VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGII

INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

VLIV ZVYSENE KONCENTRACE OXIDU UHLICITEHO A
DUSIKATEHO HNOJENI NA OBSAH PROTEINU
GLIADINOVE FRAKCE U OZIME PSENICE

IMPACT OF ELEVATED CARBON DIOXIDE CONCENTRATION ON PROTEIN CONTENT OF GLIADIN
FRACTION IN WINTER WHEAT

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE Adéla Simitkova

AUTHOR

VEDOUCI PRACE PhDr. Miroslav Hrstka, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2016



Vysoké uceni technické v Brné
Fakulta chemicka
Purkynova 464/118, 61200 Brno

Zadani bakalarské prace

Cislo bakalaFské prace: FCH-BAK1036/2015 Akademicky rok: 2015/2016
Ustav: Ustav chemie potravin a biotechnologii

Student(ka): Adéla Simickova

Studijni program: Chemie a technologie potravin (B2901)

Studijni obor: Potravinafska chemie (2901R021)

Vedouci prace PhDr. Miroslav Hrstka, Ph.D.

Konzultanti:

Nazev bakalarské prace:

Vliv zvy$ené koncentrace oxidu uhli¢itého a dusikatého hnojeni na obsah proteinu gliadinové frakce u
ozimé psSenice

Zadani bakalarské prace:

Na zakladé studia literatury napsat pojednani o vlivu zvySené koncentrace oxidu uhli¢itého na kvalitu
pSeni¢ného zrna. Zvlasté se zaméfit na obsah proteind gluteninové a gliadinové frakce.

V experimentalni ¢asti sledovat vliv zvySené koncentrace oxidu uhli¢itého, dusikatého hnojeni a UV zéafeni
na obsah proteinu gliadinové frakce.

Termin odevzdani bakalarské prace: 20.5.2016

Bakalarska prace se odevzdava v dékanem stanoveném poétu exemplafll na sekretariat Ustavu a v
elektronické formé vedoucimu bakalafské prace. Toto zadani je pfilohou bakalarské prace.

Adéla Simi¢kova PhDr. Miroslav Hrstka, Ph.D. prof. RNDr. lvana Marova, CSc.
Student(ka) Vedouci prace Reditel ustavu
V Brné, dne 31.1.2016 prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.

Dékan fakulty



ABSTRAKT

Cilem této bakalaiské prace bylo studium vlivu zvySené koncentrace CO, dusikatého
hnojeni a UV zafeni na obsah gliadinové frakce u ozimé pSenice. Ozima psSenice (Triticum
aestivum) odrady Bohemia byla péstovana v podminkach normalni a zvySené koncentrace
CO,, kde koncentrace dosahovala hodnoty 700 pmol mol™. K poloving vzorki byla piidana
dusikata vyziva (200 kg N ha™), zatimco druha polovina zistala nehnojena. Rostliny byly
pestovany ve sklenicich jednak s odstinénym UV-B zafenim, jednak s normalni UV radiaci.
Prostredi s pfirozenym mnozstvim srazek bylo jednotné pro vSechny zminéné varianty.
Gliadiny byly extrahovany 2-chlorethanolem, separovany metodou A-PAGE a nasledné
kvantifikovany pocitaCovou denzitometrii. Nejvyraznéj§i vliv na mnozstvi gliadinovych
frakci mélo dusikaté hnojeni za pusobeni pfirozeného UV zafeni pii zvySené i normalni
koncentraci CO,, zatimco v prostfedi s odstinénym UV-B zafenim nebyl vyznamny vliv
dusiku pozorovan. UV zafeni tedy pusobilo v kombinaci s dusikatou vyzivou jako stimulacni
faktor. Naopak statisticky vyznamny vliv zvySené koncentrace CO, na obsah gliadinovych
proteint nebyl prokazan.

ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis was to study the impact of elevated CO, concentration,
nitrogen fertilization and UV radiation on the content of gliadin fractions in winter wheat.
Winter wheat (Triticum aestivum) var. Bohemia was cultivated in conditions with ambient
and elevated (700 pumol mol'l) CO; concentrations. Nitrogen nutrition (200 kg N ha'l) was
added to half of the samples, while the another half of samples remained unfertilized. Plants
were grown in greenhouses both with shielded UV-B radiation and with normal UV radiation.
Environment with natural rainfall was the same for all of these variants. Gliadins were
extracted by 2-chlorethanol, separated by A-PAGE method and subsequently quantified by
computer densitometry. Significant increase of gliadin proteins was noticed in conditions of
nitrogen fertilization in natural UV radiation, both in elevated and ambient CO,
concentrations, whereas in an eliminated UV-B radiation significant effect of nitrogen was
not observed. Therefore UV radiation influenced in combination with nitrogenous nutrition as
stimulative factor. However, statistically significant impact of evelated CO, concentration on
gliadin content was not proved.

KLICOVA SLOVA

ozima psenice, zvysSena koncentrace CO,, dusikaté hnojeni, lepek, gliadiny
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1 UVOD

Od pocatku prumyslové revoluce stoupa koncentrace CO, v atmosféfe, coz je negativnim
dopadem antropogenni Cinnosti. V dasledku zvysujici se koncentrace CO, dochazi
ke zménam klimatickych parametrt, kterymi jsou napf. teplota, tlak, srazky, atp. Na zaklade
globalniho charakteru téchto zmeén 1ze proces obecné nazyvat globalni zména klimatu.

Vzhledem k tomu, ze CO; slouzi jako substrat pro fotosyntézu, hraje vyznamnou roli
ve fyziologickych procesech rostlin. Zvysena koncentrace CO, v atmosféfe podporuje
stimulaci rychlosti fotosyntézy, a to prostfednictvim intenzivnéjsi fotosyntetické fixace tohoto
sklenikového plynu. Na to rostliny reaguji zvySenou tvorbou asimilat, zvySenou rychlosti
rastu a v neposledni fad€ zvySenou produkci biomasy. Vyznamny vliv ma pasobeni zvySené
koncentrace CO, také na dychani, fotorespiraci a stomatalni vodivost, pfi¢emz rtiznorodost
ucinkt pfi interakci zvysené koncentrace CO; s jednotlivymi environmentalnimi faktory
poukazuje na jejich komplexni propojeni.

Zvysujici se atmosféricka koncentrace CO, vede k zvySené produkci biomasy, ale také
ke zmén€ sloZeni rostlinnych tkani, pficemz dilezitou roli hraje obsah dusiku, jenz je
nezbytny k tvorbé proteind. Vysledky experimentii v tomto sméru jsou rozporuplné. Nékteti
autofi naznacuji, ze pii vyssi koncentraci CO, dochazi ke snizeni obsahu proteini a nartstu
obsahu §krobu, zatimco jiné prace tento efekt nepotvrzuji.

V této bakalarské praci je studovan vliv raznych péstebnich podminek na obsah
gliadinovych frakci proteint u ozimé psSenice. Ozima pSenice odridy Bohemia byla vystavena
pusobeni zvySené koncentrace CO,, dusikatému hnojeni a také UV zafeni, pficemz cilem bylo
posoudit, jakym zplsobem a zda vibec jednotlivé faktory nebo jejich interakce ovliviuji
mnozstvi obsazenych gliading.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Globalni klimatickda zména

Pojem globalni klimaticka zména znaci dlouhodobou odchylku klimatickych parametrt
Zemé, jakymi jsou napf. srazky, teplota, rychlost vétru, od primérd a trendi, které jsou
charakteristické pro nasi planetu témer do pocatku 20. stoleti [1]. Tyto zmény jsou v uzké
souvislosti s ¢innosti ¢lovéka a hlavnim projevem antropogenniho vlivu na globalni
klimatické zmény je uvolfiovani znacného mnozstvi sklenikovych plynd. Rychlost uvolfiovani
téchto plynu je vyrazné vyssi nez zmeény probihajici pfirozené za obdobi minimalné 20 000 let

[2].

2.1.1 Zmény klimatu v historii Zemé

Klimatické podminky se méni po celou dobu vyvoje Zemé v dasledku piirozenych faktort,
jakymi jsou napt. pohyby tektonickych desek, vulkanicka Cinnost, tani a rozrustani ledovca,
promeénlivost kvality a kvantity slunecniho zafeni pronikajiciho do atmosféry, dopad komet
a meteoritl, zmény v cirkulaci a slozeni atmosféry a v neposledni fadé zmény suchozemské
avodni bioty [2]. Mezi hlavni slozky atmosféry v davné minulosti Zemé patfil amoniak,
dusik, methan, oxid uhli¢ity, vodik a jiné plyny, ale o obsahu kysliku nebyla ani zminka [3].
Kyslik se stal soucasti atmosféry az s vyvinem jednobunécnych fotosyntetizujicich organismt
- sinic, coz nastalo pfed tfemi miliardami let. V tuto dobu byla zaznamenéna tvorba ozonové
vrstvy, kterd slouzila jako ochrana Zemé ptred ultrafialovym zafenim, ¢imz se vytvorily
idealni podminky pro Zivot suchozemskych organisma. Zacalo dochazet ke zvySovani
koncentrace O, az na 21 %, zatimco obsah CO;, postupné klesal k hodnotam kolem
280 pumol mol™ v dobach meziledovych a v dobach ledovych dokonce pod 200 pmol mol™
[3]. Ke stfidani dob ledovych a meziledovych dochéazelo ve c¢tvrtohorach. Jako zakladni
faktory zpusobujici stfidani vySe zminovanych obdobi muzeme uvést zmény v mnozstvi
sklenikovych plynu a energie vyzafované Sluncem, ktera byla rozhodujici pro celkovy objem
ledovci. Teplotni vykyvy byly zplsobeny snizujici se a zvySujici se koncentraci CO»
a celkové ménicim se slozenim tehdejsi atmosféry. Z obdobi konce pleistocénu neni kolobéh
uhliku dobfe znam, avSak v obdobi 18 000 az 10 000 pf. n. 1. se koncentrace CO, pohybovala
v rozmezi 200-280 pumol mol™ a v poslednich 650 000 letech nebylo zaznamenano vice nez
310 umol mol™ [2]. Podle Honische et al. [4] sougasna koncentrace CO, dosahuje nejvyssich
hodnot za poslednich 2,1 milionu let.

2.1.2 Soucéasna zména klimatu

Od pocatku pramyslové revoluce dochazi k postupnému zvySovani mnozstvi sklenikovych
plynt v atmosfére, konkrétné mnozstvi CO, v ovzdusi se od poloviny minulého stoleti
zvyduje o 1 pmol mol™ za rok [3]. Zmény v kvantitt CO, se projevuji v dasledku
minimalizace lesnich oblasti predevsim v tropickych oblastech a pouzivani fosilnich paliv.
Tyto zakroky ¢lovéka do pfirody a také nartst populace Zemé narusuji piirozeny kolobéh
uhliku na Zemi.



Soucasna koncentrace CO; v atmosféie ¢ini 390 umol mol™ (stav v roce 2010) [3], zatimco
v poslednich stoletich se tato hodnota pohybovala okolo 280 pumol mol™. Nartst globalni
koncentrace zminovaného sklenikového plynu doklada tada literarnich udaju, diky kterym
mdZeme porovnat nardst v letech 1970-1979, jenz byl stanoven na 1,3 pmol mol™, zatimco
v rozmezi let 2000-2006 to bylo 1,9 pmol mol ™! (NOAA 2007) [2]. Zmény obsahu
koncentrace CO, muzeme vnimat jako tzv. globalni oteplovani, které mizeme definovat jako
postupny rust prumérné teploty klimatického systému Zemée.

2.2 Sklenikovy efekt

Zakladem sklenikového efektu je existence tzv. sklenikovych plynt, které ovliviuji
zafivou bilanci Zemé. Do této skupiny plynid neodmyslitelné patii, s lidskou ¢innosti spojeny,
oxid uhlicity, oxidy dusiku, jez jsou uvolfiovany pii prumyslové Cinnosti, methan, ktery je
produktem metabolismu velkych prezvykavei a také freony, které byly v minulosti
uvolnovany z chladicich zafizeni, od ¢ehoz se v dnesni dobé upousti kviili jejich negativnimu
dopadu na ozonovou vrstvu. Ke sklenikovym plynim muzeme zaradit také vodni paru, jejiz
kolobéh je antropologicky ovlivnén [2].

Fyzikalni podstatu celého de€je muizeme shrnout nasledovné: kratkovinna slozka
dopadajiciho zafeni je CasteCné pohlcena atmosférou a zeslabovana rozptylem, zatimco podil
neabsorbovany atmosférou pokracuje dal az k povrchu Zemé. Poté dojde k emisi
dlouhovlnného infraerveného zareni zemskym povrchem a naslednému zachyceni radiace
pravé vodni parou, CO; a dal§imi plyny [1]. Dasledkem zvysujiciho se obsahu CO; vzrasta
teplotni ucinek dlouhovinného zareni, ¢imz se zvySuje i teplota vzduchu na nasi planeté.
Pritomnost sklenikovych plyni zplsobuje tedy ohfati zemského povrchu, ktery nasledné
vyzatuje vice energie do atmosféry nez poté atmosféra do vesmiru ze svych chladngjsich,
vyse polozenych vrstev. Dochazi proto k naruseni radiacni bilance Zemé a vzrasta teplota
ptizemnich vrstev ovzdusi [5].

V koncentracich sklenikovych plyni doSlo od industrializace k rapidnim zménam.
V obdobi pied primyslovou revoluci &nila koncentrace CO, asi 280 pmol mol™,
CH,4 700 nmol mol™! a kone&n& N,O 260 nmol mol™ [3]. Mnozstvi obsahu téchto zakladnich
plynd se v atmosféfe viditelné zvysilo, a to v ptipadé CO, na 390 pumol mol™, CH, na 1700
nmol mol™ a N>O na hodnotu 285 nmol mol™ [3]. I kdyZ je koncentrace methanu a oxidu
dusného mensi nez oxidu uhli€itého, jejich termicky ucinek je mnohokrat veétsi.

2.3 Zmény koncentrace CO,

Zmeény klimatu a koncentrace CO; spolu velmi uzce souvisi uz od ¢tvrtohor [2]. Pro dobu
ledovou byla charakteristickda hodnota koncentrace CO, 180 pmol mol”, pficemz doba
meziledova se vyznaCuje naristem obsahu CO, v atmosféfe, a to na hodnotu 280-300 pmol
mol™. Rozdil v mnozstvi CO, v ovzdusi se vysvétluje uvolnénim nékolika set Gt uhliku
z mofi a oceanu do atmosféry.

Na zaklad€ analyz vzorkt vzduchu z antarktickych ledovca v Law Dome, které provedli
Etheridge et al. [3], mame k dispozici hodnoty koncentraci oxidu uhli¢itého, které Cinily
v letech 1000-1550 piiblizn& 280284 umol mol™. V rozmezi let 1550-1800 doslo k poklesu
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0 6 umol mol™ [3] a poGatkem 19. stoleti vzrostla koncentrace ke stejnym hodnotam jako
v letech 1000—1550. Od pocatku pramyslové revoluce koncentrace CO, v atmosféie pozvolna
stoupa, pfiCemz znatelna je i dynamika ro¢nich nartstd. Canadell et al. [6] zaznamenali
v obdobi 1970-1979 ro¢ni nartst 1,3 pumol mol™, zatimco narGist v letech 2000-2006 &inil
1,9 pmol mol™. V soudasnosti dosahuje koncentrace CO, hodnoty 390 pmol mol”, coz
presahuje hodnoty z preindustrialniho obdobi o 35 %.

S rozvojem pramyslu pokra¢oval narast emisi CO, kvuli spalovani fosilnich paliv. Dalsi
antropogenni vlivy na globalni cyklus uhliku predstavuji zmény ve vyuzivani pudy, napf.
odlesiiovani a pfeména na zemédélsky vyuzivané plochy, dale vyuzivani dopravy a také
energetického pramyslu. Pii odlestiovani v tropickych oblastech dochazi k zvySené produkci
CO; na zéklad¢ oxidace organického uhliku, z ¢ehoz usuzujeme, Ze neodlesnéné plochy
slouzi a budou slouzit jako sink, neboli uGloziste¢ atmosférického uhliku zajiStujici utlum
dopadu lidské Cinnosti.

Podle vysledkti presnych meéteni, ktera zaCala vroce 1958 v lokalit¢é Mauna Loa
na Havajskych ostrovech [3], dochéazi na severni polokouli k sezénnimu kolisani koncentrace
CO,. To je zpusobeno kromé fotosyntézy a respirace terestrickych ekosystému také emisemi
z fosilnich paliv. Na jafe, kdy dochazi k rozvoji vegetace, se koncentrace CO;, vlivem
fotosyntézy snizuje a naopak na pocatku podzimniho obdobi se zaCind koncentrace CO;
v atmosfére postupné zvySovat, jelikoz nastava utlum fotosyntetické aktivity vegetace. Tento
ro¢ni cyklus a snim narustajici koncentrace CO, jsou doprovazeny stale se zvySujici
amplitudou. Keeling et al. [3] prokazali, ze se vlivem zvySujici teploty a naslednym
prodlouzenim vegetatniho obdobi zminovand amplituda zvysila od roku 1960 o 20 %
na Havajskych ostrovech a 0 40 % v oblasti Arktidy.

2.3.1 Vliv zvySené koncentrace CO; na rostliny

Po dlouhou dobu byla fotosyntéza zakladem dynamické rovnovahy mezi obsahem CO;
a kysliku v atmosfére. Jedna se o jev, pii kterém =z anorganického uhliku, v podobé
atmosférického CO,, vznik4 organicky uhlik a pro €loveka a dalsi heterotrofni organismy
zivotné dulezity kyslik. Fotoautotrofni rostliny asimilovaly oxid uhliity a nasledné
uvolniovaly ekvivalentni mnozstvi kysliku do ovzdusi. Anorganicky uhlik, ktery se stal
po preméné soucasti organickych slouCenin, slouzil jako zdroj organickych latek
pro heterotrofni organismy.

Oxid uhliity je zadkladni Zzivinou pro fotosyntézu. Proto na zakladé zvySujici se
koncentrace CO, v atmosféfe roste rychlost fotosyntézy a naopak dochazi k utlumu
fotorespirace. Prabéh téchto fyziologickych procestu vede ke zvySené produkci asimilata,
zvySené rychlosti ristu rostlin a tvorbé jejich biomasy [2]. To, jaka je depozi¢ni kapacita
biosféry pro atmosféricky uhlik je otazkou, avSak jako docasné ulozist€¢ zpomaluje dopady
antropologickych vlivu.

Jsou znamy dva piimé fyziologické ucinky oxidu uhli¢itého. V prvni fade se ucastni, tzv.
karbamylace, pfi které plisobi jako aktivator primarniho enzymu Krebsova cyklu ribulosa-1,5-

bisfosfatkarboxylasy/oxygenasy (Rubisco). Aktivace probéhne navazanim jedné molekuly
CO, na molekulu inaktivniho enzymu. Kationt Mg™* se navaze na molekulu enzymu,
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aktivovanou v predchozim kroku a tim vznika aktivovany komplex. Katalyzatorem procesu je
enzym Rubisco-aktivasa. Za druhé je oxid uhliCity vyznamny také jako vstupni substrat
enzymatické reakce — karboxylace, kde jeho primarnim akceptorem je ribulosa-1,5-bisfosfat
(RuBP). Pocatek karboxylace je spojen s karbamylaci, diky které je zpfistupnéno aktivni
misto Rubisco, kde se vaze molekula CO,. Vznikd Rubisco, — CO, komplex, ktery reaguje
s RuBP a nasledné dochazi k formovani primarnich produkti Krebsova cyklu — triosafosfatu.
Na zakladé téchto poznatki muzeme konstatovat, ze CO, vystupuje jako substrat i aktivator
fotosyntézy [2].

Pii kratkodobé aplikaci dvojnasobné koncentrace CO, dochazi k narastu intercelularni
koncentrace CO, a navySeni rychlosti asimilace povrchem listu, za pasobeni intenzivniho
sluneCniho zafeni. Vlivem vys§iho poméru mezi CO; a O, v atmosféfe se zvySenou
koncentraci CO, stoupa pravdépodobnost molekuly CO, vazat se na aktivni misto Rubisco,
¢imz je karboxylacni aktivita enzymu preferovana pred oxygenazovou, a to vede k potlaceni
fotorespiracniho cyklu. ZvySena dostupnost ATP a NADPH, na zakladé redukce
fotorespirace, stimuluje fotosyntézu a zajistuje transport jejich produktt, pficemz dochazi
k omezeni moznosti zpétnovazebné limitace asimilace. Vzhledem k témto poznatkiim
pii kratkodobém puasobeni zvysSené koncentrace CO,, povazujeme potlaCeni fotorespirace
za hlavni pfi¢inu nartstu rychlosti asimilace CO, u vyS$Sich rostlin. Kultivaci rostlin
v atmosfére obohacené o CO; jsou potlacovany také respiracni procesy, priCemz variabilita
odezvy dychani na zvySenou koncentraci CO; je vysoka. Tkvi predevs§im: 1) ve zméné
kvantity nestrukturnich sacharidl, 2) ve zmeén¢ struktury, slozeni a rychlosti rastu rostlinné
biomasy, 3) v interakci enzymu dychaciho fetézce a CO,, 4) v pfimé vazbé CO, na bunééné
komponenty, 5) v mife temnostni fixace CO, a 6) v mife biosyntézy ethylenu [2].
V neposledni fadé dochazi vlivem nartstu intercelularni koncentrace CO, k pfivieni
pruduchové stérbiny listu a poklesu jeji praduchové vodivosti pro piijem CO; a vydej vodni
pary. Snizeni priduchové vodivosti se podle rostlinného druhu a péstebnich podminek
pohybuje v rozmezi 20-60 %.

Experimenty dokazuji, Ze dlouhodoba kultivace rostlin v podminkach zvySené koncentrace
CO, zpusobuje vyssi produkci biomasy, ale po urité dobé se nardst biomasy zpomaluyje.
Pfi¢inou je tzv. aklimacni deprese fotosyntézy, tedy stav, pfi kterém dochazi, vlivem zvySené
koncentrace CO,, k poruseni rovnovahy mezi produkci a akumulaci asimilat, ¢imz se snizuje
pocatecni stimulace fotosyntézy. Ponévadz je uhlikovy cyklus dokonale propojeny, nabizi se
otazka, zda soucCasna biota, soucasné autotrofni organismy jsou schopny vyrovnat se
s nartistem tohoto dulezitého sklenikového plynu. Obecné muzeme odpovédét ano, jelikoz
podstata fotosyntézy je relativné jednoducha — ¢im vice substratu, tim rychlej§i proces
asimilace. Nejde vSak o proces izolovany, proto existuje fada zpétnovazebnych limitaci
asimilace. To uzce souvisi s existenci mista intenzivni spotfeby asimilatd — ulozisté (sinku).
Silny sink, napfiklad pfi jarni tvorbé listd, indikuje silny efekt stimulace CO,, zatimco
v prubéhu ukonceni vyvoje listovi neni sila sinku pfitomna, proto dochazi k limitaci.
Vysledny vliv zvySené koncentrace CO, na tvorbu biomasy je zavisly na mnozstvi
dostupnych zivin, zejména dusiku. Nedostatek dusiku prohlubuje aklimacni depresi
fotosyntézy a stres zplsobeny nedostateCnou mineralni vyzivou muize zcela eliminovat
pozitivni ucinek zvySené koncentrace CO, [2]. Naopak kultivace rostlin pfi zvySené
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koncentraci CO, vyvolava redukci obsahu dusiku v pletivech listi nebo tzv. , ziedéni®, tedy
narust biomasy beze zmény mnozstvi dusiku. Enzym Rubisco, ktery obsahuje 25-50 %
listového dusiku [2], je rovnéZ ovlivnén pusobenim zvySené koncentrace CO,. U mnoha
rostlinnych druhti dochazi k poklesu jeho mnozstvi a aktivity in vitro. Nestrukturni sacharidy
— glukosa a sacharosa, deaktivuji Rubisco potlacenim genové exprese, stejné jako snizena
aktivita enzymu karbonatdehydratasy. V pfipade lokalniho nedostatku anorganického fosfatu
P; dochazi k snizeni aktivity Rubisco-aktivasy, coz zpusobuje pokles schopnosti Rubisco
podilet se na procesu karboxylace.

2.3.2  Vliv zvySené koncentrace CO; na psenici

Z roku 1987 mame zaznamy o vlivu hustoty porostu na produkci susiny [3]. Pro hustsi
porost byla namétfena vySsi hodnota vynosu suSiny, coz pravdépodobné tkvi v odlisném
mechanismu asimilace CO,. Autofi stanovili, ze fidSi porost pSenice zvétsi povrch listu,
zatimco hustsi zvysi pokryvnost listovi, ¢imz se pusobeni dvojnasobné koncentrace CO,
projevi vyrazngji.

Vroce 1999 provedli Dijkstra et al. [7] pokus, ve kterém zkoumali chovani pSenice
v rozdilnych podminkach. Z vysledkd méfeni usuzuji, Ze nizka odezva psSenice na zvysenou
koncentraci CO, v mésicich leden — duben, byla zplsobena nizkou teplotou a nizkym
stupném ozafeni. Na konci jara byl zaznamenan pokles obsahu dusiku a zarovefi nartst
koncentrace nestrukturnich sacharidd. Tyto zmény vysvétlili spolupiisobenim teploty, zareni
a zvySené koncentrace CO,.

Batts et al. [8] se zabyvali studiem zmén ve vyvoji a fotosyntetickych charakteristikach
dvou kultivard pSenice. Vlivem zvySené koncentrace CO, dochazelo k rozdilim mezi
kultivary, které byly zpozorovany pouze na pocatku vegetatniho obdobi. Autoti uvedli jako
hlavni odlisnosti pribéh vyvoje a stupen odnozovani, coz je dulezita ristova faze u obilovin.
Zvysena koncentrace CO; podnitila intenzivnéjsi odnozovani odrud pSenice. Dusledkem byla
vyssi asimilace a urychleni vyvoje porosta.

Manderscheid a Weigl [9] pozorovali ucinek zvySené koncentrace CO, na Sesti
vyslechténych odridach jarni pSenice obecné. Porovnavali rychlost fotosyntézy, nasledny rast
a fyziologické charakteristiky starSich a novéjsich kultivart. V dasledku zmén vyvolanych
zvySenou koncentraci CO; vzrostla produkce susiny rostlin a obilek u mladsich kultivara
0 28 %. Péstebni podminky mély pozitivnéjsi vliv na starsi kultivary, u kterych byl vynos
navysen o 46 %. Béhem pusobeni CO; bylo na zakladé vyssi rychlosti fotosyntézy navyseno
odnozovani, a proto se zvétsila plocha porostu vyuzitelnd pro asimilaci. Nasledné stoupl pocet
obilek a jejich hmotnosti v klasu, ¢imz se vliv zvySené koncentrace CO; projevil jako kladny.

Monje a Bugbee [10] pozorovali porosty pSenice pifi standardni a zvySené koncentraci
CO,. Zajimali se o fotosyntetické charakteristiky pfi dostatku mineralnich zivin. ZvySena
koncentrace CO, méla pozitivni vliv na vynos pseni¢ného zrna, ktery se zvysil o 13 % a vyssi
byl 1 podil hmotnosti suSiny podzemni Casti z celkové hmotnosti rostliny. Korenova cast
porostu tvofila nove vyuzitelny sink, a proto byla podpofena rychlost fotosyntézy. Tim byla
navySena rychlost rastu rostlin, ktera za pfiznivych podminek muaze pretrvavat po celou dobu
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vegetace. Pro dlouhodobou kultivaci je zapotfebi dostatecnd kapacita sinku, aby nedoSlo
ke zpétnovazebné inhibici fotosyntézy [3].

Wolf [11] se ve svém experimentu s pSenici jarni zaméfil na souvislosti mezi vybranymi
mineralnimi prvky a zvySenou koncentraci CO,. Zvolil 7 riznych kombinaci liSicich se
v mnozstvi dusiku, drasliku a fosforu, pficemz ve vSech variantach byl zifejmy nartst
hmotnosti susiny nadzemnich organt i susiny obsazené v obilkach. Niz§i navySeni hmotnosti
suSiny se projevilo deficitem fosforu a dusiku. U prfevazné vétSiny rostlin péstovanych
pii zvySené koncentraci CO; vypozoroval naopak vyrazny pokles mineralnich zivin.

Stale nartstajici mnozstvi atmosférické koncentrace CO, vede k zvysené produkci biomasy
a zmén¢ biochemického slozeni rostlinnych tkani [12]. V experimentu Wiesera et al. [13] byla
ozima pSenice pestovana za podminek normalni koncentrace CO, a ve volném ovzdusi
obohacovaném CO,, tedy pii zvySené koncentraci CO,. Dalsim sledovanym prvkem byl
stuper hnojeni, kdy v jednom z piipadi byla davka dusikatych latek o polovinu nizsi. Analyza
byla zaméfena na obsah hrubé bilkoviny, nelepkovych a lepkovych proteint. ZvySena
koncentrace CO, zpusobila vyrazné snizeni hrubé bilkoviny a vsech proteinovych frakci
s vyjimkou albumind a globulind. Uginky byly zfeteln&j§i u vzorkd psenice, kterym bylo
dodédvano normalni mnozstvi dusikatého hnojiva. Hrubd bilkovina poklesla o 14 %
pfi normalni dusikaté vyZzivé (N*) a 9 % pfi snizené dusikaté vyzivé (N'). Gliadiny o 20 %
(N") a 13 % (N') a gluteniny o 19 % (N¥) a 16 % (N'). Konkrétn& u gliadinii byl méng
redukovan obsah frakci o a y nez @. V ptipadé€ glutenint, byly vysokohmotnostni podjednotky
redukovany vice nez nizkohmotnostni. Z téchto vysledkd autofi usoudili, ze mouka z obili
péstovaného za zvysené koncentrace CO, muze mit znacné snizenou pekaiskou jakost.

2.4 PSenicné proteiny

P3enice je dominantni obilovinou v mnoha zemich svéta véetng CR. Z hlediska vyZivy je
pro Cloveéka nejdilezitejsi Casti této rostliny pSenicné zrno, které se sklada ze tfi hlavnich
Casti. Vnéjsi Cast nestravitelného charakteru tvoii otruby, nasleduje vnitini jadro neboli
endosperm a posledni casti je zarodek nesouci genetickou informaci. PSeni¢né zrno je
vyznamné diky svému jedineCnému chemickému slozeni. Otruby obsahuji vlakninu, ktera se
sklada z celulosy, hemicelulosy a ligninu, dale pak vitaminy a mineralni latky. Endosperm
tvori 80—85 % celkové hmotnosti obilky a je vyplnén ze % Skrobem. Svrchni vrstva
endospermu se nazyva aleuron a je tvofena buiikami bohatymi na bilkoviny a mineralni latky.
Zarodek neboli embryo predstavuje cast bohatou na lipidy. Z nutricniho hlediska je
nejdualezitéjsi obsah kvalitnich bilkovin.

Pseni¢né proteiny se vyrazn€ liS§i od ostatnich rostlinnych proteini. Obecné se jejich
molekulova hmotnost pohybuje v rozmezi 30 000 az vice nez 10 miliona [14]. Proteiny je
mozno klasifikovat na zakladé jejich rozpustnosti. T. B. Osborne rozd¢lil bilkoviny podle
rozpustnosti do péti frakci: (1) albuminy jsou rozpustné ve vodg, (2) globuliny v roztocich
soli, (3) gliadiny v 70% ethanolu, (4) gluteniny v roztocich kyselin nebo zasad, (5)
nerozpustny zbytek [15]. Ackoli je tato frakcionace zfidkakdy pfesnd, vyuziva se, vzhledem
ke své relativni jednoduchosti, jako prvni separacni krok ve studiich tykajicich se
proteinového slozeni.
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Z funk¢niho hlediska je mozné rozliSovat dvé zakladni skupiny. Prvni skupinu tvoti
albuminy a globuliny (15-20 % celkového pSeni¢ného proteinu), které se vyskytuji pfedevsim
ve vnéjSich vrstvach pSenicné obilky a v minimalnim mnozstvi v endospermu. Jedna se
vétSinou o monomerni fyziologicky aktivni nebo strukturdlni bilkoviny. Druhou skupinu
(80-85 %), vyznamnou pii pekaiskych procesech, tvori lepek. Nachazi se ve zralém
pSeni¢ném zrnu, kde je soucasti aleuronové vrstvy obklopujici pfevazné Skrobovy endosperm.
Lepkové proteiny jsou nerozpustné ve vode a ve ziedénych roztocich soli. Skladaji se ze dvou
frakci, a to: monomernich gliadini a polymernich glutenind. V pSenici se nachazeji obvykle
ve vzajemném pomeru 2:3 [16], avSak mnozstvi lepku je siln€ ovliviiovano genotypem
(odridou) a urodnosti pudy [14]. Gliadiny jsou vysoce polymorfni ajejich molekulova
hmotnost se pohybuje mezi 30 000—80 000 [17]. Snadno se rozpousti ve vodnych roztocich
alkohold. Gluteniny jsou heterogenni smés polymert s molekulovou hmotnosti v rozmezi
od 80 000 do nékolika miliona [17]. Na rozdil od gliading, jen velmi mala ¢ast, coz odpovida
nejmensim polymertim, je rozpustna ve vodnych roztocich alkoholli. Vétsi Cast je rozpustna
ve zfedénych kyselinach.

2.4.1 Albuminy, globuliny

Nelepkové proteiny, mezi které fadime albuminy a globuliny jsou enzymatické, syntetické
a metabolické proteiny. Kromé toho maji také nutriéni vyznam a vliv na technologické
vlastnosti pSeni¢nych vyrobka. Obsah esencialnich aminokyselin — lysinu, argininu, threoninu
a tryptofanu, vyrazné ovliviiuje kvalitu téchto bilkovin [18]. Molekulové hmotnosti (MW)
albuminu a globulint jsou vétSinou nizsi nez 25 000, i kdyz vyznamna Cast proteinit ma MW
mezi 60 000 a 70 000 [19]. Struktura albumind a globulind je rozdilna, coz ovliviiuje jejich
rozpustnost. Albuminy jsou velmi dobfe rozpustné ve vodé, diky malym rozmérim jejich
molekul. Naopak globuliny, které maji vétsi molekuly, jsou rozpustné piedevsim ve vodnych
roztocich soli.

242 Lepek

PSeni¢né zrno ma unikatni chemické slozeni v podobé klicové komponenty, kterou je
proteinovy komplex, tzv. lepek. Ten je tvoren stovkami bilkovinnych slozek, které jsou
pfitomny ve formé€ monomera nebo polymert propojenych disulfidovymi vazbami. Vzhledem
k tomu rozliSujeme lepkové proteiny podle struktury na dvé frakce, a to: na monomerni
gliadiny a polymerni gluteniny, jak jiz bylo zminéno v Gvodu této kapitoly. Podle
elektroforetické pohyblivosti byly identifikovany Ctyfi typy gliadind — a, B, y a ©. Gluteniny
se déli na dvé skupiny, gluteniny s vysokou relativni molekulovou hmotnosti (HMW, M; =
65 000-90 000) a s nizkou molekulovou hmotnosti (LMW, M; = 30 000—60 000).

Alternativni klasifikace rozdé€luje gliadiny a gluteniny podle obsahu siry. Prvni skupinu
tvofi proteiny bohaté na siru — a-, B-, y-gliadiny, B- a C-LMW gluteniny [20], jejichz
molekulova hmotnost se pohybuje okolo 50 kDa. Druhou skupinu zastupuji proteiny chudé
nasiru — o gliadiny a D-LMW gluteniny, rovnéz s molekulovou hmotnosti 50 kDa.
Do posledni skupiny patfi proteiny s vysokou molekulovou hmotnosti — HMW gluteniny
majici dvakrat vy$§i molekulovou hmotnost nez ptredchozi dvé skupiny (MW ~ 100 kDa,
obr. 1).
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Psenicne lepkove proteiny

l—‘ Monomemi gliadiny Polymemi gluteniny
v

‘ w-gliadiny H w/'B-gliadiny | y-gliadiny ‘ Nizkomolekuldmi Vvsokomolekuldmi
podjednotky podjednotky
! v
B.C.D A
gluteniny gluteniny
Nizk obsah siry \ | Vysoky obsih siry

Obr. 1: Klasifikace lepkovych proteinii z roku 1986 [16]

Gliadiny a gluteniny predstavuji primarni zasobni proteiny, které jsou ulozeny
a syntetizovany v endospermu vyvijejictho se pSeni¢ného zrna. Zda se, ze jedinou, avSak
vyznamnou funkci téchto proteint je poskytovat rezervu aminokyselin béhem obdobi kliceni.
Vlhkost, ktera aktivuje kli€ici proces, nema vliv na pfitomnost téchto frakci v zmé, jelikoz
jsou ve vodé nerozpustné. V nativnim stavu se vyskytuji jako oligomery riznych
polypeptidovych fetézcti obsahujicich vice nez 35 % hydrofobnich aminokyselinovych zbytkt
— fenylalanin, izoleucin, leucin, prolin, tryptofan, tyrosin a valin [16], pfiCemz mnozstvi
ptitomného prolinu €ini 6-12 %. Studie [21] prokazuji vysokou heterogenitu jak ve slozent,
tak v molekulové hmotnosti téchto latek. PSeni¢né proteiny jsou obvykle bohaté na glutamin,
asparagin, arginin nebo prolin a v niz§im mnozstvi pak obsahuji nutriéné vyznamny lysin,
tryptofan a methionin [22]. Cystein, ackoli je jednou z vedlejSich aminokyselin lepku a jeho
zastoupeni je pomérné malé (~2 %) [16], je nesmirne¢ dilezity z hlediska struktury a funkce
lepkovych proteint, jelikoz ma schopnost vytvaret disulfidové vazby jak mezi proteiny, tak
intramolekularné, tedy uvnitf jednotlivych fetézci. Lepek, jako komplexni protein, ma
rozmanité vazby. Kromé kovalentnich vazeb, obsahuje také vazby iontové a nekovalentni
hydrofobni a vodikové vazby. Piestoze jsou jednotlivé vodikové vazby slabé, zaji§tuji
stabilitu tésta béhem jeho vyvoje, kdy jich vznika velké mnozstvi.

V pekaiském pramyslu hraje lepek klicovou roli pii uréovani vlastnosti té€sta, jakymi jsou
sila, taznost a stabilita. Zakladnim faktorem je pomér glutenini a gliadind. Obé frakce
vyrazné€ zvysuji reologické vlastnosti tésta, ale jejich funkce jsou divergentni. Hydratované
gliadiny maji nizkou elasticitu a jsou méné kohezivni nez gluteniny, proto pfispivaji zejména
k viskozité a roztaznosti tésta [23]. Naproti tomu, hydratované gluteniny jsou jak soudrzné,
tak pruzné. Tim zodpovidaji za pevnost a pruznost tésta. Pro zjednoduseni si mizeme lepek
predstavit jako ,,dvouslozkové lepidlo®, kde gliadiny chapeme jako ,,zmékcovadlo™ glutenint.
K dosazeni nalezitych vlastnosti a kvality kone¢ného produktu je nezbytnad smés vhodného
pomeéru obou slozek.
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243 Gliadiny

Gliadiny zastupuji 3040 % 2z celkového mnozstvi proteini v pSenicné mouce.
Prostrednictvim intramolekularnich disulfidickych vazeb jsou monomery gliadini spojovany
a vytvari polymorfni smés [16]. Co se tyka sekundarni struktury, v piipad€ a-, B-, y-gliadina
je typicky a-helix a PB-skladany list. Zatimco u - gliadind je o-helix a B-skladany list
nahrazen tzv. ,B-turn® konformaci [24]. Aminokyselinové slozeni a-, B-, y- a m-gliading je
velmi podobné, avSak -gliadiny se vyznacuji nejvyS$§im obsahem glutaminu, prolinu
a fenylalaninu, které dohromady pfedstavuji asi 80 % celkového slozeni [16]. Naproti tomu,
obsahuji ®-gliadiny pouze malé mnozstvi zakladnich aminokyselin a pro tvorbu
disulfidickych vazeb dulezity cystein, respektive methionin. Metodou SDS-PAGE byly
v pSeni¢nych genotypech zjistény vysoké koncentrace a-, B-, y-gliadind a naopak nizky obsah
o-gliadind [24]. Pomér téchto slozek ovliviiuje pritomnost aminokyselin obsahujicich siru,
kvalitu pSenicné bilkoviny, strukturu a funkcénost lepku. SDS-PAGE byla vyuzita
i ke stanoveni molekulové hmotnosti a-, B-, y- a ®-gliadinu, ktera odpovida rozmezi 30-74
kDa. Molekulové hmotnosti ®-gliadinti se pohybuji mezi 52 a 74 kDa, pficemz o-, B- a y-
gliadiny maji nizsi M;, v rozmezi od 30 do 51 kDa [25].

244 A-PAGE

Zakladni a velmi efektivni metodu pro déleni slozek gliadini predstavuje A-PAGE, tedy
kysela elektroforéza v polyakrylamidovém gelu. Pfi této metodé se hodnota pH pohybuje
vétsinou kolem 3,0. Diky tomu jsou postranni fetézce aminokyselin protonizovany a jejich
celkovy naboj se stava kladnym, coZz ovlivni orientaci pohybu separovanych proteint, a to
smérem ke katodé. A-PAGE umoziiuje separaci molekul jak podle velikosti, tak podle tvaru
a velikosti naboje, jelikoz probihd za nativnich podminek. To znamend, ze molekuly nejsou
denaturovany, a proto je zachovana jejich sekundarni i terciarni struktura. Pro stanoveni
proteint touto metodou jsou vhodnymi piiklady nékteré hydrofobni a zasadité proteiny,
jejichz analyza je mozna pouze v kyselych gelech. Naproti tomu nukleové kyseliny, peptidy
a snadno rozpustné kyselé proteiny mohou byt separovany jako anionty v zasaditych pufrech,
jelikoz postradaji pozitivni naboj a v elektrickém poli se pohybuji smérem k anodé, coz je
jedna z hlavnich odlisnosti SDS-PAGE a A-PAGE [26].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

Czech Globe, Centrum vyzkumu globalni zmény Akademie véd CR, vybudovalo v ramci
vyzkumu budouciho klimatu unikatni experimentalni stanici. Pracovi§té se nachazi
v Ceskomoravské vrchoving konkrétné v Domaninku u Bystfice nad Pernstejnem, kde
nadmoiska vyska dosahuje 590 m. n. m. Tato lokalita je charakteristicka primérnou rocni
teplotou, ktera se pohybuje okolo 7,2 °C a prumérnym uhrnem srazek, jenz ¢ini 609 mm
za rok.

Zkoumané rostliny jsou péstovany ve 24 komorach poskytujicich rizné simulace pocasi.
Diky propracovanému systému lze regulovat vliv zvySené koncentrace CO,, dusikaté vyzivy,
sucha ¢i UV zafeni. Komory o pudorysu Sestithelniku s délkou uhlopficky 4 m sahaji
do vysky 2m. Stfiska je tvofena rotujicimi lamelami, které prostfednictvim signalu
ze srazkomeéru zajistuji regulaci srazek. Jako materidl pro vyrobu komor byl zvolen
transparentni akrylat, pficemz jeden ze dvou typl je propustny pro UV-A i UV-B zafeni,
zatimco druhy nepropousti radiaci typu UV-B. Ventilacni systém, ktery je znazornén na obr. 2
(vlevo), rozhani vzduch obohaceny o CO; po celém obvodu komory.

Obr. 2: Kultivacni komory na experimentalni stanici v Domaninku u Bystvice nad Pernstejnem [27]

Pro experiment byla pouzita ozima pSenice odridy Bohemia, jejiz vyseti probéhlo
na podzim 2014, v hustoté 4 MKS na ha (milion kli¢ivych semen). V poloviné kvétna, tedy
v rustové fazi poloviny sloupkovani, byla zapoCata fumigace zvySenou koncentraci CO;, —
700 umol mol™. Plocha uvniti komor byla rozd&lena na dvé ,policka“ (obr. 2 — vpravo),
z nichZ jedno bylo obohacovano 200 kg N ha™'. Konkrétné byl pouZit vapenaty ledek, a to
na konci odnozovani. Druha polovina plochy zistala bez hnojeni. Kombinace vSech
zkoumanych parametrti byly sledovany na 48 | polickach“, pfiCemz kazda kombinace byla
ve tfech opakovanich. Sklizeii zrna byla provedena ru¢né s naslednym vymlatem pomoci
maloparcelni sklizeci mlaticky (Wintersteiger).
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3.2 Stanoveni obsahu gliadinové frakce metodou A-PAGE
Stanoveni bylo provedeno podle metody Polienské et al. [28] a CSN 46 1085-2 [29].

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 Casti, firma GORENJE

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

Zdroj — Major Science MP-500P

Tiepacka LT2, firma KAVALIER

3.2.2 Chemikalie

Akrylamid (SIGMA ALDRICH)

Bis-akrylamid (SIGMA ALDRICH)

Coomassie Brilliant Blue R-250 (SIGMA ALDRICH)
Coomassie Brilliant Blue G-250 (SERVA)
2-chlorethanol (SIGMA ALDRICH)

Glycin (SIGMA ALDRICH)

Kyselina askorbova (LACH-NER)

Kyselina octova — ledova (SIGMA ALDRICH)
Kyselina trichloroctova (SIGMA ALDRICH)
Mocovina (LACHEMA)

Peroxodisiran amonny (SIGMA ALDRICH)

Pyronin G (SIGMA ALDRICH)

Siran zeleznaty heptahydrat (LACHEMA)

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

3.2.3 Priprava roztoku

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

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

pouzitim.

Extrakcni roztok pro gliadiny: 25 ml 2-chlorethanolu a 0,05 g pyroninu G bylo doplnéno
destilovanou vodou do 100 ml. Roztok se uchovava pfi teploté 4 °C.
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Elektrodovy tlumivy roztok: 4,0 ml ledové kyseliny octové a 0,4 g glycinu byly doplnény
destilovanou vodou do 1 000 ml. Roztok se uchovava pfi teploté¢ 4 °C a lze jej pouzit pouze
jednou.

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

Fixacni roztok: 100 g kyseliny trichloroctové bylo doplnéno destilovanou vodou do 1 000 ml.
Barvici roztok: 0,50 g Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,50 g Coomassie Brilliant Blue
G-250 bylo rozpusténo v ethanolu a doplnéno ethanolem na celkovy objem 100 ml.

3.2.4 Priprava polyakrylamidového gelu

Do cca 60 ml gelového tlumivého roztoku bylo pfidano 10,00 g akrylamidu, 0,40 g
bisakrylamidu, 6,00 g mocoviny, 0,10 g kyseliny askorbové a 3,4 ml roztoku siranu
zeleznatého. Smés byla promichéna a doplnéna do objemu 100 ml gelovym tlumivym
roztokem. Poté byla tato smés vychlazena v mrazici ¢asti chladnicky na teplotu cca 6 °C.
Do vychlazeného roztoku bylo soucasné piidano 0,2 ml roztoku peroxodisiranu amonného
a 0,3 ml TEMEDu. Tento roztok byl ihned nalit az po okraj do gelové kazety, ktera byla
pfedem vychlazena také na teplotu 6 °C. Do horni Casti kazety byl umistén hieben, aby se
vytvoftily prohlubné pro davkovani vzorkt. Polymerace by méla probéhnout béhem 5 minut.
Gel je mozné pouzit cca po 60 minutach od zpolymerovani v kazeté nebo je mozné jej
uchovat do druhého dne v chladnicce.

3.2.5 Priprava vzorku

Pro extrakci gliadinii bylo do mikrozkumavky Eppendorf o objemu 1,5 ml navazeno cca
50 mg pSenicné mouky, coz zhruba odpovidd hmotnosti jednoho zrna. K navazce bylo
ptidano 0,3 ml extrakéniho roztoku pro gliadiny. Obsah byl dikladné promichan na vortexu
a v uzaviené mikrozkumavce byl ponechan pfes noc v chladnicce. Poté byla smés odstiedéna
pii 10 000 otackach za minutu po dobu 5 minut pii 20 °C. Supernatant byl pouzit
pro elektroforézu. Hotové extrakty byly uchovavany v mraznicce pfi teploté -18 °C.

3.2.6 FElektroforéza

Poté co byl hieben vytazen z gelu, byly vzniklé prohlubné promyty elektrodovym
tlumivym roztokem. Aparatura na elektroforézu byla naplnéna elektrodovym tlumivym
roztokem. Zdroj byl pfipojen tak, aby elektroforetické déleni probihalo od horni elektrody,
kterou je anoda, k zaporné elektrodé ve spodni casti aparatury. Po dobu 60 minut byla
spusténa elektroforéza na prazdno bez vzorkl (tzv. ,predelektroforéza®) pii konstantnim
napéti 480 V. Po uplynuti této doby byla elektroforéza vypnuta a do jamek byly nadavkovany
piipravené extrakty v mnozstvi 10 pl. Pfistroj byl znovu zapnut, pfi¢emz elektroforéza
probihala za stejnych podminek po dobu 4 hodin. Vzhledem k velikosti vlozeného napéti je
nutné elektrodovy tlumivy roztok v prubéhu elektroforézy chladit.
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3.2.7 Fixace a vizualizace bilkovin

Po skonceni elektroforézy byl gel uvolnén do misky s destilovanou vodou. Voda z misky
byla vylita a gel byl pfevrstven 300 ml fixacniho roztoku, ke kterému bylo pfidano 15 ml
barviciho roztoku. Gel musi byt zcela ponofen. Barveni bylo ukonceno po 24 hodinach. Delsi
Cas nema na barveni vliv. Kvili odstranéni barviva byl gel promyt vodou z vodovodu. Gel byl
uchovavan na skle zabaleny do potravinaiské folie, kterd jej chrani pred vyschnutim,
pii teploté 4 °C.

3.2.8 Vyhodnoceni gelu

Hotové gely byly naskenovany a kvantifikace gliadinovych podjednotek byla provedena
pocitacovou denzitometrii (program FUJIFILM, Science Lab 2006, Multi Gauge, verze 3.1).
Zony jednotlivych podjednotek byly pfevedeny na piky a integraci byla vypocitana jejich
plocha. Kvali nedostupnosti standardu nebyly tyto plochy pikt pfepocteny na koncentraci.
Pro porovnani jednotlivych variant byly tedy pouzity pfislusné plochy pika.
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4 VYSLEDKY

Po separaci gliadini metodou A-PAGE bylo na gelu u pSenice seté odridy Bohemia

identifikovano nejméné 18 z6n, mezi kterymi bylo mozno rozlisit frakce ©-1,2, ®-5, v, B a a
(obr. 3).

o121
w122
®-12 3

o1
o5 2
@33

o34

Obr. 3: Rozdéleni gliadinovych proteinii pomoci A-PAGE s popisem jednotlivych frakci
u pSenice seté odridy Bohemia
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Pocitacovou denzitometrii byly jednotlivé zony prevedeny na piky (obr. 4), jez byly
kvantitativné hodnoceny.

QL
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- 2 5 8 9 i 2
1.51e+004 — s 13 5 16 8

= 1 6 7 0
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1.14e+004 - A .

- ] 1 —

7570.64 —
3785.32 -
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Obr. 4: Prevedeni zon v gelu na piky
o-1,21
uv+ Uv-
6,0E+04 - 6,0E+04 -
5,0E+04 - 5,0E+04 -
4,0E+04 - 4,0E+04 -
BN+ N+
3,0E+04 - 3,0E+04 -
ON- ON-
2,0E+04 - 2,0E+04 -
1,0E+04 - 1,0E+04 -
0,0E+00 - 1 0,0E+00 - T )
EC AC

Obr. 5: Porovnani obsahu gliadinii frakce w-1,2 1 téchto variant: normdlni koncentrace CO, — AC vs.
zvySend koncentrace CO, — EC, bez dusikatého hnojent — N vs. s dusikatym hnojenim — N™, odstinéné
UV-B zdieni — UV vs. neodstinéné UV-B zdfeni — UV". Aritmeticky primér je zndzornén sloupci

a smérodatnd odchylka (SD), ze dvou nebo t7i opakovani, chybovymi iiseckami

U prvni frakce o-1,2 gliadint byl zjistén prukazny vliv dusikatého hnojeni pfi interakci s
UV zafenim. U varianty UV'® N* EC byl obsah o-1,2 1 gliadini vys§i o 67 % ve srovnani
s variantou N, u varianty UV" N* AC o 31 % proti N (obr. 5). Naproti tomu pfi odstinéném
UV zareni nebyl vyznamny vliv dusikatého hnojeni prokazan. Rovnéz nebyl zji§tén statisticky
vyznamny vliv zvySené koncentrace CO,.
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Obr. 6: Porovnani obsahu gliadinii frakce w-1,2 2 téchto variant: normdlni koncentrace CO, — AC vs.

zvySend koncentrace CO, — EC, bez dusikatého hnojent — N vs. s dusikatym hnojenim — N”, odstinéné

UV-B zdieni — UV vs. neodstinéné UV-B zdfeni — UV". Aritmeticky primér je zndzornén sloupci

a smérodatnd odchylka (SD), ze dvou nebo t7i opakovani, chybovymi iiseckami
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0,0E+00

uv -+

@ N+
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uv-
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Obr. 7: Porovnani obsahu gliadinii frakce w-1,2 3 téchto variant: normdlni koncentrace CO, — AC vs.

zvySend koncentrace CO, — EC, bez dusikatého hnojent — N vs. s dusikatym hnojenim — N”, odstinéné

UV-B zdieni — UV vs. neodstinéné UV-B zdfeni — UV". Aritmeticky primér je zndzornén sloupci

a smérodatnd odchylka (SD), ze dvou nebo t7i opakovani, chybovymi iiseckami
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Vysledky u druhé frakce w-1,2 gliadinti byly analogické jako u prvni frakce, pouze rozdily
mezi variantami UV" N"a UV' N byly vétsi (obr. 6).

U treti frakce w-1,2 gliadini (obr. 7) byl prokazan vyznamny vliv dusikatého hnojeni
pii normalni i zvySené koncentraci CO, u varianty UV*, méné vyrazny rozdil byl zjistén
u varianty UV". U varianty UV" AC N* byl nartst proteint této frakce 71 %, u varianty UV"
EC N ¢inil tento nartst 44 % proti nehnojené varianté. Rovnéz byl zjistén vyznamny vliv
zvysSené koncentrace CO, u hnojené varianty. U varianty UV'" N* AC byl obsah frakce o-1,2
3 vy$8i 0 17 % nez u varianty UV" N* EC, u varianty UV- N* AC ¢&inil narist rovnéz 17 %
ve srovnani s UV- N* EC. U nehnojené varianty byla patrné rozhodujici limitace dusikem,
a proto se vliv zvySené koncentrace CO, neprojevil.

0-51
uv -+ uv-

4,0E+04 - 4,0E+04 -
3,2E+04 - 3,2E+04 -
2,4E+04 - m N+ 2,4E+04 - @ N+

ON- ON-
1,6E+04 - 1,6E+04 -
8,0E+03 - 8,0E+03 -
0,0E+00 - T 1 0,0E+00 - T 1

EC AC EC AC

Obr. 8: Porovnani obsahu gliadinii frakce w-5 1 téchto variant: normalni koncentrace CO, — AC vs.
zvySend koncentrace CO, — EC, bez dusikatého hnojent — N vs. s dusikatym hnojenim — N”, odstinéné
UV-B zdieni — UV vs. neodstinéné UV-B zdfeni — UV". Aritmeticky primér je zndzornén sloupci

a smérodatnd odchylka (SD), ze dvou nebo t7i opakovani, chybovymi iiseckami

Z obr. 8 vyplyva prukazny vliv dusiku na frakci @-5 1, a to jak pfi normalni, tak
pii zvySené koncentraci CO, za soucasného pusobeni UV zafeni. V obou piipadech doslo
k navySeni mnozstvi proteind, a to o 87 % (AC) a 107 % (EC).
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Obr. 9: Porovnani obsahu gliadinii frakce w-5 2 téchto variant: normalni koncentrace CO, — AC vs.

zvySend koncentrace CO, — EC, bez dusikatého hnojeni — N vs. s dusikatym hnojenim — N°, odstinéné

UV-B zdieni — UV vs. neodstinéné UV-B zdfeni — UV". Aritmeticky primér je zndzornén sloupci

a smérodatnd odchylka (SD), ze dvou nebo t7i opakovani, chybovymi iiseckami
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Obr. 10: Porovndni obsahu gliadinii frakce w-5 3 téchto variant: normdlni koncentrace CO, — AC vs.

zvySend koncentrace CO, — EC, bez dusikatého hnojeni — N vs. s dusikatym hnojenim — N°, odstinéné

UV-B zdieni — UV vs. neodstinéné UV-B zdfeni — UV". Aritmeticky primér je zndzornén sloupci

a smérodatnd odchylka (SD), ze dvou nebo t7i opakovani, chybovymi iiseckami
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Na obr. 9 byl také zjistén prukazny vliv dusikatého hnojeni na obsah frakce w-5 2
za podminek pusobeni UV zafeni pii normalni i zvySené koncentraci CO,, ¢imz se zvysilo
mnozstvi gliadinii 0 64 %, resp. 0 46 %. Pti vylouCeni UV zafeni nebyly zjistény vyznamné
rozdily v obsahu w-5 2 protein{i mezi variantami N* a N ani mezi variantami AC a EC.

U treti frakce w-5 gliadina (obr. 10) byl zjistén vyznamny rozdil mezi variantami AC a EC
pfi hnojeni dusikem a souc¢asném pisobeni UV-A i UV-B zafeni. U varianty AC N* byl vy33i
obsah proteint této frakce o 34 %. U varianty UV™ nebyl vliv zvySené koncentrace CO,

prokézan.
o-54
uv -+ Uuv-

7,5E+04 - 7,5E+04 -
6,0E+04 - 6,0E+04 -
4,5E+04 - 4,5E+04

BN+ BN+

ON- O N-
3,0E+04 - 3,0E+04 -
1,5E+04 - 1,5E+04 -
0,0E+00 - T ) 0,0E+00 - T )

EC AC EC AC

Obr. 11: Porovndni obsahu gliadinii frakce w-5 4 téchto variant: normdlni koncentrace CO; — AC vs.
zvySend koncentrace CO, — EC, bez dusikatého hnojeni — N vs. s dusikatym hnojenim — N°, odstinéné
UV-B zdieni — UV vs. neodstinéné UV-B zdfeni — UV". Aritmeticky primér je zndzornén sloupci

a smérodatnd odchylka (SD), ze dvou nebo t7i opakovani, chybovymi iiseckami

Vysledky u frakce ®-5 4 (obr. 11) jsou analogické frakci w-5 3. U varianty UV EC byl
opét zjistén pokles obsahu gliadini ©-5 4 0 31 % vzhledem k varianté AC. Vliv dusikatého
hnojeni se stejné jako u frakce ®-5 3 projevil pouze u varianty AC.
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Obr. 12: Porovndni obsahu gliadinii frakce y 1 téchto variant: normalni koncentrace CO; — AC vs.

zvySend koncentrace CO, — EC, bez dusikatého hnojeni — N vs. s dusikatym hnojenim — N°, odstinéné

UV-B zdieni — UV vs. neodstinéné UV-B zdfeni — UV". Aritmeticky primér je zndzornén sloupci

a smérodatnd odchylka (SD), ze dvou nebo t7i opakovani, chybovymi iiseckami
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Obr. 13: Porovndni obsahu gliadinii frakce y 2 téchto variant: normalni koncentrace CO, — AC vs.

zvySend koncentrace CO, — EC, bez dusikatého hnojeni — N vs. s dusikatym hnojenim — N°, odstinéné

UV-B zdieni — UV vs. neodstinéné UV-B zdfeni — UV". Aritmeticky primér je zndzornén sloupci

a smérodatnd odchylka (SD), ze dvou nebo t7i opakovani, chybovymi iiseckami
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U frakce y 1 (obr. 12) byl zjistén prikazny vliv dusikatého hnojeni v podminkach normalni
i zvysSené koncentrace CO; za soucasného pusobeni UV zareni. Nartist mnozstvi proteint Cinil
35 % (AC) a 59 % (EC).

V ramci druhé frakce y-gliadini (obr. 13) byl zaznamenan vliv dusikatého hnojeni pfi
normalni i zvySené koncentraci CO, za pusobeni UV zafeni a také v podminkach normalni
koncentrace a vyloucCeni UV zafeni. V pfipadé normalni a zvySené koncentrace CO, se
jednalo o nartst obsahu proteinti 0 61 % resp. 41 %. Vliv UV zafeni byl ve v§ech variantach
pficinou zvyseného obsahu y 2 gliadini.

Y3
1,8E+05 - uv + 1,8E+05 - Uv-
1,5E+05 - 1,5E+05 -
1,2E405 - 1,2E+05 -
9,0E+04 - EN+ 9,0E+04 - @ N+
ON- O N-
6,0E+04 - 6,0E+04 -
3,0E+04 - 3,0E+04 -
0,0E+00 - . . 0,0E+00 - )

EC AC

Obr. 14: Porovndni obsahu gliadinii frakce y 3 téchto variant: normalni koncentrace CO, — AC vs.
zvySend koncentrace CO, — EC, bez dusikatého hnojeni — N vs. s dusikatym hnojenim — N°, odstinéné
UV-B zdieni — UV vs. neodstinéné UV-B zdfeni — UV". Aritmeticky primér je zndzornén sloupci

a smérodatnd odchylka (SD), ze dvou nebo t7i opakovani, chybovymi iiseckami

V piipadé y-3 gliadini (obr. 14) byl zjistén prukazny vliv dusikatého hnojeni ve vSech
sledovanych variantach. Naopak vliv zvySené koncentrace CO; se zde vubec neprojevil.
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Obr. 15: Porovndni obsahu gliadinii frakce y 4 téchto variant: normalni koncentrace CO, — AC vs.
zvySend koncentrace CO, — EC, bez dusikatého hnojeni — N vs. s dusikatym hnojenim — N°, odstinéné
UV-B zdieni — UV vs. neodstinéné UV-B zdfeni — UV". Aritmeticky primér je zndzornén sloupci

a smérodatnd odchylka (SD), ze dvou nebo t7i opakovani, chybovymi iiseckami
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Obr. 16: Porovnani obsahu gliadinii frakce [ 1 téchto variant: normdlni koncentrace CO; — AC vs.
zvySend koncentrace CO, — EC, bez dusikatého hnojeni — N vs. s dusikatym hnojenim — N°, odstinéné
UV-B zdieni — UV vs. neodstinéné UV-B zdfeni — UV". Aritmeticky primér je zndzornén sloupci

a smérodatnd odchylka (SD), ze dvou nebo t7i opakovani, chybovymi iiseckami
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U frakce y 4 (obr. 15) byl markantni limitujici vliv nedostatku dusiku pfi interakci s UV
zatenim. Snizeni obsahu proteind frakce y 4 za téchto podminek Cinilo 44 % u AC a 26 %
u EC. Vliv zvysené koncentrace CO; na obsah proteint této frakce nebyl prokazan.

V ramci prvni frakce B gliadint (obr. 16) byl zjistén prikazny vliv dusikatého hnojeni u
vSech variant. U varianty UV" N byl zji§tén nartst obsahu proteind této frakce v priméru o
38 % vzhledem k variant€ UV" N'. Statisticky vyznamny vliv dusikatého hnojeni byl zjistén
i u varianty UV". Vliv zvySené koncentrace CO, se projevil pouze u varianty UV N,

B2
Uv+ Uv-

3,0E+05 - 3,0E+05 -
2,4E+05 - 2,4E+05 -+
1,8E+05 - 1,8E+05 -

BN+ N+

ON- ON-
1,2E+05 - 1,2E+05 -
6,0E+04 - 6,0E+04 -
0,0E+00 - T ) 0,0E+00 - T )

EC AC EC AC

Obr. 17: Porovnani obsahu gliadinii frakce [ 2 téchto variant: normdlni koncentrace CO; — AC vs.
zvySend koncentrace CO, — EC, bez dusikatého hnojeni — N vs. s dusikatym hnojenim — N°, odstinéné
UV-B zdieni — UV vs. neodstinéné UV-B zdfeni — UV". Aritmeticky primér je zndzornén sloupci
a smérodatnd odchylka (SD), ze dvou nebo t7i opakovani, chybovymi iiseckami

U druhé frakce p-gliadini (obr. 17) byl vypozorovan vliv dusikatého hnojeni
v podminkach normalni i zvySené koncentrace CO, pii pusobeni UV zafeni, kdy nardst
proteinu byl stanoven na 48 %, respektive 27 %. Dusikata vyziva zvySila obsah gliadinové
frakce také pfi zvySené koncentraci CO; v prostiedi bez UV zareni, av§ak o pouhych 8 %.
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Obr. 18: Porovnani obsahu gliadinii frakce [ 3 téchto variant: normdlni koncentrace CO; — AC vs.

zvySend koncentrace CO, — EC, bez dusikatého hnojeni — N vs. s dusikatym hnojenim — N°, odstinéné

UV-B zdieni — UV vs. neodstinéné UV-B zdfeni — UV". Aritmeticky primér je zndzornén sloupci

a smérodatnd odchylka (SD), ze dvou nebo t7i opakovani, chybovymi iiseckami
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Obr. 19: Porovnani obsahu gliadinii frakce [ 4 téchto variant: normdalni koncentrace CO, — AC vs.

zvySend koncentrace CO, — EC, bez dusikatého hnojeni — N vs. s dusikatym hnojenim — N°, odstinéné

UV-B zdieni — UV vs. neodstinéné UV-B zdfeni — UV". Aritmeticky primér je zndzornén sloupci

a smérodatnd odchylka (SD), ze dvou nebo t7i opakovani, chybovymi iiseckami
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Prukazny vliv dusikatého hnojeni byl zjistén i1 u tieti frakce B-gliadint (obr. 18), a to
pii normalni i zvySené koncentraci CO, a pusobeni UV zafeni. Vyziva dusikem zvysSila
mnozstvi proteind této frakce o 26 % (AC) a 40 % (EC). U varianty UV™ nebyly zjistény
rozdily mezi AC a EC, ani mezi N" a N’

U ctvrté B-gliadinové frakce (obr. 19) byl vypozorovan prikazny vliv hnojeni dusikem
za podminek normalni i zvySené koncentrace CO, pii pusobeni UV zafeni, kdy nartst
mnozstvi proteind odpovidal 46 % (AC) a 45 % (EC). Zmeény zpusobené vlivem zvySené
koncentrace CO; nebyly detekovany, stejné jako u tieti frakce p-gliadint.

al
3,0E+05 - uv*t 3,0E+05 -~ Uuv-
2,5E+05 - 2,5E+05 -
2,0E+05 - 2,0E+05 -
1,5E+05 - E N+ 1,5E+05 - E N+
ON- O N-
1,0E+05 - 1,0E+05 -
5,0E+04 - 5,0E+04 -
0,0E+OO T T 1 0,0E+OO 1 T 1
EC AC EC AC

Obr. 20: Porovnani obsahu gliadinii frakce o 1 téchto variant: normalni koncentrace CO, — AC vs.
zvySend koncentrace CO, — EC, bez dusikatého hnojeni — N vs. s dusikatym hnojenim — N°, odstinéné
UV-B zdieni — UV vs. neodstinéné UV-B zdfeni — UV". Aritmeticky primér je zndzornén sloupci

a smérodatnd odchylka (SD), ze dvou nebo t7i opakovani, chybovymi iiseckami

Prikazny vliv dusiku byl zjistén za normalni a zvySené koncentrace CO, za soucasného
pusobeni UV zafeni, kde narist mnozstvi gliadinové frakce Cini 38 % (AC) a 23 % (EC).
Pti odstinéném UV zafeni nebyl vyznamny vliv dusikatého hnojeni prokazan, stejné jako vliv
zvySené koncentrace CO,.
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Obr. 21: Porovnani obsahu gliadinii frakce o 2 téchto variant: normalni koncentrace CO, — AC vs.

zvySend koncentrace CO, — EC, bez dusikatého hnojeni — N vs. s dusikatym hnojenim — N°, odstinéné

UV-B zdieni — UV vs. neodstinéné UV-B zdfeni — UV". Aritmeticky primér je zndzornén sloupci

a smérodatnd odchylka (SD), ze dvou nebo t7i opakovani, chybovymi iiseckami
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Obr. 22: Porovnani obsahu gliadinii frakce o 3 téchto variant: normalni koncentrace CO, — AC vs.

zvySend koncentrace CO, — EC, bez dusikatého hnojeni — N vs. s dusikatym hnojenim — N°, odstinéné

UV-B zdieni — UV vs. neodstinéné UV-B zdfeni — UV". Aritmeticky primér je zndzornén sloupci

a smérodatnd odchylka (SD), ze dvou nebo t7i opakovani, chybovymi iiseckami

32



V ramci druhé frakce a-gliadina (obr. 21) Ize pozorovat prikazny rozdil v obsahu proteint
pfi dostatku a nedostatku dusiku za podminek UV zafeni pfi normalni i zvySené koncentraci
COa,. Rozdily jsou procentualné velmi podobné, pti¢emz pii normalni koncentraci CO, byl
rozdil stanoven na 59 % a pii zvySené koncentraci CO;, na 64 %. Vliv zvySené koncentrace
CO; nebyl u této frakce pozorovan.

U posledni gliadinové frakce o 3 (obr. 22) byl zjistén prikazny vliv dusiku u variant
péstovanych v podminkach normalni a zvySené koncentrace CO, za pusobeni UV zafeni.
Za uvedenych podminek, a také pii zvySené koncentraci CO, s vyloucenim UV zéfeni, bylo
zaznamenano navySeni obsahu proteinové frakce. Nejvyraznéjsi narast — 72 % byl dosazen
v podminkach normalni koncentrace CO, a UV zafeni. ZvySena koncentrace CO, prukazné
ovlivnila mnozstvi gliadinovych proteinti pouze u varianty UV" a nedostatku dusiku (pokles o
21 % pii AC).

Gliadiny 2015 celkem
4,0E+06 - Uv -+ 4,0E+06 - UV -
3,5E+06 - 3,5E+06 -
3,0E+06 - 3,0E+06 -
2,5E+06 - 2,5E+06 -
2,0E+06 - BN+ 2,0E+06 - BN+
ON- ON-
1,5E+06 - 1,5E+06 -
1,0E+06 - 1,0E+06 -
5,0E+05 - 5,0E+05 -
0,0E+00 - T ) 0,0E+00 - T )
EC AC EC AC

Obr. 23: Porovnadni celkového obsahu gliadinovych proteinit 2015 téchto variant: normalni
koncentrace CO; — AC vs. zvySenad koncentrace CO, — EC, bez dusikatého hnojeni — N vs. s dusikatym
hnojenim — N*, odstinéné UV-B zdieni — UV vs. neodstinéné UV-B zdieni — UV*. Aritmeticky priimér

Jje zndazornén sloupci a smérodamd odchylka (SD), ze dvou nebo t7i opakovani, chybovymi tiseckami

Na obr. 23 je znazornéno celkové shrnuti pusobeni jednotlivych parametri na mnozstvi
gliadini pfitomnych v pSenici seté odriidy Bohemia. Pfi plsobeni UV zafeni byl vliv
dusikatého hnojeni jednozna¢né€ prokazan jak za normalni, tak za zvySené koncentrace CO,.
Nartst obsahu proteinti pfi normalni koncentraci CO, byl stanoven na 47 %, zatimco
pii zvySené koncentraci CO; Cinil 44 %. Vyznamny vliv zvySené koncentrace CO, nebyl
prokazan, zatimco vliv UV zafeni pii dostatku dusikaté vyzivy zpusobil narast gliadinovych
proteinti v priméru o 44 %.

33



S DISKUSE

Vysledky nami provedeného experimentu vypovidaji o obsahu a slozeni gliadinovych
proteinli ozimé pSenice péstované za ruznych podminek. Byl sledovan vliv dusikatého
hnojeni, zvysené koncentrace CO, a také UV zafeni, pfi¢emz nejvyrazn€jsi zmeény byly
zaznamenany pii zvySené dusikaté vyzive, ktera zpusobuje statisticky vyznamny narust
mnozstvi jednotlivych gliadinovych podjednotek v interakci s normalnim UV zéafenim.
Naopak je tomu v prostiedi s odstinénym UV-B zafenim, kde doslo jen k nepatrnému
navySeni obsahu, a to pouze u vybranych frakci: ®-1,2 3 a y 3 pfinormalni 1 zvySené
koncentraci CO,, dale pak ©-5 3 a B-2 pouze pii zvysené koncentraci CO, a frakce y 2 pfi
normalni koncentraci CO,.

Narust dusikatych latek v disledku vyssi dodavky dusiku potvrzuji napt. prace [13, 30, 31,
32]. Daniel a Triboi [33] také studovali ucinky dusiku na obsah proteind, zejména na obsah
a slozeni gliadint, ptiCemz zjistili, ze mnoZzstvi ®- a y-gliadini narista, zatimco obsah a- a -
gliadini klesa. Wieser et al. [13] udavaji vyraznéj§i ucinek zvysSené dodavky dusiku
na gliadiny oproti gluteninim, s tim, ze podil ®-5, ®-1,2 a HMW typa je zvySovan a v-
a LMW typu snizovan. Obdobné vysledky uvadéji i dalsi autofi [34, 35, 36]. Wieser et al.
vysvétluji vyssi produkci o-gliadint vyssi dostupnosti dusiku.

Plisobeni vyssi koncentrace CO, se vramci celkového mnozstvi gliadini neprojevilo,
avsak ubytek proteind vlivem zvySené koncentrace CO, byl zaznamenan, konkrétné u frakci:
®-1,2 3, ®5 1, ®5 3, 5 4 a B 1. Gliadinova frakce ®-1,2 3 reagovala pfi dostatecné
dusikaté vyzivé za podminek plsobeni i odstinéni UV zafeni, -5 1 a f 1 pouze pii
odstinéném UV zafeni a frakce -5 3 a ®-5 4 naopak jen za piitomnosti UV zafeni.
Nejvyraznéjsi pokles Cinil v primeéru 29 % u frakci ©-5 3, ®-5 4. Naproti tomu ptisobeni UV
zafeni se vramci celkového mnozstvi gliadini projevilo, a to nartistem obsahu gliadind
za podminek normalni 1 zvySené koncentrace CO; pii dostatku dusiku. U frakci ©-5 3 a ®-5 4
byl zaznamenan narast proteini v prostfedi se zvySenou koncentraci CO, bez dusikatého
hnojeni namisto prostiedi s EC a N*, na¢eZ frakce w-1,2 3 reagovala navic v podminkach EC
aN ay 3 vpodminkach AC N".

Vysledky experimentu Wiesera et al. [13] prokazuji zmény v podilech jednotlivych typa
proteini v dusledku pusobeni zvySené koncentrace CO,. Zatimco mnozstvi albumind
a globulind nebylo ovlivnéno, mnozstvi lepkovych proteint bylo redukovano. Kromé toho se
ukazalo, ze doslo ke snizeni obsahu ®-5, ®-1,2 a a gliadini o vice nez 20 % pfii zvySené
dodavce dusiku, coz vypovida o uzké souvislosti vlivu CO;, sobsahem glutaminu
v proteinech. Tento fakt je v souladu s nasimi vysledky, pfedevS§im pro gliadinové frakce
®-1,2 3, ®5 1, ©-5 3, -5 4. Na zakladé clanku Hogy et al. [37] zpusobuje zvysSena
koncentrace CO, pokles gliadinovych proteint v pSeni¢ném zrn€. Z tohoto divodu atmosféra
obohacena o CO; snizuje kvalitu pSeni¢ného zrna v disledku zmény pomeéru obsahu C/N.
Kimball et al. [38] a Pleijel et al. [39] dospéli k zavéru, ze negativni dopady zvySené
koncentrace CO, mohou byt zmirnény dalsi aplikaci dusikatého hnojiva, pfi¢emz Fangmeier
[40] s timto tvrzenim nesouhlasi a vysvétluje, ze interakce dusikatého hnojeni se zvysenou
koncentraci CO; vede spiSe k vétsi produkci biomasy a vynosu, nez k lepsi redistribuci dusiku
do zrn.
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6 ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo prozkoumat vliv zvySené koncentrace CO,, dusikatého
hnojeni a UV zafeni na obsah gliadinovych proteind v zrné ozimé pSenice.

Pro experiment byly pouzity vzorky ozimé psSenice odridy Bohemia kultivované ve 24
komorach poskytujicich regulaci vlivu zvySené koncentrace CO,, dusikaté vyzivy, sucha ci
UV zafeni. Prostor uvniti komor byl rozdélen na dvé ,policka“, pficemz jedno z nich bylo
obohacovano 200 kg N ha’', zatimco druhé zdstalo nehnojeno. Polovina rostlin byla
péstovana v atmosfére s normalni koncentraci CO,, druha polovina byla vystavena zvysené
koncentraci CO, (700 pmol mol™). Kromé& toho polovina rostlin byla péstovana
pfi normalnim UV zéafeni a druha polovina pifi odstinéném UV-B zéafeni. Vyseti ozimé
pSenice, v hustote¢ 4 MKS na ha, probéhlo na podzim 2014. Sklizeri zralého zrna probihala
rucné v letnich mésicich.

Jednotlivé gliadinové frakce byly separovany metodou A-PAGE podle PoliSenské et al.
[28] a CSN 46 1085-2 [29] a nasledn& kvantifikovany pocitacovou denzitometrii.

Ze vSech sledovanych parametri mélo nejvyrazn€jsi vliv na mnozstvi gliadinovych
proteinti dusikaté hnojeni. Téméf vSechny frakce gliadinGi reaguji vyraznym navySenim
na pusobeni UV-B zafeni pfi normalni i zvySené koncentraci CO,, zatimco pii jeho odstinéni
dochazi jen k nepatrnému narustu gliadini, a to pouze u vybranych frakci: ®-1,2 3 ay 3
pii normalni 1 zvySené koncentraci CO,, ®-5 3 a B-2 pouze pii zvySené koncentraci CO;
a frakce y 2 pfi normalni koncentraci CO,.

Vliv zvySené koncentrace CO; se v ramci celkového mnozstvi gliadini neprojevil, avSak
u vybranych frakci se snizil obsah proteind. V prostiedi s dostatkem dusikaté vyzivy
pii pusobeni UV zafeni i jeho odstinéni byl zaznamenan pokles frakce o-1,2 3,
pii odstinéném UV zafeni s dostatkem dusiku ©-5 1, B 1 a za pusobeni UV zafeni s dostatkem
dusiku -5 3, ®-5 4. Vliv UV zafeni se naopak v ramci celkového mnozstvi gliadinovych
proteinti projevil jejich navySenim v prostfedi normalni i zvySené koncentrace CO;
pfi dostatecné dusikaté vyzive. U frakci -5 3 a ®-5 4 byl zaznamenan narst proteinti
v podminkach zvySené koncentrace CO, bez dusikatého hnojeni namisto podminek zvysené
koncentrace CO; s dodavkou dusiku, nacez frakce m-1,2 3 reagovala navic v podminkach EC
aN ay 3 vpodminkach AC N".

Na zakladeé vysledkl naSeho experimentu lze usoudit, ze samotny ucinek dusikatého
hnojeni pozitivné ovliviiuje obsah gliadinovych proteini. Vliv koncentrace CO; se celkové
neprojevil, avSak pfiinterakci se zvySenou dodavkou dusiku doSlo k poklesu nékterych
gliadinovych frakei.
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