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ABSTRAKT

V této praci byl studovan vliv zvySené koncentrace oxidu uhlicitého, dusikatého hnojeni,
sucha a UV zafeni na obsah proteind gluteninové a gliadinové frakce pSeni¢ného lepku.
Ozima pSenice odridy Bohemia byla kultivovana za podminek normalni (AC; 400 pumol
CO,.mol™) a zvysené (EC; 700 umol CO,.mol™) koncentrace CO,. Polovina vzorki byla
hnojena davkou 200 kg N.ha™ (N+, N-) a dal§imi sledovanymi environmentalnimi faktory
bylo vylouceni UV zafeni u poloviny komor (UV—, UV+) a manipulace pfirozenych srazek
(DRY, WET). Gliadinova frakce lepku byla separovana metodou A-PAGE, gluteninova
frakce metodou SDS-PAGE. Proteiny byly kvantifikovany pocitaCovou denzitometrii.
Dusikaté hnojeni vyznamné zvysilo obsah proteint gliadinové a gluteninové frakce lepku.
V mensi mife se projevil vliv sucha, které vyznamné snizilo koncentraci nékterych subfrakci
gliadind, naopak vyznamny pokles mnozstvi proteinii vlivem sucha byl pozorovan u HMW
gluteninovych podjednotek. Vylouceni UV =zafeni zpusobilo vyznamné snizeni obsahu
proteini nékolika subfrakci gliadinovych a gluteninoych podjednotek. Vliv zvySené
koncentrace CO; se projevil pouze v malé mife vyznamnym zvySenim koncentrace proteind
gluteninovych subrakci HMW 1 a 2. Naopak vyznamné snizeni mnozstvi proteini vlivem
zvysené koncentrace CO; bylo pozorovano u gliadinovych subfrakci o-51ap 1.

ABSTRACT

The present study investigates effects of elevated atmospheric carbon dioxide
concentration, different nitrogen fertilization levels, drought and UV radiation on protein
content of wheat gluten fractions glutenins and gliadins. Winter wheat cultivar Bohemia was
grown under ambient CO, concentration (AC; 400 pumol CO,mol™) and elevated CO,
concentration (EC; 700 pmol CO, mol™"). Half of the samples was fertilized
with 200 kg N.ha™ (N+) and the other part stayed unfertilized (N-). Other environmental
factors were UV radiation exclusion (UV—, UV+) and drought (DRY, WET). Gliadins were
separated by A-PAGE, glutenins by SDS-PAGE. Proteins were quantified by computer
densitometry. Nitrogen fertilization caused an significat increase of gliadins and glutenins.
While some gliadins subfractions were significantly lowered by drought, HMW glutenin
subunits showed significant increase. UV radiation exclusion resulted in significant decrease
of some gliadin subfractions and glutenin subunits. CO, enrichment caused significant
increase of glutenin subfractions HMW 1 and 2, while gliadin subfractions ©-5 1 and 8 1
were significantly decreased by elevated CO, concentration.
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1 UVOD

Jedna z nejdalezitéjSich globalnich zmén zpisobenych lidskou Cinnosti je rychly narast
koncentrace oxidu uhliitého v atmosfére. Koncentrace oxidu uhlicitého vzrostla od pocatku
prumyslové revoluce nejméné o 35 % a stale stoupa.

Protoze oxid uhlicity je substratem fotosyntézy, jakakoli zména v jeho vzdusné koncentraci
ma vliv na rist rostlin. Jelikoz zvysena koncentrace CO; stimuluje fotosyntézu a rast rostlin,
muzeme v budoucnu ocekavat vy$si vynosy zemédélskych plodin. Predpoklada se, ze
stimulace fotosyntézy povede ke zvySené produkci sacharidi oproti bilkovinam, coz bude mit
negativni dopad na vyzivovou kvalitu potravin.

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

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

Navzdory velkému dirazu kladenému na kvalitu pSenice péstované pro potravinaiské
ucCely mame stale nedostatek informaci o vlivu zvySené koncentrace CO, na dulezité
parametry kvality pSeni¢ného zrna. Prace zabyvajici se vlivem zvySené koncentrace CO; na
kvalitu pSeni¢ného zrna Casto pfinaseji protichiidna zjisténi.

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



2 TEORETICKA CAST

2.1 Globalni klimaticka zména

Klima Zemé se neustale méni, coz je disledek plisobeni kontinentalnich pohybt, zmén
kvality a mnozstvi sluneCniho zafeni, parametri obézné drahy Zemé, sopeCné cinnosti,
dopadu meteoriti a komet, rozrustani a zmenSovani ledovcl, zmén v cirkulaci a slozeni
oceanu a atmosféry a kone¢né zmeén ekosystému.

Priblizn€ od pocatku 20. stoleti 1ze pfitom pozorovat dlouhodobou odchylku klimatickych
parametrd Zemé od prameért a trendd, které panovaly na Zemi piedtim. Tato dlouhodoba
odchylka se nazyva globalni klimatickd zména [1] ajeji nejpravdépodobnéjsi pricinou je
uvolnovani velkého mnozstvi sklenikovych plynd. Rychlost tohoto uvoliiovani je pfitom
nekolikanasobné vétsi nez prirozené zmeny za obdobi nejméné 20 000 let [2].

Mezi sklenikové plyny s pfimou vazbou na lidskou €innost patii oxid uhlicity, jenz je do
ovzdusi uvolfiovan spalovacimi procesy, methan, ktery produkuji hospodarska zvitata, oxidy
dusiku, vznikajici ve spalovacich motorech a pfi riznych primyslovych vyrobach, freony,
které jsou do atmosféry uvolfiovany z riznych chladicich zafizeni, a nakonec vodni para.
Spolecnym znakem sklenikovych plyni je jejich vyrazny Gcinek na radiacni bilanci Zemé,
protoze jsou propustné pro kratkovinnou slozku dopadajiciho slunecniho zareni, ale daleko
méné propustné pro dlouhovlinnou slozku emitovanou zemskym povrchem [3]. V disledku
toho prestala byt zafiva bilance Zemé vyrovnana a pfizemni vrstvy ovzdusi, pevniny a oceany
se postupné ohfivaji. Nejvétsi vliv na oteplovani ma oxid uhliity (asi 47 %), methan (27 %)
a freony (10%) [4].

Dusledky ucinkti sklenikovych plynt na radiacni bilanci atmosféry ale nelze jednoduse
spojovat s bezprostfednimi zménami klimatu, protoze v dusledku existence rozsahlych
tepelnych rezervoari v podobé oceant dochazi k vyznamnému zpozdéni reakce klimatu
a zpétnovazebné mechanismy pusobici mezi atmosférou, oceany a biosférou mohou vyrazné
menit rychlost produkce nebo odbouravani sklenikovych plynt v ovzdusi.

To, ze globalni klimaticka zména je predevsim disledkem lidské Cinnosti, doklada fada
literarnich udaja. Za poslednich 1000 let byla koncentrace CO, v ovzdusi pomérmné stabilni
a pohybovala se vrozmezi hodnot od 270 az 290 umol.mol™[5]. Etheridge akol. [6]
analyzovali vzorky vzduchu odebrané zledovci LawDome ve vychodni Antarktide
dokumentujici uplynulych 1000 let. Z jejich vyzkumu jasné vyplyva, ze k prudkému vzristu
koncentrace CO, doslo pocatkem 19. stoleti v souladu s pocatky rozvoje prumyslu. Zmény
koncentrace CO, v uplynulych 500 letech hodnotili také Wahlen a kol. [7]. Vzorky postihujici
obdobi od roku 1530 do roku 1940 byly odebrany v oblasti stfedniho Gronska. Podle jejich
meéteni nastava vzestup koncentrace CO, jesté pied obdobim, kdy se ve vétSi mife zacala
spalovat fosilni paliva, coz vysvétluji zménou ve vyuzivani pudy (odlesiiovani a pfeména
zemedélsky vyuzivané plochy).

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

Zda se, ze v uplynulych 150 000 letech byly zmény klimatu a koncentrace CO, velmi tésné
spojeny [11]. Konec doby ledové je spojen se zvySenim koncentrace CO, napiiklad piechod
z doby ledové do doby meziledové byl doprovazen zvySenim koncentrace CO, piiblizné
0 30 %. Tento nartist koncentrace CO, je pficitan uvolnéni nékolika set gigatun uhliku z mote
do atmosféry. Naopak jiz nékolik tisic let pred nastupem doby ledové 1ze pozorovat pokles
koncentrace CQO,. Popsané zmeény souvisi pravdépodobné se zmeénami biologické
produktivity, alkality a cirkulace oceand, se zménami stupné€ pokryti ledovci a s ukladanim
CaCO; do koralovych utesi. Zmény koncentrace CO, v atmosféfe tedy nepredstavuji jev,
ktery by se v historii Zemé jiz neobjevil, ale neobvykla je rychlost téchto zmén v poslednich
letech. Nejvétsim problémem je, ze emise CO, do atmosféry stale pokracuji v disledku
spotteby fosilnich paliv, rozsahlého odlestiovani v tropickych oblastech a zmén ve vyuzivani
pudy.

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

Z presnych a systematickych méteni koncentrace CO;, kterd se provadéji od roku 1958 na
lokalit¢ Mauna Loa na Havajskych ostrovech, je patrny systematicky rast koncentrace CO,
v uplynulych 40 letech i pravidelné sezonni kolisani v prubéhu roku [11]. K poklesu dochazi
s rozvojem jarni vegetace na severni polokouli a naopak vzrist koncentrace CO;, souvisi
s nastupem podzimu na severni polokouli, kdy vétSina vegetace prestava byt fotosynteticky
aktivni a dochazi k uvolnéni velkého mnozstvi CO, do ovzdusi. Amplituda tohoto ro¢niho
cyklu se kazdym rokem zvysuje. Vliv na kolisani koncentrace CO, v pribéhu roku ma
napiiklad sezonni kolisani spalovani fosilnich paliv, sezénni kolisdni depozice dusiku
pochézejiciho z fosilnich paliv, protoze dusik vykazuje pozitivni vliv na rostlinnou produkci
atim ina spotiecbu CO,, sezonni kolisani spalovani tropickych lesi nebo zmeény v délce
vegetace ve vétSich zemépisnych Sitkach. ZvySujici se amplitudu rocniho kolisani CO,
ovliviluje 1 zvySujici se teplota atmosféry. Keeling a kol. [13] prokazali, ze rocni amplituda se
zvysuje o 19 % + 4 % s kazdym zvySenim teploty o 1 °C. Je vSak nutné si uvédomit, ze pfi
hodnoceni koncentrace CO, v delSich Casovych intervalech jsou sezonni kolisani v prabéhu
roku i lokalni rozdily v oblastech raznych zemé&pisnych Sifek zanedbatelné.



2.2 Vliv zvySené koncentrace CO; na rostliny

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

2.3 Vliv zvySené koncentrace CO, na fotosyntézu

Pri kratkodobém pusobeni zvysSené koncentrace CO, dochazi k prukaznému zvySeni
rychlosti asimilace u C3-rostlin [3]. Soucasna koncentrace CO, v atmosféfe totiz neni
schopna plné saturovat karboxyla¢ni aktivitu Rubisco. ZvySenim poméru mezi koncentracemi
CO; a0; se zvysi pravdépodobnost navazani molekuly CO; na aktivni misto enzymu
Rubisco, ¢imz dojde kupfednostnéni karboxylacni aktivity enzymu pied aktivitou
oxygenazovou a v disledku toho ke zvySeni rychlosti fotosyntézy.

K navySeni rychlosti asimilace CO, dochazi pfi intenzit¢ sluneCniho zafeni vysS§i nez
250 umol.m™.s™ [3]. PH niZSich intenzitach svétla je limitujicim faktorem fotosyntézy
mnozstvi dopadajicich fotont a vliv zvySené koncentrace CO; se na urovni rychlosti asimilace
neprojevi [14]. ZvySena hodnota poméru asimilace/fotorespirace ma za nasledek také
navySeni fotochemické efektivity asimilace.

Odezva rostlin dlouhodobé vystavenych zvysené koncentraci CO, se muze zna¢né liSit.
Obecné lze fici, ze stimulacni efekt zvySené koncentrace CO, klesa s délkou pusobeni
zvysSené koncentrace CO,, coz lze pozorovat zejména pii nedostateCné mineralni vyzive
rostlin. Stav, kdy asimilacni kapacita rostliny kultivované pii zvySené koncentraci CO, je
niz8§i v porovnani s rostlinami kultivovanymi v podminkach pfirozené koncentrace CO, se
nazyva aklimacni deprese fotosyntézy. Mira poklesu asimilacni kapacity pfi aklimacni depresi
se urdznych druhll rostlin li§i a pohybuje se vrozmezi 30 az 60 % pivodnich hodnot
asimilacni kapacity [15]. V literatufe je mozné nalézt n€kolik hypotéz vysvétlujicich pficiny
nastupu aklimacni deprese fotosyntézy [15, 16]:

a) Redistribuce nebo snizeni koncentrace anorganického fosfatu. V dasledku zvysené
rychlosti fotosyntézy dochazi ke zvySené akumulaci fosforylovanych meziprodukta
Calvinova cyklu a nasledné redistribuci anorganického fosfatu (P;) mezi vnitfnim prostorem
chloroplastii a cytosolem. Snizené mnozstvi P; limituje syntézu adenosintrifosfatu (ATP)
nezbytného pro regeneraci primarniho akceptoru CO, RuBP a dokonceni Calvinova cyklu.
Krome této zpétnovazebné limitace spotiebou triosafosfati muze snizené mnozstvi P; a ATP
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vést ke zpétnovazebné limitaci aktivity enzymu aktivasy Rubisco, jehoz omezena funkcnost
zpusobuje pomalejsi aktivaci enzymu Rubisco.

b) SniZzeni obsahu ¢i aktivity enzymu Rubisco. U mnoha rostlinnych druhti byl
zaznamenan pokles rychlosti asimilace CO, jako dusledek poklesu karboxylacni aktivity
enzymu Rubisco [3]. Pokles mnozstvi enzymu Rubisco 1jeho aktivity in vitro u rostlin
dlouhodobé péstovanych pii zvySené koncentraci CO, doklada fada experimentélnich praci.
Aktivita enzymu Rubisco muze byt snizena praveé v disledku lokalniho nedostatku P; a tim
snizené aktivity Rubisco-aktivasy, jak bylo popsano vyse. Dal§i mechanismus deaktivace
tohoto enzymu predstavuje potlaceni jeho genové exprese, na Cemz se nejvice podileji
nestrukturni sacharidy, naptiklad glukosa a sacharosa. Tfetim typem mechanismu je potlaceni
genoveé exprese enzymu karbonatdehydratasy, ktery katalyzuje ustaveni rovnovahy mezi CO,
a HCOj5™ ve stromatu chloroplastt, ¢imz napomaha difuzi CO, z intercelularniho prostoru lista
k mistim aktivniho ptiisobeni Rubisco v chloroplastech. Pokles aktivity tohoto enzymu tak
muze nepiimo zpusobit i pokles aktivity enzymu Rubisco jeho nedostate¢nou karbamylaci.

¢) Mechanické poskozeni tylakoidii v disledku nadmémé akumulace skrobu. Transport
asimilatd (glyceraldehyd-3-fosfatu a dihydroxyacetonfosfatu) z chloroplastu do cytosolu
zajistuje translokator fosfatu fosfat-triosafosfat-fosfoglycerat-translokator (TPT). Protoze
TPT pracuje jako striktni antiport sPO,”, mize pii nedostatku fosforu dochazet
k nadmémému hromadéni Skrobu ve stromatu chloroplasti a naslednému poskozeni
tylakoidnich membran. Tento typ aklimacni deprese je vSak fadou autori povazovan za
extrémni.

d) Inhibovani transkripce genti. Pfi kultivaci rostlin ve zvysené koncentraci CO, muze
zvySeny obsah volnych sacharidii zptisobovat snizeni genové exprese enzymu nezbytnych pro
jejich syntézu (Rubisco, karbonatdehydratasa). Genova exprese enzymu pro zuzitkovani
sacharidu je v takovém pfipadé naopak stimulovana a dochazi naptiklad k narGstu poctu genti
kodujicich ADP-glukosapyrofosforylasu, enzym katalyzujici biosyntézu Skrobu.

e) Uroveil mineralni vyzivy, efekt dusiku. Rada experimentt doklada, e nedostatek dusiku
prohlubuje aklimac¢ni depresi fotosyntézy a stres vyvolany nedostate¢nou mineralni vyzivou
muze zcela potlaCit pozitivni ucinek zvySené koncentrace CO,. U rostlin péstovanych pfi
zvySené koncentraci CO, dochazi ke snizeni obsahu dusiku v pletivech listi. V nékterych
pfipadech muzeme pozorovat tzv. zied'ovaci efekt, kdy je sice zachovano stejné mnozstvi
dusiku, ale pfipada na vys$i mnozstvi biomasy. Snizeny obsah dusiku negativné ovliviiuje
aktivitu vSech fotosyntetickych enzymu, pfevazné enzymu Rubisco, ktery obsahuje 25-50 %
listového dusiku. V neposledni fadé muze nedostatek dusiku v listech zptsobovat i snizeni
syntézy chlorofylu.

f) Zmény ve struktufe svétlosbémych komplex. Dlouhodobé plsobeni zvySené
koncentrace CO;, na rostliny mize zpusobovat pokles obsahu fotosyntetickych aktivnich
pigmentd, tj. chlorofylG a karotenoidl, arozpad svétlosbémych pigmentoproteinovych
komplexti. Pozorované zmény pravdépodobné souvisi s potlacenim fotorespirace, ktera pii
vysoké ozafenosti ateplot€¢ plni roli ,,zhaSeCe” nadmérnych excitaci, které mohou vést
k nevratnému poskozeni proteinti zapojenych v transportu elektrona.
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g) Zmény pomeru zdroj/ulozist€ CO;, v rostlinach. Pfi kultivaci rostlin za podminek
zvySené koncentrace CO, se po urcité dobé rychlost fotosyntézy stava zavisla na schopnosti
rostliny vytvaret nova uhlikova ulozist€, coz se projevuje napiiklad narastem listové plochy
nebo tvorbou sekundarnich letorosti. Nedostatek aktivnich tlozist’ uhliku vede k prohloubeni
aklima¢ni deprese fotosyntézy. Podle obecné pfijimaného modelu vyvoje aklimace
fotosyntézy na zvySenou koncentraci CO, je fotosyntetickd kapacita fizena pomeérem
aktualnich zmén biochemickych a morfologickych [17]. Biochemickou zménou je napiiklad
zména fixace CO, enzymem Rubisco nebo regenerace RuBP a triosafosfatl, mezi
morfologické zmény patii rychlost zabudovavani sacharidi do bunék, narist Sitky listd,
tvorba novych uhlikovych ulozi§t atd. Pokud pifevazuji biochemické zmény, dochazi
k aklimaéni depresi fotosyntézy. Pievazuji-li zmeény morfologické, dochazi k dlouhodobé
stimulaci asimila¢nich procest zvySenou koncentraci CO; [3].

2.4 Vliv zvySené koncentrace CO, na fotorespiraci

V prabéhu fotorespirace dochazi kuvolnovani molekul CO, a NHj;, spotiebé ATP
a reduk¢nich ekvivalenti NADPH. Navzdory tomu, Ze fotorespirace snizuje kvantovy vytézek
asimila¢nich reakci, prestavuje vyznamny ochranny mechanismus, kterym se rostliny chrani
pted fotoinhibi¢nim poSkozenim. ZvySenda koncentrace CO, v ovzdusi zvySuje pomér
koncentraci CO; a O, v rostling a tim 1 pravdépodobnost navazani molekuly CO, na aktivni
misto enzymu Rubisco. Potlaceni oxygendzové aktivity enzymu Rubisco vede ke snizeni
fotorespirace a naslednému zvySeni dostupnosti ATP aNADPH, které stimulyji
fotosyntetické procesy a zajist'uji transport vlastnich produktt fotosyntézy [3].

2.5 Vliv zvySené koncentrace CO, na respiraci

Podle nékterych studii zpusobuje kultivace rostlin pfi dvojnasobné koncentraci oxidu
uhligitého (700 pmol.mol™) potladeni mitochondrialni respirace v praméru o 15-20 % [18].
U nékterych druht obilovin byl naopak zaznamenan az 20% narust respirace [3]. Predpoklada
se, ze inhibici respiracnich procesi zvysSenou koncentraci CO,, zpusobuje snizeni aktivity
cytochrom c-oxidasy, tj. redukce pfenosu elektront v dychacim fetézci, nebo snizeni aktivity
enzymu na urovni citratového cyklu.

Rozdilnou reakci dychani na zvySenou koncentraci CO, mohou zptsobovat zmény obsahu
nestrukturnich sacharidd, rychlosti ristu a struktury rostlinné biomasy, zmény ve slozeni
biomasy, zmény v piimé chemické interakci mezi CO, a enzymy dychaciho fetézce a zmény
v piimé chemické vazbé CO; na rizné bunécné komponenty, zmény v mife temnotni fixace
CO, a v mife biosyntézy ethylenu.

2.6 Vliv zvySené koncentrace CO, na vodivost praduchu

ZvySena koncentrace CO, vyvolava u vétsiny rostlin pfivieni praducht. Tento jev zfejme
souvisi se zvySenim koncentrace CO, v intercelularach. Snizeni vodivosti priduchli ma za
nasledek pokles rychlosti transpirace. Mechanismus tohoto d€je zatim nebyl uspokojiveé
popsan. Jednou z moznosti je, ze zvySena koncentrace CO, vede ke zvysené akumulaci
sacharosy v bunéénych sténach svéracich bunek, coz se projevi pomalej§im oteviranim
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pruducht. Drake a kol. [19] provedli 41 pokust s 28 druhy rostlin. Z vysledkd vyvodili, ze
prumérné snizeni vodivosti praduchu pii dvojnasobné koncentraci CO; je 20 %.

Zatim nebylo prokazano, ze by dochazelo k aklimaci vodivosti priduchti béhem
dlouhodobé kultivace rostlin pfi zvySené koncentraci CO, [11]. V dusledku aklimace na
zvySenou koncentraci CO, pravdépodobné dochazi k poklesu frekvence priducht na listech
rostlin. Analyzou rostlin z herbait bylo zjiSténo, ze frekvence praducha v poloving 18. stoleti
byla 0 21 % vyssi, nez v soucasné dob¢ [20].

2.7 Stavba a slozeni pSeni¢ného zrna

Psenice patfi mezi jednu z nejdualezitéjSich plodin zajistujicich vyzivu lidstva. Z jejich
zralych zm se ziskava mouka, ktera slouzi prevazné k vyrobé chleba ajinych produktu.
V roce 2013 ¢inila celosvétova produkce pSenice 713 miliont tun [21].

PSenicné zrno je obilka svice vn¢j§imi vrstvami tvofenymi z tkani rdzného pavodu
a slozeni. PSenice m4 zrna naha, coz znamena, ze pifi mlaceni zrn vypadava samotné zrno

z obal, které na jinych zrnech tvofi pfirostlé pluchy (obr. 1) [22]. Skladba pSeni¢ného zrna je
znazornéna na obrazku 2.

Zzrna naha

plenice it kukufiee
zrna pluchati

jecmen OveS rvie
oloupani pluchati 2zrna

W f
(QJ \‘L' U

Obr. 1 Tvary a priblizné rozméry zrna nejditlezitéjsich obilovin [22]
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Obr. 2 Podélny rez pSenicnym zrnem se zndzornénim jeho morfologickych vrstev. Vrstva
prechazejici pri mleti do otrub oznacena O, do mouky oznacena E, odstraitované s klickem K

[22]

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

Uvnitt vngjSich vrstev se nachazi klicek (na obr. 2 oznacen jako K) a hlavni zasobni tkan
nazyvana endosperm (na obr. 2 oznacena jako E) [23, 22]. Klicek s vysokym obsahem
bilkovin, lipidi a minerald je pfed mlynskym zpracovanim vzdy piedem odstranén
tzv. bouSenim, nebot’ velmi rychle podléh4 oxidacnim a enzymovym reakcim a zhorSoval by
senzorickou kvalitu vyrobku [22]. Susina endospermu je tvorena ze 75 % Skrobem, 10-11 %
tvori proteiny a 3—4 % vlaknina [23]. Endosperm obsahuje pouze malé mnozstvi vitaminu
a mineralQ, vyjimkou je pouze vn¢jsi vrstva endospermu, takzvana aleuronova vrstva, ktera je
bohat4 na bilkoviny, vitaminy, mineraly a vlakninu, avSak ta se pfi mleti stava soucasti otrub
a pouze 10 % z ni je obsazeno v bilé mouce pouzivané pro peceni chleba [23].
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Zastoupeni hlavnich chemickych slozek v jednotlivych Castech zrna se znacné razni, jak
ukazuje sloupcovy diagram na obr. 3, zpracovany ze statistik FAO OSN [22]. Obsah bilkovin
je tieba brat pouze za pfiblizny a primérny, protoze je siln€ ovliviiovan odridou a vnéjsimi
podminkami v prubé&hu péstovani.

30 T'ﬁ
25.- /

absah (%)
=
1

perikarp

alewromvrst.

voéj.endosp.
vaitf.end

Obr. 3 Obsah hrubych bilkovin, lipidii a minerdlnich latek (vyjadieno jako popel po spdleni)
v cdstech pSenicného zrna na 14% vihkost [22]

2.8 Technologicka jakost pSenice

Technologicka jakost pSenice zavisi nejen na odrudé, ale i pusobeni vnéjSich podminek
v prubéhu vegetace, sklizné a sladovani. Zakladnimi parametry pro stanoveni pekai'ské jakosti
pSenice jsou objemova hmotnost, vaznost mouky, Zelenyho test, obsah dusikatych latek
v susing, objem peciva a Cislo poklesu [24, 25]. Mezi dopliikkové parametry patii tvrdost
a alveografické stanoveni. [24]

Podle zpusobu dalS§iho wvyuziti délime odrady pSenice na =zakladé vybranych
technologickych parametrt na [25]:

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

- pSenice pro specialni pouziti (vyroba skrobu a lihu)

- pSenice krmné.

Kategorie pSenice pro pekarenské zpracovani je dale rozdélena do nasledujicich skupin
podle tab. 1 [25, 26]:
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- elitni pSenice E, dfive oznacované jako velmi dobré, zlepSujici

- kvalitni pSenice A, diive ozna¢ovana jako dobra, samostatné zpracovatelna

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

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

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

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

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

Odrady nevyhovujici svymi parametry t€émto tfem kategoriim jsou dale roziazeny do vyse
popsanych skupin pecivarenskych a pro jiné ucely (vyrobé skrobu, krmné atd.).

2.8.1 Objemova vytéznost

Objemova vytéznost peciva vyjadiend v ml peciva na 100 g mouky se ziska jako vysledek
Rapid Mix Test pokusu a je rozhodujicim kritériem pii zafazovani pSenice do jakostnich tfid
E, A a B [25, 27]. Pokusné peceni probihd za standardnich podminek pfi pouziti presné
definovanych postuptl, receptur a zafizeni. Tésto je intenzivné hnéteno, nasleduje kratké
odlezeni, strojové tvarovani tésta na klonky a peceni. Nedilnou soucasti pokusu je
1 senzorické hodnoceni tésta a konecného vyrobku[27].

2.8.2 Obsah hrubych bilkovin

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

2.8.3 Zelenyho test

Nejen obsah bilkovin, ale predev§im jejich viskoelastické vlastnosti ovliviiuji procesy
v téste¢ behem kynuti. Tato zkouSka je zalozena na schopnosti bilkovin bobtnat v kyselém
prostfedi. Je pfipravena suspenze ze zkouSené mouky, kyseliny mlécné a isopropanolu
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s ptidavkem barviva. Po presné uréené dobé protiepavani a klidu je stanoven objem
sedimentu v ml, ktery charakterizuje kvalitu lepkové bilkoviny [27].

2.8.4 Cislo poklesu

Cislo poklesu charakterizuje aktivitu oa-amylasy, ktera ovliviiuje stupefi poskozeni
zasobnich latek endospermu pseni¢ného zrna [25, 27]. Porostlé zrno ma nizké Cislo poklesu,
nebot’ jeho endosperm muze byt poskozen jak Cinnosti vlastni a-amylasy endospermu tak
i ¢innosti a-amylas nizSich hub [25]. Nizké cCislo poklesu negativné ovliviiuje pekaiskou
kvalitu mouky, coz se projevi zeslabenim pruznosti stiidky peciva, té€sto bude lepivé, t€zko
zpracovatelné té€sto a objem peciva maly. Princip stanoveni spociva ve schopnosti vodni
suspenze mouky rychle zmazovatét ve vodni lazni. Méfi se ztekuceni Skrobu, ke kterému
dochazi pasobenim a-amylasy obsazené ve vzorku. Ztekuceni ovliviiuje odpor skrobového
gelu proti viskozimetrickému michadlu a je méfen Cas v sekundach potiebny k poklesu
michadla o ur¢enou vzdalenost [27].

2.8.5 Objemova hmotnost

Objemova hmotnost obilnin vyjadiena v g.1" se ziskava z hmotnosti piesné definovaného
objemu obilniny. Ke stanoveni se podle normy CSN EN ISO 7971-3 uziva ruéni obilni
zkouseC o objemu 1/41, skladajici se z nasypky, plni¢e, odmérné nadoby, noze a béhounu
[28]. Objemova hmotnost zavisi na pestitelskych podminkach, zdravotnim stavu a odrudé
[25].

2.8.6 Vaznost mouky

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

2.9 PSenic¢né proteiny

Koncentrace proteind v pSeni¢ném zrnu a jejich slozeni jsou hlavnimu ukazateli vyzivoveé
hodnoty zrna a pekarské kvality mouky [30, 31, 32]. PSenicné zrno obsahuje asi 10 az 13 %
proteint, které se navzajem velice 1isi svym slozenim a molekulovymi hmotnostmi [33]. Na
zakladé prvni frakcionace pSeni¢nych proteinti provedené Osbornem v roce 1924 [34] za
pouziti vody, roztoku soli a vodného roztoku 70% ethanolu délime pSeni¢né proteiny na
albuminy rozpustné ve vodé¢, globuliny rozpustné ve ziedéném roztoku soli, gliadiny
rozpustné ve vodném roztoku ethanolu a v ethanolu nerozpustné gluteniny. 80 % pSeni¢nych
proteinu jsou gliadiny a gluteniny, souhrmné oznaCované jako zasobni lepkové proteiny,
zbylych 20 % tvoii albuminy a globuliny, jejichz funkce v pSenicném zrnu je prevazné
metabolicka [35].
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2.9.1 Albuminy a globuliny

Na rozdil od gliadint a glutenind, albuminy a globuliny se zabyva pouze mala Cast studii.
Béhem rastu a zrani pSenice hraji albunimy a globuliny dilezitou metabolickou roli napfiklad
jako enzymy a inhibitory enzymu regulujicich vyvoj rostliny [36]. Nékteré globuliny
a vysokomolekularni albuminy mohou byt disulfidickymi vazbami spojeny s lepkovymi
proteiny a plnit tak funkci zasobnich proteint [37]. Z vyzivového hlediska maji tyto proteiny
lepsi aminokyselinové slozeni nez gliadiny a gluteniny, protoze obsahuji vice lysinu
a methioninu, avSak Casto byvaji pavodci alergie, astma, prijmu a zvraceni [36, 38].

Albuminy a globuliny rovnéz ovliviiuji zpracovani a reologické vlastnosti pSeni¢né mouky
[39, 40]. Napriklad pSeni¢na mouka nizsi pekaiské kvality muze byt vylepSena pfidavkem
amylasy nebo xylanasy [36]. Elasticita lepku a dalsi kritéria pekarské kvality mouky jako
napiiklad reologické vlastnosti nebo vaznost vody mohou byt vylepSeny piidavkem
pentosanasy [41]. Endoxylanasa se v pekafském prumyslu bézné pifidava do smési pro
ptipravu tésta ke zlepSeni manipulace s téstem a objemu chleba [42].

2.9.2 Lepek

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

Lepkové proteiny mizeme rozdélit na dvé hlavni frakce na zaklade jejich rozpustnosti ve
vodném roztoku alkoholu (naptiklad 60% roztoku ethanolu) a to na monomerni rozpustné
gliadiny a polymerni nerozpustné gluteniny [35]. Proteiny obou téchto frakci jsou bohaté na
glutamin a prolin a maji nizky obsah aminokyselin s nabitym postrannim fetézcem. Gliadiny
se skladaji pfevazné€ z monomernich proteinii s molekulovou hmotnosti v rozmezi 28 000 az
55000 a dle primarni struktury je mizeme rozdé€lit na ®5-, ®1,2-, a-, B- a y-gliadiny [35].
Agregované proteiny spojené disulfidickymi vazbami jsou zakladem gluteninové frakce lepku
[43]. Gluteninové podjednotky delime na vysoko (HMW) a nizkomolekularni (LMW)
s molekulovou hmotnosti okolo 80 000 a 33 000 [35]. Soucasti gluteninové frakce lepku je
i malé mnozstvi o-gliadind navazanych na glutenin, které mohou byt oznaovany jako wb-
gliadiny.

Nejvétsi podil na slozeni lepku maji a- a y- gliadiny a nizkomolekularni gluteniny, pfi¢emz
kazda tato skupina proteinu tvoii asi 20—30% lepku [35]. Mensi Cast lepku je tvofena ®5-,
©1,2- a ob- gliadiny a vysokomolekularnimi gluteniny, kazda z nich tvofi pfiblizné 2—-10%
lepku [35]. Genotyp a hnojeni maji vyznamny vliv na mnozstvi a pomér lepkovych proteina
v zrnu a v mouce. Podle Wiesera a Seilmeiera [44] ma dusikaté hnojeni vétsi vliv na gliadiny
nez na gluteniny. Vysledky jejich studie ukazuji, ze pfi zvySené dusikaté vyziveé je mnozstvi
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05-a o1,2-gliadint a vysokomolekularnich glutenini zvySeno, zatimco zastoupeni y-gliadina
a nizkomolekularnich glutenint je snizeno [44].

Ob¢ frakce lepku se vyznamné podileji na reologickych vlastnostech tésta, avSak jejich
funkce jsou odli$né [43]. Hydratované gliadiny jsou dulezité pro viskozitu a prodlouzitelnost
tésta. Jsou charakterizovany malou elasticitou a nizsi soudrznosti v porovnani s gluteniny
[43]. Hydratované gluteniny jsou kohezni a elastické. Sila tésta, elasticita a tim i objem chleba
jsou vyznamné ovlivnény nejvét§imi gluteninovymi agregaty takzvanymi gluteninovymi
makropolymery [31, 43]. ZjednoduSené feCeno lepek je vlastné dvouslozkové lepidlo,
v némz gliadiny slouzi coby plastifikator nebo rozpoustédlo pro gluteniny, a spravny pomér
obou slozek urcuje viskoelastické vlastnosti a pekarskou kvalitu konecného produktu [43].

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

Kromé kovalentnich vazeb se na struktufe lepku a nakonec i samotného té€sta podileji
i vazby nekovalentni jako napfiklad iontové vazby a slabé nevazebné interakce, ke kterym
fadime vodikové mistky a hydrofobni interakce. Piitomnost vodikovych vazeb v lepku lze
prokazat pridanim cinidel §tépicich tyto vazby (naptiklad mocoviny) k téstu, coz se projevi
oslabenim té&sta [43]. Pouzitim tézké vody namisto bézné vody ziskdme naopak tésto siln&jsi.
Dulezitost iontovych vazeb v tést€ mizeme demonstrovat pfidavkem NaCl nebo bipolarnich
iontd jako napriklad aminokyselin nebo dikarboxylovych kyselin k téstu, ¢imz ziskame tésto
siln€jsi. Hydrofobni interakce stabilizuji strukturu lepku, s rostouci teplotou dochazi na rozdil
od ostatnich vazeb ke zvySeni jejich energie a tim ke stabilizaci kone¢ného produktu béhem
peceni [43].

2.9.2.1 Gliadiny

Gliadiny se nachazeji prevazné ve formeé monomerd [35]. Gliadinova frakce lepku byva
obvykle délena na zakladé elektroforetické mobility v polyakrylamidovém gelu (obr 4),
katodicky pfi pH 3 na o- (nejvyssi mobilita), B-, y- a o-gliadiny (nejnizsi mobilita) [33, 49].
Diky modernim metodam jako je dvou dimenzionalni elektroforéza nebo vysokoucinna
chromatografie na reverzni fazi lze gliadinovou grakci rozdé€lit na vice nez sto komponent. Na
zakladé analyzy sekvenci aminokyselin, aminokyselinového slozeni a molekulové hmotnosti
1ze gliadiny rozdélit na Ctyti odlisné skupiny ©5-,01,2-, o/- a y-gliadiny [50].

19



0 1.2 -gﬁad:'mj-' ——

o3-ghadiny o — —

|-gliadiny - - .
p-ghadiny —

ot-gliadiny

Obr. 4 A-PAGE gliadinovych frakci [51]

o-Gliadiny se z 80 % skladaji z glutaminu, prolinu a fenylalaninu. Molekulova hmotnost
o5-gliadinti se pohybuje okolo 50 000, o1,2-gliadini okolo 40 000 [43]. Frakce m-gliadint
obvykle neobsahuje zadny cystein, a proto se zde netvori disulfidické mustky. Molekulové
hmotnosti o/p- gliadini a y-gliadinG se pohybuji v rozmezi 28 000-35 000 a obsahuji méné
prolinu a glutaminu nez w-gliadiny [43]. Tyto frakce se vzajemné li§i predevSim
aninokyselinovym slozenim, naptiklad obsahem tyrosinu. Na C konci fetézce se u o/f3-
gliadin nachazi Sest cysteini umoziujicich vytvorit tfi disulfidické mustky uvniti fetézce
a u y-gliadin osm cysteinu, které se podileji na tvorbé ¢tyt disulfidickych mustka [45].

Skupina o/B-gliadini a vy-gliadinG tvoii hlavni cCast gliadinové frakce, w-gliadiny
nachazime obvykle v mensim mnozstvi. Celkova distribuce jednotlivych skupin gliadint je

zavisla na kultivaru pSenice a navic je ovlivnéna podminkami kultivace, jako jsou napiiklad
puda, klima nebo hnojeni [52].
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Zvlastni skupinou gliadini jsou takzvané oligomerni gliadiny, nazyvané téz jako
vysokomolekularni gliadiny, agregované gliadiny nebo gluteniny rozpustné v ethanolu [53,
54]. Obsahuji razné mnozstvi cysteinu a disulfidickymi mustky jsou spojeny dohromady nebo
jsou navazany na gluteniny. MuZeme je nalézt jako soucast gliadinového extraktu
rozpustného v alkoholu 1 jako soucast v alkoholu nerozpustné gluteninové frakce. Tvofti je
o/B-, y-gliadiny a nizkomolekularni podjenotky gluteninti spojené disulfidickymi vazbami
a jejich molekulova hmotnost se pohybuje v rozmezi 100 000—500 000 [43].

2.9.2.2 Gluteniny

Pseni¢né gluteniny, které patfi k nejvétSim proteinim nachazejicim se v pfirod€, tvori
agregované proteiny spojené disulfidickymi mastky, jejichz molekulova hmotnost se
pohybuje v rozmezi 500 000 az 10 milion [33, 43]. Distribuce molekulovych hmotnosti
gluteninii v lepku je jednim z hlavnich ukazateli pekafské kvality mouky. Gluteninové
makropolymery formuji vlastnosti tésta a jejich mnozstvi v mouce (20—40 mg/g) ma vliv na
silu tésta a objem chleba [43].

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

2.10 Vliv zvySené koncentrace CO, na pSenicné proteiny

V drivéjsich letech bylo diky ro¢nim i viceletym experimentim s pouzitim systému FACE
(Free Air CO, Enrichment, volné pifelozeno obohaceni volného vzduchu oxidem uhli¢itym)
prokazano, ze u C3 rostlin, mezi které patii i pSenice, ma zvySena koncentrace CO, pfi
dostatku vody a zivin za nasledek zvysSeni produkce nadzemni biomasy [58, 59]. Piestoze jsou
vysledky jednotlivych pokusi né€kdy protichidné, zvysSeni koncentrace CO, na
550—-600 pmol.I"" zpiisobuje zvyseni vynosu zrna v praiméru o 10-16 % [60, 61].

Doposud bylo publikovano pouze mélo praci zabyvajicich se dopady zvySené koncentrace
CO; na chemické parametry kvality zrna a tyto prace pifinaseji Casto protichudna zjisténi.
Neékteré experimenty provadéné v polnich podminkach dokazuji, ze jisté kvalitativni znaky
zrna nejsou ovlivnény zvysenou koncentraci CO,, zatimco dalsi experimenty pfinaseji dikazy
o vyrazném vlivu zvySené koncentrace CO, na tyto znaky. Nejnovéjsi studie uvadeji, ze
zvySena koncentrace CO, ma predevsSim za nasledek snizeni obsahu dusikatych sloucenin
v zrnu [35; 59, 62]. PrestoZe negativni spojitost mezi vynosem zrna a snizenou koncentraci
dusiku je dobfe znama [63, 64], zvySena koncentrace CO, navic zvySuje ucinnost vyuzivani
zdroji vody a dusiku, coz ma za nasledek zmény v chemickém slozeni vegetativnich ¢asti
rostlin [65; 66, 67]. Jelikoz obsah zrna je z velké Casti zavisly na remobilizaci a dodavkach
asimilatd jako napfiklad sacharosy a aminokyselin a jejich metabolické regulaci, predpoklada
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se, ze zasobni metabolismus zrna a tedy 1 klicové znaky kvality zrna budou ovlivnény
zvySenou koncentraci COs.

PSenicné zrmo je vyznamnym zdrojem sacharidd, proteini, aminokyselin, lipidu
a mineralnich latek, coz ovliviiuje nutri¢ni hodnotu stravy a vlastnosti kone¢nych vyrobkda.
Zvlasté celkova koncentrace bilkovin je dalezitym ekonomickym faktorem, protoze se jedna
o zékladni ukazatel kvality chleba. Nejvyznamnéj§im zjisténim predchozich studii je pokles
celkové koncentrace bilkovin v zrnu o 3,5-14,3 % vyvolany zvySenou koncentraci CO,, ktery
je navic doprovazen zmeénou slozeni proteind [35, 68]. Pii dalSich experimentech byl
pozorovan pokles proteinii lepku, bud’ z divodu poklesu pouze gliadini [59, 68] nebo
z divodu poklesu jak frakce gliadinGi tak i glutenind [35], coz mize mit vliv na vlastnosti
dilezité pro vyrobu kvalitniho chleba. Pfi téchto studiich byl také zaznamenan pokles celkové
koncentrace proteinogennich aminokyselin [62].

V pokusech s pouzitim systému FACE bud nebyla koncentrace Skrobu, hlavniho
zasobniho polysacharidu pSeni¢nych zrn, zvysenou koncentraci CO, viibec ovlivnéna, nebo
byla pouze zvySena. Pfestoze neSkrobové polysacharidy tvofi méné nez 3 % celkové
hmotnosti mouky, hraji dulezitou roli pfi vyrobé chleba tim, zZe pfispivaji k distribuci vody
vtést€ a slouzi jako Zzivna puda pro kvasinky pfi kynuti tésta [68]. V experimentech
s pouzitim systému FACE bylo zaznamenano zvySeni koncentrace fruktosy a fruktana [59].

Lipidy pfispivaji pouze 1-1,5 % k celkové hmotnosti pSeni¢ného zrna, maji vSak také vliv
na peceni. Jejich koncentrace nebyla pfi zvySené koncentraci CO, zvySena, pouze se zvysilo
jejich mnozstvi sklizené na jednotku plochy [59]. Pfi tomto experimentu bylo rovnéz
zaznamenano zvySené mnozstvi mineralnich latek jako drasliku, molybdenu a olova, zatimco
mnozstvi hoi¢iku, zeleza, kadmia a kfemiku bylo nizsi. Tyto udaje naznacuji, ze zvySena
koncentrace CO, mutize mit vliv na nutricni hodnotu pseni¢nych zrn a kvalitu vyrobkt z nich
[59]. Pti dalSich pokusech byl zaznamenan pokles koncentrace siry [70], zatimco koncentrace
jednotlivych makro- a mikroprvka zistaly v jiné studii nezmeénény [68].

2.11 Metody stanoveni lepkovych proteinu

Zasobni proteiny pSenice predstavuji komplexni smés polymorfnich proteint sdilejicich
stejné biochemické vlastnosti, coz ztézuje jejich izolaci a purifikaci [71]. Pro stanoveni
obsahu lepkovych proteini je uzivana cela fada elektroforetickych, chromatografickych
a imunochemickych metod, pfiCemz pravé metody imunochemické se v poslednich letech
dostavaji do popredi zajmu a jsou v potravinafské chemii Siroce vyuzivany ke kontrole
,,bezlepkovych potravin“ [72].

2.11.1 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

K casto uzivanym metodam analyzy pSeni¢nych proteint patii elektroforetické techniky,
vyuzivajici schopnosti nabitych molekul migrovat gelovou matrici pifi aplikaci
stejnosmérného elektrického pole [74, 75].

Proteiny jsou amfolyty, protoze ve svych molekulach obsahuji jak kyselé, tak 1 bazické
skupiny, a mohou byt analyzovany jako anionty, nebo kationty v zavislosti na pouzitém pufru
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[76]. Pokud se nachazi v médiu s pH vyssim, nez je jejich izolektricky bod, nesou kladny
naboj a pohybuji se smérem ke katod¢, v prostiedi s pH nizsim nez jejich izoelektricky bod, je
celkovy naboj proteind zaporny a migrace probiha smérem k anodé [75]. V izoelektrickém
bode se pocet kladnych naboji na molekule rovna poctu zapornych nabojt, molekula proteinu
se chova elektroneutralné a nepohybuje se v elektrickém poli [75, 77].

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

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu je Siroce vyuZzivana k separaci proteind, protoze
je levna, rychla a schopna pracovat i s mikrogramovym mnozstvim proteind [75].
Polyakrylamidovy gel je mechanicky pevny, transparentni a chemicky inertni [76]. Ziskame
jej polymeraci akrylamidu s pouzitim N’,N’-methylenbisakrylamidu jako zesitovaciho Cinidla
[76]. Polymerace probihd ve vodném prostiedi, radikdlovym mechanismem s pouzitim
katalyzatoru [76]. Jako iniciator poskytujici volné radikaly slouzi peroxodisiranovy anion
(S207%) ve formé peroxodisiranu amonného. TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin)
katalyzuje polymeraci tim, ze stabilizuje volné radikaly [75].

akrylamid bisakrylamid polyakrvlamid
CHz;=CH * CHa=CH —> — CHy~CH—CHy~CH—CH;=CH —
c-0 fl.‘- =0 ¢-0 c=0 ¢-0
[‘Lle P;'IH PI*IHZ l:'in hllH
iy h
NH |
s W
CHy = CH C=0 c=0 c=0

| |
— CHz— CH—CH;— CH—CH;—CH —

Obr 6. Polymerace akrylamidu [78]
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Pomér akrylamidu a bisakrylamidu a jejich koneCna koncentrace urCuje velikost port
a tuhost kone¢ného gelu, a to tak, ze velikost pori je nepfimo imérna koncentraci akrylamidu
[75]. Koncentrace pouzivanych gelti se pohybuje mezi 8—12 % akrylamidu [76]. Pro separaci
vétSich proteinlt volime gely s nizs§i koncentraci akrylamidu, koncentrovangjsi gely slouzi
k rozdéleni menSich proteind. Specialné prfipravené gradientové gely snizsi koncentraci
akrylamidu na zacatku a vyssi koncentraci akrylamidu na konci umoziuji separaci §ir§iho
rozmezi molekulovych hmotnosti [75].

2.11.1.1 A-PAGE

Pro separaci gliadini je z elektroforetickych technik nejCast€ji uzivana elektroforéza
v kyselém prostfedi neboli A-PAGE (acid polyacrylamide gel electrophoresis) [74, 79].
K separaci proteini dochazi bez pfitomnosti denaturacniho c¢inidla na zakladé naboje,
velikosti a tvaru [80]. Vyznamnou roli pfi separaci za nativnich podminek hraje také
sekundarni a terciarni struktura proteind [76]. Naboj proteint pii konkrétnim pH je roven
souCtu naboju prevladajicich na postrannich skupinach aminokyselinovych zbytkd. Pfi nativni
elektroforéze je pH systému obvykle 3, protoze vSechny proteiny maji pfi tomto pH celkovy
kladny naboj a putuji ke katodé [81]. Kysely pufr pro separaci gliadini obsahuje kyselinu
octovou a glycin [76]. A-PAGE je velice citliva technika a umoziuje i separaci proteind o
stejné molekulové hmotnosti pfi rozdilném naboji [82]. ProtoZe pKa pufru i analyti zavisi na
teploté, je dulezitym faktorem teplota gelu [76]. Tato metoda je Casto uzivana pro tzv.
fingerprinting™ kultivart [83, 84]. Modifikaci A-PAGE pomoci mocoviny, ktera podpofi
rozpustnost, 1ze GspésSné separovat i gluteniny [85].

2.11.1.2 SDS-PAGE

SDS-PAGE byla poprvé uzita k separaci proteinti pSenice Bietzem a Wallem [86]. Tato
metoda je vhodna predevsim k rozdéleni vysokomolekularnich gluteninovych podjednotek
[87]. Proteiny jsou denaturovany piidavkem detergentu dodecylsulfatu sodného (SDS). SDS
pusobi jako redukéni Cinidlo, §tépi disulfidické vazby, ¢imz dochazi k rozdé€leni proteind na
jednotlivé podjednotky [75]. Proteinim je pomoci tohoto Cinidla udélen jednotny zaporny
naboj, dochazi k poruSeni terciarni struktury a jejich fetézce jsou natazeny [86]. Nasledné
dochazi k separaci vylucné na zékladé délky polypeptidového fetézce, ktera je pfimo umeérna
molekulové hmotnosti [75, 76]. Kromé& SDS obsahuje separacni pufr také Tris-glycin [76].
Casté je i vyuziti gradientovych gelt [83, 84, 88]. Nevyhodou této techniky je potieba barveni
k vizualizaci bendli, obtizna kvantifikace a nutnost pouziti akrylamidu coby potencialniho
neurotoxinu [88].

2.11.1.3 Izoelektricka fokusace

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

2.11.1.4 2-D elektroforéza

2-D elektroforéza je zalozena na separaci smési proteini na zakladé dvou molekulovych
vlastnosti, kazdé v jedné dimenzi [75]. Jako prvni dimenze byva obvykle volena izoelektricka
fokusace a po rozdéleni na zaklad¢ izoelektrického bodu nasleduje druha dimenze, kde dojde
k rozdéleni podle molekulové hmotnosti pomoci SDS-PAGE [90]. Kromé této tradi¢ni
metody nyni zname i nové kombinace riznych typt gell jako naptiklad A-PAGE-SDS-PAGE
2-D separaci nebo 2-D nativni PAGE pifi kyselém a alkalickém pH za pouziti
dimethylsulfoxidu pro zvySeni rozpustnosti proteina za bazickych podminek. [79, 85, 88].

2.11.2 Chromatografické metody

Pomoci modernich HPLC pristroji lze analyzovat prakticky jakékoli slouCeniny.
Chromatografické techniky se wvyuzivaji predev§im pro pieCisténi proteini. Nejvice
vyuzivanymi metodami jsou gelovd permeacni HPLC, HPLC na reverzni fazi (RP-HPLC)
a HPLC na iontoméniCich [72]. RP-HPLC lze vyuzit také pro identifikaci kultivari a urCeni
pekatské jakosti pSenice [91].

2.11.3 Hmotnostni spektrometrie

Pro analyzu proteini se nejCastéji vyuziva MALDI-TOF MS [77]. Bilkoviny jsou
ionizovany dusikovym laserem za asistence nizkomolekularni matrice, ktera zabraiuje
rozpadnuti makromolekul [72]. MALDI-MS nachézi uplatnéni zejména pro ,,fingerprinting™
proteint raznych vzorka potravin [76].

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

2.11.4 ELISA

Moderni metodou, kterou lze vyuzit pro stanoveni pSenicnych gliadini, je enzymova
imunoanalyza na pevné fazi (ELISA). Jejim principem je nekovalentni interakce specifické
protilatky s antigenem [92]. Nejvice pouzivanym uspotfadanim je tzv. sendvicové usporadani,
spoCivajici v postupném vytvoreni zakotvenych komplext protilatka-antigen-enzymove
znaCena protilatka [72]. Pro antigeny, jejichz prostorové uspotradani brani vytvoreni
sendvicového komplexu lze vyuzit kompetitivni imunochemické stanoveni, pfi kterém
dochazi k soutézeni znacené latky a analytu o vazebna mista omezeného mnozstvi molekul
protilatek [92].

Pro metody ELISA lze vyuzit jak protilatek polyklonalnich, jejichz vyhodou je nizsi cena
a jednoducha pfiprava, tak i protilatek monoklonalnich, které vynikaji specifitou a moznosti
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kvantifikace pSeni¢nych gliadini i v nizkych koncentracich. Vyznamné modifikace metody
ELISA vyuzivajici polyklonalni protilatky jsou napiiklad kompetitivni radioimunoanalyza pro
stanoveni pSeni¢nych a-gliadinG popsana Ciclitirem a kol. [93] nebo sendvicova metoda
vyuzivajici dvé protilatky sestavend Tonconem a kol. [94]. Vyznamnym pokrokem v detekci
gliadinu bylo vyuziti monoklonalni protilatky RS v komercénich ELISA kitech. Vyhodou této
metody oproti starSi, avSak Siroce vyuzivané metodé zaméfujici se na w-gliadiny, nejvice
tepelné odolnou frakci lepku, je, ze se zaméfuje pfimo na ty slozky lepku, které jsou
zodpovédné za alergenni ucinky lepku [73].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

Experiment byl zalozen na experimentalni stanici Centra vyzkumu globalni zmeény
AV CRv.vi. vDomaninku uBystfice nad Pernitejnem v Ceskomoravské vrchoving
(49°521'N, 16°235'E, nadmoiska vyska 575 m). Pudni typ je modalni kambisol
s geologickym podlozim zvétrala rula v hloubce 60-90 cm. Pidni druh je hlinito-piscita puda
s podilem piscité frakce 45-60 % a obsahem jilnatych Castic do 16 %. Pudni kyselost pHkc se
na dané lokalit€¢ pohybuje v rozmezi 4-5. Tato oblast je charakteristicka jako srazkové bohata
s prumémnym ro¢nim thrmem srazek 610 mm a primérnou teplotou 7,2 °C. Experiment
probihal ve 24 komorach umoziujicich automatickou fumigaci zvySenou koncentraci CO,,
manipulaci srazek avylou¢eni UV radiace u poloviny komor (obr. 7). Komory maji
Sestitthelnikovy tvar s opsanou kruznici o priméru 4 m se zakladni vyskou 2 m, na které je
postavena sedlova lamelova stfiSka. Komory jsou vyrobeny ze dvou typu transparentnich
akrylatl a z toho jeden je propustny pro UV-A a UV-B zafeni a druhy nepropousti UV-B
zafeni a pouze Castecné propousti UV-A. Vzduch se zvySenou koncentraci CO; je do komor
vhanén pomoci ventila¢niho systému po obvodu celé komory. Manipulace srazek probiha na
zékladé uzavirani a otevirani otoCnych lamel, které jsou fizeny na zakladé signalu ze
srazkomeéru.

Obr. 7 Kultivacni komory na experimentdlni stanici v Domaninku u Bystrice nad
Pernstejnem [95]

Ozima psenice odridy Bohemia (s potravinarskou kvalitou A) byla vyseta 10 fijna 2012
v hustoté 4 MKS na ha (miliony kli¢ivych semen). Fumigace zvySenou koncentraci CO, (EC;
700 umol.mol™") byla zahijena u poloviny komor v ristové fazi poloviny sloupkovani
(polovina kvétna), v druhé poloviné komor byla ponechana normalni koncentrace CO, (AC;
400 pmol.mol™). Parcelky uvnité komor byly rozdéleny na dvé mensi &asti (obr. 8), z nichz
jedna byla hnojena davkou dusiku 200 kg N ha™ (ledek vapenaty) v ristové fazi konec
odnozovani. Druha parcelka zistala bez hnojeni dusikem. Kazda kombinace faktord byla
zalozena ve tfech opakovanich predstavujicich samostatné komory. Sklizeni zrna byla
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provedena ru¢né s naslednym vymlatem pomoci prfesné maloparcelni sklizeci mlaticky
(Wintersteiger).

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

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

3.2.1 Pristroje

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

Centrifuga 5430 R, firma EPPENDORF

Vortex — stuart, firma MERCI

Chladnicka s mrazici ¢asti, firma GORENJE

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

Zdroj — Major Science MP-500P

Trepacka LT2, firma KAVALIER

3.2.2 Chemikalie

Akrylamid (SIGMA ALDRICH)

Bis-akrylamid (SIGMA ALDRICH)

Mocovina (LACHEMA)

Kyselina askorbova (LACH-NER)

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

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

Pyronin G (SIGMA ALDRICH)

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

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

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

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

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

kvantitativné prevedeno do odmémé bariky na 100 ml a baika byla doplnéna destilovanou
vodou po rysku. Roztok byl uchovavan pfti teploté 4 °C.

Elektrodovy tlumivy roztok: 4,0 ml ledové kyseliny octové a 0,4 g glycinu byly
kvantitativné prevedeny do odmérné bariky na 1 000 ml a baika byla doplnéna destilovanou
vodou po rysku. Roztok byl uchovavan pii teploté¢ 4 °C. Elektrodovy tlumivy roztok nelze
pouzivat pro elektroforézu opakovang.

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

Fixacni roztok: 100 g kyseliny trichloroctové bylo kvantitativné pifevedeno do odmérné
bariky na 1000 ml a barika byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Roztok byl
uchovavan pii teploté 20 °C.

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

3.2.4 Priprava polyakrylamidového gelu

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

3.2.5 Priprava vzorku

Pro extrakci gliadini bylo do mikrozkumavky Eppendorf o objemu 1,5 ml navazeno cca
50 mg pSeni¢né mouky, coz zhruba odpovida hmotnosti jednoho zra. K navazce bylo
pfidano 0,3 ml extrakéniho roztoku pro gliadiny. Obsah byl dikladné promichan na vortexu
a v uzaviené mikrozkumavce byl ponechan pies noc v chladnicce. Druhy den byla smés
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odstfedéna pii 10 000 otackach za minutu po dobu 5 minut. Supernatant byl odpipetovan do
Cisté mikrozkumavky a pouzit pro elektroforézu. Hotové extrakty byly uchovavany
v mraznicce pii teploté —18 °C.

3.2.6 FElektroforéza

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

3.2.7 Fixace a vizualizace bilkovin

Po skonceni elektroforézy byl gel uvolnén do misky s destilovanou vodou. Voda z misky
byla vylita a gel byl pfevrstven 300 ml fixacniho roztoku, ke kterému bylo pfidano 15 ml
barviciho roztoku. Gel musi byt béhem barveni zcela ponofen. Miska s gelem byla umistéma
na tfepacku a barveni bylo ukonceno po 24 hodinach. Delsi ¢as nemé na barveni vliv. Po
ukonceni barveni byl gel promyt vodou z vodovodu pro odstranéni nadbytecného barviva. Gel
byl uchovavan na skle zabaleny do potravinarské folie, ktera jej chrani pfed vyschnutim,
v chladni¢ce pii teploté 4 °C.

3.3 Stanoveni obsahu gluteninu metodou SDS-PAGE

3.3.1 Pristroje

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

Vortex — stuart, firma MERCI

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

Chladnicka s mrazici ¢asti, firma GORENJE

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

Trepacka LT2, firma KAVALIER
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3.3.2 Chemikalie

Akrylamid (SIGMA ALDRICH)

Bis-akrylamid (SIGMA ALDRICH)

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

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

Bromfenolova modi Na sul (SERVA)

Coomassie Brilliant Blue G-250 (SERVA)

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

DTT - dithiothreitol (SIGMA ALDRICH)

Glycerol (SIGMA ALDRICH)

2-merkaptoethanol (SIGMA ALDRICH)

Methanol (LACH-NER)

Kyselina octova (LACHEMA)

Ethanol (LACHEMA)

Butanol (LACHEMA)

3.3.3 Priprava roztoku

Roztok A: 30 g akrylamidu a 0,8 g bisakrylamidu bylo kvantitativné ptevedeno do
odmeérné bariky na 100 ml a baika byla doplnéna po rysku destilovanou vodou. Roztok byl
uchovavan pii teploté 4 °C.

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

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

Roztok D: 10 g SDS bylo kvantitativné pifevedeno do odmérné bariky na 100 ml a barika
byla doplnéna po rysku destilovanou vodou. Roztok byl uchovavan v temnu pfi laboratorni
teploté.

Roztok E: 0,1 g peroxodisiranu amonného bylo rozpus§téno v 1 ml destilované vody.
Roztok byl pripraven Cerstvy pro kazdé stanoveni.

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

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

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

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

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

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

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

3.3.4 Priprava vzorki

Do mikrozkumavky Eppendorf o objemu 1,5 ml bylo navazeno 200 mg pSeni¢né mouky,
K navazce byl ptidan 1 ml 50% vodného roztoku isopropanolu a smes byla protfepavana po
dobu 30 minut pomoci vortexu Genie 2. Nasledné byla smés odstfedéna pti 2 500 g po dobu
15 minut. Supernatant byl slit a sediment byl stejnym postupem jesté dvakrat extrahovan 50%
vodnym roztokem isopropanolu. Timto zpisobem byly vyextrahovany gliadiny. Ze sedimentu
po extrakci gliadind byly extrahovany gluteniny. Sediment byl dikladné rozmichan v 1 ml
extrakéniho roztoku pro gluteniny a smeés byla inkubovéana v termobloku pfi teploté 60°C po
dobu 30 minut. Poté byla smés odstfedéna pii 10 000 g 10 minut. 0,5 ml supernatantu
obsahujiciho gluteniny bylo odpipetovano do Cisté mikrozkumavky Eppendorf o objemu
1,5ml a bylo pfidano 0,5 ml vzorkového pufru. Hotové extrakty byly uchovavany v
mrazniCce pii teploté -18 °C.

3.3.5 Priprava gelu

Elektroforeticka skla byla omyta vodou a odmastovacim prostfedkem, oplachnuta
destilovanou vodou a odmasténa pomoci ethanolu. Skla byla upevnéna do stojanu tak, ze vétsi
sklo bylo vzadu. Spodni hrany skel byly zajistény gumovou podlozkou a tlakem svrchu proti
vyteCeni gelu. Ke stanoveni byly pouzity 5% zaostrovaci gel a 8% separacni gel.
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3.3.5.1 Separacni gel
Pomoci automatickych pipet byly do kadinky odméteny objemy roztokt podle Tab. 1.
Tab. 2 Objemy k pripravé 10% separacniho gelu (10 ml)

Roztok Objem (ml)
Destilovana voda 4,0
A 3.3
B 2,5
D 0,1
E 0,1
TEMED 0,004

Roztok E a TEMED byl pfidan té€sné pred nalitim roztoku mezi skla. Roztok byl nalit mezi
skla do vysky asi 2 cm od horniho okraje. Roztok byl prevrstven asi 3 mm butanolu, aby se
vyrovnala hladina gelu a nedochazelo k odpafovani vody. Po ztuhnuti separa¢niho gelu byl
butanol odstranén a gel byl promyt destilovanou vodou.

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

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

Roztok E a TEMED byl opét piidavan tésné pred nalitim. Roztok byl nalit na vrstvu
separac¢niho gelu a prostor mezi skly byl naplnén az po okraj. Po naliti byl ihned do prostoru
mezi skla vlozen elektroforeticky hiebinek. Hiebinek byl odstranén az po zatuhnuti gelu pred
nanaSenim vzorkli a samotnym stanovenim, aby se zabranilo vysychani gelu. Takto
pfipraveny gel mize byt uchovavan v lednici do druhého dne.
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3.3.6 FElektroforéza

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

3.3.7 Vizualizace bilkovin

Elektroforeticka skla byla vyjmuta ze stojanu a gel byl uvolnén do misky s destilovanou
vodou pomoci umeélohmotné S§pachtle. Voda v misce byla odlita a gel byl prevrstven
stabiliza¢nim roztokem a 5 minut stabilizovan na tfepacce. Stabilizacni roztok byl odlit a gel
byl prevrstven barvicim roztokem a 30 minut barven na tfepaCce. Poté byl gel promyt
odbarvovacim roztokem a 90 minut odbarvovan na tfepacce. Po sliti odbarvovaciho roztoku
byl gel promyt destilovanou vodou. Gel byl uchovavan na skle zabaleny do potravinarské
folie, ktera jej chrani pred vyschnutim, v chladniéce pfi teploté 4 °C.

3.4 Vyhodnoceni gelu

Hotové gely byly naskenovany a kvantifikace gliadinovych podjednotek byla provedena
pocitaCovou denzitometrii (program FUJIFILM, Science Lab 2006, Multi Gauge, verze 3.X).
Zony jednotlivych podjednotek byly pfevedeny na piky a integraci byla vypocitana jejich
plocha. Kvili nedostupnosti standardu nebyly tyto plochy piki pfepocteny na koncentraci.
Pro porovnani jednotlivych variant byly tedy pouzity pfislusné plochy pikda.

3.5 Statistické zpracovani vysledku

Statisticka analyza dat byla provedena pomoci statistického software Statistica 12
(StatSoft, USA). Pro vyhodnoceni vlivu jednotlivych faktord, tj. vlivu zvySené koncentrace
CO,, vyzivy dusikem, UV zafeni, stresu sucha a jejich vzajemnych interakci bylo pouzito
vicefaktorové analyzy variance (ANOVA). Pro porovnani prikaznosti rozdili mezi prumeéry
jednotlivych variant pak bylo vyuzito nasledného (post-hoc) testovani s pouzitim Tukeyova
testu pii hladin€é vyznamnosti p = 0.05. Pro porovnani prukaznosti rozdili mezi pruméry pak
byly varianty zafazeny do homogennich skupin, které jsou v grafech vyznaceny pomoci
malych pismen nad sloupci. Rozdilna pismena vyjadiuji prikazny rozdil pii hladiné
pravdépodobnosti p = 0,05. Vysledky byly graficky zpracovany v programu SigmaPlot 11
(SysStat, USA) ve formé sloupcovych grafi s chybovymi useCkami znazoriujicimi
smérodatné odchylky.
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4 VYSLEDKY

Gely na obr. 9 a 10 byly ziskany pfi vypracovani experimentalni Casti této prace a
znazornuji proteinové spektrum pSenice seté odridy Bohemia. Pievedeni jednotlivych zon
gelu na piky, které byly dale vyhodnocovany, mizeme vidét na obr. 11 a 12.

o-121
=122
o-123

o—3 1
a-52
a=53

o-54

Obr. 9 A-PAGE gliadinovych proteinii pSenice seté odriidy Bohemia s popisem
Jednotlivych frakci

36



HAMW 1

HAW 2
HNMW 3

LMW

Obr. 10 SDS-PAGE gluteninovych proteimi pSenice seté odriidy Bohemia s popisem
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Obr. 11 Prevedeni zon na piky v ramci A-PAGE gliadinovych proteinii
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Obr. 12 Prevedenti zon na piky v ramci SDS-PAGE gluteninovych proteinmi



Tab. 4 ANOVA - Ctyrstupriova analyza variance. Statistické vyhodnocenti viivii jednotlivych
faktorit na obsah jednotlivych frakci gliadinovych proteinii

UvV- N- sucho CO;

o-1,21 0,842 0,000 0,091 0,609
0-1,22 0,650 0,000 0,002 0,377
0-1,23 0,430 0,000 0,000 0,908
0-51 0,074 0,000 0,005 0,944
®-52 0,124 0,000 0,054 0,205
0-53 0,295 0,000 0,017 0,742
0-54 0,475 0,000 0,323 0,552
y1 0,273 0,401 0,200 0,465
Y2 0,775 0,002 0,430 0,357
Y3 0,627 0,001 0,427 0,746

v 4 0,037 0,454 0,344 0,003
B1 0,000 0,002 0,161 0,555
B2 0,208 0,000 0,056 0,187
B3 0,281 0,002 0,706 0,343
B4 0,420 0,000 0,274 0,658
ol 0,711 0,000 0,027 0,035
o2 0,562 0,005 0,195 0,960
o3 0,001 0,000 0,806 0,653
gliadiny celkem 0,131 0,000 0,091 0,422

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

UV- N- sucho "CO2"

HMW1 0,154 0,000 0,000 0,865
HMW2 0,114 0,000 0,035 0,023
HMW3 0,002 0,000 0,000 0,015
LMW 0,003 0,004 0,000 0,115
Gluteniny celkem 0,002 0,000 0,000 0,041
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V tab. 4 a 5 jsou uvedeny hladiny vyznamnosti p urcujici prukaznost ucinka jednotlivych
faktort, které byly sledovany, na jednotlivé frakce gliadinovych a gluteninovych proteint.
Metodou A-PAGE bylo na gelu detekovano osmnact frakci gliadint. Skupina ®-1,2 byla
tvorena tfemi frakcemi, skupiny ®-5, y a B ctyfmi frakcemi a skupina a tfemi frakcemi (obr.
9). Metodou SDS-PAGE byly na gelu rozliSeny tfi frakce HMW glutenini a jedna frakce
LMW glutenint. V poslednim fadku u kazdé tabulky mizeme sledovat prikaznost GCinka
jednotlivych faktorti na celkové mnozstvi gliadint a glutenint. V tabulkach jsou jednotlivé
frakce sefazeny podle klesajici molekulové hmotnosti. Hodnota p mensi nez 0,05 znaci
prukazny vliv daného faktoru. VSechny hodnoty mensi nez 0,05 jsou v tabulce zvyraznény
cerven€. Pokud je hodnota p mensi nez 0,01, byl vliv vysoce prukazny.

Vysoce prukazny ucinek mélo dusikaté hnojeni na témér vSechny frakce gliadinovych
proteinu s vyjimkou frakce y 1 a y 4, a na vSechny frakce gluteninti. Zvysena koncentrace CO,
meéla vysoce prukazny vliv na gliadinovou frakci y 4 a prikazny vliv na frakci gliadint o 1
a gluteninG HMW 2 a HMW 3, u ostatnich frakci nebyl vliv prokazan. Priikazny Gcinek sucha
muzeme sledovat u frakci gliadind ®-5 3 a o 1 a gluteninové frakce HMW 2, vysoce
prukazny ucinek sucha u frakci gliadinovych proteini ©-5 1, ©-12 2 a o-1,2 3
a gluteninovych proteint HMW 1, HMW 3 a LMW. UV zafeni prukazné ovlivnilo gliadinové
proteiny frakce y 4 a vysoce prukazné proteiny gliadinovych frakci B 1 a o 3 a frakci
glutenint HMW 3 a LMW.

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

Sucho zpusobilo statisticky vyznamny pokles koncentrace proteinu frakce ®-1,2 1
u varianty AC UV- N+ (o 25 %). Bez vylouCeni pfirozenych srazek muzeme pozorovat
statisticky vyznamny vliv dusikatého hnojeni u varianty UV— N+ pfi normalni 1 zvySené
koncentraci CO, (narust o 60 %) a také u varianty UV+ N+ pii zvySené koncentraci CO,
(narust o0 46 %). U varianty DRY nebyl zjistén vyznamny rozdil mezi variantami AC a EC ani
mezi N+ a N—, sucho se tedy projevilo jako limitujici faktor. Vliv zvySené koncentrace CO,
ani UV zafeni nebyl u zadné varianty pozorovan.
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Obr. 14 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC

(400 pmol.mol™) vs. EC (700 pmol.mol”), dusikaté hnojeni — N— vs. N+, sucho — dry vs. wet,
UV zareni — UV—vs. UV+ ) v ramci gliadinové frakce w-1,2 2. Sloupce zndzornuji aritmeticky
prumér a chybové usecky smérodatnou odchylku (SD) ze tii opakovani. Malymi pismeny jsou

indikovdny homogenni skupiny urcujici prikaznost mezi jednotlivymi variantami,

vyhodnocené ndslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova
testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

U frakce o-1,2 2 byl pozorovan statisticky vyznamny vliv dusikatého hnojeni pii normalni
koncentraci CO, u varianty WET UV- (narust koncentrace proteini o047 %). ZvysSena
koncentrace CO,, sucho ani vyloueni UV zafeni nemély statisticky vyznamny vliv na
mnozstvi proteint této frakce.
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Obr. 15 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol™) vs. EC (700 pmol.mol”), dusikaté hnojeni — N— vs. N+, sucho — dry vs. wet,
UV zareni — UV—vs. UV+ ) v ramci gliadinové frakce w-1,2 3. Sloupce zndzornuji aritmeticky
prumér a chybové usecky smérodatnou odchylku (SD) ze tii opakovani. Malymi pismeny jsou
indikovdny homogenni skupiny urcujici prikaznost mezi jednotlivymi variantami,
vyhodnocené ndslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova
testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Stres vyvolany nedostatkem vody zpusobil vyznamny pokles koncentrace gliadinovych
proteintl frakce o-1,2 3 pii zvysené koncentraci CO, a dostatku dusikaté vyzivy s vyloucenim
1 bez vylouceni UV zafeni. U varianty UV— v tomto piipad¢é pozorujeme pokles o0 27 % a u
varianty UV+ pokles o 41 %. Dusikaté hnojeni zvysilo obsah proteinti u varianty WET pfi
vylou€eni UV zafeni a zvySené koncentraci CO; o 53 % a pii normalni koncentraci CO, bez
vylouceni UV zafeni o 57 %. Statisticky vyznamny nebyl vliv zvySené koncentrace CO, ani
UV zafeni.
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Obr. 16 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol™) vs. EC (700 pmol.mol”), dusikaté hnojeni — N— vs. N+, sucho — dry vs. wet,
UV zareni — UV-vs. UV+ ) v ramci gliadinové frakce w-5 1. Sloupce znazornuji aritmeticky
prumér a chybové usecky smérodatnou odchylku (SD) ze tii opakovani. Malymi pismeny jsou
indikovdny homogenni skupiny urcujici prikaznost mezi jednotlivymi variantami,
vyhodnocené ndslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova
testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

ZvySena koncentrace CO, zpusobila statisticky vyznamny narast koncentrace proteinu
frakce ®-5 1 u varianty WET UV+ N-a to o 63 %. Vylouceni srazek snizilo vyznamné obsah
proteini u vzorkli péstovanych za pusobeni UV zafeni pii nedostatku dusikaté vyzivy
a zvySené koncentraci CO, (o 46 %) a pii dostatku dusiku a norméalni koncentraci CO,
(0 38 %). Vliv dusikatého hnojeni se projevil pouze za dostatku vody a normalni koncentrace
CO,, a to pfi vylouceni UV zafeni naristem mnozstvi proteind u hnojené varianty o 63 % a u
hnojenych vzorkidl vystavenych UV zafeni zvySenim obsahu proteind o 112 %. UV zafeni
ovlivnilo koncentraci proteina této frakce u nehnojené varianty vystavené vodnimu stresu
a zvySené koncentraci CO,. Varianta UV- byla 0 71 % vyss$i nez varianta UV+ a tento rozdil
byl statisticky vyznamny.
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Obr. 17 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol™) vs. EC (700 pmol.mol”), dusikaté hnojeni — N— vs. N+, sucho — dry vs. wet,
UV zareni — UV-vs. UV+ ) v ramci gliadinové frakce w-5 2. Sloupce znazoriuji aritmeticky
prumér a chybové usecky smérodatnou odchylku (SD) ze tii opakovani. Malymi pismeny jsou
indikovdny homogenni skupiny urcujici prikaznost mezi jednotlivymi variantami,
vyhodnocené ndslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova
testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Dostatek dusiku vyznamné zvysil koncentraci proteinu frakce o-5 2, pouze pokud nedoslo
k vylouceni pfirozenych srazek. Za podminek normalni koncentrace CO, byl pozorovan
narust o 55 % pii vylouCeni UV zafeni a pii pusobeni UV zafeni az o 86 %. Za zvySené
koncentrace CO; a vylouceni UV zafeni byl zaznamenan nariist o 63 % a u varianty vystavené
UV zareni o 51 %. Statisticky vyznamné zvySeni mnozstvi proteint této frakce (o 64 %) bylo
vyvolano také vylouCenim UV zafeni u varianty DRY N- vystavené zvySené koncentraci
CO,. ZvySena koncentrace CO, ani vylouceni pfirozenych srazek statisticky vyznamné
neovlivnily koncentraci gliadint frakce o-5 2.
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Obr. 18 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol™) vs. EC (700 pmol.mol”), dusikaté hnojeni — N— vs. N+, sucho — dry vs. wet,
UV zareni — UV-vs. UV+ ) v ramci gliadinové frakce w-5 3. Sloupce znazoriuji aritmeticky
prumér a chybové usecky smérodatnou odchylku (SD) ze tii opakovani. Malymi pismeny jsou
indikovdny homogenni skupiny urcujici prikaznost mezi jednotlivymi variantami,
vyhodnocené ndslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova
testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Statisticky vyznamny pokles obsahu gliadini frakce -5 3 (o 48%) vlivem sucha lze
pozorovat u varianty UV— N+ za normalni koncentrace CO,. Dusikaté hnojeni bylo
vyznamnym faktorem, ktery zvysil obsah proteini varianty WET AC UV- (o 92 %), DRY
AC UV+ (o 50 %), WET AC UV+ (o 120 %) a WET EC UV+ (o 63 %). Za podminek
normalni koncentrace CO, a vylouceni srazek mélo na hnojenou variantu vyznamny vliv UV
zatreni, mnozstvi proteini u varianty UV+ se zvysilo o 66 %. Vliv zvysené koncentrace CO,
nebyl pozorovan.
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Obr. 19 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol™) vs. EC (700 pmol.mol”), dusikaté hnojeni — N— vs. N+, sucho — dry vs. wet,
UV zareni — UV-vs. UV+ ) v ramci gliadinové frakce [ 1. Sloupce zndzornuji aritmeticky
prumér a chybové usecky smérodatnou odchylku (SD) ze tii opakovani. Malymi pismeny jsou
indikovdny homogenni skupiny urcujici prikaznost mezi jednotlivymi variantami,
vyhodnocené ndslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova
testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

ZvySena koncentrace CO, zpusobila statisticky vyznamny nartst koncentrace gliadint
frakce B 1 (0 65 %) u varianty WET pii dostatku dusiku a vylouceni UV zareni. Naopak
u varianty DRY bez hnojeni a bez vylouceni UV zafeni byl pii zvySené koncentraci CO,
pozorovan vyznamny pokles mnozstvi proteina frakce B 1 (o 31 %). Vylouceni pfirozenych
srazek snizilo obsah proteinti u varianty AC UV— N- o0 69 %. Tento rozdil byl statisticky
vyznamny. U kombinace pfirozené urovné srazek, vylouceni UV zafeni a normalni
koncentrace CO, byl pozorovan vyznamny pokles koncentrace proteinii u hnojené varianty
ato o 45 %. Naopak vyznamné zvySeni koncentrace proteinti u varianty N+ (o 35 %) nastalo
za podminek pfirozené trovné srazek, vyloueni UV zafeni a zvySené koncentrace CO,.Vliv
UV zareni byl prokazan za normalni koncentrace CO, u varianty WET UV- N- nartistem
0 80 % a také pii zvySené koncentraci CO, u variant DRY UV— N+ nartstem o 48 % a WET
UV- N+ nartstem o 80 %.
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Obr. 20 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC

(400 pmol.mol™) vs. EC (700 pmol.mol”), dusikaté hnojeni — N— vs. N+, sucho — dry vs. wet,
UV zdreni — UV vs. UV+ ) v ramci gliadinové frakce o 1. Sloupce zndzornuji aritmeticky
prumér a chybové usecky smérodatnou odchylku (SD) ze tii opakovani. Malymi pismeny jsou

indikovdny homogenni skupiny urcujici prikaznost mezi jednotlivymi variantami,

vyhodnocené ndslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova
testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Vliv dusikatého hnojeni byl prokazan naristem koncentrace gliadint frakce oo 1 u hnojené
varianty o 55 % pfi zvySené koncentraci CO,, v pfirozenych srazkach a pii pusobeni UV
zateni. ZvySena koncentrace CO,, vylouCeni pfirozenych srazek ani vylouceni UV zafeni
statisticky vyznamné neovlivnily mnoZzstvi proteint této frakce.
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Obr. 21 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol™) vs. EC (700 pmol.mol”), dusikaté hnojeni — N— vs. N+, sucho — dry vs. wet,
UV zdreni — UV vs. UV+ ) v ramci gliadinové frakce o 3. Sloupce zndzornuji aritmeticky
prumér a chybové usecky smérodatnou odchylku (SD) ze tii opakovani. Malymi pismeny jsou
indikovdny homogenni skupiny urcujici prikaznost mezi jednotlivymi variantami,
vyhodnocené ndslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova

Koncentrace gliadinovych proteinti frakce oo 3 byla u hnojené varianty pfi normalni
koncentraci CO,, bez vylouceni srazek a UV zafeni vyssi o 45 % nez u varianty nehnojené.
Tento narast byl statisticky vyznamny. Vylouceni UV zafeni zvySilo vyznamné obsah
proteint varianty DRY EC N- (o 35%). Vliv zvysSené koncentrace CO, ani sucha nebyl

dry

wet

dry wet

testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

u gliadint frakce a 3 prokazan.
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Obr. 22 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol™) vs. EC (700 pmol.mol”), dusikaté hnojeni — N— vs. N+, sucho — dry vs. wet,
UV zareni — UV—vs. UV+ ) v ramci celkového mnoZstvi gliadinu. Sloupce znazoriuji
aritmeticky prumeér a chybové usecky smérodatnou odchylku (SD) ze t7i opakovdni. Malymi
pismeny jsou indikovany homogenni skupiny urcujici pritkaznost mezi jednotlivymi
variantami, vvhodnocené naslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s
vyuzitim Tukeyova testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Vliv dusikatého hnojeni na celkové mnozstvi gliadini se projevil zvySenim koncentrace
gliadini o 25 % u varianty WET UV+ N+ pfi normalni i zvySené koncentraci CO,. Pfi
vylouceni UV zafeni muzeme pozorovat statisticky vyznamny narast celkové koncentrace
gliadinovych proteint (o 23 %) za podminek zvySené koncentrace CO,, sucha a nedostatku
dusikaté vyzivy. ZvySena koncentrace CO, a vylouceni pfirozenych srazek nemély statisticky
vyznamny vliv na celkové mnozstvi gliadint.
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Obr. 23 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol™) vs. EC (700 pmol.mol”), dusikaté hnojeni — N— vs. N+, sucho — dry vs. wet,
UV zdreni — UV— vs. UV+ ) v ramci gluteninové frakce HMW 1. Sloupce zndzornuji ar
itmeticky prumér a chybové usecky smérodatnou odchylku (SD) ze t7i opakovani. Malymi
pismeny jsou indikovany homogenni skupiny urcujici pritkaznost mezi jednotlivymi
variantami, vvhodnocené naslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s
vyuzitim Tukeyova testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Pii nedostatku dusiku a normalni koncentraci CO, byl pozorovan narist koncentrace
glutenina frakce HMW 1 vlivem sucha u varianty UV— DRY o0 55 % a u varianty UV+ DRY
0 76 %. Tyto rozdily byly statisticky vyznamné. Vliv dusikatého hnojeni se projevil zvySenim
mnozstvi proteinti u hojenych vzorkl za normalni koncentrace CO, a pfirozenych srazek pfi
vylou€eni UV zafeni (o 78 %) a bez vylouceni UV zafeni (o 58 %). Vliv zvysené koncentrace
CO, a UV zafeni nebyl u této frakce gluteninovych proteint prokazan.
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Obr. 23 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol™) vs. EC (700 pmol.mol”), dusikaté hnojeni — N— vs. N+, sucho — dry vs. wet,
UV zareni — UV—vs. UV+ ) v ramci gluteninové frakce HMW 2. Sloupce zndzoriuji
aritmeticky prumeér a chybové usecky smérodatnou odchylku (SD) ze t7i opakovdni. Malymi
pismeny jsou indikovany homogenni skupiny urcujici pritkaznost mezi jednotlivymi
variantami, vvhodnocené naslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s
vyuzitim Tukeyova testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

ZvySena koncentrace CO, zpusobila statisticky vyznamny pokles koncentrace glutenint
frakce HMW 2 u varianty DRY UV+ N- 0 33 %. Vlivem sucha doslo k vyznamnému nartstu
glutenint (o0 57 %) za podminek zvysené koncentrace CO,, vylouceni UV zafeni a nedostatku
dusiku. Hnojeni dusikem zpuasobilo v podminkach pfirozenych srazek narGst mnozstvi
proteintl této frakce u varianty AC UV- 0 52 %, u varianty EC UV- 0 73% a u variant EC
UV+ a AC UV+ o0 48 %. Tyto rozdily byly statisticky vyznamné. V dasledku vylouceni UV
zafeni se za podminek sucha, dostatku dusikaté vyzivy a zvySené koncentrace CO, vyznamné
zvysil obsah gluteninovych proteint (o 50 %).
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Obr. 24 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol™) vs. (EC 700 pmol.mol”), dusikaté hnojeni — N—vs. N+ , sucho — dry vs. wet,
UV zareni — UV—vs. UV+ ) v ramci gluteninové frakce HMW 3. Sloupce zndzoriuji
aritmeticky prumeér a chybové usecky smérodatnou odchylku (SD) ze t7i opakovdni. Malymi
pismeny jsou indikovany homogenni skupiny urcujici pritkaznost mezi jednotlivymi
variantami, vvhodnocené naslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s
vyuzitim Tukeyova testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Vliv zvySené koncentrace CO, na mnozstvi gluteninovych proteind frakce HMW 3 byl
prokazan pfii vylou€eni srazek, nedostatku dusikaté vyzivy a pusobeni UV zafeni poklesem u
varianty EC 0 32 %. Za podminek normalni koncentrace CO,, bez vylou€eni UV zafeni a bez
hnojeni byl pozorovan statisticky vyznamny nartst koncentrace glutenina této frakce (o 77 %)
u vzorkd péstovanych pfi vylouceni pfirozenych srazek oproti vzorkam, které byly srazkam
vystaveny. Vyznamny narast gluteninové frakce HMW 3 zpasobeny dusikatym hnojenim se
projevil u variant AC DRY UV- (0 20 %), AC a EC WET UV- (o0 80 %) a AC WET UV+
(0 100 %). UV zareni nemélo na tuto frakci glutenint vliv.
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Obr. 25 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol™) vs. EC (700 pmol.mol”), dusikaté hnojeni — N— vs. N+, sucho — dry vs. wet,
UV zdreni — UV—vs. UV+ ) v ramci gluteninové frakce LMW. Sloupce zndazornuji aritmeticky
prumér a chybové usecky smérodatnou odchylku (SD) ze tii opakovani. Malymi pismeny jsou
indikovdny homogenni skupiny urcujici prikaznost mezi jednotlivymi variantami,
vyhodnocené ndslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova
testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Byl prokazan vliv dusikatého hnojeni zvySenim koncentrace glutenini frakce LMW pfi
zvySené koncentraci CO, u varianty WET UV— N+ 0 48 %. Vylouceni UV zafeni statisticky
vyznamn¢ navysilo obsah glutenini (o 40 %) za podminek zvysSené koncentrace CO,, sucha
a dostatku dusikaté vyzivy. Vliv zvySené koncentrace CO; ani sucha se neprojevil.
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Obr. 25 Graf zobrazujici srovnani ploch pikii vSech variant (koncentrace CO, — AC
(400 pmol.mol™) vs. EC (700 pmol.mol”), dusikaté hnojeni — N— vs. N+, sucho — dry vs. wet,
UV zareni — UVp vs. UV+ ) v ramci celkového mnoZstvi gluteninii. Sloupce zndzorfiuji
aritmeticky prumeér a chybové usecky smérodatnou odchylku (SD) ze t7i opakovdni. Malymi
pismeny jsou indikovany homogenni skupiny urcujici pritkaznost mezi jednotlivymi
variantami, vvhodnocené naslednym testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s
vyuzitim Tukeyova testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Vlivem sucha doslo k vyznamnému narastu celkové koncentrace glutenind u varianty UV-
N- pfi zvySené koncentraci CO; (0 37 %) a u varianty UV+ N- pii normalni koncentraci CO,
(0 35%). Hnojeni dusikem statisticky vyznamné zvysilo celkovy obsah glutenint pii zvySené
koncentraci CO,, pusobeni pfirozenych srazek a vylouceni UV zafeni o 52 %. V disledku
vylouceni UV zéfeni za sucha pfi dostatku dusikaté vyzivy a zvySené koncentraci CO, doslo
ke zvyseni celkového mnozstvi glutenind o 40 %. Tento rozdil byl statisticky vyznamny. Vliv
zvySené koncentrace CO; na celkové mnozstvi glutenina nebyl prokazan.
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S DISKUSE

V této diplomové praci byl sledovan vliv zvySené koncentrace CO,, dusikatého hnojeni,
sucha a UV zafeni na obsah glutenind a gliadind u ozimé pSenice odrudy Bohemia.

Nejvyznamnéjsi vliv na koncentraci jednotlivych frakci gliadint a glutenini mélo hnojeni
dusikem. Koncentrace gliadinovych proteini byla vyznamné zvySena dusikatym hnojenim pfi
pusobeni piirozenych srazek. Tento narist byl pozorovan jak pii normalni koncentraci CO,
u varianty UV—u frakci ©-1,2 1 (0 63 %), ®-1,2 2 (0 47 %), ©-5,1 (0 63 %), ©-5 2 (0 55 %)
a ®-5 3 (092 %) au varianty UV+ u frakei ©-1,2 3 (0 57%), ©-5,1 (o 112 %), ®-5 2 (o 86
%), ®-53 (0120 %) a a 3 (0 45%), tak i pfi zvySené koncentraci CO, u varianty UV—u frakci
0-1,2 1 (0 60 %), ®-1,2 3 (0 53%), ®-52 (063 %) a P 1 (0o 35 %) a u varianty UV+ u frakci
®-1,21 (046 %), ®-52 (0 51 %), ®-53 (0 63 %) a o + (0 55 %). Pri vyloucCeni ptirozenych
srazek se pozitivni vliv hnojeni dusikem projevil pouze u gliadinl frakce ©-5 3 pfi normalni
koncentraci CO, a pusobeni UV zafeni naristem o 50 %. Za podminek normalni koncentrace
CO,, prirozenych srazek a vylouceni UV zéfeni byl naopak u hnojené varianty frakce 3 1
pozorovan statisticky vyznamny pokles mnozstvi gliadin oproti varianté hnojené (o 45 %).
Celkové mnozstvi gliadini bylo vyznamné ovlivnéno dusikatym hnojenim pii normalni
i zvySené koncentraci CO, bez vylouCeni UV zafeni a srazek (nardst o 25 %). Také
u gluteninit bylo zvySeni koncentrace proteint jednotlivych frakci pii hnojeni dusikem
pozorovano pievazné u varianty WET. Pti normalni koncentraci CO, byl u hnojenych vzorkt
s vyloucenim UV zafeni zaznamenan vyznamny narust frakci HMW 1 (o 78 %), HMW 2
(052 %) a HMW 3 (0 80 %) a bez vylouceni UV zafeni u frakci HMW 1 (o 58 %), HMW 2
(048 %) a HMW 3 (o 100 %). Pii zvySené koncentraci CO, zvysSilo dusikaté hnojeni pii
vylouceni UV zafeni koncentraci proteint frakci HMW 2 (o 73 %), HMW 3 (o 80 %) a LMW
(0 48 %) a pii puasobeni UV zateni HMW 2 (o 48 %). Za sucha byl obsah glutenina
v disledku hnojeni vys$si pouze u frakce HMW 3 (o 20 %) a to pro variantu AC UV-.
Celkovy obsah glutenini byl u hnojené varianty vyznamné zvySen (o 52 %) pii zvySené
koncentraci CO,, normalni urovni srazek a vylouceni UV zafeni.

Hamfikova [97] ve své diplomové praci také uvadi, ze nejvice gliadinovych podjednotek
reagovalo na hnojeni dusikem. Vyznamné zvySeni hnojené varianty zaznamenala
u gliadinovych frakci o-1,2 3, ®-5 2 a vSech frakci B a o. ZvySeni relativniho mnozstvi
proteinu jednotlivych frakci lepku popisuji ve své praci také Wieser a Seilmeier [44], ktefi
zaznamenali, ze pfi hnojeni dusikem je mnozstvi ®-5 a ®-1,2gliadinti a vysokomolekularnich
gluteninli zvySeno. Na rozdil od naSich vysledkd vsak bylo v jejich praci zastoupeni
v-gliadint a nizkomolekularnich glutenind snizeno. Wroblewitz a kol. [98] popisuji vyznamny
vliv dusikatého hnojeni na vSechny gluteninové podjednotky s vyjimkou podjednotek x-
HMW. Podle jejich prace byl u LMW gluteninovych podjednotek prokazan vyznamny pokles
vlivem dusikaté vyzivy, coz je v rozporu snasi praci. Stejné jako v nasi studii y-HMW
podjednotky byly pfi jejich pozorovani silné zvySeny pifi hnojeni dusikem, avsak na rozdil od
naSeho experimentu gliadinové podjednotky nebyly statisticky vyznamné dusikatou vyzivou
ovlivnény s vyjimkou -5 podjednotek, které prokazaly pokles pfi zvysené dusikaté vyzive.
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Velmi dalezitym faktorem ovliviiyjicim koncentraci pSeni¢nych lepkovych proteint je také
sucho. Pfi vylouCeni srazek byl u péti frakci gliadinovych proteinti pozorovan vyznamny
pokles. Za podminek normalni koncentrace CO, byl snizen obsah proteint frakce m-1,2 1 (N+
UV-10 25 %), ®-5 1 (0 38 %), ®-5 3 N+ UV-048 %) a3 1 (N- UV-0 69 %) a za
podminek zvySené koncentrace CO, frakce w-1,2 3 (N+ UV- 027 %, N+ UV+ 041 %) a ©-5
1 (N- UV+ o0 46 %). Celkova koncentrace pSeni¢nych gliadini nebyla suchem vyznamné
ovlivnéna. Vsechny frakce gluteninovych proteinti naopak vykazovaly za sucha vyznamny
narast, kromé frakce LMW, ktera nebyla vylouCenim srazek vyznamné ovlivnéna. Frakce
HMW 1 varianty N+ UV- (zvySeni o 55%) a N— UV+ (zvySeni o 76 %) a frakce HMW 3
varianta N— UV+ (zvySeni o 77 %) reagovaly pii normalni koncentraci CO,, pifi zvySené
koncentraci CO, vzrostlo mnozstvi proteina frakce HMW 2 varianty EC N— UV- (0 57 %)).
Celkova koncentrace glutenind byla vyznamné zvySena pii vylouCeni srazek u varianty AC
N-UV+ (035 %) a EC N- VU- (037 %).

Mnoho studii popisuje zvySeni celkové koncentrace proteini v pSeniCném zrnu pfi
nedostatku vody [99, 100]. Stejné¢ jako my 1 Hamiikova [97] pozorovala vyznamné snizeni
obsahu gliadinovych proteini vlivem sucha, ackoli pfi jejim experimentu byla ovlivnéna
pouze frakce o 2. Podobné jako v nasi praci popisuji pokles koncentrace a-a y-gliadind za
sucha Yang a kol. [101], ktefi vSak na rozdil od nas zaznamenali také u HMW gluteninovych
podjednotek v dusledku deficitu vody pokles a narust koncentrace zjistili pouze u LMW
gluteninovych podjednotek. V rozporu s nasimi vysledky jsou Zhang a kol. [100], ktefi
zaznamenali narast celkové koncentrace gliadinii pii vystaveni pSenice kultivaru Gaocheng
8901 nedostatku vody.

Vliv UV zafeni se také vyznamné projevil, a to jak na celkové koncentraci gliadind
(varianta DRY EC N- UV- zvyseni o 25 %), tak i na celkovém mnozstvi glutenind (varianta
DRY EC N+ UV- zvyseni o 40 %). Nejvice podjednotek reagovalo za sucha nezavisle na
vzdusné koncentraci CO, a limitaci dusikem. Vylouceni UV zafeni zpusobilo vyznamny
narust obsahu proteina u frakci gliadind ©-5 1 (DRY AC N- o0 71 %), -5 2 (DRY EC N-
064 %), 1 (WET AC N-a EC N+ 0 80 %, DRY EC N+ 048 %) a a 3 (DRY EC N-o0 35
%) a glutenind HMW 2 (DRY EC N+ 0 50 %) a LMW (DRY EC N+ 0 40 %). Vyjimkou byla
pouze gliadinova frakce -5 3 u které byl pfi normalni koncentraci CO,, hnojeni dusikem
a vylouceni srazek pozorovan vyznamny narast koncentrace proteini pii pusobeni UV zafeni
(066 %).

Studie zabyvajici se vlivem UV-B zafeni na kvalitu pSeni¢ného zrna pfinaSeji Casto
protichtidné vysledky. Hamfikova [97] zaznamenala vliv UV zafeni pouze u gliadinové frakce
B 1, ktera podle jejich vysledka vykazovala narGist mnozstvi proteint pii pasobeni UV zafeni.
Yao a kol [102] zaznamenali pokles celkové koncentrace proteind v zrnu u ozimé pSenice
kultivaru Shiman 15 pfi zvySené urovni UV-B zafeni. Naopak pfi pokusech s jarni pSenici
Zu a kol [103] popisuji zvySeni koncentrace proteini pSeni¢ného zrna v dusledku zvySeni
urovné UV-B zafeni a Lizana a kol.[104] neprokazali vyznamny vliv UV-B zéfeni na
koncentraci pSeni¢nych proteint.

56



Mén¢ vyznamnym faktorem ovlivilyjicim slozeni pSeni¢ného lepku byla zvySena
koncentrace CO,. Pfi zvysené koncentraci CO,, pusobeni UV zafeni, vyloucCeni piirozenych
srazek a bez hnojeni dusikem byla snizena koncentrace gliadinovych proteind frakce 3 1
(031 %) a gluteninovych proteinti frakce HMW 2 (o 33 %) a HMW 3 (o 32 %). Naopak
narust obsahu proteina frakce gliadind B 1 pfi zvySené koncentraci CO;, byl pozorovan
u hnojené varianty WET UV- (0 65 %) a stejnym zpusobem reagovala i nehnojena varianta
WET UV+ frakce o-5 1 (EC nartst 0 63 %).

Hamiikova ve své praci [97] zjistila také vyznamny pokles obsahu proteint gliadinové
frakce B 1 vlivem zvySené koncentrace CO,. Ve shod€ s nasimi vysledky Hogy a kol [105]
zaznamenali u pSenice jarni odrady Triso pokles celkové koncentrace pSeni¢nych proteina
i pokles koncentrace samotnych lepkovych proteint pfi zvySené koncentraci CO,. Podle jejich
studie celkové gliadiny a jejich podjednotky ®-5,0-2,1 o a y byly pfi zvySené koncentraci
CO, vyznamn¢ snizeny a celkové gluteniny a jejich podjednotky nebyly vyznamné ovlivnény.
Bylo prokazano, ze pSenice péstovana za podminek zvysené koncentrace CO, vykazuje vyssi
pomér C/N a predpoklada se, ze toto relativni snizeni celkového N vzhledem k mnozstvi
C povede ke snizeni celkového mnozstvi proteind [105]. Pfi zvySené koncentraci CO;
zaznamenali také Wieser a kol [35] a Hogy a kol. [59] prikazné snizeni celkového mnozstvi
proteinii pSeni¢ného zrna a zmény ve slozeni jednotlivych proteinovych frakci s vyjimkou
albuminu a globulint, pficemz tento efekt se vice projevil u gliadinovych proteina a jejich
podjednotek nez u frakci glutenini. Tento jev vysvétluji napiiklad Wieser a Seilmeier [44]
tim, Ze syntéza gliadini a glutent je regulovana dostupnosti dusiku pii vyvoji zrna a proto
jsou vice ovlivnény na dusik a glutamin bohaté gliadiny nez gluteniny [105].
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6 ZAVER
Cilem této diplomové prace bylo sledovat vliv zvySené koncentrace oxidu uhlicitého,

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

Ozima psenice odridy Bohemia byla kultivovana na Experimentalni stanici Centra
vyzkumu globalni zmény AV CR v.wv.i. vDomaninku uBystfice nad Pernstejnem
v Ceskomoravské vrchoving (49°521'N, 16°235'E, nadmoiska vyska 575 m). Experiment
probihal ve 24 komorach umoziujicich automatickou fumigaci zvySenou koncentraci CO,,
manipulaci srazek a vylou¢eni UV radiace u poloviny komor. Vzorky byly vysety
10. fijna 2012 v hustot¢ 4 MKS na ha. V poloviné kvétna byla zahajena fumigace zvySenou
koncentraci CO, v koncentraci 700 umol.mol™". Parcelky uvnitt komor byly rozd&leny na dvé
Gasti, jedna byla hnojena davkou dusiku 200 kg N ha™' a druha hnojena nebyla. Sklizefi
tprobihala ru¢né.

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

Za nejvyznamnéjsi faktor ovliviiyjici kvalitu pSeni¢ného zrma lze jednoznacné povazovat
hnojeni dusikem, které vyznamné zvyS$ilo obsah vétSiny gliadinovych podjednotek a vSech
gluteninovych podjednotek i celkovou koncentraci gliadind a glutenini. Nardst koncentrace
proteinu jednotlivych frakci se projevil zejména pii plsobeni piirozenych srazek (vSechny
0-1,2 gliadiny, ©-5 gliadiny, gliadinova frakce 3 1, o 1 a o 3 a vSechny frakce glutenintl),
sucho bylo ve vétsin€ pripadi limitujicim faktorem.

Vyznamny byl i vliv sucha, které v ramci gliadinové frakce zpisobilo vyznamné snizeni
obsahu proteint u frakci ®-1,2 1 a 3, ®-5 3 a B 1. U glutenint byl pozorovan opacny efekt.
Vylouceni srazek vyznamné zvysilo jak celkové mnozstvi glutenind, tak i vSechny frakce
HMW glutenint.

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

ZvysSena koncentrace CO, se projevila pouze v malé mife a jeji ucinky byly znacné
protichidné. Ocekavany pokles obsahu proteini byl pozorovan u frakce glutenind
HMW 2 a 3 a gliadinové frakce 3 1 pfi pusobeni UV zafeni, nedostatku dusiku a vylouceni
pfirozenych srazek. Odlisné reagovaly vzorky pii pusobeni pfirozenych srazek. Varianta
WET N+ UV- frakce gliadina B 1 vykazovala vyznamny narast obsahu proteinu a stejnym
zpusobem reagovala varianta WET N— UV+ frakce -5 1.

58



7 LITERATURA

[1] KRAUCHI, N. Potential impacts of a climate change on forest ecosystems. Forest
Pathology. 1993, 23(1), 28-50. DOI: 10.1111/5.1439-0329.1993.tb00804 x. ISSN 1437-4781.
Dostupné také z: http://doi.wiley.com/10.1111/j.1439-0329.1993.tb00804 .x

[2] JOOS, F. a R. SPAHNI. Rates of change in natural and anthropogenic radiative forcing
over the past 20,000 years. Proceedings of the National Academy of Sciences. 2008, 105(5),
1425-1430. DOIL:  10.1073/pnas.0707386105. ISSN  0027-8424. Dostupné také
z: http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.0707386105

[3] MAREK, Michal V. Uhlik v ekosystémech Ceské republiky v ménicicm se klimatu. 1.
Praha: Academia, 2011. ISBN 978-80-904351-1-7.

[4] FORSTER, P. V. et al Changes in Atmospheric Constituents and in Radiative Forcing.
In: Climate Change 2007: The Physical Science Basis. Contribution of Working Group I to
the Fourth Assessment Report of the Intergovermental Planel on Climate Change [Solomon,
S., Qin, D., Manning, M., Chen, Z., Marquis, M., Averyt, K. B., Tignor, M., Miller, H. L.
(Eds)]. Cambridge university Press, Cambridge, United Kingdom a New York, NY, USA, p
207.

[S] SMITH, T. M., W. P. CRAMER, R. K. DIXON, R. LEEMANS, R. P. NEILSON a A.
M. SOLOMON. The Global Terrestrial Carbon Cycle. Terrestrial Biospheric Carbon Fluxes.
Dordrecht: Springer Netherlands, 1993, 70, 19. DOI: 10.1007/978-94-011-1982-5 2. ISBN
978-0-7923-2502-4. Dostupné také z: http://www.springerlink.com/index/10.1007/978-94-
011-1982-5 2

[6] ETHERIDGE, D. M., L. P. STEELE, R. L. LANGENFELDS, R. J. FRANCEY, J.-M.
BARNOLA a V. I. MORGAN. Natural and anthropogenic changes in atmospheric CO2 over
the last 1000 years from air in Antarctic ice and firn. Journal of Geophysical Research. 1996,
101, 4115-4128.

[71 WAHLEN, M., D. ALLEN, B. DECK a A. HERCHENRODER. Initial measurements
of CO 2 concentrations (1530 to 1940 AD) in air occluded in the GISP 2 Ice Core from
central Greenland. Geophysical Research Letters. 1991, 18(8), 1457-1460. DOI:
10.1029/91GL01724. ISSN 00948276. Dostupné také
z: http://doi.wiley.com/10.1029/91GL01724

[8] CANADELL, J. G, C. LE QUERE, M. R. RAUPACH, et al. Contributions to
accelerating atmospheric CO2 growth from economic activity, carbon intensity, and
efficiency of natural sinks. Proceedings of the National Academy of Sciences. 2007, 104(47),
18866-18870. DOI: 10.1073/pnas.0702737104. ISSN 0027-8424. Dostupné také
z: http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.0702737104

[9] Trends in Atmospheric Carbon Dioxide. National Oceanic and Atmospheric
Administration [online]. 2007 [cit. 2014-04-08]. Dostupné
z: http://www.esrl.noaa.gov/gmd/ccgg/trends/

59


http://doi.wiley.eom/10.llll/j.1439-0329.1993.tb00804.x
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.0707386105
http://www.springerlink.com/index/10.1007/978-94-
http://doi.wiley.com/10.1029/91GL01724
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.0702737104
http://www.esrl.noaa.gov/gmd/ccgg/trends/

[10] HONISCH, B., N. G. HEMMING, D. ARCHER, M. SIDDALL a J. F. MCMANUS.
Atmospheric Carbon Dioxide Concentration Across the Mid-Pleistocene Transition. Science.
2009, 324(5934), 1551-1554. DOI: 10.1126/science.1171477. ISSN 0036-8075. Dostupné
také z: http://www.sciencemag.org/cgi/doi/10.1126/science. 1171477

[11] NATR, Lubomir. Koncentrace CO, a rostliny. 1. vyd. Praha: ISV, 2000. ISBN 80-
85866-02-5.

[12] BAZZAZ, F. A. Elevated CO2 and plant prodictivity in the 21 st century: Can we feed
billions and preserve biological diversity? In: GARAB, G. Proceedings of the Xlth
International Congress of Photosynthesis. The Netherlands: Kluwer Academic Publishers,
1998, s. 3923-3940.

[13] KEELING, C. D, J. F. S. CHIN a T. P. WHORF. Increased activity of northern
vegetation inferred from atmospheric CO2 measurements. Nature. 1996-7-11, 382(6587),
146-149. DOI: 10.1038/382146a0. ISSN 0028-0836. Dostupné také
z: http://www.nature.com/doifinder/10.1038/382146a0

[14] SPUNDA, V., J. KALINA, O. URBAN, V.C. LUIS, 1. SIBISSE, J]. PUERTOLAS, M.
SPRTOVA a M.V. MAREK. Diurnal dynamics of photosynthetic parameters of Norway
spruce trees cultivated under ambient and elevated CO2: the reasons of midday depression in
CO2 assimilation. Plant Science. 2005, 168(5), 1371-1381. DOI
10.1016/}.plantsci.2005.02.002. ISSN 01689452. Dostupné také
z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S016894520500052X

[15] AINSWORTH, ELIZABETH A. a ALISTAIR ROGERS. The response of
photosynthesis and stomatal conductance to rising [CO 2 ]: mechanisms and environmental
interactions. Plant, Cell. 2007, 30(3), 258-270. DOI: 10.1111/j.1365-3040.2007.01641 x.
ISSN 01407791. Dostupné také z: http://doi.wiley.com/10.1111/;.1365-3040.2007.01641 x

[16] URBAN, O. Psysiological impacts of elevated CO2 concentration ranging from
molecular to whole plant responses. Photosynthetica. 2003, 41(1), 9-20. DOL:
10.1023/A:1025891825050. ISSN 03003604. Dostupné také
z: http://link springer.com/10.1023/A:1025891825050

[17] LUO, Yiql,, James REYNOLDS, Yingping WANG a David WOLFE. A search for
predictive understanding of plant responses to elevated [CO2]. Global Change Biology. 1999,
5(2), 143-156. DOI: 10.1046/1.1365-2486.1999.00215 x. ISSN 1354-1013. Dostupné také z:
http://doi.wiley.com/10.1046/j.1365-2486.1999.00215 .x

[18] GONZALEZ-MELER, M. A. a J. N. SIEDOW. Direct inhibition of mitochondrial
respiratory enzymes by elevated CO2: does it matter at the tissue or whole-plant level? Tree
Physiology. 1999, 19(4-5), 253-259. DOI: 10.1093/treephys/19.4-5.253. ISSN 0829-318x.
Dostupné také z: http://treephys.oxfordjournals.org/cgi/doi/10.1093/treephys/19.4-5.253

60


http://www.sciencemag.org/cgi/doi/10.1126/science.1171477
http://www.nature.com/doifinder/l
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S016894520500052X
http://doi.wiley.eom/10.llll/j.1365-3040.2007.01641.x
http://link.springer.eom/10.1023/A:1025891825050
http://doi.wiley.eom/10.1046/j.1365-2486.1999.00215.x
http://treephys.oxfordjournals.org/cgi/doi/10.1093/treephys/19.4-5.253

[19] DRAKE, Bert G., Miquel A. GONZALEZ-MELER a Steve P. LONG. MORE
EFFICIENT PLANTS: A Consequence of Rising Atmospheric CO 2 ? Annual Review of
Plant  Physiology and Plant Molecular Biology. 1997, 48(1), 609-639. DOI
10.1146/annurev.arplant.48.1.6009. ISSN 1040-2519. Dostupne také
z: http://www.annualreviews.org/doi/abs/10.1146/annurev.arplant.48.1.609

[20] PENUELAS, JOSEP a ROSER MATAMALA. Changes in N and S Leaf Content,
Stomatal Density and Specific Leaf Area of 14 Plant Species during the Last Three Centuries
of CO 2 Increase. Journal of Experimental Botany. 1990, 41(9), 1119-1124. DOI:
10.1093/jxb/41.9.1119. ISSN 0022-0957. Dostupné také
z http://jxb.oxfordjournals.org/lookup/doi/10.1093/jxb/41.9.1119

[21] FAOSTAT [online]. 2011 [cit. 2014-04-11].

[22] PRIHODA, Josef, Marie HRUSKOVA a Pavel SKRIVAN. Ceredlni chemie
a technologie. Vyd. 1. Praha: Vysoka Skola chemicko-technologicka v Praze, 2003, 202 s.
ISBN 80-708-0530-7.

[23] SHEWRY, P. R. The HEALTHGRAIN programme opens new opportunities for
improving wheat for nutrition and health. Nutrition Bulletin. 2009, 34(2): 225-231. DOL:
10.1111/1.1467-3010.2009.01747 x. ISSN 14719827. Dostupné také
z: http://doi.wiley.com/10.1111/;.1467-3010.2009.01747 x

[24] HORAKOVA, V. Pekaisk4 jakost odriid p3enice ozimé registrovanych v roce 2010.
In: Jakost obilovin 2010. Kromé&fiz: Agrofest fyto a.s., 2010, s. 42-44.

[25] HRUBIK, K. a F. NOVOTNY. Nové sméry v hodnoceni jakosti potravinaiské
pSenice. Obilndrské listy. 1997, 5(3), 49-52.

[26] VACULKOVA, Katefina, Ondiej JIRSA, Petr MARTINEK a Marta BALOUNOVA.
Hodnoceni kvality zrna vybranych vzorkid netradicni pSenice a bezpluchého jeCmene.
Obilnarské listy. 2010, XVIII(3), 71-77. Dostupné také z: http://www.vukrom.cz/obilnarske-
listy/pdf-ol/obil-listy-2-10.pdf

[27] KABATOVA, Nadézda, Radvana SULOVA a Pavel RYSAVY. Jednoté pracovni

postupy - Testovani odriid. Brno: Ustiedni kontrolni a zkugebni Gstav zem&dé&lsky, Narodni
referencni laborator, 2012, 1 CD-ROM. ISBN 978-80-7401-063-7

[28] CSN EN ISO 7971-3. Obiloviny - Stanoveni objemové hmotnosti zvané "hektolitrova
véaha" - Cast 3: Rutinni metoda. Brno: Ing. Jifi Hrazdil, 2009. 12 s

[29] KOVARIKOVA, Dana a Véra NETOLICKA. Vzdélavaci materidl pro predmét
technologickd priprava [online]. 2011 [cit. 2016-11-23]. Dostupné
z: http://www .spspas.cz/esf-technologicka-priprava

[30] FEIL, B. The inverse yield-protein relationship in cereals: possibilities and limitations
for genetically improving the grain protein yield. 7rends Agron. 1997, (1): 103-119.

61


http://www.annualreviews.org/doi/abs/10.1146/annurev.arplant.48.L609
http://jxb.oxfordjournals.org/lookup/doi/10
http://10.HH/j.1467-3010.2009.01747.x
http://doi.wiley.com/10
http://www.vukrom.cz/obilnarske-
http://www.spspas.cz/esf-technologicka-priprava

[31] WEEGELS, P.L., R.J. HAMER a J.D. SCHOFIELD. Functional Properties of Wheat
Glutenin. Journal of Cereal Science. 1996, 23(1): 1-17. DOI: 10.1006/j¢crs.1996.0001. ISSN
07335210. Dostupné také z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0733521096900016

[32] SHEWRY, P. R. Cereal seed storage proteins: structures, properties and role in grain
utilization. Journal of FExperimental Botany. 2002, 53(370): 947-958. DOIL:
10.1093/jexbot/53.370.947. ISSN 14602431. Dostupné také
z: http://jxb.oxfordjournals.org/lookup/doi/10.1093/jexbot/53.370.947

[33] WRIGLEY, Colin W, Ferenc BEKES a Walter BUSHUK. Gliadin and glutenin: the
unique balance of wheat quality. St. Paul, Minn.: AACC International, c2006, x, 466 p. ISBN
978-189-1127-519.

[34] OSBORNE, T. B. Vegetable proteins. London: Longsmas Green, 1924.

[35] WIESER, Herbert, Remy MANDERSCHEID, Martin ERBS a Hans-Joachim
WEIGEL. Effects of Elevated Atmospheric CO 2 Concentrations on the Quantitative Protein
Composition of Wheat Grain. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 2008, 56(15):
6531-6535. DOI: 10.1021/5£8008603. ISSN 0021-8561. Dostupné
z: http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/;f8008603

[36] GAO, Liyan, Aili WANG, Xiaohui LI, Kun DONG, Ke WANG, Rudi APPELS,
Wuyjun MA a Yueming YAN. Wheat quality related differential expressions of albumins and
globulins revealed by two-dimensional difference gel electrophoresis (2-D DIGE). Journal of
Proteomics. 2009, 73(2): 279-296. DOI: 10.1016/j.jprot.2009.09.014. ISSN 18743919.
Dostupné také z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1874391909002656

[37] GIANIBELLL, M. C., O. R. LARROQUE, F. MACRITCHIE a C. W. WRIGLEY.
Biochemical, Genetic, and Molecular Characterization of Wheat Glutenin and Its Component
Subunits. Cereal Chemistry. 2001, 78(6): 635-646. DOI: 10.1094/CCHEM.2001.78.6.635.
ISSN 0009-0352. Dostupné také
z: http://cerealchemistry.aaccnet.org/doi/abs/10.1094/CCHEM.2001.78.6.635

[38] LASZTITY, Radomir. The chemistry of cereal proteins. 2nd ed. Boca Raton: CRC
Press, 1996. ISBN 08-493-2763-6.

[39] SONG, Yihu a Qiang ZHENG. Dynamic rheological properties of wheat flour dough
and proteins. 7rends in Food Science. 2007, 18(3): 132-138. DOI: 10.1016/}.tifs.2006.11.003.
ISSN 09242244, Dostupné také
z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0924224406003451

[40] HILL, K., E. HORVATH-SZANICS, Gy. HAJOS a E. KISS. Surface and interfacial
properties of water-soluble wheat proteins. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and
Engineering Aspects. 2008, 319(1-3): 180-187. DOI: 10.1016/j.colsurfa.2007.06.047. ISSN
09277757. Dostupné také z: http://linkinghub .elsevier.com/retrieve/pii/S0927775707006693

62


http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0733521096900016
http://jxb.oxfordjournals.org/lookup/doi/10.1093/jexbot/53.370.947
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jf8008603
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1874391909002656
http://cerealchemistry.aaccnet.Org/doi/abs/10.1094/CCHEM.2001.78.6.635
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0924224406003451
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0927775707006693

[41] JIMENEZ, T. a M. A. MARTINEZ-ANAYA. Amylases and Hemicellulases in
Breadmaking. Degradation By-Products and Potential Relationship with Functionality. Food
Science. 2001, 7(1): 5-14. DOIL: 10.1106/7U5G-5AKQ-HVBQ-4XA0. ISSN 15321738.
Dostupné také z: http://fst.sagepub.com/cgi/doi/10.1106/7U5G-5AKQ-HVBQ-4XA0

[42] COURTIN, CM. a J.LA. DELCOUR. Arabinoxylans and Endoxylanases in Wheat
Flour Bread-making. Journal of Cereal Science. 2002, 35(3): 225-243. DOL:
10.1006/jcrs.2001.0433. ISSN 07335210. Dostupné také
z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0733521001904333

[43] WIESER, H. Chemistry of gluten proteins. 'ood Microbiology. 2007, 24, 115-119.

[44] WIESER, Herbert a Werner SEILMEIER. The influence of nitrogen fertilisation on
quantities and proportions of different protein types in wheat flour. Journal of the Science of
Food and Agriculture. 1998, 76(1): 49-55.

[45] GROSCH, W. a H. WIESER. Redox Reactions in Wheat Dough as Affected by
Ascorbic Acid. Journal of Cereal Science. 1999, 29(1): 1-16. DOI: 10.1006/jcrs.1998.0218.
ISSN 07335210. Dostupné také
z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0733521098902181

[46] WIESER, H. CAUVAIN, ed. by Stanley P. Bread making: improving quality. 1st
published. Boca Raton: CRC Press, 2003, s. 424-426. ISBN 1855735539.

[47] TILLEY, Katherine A., Rachel E. BENJAMIN, Katherine E. BAGOROGOZA,
B. Moses OKOT-KOTBER, Om PRAKASH a Haidoo KWEN. Tyrosine Cross-Links:
Molecular Basis of Gluten Structure and Function. Journal of Agricultural and Food
Chemistry. 2001, 49(5): 2627-2632. DOI: 10.1021/jf010113h. ISSN 0021-8561. Dostupné
také z: http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jf010113h

[48] PIBER, Michael a Peter KOEHLER. Identification of Dehydro-Ferulic Acid-Tyrosine
in Rye and Wheat: Evidence for a Covalent Cross-Link between Arabinoxylans and
Proteins. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 2005, 53(13): 5276-5284. DOI:
10.1021/;f050395b. ISSN 0021-8561. Dostupné také
z: http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/;f050395b

[49] BARAK, Sheweta, Deepak MUDGIL a B. S. KHATKAR. Biochemical and
Functional Properties of Wheat Gliadins: A Review. Critical Reviews in Food Science and
Nutrition. 2014, 55(3), 357-368. DOI: 10.1080/10408398.2012.654863. ISSN 1040-8398.
Dostupné také z: http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/10408398.2012.654863

[50] WIESER, H. Relation between gliadin structure and coeliac toxicity. Acta
Paediatrica. 1996, 85(s412): 3-9. DOI: 10.1111/;.1651-2227.1996.tb14239.x. ISSN 0803-
5253. Dostupné také z: http://doi.wiley.com/10.1111/j.1651-2227.1996.tb 14239 x

[51] DZIUBA, Marta, Dorota NALECZ, Iwona SZERSZUNOWICZ a Jacek WAGA.
Proteomic Analysis of Wheat o/A-and B-Gliadins. Czech J. Food Sci. 2014, 32(5), 437-442.
Dostupné také z: http://www.agriculturejournals.cz/publicFiles/133171.pdf

63


http://fst.sagepub.com/cgi/doi/10
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0733521001904333
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0733521098902181
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jf010113h
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jf050395b
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/10408398.2012.654863
http://doi.wiley.eom/10.llll/j.1651-2227.1996.tbl4239.x
http://www.agriculturejournals.cz/publicFiles/133171.pdf

[52] WIESER, H. a R. KIEFFER. Correlations of the Amount of Gluten Protein Types to
the Technological Properties of Wheat Flours Determined on a Micro-scale. Journal of
Cereal Science. 2001, 34(1): 19-27. DOI: 10.1006/jcrs.2000.0385. ISSN 07335210. Dostupné
také z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0733521000903850

[53] SHEWRY, P. R, B. J. MIFLIN, ELLEN J-L. LEW a D. D. KASARDA. The
Preparation and Characterization of an Aggregated Gliadin Fraction from Wheat. Journal of
Experimental Botany. 1983, 34(11): 1403-1410. DOI: 10.1093/jxb/34.11.1403. ISSN 0022-
0957. Dostupné také z: http://jxb.oxfordjournals.org/lookup/doi/10.1093/jxb/34.11.1403

[54] HUEBNER, R. F. a J. A. BIETZ. Improved chromatographic separation and
characterization of ethanol-soluble wheat proteins. Cereal chemistry. 1993, (70): 506-500.

[55] SHEWRY, P.R. a A.S. TATHAM. Disulphide Bonds in Wheat Gluten Proteins.
Journal of Cereal Science. 1997, 25(3): 207-227. DOIL: 10.1006/jcrs.1996.0100. ISSN
07335210. Dostupné také z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0733521096901009

[56] WIESER, H. a G. ZIMMERMANN. Importance of amounts and proportions of high
molecular weight subunits of glutenin for wheat quality. Furopean Food Research and
Technology. 2000-3-22, 210(5): 324-330. DOI: 10.1007/s002170050558. ISSN 1438-2377.
Dostupné také z: http://link.springer.com/10.1007/s002170050558

[57] WALTER, Dane B. Gluten: sources, composition and health effects. New York: Nova
Biomedical, c2013, s. 71-86. Food science and technology series (Nova Science Publishers).
ISBN 1626183430.

[58] KIMBALL, BRUCE A., PAUL J. PINTER, RICHARD L. GARCIA, et al
Productivity and water use of wheat under free-air CO2 enrichment. Global Change Biology.
1995, 1(6), 429-442. DOI: 10.1111/5.1365-2486.1995.tb00041 x. ISSN 1354-1013. Dostupné
také z: http://doi.wiley.com/10.1111/j.1365-2486.1995.tb00041.x

[59]HOGY, P, H. WIESER, P. KOHLER, K. SCHWADORF, J. BREUER,
J. FRANZARING, R. MUNTIFERING a A. FANGMEIER. Effects of elevated CO 2 on
grain yield and quality of wheat: results from a 3-year free-air CO 2 enrichment experiment.
Plant Biology. 2009, 11, 60-69. DOI: 10.1111/;.1438-8677.2009.00230.x. ISSN 14358603.
Dostupné také z: http://doi.wiley.com/10.1111/j.1438-8677.2009.00230.x

[60] KIMBALL, B.A., K. KOBAYASHI a M. BINDI. Responses of Agricultural Crops to
Free-Air CO2 Enrichment. Advances in Agronomy. 2002, 77, 293. DOI: 10.1016/S0065-
2113(02)77017-X. Dostupné také
z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S006521130277017X

[61] AINSWORTH, Elizabeth A. a Stephen P. LONG. What have we learned from 15
years of free-air CO2 enrichment (FACE)? A meta-analytic review of the responses of
photosynthesis, canopy properties and plant production to rising CO2. New Phytologist. 2005,
165(2), 351-372. DOIL: 10.1111/5.1469-8137.2004.01224.x. ISSN 0028646x. Dostupné také
z: http://doi.wiley.com/10.1111/;.1469-8137.2004.01224 x

64


http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0733521000903850
http://jxb.oxfordjournals.org/lookup/doi/10.1093/jxb/34.ll.1403
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0733521096901009
http://link.springer.com/10.1007/s002170050558
http://doi.wiley.eom/10.llll/j.1365-2486.1995.tb00041.x
http://doi.wiley.eom/10.l
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S006521
http://doi.wiley.com/10

[62] HOGY, Petra, Matthias KECK, Karsten NIEHAUS, Jirgen FRANZARING
a Andreas FANGMEIER. Effects of atmospheric CO2 enrichment on biomass, yield and low
molecular weight metabolites in wheat grain. Journal of Cereal Science. 2010, 52(2), 215-
220. DOI: 10.1016/}.j¢s.2010.05.009. ISSN 07335210. Dostupné také
z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0733521010001062

[63] SINCLAIR, Thomas R. Historical Changes in Harvest Index and Crop Nitrogen
Accumulation. Crop Science. 1998, 38(3), 638-. DOL
10.2135/cropsci1998.0011183X003800030002x.  ISSN  0011-183x.  Dostupné  také
z: https://www.crops.org/publications/cs/abstracts/38/3/CS0380030638

[64] BARNEIX, Atilio J. Physiology and biochemistry of source-regulated protein
accumulation in the wheat grain. Journal of Plant Physiology. 2007, 164(5), 581-590. DOLI:
10.1016/j.jplph.2006.03.009. ISSN 01761617. Dostupné také
z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0176161706001246

[65] COTRUFO, M. Francesca, Phil INESON a AndY. SCOTT. Elevated CO2 reduces the
nitrogen concentration of plant tissues. Global Change Biology. 1998, 4(1), 43-54. DOL:
10.1046/5.1365-2486.1998.00101 .x. ISSN 1354-1013. Dostupné také
z: http://doi.wiley.com/10.1046/;.1365-2486.1998.00101 .x

[66] JABLONSKI, L. M., WANG, X. a CURTIS, P. S. Plant reproduction under elevated
CO; conditions: ameta-analysis of reports on 79 crop and wild species. New Phytologist.
2002, ro€. 156, s. 9-26.

[67] LOLADZE, Irakli. Rising atmospheric CO2 and human nutrition: toward globally
imbalanced plant stoichiometry? Trends in FEcology. 2002, 17(10), 457-461. DOL
10.1016/S0169-5347(02)02587-9. ISSN 01695347. Dostupné také
z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0169534702025879

[68] HOGY, P., H. WIESER, P. KOHLER, K. SCHWADOREF, J. BREUER, M. ERBS,
S. WEBER a A. FANGMEIER. Does elevated atmospheric CO2 allow for sufficient wheat
grain quality in the future? Journal of Applied Botany and Food Quality. 2009, 82(2), 114-
121. Dostupné také z: http://pub.jki.bund.de/index.php/JABFQ/article/view/2089/2474

[69] STONE, P. J. a R. SAVIN. Grain quality and its physiological determinants.
SATORRE, Emilio H a Gustavo A SLAFER. Wheat: ecology and physiology of yield
determination. New York: Food Products Press, 1999, s. 85-120. ISBN 1560228741.

[70] ERBS, Martin, Remy MANDERSCHEID, Gisela JANSEN, Sylvia SEDDIG, Andreas
PACHOLSKI a Hans-Joachim WEIGEL. Effects of free-air CO2 enrichment and nitrogen
supply on grain quality parameters and elemental composition of wheat and barley grown in
acrop  rotation.  Agriculture,  Ecosystems. 2010, 136(1-2), 59-68. DOIL
10.1016/j.agee.2009.11.009. ISSN 01678809. Dostupné také
z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0167880909003405

65


http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0733521010001062
https://www.crops.Org/publications/cs/abstracts/38/3/CS0380030638
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/SO
http://doi.wiley.eom/10.1046/j.1365-2486.1998.00101.x
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0169534702025879
http://pub.jki.bund.de/index.php/JABFQ/article/view/2089/2474
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0167880909003405

[71] RUMBO, Martin, Fernando Gabriel CHIRDO, Sergio Alejandro GIORGIERI, Carlos
Alberto FOSSATI a Maria Cristina ANON. Preparative Fractionation of Gliadins by
Electrophoresis at pH 3.1 (A-PAGE). Journal of Agricultural and Food Chemistry. 1999,
47(8), 3243-3247. DOI. 10.1021/4f990001e. ISSN 0021-8561. Dostupné také
z: http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/;f990001e

[72] Petr, Pavel DOSTALEK a Igor HOCHEL. Metody stanoveni lepkovych bilkovin
v potravinach. Chemické listy. 2008, (102), 132-137. Dostupné také z: http://www.chemicke-
listy.cz/docs/full/2008 05 327-337.pdf

[73] LESTER, Diane R. Gluten measurement and its relationship to food toxicity for celiac
disease patients. Plant Methods. 2008, 4(1), 26-. DOI: 10.1186/1746-4811-4-26. ISSN 1746-
4811. Dostupné také z: http://www.plantmethods.com/content/4/1/26

[74] BIETZ, J.A. a D.G. SIMPSON. Electrophoresis and chromatography of wheat
proteins: available methods, and procedures for statistical evaluation of the data. Journal of
Chromatography A. 1992, 624(1-2), 53-80. DOIL 10.1016/0021-9673(92)85674-1. ISSN
00219673. Dostupné také z: http://linkinghub .elsevier.com/retrieve/pii/0021967392856741

[75] GARCA-DESCALZO, Laura, Eva GARCA-LPEZ, Alberto ALCZAR, Fernando
BAQUERO a Cristina CI. Gel Electrophoresis of Proteins. Gel Electrophoresis - Principles
and Basics. InTech, 2012. DOI: 10.5772/37514. ISBN 978-953-51-0458-2. Dostupné také
z: http://www.intechopen.com/books/gel-electrophoresis-principles-and-basics/gel-
electrophoresis-of-proteins

[76] OTLES, Semih. Handbook of food analysis instruments. Boca Raton, FL: CRC Press,
c2009, xv, 525 p. ISBN 14-200-4566-0.

[77] SIPAL, Zdenek. Biochemie: Celostdt.vysokoSkol.uceb.pro
stud.pedag.a prirodovéd. fak.stud.oboru 76-12-8 ucitelstvi vieobecnévzdélavacich predmeétii.
l.vyd. Praha: SPN, 1992, 479 s. Ucebnice pro vysoké Skoly (Statni pedagogické
nakladatelstvi). ISBN 80-042-1736-2.

[78] MENTER, Paul. Acrylamide polymerization-a practical approach. In: Electrophoresis
[online]. [cit. 2016-02-07]. Dostupné z: http://www .bio-
rad.com/LifeScience/pdf/Bulletin_1156.pdf

[79] LAFIANDRA, Domenico a Donald D. KASARDA. One- and two-dimensional
polyacrylamide gel electrophoresis in a single gel: separation of wheat proteins. Cereal

Chemistry. 1985, 62(5), 314-319. Dostupne také
z: http://www.aaccnet.org/publications/cc/backissues/1985/Documents/chem62 314 .pdf

[80] WRIGLEY, C. W. Identification of Cereal Varieties by Gel Electrophoresis of the
Grain Proteins. Seed analysis. S.1.: Springer-Verlag Berlin An, 2013, s. 17. DOL
10.1007/978-3-662-01639-8 2. ISBN 9783662016411. Dostupné také
z: http://link springer.com/10.1007/978-3-662-01639-8 2

66


http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jf990001e
http://www.chemicke-
http://listy.cz/docs/full/2008_05_327-337.pdf
http://www.plantmethods.eom/content/4/l/26
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/002196739285674I
http://www.intechopen.com/books/gel-electrophoresis-principles-and-basics/gel-
http://www.bio-
http://rad.com/LifeScience/pdf/Bulletin_l
http://www.aaccnet.org/publications/cc%5eackissues/1985/Documents/chem62_314.pdf
http://link.springer.com/10.1007/978-3-662-01639-8_2

[81] SMITH, B. J. Acetic Acid-Urea Polyacrylamide Gel Electrophoresis of Proteins.
Proteins. New Jersey: Humana Press, 1984-11-7, , 63. DOI: 10.1385/0-89603-062-8:63.
ISBN 0-89603-062-8. Dostupné také z: http://link.springer.com/10.1385/0-89603-062-8:63

[82] Acetic Acid-Urea Polyacrylamide Gel Electrophoresis. In: Molecular Techniques and
Methods [online]. 2001 [cit. 2016-01-28]. Dostupné
z: http://www.molecularinfo.com/MTM/G/G1/G1-3.html

[83] KULP, Karel a Joseph G PONTE. Handbook of cereal science and technology. 2nd
ed., rev. and expanded. New York: Marcel Dekker, 2000, ix, 790 p. Food science and
technology (Marcel Dekker, Inc.), v. 99. ISBN 08-247-8294-1.

[84] WRIGLEY, Colin W. Identification of food-grain varieties. St. Paul, Minn.: American
Association of Cereal Chemists, ¢c1995, v, 283 p. ISBN 09-132-5085-6.

[85] MOREL, M. H. Acid-Polyacrylamide Gel Electrophoresis of Wheat Glutenins:
A New Tool for the Separation of High and Low Molecular Weight Subunits. Cereal
Chemistry. 1994, 71(3), 238-242. Dostupne také
z: http://www.aaccnet.org/publications/cc/backissues/1994/Documents/71 238 pdf

[86] BIETZ,J. A. a S. J. WALL. Wheat Gluten Subunits: Molecular Weights Determined
by Sodium Dodecyl Sulfate- Polyacrylamide Gel Electrophoresis. Cereal Chemistry. 1972,
49(4), 416-4209. Dostupné také
z: http://www.aaccnet.org/publications/cc/backissues/1972/Documents/chem49 416.pdf

[87] PAYNE, P. I, K. G. CORFIELD a J. A. BLACKMAN. Identification of a high-
molecular-weight subunit of glutenin whose presence correlates with bread-making quality in
wheats of related pedigree. Theoretical and Applied Genetics. 1979, 55(3-4), 153-159. DOL:
10.1007/BF00295442. ISSN 0040-5752. Dostupné také
z: http://link springer.com/10.1007/BF00295442

[88] BEAN, S.R a G.L LOOKHART. Electrophoresis of cereal storage proteins. Journal of
Chromatography A. 2000, 881(1-2), 23-36. DOI: 10.1016/S0021-9673(99)01270-4. ISSN
00219673. Dostupné také z: http://linkinghub .elsevier.com/retrieve/pii/S0021967399012704

[89] RIGHETTI, Pier Giorgio. Isoelectric focusing theory, methodology, and applications.
1st ed. Amsterdam: Elsevier Biomedical Press, 1983. ISBN 978-008-0858-807.

[90] O'FARRELL. High resolution two-dimensional electrophoresis of proteins. Journal of
biological chemistry. 1975, 250(10), 4007-4021. Dostupné také
z: http://www jbc.org/content/250/10/4007 full. pdf+html

[91] LASZTITY, Radomir a F BEKES. Proceedings of the 3rd International Workshop on
Gluten Proteins, Budapest, Hungary, May 9-12, 1987. Teaneck, NJ, USA: World Scientific,
c1987, xvi, 618 p. ISBN 99-715-0493-6.

[92] MICKOVA, B., P. RAUCH a L. FUKAL. Moznosti imunochemického stanoveni
organokovovych a karbamatovych pesticidi. Chemické listy. 2004, (98), 970-980. Dostupné
také z: http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2004 11 02.pdf

67


http://link.springer.eom/10.1385/0-89603-062-8:63
http://www.molecularinfo.eom/MTM/G/Gl/Gl-3.html
http://www.aaccnet.org/publications/cc%5eackissues/1994/Documents/71_238.pdf
http://www.aaccnet.org/publications/cc%5eackissues/1972/Documents/chem49_416.pdf
http://link.springer.com/10.1007/BF00295442
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021967399012704
http://www.jbc.org/content/250/10/4007.full.pdf+html
http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2004_ll_02.pdf

[93] CICLITIRA, P J, H J ELLIS a N L FAGG. Evaluation of a gluten free product
containing wheat gliadin in patients with coeliac disease. BM.J. 1984, 289(6437), 83-83. DOI:
10.1136/bm;j.289.6437.83. ISSN 0959-8138. Dostupné také
z: http://www.bmj.com/cgi/doi/10.1136/bmj.289.6437.83

[94] TRONCONE, Riccardo, Mario VITALE, Anna DONATIELLO, Evelina FARRIS,
Guido ROSSI a Salvatore AURICCHIO. A sandwich enzyme immunoassay for wheat
gliadin. Journal of Immunological Methods. 1986, 92(1), 21-23. DOI 10.1016/0022-
1759(86)90498-9. ISSN 00221759. Dostupné také
z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0022175986904989

[95] Pozoruhodny experiment simuluje rostlinam budouci klima. Akademie véd Ceské
republiky [online]. 2013 [cit. 2016-02-08]. Dostupné z: http://www.cas.cz/sd/novinky/hlavni-
stranka/130709-pozoruhodny-experiment-simuluje-rostlinam-budouci-klima.html

[96] POLISENSKA, Ivana, Lenka NEDOMOVA a Stanislav CUPAK. Charakterizace
genotypii ovsa s vyuzitim elektroforézy aveninit v polyakrylamidovém gelu (A-PAGE):
[metodika]. Krométiz: Agrotest fyto, 2010, 12 s. ISBN 978-80-904594-2-7.

[97] HAMRIKOVA, Dominika. Viiv zvysené koncentrace oxidu uhlicitétho na obsah
proteinii gliadinové frakce u ozimé pSenice. Brno, 2015. Diplomova prace. Vysoké uceni
technické v Brné€, Fakulta chemicka.

[98] WROBLEWITZ, Stefanie, Liane HUTHER, Remy MANDERSCHEID, Hans-
Joachim WEIGEL, Hermann WATZIG a Sven DANICKE. Effect of Rising Atmospheric
Carbon Dioxide Concentration on the Protein Composition of Cereal Grain. Journal of
Agricultural and Food Chemistry. 2014, 62(28), 6616-6625. DOI: 10.1021/j£501958a. ISSN
0021-8561. Dostupné takeé z: http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/;f501958a

[99] OZTURK, A. a F. AYDIN. Effect of Water Stress at Various Growth Stages on Some
Quality Characteristics of Winter Wheat. Journal of Agronomy and Crop Science. 2004,
190(2), 93-99. DOI: 10.1046/5.1439-037X.2003.00080.x. ISSN 0931-2250. Dostupné také
z: http://doi.wiley.com/10.1046/;.1439-037X.2003.00080.x

[100] ZHANG, Yu-feng, Xiu-wen HUANG, Li-li WANG, Liu WEL Zhi-hui WU, Ming-
shan YOU a Bao-yun LI. Proteomic Analysis of Wheat Seed in Response to Drought Stress.
Journal of Integrative Agriculture. 2014, 13(5), 919-925. DOI 10.1016/S2095-
3119(13)60601-2. ISSN 20953119. Dostupné také
z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2095311913606012

[101] YANG, Fen, Anders D. JORGENSEN, Huawei LI et al. Implications of high-
temperature events and water deficits on protein profiles in wheat (Triticum aestivum L. cv.
Vinjett) grain. PROTEOMICS. 2011, 11(9), 1684-1695. DOI: 10.1002/pmic.201000654.
ISSN 16159853. Dostupné také z: http://doi.wiley.com/10.1002/pmic.201000654

68


http://www.bmj.com/cgi/doi/10
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0022175986904989
http://www.cas.cz/sd/novinky/hlavni-
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jf501958a
http://doi.wiley.eom/10.1046/j.1439-037X.2003.00080.x
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S20953
http://doi.wiley.com/10.1002/pmic.201000654

[102] YAO, Xiaoqin, Jianzhou CHU, Xueli HE a Chao SI. Grain yield, starch, protein, and
nutritional element concentrations of winter wheat exposed to enhanced UV-B during
different growth stages. Journal of Cereal Science. 2014, 60(1), 31-36. DOL
10.1016/} j¢s.2014.01.012. ISSN 07335210. Dostupné také
z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S073352101400024 1

[103] ZU, Yanqun, Yuan LI, Jianjun CHEN a Haiyan CHEN. Intraspecific responses in
grain quality of 10 wheat cultivars to enhanced UV-B radiation under field conditions.
Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology. 2004, 74(2-3), 95-100. DOI
10.1016/} jphotobiol.2004.01.006. ISSN 10111344. Dostupné také
z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1011134404000235

[104] LIZANA, X. Carolina, Susan HESS a Daniel F. CALDERINI. Crop phenology
modifies wheat responses to increased UV-B radiation. Agricultural and Forest Meteorology.
2009, 149(11), 1964-1974. DOI. 10.1016/j.agrformet.2009.07.003. ISSN 01681923.
Dostupné také z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168192309001683

[105] HOGY, P., M. BRUNNBAUER, P. KOEHLER, K. SCHWADORF, J. BREUER, J.
FRANZARING, D. ZHUNUSBAYEVA a A. FANGMEIER. Grain quality characteristics of
spring wheat (Triticum aestivum) as affected by free-air CO2 enrichment. Environmental and
Experimental Botany. 2013, 88, 11-18. DOI: 10.1016/j.envexpbot.2011.12.007. ISSN
00988472. Dostupné také z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0098847211003145

69


http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0733521014000241
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S101
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168192309001683
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S009884721

8 SEZNAM ZKRATEK

A-PAGE
ELISA
FACE
HMW
HPLC
LMW
LRM
MALDI
MS

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

free air CO, enrichment

high molekular weight

high-performance liquid chromatography
low molekular weight

laboratorni referen¢ni metoda

matrix assisted laser desorption ionization
mass spectrometry

near infrared spectrometry

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

sodium dodecyl sulfate

N,N,N’ N’-tetramethylethylendiamin

time of flight detektor

fosfat-triosafosfat-fosfoglycerat-translokator



