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ABSTRAKT

V této praci byl sledovan vliv zmény v obsahu gliadinovych frakci u dvou odrad
pSenice ozimé s rozdilnou délkou vegetacni doby v zavislosti na dusikatém hnojeni
a suchu. Pouzité odridy byly Avenue a Tobac. Polovina rostlin byla hnojena dusikatym
hnojivem o koncentraci 200 kg N/ha. Ttetina rostlin byla péstovana v podminkach
brzkého sucha (v obdobi kveteni), tfetina v podminkach pozdniho sucha (doba plnéni
zrna), tfetina byla prirozen¢ zavlazovana. Gliadinové frakce byly separovany metodou
A-PAGE. Jejich obsah byl stanoven pocitatovou denzitometrii. Dusikaté hnojeni
zvySovalo obsah jednotlivych frakci. Samotné sucho (konkrétné brzké sucho) se
projevilo pouze u a-gliadini odridy Tobac zvySenim jejich obsahu. Brzké i pozdni
sucho zvySovalo v kombinaci s dusikatym hnojenim obsah gliadinovych frakci odrudy
Tobac. Na odridu Avenue nemélo brzké sucho v kombinaci s dusikatym hnojenim vliv,
s vyjimkou frakce a-gliadinti, kde brzké sucho zeslabilo vliv dusikatého hnojeni. Pozdni
sucho v interakci s dusikatym hnojeni zvySovalo u odridy Avenue obsah gliadinu.
Nejvyssi nariist obsahu gliadini byl pozorovan u frakce -5 odridy Tobac pfi
interakénim puisobeni dusikatého hnojeni a pozdniho sucha.

ABSTRACT

In this diploma thesis the influence of the nitrogen fertilization and drought on the
change in the content of gliadin protein fractions in two genotypes of winter wheat
Avenue and Tobac was studied. These two genotypes differ in vegetation time length.
Half of the plants were fertilized using nitrogen fertilizer at 200 kg N/ha. One third of
the plants were cultured under the conditions of early drought (in bloom season), other
one third was grown under the conditions of of late drought (grain filling season), and
last third was grown under the conditions of natural irrigation. Individual gliadin
fractions were separated by using A-PAGE method and their content quantified by
computer densitometry. Our results have shown increase in gliadin fractions content
after nitrogen fertilization. Early drought itself caused significant increase in the levels
of a-gliadin fractions in Tobac genotype. Early and late drought in combination with
nitrogen fertilization increased levels of gliadin fractions in Tobac genotype. Early
drought in combination with nitrogen fertilization had no effect on Avenue genotype,
except of a-gliadin fractions which decreased significantly. Late drought in
combination with nitrogen fertilization caused significant increase in gliadin content in
Avenue genotype. The highest increase in gliadin content was observed in fraction -5
of the Tobac variety during interaction nitrogen fertilization with late drought.

KLICOVA SLOVA
pSenice ozima, gliadiny, lepek, dusikaté hnojeni, sucho, A-PAGE
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1. UVOD

V soucasné dobé lze pozorovat vyrazny narust extrémt meteorologickych jevi, jako
jsou nezvyklé teploty i Casta a intenzivni sucha. Tyto jevy jsou dany meénicim se
klimatem. Klima se méni miliony let, v poslednich letech jsou vSak tyto zmény rychlé
jako nikdy predtim.

Extrémni meteorologické jevy zpusobuji rostlinam stres, a tim ovliviiji jejich
metabolismus. Vzhledem k duleZitosti zajisténi vyzivy lidstva je vhodné vénovat
pozornost predev§im zménam, které tyto jevy vyvolavaji u hospodaisky vyznamnych
plodin. Vysadni postaveni mezi zeméd¢lskymi plodinami ma v tomto ohledu psenice.

P3enice je jedna znejdéle péstovanych obilnin. V Ceské republice je vysazovana
priblizn& na &tvrting orné pidy, jeji vynos se pohybuje mezi 3,5-6,0 t.ha. Vyuziva se
Kk potravinaiskym, krmivatskym i technickym téeltm.

Pro nutri¢ni i pekarskou kvalitu pSeni¢né mouky mé rozhodujici vliv obsah hrubych
které jsou tvoieny dvéma typy bilkovin — gliadiny s monomerni strukturou a gluteniny
S polymerni strukturou. Lepek vyznamné ovliviluje reologické a viskoelastické

vlastnosti tésta. Pro vyslednou kvalitu tésta je rozhodujici sloZeni gliadint a gluteninii
a jejich vzajemny pomer.

Cilem této prace bylo sledovat a vyhodnotit vliv sucha v interakci s dusikatym
hnojenim na sloZeni gliadinovych frakei lepkovych bilkovin dvou odrid pSenice ozimé
— rané odridy Avenue a pozdni odrady Tobac.



2. TEORETICKA CAST
2.1. Globalni klimaticka zména

Zemské klima je ovliviiovano mnoha faktory, které na n¢ho pusobi. Zjednodusené tyto
faktory muzeme rozdé€lit na extraterestrické (neboli mimozemské, napf. slunecni
zateni), terestrické (dané vlastnostmi planety — rozlozenim pevnin a oceant, vegetace
aj.) a antropogenni — dané Cinnosti ¢lovéka (zejména urbanizace a tvorba sklenikovych

plynut) [1].
Klima jako takové je nestabilni a proménlivé. Jeho zmény probihaji uz miliony let.

Podle vyzkumi Honische a kol. [2] doslo ke zvySeni obsahu CO, Vv atmosféfe na
prechodu doby ledové do doby meziledové o ptiblizn€ 30 %. Pravdépodobnou pti¢inou
bylo uvolnéni CO; z oceant. A naopak bylo pozorovano snizeni koncentrace CO, jiz
nékolik tisic let pted nastupem doby ledové. Tyto zmény jsou piiéitany naristu objemu
ledovcet, ukladani uhli¢itanu vapenatého do koralovych utesti a zménam probihajicim
v oceanech (zejména alkalita a cirkulace oceand). Zmény vSak probihaly pomalu
a rostliny se na né stacily adaptovat.

Od pocatku 20. stoleti jsou vsak zmény klimatu rychlé jako nikdy predtim. Velmi rychle
se zvySuje koncentrace CO; ve vzduchu, stoupa teplota, jsou Cast&j$i dlouhé periody
sucha a dalsi extrémni meteorologické jevy. Dulezitou otazkou je, na kolik a jakym
faktory jsou rozvoj prumyslu a dopravy, zmény ve vyuZzivani pudy a obecné zpisob
hospodateni v zeméd¢€lstvi a lesnictvi [3]. Tyto rychlé a vyrazné zmény klimatu, které
se odchyluji od dlouhodobych pravidelnych zmén byvaji souhrnné oznacovany globalni
zména klimatu (GZK) [4]. Dnes se ma za to, ze hlavni pfi¢inou GZK je tzv. sklenikovy
efekt, zpiisobeny sklenikovymi plyny.

2.1.1. Sklenikové plyny

Na planetu Zemi dopadé slunecni zafeni a planeta zafeni do vesmiru vyzatuje. Pokud
tyto dva procesy nejsou v rovnovaze a planeta vice zafeni ptijme, nez vyda, dochazi
k jejimu zahfivani. Nékteré plyny, které jsou pfirozenou soucasti atmosféry, maji
schopnost pohlcovat zafeni vyzafované povrchem Zemé&. Diky tomu ma planeta vhodné
podminky pro rozvoj zivota. NejdiilezitéjSim z téchto tzv. sklenikovych plyni je vodni
para. Dalsi sklenikové plyny jsou oxid uhliity, freony, methan a oxid dusny. Lidskou
¢innosti se koncentrace téchto sklenikovych plynit v atmosféfe zvysSuje. Ke zvySeni
koncentrace oxidu uhli¢it¢tho dochédzi zejména v souvislosti se spalovacimi procesy,
methan se uvoliiuje zeméd¢lskou ¢innosti a z tajiciho permafrostu, oxidy dusiku se tvofi
pfi prumyslovych vyrobach a ve spalovacich motorech, freony jsou uvolhovany
z chladicich zafizeni. [5] Nejvice se na rostoucim oteplovani Zemé podili oxid uhli¢ity
(z asi 47 %), dale methan (z 27 %) a freony (z 10 %) [6].

Atmosférické koncentrace oxidu uhli¢it¢ho, methanu a oxidu dusného se zvysily na
urovné vys$i nez v predchozich nejméné 800 000 letech [1]. Koncentrace CO, se



Vv poslednich 1000 letech pohybovala pomérné stabilné mezi 270-290 ppm [7]. Za
poslednich 200 let se vSak zvySila z hodnoty 280 ppm na hodnotu 360 ppm, coz
predstavuje priblizn¢ 30% narast. Tento nartist zpisobuje oteplovani zemské atmosféry
a ovliviiuje srazky a evaporaci. Za hlavni pfi¢inu zvysené koncentrace CO; se povazuji
emise z fosilnich paliv a zména ve vyuzivani pudy. [8]

Dulezitym ukazatelem je meziroéni narGst koncentrace CO; V atmosféte. Podle
Canadella a kol. [9] byl mezi 1éty 1970-1979 meziro¢ni néardst 1,3 pmol.mol™, mezi
1éty 20002006 se viak zvysil na 1,9 pmol.mol™.

Udaje o zménach koncentrace CO, se ziskavaji kromé méfeni na riznych mistech Zemé
také ze vzorka z arktickych ledi (obr. 1) nebo prostfednictvim izotopové analyzy
letokruhti.
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Obr. 1 Vyvoj koncentrace CO?2 za poslednich 400 000 let ziskané analyzou ledovcii [10]

Se zvySujici se koncentraci sklenikovych plynii dochazi také k narastu praimérné rocni
teploty. V prubéhu 20. stoleti se primérna ro¢ni teplota ve vétSiné evropskych zemi
zvysila az 0 0,8 °C.

Podle organizace Intergovernmental Panel on Climate Change, zaloZené v roce 1988,
dochdzi v disledku zmén koncentrace tzv. sklenikovych plynt k jednozna¢nému
oteplovani klimatického systému, jehoz zmény pozorované od roku 1950 jsou
bezprecedentni Vv prubéhu desetileti az tisicileti. Dlsledkem toho dochdzi k ubytku
ledovci, zvyseni hladiny mofte, okyseleni ocednu po absorbci vétstho mnozstvi CO».
Podle vysledkl vyzkumi této organizace bude primérnd povrchova teplota v roce 2100
o 1,5 °C vyssi nez proti prumérné teploté z let 1850-1900. [1]



Zmény klimatu ovlivituji také srazky. Ty jsou nerovnomérné, dochazi ke zvySené
Cetnosti a intenzité sucha i pfivalovych desta [11].

2.1.2. Vliv sucha na rostliny

Sucho je normdlni opakujici se jev klimatu, ktery souvisi s jeho kolisanim. Nejedna se
0 jev nahodny, ani vzacny. Sucho muze byt definovano jako deficit srazek vzhledem
k o¢ekavanym srazkam, které se vyskytuji v pribéhu sezony nebo urcité ¢asti roku. [12,
13]

Sucho vznikd jako disledek nedostatku srazek v kombinaci s dalSimi faktory, které
mohou jeho intenzitu vyrazné¢ zvysit. Piedev§im se jedna o vysokou teplotu, dale
napiiklad nizkou relativni vlhkost vzduchu nebo rychlost vétru [12]. Vysoka teplota
vzduchu podporuje vyssi vypar. Vliv ma také charakter zim — pokud jsou z hlediska
mnozstvi snéhu podprimérné a trvaji kratkou dobu, zac¢ne brzy pravidelny pokles zasob
vody v puadé a v podzemnich vodach [14]. Vyskyt sucha mize byt pfimo spojen
s lidskou c¢innosti a poptavkou po vode. Zemédélstvi predstavuje prvni hospodatsky
sektor, ktery je suchem zasazen [12].

Nedostatek vody je povazovan za hlavni enviromentalni faktor limitujici rast rostlin
atvorbu urody [15]. Mezi jeho typické piiznaky patii zavirani priducht, inhibice
fotosyntézy, starnuti listd, omezeni rustu rostliny a odumirani kofenti. B€hem stresu ze
sucha je inhibovana syntéza a pohyb cytokinii rostliny, Casto také dochazi k jejich
degradaci. Tento jev je tzce spojen se starnutim listd. [16]

Zavirani praduchti omezuje difuzi CO; z atmosféry, coz je hlavni pti¢inou inhibice
fotosyntézy. Vodni stres také sniZzuje metabolické aktivity a pfedevSim sniZuje aktivitu
enzymu Rubisco [15]. Pravé zavirani praduchd a inhibice rustu listd jsou prvnimi
reakcemi na sucho, které chrani rostlinu od ztraty vody. Velka ztrata vody by mohla
vést k dehydrataci bunék, nekontrolovatelné kavitaci xylému a v kone¢ném disledku
smrti rostliny [17].

Snizeni vodniho potencialu pod 1,5 MPa zpasobuje silny stres spojeny s poklesem
turgoru v bunkach a vadnutim listi. Pfedtim ale ztrata vody zptusobuje zastaveni ristu
bunék, pokles fotosyntézy, asimilace nitratl a zvyseni podilu stresovych proteind. Pfi
ztraté vody z bunék a pletiv klesa vodni potencidl listii k hodnoté 0,8 MPa, kterd je
povazovana za hrani¢ni, kterou je vétSina rostlin schopna snést.

Soucésti adaptace na ztratu vody je syntéza osmoticky aktivnich latek — cukrt,
alkoholli, nékterych aminokyselin, zejména prolinu, které zvySuji osmoticky tlak
Vv bunce. Se suchem bojuji rostliny také opadem listt. [18]

Reakce rostlin na stres suchem mitiZze probihat odliSné v zavislosti na tom, zda jiZ
podobny stres v minulosti prod¢laly — jejich reakce mohou probihat rychleji i pomaleji.
Jednou z metod prizptisobeni se suchu je zvySena aktivita antioxidantd. [19, 20]
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2.1.3. Vliv sucha na pSenici

Obilniny patii mezi rostliny, které jsou na sucho citlivé jak ve fazi vegetativni, tak ve
fazi plnéni zrna. Navzdory tomu ma vSak nedostatek vldhy diky bohatému kofenovému
systému obilnin (v porovnani napf. s hliznatymi ¢i kofenovymi plodinami) na né¢ mensi
vliv. [21]

Podle vyzkumu Balla a kol. [22] se vyrazné snizuje vynos a kvalita zrn pSenice pfi
soucasném pusobeni sucha a vysoké teploty, a to az 0 76 % oproti poklesu o 57 %
pouze pii puisobeni sucha.

Pti stresu zptisobeném nedostatkem vody dochazi ke zvySeni obsahu bilkovin pSenice
za soucasné¢ho celkového ubytku vytézku zrna. Tento jev je zplsoben snizenim
produkce skrobu. [22]

Na tom, jak ovlivituje nedostatek vldhy slozeni bilkovin pSenice, nepanuje v literatuie
jednoznaény nazor. Podle Zhanga a kol. [23] zplsobuje sucho vyznamné zvySeni
obsahu albumint a gliadinti, na globuliny a gluteniny nema vliv. Naproti tomu Flagella
a kol. [24] tvrdi, Ze stres suchem zpUsobuje narust glutenini (konkrétné HMW
gluteninil), nemé vsak vliv na gliadiny a LMW gluteniny. Zaroven tvrdi, Ze sloZeni
bilkovin je ovlivnéno intenzitou tohoto sucha a obdobim, po které sucho na pSenici
pusobi.

Podle Li a kol. [25] ovliviuje vytéZnost pSenice pfevazné prostiedi, zatimco genotyp
pSenice ma rozhodujici vliv na silu lepku. Sucho podle téchto vyzkumii ma na silu lepku
pozitivni vliv.

2.1.4. Vliv dusikatého hnojeni na rostliny

Dusik ma pro vyzivu rostlin vysadni postaveni mezi biogennimi zivinami. Dusik je
dilezitou slozkou biologicky aktivnich latek jako jsou bilkoviny, purinové
| pyrimidinové baze nukleovych kyselin, chlorofyl, enzymy aj. Jeho mnozstvi
Vv rostlinach zavisi mimo jiné na jejim druhu, stdfi a organu. Dusik je v rostliné
V nejvétsim mnozstvi piitomen béhem brzkych fazi vyvoje a postupné klesa. [26]
Snizen¢ mnozstvi dusiku béhem faze plnéni zrna, tedy generativni faze ristu, mlize vést
k vyznamnému rozkladu enzymu Rubisco a tim sniZovat rychlost fixace CO,, coZ vede
ke snizeni vynosu zrna [27].

2.1.5. Vliv dusikatého hnojeni na pSenici

U ozimé pSenice se zvySuje utilizace dusiku pii dostate¢ném zasobovani sirou. Podle
Schnuga a kol. [28] se jedna o navySeni z59 % na 75 %. Podle Hiivny a kol. [29]
ovliviiuje hnojeni dusikem pozitivné predevSim celkové mnozstvi vyextrahovanych
dusikatych latek. Podle vysledku jejich pokusi provadénych v letech 2000-2001 doslo
spolu s narustem celkovych dusikatych latek také ke zvySeni obsahu albumint
a gliadind, zatimco podil globulinil a gluteninG se snizil.
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Poznatek, ze dusikaté hnojeni zvySuje vynosy pSeni¢nych zrn se vyuziva jiz od dob tzv.
Zelené revoluce, kterou zahajil svym vyzkumem ve 40. letech 20. stoleti Ameri¢an
Norman Borlaug a ktera vedla ke celosvétovému zvySeni vynost obilnin (pfedevs§im
pSenice) a ryze. V ramci tohoto vyzkumu bylo vyuzito nékolik technologickych
postuptl, které zvySovaly produkci pSeni¢nych zrn jako je pouziti syntetickych
dusikatych hnojiv, Slechténi novych vysoce plodicich odrid odolnych vici nékterym
nemocem a plisnim, fizené zavlazovani vodou, uzivani pesticidd nebo mechanizace
polnich praci [30].

Vzhledem Kk uspéchu tohoto vyzkumu se technologie Zelené revoluce rozsifily
celosvétoveé. Mezi léty 1961-1985 se produkce obilnin v rozvojovych zemich
zdvojnasobila [31].

Navzdory nespornému pozitivu vyrazného zvyseni produkce, ma vSak zavadéni téchto
technik také sva negativa: pouzivani syntetickych dusikatych hnojiv vede k degradaci
pudy a znecistovani pitné vody a tbytek druhové rozmanitosti plodin zptisobuje jejich
nachylnost k nemocem avede knutnosti uziti pesticida [32]. Svys$i produkci
a intenzivnéj$im zemédélstvim dale roste poptavka po neobnovitelnych zdrojich pro
zem&délské zdroje a hnojiva a zvySuje se obsah uhliku v atmosféte [33].

2.2 Vyznam pSenice a pSeni¢né proteiny

Pienice seta ma dominantni postaveni v péstovani obilnin jak v Ceské republice,
tak ve svété. Od roku 2001 je v Ceské republice pravidelné oseta na vice nez 700 tisic
hektarech zeméd¢€lské piady s primérnym vynosem 5,35 t/ha.

PSenice setd je povazovana za jednu z nejdéle péstovanych obilnin. Dikazy
0 jejim péstovani jiz pfed 10 000 lety pochazeji z oblasti ,,airodného pilmésice™ (dnesni
Iran, Irak, Syrie a Jordansko) [34, 35].

PSeni¢nd mouka se vyuZzivd v pekafstvi a pro na vyrobu téstovin, zrno se dale
zpracovava na kroupy a krupici. PSeni¢né zrno, otruby a krmnd mouka muze slouZit
jako krmivo. V mens$i mife se pSenice vyuziva jako surovina pro dalsi vyrobu (lih,
pivo). PSeni¢na stébla (slama) se pouzivaji na podestylku, jako krmivo nebo je mozné je
zaorat. [36, 37]

2.2.1. Morfologie pSeni¢ného zrna

PSenice se fadi mezi obilniny s nahymi zrny — neni tieba je pied zpracovanim loupat
a obrusovat, pti mlaceni se uvoliiuje zrno z obalil.

PSeni¢né zrno je 5-8 mm dlouhé a 2,5-4,5 mm Siroké. Primérna hmotnost tisice zrn je
37 g. Rozméry a slozeni se mohou liSit v zavislosti na odradé, klimatickych
podminkach péstovani, lokalité (zejména se jedna o sradzky, osvit, teplotu a nadmoiskou
vysku), kvalité pudy, hnojeni [38].

12



Obilku (semeno obilnin) tvoii obalové vrstvy (oplodi a osemeni), klicek a endosperm
(obr. 2). Obalové vrstvy se v mlynské terminologii oznacuji otruby. Otruby tvoii
ptiblizn¢ 15 % hmotnosti psenice, endosperm zaujima piiblizné¢ 82 % hmotnosti
a klicek asi 3 %. Podily jsou velmi vyrazné ovlivnény odriiddou psenice. [38, 39]

___ endosperm

buiiky endospermu se
skrobem v bilkovinné matrici E

celulosové stény bunék endospermu

S 2 0 ol aleuronova vrstva (,,vné&jsi

2 f%% X - endosperm®) _‘
T S
hyalinni tkan
testa (osemeni)

cylindrické buriky 0]
pii¢né buiiky

hypodermis

epidermis =

bunécna vrstva klicku
stitek na klicku

rudimentérni klicek K

primérni kofinky
__stitek kofinkd
kloboucek kofinki

Obr. 2 Stavba psenicného zrna [38]

Povrchové vrstvy zrna, oplodi, slouZi jako ochrana pfed mechanickym poskozenim,
chemickym poskozenim a ztratdm vody. Obsahuji zejména nerozpustné polysacharidy
na bazi celulézy. Pod oplodim se nachazi osement, které zrnu proptjcuje barvu. Hlubsi
vrstvy obsahuji latky na bazi polysacharidi, které jsou schopny véazat vodu a umoziuji
bobtndni zrna. Otruby mohou byt vyuZity jako zdroj vlakniny pro upravu vyzivovych
vlastnosti vyrobkt, zhorsuji ale kvalitu a zpracovatelnost tésta. [38, 39]

Pod osemenim se nachazi endosperm, technologicky nejvyznamnéjsi ¢ast zrna. Susinu
endospermu tvoti z 60—75% skrob, piiblizné 10 % tvoii bilkoviny, lipidy zaujimaji asi
1,5 %, zbytek tvori mineralni latky a vlaknina. [40. 41]

Bilkoviny maji velky vyznam pro pekarenskou technologii. Vngjsi vrstvu endospermu
tvoii velké bunky aleuronové vrstvy, ktera se mlze pii mleti stat soucasti jak mouky,
tak otrub. Tato vrstva je velmi bohata na bilkoviny (cca 30 %), oproti endospermu je
toto mnozstvi téméf trojndsobné. Tyto bilkoviny vSak nemaji pekatrskou kvalitu
endospermu, protoze jejich molekuly nemaji srovnatelnou velikost ani strukturni
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usporddani. Buiky tvofici aleuronovou vrstvu vsSak obsahuji velké mnozstvi
mineralnich latek, a proto se vyrazné zvySuje podil mineralnich latek v mouce pii
vymilani této vrstvy. [38, 39]

Kli¢ek (zarodek nové rostliny) je vzdy pied zpracovanim zrna odstranén (procesy
brouseni a Spicovani). Klicek obsahuje vysoké mnozstvi proteintl, lipidii a mineralnich
latek. Praveé v klicku se vedle aleuronové vrstvy nachazi nejvice bilkovin. Kli¢ek
a aleuronova vrstva vSak predstavuji jen malou ¢ast hmotnosti zrna, a proto je podil
téchto bilkovin v celkové bilkoviné zrna velmi maly. Bilkoviny téchto slozek se
velikosti molekul a strukturou od bilkovin endospermu vyznamné 1isi, coz se odrazi ve
zpracovatelskych vlastnostech.

Vzhledem ktendenci klicku podléhat oxidaénim a enzymovym zménam (obsahuji
vysoké mnozstvi tuk) by jeho semleti negativné ovlivnilo senzorické vlastnosti
vyrobku. [38, 39]

2.2.2. PSeni¢né bilkoviny

Bilkoviny endospermu hraji dulezitou roli pii zpracovani pSeni¢ného zrna. Jejich
mnozstvi a slozeni vyznamné ovliviiuje nutri¢ni hodnotu zrna [42]. Tvofi pfiblizné 10
az 15 % psSeni¢ného zrna. Rozdily jsou dany odridou, podminkami péstovani, kvalitou
a dal§imi faktory [38].

Z hlediska aminokyselinového slozeni se v zrnu nejvice nachazi glutamin (cca 35 %). Je
zdrojem vodikovych vazeb, které maji velky vliv na strukturu tésta. Dale jsou ve vétsi
mife zastoupeny prolin a leucin, které maji také vliv na zesitovani té€sta. V pSeni¢ném
zrnu se naopak nachazi velmi malé mnozstvi esencialni aminokyseliny lyzinu. [38, 39]

Bilkoviny pseni¢ného zrna lze délit podle riznych hledisek: podle morfologického
puivodu (bilkoviny endospermu, aleuronové vrstvy a klicku), biologické funkce (zasobni
¢1 metabolicky aktivni) nebo podle chemického sloZzeni (jednoduché bilkoviny nebo
komplexni — lipoproteiny, glykoproteiny aj.).

Podle rozpustnosti v ruznych rozpoustédlech rozdélil Osborne v roce 1907 bilkoviny
obilovin na albuminy rozpustné ve vod¢, globuliny rozpustné v roztocich soli,
prolaminy rozpustné v 70% ethanolu a gluteliny castené rozpustné ve ziedénych
roztocich kyselin a zasad [38].

2.2.2.1. Lepkové proteiny

Lepkové proteiny maji vyhradné zasobni funkci. Zahrnuji prolaminy, u pSenice
oznacované gliadiny, a gluteliny, u pSenice oznacované gluteniny. Jsou to
vysokomolekularni slouceniny. Gliadiny a gluteniny omezené bobtnaji a pii hnéteni za
ptitomnosti kysliku vytvari pevny gel — lepek. Lepek dava téstu jeho taznost, pruznost,
a schopnost zadrzovat vodu. Pravé v jedine¢ném slozeni lepku tkvi vyhoda pSenice
V porovnani s ostatnimi obilninami, napt. zitem, ktery vytvaii gely pirevazné
z polysacharidu, a které nedosahuji takovych kvalit. [39]
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Lepek muze byt z tésta izolovan vypranim v proudu vody. Po odplaveni Skrobu a latek
rozpustnych ve vodé vznika tzv. mokry lepek. Mokry lepek se poté vymacka, ptipadné
odstredi. Takovy lepek potom obsahuje cca 90 % proteinti, 8 % lipidi a 2 % sacharidl
V susing. [38]

Podle Lekese [43] se na mnozstvi lepkovych bilkovin podili z 24 % odrida psenice a ze
75 % podminky péstovani. Na kvalit¢ lepku ma vSak odrida podil az 68 %, zatimco
prostiedi pouze 32 % [43].

2.2.2.1.1. Gliadiny

Gliadiny jsou tvofeny jednim makromolekuldrnim fetézcem. Tato makromolekula
vytvafi helixy, které jsou spojeny nepravidelnymi ohyby. Strukturu helixd umoziuji
pocetné vodikové mustky. Ohyby fetézce udrzuji disulfidické mistky.

Gliadiny tvoii asi 3040 % pSeni¢nych proteint. Lze je rozdélit metodou gelové
elektroforézy, pficemz polohy a pocty frakci jsou dany odridou pSenice. Gliadiny se
dobie deli v polyakrylamidovém gelu v kyselém pH (obr. 3). Podle klesajici
elektroforetické mobility se déli na a-, B-, y- a w-gliadiny. [38, 44, 45]
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Obr. 3 Gliadinové frakce (metoda A-PAGE) [49]

V nejmensim mnozstvi se v pSeniéném lepku nachazeji w-gliadiny (7—13 % lepkovych
protein(). Obsahuji nejméné cysteinu, jsou chudé na siru, a proto se u nich nevyskytuji
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disulfidické vazby. m-gliadiny se rozdéluji na ®l,2-gliadiny o molekulové hmotnosti
ptiblizné 39-44 kDa a w5-gliadiny, jejichz molekulova hmotnost se pohybuje mezi 49
az 55 kDa.

y-gliadiny tvoii 23-31 % lepkovych proteind.

a- a B-gliadiny vytvari tfi intramolekulérni disulfidové mistky. Protoze maji tyto dva
typy gliadini velmi podobnou pohyblivost v elektroforetickém gelu, casto se oznacuji
souhrnn¢ jako a-gliadiny. Dohromady tvoii 28-33 % lepkovych bilkovin. [46, 47]

Gliadiny jsou zodpovédné zejména za viskozitu a roztaznost tésta. Jejich elastické
vlastnosti jsou pomérné malé [47].

2.2.2.1.2. Gluteniny

Gluteniny jsou tvoifeny makromolekulami s vysokym poctem fetézci rtizné velikosti.
Tvofi pfiblizné 45 % celkovych proteinii endospermu. Gluteniny Ize po odstranéni
gliadint rozd¢lit pomoci metody SDS-PAGE (obr. 4). Touto metodou byly podjednotky
rozdéleny na Ctyfi skupiny — A, B, C, D. Podjednotky A jsou tvofeny gluteniny
s vysokou molekulovou hmotnosti, podskupiny B, C, a D gluteniny s nizkou
molekulovou hmotnosti. [48]

C)
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Obr. 4 Gluteninové frakce (SDS-PAGE) [50]
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Nizkomolekularni podjednotky LMW (Low Molecular Weight) o velikosti 30-55 kDA
jsou udrzovany disulfidickymi a vodikovymi vazbami uvnitf fetézcu, s ostatnimi fFetézci
jsou spojeny vodikovymi vazbami. Na celkové stabilité se podili hydrofobni sily. LMW
gluteninové podjednotky tvoti asi 19-25 % lepkovych bilkovin. [39, 47]

Stabilitu vysokomolekularnich podjednotek HMW (High Molecular Weight) o velikosti
100-140 kDa udrzuji disulfidické mustky jak uvnitt fetézcid, tak mezi fetézci [45].
Disulfidické mustky vznikaji mezi cysteinovymi zbytky, které se nachazeji v koncovych
¢astech makromolekul, které oznacujeme domény. Vysokomolekularni gluteninové
podjednotky maji rozhodujici vliv na zvySeni objemu peciva. V lepkovych bilkovinach
zaujimaji cca 10-15 %.

Kromé jiz zminovanych disulfidickych a vodikovych vazeb se se Vv gluteninech
vyskytuji iontové vazby mezi kyselymi a bazickymi skupinami aminokyselin a také van
der Waalsovy vazby pii piiblizeni hydrofobnich fetézci. [38]

Gluteniny maji vliv na pevnost 1 pruznost tésta. Redukcni ¢inidla zpisobuji rozpad
gluteninovych fetézcli na mensi ¢asti a tim narusuji strukturu lepku. Oxidacni Cinidla ji
naopak stabilizuji. Tyto poznatky jsou vyuzivany v pekarenskych technologiich. [39,
47]

2.2.2.2. Albuminy a globuliny

Albuminy a globuliny tvofi pfiblizné 20-25 % proteinii endospermu. Maji predevs§im
metabolickou aktivitu. Nékteré albuminy (pfedev$im vysokomolekularni) a globuliny
maji také zasobni funkci. [45, 51]

2.3. Vybrané metody stanoveni lepkovych proteint
2.3.1. Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Elektroforéza je elektromigracni technika zaloZzena na rozdilné -elektroforetické
pohyblivosti ¢astic a molekul v stejnosmérném elektrickém poli. Elektroforeticka
pohyblivost je dana nabojem a velikosti molekuly, jejim tvarem, teplotou systému
a vlastnostmi matrice, pfes kterou molekula migruje (porozita a viskozita). Velké
molekuly maji nizsi elektroforetickou mobilitu nez molekuly malé. Proteiny jsou
amfoterni molekuly — jejich ndboj se méni v zavislosti na pH prostfedi, ¢ehoZ se
s uspéchem vyuziva pfi jejich analyze touto metodou.
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Polyakrylamidovy gel je prihledny, pevny, nevodivy gel, jehoz vlastnosti se pomérné
snadno upravuji podle pozadavkl analyzy. Jedna se zejména hustotu, ptipadné gradient
hustoty. Vznikd polymeraci akrylamidu a N,N‘-methylen-bis(akrylamidu) (obr. 5).
Pomérem téchto slozek 1ze ovlivnit velikost port ¢i jeho tuhost. Jako inicidtor reakce se
pouzivd peroxodisiran amonny nebo riboflavin, jako katalyzator se pouziva
tetramethylethylendiamin (TEMED), ktery volné radikaly stabilizuje. Reakce je
exotermni, a proto je potieba kazety s gelem chladit, aby nedochazelo k vadam gelu.
[52, 53]
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Obr. 5 Tvorba polyakrylamidu [52]

Také béhem samotné elektroforézy dochazi k vyvoji tepla (tzv. Jouleovo teplo), které
ma negativni vliv na difuzi. Systém je proto vhodné chladit. [53]

2.3.1.1. A-PAGE

K separaci gliadini se cCasto pouziva elektroforéza v kyselém prostredi (acid
polyacrylamide gel electrophoresis — A-PAGE). PH prostiedi je obvykle 3. V tomto
kyselém prostiedi jsou vSechny proteiny nabity kladn€ a pohybuji se ke katod¢. Kyselé
prostiedi zajist'uje pufr (Casto roztok kyseliny octové a glycinu). Elektroforéza probiha
za nativnich podminek, sekundarni a tercidrni struktura proteinii zlistdva zachovéna
a proteiny mohou byt separovany na zakladé velikosti, tvaru ¢i naboje. [54, 55]
Dulezitym faktorem je teplota, ktera ovliviiuje pKa pufrt i analyta [54].

Dalsi slozkou je mocovina, kterd ovliviiuje elektroforetickou mobilitu zvySovanim
koeficientu tfeni. Také rusi vodikové vazby proteind, ¢imz zvySuje rozpustnost
hydrofobnich proteind. [46, 55]
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2.3.1.2. SDS-PAGE

Elektroforéza v ptitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE) je jednou
Z nejcastéjsich metod vyuzivanych pro separaci bilkovin. V ptipad¢ lepkovych bilkovin
se pouziva spiSe pro separaci gluteninii. Dodecylsiran sodny udé¢li vSem analytim
uniformni zaporny naboj a bilkoviny se dale déli pouze na zaklad¢ rozdilné molekulové
hmotnosti. [52, 56]

2.3.2. Kapilarni elektroforéza

Také kapilarni elektroforéza je separaéni metoda, v niz jsou Castice separovany na
zaklad¢ odlisSné rychlosti migrace ve stejnosmérném elektrickém poli. Probiha
v kiemennych kapildrach (pfipadné sklenénych nebo plastovych kapildrach) o vnitinim
priméru 25-150 pm. Na rozdil od plo$né elektroforézy neni nutnd pfitomnost gelu.
Kapilary maji malou vodivost a generuji jen malé mnozstvi tepla. To umoziuje aplikaci
vyssiho separa¢niho napéti, coz zkracuje dobu analyzy. Mezi hlavni vyhody kapilarni
elektroforézy patii vysoka tc€innost, mala spotieba vzorki, vysoké rozliSeni a kratky cas
analyzy. Nedostatkem vSak je moznost adsorpce analytli na vnitini sténu kapilary, ktera
se tyka pravé polypeptida a proteind. [57, 58]

2.3.3. 2-D elektroforéza

2-D elektroforéza (obr. 6) je metoda, ktera se pouziva pro stanoveni slozeni vysoce
heterogennich smési. Jedna se v podstaté o kombinaci dvou metod. Proteiny se nejprve
rozdéli v gradientu pH podle izoelektrickych bodl (putuji do mista, jehoZ pH odpovida
izoelektrickému bodu proteinu), vyuziva se tedy metoda izoelektrické fokusace.
Nasledn¢ se jednotlivé zony separuji na polyakrylamidovém gelu s ptidavkem SDS,
které analytim ud€li uniformni zaporny naboj a separace probchne na zdkladé
molekulové hmotnosti. [53, 54]
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Obr. 6 Princip 2-D elektroforézy [52]
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2.3.4. ELISA

ELISA (z anglického Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) neboli enzymova
imunoanalyza na pevné fazi, je moderni metoda, kterd se vyuzivd pro analyzu
pSeni¢nych gliadint.

Nekompetetivni ELISA (obr. 7) je zalozena na nekovalentni interakci antigenu
a specifické protilatky vazané na pevny nosi¢. Po ustanoveni rovnovahy a promyti
systétmu se do ného pfida druhd protilatka znacena enzymem. Vytvaii se komplex
antigen-protilatka-antigen (tzv. sendvicovy komplex). Enzym poté katalyzuje preménu
substratu na barevny produkt, ktery se nejéastéji spektrofotometricky stanovi. [46, 52]
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Obr. 7 Princip nekompetitivni ELISA [52]

Kompetitivni ELISA spocivd vsoutézi o vazbu na protilatku mezi neznacenym
antigenem ze vzorku a zna¢enym antigenem piidanym do systému. Protilatka je pfitom
vazana na pevném nosi¢i. Po ustanoveni rovnovahy se Systém promyje a poté je
zméfena enzymova aktivita (ptima kompetitivni metoda — obr. 8).
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Y ...protilatka ®  ontigen o ...antigen znadeny enzymem

Obr. 8 Princip primé kompetitivni ELISA [52]

U nepiimé kompetitivni metody (obr. 9) spolu soutéZi antigen zakotveny na pevném
nosic¢i se stanovovanym antigenem vzorku o mista na protilatce, jejichz pocet je
omezeny. Tato protilatka se pidava do systému spolu se stanovanym antigenem. Cim
vice je stanovovaného antigenu, tim mén¢ protilatky se navaze na zakotveny antigen. Po
ustanoveni rovnovahy a promyti se zjiStuje mnoZzstvi ukotvené protilatky pridanim
znacené protilatky. [52, 59]

LG

® _ antigen Y..proﬁlétka proti antigenu YE ...protilatka prthmaée enzymem

Obr. 9 Princip neprimé kompetitivni ELISA [52]
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2.3.5. Chromatografické metody

Pti analyze pSenicnych bilkovin se z chromatografickych metod nejvice pouziva RP—
HPLC — kapalinova chromatografie na obracenych fazich, a to zejména pro analyzu
gluteninti. Molekuly se separuji na zaklad¢ hydrofobnich interakei s ligandy stacionarni
faze.

Dalsi chromatografickou metodou, kterd se vyuziva pro separaci proteinti, je gelové
permeacni HPLC, ptipadné HPLC na iontoménicich.

Tyto metody jsou pomérné nespecifické, ale podavaji informace o rozdéleni bilkovin do
podskupin a vlastnostech téchto podskupin. Tyto metody lze také pouzit pro preciSténi
jednotlivych frakci. [46]

2.3.6. Hmotnostni spektrometrie

Ke srovnavaci kontrole spravnosti méfeni zejména imunoanalytickych metod se ve
vyjimeénych piipadech (hlavné z divodu ceny a narokd na piistroje) pouziva metoda
MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption/ionizatin — Time of flight). Principem je
ionizace bilkovin dusikovym laserem v nizkomolekuldrni matrici. lonty jsou poté
urychleny stejnosmérnym elektrickym polem. Analyzuje se doba letu iontd v trubici
k detektoru, ktera je imérna poméru hmotnosti iontt viici jejich naboji. [46, 60]
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3. PRAKTICKA CAST
3.1. Material

Cilem této prace bylo sledovat a vyhodnotit vliv ¢asného a pozdniho sucha
Vv interakci s dusikatym hnojenim na slozeni gliadinovych frakei lepkovych bilkovin
dvou odrid pSenice ozimé — rané odridy Avenue a pozdni odridy Tobac. Vzorky
pochazely z Experimentélni stanice Ustavu pro vyzkum globalni zmény v Domaninku
u Bystfice nad Pernstejnem. Tato stanice se nachazi v nadmotské vysce 590 m n. m.
Primérna teplota je zde 7,2 °C a pramérny ro¢ni Ghrn srazek 609 mm (1981-2010)
[61]. PSenice byla péstovana v komorach se stiechou propustnou pro UV zafeni
s regulovanym zavlazovanim. SraZky byly v ptipad¢ simulace sucha regulovany pomoci
pohyblivych stifesnich lamel (obr. 10). Kazdd komora byla rozdélena na dvé poloviny,
kdy jedna byla hnojena (200 kg N/ha), druha nikoli (obr. 11).

Obr. 10 Experimentalni stanice ekofyziologie rostlin v Domaninku [62]
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Obr. 11 Experimentalni stanice ekofyziologie rostlin v Domaninku — pohled do komory [63]

3.2 Metody

Gliadinové frakce byly separovany z mouky 2-chlorethanolem a rozdéleny metodou A-
PAGE podle Polisenské et al. [64] a technické normy CSN 46 1085-2. Kvantifikace
jednotlivych frakci byla provedena denzitometricky programem Multi Gauge verze 3.1
(FUJIFILM).

3.2.1 Pristroje

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

Vortex — stuart, firma MERCI

Centrifuga 5430 R, firma EPPENDORF

Chladnicka s mrazici Casti, firma GORENIJE

Aparatura pro vertikalni elektroforezu s moznosti chlazeni - Owl Seperation Systems,
Inc., Portsmouth, NH USA

Zdroj — Major Science MP-500P

3.2.2 Chemikalie

2-chlorethanol (SIGMA ALDRICH)

Pyronin Y (SIGMA ALDRICH)

Kyselina octova (SIGMA ALDRICH)

Glycin (SIGMA ALDRICH)

Akrylamid (SIGMA ALDRICH)
N,N'-Methylenbisakrylamid (SIGMA ALDRICH)
Mocovina (LACHEMA)

23



Kyselina askorbova (LACH-NER)

Siran Zeleznaty heptahydrat (LACHEMA)

Peroxodisiran amonny (SIGMA ALDRICH)

TEMED — N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (SIGMA ALDRICH)
Kyselina trichloroctova (SIGMA ALDRICH)

Coomassie Brilliant Blue G-250 (SERVA)

Coomassie Brilliant Blue R-250 (SIGMA ALDRICH)

3.2.3. Priprava roztoki

Gelovy tlumivy roztok: K 1,0 g glycinu a 20 ml ledové kyseliny octové bylo pfidano
1 000 ml destilované vody. Roztok byl uchovavan v chladnicce pii teploté 4 °C.

Elektrodovy tlumivy roztok: 0,8 g glycinu a 8,0 ml ledové kyseliny octové bylo
kvantitativné pfevedeno do odmérné baiiky na 2 000 ml. Barka byla doplnéna po rysku
destilovanou vodou. Roztok byl uchovéavan v chladnicce pti 4 °C. Elektrodovy tlumivy
roztok byl pro elektroforézu pouzit vzdy pouze jednou.

Roztok pro extrakci gliadinu: 0,05 g pyroninu Y a 25 ml 2-chlorethanolu bylo
kvantitativné ptfevedeno do odmérné baitkky na 100 ml. Baiika byla doplnéna po rysku
destilovanou vodou. Roztok byl uchovavan v chladnicce pfi teploté 4 °C.

0,015% roztok siranu Zeleznatého: 0,014 g heptahydratu siranu Zeleznatého bylo
rozpusténo v 5,0 ml destilované vody. Pied kazdym pouzitim byl pfipraven Cerstvy
roztok.

10% roztok peroxodisiranu amonného: 0,1 g peroxodisiranu amonného bylo rozpusténo
v 1,0 ml destilované vody. Pfed kazdym pouzitim byl pfipraven Cerstvy roztok.

Fixacni roztok: 100 g kyseliny trichloroctové byl kvantitativné pfevedeno do odmérné
banky na 1000 ml. Baiikka byla doplnéna po rysku destilovanou vodou. Roztok byl
uchovavan pfi teploté 20°C.

Barvici roztok: 0,5 g Coomassie Brilliant Blue G-250 a 0,5 g Coomassi Brilliant Blue
R-250 bylo kvantitativné pfevedeno do baniky na 100 ml. Baiiky byla doplnéna po rysku
ethanolem. Roztok byl uchovévan pfi teploté 20 °C.

3.2.4. Priprava vzorki

Do mikrozkumavky Eppendorf o objemu 1,5 ml bylo navazeno 50 mg pSeni¢né mouky
a pridano 0,3 ml extrak¢éniho roztoku pro gliadiny. Po promichéani na vortexu byl vzorek
umistén do chladnicky, kde byl ponechdn pies noc. Nasledujici den byl odstiedén pii
10 000 otackéach po dobu 5 minut. Odstfedény supernatant byl pouzit v elektroforéze.
Byl uchovéavan v mraznicce pfi teploté —18 °C.

3.2.5. Priprava polyakrylamidového gelu

Do kadinky s pfiblizné 60 ml gelového tlumivého roztoku bylo ptfidano 10 g
akrylamidu, 0,4 g N,N'methylenbisakrylamidu, 6,0 g mocoviny a 0,1 g kyseliny
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askorbové. Ke smési bylo ptfiddno 3,4 ml roztoku siranu Zeleznatého. Smés byla
promichéna a doplnéna gelovym tlumivym roztokem do objemu 100 ml. Smés byla
vychlazena na 6 °C. Kazeta na elektroforézu byla také vychlazena na 6 °C. Po
vychlazeni smési byl do ni pfidan soucasné roztok peroxodisiranu amonného o objemu
0,2 ml a roztok TEMED o0 objemu 3 ml. Roztok byl ihned pouzit k naplnéni gelové
kazety. Poté byl do jeji horni ¢asti umistén hieben pro tvorbu prohlubni pro davkovani
vzorku. Gel bylo mozno pouzit po 1 hodin¢ od pfipravy az do nasledujicitho dne za
predpokladu, ze byl uchovavan v chladnicce.

3.2.6. Elektroforéza

Po vytazeni hiebene z gelu byly vytvofené jamky promyty elektrodovym tlumivym
roztokem. Gelové kazety byly umistény do aparatury na elektroforézu. Tato aparatura
byla naplnéna elektrodovym tlumivym roztokem. Zdroj napajeni byl ptipojen tak, aby
probihala separace slozek od anody v horni ¢asti ke katodé ve spodni ¢asti. Nejprve
bézela po dobu 60 minut elektroforéza na pradzdno pii napéti 80 V. Poté byly
nadavkovéany vzorky o objemu 5 pl. Po zapnuti probihala elektroforéza vzorka pii
konstantnim napéti 80 V po dvojnasobny ¢as nez byla doba béhu barviva pyroninu Y
(priblizné 240 minut). Elektroforeticka aparatura byla v prubéhu separace chlazena.

3.2.7. Fixace a vizualizace bilkovin

Po ukonceni elektroforézy byly gely uvolnény do misek s destilovanou vodou
a promyty. Poté byla destilovana voda vylita a gely byly pfevrstveny smési 300 ml
fixaéniho a 15 ml barviciho roztoku. Misky byly poté umistény na tiepacku, kde
setrvaly po dobu 24 hodin. Poté byly gely promyty vodou z vodovodu a pfemistény na
sklo. Pokud nebyly ihned vyhodnoceny, byly umistény na sklenénou podlozku
a zabaleny do potravinaiské folie, kterd je chranila proti vyschnuti, a skladovany
Vv chladnicce pii teploté 5 °C.

3.3. Zpracovani vysledku

Z vysledkl tii méfeni kazdého vzorku byl spocitan aritmeticky primér a smérodatna
odchylka. Pro vyhodnoceni vlivu sucha a hnojeni na jednotlivé gliadinové frakce
danych odrid ozimé pSenice byla pouzita vicefaktorova analyza variance (ANOVA).
Pro nasledné porovnani prikaznosti rozdild byl vyuzit Tukeylv test pii hladiné
vyznamnosti p = 0,5.
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4. VYSLEDKY

Na obrazku 12 jsou znazornény polyakrylamidové gely ziskané v experimentalni ¢asti
prace znazornujici rozdéleni gliadinovych frakei odrid pSenice ozimé Avenue a Tobac.
Gely byly prevedeny prostfednictvim pocitatové denzitometrie na piky (obr. 13 a 14).
Plocha piki byla pouzita k vyhodnoceni.

L g

— l,2

)\

)\

Obr. 12 Rozdéleni gliadinovych frakci — Avenue (vlevo) a Tobac (vpravo) pomoci A-PAGE
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Obr. 14 Ukazka elektroforeogramu odriidy Tobac
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Obr. 15 Viiv brzkého sucha, pozdniho sucha a hnojeni na obsah @l,2-gliadinii pSenice ozimé
rané odriidy Avenue a pozdni odridy Tobac. Graf zobrazuje srovnani ploch pikit vSech variant
— péstovani za pristupu srazek (W), s piisobenim pozdniho sucha (LD) a brzkého sucha (ED),
S pridavkem dusikatého hnojeni (N+) a bez dusikatého hnojeni (N-). Sloupce znazornuji
aritmeticky priimer a chybové usecky smérodatnou odchylku ze tri opakovani.

Obrazek 15 srovnava vliv brzkého sucha, pozdniho sucha a hnojeni na obsah ®1,2-
gliadin®i u odrid Avenue a Tobac.

U odridy Avenue nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily v obsahu ®1,2-gliadini
mezi rostlinami péstovanymi za pfistupu srazek a rostlinami péstovanymi v podminkach
brzkého ¢i pozdniho sucha. Rovnéz, coz je prekvapivé, nebyly zjistény vyznamné
rozdily mezi hnojenou a nehnojenou variantou, v kombinaci téchto vlivi.

U hnojenych rostlin odriady Tobac byl zjistén vyznamny nartst v obsahu w1,2-gliadint
oproti nehnojené varianté. U hnojenych rostlin vystavenych pozdnimu suchu byl
pozorovan narust o 68,8 %. Také u rostlin stresovanych brzkym suchem byl zjistén
narust obsahu této frakce u hnojenych rostlin, ato o 86,3 % ve srovnani s rostlinami
nehnojenymi. Sucho nemélo na obsah této frakce vyznamny vliv.

28



Avenue: w5-gliadiny
0,80

x 108

0,60

0,40 B N-

ON+
0,20

Plocha piku

0,00

W LD ED

Tobac: w5-gliadiny

0,45
0,40
0,35
0,30
0,25 B N-
0,20
0,15 ON+
0,10
0,05
0,00

x 108

Plocha piku

w LD ED

Obr. 16 Viiv brzkého sucha, pozdniho sucha a hnojeni na obsah @5-gliadinii psenice ozimé rané
odriudy Avenue a pozdni odridy Tobac. Graf zobrazuje srovnani ploch pikii vSech variant —
péstovani za pristupu srazek (W), s pusobenim pozdniho sucha (LD) a brzkého sucha (ED),
S pridavkem dusikatého hnojeni (N+) a bez dusikatého hnojeni (N-). Sloupce znazornuji
aritmeticky primer a chybové usecky smérodatnou odchylku ze tri opakovani.

Obrazek 16 srovnava vliv brzkého sucha, pozdniho sucha a hnojeni na obsah ®5-
gliadinti u odrid Avenue a Tobac.

U odridy Avenue byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil v obsahu ®5-gliadint
mezi hnojenou a nehnojenou variantou zalévané pSenice, vlivem hnojeni doslo
k narastu této frakce o 14,9 %. Dale bylo zjisténo, ze u hnojenych rostlin vystavenych
pozdnimu suchu byl obsah této frakce gliadinii o 22,8 % vys§i nez u nehnojenych
rostlin. Sucho samotné nemélo na obsah gliadinu této frakce podstatny vliv.

U odrtidy Tobac byl pozorovan narist obsahu ®5-gliadinti u hnojenych zavlazovanych
rostlin oproti nehnojenym zavlazovanym rostlindm o 59,9 %. U rostlin vystavenych
pozdnimu suchu byl obsah w5-gliadinti hnojenych rostlin dokonce o 113,6 % vyssi
oproti rostlindAm nehnojenym. Také u rostlin stresovanych brzkym suchem byl
statisticky vyznamny rozdil mezi hnojenou a nehnojenou variantou: obsah ®5-gliadinii
Vv piipad¢ hnojenych rostlin byl o 111,9 % vyssi nez u nehnojenych.
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Obr. 17 Vliv brzkého sucha, pozdniho sucha a hnojeni na obsah y-gliadini psenice ozimé rané
odriudy Avenue a pozdni odridy Tobac. Graf zobrazuje srovnani ploch pikii vSech variant —
péstovani za pristupu srazek (W), s pusobenim pozdniho sucha (LD) a brzkého sucha (ED),
S pridavkem dusikatého hnojeni (N+) a bez dusikatého hnojeni (N-). Sloupce znazornuji
aritmeticky primer a chybové usecky smérodatnou odchylku ze tri opakovani.

Obrazek 17 srovnava vliv brzkého sucha, pozdniho sucha a hnojeni na obsah y-gliadinti
u odriid Avenue a Tobac.

U odriidy pSenice Avenue nebyl pozorovan vliv stresu brzkym ¢i pozdnim suchem, ani
vliv hnojeni na obsah y-gliadint.

U zavlazovanych rostlin odriidy Tobac byl zjistén narist y-gliadinti o 22,9 % v ptipadé
hnojené varianty oproti varianté nehnojené. U hnojenych rostlin vystavenych pozdnimu
suchu byl zji$tén narist této gliadinové frakce o 17,9 % oproti nehnojenym, u rostlin
stresovanych brzkym suchem byl obsah y-gliadini vyssi o 26,4 % u hnojené varianty ve
srovnani s variantou nehnojenou. Rozdily v obsahu y-gliadini mezi zavlazovanymi
rostlinami a rostlinami stresovanymi suchem nebyly pozorovéany.
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Obr. 18 Viiv brzkého sucha, pozdniho sucha a hnojeni na obsah f-gliadinii pSenice ozimé rané
odriudy Avenue a pozdni odridy Tobac. Graf zobrazuje srovnani ploch pikii vSech variant —
péstovani za pristupu srazek (W), s pusobenim pozdniho sucha (LD) a brzkého sucha (ED),
S pridavkem dusikatého hnojeni (N+) a bez dusikatého hnojeni (N-). Sloupce znazornuji
aritmeticky primer a chybové usecky smérodatnou odchylku ze tri opakovani.

Obrazek 18 srovnava vliv brzkého sucha, pozdniho sucha a hnojeni na obsah B-gliadint
u odriid Avenue a Tobac.

U psenice odrudy Avenue nebyl pozorovan statisticky vyznamny rozdil v obsahu B-
gliadind vlivem dusikatého hnojeni, sucha ani jejich kombinace.

U odridy Tobac byl zjiStén narGst obsahu [-gliadini u hnojené varianty oproti
nehnojené varianté u rostlin vystavenych brzkému suchu o 32,1 %. Daéle byl zjistén
nariist obsahu této frakce gliadini u hnojené varianty rostlin vystavenych pozdnimu
suchu o 23,0 % oproti nehnojenym rostlinam.

U hnojenych rostlin miZzeme pozorovat vliv brzkého sucha, kdy je obsah B-gliadini
0 13,2 % nez u zavlazovanych rostlin a o 12,5 % u rostlin vystavenych pozdnimu suchu.
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Obr. 19 Viiv brzkého sucha, pozdniho sucha a hnojeni na obsah a-gliadinii pSenice ozimé rané
odriudy Avenue a pozdni odridy Tobac. Graf zobrazuje srovnani ploch pikii vSech variant —
péstovani za pristupu srazek (W), s puisobenim pozdniho sucha (LD) a brzkého sucha (ED),
S pridavkem dusikatého hnojeni (N+) a bez dusikatého hnojeni (N-). Sloupce znazornuji
aritmeticky primer a chybové usecky smérodatnou odchylku ze tri opakovani.

Obrézek 19 srovnéava vliv brzkého sucha, pozdniho sucha a hnojeni na obsah a-gliadinti
u odrid Avenue a Tobac.

U odridy Avenue byl v pfipad€ zavlazovanych rostlin zjiStén nartst o-gliadin hnojené
varianty o 44,0 % oproti nehnojené varianté.

Pti stresu pozdnim suchem byl pozorovéan nartist o-gliadinii hnojené varianty oproti
nehnojené o 57,5 %. Pfi stresu brzkym suchem se navysil obsah této frakce gliadina
u hnojenych rostlin 0 29,9 % oproti nehnojenym.

U hnojenych rostlin se projevil nartist obsahu a-gliadinti 0 15,4 % u rostlin vystavenych
pozdnimu suchu oproti zalévanym rostlinam.

U odridy Tobac byl u rostlin stresovanych brzkym suchem pozorovan nartst a-gliadina
u hnojené varianty o 70,2 % u varianty nehnojené.

Také byl pozorovan vliv sucha u hnojenych rostlin mezi rostlinami zavlazovanymi
a vystavenymi brzkému suchu. Hnojené rostliny vystavené brzkému suchu vykazovaly
o 31,4 % vySsi narist o-gliadin ve srovnani s hnojenymi rostlinami, které byly
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zavlazovany. U hnojenych rostlin vystavenych brzkému suchu byl vynos a-gliadinti
0 33,1 % vyssi nez u hnojenych rostlin vystavenych pozdnimu suchu.

U nehnojenych rostlin byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil v obsahu a-gliadint
pouze mezi rostlinami zavlazovanymi a rostlinami vystavenymi brzkému suchu.
Zavlazované rostliny vykazovaly o 22,61 % vysSi obsah a-gliadind neZ rostliny
vystavené brzkému suchu.
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Obr. 20 Viiv brzkého sucha, pozdniho sucha a hnojeni na obsah celkovych gliadinii pSenice
ozimé odrudy rané odridy Avenue a pozdni odriidy Tobac. Graf zobrazuje srovnani ploch piki
vSech variant — péstovani za pristupu srazek (W), s pusobenim pozdniho sucha (LD) a brzkého
sucha (ED), s pridavkem dusikatého hnojeni (N+) a bez dusikatého hnojeni (N-). Sloupce
znazornuji aritmeticky primér a chybové usecky smérodatnou odchylku ze tri opakovani.

Obrézek 20 srovnava vliv brzkého sucha, pozdniho sucha a hnojeni na obsah celkovych
gliadin® u odriid Avenue a Tobac.

U odridy Avenue byl zjistén nariist obsahu celkovych gliadinti zavlaZovanych rostlin
hnojené varianty o 14,8 % oproti varianté¢ nehnojené. U rostlin vystavenych pozdnimu
stresu byl u hnojené varianty narast celkovych gliadini 17,5 % oproti varianté
nehnojené.

Vliv samotného sucha se na celkovych gliadinech této odrtidy neprojevil.
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U odridy Tobac byl pozorovan nartst celkovych gliadinii zavlaZzovanych rostlin
0 16,5 % u hnojené varianty oproti variant¢ nehnojené. Také byl zjiStén vyS$i obsah
celkovych gliadinti u hnojenych rostlin vystavenych brzkému suchu o 50,1 % oproti
nehnojenym rostlindam vystavenym stejnému suchu. Hnojené rostliny vystavené
pozdnimu suchu vykazovaly o 29,9 % vyssi obsah celkovych gliadini nez rostliny
nehnojené.

U hnojenych rostlin bylo déle pozorovano zvySeni obsahu celkovych gliadini o 18,7 %
u rostlin vystavenych brzkému suchu oproti zalévanym rostlinam. Stejné tak doslo
k nartstu obsahu celkovych gliadini o 16,7 % u hnojenych rostlin vystavenych
brzkému suchu oproti hnojenym rostlindm vystavenym pozdnimu suchu.
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5. DISKUZE

Je obecné znamo, Zze brzké sucho je vice devastujici u ranych odrid, protoZe tyto
odridy maji tendenci predcasn¢ dozravat — indukuje se senescence. Naopak pozdni
sucho témto odriidam tolik nevadi, protoze mu alespon z¢asti uniknou. Kromé vynosu
je ovlivnéno i slozeni zrna. V priubéhu zrani se ukladaji nejprve predevsim bilkoviny,
poté hlavné §krob. Cas, kdy nastane sucho, je tedy rozhodujici pro pomér tdchto dvou
hlavnich slozek zrna. Je pravdépodobné, ze se méni také slozeni bilkovin, zejména
pokud sucho nastane brzo a ovlivni tak jejich ukladani.

Tato prace méla potvrdit nebo vyvratit tyto zaveéry u dvou odrid pSenice — rané odrudy
Avenue a pozdni odridy Tobac. Rovnéz méla sledovat, jak ucinky sucha ovliviiuje
dusikaté hnojeni.

Dusikaté hnojeni mélo na ob& zkoumané odrudy vyznamny Vvliv. U rané odridy Avenue
byl pozorovan narist obsahu -5, a-gliadint a celkovych gliadint. U pozdni odrudy
Tobac bylo vlivem hnojeni zaznamendno zvySeni obsahu ®-1,2, -5 gliading, 7-
gliadinti a celkovych gliadint.

Vliv dusikatého hnojeni byl velmi vyrazné ovlivnén interakci se suchem. U odrudy
Avenue brzké sucho v kombinaci s hnojenim mirné snizilo vynos a-gliadind oproti
obsahu v zrnech rostlin, které byly pouze hnojené. Naopak pozdni sucho v kombinaci
s hnojenim vynosy gliadinti u odridy Avenue zvySovalo — jednalo se o frakce ®5-, a-
a o celkové gliadiny. U odriady Tobac brzké sucho vyrazné zesililo vliv dusikatého
hnojeni, a to u vSech gliadinovych frakci. Kombinace dusikatého hnojeni a vlivu
pozdniho sucha vyrazné zvysila obsah vSech gliadinovych frakci Tobacu a celkovych
gliadint s vyjimkou o-gliadind.

Vibec nejvyssi nardst gliadint byl pozorovan u @5 frakce rostlin odrudy Tobac, které
byly hnojené a vystavené pozdnimu suchu (narist o 113,6 % proti pouze hnojenym).
Jen o malo mensi nardst (0 111,9 % proti pouze hnojenym) byl pozorovan opét u této
frakce hnojenych rostlin vystavenych brzkému suchu.

Brzké sucho podle vysledkl této prace v rozporu s uvodni hypotézou téméi nemélo na
obsah gliadinli rané odridy Avenue vliv. Jedinou vyjimkou byla a-gliadinova frakce,
u které brzké sucho v interakci s dusikatym hnojenim snizovalo jejich vynos
V porovnani srostlinami pouze hnojenymi. Pozdni sucho naopak v kombinaci
S dusikatym hnojenim vliv na odriidu Avenue mélo — zvySovalo obsah gliadind.

V mirném rozporu s tavodni hypotézou jsou také vysledky odriidy Tobac, kde mélo
brzké sucho v interakci s dusikatym hnojenim o néco malo vétsi vliv na gliadiny, nez
pozdni sucho interagujici s dusikatym hnojenim.

Ptedevsim je ale v rozporu fakt, ze brzké sucho se vice podepsalo na obsahu gliadinti
U pozdni odridy Tobac nez u rané odrudy Avenue. Avsak pozdni sucho se, jiz v souladu
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s uvodni hypotézou, vice projevilo u odridy Tobac. Celkové byla odriida Tobac vice
citliva na stres suchem.

Podle vysledkit Hamtikové [65] dochazi vlivem dusikatého hnojeni zvySeni koncentrace
®1,2-, ®5-, a- a B-gliadint. V souladu s timto tvrzenim bylo i v této praci pozorovano
zvySeni obsahu ®5-gliadint, dale se vSak zavéry lisi s ohledem na odridu — Avenue
vykazovala nartst také a-gliadint, Tobac naopak ®1,2-gliadin a navic, na rozdil od
Hamiikové, i y-gliading.

Podle Wiesera a kol. [66] jsou k dusikatému hnojeni nejvice senzitivni gliadinové
frakce bohaté na glutamin, tedy l1,2- a w5-gliadiny, a méné frakce na gliadin chudé
jako napftiklad y-gliadiny. U odridy Avenue byl v souladu s timto zavérem zvySen podil
®5- gliadint, avSak u ®l,2-gliadint nardst obsahu pozorovan nebyl. Také v souladu
S praci Wiesera nebyl pozorovan narust y-gliadint. Nejvétsi vliv vSak mélo, na rozdil od
vysledkt Wiesera a kol. vliv dusikaté hnojeni na narust a-gliadin. U odridy Tobac byl
narust 1,2-gliadinli a ®5-gliadind vlivem hnojeni viibec nejvétsi, coz je v souladu
s vysledky této prace. Tento vliv byl dale jeste¢ vyrazné zesilen ucinky jak brzkého, tak
pozdniho sucha.

Prace Daniel a Triboi [67] tvrdi, Ze dusikaté hnojeni zvySuje obsah ®1,2- a ©w5- gliadind
a mirn¢ snizuje obsah a- a B-gliadind. Tento zavér se neshoduje s vysledky méfeni
Vv této praci. U odrudy Avenue sice byl zvySen obsah ®l,2-gliadint, ale u a-gliadint
doslo v rozporu s touto praci k jejich zvyseni. U odridy Tobac se obsah obsah o- a p-
gliadint nezménil.

Wroblewitz a kol. [68] nezaznamenali statisticky vyznamné zvyseni obsahu gliadint pti
pouziti dusikatych hnojiv a v piipadé¢ ®5-gliadini dokonce pozorovali pokles jejich
koncentrace. Toto je zcela v rozporu s vysledky této prace, kdy mélo dusikaté hnojeni
vyznamny vliv na vétSinu frakci a w5-gliadiny se ukéazaly k dusikatému hnojeni velmi
senzitivni.

V nasi praci se neprojevil vliv samotného sucha, jedinou vyjimku tvofi o-gliadiny
odriady Tobac, kde brzké sucho zpisobilo jejich vyrazny narist. Tento narast byl jesté
vice zfetelny pfi kombinaci tohoto sucha s dusikatym hnojenim. U hnojenych rostlin se
brzké sucho projevilo také u B-gliadini odrtidy Tobac, kde zptlsobilo jejich navysSeni.
Ackoli se vliv samotného sucha v této praci piili§ neprojevil, v interakci s dusikatym
hnojenim byl jeho projev vyrazny.

V odborné literatufe jSOU nazory na vliv sucha na gliadinové frakce pomérné nesourodé.

Podle vyzkumii Altenbachové [69] a Yanga a kol. [70] se obsah a- a y-gliadinovych
frakei pod vlivem sucha snizuje. Podle Zorba a kol. [71] zptsobuje sucho mirny nartst
»1,2-gliadint, sniZeni obsahu y-gliadinti, na a- a B-gliadiny vliv nema. Podle vyzkumt
Zhanga a kol. [23] zplsobuje sucho nardst obsahu gliadinti a albumind a pokles
gluteninti a globulind. Flagella [24] naproti tomu tvrdi, Ze stres suchem vliv na
koncentraci gliadin nema. Ani s jednou z téchto praci se vysledky této prace piilis
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neshoduji. Snad nejblize je tvrzeni Flagelly, protoze s vyjimkou a-gliadini se vliv
samotného sucha bez hnojeni na gliadiny neprojevil.

Saint Pierre a kol. [72] ve své praci tvrdi, Ze koncentrace gliadinti se pii stresu suchem
zvySuje za soucasného sniZzeni celkového vynosu zrna. ZvySeni obsahu gliadint
urostlin vystavenych suchu v porovnani se zavlazovanymi rostlinami je pfisuzovan
prednostni tvorbé bilkovin na ukor Skrobu. U zavlazovanych rostlin produkuji rostliny
naopak vice Skrobu na ukor proteint. V této praci se samotné sucho projevilo pouze
U a-gliadint, avSak v interakci s dusikatym hnojenim vyznamné zvySovalo obsah
gliadint, a proto Ize se zavery Saint Pierra a kol. souhlasit.

Podle studie Ozturka a Aydina [73], ktefi sledovali vliv sucha v riznych fazich vyvoje
rostliny, zpusobuje nejvetsi ndrdst proteind kontinualni sucho. Pozdni sucho také
zvySuje obsah proteinii v zrnu. Naproti tomu brzké sucho na obsah proteinii nemélo
vyznamny vliv. Tato tvrzeni jsou v rozporu s touto praci, kdy se naopak zvysil obsah
gliadinti u rostlin vystavenych brzkému suchu a nikoli pozdnimu suchu.

Tomasz [74] ve své praci uvadi, Ze 1ze u odriady Tobac pozorovat velkou senzitivitu na
stres suchem. Do jisté miry jsou vysledky této prace v souladu s timto tvrzenim, protoze
odriida Tobac reagovala na sucho podstatn€ vice nez odriida Avenue, i kdyz predevsim
v kombinaci s dusikatym hnojenim. Thomasz dale uvadi, Ze nejvétsi vliv na stres
suchem méla a-gliadinova frakce. Také toto tvrzeni je ¢aste¢né v souladu s vysledky
této prace, kde se u a-gliadinti odriidy Tobac projevil vliv brzkého sucha.

Chadimova [75] ve své praci pozorovala vyrazny pokles koncentrace ®wl,2- a ®5-
gliadin®i pfi stresu suchem. V souladu s témito vysledky je také prace Hamiikové [65],
ktera pozorovala sniZzeni obsahu piedev§im a-gliadini. TO je v rozporu s touto praci.
V rozporu s témito vysledky je také prace Odstrcilové [76], ktera zjistila nartst vsech
frakci gliadinti pravé vlivem sucha. Ani s ni vSak vysledky této prace nekoresponduji,
zvySeni bylo pozorovano pouze U a-gliadint odridy Tobac.
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6. ZAVER

Cilem této prace bylo sledovat zmény v obsahu gliadinovych frakci u dvou odrad
pSenice ozimé s rozdilnou délkou vegetacni doby v zavislosti na dusikatém hnojeni
a suchu.

K vyzkumu byla vybrana rana odriida pSenice Avenue a pozdni odriida psenice Tobac.
Vzorky pochézely z Experimentalni stanice Ustavu vyzkumu globalni zmény Akademie
véd Ceské republiky v Domaninku u Bystfice nad Pernstejnem. Rostliny byly péstovany
ve specialnich komordch propustnych pro UV zafeni, k regulaci srazek slouzily
pohyblivé stfesni lamely. Polovina rostlin byla hnojena dusikatym hnojivem
0 koncentraci 200 kg N/ha, polovina hnojena nebyla.

Gliadinové frakce byly separovany metodou A-PAGE podle normy CSN 46 1085-2.
Jejich obsah byl stanoven pocitacovou denzitometrii, vysledky byly statisticky
vyhodnoceny metodou ANOVA.

Dusikaté hnojeni a sucho mély na jednotlivé odridy rozdilny vliv.

Dusikaté hnojeni zvySovalo obsah jednotlivych frakei (u odriildy Avenue to byly w5-, a-
gliadiny a celkové gliadiny, u odrudy Tobac ®1,2-, ®5-, y-gliadiny a celkové gliadiny).

Vliv samotného sucha se projevil pouze u odridy Tobac — naristem obsahu a-gliadint
pfi pisobeni brzkého sucha.

Projev sucha, jak brzkého, tak pozdniho, se vSak zvyraznil kombinaci s dusikatym
hnojenim. Tato kombinace vétSinou vedla ke zvySeni obsahu gliadinovych frakeci,
vyrazngji u odridy Tobac. Brzké sucho v kombinaci s hnojenim u této odridy zvysilo
vSechny gliadinové frakce, pozdni sucho v této interakci mélo podobny efekt. U odridy
Avenue doslo u a-gliadini pii interakci brzkého sucha a dusikatého hnojeni ke snizeni
jejich obsahu, ale na dalsi frakce nemélo brzké sucho v kombinaci s dusikatym
hnojenim vliv. Pozdni sucho v interakci s dusikatym hnojenim vedlo podobné jako
u odriidy Tobac ke zvySeni obsahu gliadinovych frakei.
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