 (SIGMA ALDRICH)

3.2.3. Priprava roztoki

Extrakeni roztok pro gliadiny: 25 ml 2-chlorethanolu a 0,05 g pyroninu Y bylo kvantitativné
pfevedeno do odmérné baniky na 100 ml a barika byla doplnéna destilovanou vodou po rysku.

Roztok byl uchovavan pfi teploté 4 °C.
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0,15% vodny roztok siranu ZzZeleznatého: 0,014 g heptahydratu siranu Zzeleznatého bylo
rozpusténo v 5,0 ml destilované vody. Roztok byl pfipraven vzdy Cerstvy tésné pied kazdym
pouzitim.

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

Gelovy tlumivy roztok: K 20 ml ledové kyseliny octové a 1,00 g glycinu bylo pfidano 1000 ml
destilované vody. Roztok byl uchovan pii teploté 4 °C.

Elektrodovy tlumivy roztok: 8,0 ml ledové kyseliny octové a 0,8 g glycinu bylo kvantitativné
pfevedeno do odmérné banky na 2000 ml a baiika byla doplnéna destilovanou vodou po
rysku. Roztok byl uchovan pii teploté 4 °C. Elektrodovy tlumivy roztok nelze pouzivat pro
elektroforézu opakovang.

Fixacni roztok: 100 g Kyseliny trichloroctové bylo kvantitativné pfevedeno do odmérné banky
na 1000 ml a baika byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Roztok byl uchovavan pii
teploté 20 °C.

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

3.2.4. Priprava vzorku

Pro extrakci gliadini bylo do mikrozkumavek Eppendorf o objemu 1,5 ml navdzeno 50 mg
pSeni¢né mouky. Tato hmotnost odpovidd hmotnosti jednoho zrna. K navazce bylo ptidano
0,3 ml extrakéniho roztoku pro gliadiny a obsah mikrozkumavek byl diikladn¢ promichan na
vortexu. Uzaviené mikrozkumavky byly ponechany v chladni¢ce do druhého dne. Nasledné
byla smés odstfedéna pii 10 000 otackach za minutu po dobu 5 minut. Supernatant byl
odpipetovan do Cisté mikrozkumavky a nésledné byl pouZit k analyze. Extrakty vzorki byly

uchovavany v mraznicce pii teploté —18 °C.
3.2.5. Priprava polyakrylamidového gelu

Do 60 ml gelového tlumivého roztoku bylo piidano v poradi 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 promichdna a doplnéna na objem 100 ml gelovym tlumivym
roztokem. Nasledné€ byla smés vychlazena na teplotu cca 6 °C. Do vychlazeného roztoku bylo

soucasné piidano 0,3 ml TEMED a 0,2 ml peroxodisiranu amonného. Roztok byl promichan
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anasledné jim byla po okraj naplnéna gelova kazeta vychlazena na 6 °C. Do horni casti
gelové kazety byl umistén hieben pro vytvoieni prohlubni pro davkovéani vzorku. Polymerace
probéhla do 5 min. Gel je mozné pouzit cca po 60 minutdch od zpolymerovani gelu nebo je

mozné jej uchovat do druhého dne v chladnicce.
3.2.6. Elektroforéza

Z gelu byl vytazen hieben a vytvofené prohlubné pro davkovani vzorku byly promyty
elektrodovym tlumivym roztokem. Gely byly pfipevnény na aparaturu na elektroforézu a ta
byla naplnéna elektrodovym tlumivym roztokem. Zdroj byl pfipojen tak, aby elektroforetické
déleni probihalo od horni elektrody — anody, k zaporné elektrodé ve spodni ¢asti aparatury. Po
dobu 60 minut byla spusténa elektroforéza na prazdno (tzv. ,,pfedelektroforéza) pii
konstantnim napéti 480 V. Poté byla elektroforéza vypnuta a do prohlubni byly davkovany
ptipravené extrakty vzork v mnozstvi 5 pl. Pfistroj byl opét zapnut a elektroforéza probihala
za stejnych podminek po dobu dvojnasobné doby béhu barviva pyroninu Y v cele.
V souvislosti s velikosti vlozeného napéti bylo nutné elektrodovy roztok v prabéhu

elektroforézy chladit.
3.2.7. Fixace a vizualizace bilkovin

Po ukonceni elektroforézy byl gel uvolnén do misky s destilovanou vodou. Nasledné byla
voda z misky vylita a gel byl pievrstven 300 ml fixa¢niho roztoku, ke kterému bylo ptidano
15 ml barviciho roztoku. Je nutné, aby byl gel v pribchu barveni zcela ponofen. Miska
s gelem byla umisténa na tfepacku a barveni probihalo po dobu 24 hodin. Ptili§ dlouhy cas
ucCelem odstranéni prebytecného barviva. Gel byl uchovavan na skle, zabaleny do

potravinaiské folie, ktera zabraniuje vysychani gelu, v chladni¢ce pfi teploté 4 °C.
3.3. Vyhodnoceni geli

Hotové gely byly naskenovdny a nasledné byly gliadinové podjednotky kvantifikovany
pocitacovou denzitometrii (program FUJIFILM, Science Lab 2006, Multi Gauge, verze 3.1).
Zo6ny jednotlivych podjednotek byly ptrevedeny na piky a integraci byla vypocitana plocha
téchto pikt. Piky nebyly pfepocitavany na koncentraci z divodu absence standardu. Pro

porovnani jednotlivych variant byly pouZity jednotlivé plochy pika.
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3.4. Statistické zpracovani

Statistickd analyza dat byla provedena pomoci MS Excel. Pro vyhodnoceni vlivu zvysené
koncentrace CO2 bylo pouzito vicefaktorové analyzy variace (ANOVA). Pro vylouceni

odlehlych vysledkii byl vyuzit Tukeytv test pti hladin¢ vyznamnosti p = 0,05.
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4. VYSLEDKY

Na obrdzku 7 jsou zndzornény gely, které byly ziskdny v experimentélni Casti diplomové
prace. Piedstavuji spektrum gliadini dvou odrid pSenice ozimé: Avenue a Tobac. Pfevedeni

jednotlivych zén gelti na piky, jejichz plochy byly pouzity pro vyhodnoceni, je uvedeno na

obrazku 8.
A
: | -

Tobac

Obrazek T:A-PAGE gliadinovych proteinii dvou odrid pSenice ozimé - Avenue, Tobac —
s popisem gliadinovych frakci
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Obrazek 8: Prevedeni zon na piky v ramci A-PAGE gliadinové frakce odriid pSenice ozimé.

Z obrazku 7 je patrné, Ze mezi odridami jsou viditelné rozdily v jednotlivych
gliadinovych frakcich. Chromatogramy na obrazku 8 toto potvrzuji.

Odrida Avenue je bohat$i na gliadinové frakce nez odriida Tobac. Lisi se zejména
poc¢tem frakci y-gliadint. Ma tfi frakce wl,2-gliadind, ctyfi frakce ®5-gliadint, pét frakci
y-gliadin®, tii frakce B-gliadind a Ctyfi frakce a-gliadind. Celkové ma tedy odriida Avenue
devatenact frakci gliadind. Odrida Tobac ma pouze tii frakce y-gliadind a Ctyfi frakce
B-gliadint. Celkové ma odrtida Tobac 18 frakci gliadind.

Graf na obrazku 9 znazornuje srovnani obsahu gliadind odridy Avenue v zavislosti na
koncentraci CO». Celkovy obsah gliadinti pSenice péstované pii zvySené koncentraci CO2 byl

o 13,6 % niz8i nez u pSenice péstované pii normalni koncentraci COz2, a pfi porovnani byl
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tento rozdil je statisticky vyznamny. Rozdil mezi obsahem gliadinii pSenice p&stované za
zvySené koncentrace CO: a péstované pii normalni koncentraci CO2 je statisticky vyznamny
u frakce 1,2 (19,9 %). U frakce P je rozdil mezi obsahem gliadint péstovanych za zvysené
koncentrace CO> zna¢ny (20,4 %), neni vSak statisticky vyznamny. Nejmensi rozdil je pak
u frakce v (4,6 %).

4,50E+06
4,00E+06
3,50E+06
3,00E+06
2,50E+06
2,00E+06

1,50E+06

1,00E+06
0,00E+00 —-
wl,2 w5 Y B o

HEC mAC

plocha pik(

3 gliadiny

Obrazek 9: Vliv koncentrace CO2 na obsah gliadinii u odriidy Avenue

Graf na obrazku 10 ukazuje srovnani obsahu gliadinti odridy Tobac v zavislosti na
koncentraci COz. Celkovy obsah gliadint pSenice péstované pii zvysené koncentraci CO2 byl
0 5,7 % vyssi nez u pSenice péstované pii normalni koncentraci CO2, tento rozdil neni dle
analyzy statisticky vyznamny. Znacény rozdil je zfejmy u frakce 1,2, kdy se obsah gliadint
li$i 0 27 %, a tento rozdil je statisticky vyznamny. U frakce ®5, ¢inil rozdil obsahu gliadinti
pfi péstovani za zvySené koncentrace CO2 a normalni koncentrace CO2 23,8 %. Naopak
u frakce y (2,6 %) a a (2,3 %) je vzajemny rozdil maly. Rozdily obsahu gliadinii u frakei o5,

Y, B a a nejsou statisticky vyznamné.
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Obrazek 10:Vliv koncentrace CO; na obsah gliadinii u odriidy Tobac

Srovnanim gliadinovych frakci obou odrud pSenice (obrazek 11) bylo zjisténo, Ze
celkovy obsah gliadinové frakce odriidy Tobac je vyssi v porovnani s odridou Avenue pii
péstovani za zvySené koncentrace CO2. Naopak celkovy obsah gliadinové frakce odridy

Tobac byl nizsi oproti odridé Avenue pti normalni koncentraci COx.
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Obrazek 11: Srovnani celkového obsahu gliadinové frakce pro obé odridy
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Pfi srovnani (obrazek 12) jednotlivych frakci obou odrid péstovanych pii zvysSené

koncentraci CO> lze pozorovat, ze obsah gliadinové frakce ®1,2 je vys$si u odridy Tobac

péstované pii zvysené koncentraci COz. Naopak pifi normalni koncentraci CO2 je obsah

gliadinové frakce vyssi u odriidy Avenue.

wl,2

3,50E+05

3,00E+05
2,50E+05
; 2,00E+05
1,50E+05
1,00E+05
5,00E+04

EC AC

u
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0,00E+00

B Tobac M Avenue

Obrazek 12: Srovnani obsahu gliadinové frakce w1,2 u obou odriid

Srovnanim obsahu gliadinové frakce ®5 u obou odrud (obrazek 13) je ziejmé, ze pii

zvysené koncentraci CO> je obsah gliadinové frakce o5 vyssi u odridy Avenue nez u odrady

Tobac. Tento rozdil neni vyrazny (8 %). Pii normalni koncentraci CO2 je obsah frakce ®5

nizsi u odrudy Tobac.
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Obrazek 13: Srovnani obsahu gliadinové frakce w5 obou odrud

Z grafu na obrazku 14 je patrné, Ze obsah gliadinové¢ frakce y je nizsi u odridy Tobac,

a to jak v ptipadé zvySené koncentrace CO, tak i1 pfi normalni koncentraci COx.
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Obrazek 14: Srovnadni obsahu gliadinové frakce y obou odriid
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Ze srovnani obsahu gliadinové frakce B obou odrid (obrazek 15) je ziejmé, ze pfi
zvySené koncentraci CO2 je obsah gliadinové frakce vyss$i u odriidy Tobac. Pfi normalni

koncentraci COz je rozdil obsahu gliadinové frakce B obou odrud velmi maly (1 %).

B

EC AC

H Tobac HAvenue
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0,00E+00

Obrazek 15: Srovnani obsahu gliadinové frakce p obou odrid
Obsah gliadinové frakce o (obrazek 16) je vyssi u odridy Tobac péstované jak pti
zvySené koncentraci COz tak pfi normalni koncentraci CO2. Rozdil mezi obéma odriidami je

vetsi u zvysené koncentraci COo.
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Obrazek 16. Srovnani gliadinové frakce o obou odriid

Ze srovnani jednotlivych frakci obou odriid péstovanych pti normalni koncentraci CO>
je ziejmé, ze obsah gliadinovych frakci ®1,2; o5, B a vy je niz§i u odridy Tobac. Obsah

gliadinové frakce a je naopak nizsi u odriidy Avenue.
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5. DISKUZE

V diplomové praci byl sledovan vliv genotypu a zvySené koncentrace CO2 na obsah gliadina
a jejich frakci u dvou druhti pSenice ozimé: Avenue a Tobac.

Vyznamnym faktorem je vliv genotypu. Mezi odridami byly zaznamenény rozdily jiz
u separace lepkovych bilkovin na polyakrylamidovych gelech. Nejvice gliadinovych frakci
bylo zaznamenéno u odriidy Avenue, odriida Tobac méla o jednu gliadinovou frakci y méné.
Zastoupeni jednotlivych gliadinovych frakei se mezi odridami liSilo. Nejvyssi podil
zastoupeni méla frakce a-gliadind, kterd Cinila u odridy Tobac asi 39 %, a u odridy Avenue
33 %. Podil zastoupeni frakce B-gliadinii byl stanoven na 28 % u odridy Tobac a 23 %
U odriidy Avenue. Vysoky podil zastoupeni byl zjiStén u gliadinové frakce y odridy Avenue,
ktery ¢inil 22 %, u odridy Tobac byl pouze 15 %. Frakce w5-gliadinii byla zastoupena
Uodridy Tobac 11% a u odridy Avenue 15%. Podil =zastoupeni frakce
w1,2-gliadind byl pro ob¢ odridy totozny (7 %).

Slozeni lepkovych bilkovin se s odriidami lisi, neékteré vysledky se lisi od hodnot,
které udava Wieser [32]. Z vysledkl je zfejmé, Ze obsah frakce wl,2-gliadinii obou odrad
odpovida 7% zastoupeni, které uvadi Wieser. Naopak hodnoty 5-gliadinové frakce
ptekrocily u obou odrid uvadény obsah 6 %. Soucasné¢ Wieser uvadi, ze zastoupeni frakce
a-gliadinu by mél byt 30 % z celkovych lepkovych proteinti. Tuto hodnotu splnila odrida
Avenue a odrida Tobac ji dokonce prekrocila (38 %). Frakce y-gliadinli a B-gliadinti obou
odriid byly zastoupeny v men$i mife, nez uvadi Wieser ve své praci. Vliv genotypu na
gliadinové slozeni potvrzuji také Madurangi a kol. [56].

U jednotlivych odrid byla zaznamenand rizné odpovéd’ na zvySenou koncentraci COo.
Nejvyznamnéj$i zmény byly pozorovany u odridy Avenue. Pfi zvySené koncentraci CO2
dochazelo vyznamnému poklesu obsahu gliadinovych frakci. Rozdil wl,2-gliadinové frakce
byl statisticky vyznamny. Vyznamny pokles byl pozorovan také u frakce P-gliadint.
Nejmensi rozdil byl zjistén u frakce y-gliadinti. Naopak u odridy Tobac bylo zjistény rust
celkového obsahu gliadinovych frakei pii zvySené koncentraci CO2. Vyznamny rozdil obsahu
gliadinli byl pozorovan u frakce l,2-gliadinti, ktery byl vyhodnocen jako statisticky
vyznamny, a u frakce w5-gliadinti. Srovnadnim obsahu jednotlivych frakci obou odrid bylo
zjisténo, ze pii zvySené koncentraci CO; byl obsah gliadinovych frakci a, B, a ®1,2 odridy
Tobac vyssi nez u odridy Avenue. Naopak u gliadinovych frakci @5 a y byl zaznamenan
pokles obsahu gliadinové frakce u odridy Tobac. Pfi normalni koncentraci CO:2 byl

zaznamenan trend niz§iho obsahu gliadinovych frakci odridy Tobac oproti odriadé Avenue.
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Vyjimku tvotila frakce a-gliadint, pifi které byl obsah vyssi u odridy Tobac v porovnani
s odriidou Avenue.

ZjednoduSené lze tedy pro odridu Avenue tvrdit, ze obsah gliadinii s rostouci
koncentraci CO2 klesa v porovnani s normalni koncentraci CO2. Naopak u odridy Tobac
s rostouci koncentraci CO2 dochazi k narGstu obsahu gliadind.

Tady by mélo pfijit vysvétleni, pro¢ s rostouci konc. COz se snizuje obsah gliadini
(rostliny vyrobi vice skrobu a tim klesne procentové zastoupeni gliadinti v zrnu).

Vysledky u odridy Avenue se shoduji s literaturou [18, 57], ktera uvadi, Ze s rostouci
koncentraci CO2 dochazi k poklesu celkového obsahu gliadint. Podle Hogyho [18] dochazi
pii zvySené koncentraci COz ke znatelnému poklesu obsahu gliadind, a to zejména
u gliadinovych frakci @5, a, ®1,2 a y. Celkovy obsah gliadinovych frakei se podle Hogyho
1isi o 17,1 %, coz pievySuje vysledky experimentu o 3,5 %. Tento rozdil je v porovnani
S literaturou maly. Madurangi a kol. [56] udava rozdil celkového obsahu gliadind 12 %.
Obdobné vysledky zjistil Hogy v dalsi praci [57], kdy byl obsah gliadinové frakce snizen
vlivem rostouci koncentrace CO.. Gliadinové frakce a, y a 1,2 byly vlivem zvySené
koncentrace CO> snizeny a naopak frakce w5 vzrostla. Pokles obsahu gliadinové frakce pii
zvySené koncentraci CO2 potvrzuji dale také Zhang [58] a Panozzo [19]. Vysledky odrudy
Tobac jsou oproti dané literatufe zna¢né odlisné. Pii porovnani s dostupnou literaturou
dochazelo k mirnému poklesu frakce y-gliadini a o-gliadini, coz odpovidda Hogyho
vysledkiim v obou jeho pracich. Naopak zvySeni ostatnich gliadinovych frakci bylo v rozporu
s dostupnou literaturou. Tento fakt nebyl dosud v literatufe dostate¢né popsan.

Ze zjisténych vysledkl je patrné, ze se ve zvysSené koncentraci CO2 méni nejen
celkovy obsah gliadind, ale také obsah jednotlivych frakei, a tedy i kvalita gliadint. Tim je
ovlivnéna kvalita tésta, zejména viskozita a roztaznost tésta, jak udava Hogy [59], Fido [60]

i Wieser [32].
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6. ZAVER

Cilem diplomové prace bylo vyhodnotit vliv zvySené koncentrace oxidu uhli¢it¢ho na obsah
proteinii gliadinové frakce dvou odriid ozimé pSenice, a rozdily téchto frakci mezi odradami.

Pro experiment byly vybrany odridy Avenue a Tobac, které byly kultivovany ve
specialnich kultivacnich komorach na Experimentalni stanici Centra vyzkumu globalni zmény
Akademie véd CR v Domaninku u Bystiice nad Pernitejnem. Stanici tvoii 24 komor, ve
kterych je mozné regulovat srazky nebo zvysenou koncentraci CO,. Atmosféra se zvySenou
koncentraci CO, obsahovala oxid uhli¢ity v koncentraci 700 pmol-mol™. Plocha uvnitf komor
byla rozdélena na poloviny, pfi¢emz jedna polovina byla hnojena davkou dusiku 200 kg-ha™.
Druha polovina hnojena nebyla.

Separace protein gliadinovych frakci byla provedena metodou A-PAGE podle
Poligenské etal. [55] a CSN 46 1085-2. Obsah gliadinovych proteind byl stanoven
pocitacovou denzitometrii.

Vyznamny vliv na gliadinové frakce mél genotyp. U rané odriidy Avenue byl zjistén
vyssi obsah gliadinové frakce pfi normalni koncentraci CO2 oproti pozdni odridé Tobac.
Naopak pii zvySené koncentraci CO2 doslo ke znatelnému poklesu obsahu gliadinové frakce
odridy Avenue. Obsah gliadinové frakce odridy Tobac pii zvy$ené koncentraci CO2 vzrostl.

U obou odrid byl pozorovan vliv na zvySenou koncentraci CO2. U rané odridy
Avenue doslo vlivem zvySené koncentrace CO:z vyraznému k poklesu obsahu vSech
gliadinovych frakci. Vyznamny pokles byl zaznamenan u obsahu gliadinové frakce ®1,2
a ®5. U pozdni odridy Tobac naopak doslo k znacnému zvySeni obsahu gliadinovych frakci,
vyjimku tvofi obsah gliadinové frakce y a a, u kterych doslo k nepatrnému sniZeni obsahu
gliadinové frakce. Vyznamny rozdil byl zjiStén u obsahu gliadinové frakce w1,2.

Pfi porovnani vlivu zvySené koncentrace CO2 na ob¢ odridy pSenice ozimé se jako

S 4
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AC normalni koncentrace CO2

ANOVA analyza variace (rozptylu)

A-PAGE kysela elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
ATP adenosintrifosfat

AV CR Akademie véd Ceské republiky

CE kapilarni elektroforéza

CSN ¢eska technicka norma

DTT dithiothreitol

EC zvysena koncentrace CO2

EIA enzyme imunoassay

ELISA Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay
FACE Free Air CO2 Enrichment

HMW vysokomolekularni podjednotky glutenini
kol. kolektiv

LMW nizkomolekularni podjednotky gluteninti
NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat
RUBISCO ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylaza/oxygenaza
RuBP ribulosa-1,5-bisfosfat

SDS dodecylsiran sodny

SDS-PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnost SDS
TEMED N,N,N*,N*-tetramethylethylendiamin

TPT trifosfat-fosfoglycerat-translokéator

uv ultrafialové zateni

UV-VIS ultrafialovo-viditelna spektroskopie
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