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A B S T R A K T 

V této práci byl studován vliv zvýšené koncentrace oxidu uhličitého, dusíkatého hnojení, 
sucha a UV záření na obsah proteinů gluteninové a gliadinové frakce pšeničného lepku. 
Ozimá pšenice odrůdy Bohemia byla kultivována za podmínek normální (AC; 400 umol 
COi.mol"1) a zvýšené (EC; 700 umol C02.mol"1) koncentrace CO2. Polovina vzorků byla 
hnojena dávkou 200 kg N.ha"1 (N+, N-) a dalšími sledovanými environmentálními faktory 
bylo vyloučení UV záření u poloviny komor (UV-, UV+) a manipulace přirozených srážek 
(DRY, WET). Gliadinová frakce lepku byla separována metodou A-PAGE, gluteninová 
frakce metodou SDS-PAGE. Proteiny byly kvantifikovány počítačovou denzitometrií. 
Dusíkaté hnojení významně zvýšilo obsah proteinů gliadinové a gluteninové frakce lepku. 
V menší míře se projevil vliv sucha, které významně snížilo koncentraci některých subfrakcí 
gliadinů, naopak významný pokles množství proteinů vlivem sucha byl pozorován u HMW 
gluteninových podjednotek. Vyloučení UV záření způsobilo významné snížení obsahu 
proteinů několika subfrakcí gliadinových a gluteninoých podjednotek. Vliv zvýšené 
koncentrace CO2 se projevil pouze v malé míře významným zvýšením koncentrace proteinů 
gluteninových subrakcí HMW 1 a 2. Naopak významné snížení množství proteinů vlivem 
zvýšené koncentrace CO2 bylo pozorováno u gliadinových subfrakcí co-5 1 a J3 1. 

A B S T R A C T 

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 CO2 concentration (AC; 400 umol CO^mol"1) and elevated CO2 
concentration (EC; 700 umol CO2 mol"1). Half of the samples was fertilized 
with 200 kg N.ha"1 (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. CO2 enrichment caused significant 
increase of glutenin subfractions HMW 1 and 2, while gliadin subfractions co-5 1 and P 1 
were significantly decreased by elevated CO2 concentration. 

KLÍČOVÁ SLOVA 

pšenice, zvýšená koncentrace CO2, lepek, gliadiny, gluteniny 

KEYWORDS 

wheat, elevated CO2 concentration, gluten, gliadins, glutenins 
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1 ÚVOD 

Jedna z nej důležitějších globálních změn způsobených lidskou činností je rychlý nárůst 
koncentrace oxidu uhličitého v atmosféře. Koncentrace oxidu uhličitého vzrostla od počátku 
průmyslové revoluce nejméně o 35 % a stále stoupá. 

Protože oxid uhličitý je substrátem fotosyntézy, jakákoli změna v jeho vzdušné koncentraci 
má vliv na růst rostlin. Jelikož zvýšená koncentrace CO2 stimuluje fotosyntézu a růst rostlin, 
můžeme v budoucnu očekávat vyšší výnosy zemědělských plodin. Předpokládá se, že 
stimulace fotosyntézy povede ke zvýšené produkci sacharidů oproti bílkovinám, což bude mít 
negativní dopad na výživovou kvalitu potravin. 

Jednou z nejvýznamnějších zemědělských plodin na světě je pšenice. Obsah hrubé 
bílkoviny v pšeničném zrnu je hlavním kritériem výživové hodnoty a pekařských vlastností 
mouky. Dusíkatá výživa by měla silně interagovat se zvýšenou koncentrací CO2 a dohromady 
tak výrazně ovlivňovat metabolismus rostliny a kvalitu zrna. Podle některých hypotéz 
zvýšená koncentrace CO2 snižuje obsah dusíkatých látek v pšeničném zrnu bez ohledu na 
množství dusíkaté výživy, avšak mechanismus tohoto procesu nebyl doposud zcela objasněn. 

Nej důležitějšími pšeničnými proteiny jsou lepkové proteiny. Lepek tvoří ve vodě 
nerozpustnou elastickou složku těsta a je tvořen dvěma frakcemi proteinů, monomerními 
gliadiny a polymerními gluteniny. Obsah lepkových proteinů ovlivňuje objem pečiva. Obě 
frakce lepku významně ovlivňují reologické vlastnosti těsta a jejich správný poměr určuje 
viskoelastické vlastnosti a pekařskou kvalitu konečného produktu. 

Navzdory velkému důrazu kladenému na kvalitu pšenice pěstované pro potravinářské 
účely máme stále nedostatek informací o vlivu zvýšené koncentrace CO2 na důležité 
parametry kvality pšeničného zrna. Práce zabývající se vlivem zvýšené koncentrace CO2 na 
kvalitu pšeničného zrna často přinášejí protichůdná zjištění. 

Cílem této práce bylo sledovat vliv zvýšené koncentrace oxidu uhličitého, dusíkatého 
hnojení, sucha a UV záření na obsah proteinů gluteninové a gliadinové frakce lepku u ozimé 
pšenice odrůdy Bohemia. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Globální klimatická změna 

Klima Země se neustále mění, což je důsledek působení kontinentálních pohybů, změn 
kvality a množství slunečního záření, parametrů oběžné dráhy Země, sopečné činnosti, 
dopadu meteoritů a komet, rozrůstání a zmenšování ledovců, změn v cirkulaci a složení 
oceánů a atmosféry a konečně změn ekosystémů. 

Přibližně od počátku 20. století lze přitom pozorovat dlouhodobou odchylku klimatických 
parametrů Země od průměrů a trendů, které panovaly na Zemi předtím. Tato dlouhodobá 
odchylka se nazývá globální klimatická změna [1] a její nej pravděpodobnější příčinou je 
uvolňování velkého množství skleníkových plynů. Rychlost tohoto uvolňování je přitom 
několikanásobně větší než přirozené změny za období nejméně 20 000 let [2], 

Mezi skleníkové plyny s přímou vazbou na lidskou činnost patří oxid uhličitý, jenž je do 
ovzduší uvolňován spalovacími procesy, methan, který produkují hospodářská zvířata, oxidy 
dusíku, vznikající ve spalovacích motorech a při různých průmyslových výrobách, freony, 
které jsou do atmosféry uvolňovány z různých chladicích zařízení, a nakonec vodní pára. 
Společným znakem skleníkových plynů je jejich výrazný účinek na radiační bilanci Země, 
protože jsou propustné pro krátkovlnnou složku dopadajícího slunečního záření, ale daleko 
méně propustné pro dlouhovlnnou složku emitovanou zemským povrchem [3]. V důsledku 
toho přestala být zářivá bilance Země vyrovnaná a přízemní vrstvy ovzduší, pevniny a oceány 
se postupně ohřívají. Největší vliv na oteplování má oxid uhličitý (asi 47 %), methan (27 %) 
a freony (10%) [4]. 

Důsledky účinků skleníkových plynů na radiační bilanci atmosféry ale nelze jednoduše 
spojovat s bezprostředními změnami klimatu, protože v důsledku existence rozsáhlých 
tepelných rezervoárů v podobě oceánů dochází k významnému zpoždění reakce klimatu 
a zpětnovazebně mechanismy působící mezi atmosférou, oceány a biosférou mohou výrazně 
měnit rychlost produkce nebo odbourávání skleníkových plynů v ovzduší. 

To, že globální klimatická změna je především důsledkem lidské činnosti, dokládá řada 
literárních údajů. Za posledních 1000 let byla koncentrace CO2 v ovzduší poměrně stabilní 
a pohybovala se v rozmezí hodnot od 270 až 290 umol.mol" [5]. Etheridge a kol. [6] 
analyzovali vzorky vzduchu odebrané z ledovců LawDome ve východní Antarktidě 
dokumentující uplynulých 1000 let. Z jejich výzkumu jasně vyplývá, že k prudkému vzrůstu 
koncentrace CO2 došlo počátkem 19. století v souladu s počátky rozvoje průmyslu. Změny 
koncentrace CO2 v uplynulých 500 letech hodnotili také Wahlen a kol. [7]. Vzorky postihující 
období od roku 1530 do roku 1940 byly odebrány v oblasti středního Grónska. Podle jejich 
měření nastává vzestup koncentrace CO2 ještě před obdobím, kdy se ve větší míře začala 
spalovat fosilní paliva, což vysvětlují změnou ve využívání půdy (odlesňovaní a přeměna 
zemědělsky využívané plochy). 

Zatímco v polovině 18. století činila koncentrace CO2 v ovzduší 270-280 umol.mol" (tedy 
270-280 ppm), koncentrace v současné době se pohybuje okolo 390 umol.mol" (údaje za rok 
2010). Výrazně se rovněž zvyšuje i meziroční nárůst koncentrace CO2 v atmosféře. Zatímco 
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v období 1970-1979 činil tento nárůst 1,3 umol.mol"1 vletech 2000-2006 to bylo 
1,9 umol.mol" . [8; 9]. Tyto údaje potvrzují i analýzy vzorků z arktických ledů, izotopová 
analýza letokruhů, měření obsahu CO2 v atmosféře na různých místech Země a stejně tak 
i modelové studie založené na výpočtech spotřeby fosilních paliv. Hönisch a kol. [10] uvádějí, 
že současná koncentrace CO2 je nej vyšší za posledních 2,1 milionu let. 

Zdá se, že v uplynulých 150 000 letech byly změny klimatu a koncentrace CO2 velmi těsně 
spojeny [11]. Konec doby ledověje spojen se zvýšením koncentrace C02, například přechod 
z doby ledové do doby meziledové byl doprovázen zvýšením koncentrace CO2 přibližně 
o 30 %. Tento nárůst koncentrace CC^je přičítán uvolnění několika set gigatun uhlíku z moře 
do atmosféry. Naopak již několik tisíc let před nástupem doby ledové lze pozorovat pokles 
koncentrace CO2. Popsané změny souvisí pravděpodobně se změnami biologické 
produktivity, alkality a cirkulace oceánů, se změnami stupně pokrytí ledovci a s ukládáním 
CaCCh do korálových útesů. Změny koncentrace CO2 v atmosféře tedy nepředstavují jev, 
který by se v historii Země již neobjevil, ale neobvyklá je rychlost těchto změn v posledních 
letech. Největším problémem je, že emise CO2 do atmosféry stále pokračují v důsledku 
spotřeby fosilních paliv, rozsáhlého odlesňovaní v tropických oblastech a změn ve využívání 
půdy. 

Změny koncentrace CO2 jsou provázeny nejen zvyšováním koncentrace skleníkových 
plynů, ale i zvýšenou depozicí dusíku na souši i v mořích. Zdrojem tohoto dusíku jsou hnojiva 
používaná v zemědělství a různé produkty spalování pocházející například z automobilové 
dopravy. Tato depozice kolísá na jednotlivých místech planety od minima kolem 10 kg N na 
hektar až po neuvěřitelných 150 kg N na hektar za rok [12]. Díky zvýšené depozici C i N, 
jejichž metabolismus spolu v rostlině velmi těsně souvisí, lze očekávat v rozvinutých zemích 
vzestup produktivity a výnosů o 15 až 20%. Tyto změny však mohou mít za následek 
například pokles druhové diverzity v přirozených ekosystémech. 

Z přesných a systematických měření koncentrace CO2, která se provádějí od roku 1958 na 
lokalitě Mauna Loa na Havajských ostrovech, je patrný systematický růst koncentrace CO2 
v uplynulých 40 letech i pravidelné sezónní kolísání v průběhu roku [11]. K poklesu dochází 
s rozvojem jarní vegetace na severní polokouli a naopak vzrůst koncentrace CO2 souvisí 
s nástupem podzimu na severní polokouli, kdy většina vegetace přestává být fotosynteticky 
aktivní a dochází k uvolnění velkého množství CO2 do ovzduší. Amplituda tohoto ročního 
cyklu se každým rokem zvyšuje. Vliv na kolísání koncentrace CO2 v průběhu roku má 
například sezónní kolísání spalování fosilních paliv, sezónní kolísání depozice dusíku 
pocházejícího z fosilních paliv, protože dusík vykazuje pozitivní vliv na rostlinnou produkci 
a tím i na spotřebu CO2, sezónní kolísání spalování tropických lesů nebo změny v délce 
vegetace ve větších zeměpisných šířkách. Zvyšující se amplitudu ročního kolísání CO2 
ovlivňuje i zvyšující se teplota atmosféry. Keeling a kol. [13] prokázali, že roční amplituda se 
zvyšuje o 19 % ± 4 % s každým zvýšením teploty o 1 °C. Je však nutné si uvědomit, že při 
hodnocení koncentrace CO2 v delších časových intervalech j sou sezónní kolísání v průběhu 
roku i lokální rozdíly v oblastech různých zeměpisných šířek zanedbatelné. 
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2.2 Vliv zvýšené koncentrace C 0 2 na rostliny 

Oxid uhličitý má dva přímé fyziologické účinky na fotosyntézu. (1) V procesu 
označovaném jako karbamylace aktivují molekuly CO2 primární enzym Calvinova cyklu 
ribulosa-l,5-bisfosfátkarboxylasu/oxygenasu (Rubisco). Nejprve dochází k navázání jedné 
molekuly CO2 na molekulu inaktivního enzymu (pomalá reverzibilní reakce) a následně 
k navázání kationtu Mg (rychlá nevratná reakce) za vzniku aktivovaného komplexu. Tento 
proces je katalyzován Rubisco-aktivasou. (2) Molekuly CO2 jsou vstupním substrátem 
karboxylace. V prvním kroku této enzymatické reakce s primárním akceptorem RuBP 
(ribulosa-l,5-bisfosfátem) dochází k navázání molekuly CO2 na aktivní místo enzymu 
Rubisco zpřístupněné karbamylací a vzniká komplex RubiscOgktXC^. Tento komplex ve 
druhém kroku reaguje s molekulou RuBP. Poté následuje syntéza triosafosfátů, primárních 
produktů Calvinova cyklu. Oxid uhličitý je tedy aktivátorem i substrátem fotosyntézy, ale 
kromě toho má vliv na procesy fotorespirace, dýchání a na vodivost průduchů [3], 

2.3 Vliv zvýšené koncentrace C 0 2 na fotosyntézu 

Při krátkodobém působení zvýšené koncentrace CO2 dochází k průkaznému zvýšení 
rychlosti asimilace u C3-rostlin [3]. Současná koncentrace CO2 v atmosféře totiž není 
schopna plně saturovat karboxylační aktivitu Rubisco. Zvýšením poměru mezi koncentracemi 
CO2 a O2 se zvýší pravděpodobnost navázání molekuly CO2 na aktivní místo enzymu 
Rubisco, čímž dojde k upřednostnění karboxylační aktivity enzymu před aktivitou 
oxygenázovou a v důsledku toho ke zvýšení rychlosti fotosyntézy. 

K navýšení rychlosti asimilace CO2 dochází při intenzitě slunečního záření vyšší než 
2 1 

250 umol.m" .s" [3]. Při nižších intenzitách světla je limitujícím faktorem fotosyntézy 
množství dopadajících fotonů a vliv zvýšené koncentrace CO2 se na úrovni rychlosti asimilace 
neprojeví [14]. Zvýšená hodnota poměru asimilace/fotorespirace má za následek také 
navýšení fotochemické efektivity asimilace. 

Odezva rostlin dlouhodobě vystavených zvýšené koncentraci CO2 se může značně lišit. 
Obecně lze říci, že stimulační efekt zvýšené koncentrace CO2 klesá s délkou působení 
zvýšené koncentrace CO2, což lze pozorovat zejména při nedostatečné minerální výživě 
rostlin. Stav, kdy asimilační kapacita rostliny kultivované při zvýšené koncentraci CO2 je 
nižší v porovnání s rostlinami kultivovanými v podmínkách přirozené koncentrace CO2 se 
nazývá aklimační deprese fotosyntézy. Míra poklesu asimilační kapacity při aklimační depresi 
se u různých druhů rostlin liší a pohybuje se v rozmezí 30 až 60 % původních hodnot 
asimilační kapacity [15]. V literatuře j e možné nalézt několik hypotéz vysvětlujících příčiny 
nástupu aklimační deprese fotosyntézy [15, 16]: 

a) Redistribuce nebo snížení koncentrace anorganického fosfátu. V důsledku zvýšené 
rychlosti fotosyntézy dochází ke zvýšené akumulaci fosforylovaných meziproduktů 
Calvinova cyklu a následné redistribuci anorganického fosfátu (PÍ) mezi vnitřním prostorem 
chloroplastů a cytosolem. Snížené množství P Í limituje syntézu adenosintrifosfátu (ATP) 
nezbytného pro regeneraci primárního akceptoru CO2 RuBP a dokončení Calvinova cyklu. 
Kromě této zpětnovazebně limitace spotřebou triosafosfátů může snížené množství P Í a ATP 
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vést ke zpětnovazebně limitaci aktivity enzymu aktivasy Rubisco, jehož omezená funkčnost 
způsobuje pomalejší aktivaci enzymu Rubisco. 

b) Snížení obsahu či aktivity enzymu Rubisco. U mnoha rostlinných druhů byl 
zaznamenán pokles rychlosti asimilace C 0 2 jako důsledek poklesu karboxylační aktivity 
enzymu Rubisco [3]. Pokles množství enzymu Rubisco i jeho aktivity in vitro u rostlin 
dlouhodobě pěstovaných při zvýšené koncentraci CO2 dokládá řada experimentálních prací. 
Aktivita enzymu Rubisco může být snížena právě v důsledku lokálního nedostatku P Í a tím 
snížené aktivity Rubisco-aktivasy, jak bylo popsáno výše. Další mechanismus deaktivace 
tohoto enzymu představuje potlačení jeho genové exprese, na čemž se nejvíce podílejí 
nestrukturní sacharidy, například glukosa a sacharosa. Třetím typem mechanismu je potlačení 
genové exprese enzymu karbonátdehydratasy, který katalyzuje ustavení rovnováhy mezi CO2 
a HCO3" ve stromatu chloroplastů, čímž napomáhá difúzi CO2 z intercelulárního prostoru listů 
k místům aktivního působení Rubisco v chloroplastech. Pokles aktivity tohoto enzymu tak 
může nepřímo způsobit i pokles aktivity enzymu Rubisco jeho nedostatečnou karbamylací. 

c) Mechanické poškození tylakoidů v důsledku nadměrné akumulace škrobu. Transport 
asimilátů (glyceraldehyd-3-fosfátu a dihydroxyacetonfosfátu) z chloroplastu do cytosolu 
zajišťuje translokátor fosfátu fosfát-triosafosfát-fosfoglycerát-translokátor (TPT). Protože 
TPT pracuje jako striktní antiport s PO43", může při nedostatku fosforu docházet 
k nadměrnému hromadění škrobu ve stromatu chloroplastů a následnému poškození 
tylakoidních membrán. Tento typ aklimační deprese je však řadou autorů považován za 
extrémní. 

d) Inhibování transkripce genů. Při kultivaci rostlin ve zvýšené koncentraci CO2 může 
zvýšený obsah volných sacharidů způsobovat snížení genové exprese enzymů nezbytných pro 
jejich syntézu (Rubisco, karbonátdehydratasa). Genová exprese enzymů pro zužitkování 
sacharidů je v takovém případě naopak stimulována a dochází například k nárůstu počtu genů 
kódujících ADP-glukosapyrofosforylasu, enzym katalyzující biosyntézu škrobu. 

e) Úroveň minerální výživy, efekt dusíku. Rada experimentů dokládá, že nedostatek dusíku 
prohlubuje aklimační depresi fotosyntézy a stres vyvolaný nedostatečnou minerální výživou 
může zcela potlačit pozitivní účinek zvýšené koncentrace CO2. U rostlin pěstovaných při 
zvýšené koncentraci CO2 dochází ke snížení obsahu dusíku v pletivech listů. V některých 
případech můžeme pozorovat tzv. zřeď ovací efekt, kdy je sice zachováno stejné množství 
dusíku, ale připadá na vyšší množství biomasy. Snížený obsah dusíku negativně ovlivňuje 
aktivitu všech fotosyntetických enzymů, převážně enzymu Rubisco, který obsahuje 25-50 % 
listového dusíku. V neposlední řadě může nedostatek dusíku v listech způsobovat i snížení 
syntézy chlorofylů. 

f) Změny ve struktuře světlosběrných komplexů. Dlouhodobé působení zvýšené 
koncentrace CO2 na rostliny může způsobovat pokles obsahu fotosyntetických aktivních 
pigmentů, tj. chlorofylů a karotenoidů, a rozpad světlosběrných pigmentoproteinových 
komplexů. Pozorované změny pravděpodobně souvisí s potlačením fotorespirace, která při 
vysoké ozářenosti a teplotě plní roli „zhášeče" nadměrných excitací, které mohou vést 
k nevratnému poškození proteinů zapojených v transportu elektronů. 
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g) Změny poměru zdroj/úložiště CO2 v rostlinách. Při kultivaci rostlin za podmínek 
zvýšené koncentrace CO2 se po určité době rychlost fotosyntézy stává závislá na schopnosti 
rostliny vytvářet nová uhlíková úložiště, což se projevuje například nárůstem listové plochy 
nebo tvorbou sekundárních letorostů. Nedostatek aktivních úložišť uhlíku vede k prohloubení 
aklimační deprese fotosyntézy. Podle obecně přijímaného modelu vývoje aklimace 
fotosyntézy na zvýšenou koncentraci CO2 je fotosyntetická kapacita řízena poměrem 
aktuálních změn biochemických a morfologických [17]. Biochemickou změnou je například 
změna fixace CO2 enzymem Rubisco nebo regenerace RuBP a triosafosfátů, mezi 
morfologické změny patří rychlost zabudovávání sacharidů do buněk, nárůst šířky listů, 
tvorba nových uhlíkových úložišť atd. Pokud převažují biochemické změny, dochází 
k aklimační depresi fotosyntézy. Převažují-li změny morfologické, dochází k dlouhodobé 
stimulaci asimilačních procesů zvýšenou koncentrací CO2 [3]. 

2.4 Vliv zvýšené koncentrace C 0 2 na fotorespiraci 

V průběhu fotorespirace dochází k uvolňování molekul CO2 a NH 3 , spotřebě ATP 
a redukčních ekvivalentů NADPH. Navzdory tomu, že fotorespirace snižuje kvantový výtěžek 
asimilačních reakcí, přestavuje významný ochranný mechanismus, kterým se rostliny chrání 
před fotoinhibičním poškozením. Zvýšená koncentrace CO2 v ovzduší zvyšuje poměr 
koncentrací CO2 a O2 v rostlině a tím i pravděpodobnost navázání molekuly CO2 na aktivní 
místo enzymu Rubisco. Potlačení oxygenázové aktivity enzymu Rubisco vede ke snížení 
fotorespirace a následnému zvýšení dostupnosti ATP a NADPH, které stimulují 
fotosyntetické procesy a zajišťují transport vlastních produktů fotosyntézy [3], 

2.5 Vliv zvýšené koncentrace C 0 2 na respiraci 

Podle některých studií způsobuje kultivace rostlin při dvojnásobné koncentraci oxidu 
uhličitého (700 umol.moľ1) potlačení mitochondriální respirace v průměru o 15-20 % [18]. 
U některých druhů obilovin byl naopak zaznamenán až 20% nárůst respirace [3]. Předpokládá 
se, že inhibici respirační ch procesů zvýšenou koncentrací CO2, způsobuje snížení aktivity 
cytochrom c-oxidasy, tj. redukce přenosu elektronů v dýchacím řetězci, nebo snížení aktivity 
enzymů na úrovni citrátového cyklu. 

Rozdílnou reakci dýchání na zvýšenou koncentraci CO2 mohou způsobovat změny obsahu 
nestrukturních sacharidů, rychlosti růstu a struktury rostlinné biomasy, změny ve složení 
biomasy, změny v přímé chemické interakci mezi CO2 a enzymy dýchacího řetězce a změny 
v přímé chemické vazbě CO2 na různé buněčné komponenty, změny v míře temnotní fixace 
CO2 a v míře biosyntézy ethylenu. 

2.6 Vliv zvýšené koncentrace C 0 2 na vodivost průduchů 

Zvýšená koncentrace CO2 vyvolává u většiny rostlin přivření průduchů. Tento jev zřejmě 
souvisí se zvýšením koncentrace CO2 v intercelulárách. Snížení vodivosti průduchů má za 
následek pokles rychlosti transpirace. Mechanismus tohoto děje zatím nebyl uspokojivě 
popsán. Jednou z možností je, že zvýšená koncentrace CO2 vede ke zvýšené akumulaci 
sacharosy v buněčných stěnách svěracích buněk, což se projeví pomalejším otevíráním 
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průduchů. Drake a kol. [19] provedli 41 pokusů s 28 druhy rostlin. Z výsledků vyvodili, že 
průměrné snížení vodivosti průduchu při dvojnásobné koncentraci CO2 je 20 %. 

Zatím nebylo prokázáno, že by docházelo k aklimaci vodivosti průduchů během 
dlouhodobé kultivace rostlin při zvýšené koncentraci CO2 [11]. V důsledku aklimace na 
zvýšenou koncentraci CO2 pravděpodobně dochází k poklesu frekvence průduchů na listech 
rostlin. Analýzou rostlin z herbářů bylo zjištěno, že frekvence průduchů v polovině 18. století 
byla o 21 % vyšší, než v současné době [20], 

2.7 Stavba a složení pšeničného zrna 

Pšenice patří mezi jednu z nej důležitějších plodin zajišťujících výživu lidstva. Z jejích 
zralých zrn se získává mouka, která slouží převážně k výrobě chleba a jiných produktů. 
V roce 2013 činila celosvětová produkce pšenice 713 milionů tun [21]. 

Pšeničné zrno je obilka svíce vnějšími vrstvami tvořenými z tkání různého původu 
a složení. Pšenice má zrna nahá, což znamená, že při mlácení zrn vypadává samotné zrno 
z obalů, které na jiných zrnech tvoří přirostlé pluchy (obr. 1) [22]. Skladba pšeničného zrna je 
znázorněna na obrázku 2. 

l e ŕ m e n 11 ves r y / c 

oloupaná pluchafá zrna 

0 I 9 
Obr. 1 Tvary a přibližné rozměry zrna nejdůležitějších obilovin [22] 
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Obr. 2 Podélný řez pšeničným zrnem se znázorněním jeho morfologických vrstev. Vrstva 
přecházející při mletí do otrub označena O, do mouky označena E, odstraňované s klíčkem K 

[22] 

Zralé vnější vrstvy pšeničného zrna, takzvané oplodí, jsou suché, bohaté na vlákninu, 
minerály a fenolické sloučeniny [22, 23]. Chrání zrno před mechanickým poškozením, 
krátkodobými účinky vody a škodlivých látek. Pod oplodím se nachází osemení, které 
obsahuje ve svých buňkách barviva určující výsledný barevný vzhled zrna. Po osemení 
následují vrstvy obsahující polysacharidické látky schopné bobtnat a vázat vodu, které 
napomáhají udržovat rovnováhu vlkosti zrna. Všechny tyto vrstvy se při mletí zrna stávají 
součástí otrub a na obr. 2 jsou označeny jako O. 

Uvnitř vnějších vrstev se nachází klíček (na obr. 2 označen jako K) a hlavní zásobní tkáň 
nazývaná endosperm (na obr. 2 označena jako E) [23, 22]. Klíček s vysokým obsahem 
bílkovin, lipidů a minerálů je před mlýnským zpracováním vždy předem odstraněn 
tzv. boušením, neboť velmi rychle podléhá oxidačním a enzymovým reakcím a zhoršoval by 
senzorickou kvalitu výrobků [22]. Sušina endospermu je tvořena ze 75 % škrobem, 10-11 % 
tvoří proteiny a 3-4 % vláknina [23]. Endosperm obsahuje pouze malé množství vitamínů 
a minerálů, výjimkou je pouze vnější vrstva endospermu, takzvaná aleuronová vrstva, která je 
bohatá na bílkoviny, vitamíny, minerály a vlákninu, avšak ta se při mletí stává součástí otrub 
a pouze 10 % z ní je obsaženo v bílé mouce používané pro pečení chleba [23], 
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Zastoupení hlavních chemických složek v jednotlivých částech zrna se značně různí, jak 
ukazuje sloupcový diagram na obr. 3, zpracovaný ze statistik FAO OSN [22]. Obsah bílkovin 
je třeba brát pouze za přibližný a průměrný, protože je silně ovlivňován odrůdou a vnějšími 
podmínkami v průběhu pěstování. 

Obr. 3 Obsah hrubých bílkovin, lipidů a minerálních látek (vyjádřeno jako popel po spálení) 
v částech pšeničného zrna na 14% vlhkost [22] 

2.8 Technologická jakost pšenice 

Technologická jakost pšenice závisí nejen na odrůdě, ale i působení vnějších podmínek 
v průběhu vegetace, sklizně a sladování. Základními parametry pro stanovení pekařské jakosti 
pšenice jsou objemová hmotnost, vaznost mouky, Zelenyho test, obsah dusíkatých látek 
v sušině, objem pečiva a číslo poklesu [24, 25]. Mezi doplňkové parametry patří tvrdost 
a alveografické stanovení. [24] 

Podle způsobu dalšího využití dělíme odrůdy pšenice na základě vybraných 
technologických parametrů na [25]: 

- pšenice pro pekárenské zpracování, vhodné pro výrobu kynutých těst 

- pšenice pečivárenské vhodné pro výrobu keksů a sušenek 

- pšenice pro speciální použití (výroba škrobu a lihu) 

- pšenice krmné. 

Kategorie pšenice pro pekárenské zpracování je dále rozdělena do následujících skupin 
podle tab. 1 [25, 26]: 

Á 

3 

bílkui in> 
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- elitní pšenice E, dříve označované jako velmi dobré, zlepšující 

- kvalitní pšenice A, dříve označovaná jako dobrá, samostatně zpracovatelná 

- chlebová pšenice B, dříve označovaná jako doplňková, zpracovatelná ve směsi. 

Tab. 1 Minimální požadavky na zařazení odrůd do skupin jakosti [26] 

Jakostní skupina E-elitní A-kvalitní B-chlebová 

Objemová výtěžnost (ml) 530 500 470 

Obsah hrubých bílkovin (%) 12,6 11,8 11,0 

Zelenyho test (ml) 49 35 21 

Číslo poklesu (s) 286 226 196 

Objemová hmotnost (g.ľ1) 790 780 760 

Vaznost mouky (%) 55,4 53,2 52,1 

Odrůdy nevyhovující svými parametry těmto třem kategoriím j sou dále rozřazeny do výše 
popsaných skupin pečivárenských a pro jiné účely (výrobě škrobu, krmné atd.). 

2.8.1 Objemová výtěžnost 

Objemová výtěžnost pečiva vyjádřená v ml pečiva na 100 g mouky se získá jako výsledek 
Rapid Mix Test pokusu a je rozhodujícím kritériem při zařazování pšenice do jakostních tříd 
E, A a B [25, 27]. Pokusné pečení probíhá za standardních podmínek při použití přesně 
definovaných postupů, receptur a zařízení. Těsto je intenzivně hněteno, následuje krátké 
odležení, strojové tvarování těsta na klonky a pečení. Nedílnou součástí pokusu je 
i senzorické hodnocení těsta a konečného výrobku[27], 

2.8.2 Obsah hrubých bílkovin 

Obsah hrubých bílkovin může být stanoven metodou blízké infračervené spektrometrie. 
Vzorky jsou měřeny v blízké infračervené spektrální oblasti 4000 až 10000 cm"1, 1 000 až 
2500 nm, s reflektanční detekcí [27]. Tato metoda s výhodou nahrazuje zdlouhavé a méně 
přesné stanovení obsahu mokrého lepku [25]. Vyhodnocení probíhá matematickými 
statistickými postupy z kalibračního modelu, který vyjadřuje míru korelace mezi výsledky 
získanými metodou NIR spektrometrie (near infrared spectrometry - blízká červená 
spektrometrie) a laboratorní referenční metodou (LRM) a pro jeho spolehlivé vytvoření je 
potřeba získat dostatečně obsáhlý soubor analyzovaných vzorků [27]. Před měřením je vzorek 
upraven mletím a homogenizací a následně je měřen v pevném stavu. Stoupající obsah hrubé 
bílkoviny působí pozitivně na chování těsta během pečení [25], 

2.8.3 Zelenyho test 

Nejen obsah bílkovin, ale především jejich viskoelastické vlastnosti ovlivňují procesy 
v těstě během kynutí. Tato zkouška je založena na schopnosti bílkovin bobtnat v kyselém 
prostředí. Je připravena suspenze ze zkoušené mouky, kyseliny mléčné a isopropanolu 
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s přídavkem barviva. Po přesně určené době protřepávání a klidu je stanoven objem 
sedimentu v ml, který charakterizuje kvalitu lepkové bílkoviny [27], 

2.8.4 Číslo poklesu 

Číslo poklesu charakterizuje aktivitu a-amylasy, která ovlivňuje stupeň poškození 
zásobních látek endospermu pšeničného zrna [25, 27]. Porostlé zrno má nízké číslo poklesu, 
neboť jeho endosperm může být poškozen jak činností vlastní a-amylasy endospermu tak 
i činností a-amylas nižších hub [25]. Nízké číslo poklesu negativně ovlivňuje pekařskou 
kvalitu mouky, což se projeví zeslabením pružnosti střídky pečiva, těsto bude lepivé, těžko 
zpracovatelné těsto a objem pečiva malý. Princip stanovení spočívá ve schopnosti vodní 
suspenze mouky rychle zmazovatět ve vodní lázni. Měří se ztekucení škrobu, ke kterému 
dochází působením a-amylasy obsažené ve vzorku. Ztekucení ovlivňuje odpor škrobového 
gelu proti viskozimetrickému míchadlu a je měřen čas v sekundách potřebný k poklesu 
míchadla o určenou vzdálenost [27], 

2.8.5 Objemová hmotnost 

Objemová hmotnost obilnin vyjádřená v g.ľ1 se získává z hmotnosti přesně definovaného 
objemu obilniny. Ke stanovení se podle normy ČSN EN ISO 7971-3 užívá ruční obilní 
zkoušeč o objemu 1/41, skládající se z násypky, plniče, odměrné nádoby, nože aběhounu 
[28]. Objemová hmotnost závisí na pěstitelských podmínkách, zdravotním stavu a odrůdě 
[25]. 

2.8.6 Vaznost mouky 

Vaznost mouky je ovlivněna obsahem bílkovin, poškozených škrobových zrn a pentosanů 
[25]. Při větším poškození škrobu mouka váže větší množství vody. Vaznost charakterizuje 
výtěžnost a stabilitu těsta [25]. Farinograficky stanovíme vaznost vody v mouce jako 
množství vody přidané k mouce potřebné pro dosažení maximální konzistence těsta [27, 29], 
Vyjádří se v procentech vody vztažených na hmotnost mouky [29], 

2.9 Pšeničné proteiny 

Koncentrace proteinů v pšeničném zrnu a jejich složení jsou hlavnímu ukazateli výživové 
hodnoty zrna a pekařské kvality mouky [30, 31, 32]. Pšeničné zrno obsahuje asi 10 až 13 % 
proteinů, které se navzájem velice liší svým složením a molekulovými hmotnostmi [33]. Na 
základě první frakci onace pšeničných proteinů provedené Osbornem v roce 1924 [34] za 
použití vody, roztoku soli a vodného roztoku 70% ethanolu dělíme pšeničné proteiny na 
albuminy rozpustné ve vodě, globulíny rozpustné ve zředěném roztoku soli, gliadiny 
rozpustné ve vodném roztoku ethanolu a v ethanolu nerozpustné gluteniny. 80 % pšeničných 
proteinů jsou gliadiny a gluteniny, souhrnně označované jako zásobní lepkové proteiny, 
zbylých 20 % tvoří albuminy a globulíny, jejichž funkce v pšeničném zrnu je převážně 
metabolická [35], 
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2.9.1 Albuminy a globulíny 

Na rozdíl od gliadinů a gluteninů, albuminy a globulíny se zabývá pouze malá část studií. 
Během růstu a zrání pšenice hrají albunimy a globulíny důležitou metabolickou roli například 
jako enzymy a inhibitory enzymů regulujících vývoj rostliny [36]. Některé globulíny 
a vysokomolekulárni albuminy mohou být disulfidickými vazbami spojeny slepkovými 
proteiny a plnit tak funkci zásobních proteinů [37]. Z výživového hlediska mají tyto proteiny 
lepší aminokyselinové složení než gliadiny a gluteniny, protože obsahují více lysinu 
a methioninu, avšak často bývají původci alergie, astma, průjmu a zvracení [36, 38]. 

Albuminy a globulíny rovněž ovlivňují zpracování a reologické vlastnosti pšeničné mouky 
[39, 40]. Například pšeničná mouka nižší pekařské kvality může být vylepšena přídavkem 
amylasy nebo xylanasy [36]. Elasticita lepku a další kritéria pekařské kvality mouky jako 
například reologické vlastnosti nebo vaznost vody mohou být vylepšeny přídavkem 
pentosanasy [41]. Endoxylanasa se v pekařském průmyslu běžně přidává do směsí pro 
přípravu těsta ke zlepšení manipulace s těstem a objemu chleba [42], 

2.9.2 Lepek 

Při vypírání těsta vodou dochází k oddělení škrobových zrn a dalších vodorozpustných 
složek od lepku, elastické, ve vodě nerozpustné složky těsta. V závislosti na preciznosti 
vypírání je sušina lepku tvořena ze 75-85 % proteiny, 5-10 % tvoří lipidy zbytek připadá na 
škrob a neškrobové sacharidy [43]. Právě lepek je zodpovědný za jedinečné pekařské 
vlastnosti mouky, jako je soudržnost a schopnost zadržovat vodu, díky své schopnosti 
vytvářet během hnětení těsta viskoelastickou síť, a proto obsah proteinů v mouce úzce 
souvisí s objemem chleba [31, 35, 43], 

Lepkové proteiny můžeme rozdělit na dvě hlavní frakce na základě jejich rozpustnosti ve 
vodném roztoku alkoholu (například 60% roztoku ethanolu) a to na monomerní rozpustné 
gliadiny a polymerní nerozpustné gluteniny [35]. Proteiny obou těchto frakcí jsou bohaté na 
glutamin a prolin a mají nízký obsah aminokyselin s nabitým postranním řetězcem. Gliadiny 
se skládají převážně z monomerních proteinů s molekulovou hmotností v rozmezí 28 000 až 
55 000 a dle primární struktury je můžeme rozdělit na 0)5-, co 1,2-, a-, |3- a y-gliadiny [35], 
Agregované proteiny spojené disulfidickými vazbami jsou základem gluteninové frakce lepku 
[43]. Gluteninové podjednotky dělíme na vysoko (HMW) a nízkomolekulární (LMW) 
s molekulovou hmotností okolo 80 000 a 33 000 [35]. Součástí gluteninové frakce lepku je 
i malé množství co-gliadinů navázaných na glutenin, které mohou být označovány jako cob-
gliadiny. 

Nej větší podíl na složení lepku mají a- a y- gliadiny a nízkomolekulární gluteniny, přičemž 
každá tato skupina proteinů tvoří asi 20-30% lepku [35]. Menší část lepku je tvořena co5-, 
co 1,2- a cob- gliadiny a vysokomolekulárními gluteniny, každá z nich tvoří přibližně 2-10% 
lepku [35]. Genotyp a hnojení mají významný vliv na množství a poměr lepkových proteinů 
v zrnu a v mouce. Podle Wiesera a Seilmeiera [44] má dusíkaté hnojení větší vliv na gliadiny 
než na gluteniny. Výsledky jejich studie ukazují, že při zvýšené dusíkaté výživě je množství 

18 



co 5- a col,2-gliadinů a vysokomolekulárni ch gluteninů zvýšeno, zatímco zastoupení y-gliadinů 
a nízkomolekulárních gluteninů je sníženo [44], 

Obě frakce lepku se významně podílejí na reologických vlastnostech těsta, avšak jejich 
funkce jsou odlišné [43]. Hydratované gliadiny jsou důležité pro viskozitu a prodloužitelnost 
těsta. Jsou charakterizovány malou elasticitou a nižší soudržností v porovnání s gluteniny 
[43]. Hydratované gluteniny j sou kohézni a elastické. Síla těsta, elasticita a tím i objem chleba 
jsou významně ovlivněny nej většími gluteninovými agregáty takzvanými gluteninovými 
makropolymery [31, 43]. Zjednodušeně řečeno lepek je vlastně dvousložkové lepidlo, 
v němž gliadiny slouží coby plastifikátor nebo rozpouštědlo pro gluteniny, a správný poměr 
obou složek určuje viskoelastické vlastnosti a pekařskou kvalitu konečného produktu [43], 

Struktura a funkčnost lepkové bílkoviny je významně ovlivněna cysteinem, ačkoli jeho 
podíl na složení lepku je pouze asi 2 % ze všech aminokyselin [45, 46]. Jeho významný vliv 
na vlastnosti lepku spočívá v tom, že většina cysteinu se nachází v oxidovaném stavu a tvoří 
disulfidické vazby buď uvnitř řetězců proteinů, nebo mezi jednotlivými řetězci proteinů. Tyto 
vazby jsou hlavními účastníky redoxních reakcí probíhajících během zrání zrna, mletí, 
přípravy těsta a pečení [46]. Během pečení chleba se vytvářejí další kovalentní vazby [43], 
Může dojít například k propojení lepkových proteinů přes vazbu tyrosin-tyrosin [47] nebo 
k navázání lepkových proteinů na arabinoxylany přes tyrosin a dehydroferulovou kyselinu 
[48]. 

Kromě kovalentních vazeb se na struktuře lepku a nakonec i samotného těsta podílejí 
i vazby nekovalentní jako například iontové vazby a slabé nevazebné interakce, ke kterým 
řadíme vodíkové můstky a hydrofobní interakce. Přítomnost vodíkových vazeb v lepku lze 
prokázat přidáním činidel štěpících tyto vazby (například močoviny) k těstu, což se projeví 
oslabením těsta [43]. Použitím těžké vody namísto běžné vody získáme naopak těsto silnější. 
Důležitost iontových vazeb v těstě můžeme demonstrovat přídavkem NaCl nebo bipolárních 
iontů jako například aminokyselin nebo dikarboxylových kyselin k těstu, čímž získáme těsto 
silnější. Hydrofobní interakce stabilizují strukturu lepku, s rostoucí teplotou dochází na rozdíl 
od ostatních vazeb ke zvýšení jejich energie a tím ke stabilizaci konečného produktu během 
pečení [43], 

2.9.2.1 Gliadiny 

Gliadiny se nacházejí převážně ve formě monomerů [35]. Gliadinová frakce lepku bývá 
obvykle dělena na základě elektroforetické mobility v polyakrylamidovém gelu (obr 4), 
katodicky při pH 3 na a- (nej vyšší mobilita), |3-, y- a co-gliadiny (nej nižší mobilita) [33, 49]. 
Díky moderním metodám jako je dvou dimenzionální elektroforéza nebo vysokoúčinná 
chromatografie na reverzní fázi lze gliadinovou grakci rozdělit na více než sto komponent. Na 
základě analýzy sekvencí aminokyselin, aminokyselinového složení a molekulové hmotnosti 
lze gliadiny rozdělit na čtyři odlišné skupiny co5-,co 1,2-, a/|3- a y-gliadiny [50], 
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Obr. 4 A-PAGE gliadinových frakcí [51] 

co-Gliadiny se z 80 % skládají z glutaminu, prolinu a fenylalaninu. Molekulová hmotnost 
co5-gliadinů se pohybuje okolo 50 000, col,2-gliadinů okolo 40 000 [43]. Frakce co-gliadinů 
obvykle neobsahuje žádný cystein, a proto se zde netvoří disulfidické můstky. Molekulové 
hmotnosti a/|3- gliadinů a y-gliadinů se pohybují v rozmezí 28 000-35 000 a obsahují méně 
prolinu a glutaminu než co-gliadiny [43]. Tyto frakce se vzájemně liší především 
aninokyselinovým složením, například obsahem tyrosinu. Na C konci řetězce se u a/|3-
gliadinů nachází šest cysteinů umožňujících vytvořit tři disulfidické můstky uvnitř řetězce 
a u y-gliadinů osm cysteinů, které se podílejí na tvorbě čtyř disulfidických můstků [45], 

Skupina a/p-gliadinů a y-gliadinů tvoří hlavní část gliadinové frakce, co-gliadiny 
nacházíme obvykle v menším množství. Celková distribuce jednotlivých skupin gliadinů je 
závislá na kultivaru pšenice a navíc je ovlivněna podmínkami kultivace, jako jsou například 
půda, klima nebo hnojení [52], 
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Zvláštní skupinou gliadinů jsou takzvané oligomerní gliadiny, nazývané též jako 
vysokomolekulárni gliadiny, agregované gliadiny nebo gluteniny rozpustné v ethanolu [53, 
54]. Obsahují různé množství cysteinu a disulfidickými můstky jsou spojeny dohromady nebo 
jsou navázány na gluteniny. Můžeme je nalézt jako součást gliadinového extraktu 
rozpustného v alkoholu i jako součást v alkoholu nerozpustné gluteninové frakce. Tvoří je 
a/p-, y-gliadiny a nízkomolekulární podjenotky gluteninů spojené disulfidickými vazbami 
a jejich molekulová hmotnost se pohybuje v rozmezí 100 000-500 000 [43], 

2.9.2.2 Gluteniny 

Pšeničné gluteniny, které patří k nej větším proteinům nacházejícím se v přírodě, tvoří 
agregované proteiny spojené disulfidickými můstky, jejichž molekulová hmotnost se 
pohybuje v rozmezí 500 000 až 10 milionů [33, 43]. Distribuce molekulových hmotností 
gluteninů v lepku je jedním z hlavních ukazatelů pekařské kvality mouky. Gluteninové 
makropolymery formují vlastnosti těsta a jejich množství v mouce (20-40 mg/g) má vliv na 
sílu těsta a objem chleba [43], 

Po redukci disulfidických vazeb získáme gluteninové podjednotky připomínající 
rozpustností ve vodném roztoku alkoholu gliadiny [43]. Hlavní složkou gluteninové frakce 
lepku jsou nízkomolekulární gluteninové podjednotky (LMW), podílející se na celkovém 
složení lepku asi 20 % [52]. Svým aminokyselinovým složením a molekulovou hmotností se 
podobají a/p- a y-gliadinům a obsahují 8 cysteinů, podílejících se na disulfidických můstcích 
uvnitř řetězce nebo spojujících nízkomolekulární gluteninové podjednotky s jinými proteiny 
lepkového komplexu [43, 45, 46]. Menší část gluteninů tvoří vysokomolekulárni gluteninové 
podjednotky (HMW), které přispívají k celkovému lepku asi 10 %. Každá odrůda pšenice má 
tři až pět vysokomolekulárních gluteninových podjednotek, které dělíme do dvou typů x (M r 

83 000-88 000) a y (M r 67 000-74 000) [43]. Názvosloví vysokomolekulárních gluteninů je 
založeno na kódující části genomu (A, B, C, D), typu (x, y) a mobilitě při gelové 
elektroforéze v polyakrylamidovém gelu za použití dodecylsulfátu sodného (obr. 5) [43], 
Řetězce vysokomolekulárních gluteninových podjednotek jsou spojeny disulfidickými 
můstky, takže se v mouce ani těstě nevyskytují jako monomery. Typ x má čtyři cysteiny, dva 
se podílejí na disulfidických vazbách uvnitř a dva na disulfidických vazbách mezi řetězci [43, 
55]. Výjimku tvoří podjednotka Dx5, která má pět cysteinů. Pátý cystein tvoří disulfidickou 
vazbu mezi řetězci [43]. Typ y má celkem 7 cysteinů. Podle Wiesera a Kieffera [52] ovlivňuje 
vlastnosti těsta typ x výrazněji než typ y. Zvláště důležitá pro vlastnosti těsta a objem chleba 
je podjednotka Dx5, která má cystein navíc, a podjednotka Bx7, která se vyskytuje 
v nej větším množství [56], 
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2.10 Vliv zvýšené koncentrace C 0 2 na pšeničné proteiny 

V dřívějších letech bylo díky ročním i víceletým experimentům s použitím systému FACE 
(Free Air CO2 Enrichment, volně přeloženo obohacení volného vzduchu oxidem uhličitým) 
prokázáno, že u C3 rostlin, mezi které patří i pšenice, má zvýšená koncentrace CO2 při 
dostatku vody a živin za následek zvýšení produkce nadzemní biomasy [58, 59]. Přestože jsou 
výsledky jednotlivých pokusů někdy protichůdné, zvýšení koncentrace CO2 na 
550-600 umol.l" způsobuje zvýšení výnosu zrna v průměru o 10-16 % [60, 61]. 

Doposud bylo publikováno pouze málo prací zabývajících se dopady zvýšené koncentrace 
CO2 na chemické parametry kvality zrna a tyto práce přinášejí často protichůdná zjištění. 
Některé experimenty prováděné v polních podmínkách dokazují, že jisté kvalitativní znaky 
zrna nejsou ovlivněny zvýšenou koncentrací CO2, zatímco další experimenty přinášejí důkazy 
o výrazném vlivu zvýšené koncentrace CO2 na tyto znaky. Nej novější studie uvádějí, že 
zvýšená koncentrace CO2 má především za následek snížení obsahu dusíkatých sloučenin 
v zrnu [35; 59, 62]. Přestože negativní spojitost mezi výnosem zrna a sníženou koncentrací 
dusíku je dobře známá [63, 64], zvýšená koncentrace CO2 navíc zvyšuje účinnost využívání 
zdrojů vody a dusíku, což má za následek změny v chemickém složení vegetativních částí 
rostlin [65; 66, 67]. Jelikož obsah zrna je z velké části závislý na remobilizaci a dodávkách 
asimilátů jako například sacharosy a aminokyselin a jejich metabolické regulaci, předpokládá 

22 



se, že zásobní metabolismus zrna a tedy i klíčové znaky kvality zrna budou ovlivněny 
zvýšenou koncentrací CO2. 

Pšeničné zrno je významným zdrojem sacharidů, proteinů, aminokyselin, lipidů 
a minerálních látek, což ovlivňuje nutriční hodnotu stravy a vlastnosti konečných výrobků. 
Zvláště celková koncentrace bílkovin je důležitým ekonomickým faktorem, protože se jedná 
o základní ukazatel kvality chleba. Nej významnějším zjištěním předchozích studií je pokles 
celkové koncentrace bílkovin v zrnu o 3,5-14,3 % vyvolaný zvýšenou koncentrací CO2, který 
je navíc doprovázen změnou složení proteinů [35, 68]. Při dalších experimentech byl 
pozorován pokles proteinů lepku, buď z důvodu poklesu pouze gliadinů [59, 68] nebo 
z důvodu poklesu jak frakce gliadinů tak i gluteninů [35], což může mít vliv na vlastnosti 
důležité pro výrobu kvalitního chleba. Při těchto studiích byl také zaznamenán pokles celkové 
koncentrace proteinogenních aminokyselin [62], 

V pokusech s použitím systému FACE buď nebyla koncentrace škrobu, hlavního 
zásobního polysacharidu pšeničných zrn, zvýšenou koncentrací CO2 vůbec ovlivněna, nebo 
byla pouze zvýšena. Přestože neškrobové polysacharidy tvoří méně než 3 % celkové 
hmotnosti mouky, hrají důležitou roli při výrobě chleba tím, že přispívají k distribuci vody 
v těstě a slouží jako živná půda pro kvasinky při kynutí těsta [68]. V experimentech 
s použitím systému FACE bylo zaznamenáno zvýšení koncentrace fruktosy a fruktanů [59], 

Lipidy přispívají pouze 1-1,5 % k celkové hmotnosti pšeničného zrna, mají však také vliv 
na pečení. Jejich koncentrace nebyla při zvýšené koncentraci CO2 zvýšena, pouze se zvýšilo 
jejich množství sklizené na jednotku plochy [59]. Při tomto experimentu bylo rovněž 
zaznamenáno zvýšené množství minerálních látek jako draslíku, molybdenu a olova, zatímco 
množství hořčíku, železa, kadmia a křemíku bylo nižší. Tyto údaje naznačují, že zvýšená 
koncentrace CO2 může mít vliv na nutriční hodnotu pšeničných zrn a kvalitu výrobků z nich 
[59]. Při dalších pokusech byl zaznamenán pokles koncentrace síry [70], zatímco koncentrace 
jednotlivých makro- a mikroprvků zůstaly v jiné studii nezměněny [68], 

2.11 Metody stanovení lepkových proteinů 

Zásobní proteiny pšenice představují komplexní směs polymorfních proteinů sdílejících 
stejné biochemické vlastnosti, což ztěžuje jejich izolaci a purifikaci [71]. Pro stanovení 
obsahu lepkových proteinů je užívána celá řada elektroforetických, chromatografických 
a imunochemických metod, přičemž právě metody imunochemické se v posledních letech 
dostávají do popředí zájmu a jsou v potravinářské chemii široce využívány ke kontrole 
„bezlepkových potravin" [72], 

2.11.1 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu 

K často užívaným metodám analýzy pšeničných proteinů patří elektroforetické techniky, 
využívající schopnosti nabitých molekul migrovat gelovou matricí při aplikaci 
stejnosměrného elektrického pole [74, 75], 

Proteiny jsou amfolyty, protože ve svých molekulách obsahují jak kyselé, tak i bazické 
skupiny, a mohou být analyzovány jako anionty, nebo kationty v závislosti na použitém pufiru 
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[76]. Pokud se nachází v médiu s pH vyšším, než je jejich izolektrický bod, nesou kladný 
náboj a pohybují se směrem ke katodě, v prostředí s pH nižším než jejich izoelektrický bod, je 
celkový náboj proteinů záporný a migrace probíhá směrem k anodě [75]. V izoelektrickém 
bodě se počet kladných nábojů na molekule rovná počtu záporných nábojů, molekula proteinu 
se chová elektroneutrálně a nepohybuje se v elektrickém poli [75, 77], 

Rychlost pohybu proteinů v elektrickém poli je dána poměrem mezi nábojem a hmotností. 
Čím vyšší je množství náboje na jednotku hmotnosti, tím rychleji se bude protein 
v elektrickém poli pohybovat [75]. Elektroforetické techniky lze použít k dělení proteinů 
podle náboje, molekulové hmotnosti nebo izoelektrického bodu [77], 

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu je široce využívána k separaci proteinů, protože 
je levná, rychlá a schopná pracovat i s mikrogramovým množstvím proteinů [75], 
Polyakrylamidový gel je mechanicky pevný, transparentní a chemicky inertní [76]. Získáme 
jej polymerací akrylamidu s použitím N',N'-methylenbisakrylamidu jako zesíťovacího činidla 
[76]. Polymerace probíhá ve vodném prostředí, radikálovým mechanismem s použitím 
katalyzátoru [76]. Jako iniciátor poskytující volné radikály slouží peroxodi síranový ani on 
(S2O7 ") ve formě peroxodi síranu amonného. TEMED (N,N,N',N'-tetram ethyl ethyl endiamin) 
katalyzuje polymeraci tím, že stabilizuje volné radikály [75], 
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Obr 6. Polymerace akrylamidu [78] 
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Poměr akrylamidu a bisakrylamidu a jejich konečná koncentrace určuje velikost pórů 
a tuhost konečného gelu, a to tak, že velikost póruje nepřímo úměrná koncentraci akrylamidu 
[75]. Koncentrace používaných gelů se pohybuje mezi 8-12 % akrylamidu [76]. Pro separaci 
větších proteinů volíme gely s nižší koncentrací akrylamidu, koncentrovanější gely slouží 
k rozdělení menších proteinů. Speciálně připravené gradientově gely s nižší koncentrací 
akrylamidu na začátku a vyšší koncentrací akrylamidu na konci umožňují separaci širšího 
rozmezí molekulových hmotností [75], 

2.11.1.1 A-PAGE 

Pro separaci gliadinů je z elektroforetických technik nejčastěji užívána elektroforéza 
v kyselém prostředí neboli A-PAGE (acid polyacrylamide gel electrophoresis) [74, 79], 
K separaci proteinů dochází bez přítomnosti denaturačního činidla na základě náboje, 
velikosti a tvaru [80]. Významnou roli při separaci za nativních podmínek hraje také 
sekundární a terciární struktura proteinů [76]. Náboj proteinů při konkrétním pH je roven 
součtu nábojů převládajících na postranních skupinách aminokyselinových zbytků. Při nativní 
elektroforéze je pH systému obvykle 3, protože všechny proteiny mají při tomto pH celkový 
kladný náboj a putují ke katodě [81]. Kyselý pufr pro separaci gliadinů obsahuje kyselinu 
octovou a glycin [76]. A-PAGE je velice citlivá technika a umožňuje i separaci proteinů o 
stejné molekulové hmotnosti při rozdílném náboji [82]. Protože pKa pufru i analytů závisí na 
teplotě, je důležitým faktorem teplota gelu [76]. Tato metoda je často užívána pro tzv. 
„fingerprinting" kultivarů [83, 84]. Modifikací A-PAGE pomocí močoviny, která podpoří 
rozpustnost, lze úspěšně separovat i gluteniny [85], 

2.11.1.2 SDS-PAGE 

SDS-PAGE byla poprvé užita k separaci proteinů pšenice Bietzem a Wallem [86]. Tato 
metoda je vhodná především k rozdělení vysokomolekulárních gluteninových podjednotek 
[87]. Proteiny jsou denaturovaný přídavkem detergentu dodecylsulfátu sodného (SDS). SDS 
působí jako redukční činidlo, štěpí disulfidické vazby, čímž dochází k rozdělení proteinů na 
jednotlivé podjednotky [75]. Proteinům je pomocí tohoto činidla udělen jednotný záporný 
náboj, dochází k porušení terciární struktury a jejich řetězce jsou nataženy [86]. Následně 
dochází k separaci výlučně na základě délky polypeptidového řetězce, která je přímo úměrná 
molekulové hmotnosti [75, 76]. Kromě SDS obsahuje separační pufr také Tris-glycin [76], 
Časté je i využití gradientových gelů [83, 84, 88]. Nevýhodou této techniky je potřeba barvení 
kvizualizaci bendů, obtížná kvantifikace a nutnost použití akrylamidu coby potenciálního 
neurotoxinu [88], 

2.11.1.3 Izoelektrická fokusace 

Principem této techniky je pohyb molekul v gelu s gradientem pH [76]. Amfoterní 
molekuly proteinů jsou separovány v prostředí zvoleném tak, že oblast anody je kyselá 
a oblast katody alkalická a mezi nimi je gradient pH, ve kterém dojde k rozdělení na základě 
izoelektrického bodu molekul [75]. Molekuly proteinů nesou celkový kladný nebo záporný 
náboj v závislosti na jejich pozici v gradientu pH a pohybují se směrem k opačně nabité 
elektrodě [76]. Ve chvíli, kdy protein dosáhne pH svého izoelektrického bodu, je jeho celkový 
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náboj nulový a migrace se zastaví [75]. Touto metodou lze získat velmi ostré zóny, avšak je 
nutné dodržet přesně definovanou teplotu, protože izoelektrický bod proteinů závisí právě na 
teplotě [76]. Dalším úskalím této techniky je zachování rozpustnosti proteinů po celou dobu 
separace [88]. Tento problém se řeší právě přídavkem močoviny, která zvyšuje rozpustnost, 
nebo pomocí vodných roztoků alkoholů [83, 89], 

2.11.1.4 2-D elektroforéza 

2-D elektroforéza je založena na separaci směsi proteinů na základě dvou molekulových 
vlastností, každé v jedné dimenzi [75]. Jako první dimenze bývá obvykle volena izoelektrická 
fokusace a po rozdělení na základě izoelektrického bodu následuje druhá dimenze, kde dojde 
k rozdělení podle molekulové hmotnosti pomocí SDS-PAGE [90]. Kromě této tradiční 
metody nyní známe i nové kombinace různých typů gelů jako například A-PAGE-SDS-PAGE 
2-D separaci nebo 2-D nativní PAGE při kyselém a alkalickém pH za použití 
dimethylsulfoxidu pro zvýšení rozpustnosti proteinů za bazických podmínek. [79, 85, 88], 

2.11.2 Chromatografické metody 

Pomocí moderních HPLC přístrojů lze analyzovat prakticky jakékoli sloučeniny. 
Chromatografické techniky se využívají především pro přečištění proteinů. Nejvíce 
využívanými metodami jsou gelová permeační HPLC, HPLC na reverzní fázi (RP-HPLC) 
a HPLC na iontoměničích [72]. RP-HPLC lze využít také pro identifikaci kultivarů a určení 
pekařské jakosti pšenice [91]. 

2.11.3 Hmotnostní spektrometrie 

Pro analýzu proteinů se nejčastěji využívá MALDI-TOF MS [77]. Bílkoviny jsou 
ionizovány dusíkovým laserem za asistence nízkomolekulární matrice, která zabraňuje 
rozpadnutí makromolekul [72]. MALDI-MS nachází uplatnění zejména pro „fingerprinting" 
proteinů různých vzorků potravin [76], 

Hmotnostní spektrometrie bývá obvykle spojována s chromatografickými metodami. Pro 
určení molekulové hmotnosti proteinů se využívá například tandem LC-ESI-MS s využitím 
TOF analyzátoru [76], 

2.11.4 ELISA 

Moderní metodou, kterou lze využít pro stanovení pšeničných gliadinů, je enzymová 
imunoanalýza na pevné fázi (ELISA). Jejím principem je nekovalentní interakce specifické 
protilátky s antigenem [92]. Nejvíce používaným uspořádáním je tzv. sendvičové uspořádání, 
spočívající v postupném vytvoření zakotvených komplexů protilátka-antigen-enzymově 
značená protilátka [72]. Pro antigény, jejichž prostorové uspořádání brání vytvoření 
sendvičového komplexu lze využít kompetitivní imunochemické stanovení, při kterém 
dochází k soutěžení značené látky a analytu o vazebná místa omezeného množství molekul 
protilátek [92]. 

Pro metody ELISA lze využít jak protilátek polyklonálních, jejichž výhodou je nižší cena 
a jednoduchá příprava, tak i protilátek monoklonálních, které vynikají specifitou a možností 
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kvantifikace pšeničných gliadinů i v nízkých koncentracích. Významné modifikace metody 
ELIS A využívající polyklonální protilátky jsou například kompetitivní radioimunoanalýza pro 
stanovení pšeničných a-gliadinů popsaná Ciclitirem a kol. [93] nebo sendvičová metoda 
využívající dvě protilátky sestavená Tonconem a kol. [94]. Významným pokrokem v detekci 
gliadinů bylo využití monoklonální protilátky R5 v komerčních ELISA kitech. Výhodou této 
metody oproti starší, avšak široce využívané metodě zaměřující se na co-gliadiny, nejvíce 
tepelně odolnou frakci lepku, je, že se zaměřuje přímo na ty složky lepku, které jsou 
zodpovědné za alergenní účinky lepku [73], 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Materiál 

Experiment byl založen na experimentální stanici Centra výzkumu globální změny 
AVČRv.v.i. vDomanínku u Bystřice nad Pernštejnem v Českomoravské vrchovině 
(49°521'N, 16°235E, nadmořská výška 575 m). Půdní typ je modálni kambisol 
s geologickým podložím zvětralá rula v hloubce 60-90 cm. Půdní druh je hlinito-písčitá půda 
s podílem písčité frakce 45-60 % a obsahem jílnatých částic do 16 %. Půdní kyselost PHk c i se 
na dané lokalitě pohybuje v rozmezí 4-5. Tato oblast je charakteristická jako srážkově bohatá 
s průměrným ročním úhrnem srážek 610 mm a průměrnou teplotou 7,2 °C. Experiment 
probíhal ve 24 komorách umožňujících automatickou fumigaci zvýšenou koncentrací CO2, 
manipulaci srážek a vyloučení UV radiace u poloviny komor (obr. 7). Komory mají 
šestiúhelníkový tvar s opsanou kružnicí o průměru 4 m se základní výškou 2 m, na které je 
postavena sedlová lamelová stříška. Komory jsou vyrobeny ze dvou typů transparentních 
akrylátů a z toho jeden je propustný pro UV-A aUV-B záření a druhý nepropouští UV-B 
záření a pouze částečně propouští UV-A. Vzduch se zvýšenou koncentrací CO2 je do komor 
vháněn pomocí ventilačního systému po obvodu celé komory. Manipulace srážek probíhá na 
základě uzavírání a otevírání otočných lamel, které jsou řízeny na základě signálu ze 
srážkoměru. 

Obr. 7 Kultivační komory na experimentální stanici v Domanínku u Bystřice nad 
Pernštejnem [95] 

Ozimá pšenice odrůdy Bohemia (s potravinářskou kvalitou A) byla vyseta 10 října 2012 
v hustotě 4 MKS na ha (miliony klíčivých semen). Fumigace zvýšenou koncentrací CO2 (EC; 
700 umol.moľ1) byla zahájena u poloviny komor v růstové fázi poloviny sloupkování 
(polovina května), v druhé polovině komor byla ponechána normální koncentrace CO2 (AC; 
400 umol.moľ1). Parcelky uvnitř komor byly rozděleny na dvě menší části (obr. 8), z nichž 
jedna byla hnojena dávkou dusíku 200 kg N ha"1 (ledek vápenatý) v růstové fázi konec 
odnožování. Druhá parcelka zůstala bez hnojení dusíkem. Každá kombinace faktorů byla 
založena ve třech opakováních představujících samostatné komory. Sklizeň zrna byla 
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provedena ručně s následným výmlatem pomocí přesné maloparcelní sklízecí mlátičky 
(Wintersteiger). 

Obr. 8 Par celky uvnitř kultivačních komor rozděleny na část hnojenou a nehnojenou [95] 

3.2 Stanovení obsahu gliadinů metodou A-PAGE 

Stanovení bylo provedeno podle metody Polišenské et al. [96] a ČSN 46 1085-2. 

3.2.1 Přístroje 

Analytické váhy HR-120-EC, firma A&D INSTRUMENTS LTD 
Centrifuga 5430 R, firma EPPENDORF 
Vortex - stuart, firma MERCI 
Chladnička s mrazicí částí, firma GORENJE 
Aparatura pro vertikální elektroforézu s možností chlazení - Owl Seperation Systems, Inc., 
Portsmouth, NH USA 
Zdroj - Major Science MP-500P 
Třepačka LT2, firma KAVALIER 

3.2.2 Chemikálie 

Akrylamid (SIGMA ALDRICH) 
Bis-akrylamid (SIGMA ALDRICH) 
Močovina (LACHEMA) 
Kyselina askorbová (LACH-NER) 
Síran železnatý heptahydrát (LACHEMA) 
Peroxodisíran amonný (SIGMA ALDRICH) 
TEMED - N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (SIGMA ALDRICH) 
2-chlorethanol (SIGMA ALDRICH) 
Pyronin G (SIGMA ALDRICH) 
Kyselina octová - ledová (SIGMA ALDRICH) 
Glycin (SIGMA ALDRICH) 
Kyselina trichloroctová (SIGMA ALDRICH) 
Coomassie Brilliant Blue R-250 (SIGMA ALDRICH) 
Coomassie Brilliant Blue G-250 (SERVA) 
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3.2.3 Příprava roztoků 

0,15% vodný roztok síranu železnatého: 0,014 g heptahydrátu síranu železnatého bylo 
rozpuštěno v 5,0 ml destilované vody. Roztok byl připraven vždy čerstvý před každým 
použitím. 

10% vodný roztok peroxodisíranu amonného: 0,1 g peroxodisíranu amonného bylo 
rozpuštěno v 1,0 ml destilované vody. Roztok byl připraven vždy čerstvý těsně před každým 
použitím. 

Extrakční roztok pro gliadiny: 25 ml 2-chlorethanolu a 0,05 g pyroninu G bylo 
kvantitativně převedeno do odměrné baňky na 100 ml a baňka byla doplněna destilovanou 
vodou po rysku. Roztok byl uchováván při teplotě 4 °C. 

Elektrodový tlumivý roztok: 4,0 ml ledové kyseliny octové a 0,4 g glycinu byly 
kvantitativně převedeny do odměrné baňky na 1 000 ml a baňka byla doplněna destilovanou 
vodou po rysku. Roztok byl uchováván při teplotě 4 °C. Elektrodový tlumivý roztok nelze 
používat pro elektroforézu opakovaně. 

Gelový tlumivý roztok: K 20 ml ledové kyseliny octové a 1,00 g glycinu bylo přidáno 
1 000 ml destilované vody. Roztok byl uchováván při teplotě 4 °C. 

Fixační roztok: 100 g kyseliny trichloroctové bylo kvantitativně převedeno do odměrné 
baňky na 1 000 ml a baňka byla doplněna destilovanou vodou po rysku. Roztok byl 
uchováván při teplotě 20 °C. 

Barvicí roztok: 0,50 g Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,50 g Coomassie Brilliant Blue 
G-250 bylo kvantitativně převedeno do odměrné baňky na 100 ml a baňka byla doplněna 
ethanolem po rysku. Roztok byl uchováván při teplotě 20 °C. 

3.2.4 Příprava polyakrylamidového gelu 

Do cca 60 ml gelového tlumivého roztoku bylo v následujícím pořadí přidáno 10,00 g 
akrylamidu, 0,40 g bisakrylamidu, 6,00 g močoviny, 0,10 g kyseliny askorbové a 3,4 ml 
roztoku síranu železnatého. Směs byla promíchána a doplněna do objemu 100 ml gelovým 
tlumivým roztokem. Poté byla směs temperována v mrazicí části chladničky na teplotu cca 
6 °C. Do vychlazeného roztoku bylo současně přidáno 0,2 ml roztoku peroxodisíranu 
amonného a 0,3 ml TEMED. Tímto roztokem byla ihned naplněna až po okraj gelová kazeta, 
předem vychlazena také na teplotu 6 °C. Do horní části kazety byl umístěn hřeben, sloužící 
pro vytvoření prohlubní pro dávkování vzorku. Polymerace by měla proběhnout během 5 
minut. Gel je možné použít cca po 60 minutách od zpolymerování gelu v kazetě nebo je 
možné jej uchovat do druhého dne v chladničce. 

3.2.5 Příprava vzorku 

Pro extrakci gliadinů bylo do mikrozkumavky Eppendorf o objemu 1,5 ml naváženo cca 
50 mg pšeničné mouky, což zhruba odpovídá hmotnosti jednoho zrna. K navážce bylo 
přidáno 0,3 ml extrakčního roztoku pro gliadiny. Obsah byl důkladně promíchán na vortexu 
a v uzavřené mikrozkumavce byl ponechán přes noc v chladničce. Druhý den byla směs 
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odstředěna při 10 000 otáčkách za minutu po dobu 5 minut. Supernatant byl odpipetován do 
čisté mikrozkumavky a použit pro elektroforézu. Hotové extrakty byly uchovávány 
v mrazničce při teplotě -18 °C. 

3.2.6 Elektroforéza 

Hřeben byl vytažen z gelu a prohlubně pro dávkování vzorku byly promyty elektrodovým 
tlumivým roztokem. Aparatura na elektroforézu byla naplněna elektrodovým tlumivým 
roztokem. Zdroj byl připojen tak, aby elektroforetické dělení probíhalo od horní elektrody, 
kterou je anoda, k záporné elektrodě ve spodní části aparatury. Byla spuštěna elektroforéza na 
prázdno (tzv. „předelektroforéza") po dobu 60 minut při konstantním napětí 480 V. Po 
uplynutí této doby byla elektroforéza vypnuta a do jamek byly nadávkovány připravené 
extrakty v množství 10 ul. Přístroj byl znovu zapnut, přičemž elektroforéza probíhala za 
stejných podmínek po dobu 4 hodin. Vzhledem k velikosti vloženého napětí bylo nutné 
elektrodový tlumivý roztok v průběhu elektroforézy chladit. 

3.2.7 Fixace a vizualizace bílkovin 

Po skončení elektroforézy byl gel uvolněn do misky s destilovanou vodou. Voda z misky 
byla vylita a gel byl převrstven 300 ml fixačního roztoku, ke kterému bylo přidáno 15 ml 
barvicího roztoku. Gel musí být během barvení zcela ponořen. Miska s gelem byla umístěma 
na třepačku a barvení bylo ukončeno po 24 hodinách. Delší čas nemá na barvení vliv. Po 
ukončení barvení byl gel promyt vodou z vodovodu pro odstranění nadbytečného barviva. Gel 
byl uchováván na skle zabalený do potravinářské fólie, která jej chrání před vyschnutím, 
v chladničce při teplotě 4 °C. 

3.3 Stanovení obsahu gluteninů metodou SDS-PAGE 

3.3.1 Přístroje 

Analytické váhy 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 
Chladnička s mrazicí částí, firma GORENJE 
Aparatura pro elektroforézu Mini PROTEAN 3, firma BIO-RAD 
Zdroj Power Pac 3001, firma BIO-RAD 
Třepačka LT2, firma KAVALIER 
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3.3.2 Chemikálie 

Akrylamid (SIGMA ALDRICH) 
Bis-akrylamid (SIGMA ALDRICH) 
TRIS - tris(hydroxymethyl)aminomethan (SIGMA ALDRICH) 
Kyselina chlorovodíková (PENTA) 
SDS - dodecylsulfát sodný (SIGMA ALDRICH) 
Peroxodisíran amonný (SERVA) 
Bromfenolová modř Na sůl (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 octová (LACHEMA) 
Ethanol (LACHEMA) 
Butanol (LACHEMA) 

3.3.3 Příprava roztoků 

Roztok A: 30 g akrylamidu a 0,8 g bisakrylamidu bylo kvantitativně převedeno do 
odměrné baňky na 100 ml a baňka byla doplněna po rysku destilovanou vodou. Roztok byl 
uchováván při teplotě 4 °C. 

Roztok B: 18,16 g TRIS bylo rozpuštěno v 50 ml destilované vody, po rozpuštění bylo 
upraveno pH pomocí koncentrované HC1 na 8,8, roztok byl převeden do odměrné baňky na 
100 ml a baňka byla doplněna po rysku destilovanou vodou. Roztok byl uchováván při teplotě 
4°C. 

Roztok C: 18,16 g TRIS bylo rozpuštěno v 50 ml destilované vody, po rozpuštění bylo 
upraveno pH pomocí koncentrované HC1 na 6,8, roztok byl převeden do odměrné baňky na 
100 ml a baňka byla doplněna po rysku destilovanou vodou. Roztok byl uchováván při teplotě 
4°C. 

Roztok D: 10 g SDS bylo kvantitativně převedeno do odměrné baňky na 100 ml a baňka 
byla doplněna po rysku destilovanou vodou. Roztok byl uchováván v temnu při laboratorní 
teplotě. 

Roztok E: 0,1 g peroxodisíranu amonného bylo rozpuštěno v 1 ml destilované vody. 
Roztok byl připraven čerstvý pro každé stanovení. 

Roztok F: 10 mg bromfenolové modři bylo rozpuštěno v 1 ml destilované vody. Roztok 
byl uchováván při teplotě 4 °C. 
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Elektrodový pufr: 6 g TRIS, 2 g SDS a 18,8 g glycinu bylo kvantitativně převedeno do 
odměrné baňky na 1 000 ml a baňka byla doplněna po rysku destilovanou vodou. Roztok byl 
uchováván při teplotě 4 °C. Tento roztok se používá opakovaně. 

50% vodný roztok isopropanolu: Isopropanol byl smíchán s destilovanou vodou v poměru 
1:1. Roztok byl uchováván při laboratorní teplotě. 

Roztok pro extrakci gluteninů: 0,6057 g TRIS bylo rozpuštěno v 90 ml 50% vodného 
roztoku isopropanolu, po rozpuštění bylo upraveno pH pomocí koncentrované HC1 na 7,5. 
Byl přidán 1 g DTT a roztok byl převeden do odměrné baňky na 100 ml a baňka byla 
doplněna po rysku 50% vodným roztokem isopropanolu. Roztok byl připraven čerstvý pro 
každé stanovení. 

Vzorkový pufr: Bylo smícháno 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 uchováván při teplotě 4 °C. 

Stabilizační roztok: Bylo smícháno 100 ml methanolu a 400 ml vody. 

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

Odbarvovací roztok: Bylo smícháno 250 ml methanolu, 100 ml koncentrované kyseliny 
octové a 650 ml vody. 

3.3.4 Příprava vzorků 

Do mikrozkumavky Eppendorf o objemu 1,5 ml bylo naváženo 200 mg pšeničné mouky, 
K navážce byl přidán 1 ml 50% vodného roztoku isopropanolu a směs byla protřepávána po 
dobu 30 minut pomocí vortexu Genie 2. Následně byla směs odstředěna při 2 500 g po dobu 
15 minut. Supernatant byl slit a sediment byl stejným postupem ještě dvakrát extrahován 50% 
vodným roztokem isopropanolu. Tímto způsobem byly vyextrahovány gliadiny. Ze sedimentu 
po extrakci gliadinů byly extrahovány gluteniny. Sediment byl důkladně rozmíchán v 1 ml 
extrakčního roztoku pro gluteniny a směs byla inkubována v termobloku při teplotě 60°C po 
dobu 30 minut. Poté byla směs odstředěna při 10 000 g 10 minut. 0,5 ml supernatantu 
obsahujícího gluteniny bylo odpipetováno do čisté mikrozkumavky Eppendorf o objemu 
1,5 ml a bylo přidáno 0,5 ml vzorkového pufru. Hotové extrakty byly uchovávány v 
mrazničce při teplotě -18 °C. 

3.3.5 Příprava gelů 

Elektroforetická skla byla omyta vodou a odmašťovacím prostředkem, opláchnuta 
destilovanou vodou a odmaštěna pomocí ethanolu. Skla byla upevněna do stojanu tak, že větší 
sklo bylo vzadu. Spodní hrany skel byly zajištěny gumovou podložkou a tlakem svrchu proti 
vytečení gelu. Ke stanovení byly použity 5% zaostřovací gel a 8% separační gel. 
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3.3.5.1 Separační gel 

Pomocí automatických pipet byly do kádinky odměřeny objemy roztoků podle Tab. 1. 

Tab. 2 Objemy k přípravě 10% separačního gelu (10 ml) 

Roztok Objem (ml) 

Destilovaná voda 4,0 

A 3,3 

B 2,5 

D 0,1 

E 0,1 

TEMED 0,004 

Roztok E a TEMED byl přidán těsně před nalitím roztoku mezi skla. Roztok byl nalit mezi 
skla do výšky asi 2 cm od horního okraje. Roztok byl převrstven asi 3 mm butanolu, aby se 
vyrovnala hladina gelu a nedocházelo k odpařování vody. Po ztuhnutí separačního gelu byl 
butanol odstraněn a gel byl promyt destilovanou vodou. 

3.3.5.2 Zaostřovací gel 

Pomocí automatických pipet byly do kádinky odměřeny objemy roztoků podle Tab. 2. 

Tab. 3 Objemy k přípravě 5% zaostřovacího gelu (3 ml) 

Roztok Objem (ml) 

Destilovaná voda 2,1 

A 1,0 

C 0,38 

D 0,03 

E 0,03 

TEMED 0,003 

Roztok E a TEMED byl opět přidáván těsně před nalitím. Roztok byl nalit na vrstvu 
separačního gelu a prostor mezi skly byl naplněn až po okraj. Po nalití byl ihned do prostoru 
mezi skla vložen elektroforetický hřebínek. Hřebínek byl odstraněn až po zatuhnutí gelu před 
nanášením vzorků a samotným stanovením, aby se zabránilo vysychání gelu. Takto 
připravený gel může být uchováván v lednici do druhého dne. 
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3.3.6 Elektroforéza 

Skla s připraveným a dokonale ztuhlým gelem byla vytažena ze stojanu a očištěna od 
zbytků gelu. Fixem byl obkreslen tvar hřebenu na zadní sklo. Byl odstraněn elektroforetický 
hřebínek a skla byla upevněna do stojanu pro elektroforézu větším sklem ven. Stojan byl 
umístěn do elektroforetické nádoby, vnitřní prostor stojanu byl zcela naplněn elektrodovým 
roztokem a vnější prostor byl naplněn přibližně do poloviny. Pomocí automatické pipety byly 
do jamek nadávkovány připravené vzorky v množství 5 ul. Aparatura byla připojena ke zdroji 
a byla spuštěna elektroforéza, které probíhala po dobu 120 minut při konstantním napětí 
100 V. 

3.3.7 Vizualizace bílkovin 

Elektroforetická skla byla vyjmuta ze stojanu a gel byl uvolněn do misky s destilovanou 
vodou pomocí umělohmotné špachtle. Voda v misce byla odlita a gel byl převrstven 
stabilizačním roztokem a 5 minut stabilizován na třepačce. Stabilizační roztok byl odlit a gel 
byl převrstven barvícím roztokem a 30 minut barven na třepačce. Poté byl gel promyt 
odbarvovacím roztokem a 90 minut odbarvován na třepačce. Po slití odbarvovacího roztoku 
byl gel promyt destilovanou vodou. Gel byl uchováván na skle zabalený do potravinářské 
fólie, která jej chrání před vyschnutím, v chladničce při teplotě 4 °C. 

3.4 Vyhodnocení gelů 

Hotové gely byly naskenovány a kvantifikace gliadinových podjednotek byla provedena 
počítačovou denzitometrií (program FUJIFILM, Science Lab 2006, Multi Gauge, verze 3.X). 
Zóny jednotlivých podjednotek byly převedeny na píky a integrací byla vypočítána jejich 
plocha. Kvůli nedostupnosti standardu nebyly tyto plochy píků přepočteny na koncentraci. 
Pro porovnání jednotlivých variant byly tedy použity příslušné plochy píků. 

3.5 Statistické zpracování výsledků 

Statistická analýza dat byla provedena pomocí statistického software Statistica 12 
(StatSoft, USA). Pro vyhodnocení vlivu jednotlivých faktorů, tj. vlivu zvýšené koncentrace 
CO2, výživy dusíkem, UV záření, stresu sucha a jejich vzájemných interakcí bylo použito 
vícefaktorové analýzy variance (ANOVA). Pro porovnání průkaznosti rozdílů mezi průměry 
jednotlivých variant pak bylo využito následného (post-hoc) testování s použitím Tukeyova 
testu pří hladině významnosti p = 0.05. Pro porovnání průkaznosti rozdílů mezi průměry pak 
byly varianty zařazeny do homogenních skupin, které jsou v grafech vyznačeny pomocí 
malých písmen nad sloupci. Rozdílná písmena vyjadřují průkazný rozdíl pří hladině 
pravděpodobnosti p = 0,05. Výsledky byly graficky zpracovány v programu SigmaPlot 11 
(SysStat, USA) ve formě sloupcových grafů s chybovými úsečkami znázorňujícími 
směrodatné odchylky. 
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4 VÝSLEDKY 

Gely na obr. 9 a 10 byly získány při vypracování experimentální části této práce a 
znázorňují proteinové spektrum pšenice seté odrůdy Bohemia. Převedení jednotlivých zón 
gelu na píky, které byly dále vyhodnocovány, můžeme vidět na obr. 11 a 12. 

Obr. 9 A-PAGE gliadinových proteinů pšenice seté odrůdy Bohemia s popisem 
jednotlivých frakcí 
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Obr. 11 Převedení zón na píky v rámci A-PAGE gliadinových proteinů 
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Obr. 12 Převedení zón na píky v rámci SDS-PAGE gluteninových proteinů 
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Tab. 4 ANOVA - Čtyřstupňová analýza variance. Statistické vyhodnocení vlivů jednotlivých 
faktorů na obsah jednotlivých frakcí gliadinových proteinů 

U V - N - sucho co 2 

co-1,2 1 0,842 0,000 0,091 0,609 

co-1,2 2 0,650 0,000 0,002 0,377 

co-1,2 3 0,430 0,000 0,000 0,908 

co-5 1 0,074 0,000 0,005 0,944 

co-5 2 0,124 0,000 0,054 0,205 

co-5 3 0,295 0,000 0,017 0,742 

co-5 4 0,475 0,000 0,323 0,552 

y l 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 

y 4 0,037 0,454 0,344 0,003 

P l 0,000 0,002 0,161 0,555 

P2 0,208 0,000 0,056 0,187 

P3 0,281 0,002 0,706 0,343 

P4 0,420 0,000 0,274 0,658 

a 1 0,711 0,000 0,027 0,035 

a2 0,562 0,005 0,195 0,960 

a 3 0,001 0,000 0,806 0,653 

gliadiny celkem 0,131 0,000 0,091 0,422 

Tab. 5 ANOVA - Čtyřstupňová analýza variance. Statistické vyhodnocení vlivů jednotlivých 
faktorů na obsah jednotlivých frakcí gluteninových proteinů 

U V - N - sucho "C02" 

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 významnosti p určující průkaznost účinků jednotlivých 
faktorů, které byly sledovány, na jednotlivé frakce gliadinových a gluteninových proteinů. 
Metodou A-PAGE bylo na gelu detekováno osmnáct frakcí gliadinů. Skupina co-1,2 byla 
tvořena třemi frakcemi, skupiny co-5, y a P čtyřmi frakcemi a skupina a třemi frakcemi (obr. 
9). Metodou SDS-PAGE byly na gelu rozlišeny tři frakce HMW gluteninů a jedna frakce 
LMW gluteninů. V posledním řádku u každé tabulky můžeme sledovat průkaznost účinků 
jednotlivých faktorů na celkové množství gliadinů a gluteninů. V tabulkách jsou jednotlivé 
frakce seřazeny podle klesající molekulové hmotnosti. Hodnota p menší než 0,05 značí 
průkazný vliv daného faktoru. Všechny hodnoty menší než 0,05 jsou v tabulce zvýrazněny 
červeně. Pokud je hodnota p menší než 0,01, byl vliv vysoce průkazný. 

Vysoce průkazný účinek mělo dusíkaté hnojení na téměř všechny frakce gliadinových 
proteinů s výjimkou frakce y 1 a y 4, a na všechny frakce gluteninů. Zvýšená koncentrace CO2 
měla vysoce průkazný vliv na gliadinovou frakci y 4 a průkazný vliv na frakci gliadinů a 1 
a gluteninů HMW 2 a HMW 3, u ostatních frakcí nebyl vliv prokázán. Průkazný účinek sucha 
můžeme sledovat u frakcí gliadinů co-5 3 a a 1 a gluteninové frakce HMW 2, vysoce 
průkazný účinek sucha u frakcí gliadinových proteinů co-5 1, co-1,2 2 a co-1,2 3 
a gluteninových proteinů HMW 1, HMW 3 a LMW. UV záření průkazně ovlivnilo gliadinové 
proteiny frakce y 4 a vysoce průkazně proteiny gliadinových frakcí P 1 a a 3 a frakcí 
gluteninů HMW 3 a LMW. 

Grafy na obr. 13-25 znázorňují srovnání vlivu všech sledovaných faktorů v rámci 
jednotlivých frakcí i celkového množství gliadinů a gluteninů. Písmenné označení každého 
sloupce v grafu určuje, zda existuje mezi variantami statisticky významný rozdíl (následné 
testování ANOVA, Turkeyho test) na hladině významnosti p = 0,05. Pokud jsou dva sloupce 
označeny stejným písmenem, není mezi nimi statisticky významný rozdíl. 
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Obr. 13 Graf zobrazující srovnání ploch píků všech variant (koncentrace CO2-AC 
(400 /umolmoľ1) vs. EC (700 /umolmoľ1) , dusíkaté hnojení-N- vs. N+ , sucho - dry vs. wet, 
UV záření - UV- vs. UV+ ) v rámci gliadinové frakce co-1,2 1. Sloupce znázorňují aritmetický 
průměr a chybové úsečky směrodatnou odchylku (SD) ze tří opakování. Malými písmeny jsou 

indikovány homogenní skupiny určujícíprůkaznost mezi jednotlivými variantami, 
vyhodnocené následným testováním v rámci analýzy variance (ANOVA) s využitím Tukeyova 

testu při hladině významnosti p = 0,05. 

Sucho způsobilo statisticky významný pokles koncentrace proteinů frakce co-1,2 1 
u varianty AC U V - N+ (o 25 %). Bez vyloučení přirozených srážek můžeme pozorovat 
statisticky významný vliv dusíkatého hnojení u varianty U V - N+ při normální i zvýšené 
koncentraci CO2 (nárůst o 60 %) a také u varianty UV+ N+ při zvýšené koncentraci CO2 
(nárůst o 46 %). U varianty DRY nebyl zjištěn významný rozdíl mezi variantami AC a EC ani 
mezi N+ a N - , sucho se tedy projevilo jako limitující faktor. Vliv zvýšené koncentrace CO2 
ani UV záření nebyl u žádné varianty pozorován. 
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Obr. 14 Graf zobrazující srovnání ploch píků všech variant (koncentrace CO2-AC 
(400 /umolmoľ1 ) vs. EC (700 /umolmoľ1), dusíkaté hnojení - N- vs. N+ , sucho - dry vs. wet, 
UV záření - UV- vs. UV+ ) v rámci gliadinové frakce co-1,2 2. Sloupce znázorňují aritmetický 
průměr a chybové úsečky směrodatnou odchylku (SD) ze tří opakování. Malými písmeny jsou 

indikovány homogenní skupiny určujícíprůkaznost mezi jednotlivými variantami, 
vyhodnocené následným testováním v rámci analýzy variance (ANOVA) s využitím Tukeyova 

testu při hladině významnosti p = 0,05. 

U frakce co-1,2 2 byl pozorován statisticky významný vliv dusíkatého hnojení při normální 
koncentraci CO2 u varianty WET U V - (nárůst koncentrace proteinů o 47 %). Zvýšená 
koncentrace CO2, sucho ani vyloučení UV záření neměly statisticky významný vliv na 
množství proteinů této frakce. 
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Obr. 15 Graf zobrazující srovnání ploch píků všech variant (koncentrace CO2-AC 
(400 /umolmoľ1) vs. EC (700 /umolmoľ1), dusíkaté hnojení - N- vs. N+ , sucho - dry vs. wet, 
UV záření - UV- vs. UV+ ) v rámci gliadinové frakce co-1,2 3. Sloupce znázorňují aritmetický 
průměr a chybové úsečky směrodatnou odchylku (SD) ze tří opakování. Malými písmeny jsou 

indikovány homogenní skupiny určujícíprůkaznost mezi jednotlivými variantami, 
vyhodnocené následným testováním v rámci analýzy variance (ANOVA) s využitím Tukeyova 

testu při hladině významnosti p = 0,05. 

Stres vyvolaný nedostatkem vody způsobil významný pokles koncentrace gliadinových 
proteinů frakce co-1,2 3 při zvýšené koncentraci CO2 a dostatku dusíkaté výživy s vyloučením 
i bez vyloučení UV záření. U varianty U V - v tomto případě pozorujeme pokles o 27 % a u 
varianty UV+ pokles o 41 %. Dusíkaté hnojení zvýšilo obsah proteinů u varianty WET při 
vyloučení UV záření a zvýšené koncentraci CO2 o 53 % a při normální koncentraci CO2 bez 
vyloučení UV záření o 57 %. Statisticky významný nebyl vliv zvýšené koncentrace CO2 ani 
UV záření. 
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Obr. 16 Graf zobrazující srovnání ploch píků všech variant (koncentrace CO2-AC 
(400 /umolmoľ1) vs. EC (700 /umolmoľ1), dusíkaté hnojení - N- vs. N+ , sucho - dry vs. wet, 
UV záření - UV- vs. UV+ ) v rámci gliadinové frakce co-5 1. Sloupce znázorňují aritmetický 

průměr a chybové úsečky směrodatnou odchylku (SD) ze tří opakování. Malými písmeny jsou 
indikovány homogenní skupiny určujícíprůkaznost mezi jednotlivými variantami, 

vyhodnocené následným testováním v rámci analýzy variance (ANOVA) s využitím Tukeyova 
testu při hladině významnosti p = 0,05. 

Zvýšená koncentrace CO2 způsobila statisticky významný nárůst koncentrace proteinů 
frakce co-5 1 u varianty WET UV+ N - a to o 63 %. Vyloučení srážek snížilo významně obsah 
proteinů u vzorků pěstovaných za působení UV záření při nedostatku dusíkaté výživy 
a zvýšené koncentraci CO2 (o 46 %) a při dostatku dusíku a normální koncentraci CO2 
(o 38 %). Vliv dusíkatého hnojení se projevil pouze za dostatku vody a normální koncentrace 
CO2, a to při vyloučení UV záření nárůstem množství proteinů u hnojené varianty o 63 % a u 
hnojených vzorků vystavených UV záření zvýšením obsahu proteinů o 112 %. UV záření 
ovlivnilo koncentraci proteinů této frakce u nehnojené varianty vystavené vodnímu stresu 
a zvýšené koncentraci CO2. Varianta U V - byla o 71 % vyšší než varianta UV+ a tento rozdíl 
byl statisticky významný. 
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Obr. 17 Graf zobrazující srovnání ploch píku všech variant (koncentrace CO2-AC 
(400 /umolmoľ1) vs. EC (700 /umolmoľ1), dusíkaté hnojení - N- vs. N+ , sucho - dry vs. wet, 
UV záření - UV- vs. UV+ ) v rámci gliadinové frakce co-5 2. Sloupce znázorňují aritmetický 

průměr a chybové úsečky směrodatnou odchylku (SD) ze tří opakování. Malými písmeny jsou 
indikovány homogenní skupiny určujícíprůkaznost mezi jednotlivými variantami, 

vyhodnocené následným testováním v rámci analýzy variance (ANOVA) s využitím Tukeyova 
testu při hladině významnosti p = 0,05. 

Dostatek dusíku významně zvýšil koncentraci proteinů frakce co-5 2, pouze pokud nedošlo 
k vyloučení přirozených srážek. Za podmínek normální koncentrace CO2 byl pozorován 
nárůst o 55 % při vyloučení UV záření a při působení UV záření až o 86 %. Za zvýšené 
koncentrace CO2 a vyloučení UV záření byl zaznamenán nárůst o 63 % a u varianty vystavené 
UV záření o 51 %. Statisticky významné zvýšení množství proteinů této frakce (o 64 %) bylo 
vyvoláno také vyloučením UV záření u varianty DRY N - vystavené zvýšené koncentraci 
CO2. Zvýšená koncentrace CO2 ani vyloučení přirozených srážek statisticky významně 
neovlivnily koncentraci gliadinů frakce co-5 2. 
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Obr. 18 Graf zobrazující srovnání ploch píku všech variant (koncentrace CO2-AC 
(400 /umolmoľ1) vs. EC (700 /umolmoľ1), dusíkaté hnojení - N- vs. N+ , sucho - dry vs. wet, 
UV záření - UV- vs. UV+ ) v rámci gliadinové frakce co-5 3. Sloupce znázorňují aritmetický 

průměr a chybové úsečky směrodatnou odchylku (SD) ze tří opakování. Malými písmeny jsou 
indikovány homogenní skupiny určujícíprůkaznost mezi jednotlivými variantami, 

vyhodnocené následným testováním v rámci analýzy variance (ANOVA) s využitím Tukeyova 
testu při hladině významnosti p = 0,05. 

Statisticky významný pokles obsahu gliadinů frakce co-5 3 (o 48%) vlivem sucha lze 
pozorovat u varianty U V - N+ za normální koncentrace CO2. Dusíkaté hnojení bylo 
významným faktorem, který zvýšil obsah proteinů varianty WET AC U V - (o 92 %), DRY 
AC UV+ (o 50 %), WET AC UV+ (o 120 %) a WET EC UV+ (o 63 %). Za podmínek 
normální koncentrace CO2 a vyloučení srážek mělo na hnojenou variantu významný vliv UV 
záření, množství proteinů u varianty UV+ se zvýšilo o 66 %. Vliv zvýšené koncentrace CO2 
nebyl pozorován. 

45 



pi 
1e+5 

8e+4 • 

6e+4 

4e+4 

3 2e+4 

'o. 
jS O 
o 1e+5 

8e+4 

6e+4 

4e+4 

2e+4 

UV-N-

cd 

abc 

l 1 A C 
l 1 EC 

abc 

UV+N-

bc 

ab  a b  

UV-N+ 

cd 

abc ab 

UV+N+ 

abc abc 
T ab 

dry wet dry wet 

Obr. 19 Graf zobrazující srovnání ploch píků všech variant (koncentrace CO2-AC 
(400 /umolmoľ1) vs. EC (700 /umolmoľ1), dusíkaté hnojení - N- vs. N+ , sucho - dry vs. wet, 

UV záření - UV- vs. UV+ ) v rámci gliadinové frakce /?1. Sloupce znázorňují aritmetický 
průměr a chybové úsečky směrodatnou odchylku (SD) ze tří opakování. Malými písmeny jsou 

indikovány homogenní skupiny určujícíprůkaznost mezi jednotlivými variantami, 
vyhodnocené následným testováním v rámci analýzy variance (ANOVA) s využitím Tukeyova 

testu při hladině významnosti p = 0,05. 

Zvýšená koncentrace CO2 způsobila statisticky významný nárůst koncentrace gliadinů 
frakce P 1 (o 65 %) u varianty WET při dostatku dusíku a vyloučení UV záření. Naopak 
u varianty DRY bez hnojení a bez vyloučení UV záření byl při zvýšené koncentraci CO2 
pozorován významný pokles množství proteinů frakce P 1 (o 31 %). Vyloučení přirozených 
srážek snížilo obsah proteinů u varianty AC U V - N - o 69 %. Tento rozdíl byl statisticky 
významný. U kombinace přirozené úrovně srážek, vyloučení UV záření a normální 
koncentrace CO2 byl pozorován významný pokles koncentrace proteinů u hnojené varianty 
a to o 45 %. Naopak významné zvýšení koncentrace proteinů u varianty N+ (o 35 %) nastalo 
za podmínek přirozené úrovně srážek, vyloučení UV záření a zvýšené koncentrace CO2VIÍV 
UV záření byl prokázán za normální koncentrace CO2 u varianty WET U V - N - nárůstem 
o 80 % a také při zvýšené koncentraci CO2 u variant DRY U V - N+ nárůstem o 48 % a WET 
U V - N+ nárůstem o 80 %. 
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Obr. 20 Graf zobrazující srovnání ploch píků všech variant (koncentrace CO2-AC 
(400 /umolmoľ1) vs. EC (700 /umolmoľ1), dusíkaté hnojení - N- vs. N+ , sucho - dry vs. wet, 

UV záření - UV- vs. UV+ ) v rámci gliadinové frakce a 1. Sloupce znázorňují aritmetický 
průměr a chybové úsečky směrodatnou odchylku (SD) ze tří opakování. Malými písmeny jsou 

indikovány homogenní skupiny určujícíprůkaznost mezi jednotlivými variantami, 
vyhodnocené následným testováním v rámci analýzy variance (ANOVA) s využitím Tukeyova 

testu při hladině významnosti p = 0,05. 

Vliv dusíkatého hnojení byl prokázán nárůstem koncentrace gliadinů frakce a 1 u hnojené 
varianty o 55 % při zvýšené koncentraci CO2, v přirozených srážkách a při působení UV 
záření. Zvýšená koncentrace CO2, vyloučení přirozených srážek ani vyloučení UV záření 
statisticky významně neovlivnily množství proteinů této frakce. 
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Obr. 21 Graf zobrazující srovnání ploch píků všech variant (koncentrace CO2-AC 
(400 /umolmoľ1) vs. EC (700 /umolmoľ1), dusíkaté hnojení - N- vs. N+ , sucho - dry vs. wet, 

UV záření - UV- vs. UV+ ) v rámci gliadinové frakce a 3. Sloupce znázorňují aritmetický 
průměr a chybové úsečky směrodatnou odchylku (SD) ze tří opakování. Malými písmeny jsou 

indikovány homogenní skupiny určujícíprůkaznost mezi jednotlivými variantami, 
vyhodnocené následným testováním v rámci analýzy variance (ANOVA) s využitím Tukeyova 

testu při hladině významnosti p = 0,05. 

Koncentrace gliadinových proteinů frakce a 3 byla u hnojené varianty při normální 
koncentraci CO2, bez vyloučení srážek a UV záření vyšší o 45 % než u varianty nehnojené. 
Tento nárůst byl statisticky významný. Vyloučení UV záření zvýšilo významně obsah 
proteinů varianty DRY EC N - (o 35%). Vliv zvýšené koncentrace CO2 ani sucha nebyl 
u gliadinů frakce a 3 prokázán. 
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Obr. 22 Graf zobrazující srovnání ploch píků všech variant (koncentrace CO2-AC 
(400 /umolmoľ1) vs. EC (700 /umolmoľ1), dusíkaté hnojení - N- vs. N+ , sucho - dry vs. wet, 

UV záření - UV- vs. UV+ ) v rámci celkového množství gliadinů. Sloupce znázorňují 
aritmetický průměr a chybové úsečky směrodatnou odchylku (SD) ze tří opakování. Malými 

písmeny jsou indikovány homogenní skupiny určující průkaznost mezi jednotlivými 
variantami, vyhodnocené následným testováním v rámci analýzy variance (ANOVA) s 

využitím Tukeyova testu při hladině významnosti p = 0,05. 

Vliv dusíkatého hnojení na celkové množství gliadinů se projevil zvýšením koncentrace 
gliadinů o 25 % u varianty WET UV+ N+ při normální i zvýšené koncentraci CO2. Při 
vyloučení UV záření můžeme pozorovat statisticky významný nárůst celkové koncentrace 
gliadinových proteinů (o 23 %) za podmínek zvýšené koncentrace CO2, sucha a nedostatku 
dusíkaté výživy. Zvýšená koncentrace CO2 a vyloučení přirozených srážek neměly statisticky 
významný vliv na celkové množství gliadinů. 
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Obr. 23 Graf zobrazující srovnání ploch píků všech variant (koncentrace CO2-AC 
(400 /umolmoľ1) vs. EC (700 /umolmoľ1), dusíkaté hnojení - N- vs. N+ , sucho - dry vs. wet, 

UV záření - UV- vs. UV+ ) v rámci gluteninové frakce HMW1. Sloupce znázorňují ar 
itmetický průměr a chybové úsečky směrodatnou odchylku (SD) ze tří opakování. Malými 

písmeny jsou indikovány homogenní skupiny určující průkaznost mezi jednotlivými 
variantami, vyhodnocené následným testováním v rámci analýzy variance (ANOVA) s 

využitím Tukeyova testu při hladině významnosti p = 0,05. 

Při nedostatku dusíku a normální koncentraci CO2 byl pozorován nárůst koncentrace 
gluteninů frakce HMW 1 vlivem sucha u varianty U V - DRY o 55 % a u varianty UV+ DRY 
o 76 %. Tyto rozdíly byly statisticky významné. Vliv dusíkatého hnojení se projevil zvýšením 
množství proteinů u hojených vzorků za normální koncentrace CO2 a přirozených srážek při 
vyloučení UV záření (o 78 %) a bez vyloučení UV záření (o 58 %). Vliv zvýšené koncentrace 
CO2 a UV záření nebyl u této frakce gluteninových proteinů prokázán. 
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Obr. 23 Graf zobrazující srovnání ploch píků všech variant (koncentrace CO2-AC 
(400 /umolmoľ1) vs. EC (700 /umolmoľ1), dusíkaté hnojení - N- vs. N+ , sucho - dry vs. wet, 

UV záření - UV- vs. UV+ ) v rámci gluteninové frakce HMW 2. Sloupce znázorňují 
aritmetický průměr a chybové úsečky směrodatnou odchylku (SD) ze tří opakování. Malými 

písmeny jsou indikovány homogenní skupiny určující průkaznost mezi jednotlivými 
variantami, vyhodnocené následným testováním v rámci analýzy variance (ANOVA) s 

využitím Tukeyova testu při hladině významnosti p = 0,05. 

Zvýšená koncentrace CO2 způsobila statisticky významný pokles koncentrace gluteninů 
frakce HMW 2 u varianty DRY UV+ N - o 33 %. Vlivem sucha došlo k významnému nárůstu 
gluteninů (o 57 %) za podmínek zvýšené koncentrace CO2, vyloučení UV záření a nedostatku 
dusíku. Hnojení dusíkem způsobilo v podmínkách přirozených srážek nárůst množství 
proteinů této frakce u varianty AC U V - o 52 %, u varianty EC U V - o 73% a u variant EC 
UV+ a AC UV+ o 48 %. Tyto rozdíly byly statisticky významné. V důsledku vyloučení UV 
záření se za podmínek sucha, dostatku dusíkaté výživy a zvýšené koncentrace CO2 významně 
zvýšil obsah gluteninových proteinů (o 50 %). 

51 



HMW3 

dry wet dry 

Obr. 24 Graf zobrazující srovnaní ploch píku všech variant (koncentrace CO2-AC 
(400 jumolmoľ1) vs. (EC 700 /umolmoľ1 ), dusíkaté hnojení N- vs. N+ , sucho - dry vs. wet, 

UV záření - UV- vs. UV+ ) v rámci gluteninové frakce HMW 3. Sloupce znázorňují 
aritmetický průměr a chybové úsečky směrodatnou odchylku (SD) ze tří opakování. Malými 

písmeny jsou indikovány homogenní skupiny určující průkaznost mezi jednotlivými 
variantami, vyhodnocené následným testováním v rámci analýzy variance (ANOVA) s 

využitím Tukeyova testu při hladině významnosti p = 0,05. 

Vliv zvýšené koncentrace CO2 na množství gluteninových proteinů frakce HMW 3 byl 
prokázán při vyloučení srážek, nedostatku dusíkaté výživy a působení UV záření poklesem u 
varianty EC o 32 %. Za podmínek normální koncentrace CO2, bez vyloučení UV záření a bez 
hnojení byl pozorován statisticky významný nárůst koncentrace gluteninů této frakce (o 77 %) 
u vzorků pěstovaných při vyloučení přirozených srážek oproti vzorkům, které byly srážkám 
vystaveny. Významný nárůst gluteninové frakce HMW 3 způsobený dusíkatým hnojením se 
projevil u variant AC DRY U V - (o 20 %), AC a EC WET U V - (o 80 %) a AC WET UV+ 
(o 100 %). UV záření nemělo na tuto frakci gluteninů vliv. 
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LMW 

Obr. 25 Graf zobrazující srovnání ploch píku všech variant (koncentrace CO2-AC 
(400 /umolmoľ1) vs. EC (700 /umolmoľ1), dusíkaté hnojení - N- vs. N+ , sucho - dry vs. wet, 
UV záření - UV- vs. UV+ ) v rámci gluteninové frakce LMW. Sloupce znázorňují aritmetický 
průměr a chybové úsečky směrodatnou odchylku (SD) ze tří opakování. Malými písmeny jsou 

indikovány homogenní skupiny určujícíprůkaznost mezi jednotlivými variantami, 
vyhodnocené následným testováním v rámci analýzy variance (ANOVA) s využitím Tukeyova 

testu při hladině významnosti p = 0,05. 

Byl prokázán vliv dusíkatého hnojení zvýšením koncentrace gluteninů frakce LMW při 
zvýšené koncentraci CO2 u varianty WET U V - N+ o 48 %. Vyloučení UV záření statisticky 
významně navýšilo obsah gluteninů (o 40 %) za podmínek zvýšené koncentrace CO2, sucha 
a dostatku dusíkaté výživy. Vliv zvýšené koncentrace CO2 ani sucha se neprojevil. 
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25 Graf zobrazující srovnání ploch píků všech variant (koncentrace CO2-AC 
(400 /umolmoľ1 ) vs. EC (700 /umolmoľ1), dusíkaté hnojení - N- vs. N+ , sucho - dry vs. wet, 

UV záření - UVp vs. UV+ ) v rámci celkového množství gluteninů. Sloupce znázorňují 
aritmetický průměr a chybové úsečky směrodatnou odchylku (SD) ze tří opakování. Malými 

písmeny jsou indikovány homogenní skupiny určující průkaznost mezi jednotlivými 
variantami, vyhodnocené následným testováním v rámci analýzy variance (ANOVA) s 

využitím Tukeyova testu při hladině významnosti p = 0,05. 

Vlivem sucha došlo k významnému nárůstu celkové koncentrace gluteninů u varianty U V -
N - při zvýšené koncentraci CO2 (o 37 %) a u varianty UV+ N - při normální koncentraci CO2 
(o 35%). Hnojení dusíkem statisticky významně zvýšilo celkový obsah gluteninů při zvýšené 
koncentraci CO2, působení přirozených srážek a vyloučení UV záření o 52 %. V důsledku 
vyloučení UV záření za sucha při dostatku dusíkaté výživy a zvýšené koncentraci CO2 došlo 
ke zvýšení celkového množství gluteninů o 40 %. Tento rozdíl byl statisticky významný. Vliv 
zvýšené koncentrace CO2 na celkové množství gluteninů nebyl prokázán. 
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5 DISKUSE 

V této diplomové práci byl sledován vliv zvýšené koncentrace CO2, dusíkatého hnojení, 
sucha a UV záření na obsah gluteninů a gliadinů u ozimé pšenice odrůdy Bohemia. 

Nej významnej ší vliv na koncentraci jednotlivých frakcí gliadinů a gluteninů mělo hnojení 
dusíkem. Koncentrace gliadinových proteinů byla významně zvýšena dusíkatým hnojením pří 
působení přirozených srážek. Tento nárůst byl pozorován jak při normální koncentraci CO2 
u varianty U V - u frakcí co-1,2 1 (o 63 %), co-1,2 2 (o 47 %), co-5,1 (o 63 %), co-5 2 (o 55 %) 
a co-5 3 (o 92 %) a u varianty UV+ u frakcí co-1,2 3 (o 57%), co-5,1 (o 112 %), co-5 2 (o 86 
% ) , co-5 3 (o 120 %) a a 3 (o 45%), tak i při zvýšené koncentraci CO2 u varianty U V - u frakcí 
co-1,2 1 (o 60 %), co-1,2 3 (o 53%), co-5 2 (o 63 %) a p 1 (o 35 %) a u varianty UV+ u frakcí 
co-1,2 1 (o 46 %), co-5 2 (o 51 %), co-5 3 (o 63 %) a a + (o 55 %). Při vyloučení přirozených 
srážek se pozitivní vliv hnojení dusíkem projevil pouze u gliadinů frakce co-5 3 pří normální 
koncentraci CO2 a působení UV záření nárůstem o 50 %. Za podmínek normální koncentrace 
CO2, přirozených srážek a vyloučení UV záření byl naopak u hnojené varianty frakce P 1 
pozorován statisticky významný pokles množství gliadinů oproti variantě hnojené (o 45 %). 
Celkové množství gliadinů bylo významně ovlivněno dusíkatým hnojením při normální 
i zvýšené koncentraci CO2 bez vyloučení UV záření a srážek (nárůst o 25 %). Také 
u gluteninů bylo zvýšení koncentrace proteinů jednotlivých frakcí při hnojení dusíkem 
pozorováno převážně u varianty WET. Při normální koncentraci CO2 byl u hnojených vzorků 
s vyloučením UV záření zaznamenán významný nárůst frakcí HMW 1 (o 78 %), HMW 2 
(o 52 %) a HMW 3 (o 80 %) a bez vyloučení UV záření u frakcí HMW 1 (o 58 %), HMW 2 
(o 48 %) a HMW 3 (o 100 %). Pří zvýšené koncentraci CO2 zvýšilo dusíkaté hnojení při 
vyloučení UV záření koncentraci proteinů frakcí HMW 2 (o 73 %), HMW 3 (o 80 %) a LMW 
(o 48 %) a při působení UV záření HMW 2 (o 48 %). Za sucha byl obsah gluteninů 
v důsledku hnojení vyšší pouze u frakce HMW 3 (o 20 %) a to pro variantu AC UV-. 
Celkový obsah gluteninů byl u hnojené varianty významně zvýšen (o 52 %) při zvýšené 
koncentraci CO2, normální úrovni srážek a vyloučení UV záření. 

Hamříková [97] ve své diplomové práci také uvádí, že nejvíce gliadinových podjednotek 
reagovalo na hnojení dusíkem. Významné zvýšení hnojené varianty zaznamenala 
u gliadinových frakcí co-1,2 3, co-5 2 a všech frakcí P a a. Zvýšení relativního množství 
proteinů jednotlivých frakcí lepku popisují ve své práci také Wieser a Seilmeier [44], kteří 
zaznamenali, že při hnojení dusíkem je množství co-5 a co-l,2gliadinů a vysokomolekulárních 
gluteninů zvýšeno. Na rozdíl od našich výsledků však bylo v jej ich práci zastoupení 
y-gliadinů a nízkomolekulárních gluteninů sníženo. Wroblewitz a kol. [98] popisují významný 
vliv dusíkatého hnojení na všechny gluteninové podjednotky s výjimkou podjednotek x-
HMW. Podle jejich práce byl u LMW gluteninových podjednotek prokázán významný pokles 
vlivem dusíkaté výživy, což je v rozporu snáší prací. Stejně jako vnáší studii y-HMW 
podjednotky byly při jejich pozorování silně zvýšeny při hnojení dusíkem, avšak na rozdíl od 
našeho experimentu gliadinové podjednotky nebyly statisticky významně dusíkatou výživou 
ovlivněny s výjimkou co-5 podjednotek, které prokázaly pokles při zvýšené dusíkaté výživě. 
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Velmi důležitým faktorem ovlivňujícím koncentraci pšeničných lepkových proteinů je také 
sucho. Při vyloučení srážek byl u pěti frakcí gliadinových proteinů pozorován významný 
pokles. Za podmínek normální koncentrace CO2 byl snížen obsah proteinů frakce co-1,2 1 (N+ 
U V - o 25 %), co-5 1 (o 38 %), co-5 3 (N+ U V - o 48 %) a p 1 (N- U V - o 69 %) a za 
podmínek zvýšené koncentrace C 0 2 frakce co-1,2 3 (N+ U V - o 27 %, N+ UV+ o 41 %) a co-5 
1 (N- UV+ o 46 %). Celková koncentrace pšeničných gliadinů nebyla suchem významně 
ovlivněna. Všechny frakce gluteninových proteinů naopak vykazovaly za sucha významný 
nárůst, kromě frakce LMW, která nebyla vyloučením srážek významně ovlivněna. Frakce 
HMW 1 varianty N+ U V - (zvýšení o 55%) a N - UV+ (zvýšení o 76 %) a frakce HMW 3 
varianta N - UV+ (zvýšení o 77 %) reagovaly při normální koncentraci CO2, při zvýšené 
koncentraci CO2 vzrostlo množství proteinů frakce FDVIW 2 varianty EC N - U V - (o 57 %). 
Celková koncentrace gluteninů byla významně zvýšena při vyloučení srážek u varianty AC 
N - UV+ (o 35 %) a EC N - V U - (o 37 %). 

Mnoho studií popisuje zvýšení celkové koncentrace proteinů v pšeničném zrnu při 
nedostatku vody [99, 100]. Stejně jako my i Hamříková [97] pozorovala významné snížení 
obsahu gliadinových proteinů vlivem sucha, ačkoli při jejím experimentu byla ovlivněna 
pouze frakce a 2. Podobně jako vnáší práci popisují pokles koncentrace a-a y-gliadinů za 
sucha Yang a kol. [101], kteří však na rozdíl od nás zaznamenali také u řFMW gluteninových 
podjednotek v důsledku deficitu vody pokles a nárůst koncentrace zjistili pouze u LMW 
gluteninových podjednotek. V rozporu s našimi výsledky jsou Zhang a kol. [100], kteří 
zaznamenali nárůst celkové koncentrace gliadinů při vystavení pšenice kultivaru Gaocheng 
8901 nedostatku vody. 

Vliv UV záření se také významně projevil, a to jak na celkové koncentraci gliadinů 
(varianta DRY EC N - U V - zvýšení o 25 %), tak i na celkovém množství gluteninů (varianta 
DRY EC N+ U V - zvýšení o 40 %). Nejvíce podjednotek reagovalo za sucha nezávisle na 
vzdušné koncentraci CO2 a limitaci dusíkem. Vyloučení UV záření způsobilo významný 
nárůst obsahu proteinů u frakcí gliadinů co-5 1 (DRY AC N - o 71 %), co-5 2 (DRY EC N -
o 64 %), p 1 (WET AC N - a EC N+ o 80 %, DRY EC N+ o 48 %) a a 3 (DRY EC N - o 35 
%) a gluteninů HMW 2 (DRY EC N+ o 50 %) a LMW (DRY EC N+ o 40 %). Výjimkou byla 
pouze gliadinová frakce co-5 3 u které byl při normální koncentraci CO2, hnojení dusíkem 
a vyloučení srážek pozorován významný nárůst koncentrace proteinů při působení UV záření 
(o 66 %). 

Studie zabývající se vlivem UV-B záření na kvalitu pšeničného zrna přinášejí často 
protichůdné výsledky. Hamříková [97] zaznamenala vliv UV záření pouze u gliadinové frakce 
P 1, která podle jejích výsledků vykazovala nárůst množství proteinů při působení UV záření. 
Yao a kol [102] zaznamenali pokles celkové koncentrace proteinů v zrnu u ozimé pšenice 
kultivaru Shiman 15 při zvýšené úrovni UV-B záření. Naopak při pokusech s jarní pšenicí 
Zu a kol [103] popisují zvýšení koncentrace proteinů pšeničného zrna v důsledku zvýšení 
úrovně UV-B záření a Lizana a kol.[104] neprokázali významný vliv UV-B záření na 
koncentraci pšeničných proteinů. 
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Méně významným faktorem ovlivňujícím složení pšeničného lepku byla zvýšená 
koncentrace CO2. Při zvýšené koncentraci CO2, působení UV záření, vyloučení přirozených 
srážek a bez hnojení dusíkem byla snížena koncentrace gliadinových proteinů frakce P 1 
(o 31 %) a gluteninových proteinů frakce HMW 2 (o 33 %) a HMW 3 (o 32 %). Naopak 
nárůst obsahu proteinů frakce gliadinů P 1 při zvýšené koncentraci CO2 byl pozorován 
u hnojené varianty WET U V - (o 65 %) a stejným způsobem reagovala i nehnojená varianta 
WET UV+ frakce co-5 1 (EC nárůst o 63 %). 

Hamříková ve své práci [97] zjistila také významný pokles obsahu proteinů gliadinové 
frakce P 1 vlivem zvýšené koncentrace CO2. Ve shodě s našimi výsledky Hôgy a kol [105] 
zaznamenali u pšenice jarní odrůdy Triso pokles celkové koncentrace pšeničných proteinů 
i pokles koncentrace samotných lepkových proteinů při zvýšené koncentraci CO2. Podle jejich 
studie celkové gliadiny a jejich podjednotky co-5,co-2,l a a y byly pří zvýšené koncentraci 
CO2 významně sníženy a celkové gluteniny a jejich podjednotky nebyly významně ovlivněny. 
Bylo prokázáno, že pšenice pěstovaná za podmínek zvýšené koncentrace CO2 vykazuje vyšší 
poměr C/N a předpokládá se, že toto relativní snížení celkového N vzhledem k množství 
C povede ke snížení celkového množství proteinů [105]. Při zvýšené koncentraci CO2 
zaznamenali také Wieser a kol [35] aHogy a kol. [59] průkazné snížení celkového množství 
proteinů pšeničného zrna a změny ve složení jednotlivých proteinových frakcí s výjimkou 
albuminů a globulínu, přičemž tento efekt se více projevil u gliadinových proteinů a jejich 
podjednotek než u frakcí gluteninů. Tento jev vysvětlují například Wieser a Seilmeier [44] 
tím, že syntéza gliadinů a glutenů je regulována dostupností dusíku při vývoji zrna a proto 
jsou více ovlivněny na dusík a glutamin bohaté gliadiny než gluteniny [105], 
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6 ZÁVĚR 

Cílem této diplomové práce bylo sledovat vliv zvýšené koncentrace oxidu uhličitého, 
dusíkatého hnojení, sucha a UV záření na obsah proteinů gluteninové a gliadinové frakce 
lepku. 

Ozimá pšenice odrůdy Bohemia byla kultivována na Experimentální stanici Centra 
výzkumu globální změny A V ČR v.v.i. vDomanínku u Bystřice nad Pernštejnem 
v Českomoravské vrchovině (49°521'N, 16°235E, nadmořská výška 575 m). Experiment 
probíhal ve 24 komorách umožňujících automatickou fumigaci zvýšenou koncentrací CO2, 
manipulaci srážek a vyloučení UV radiace u poloviny komor. Vzorky byly vysety 
10. října 2012 v hustotě 4 MKS na ha. V polovině května byla zahájena fumigace zvýšenou 
koncentrací CO2 v koncentraci 700 umol.mol" . Parcelky uvnitř komor byly rozděleny na dvě 
části, jedna byla hnojena dávkou dusíku 200 kg N ha"1 a druhá hnojena nebyla. Sklizeň 
tprobíhala ručně. 

Gliadinové proteiny byly separovány metodou A-PAGE, separace gluteninových proteinů 
byla provedena metodou SDS-PAGE. Obsah proteinů jednotlivých frakcí gliadinů a gluteninů 
byl stanoven počítačovou denzitometrií. 

Za nej významnější faktor ovlivňující kvalitu pšeničného zrna lze jednoznačně považovat 
hnojení dusíkem, které významně zvýšilo obsah většiny gliadinových podjednotek a všech 
gluteninových podjednotek i celkovou koncentraci gliadinů a gluteninů. Nárůst koncentrace 
proteinů jednotlivých frakcí se projevil zejména při působení přirozených srážek (všechny 
co-1,2 gliadiny, co-5 gliadiny, gliadinová frakce |3 1, a 1 a a 3 a všechny frakce gluteninů), 
sucho bylo ve většině případů limitujícím faktorem. 

Významný byl i vliv sucha, které v rámci gliadinové frakce způsobilo významné snížení 
obsahu proteinů u frakcí co-1,2 1 a 3, co-5 3 a P 1. U gluteninů byl pozorován opačný efekt. 
Vyloučení srážek významně zvýšilo jak celkové množství gluteninů, tak i všechny frakce 
HMW gluteninů. 

Vyloučení UV záření zvýšilo významně koncentraci gliadinových frakcí co-5 1 a 2, P 1 
a a 3 a gluteninových frakcí HMW 2 a LMW. 

Zvýšená koncentrace CO2 se projevila pouze v malé míře a její účinky byly značně 
protichůdné. Očekávaný pokles obsahu proteinů byl pozorován u frakce gluteninů 
HMW 2 a 3 a gliadinové frakce P 1 při působení UV záření, nedostatku dusíku a vyloučení 
přirozených srážek. Odlišně reagovaly vzorky při působení přirozených srážek. Varianta 
WET N+ U V - frakce gliadinů P 1 vykazovala významný nárůst obsahu proteinů a stejným 
způsobem reagovala varianta WET N - UV+ frakce co-5 1. 
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8 S E Z N A M Z K R A T E K 

A-PAGE acid polyacrylamide gel electrophoresis 

ELISA enzyme linked imunosorbent assay 

FACE free air CO2 enrichment 

HMW high molekular weight 

HPLC high-performance liquid chromatography 

LMW low molekular weight 

L R M laboratorní referenční metoda 

MALDI matrix assisted laser desorption ionization 

MS mass spectrometry 

NIR near infrared spectrometry 

RP-HPLC reverse phase high-performance liquid chromatography 

Rubisco ribulosa-l,5-bisfosfátkarboxylasa/oxygenasa 

RuBP ribulosa-1,5 -bi sfosfátem 

SDS sodium dodecyl sulfate 

TEMED N,N,N' ,N' -tetramethyl ethylendiamin 

TOF time of flight detektor 

TPT fosfát-triosafosfát-fosfoglycerát-translokátor 
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