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ABSTRAKT

V této diplomové préaci byl sledovan obsah praiegiiadinovych frakci ozimé pSenice
(Triticum aestivurnodnidy Bohemia pstované v podminkach normalni (AC) a zvysSené (EC;
700pmol-mol?) koncentrace oxidu ulitého. Kromé toho byla polovina vzork hnojena
dusikem v mnoZstvi 200 kg-haDal&imi pozorovanymi environmentalnimi faktoryldy
sucho a UV zé&ni. Gliadinové proteiny byly separovany metodo®AGE a kvantifikovany
pocitatovou denzitometrii. Obeérse nénil obsah protei v ramci frakcio-, p- aa-gliading,
zatimco uy-gliadind nebyl zjisén Zadny nebo té&n Zadny vyznamny rozdil. Jednozna
nejwetsi vliv na obsah gliadinovych protéimmél dusik, ktery piikazre zvySuje mnozstvi
proteini v pSenéném zrnu. Nejvice subfrakci reagovalo za podmin€k sucha a bez UV
z&eni a za podminek EC #&inpzenymi srazkami a UV #é@nim. Vyznamna byla také
interakce dusiku s UV #nim (AC, sucho) i sjeho vyldsanim (EC, sucho). Interakce
dusiku a pirozenych srazek vyznamarevysSila obsah proteinza podminek AC bez UV
z&eni a za podminek EC s UVieaim. Samotnd EC i EC v interakci s jinymi faktegy
projevila v malé nie. EC s dusikatou vyzivou (sucho bez UVierd) zvySily obsah
gliadinovych proteifi a EC se satasnym vylodenim dusikaté vyZivy (sucho iimpzené
srazky s UV z#enim) obsah proteinsnizila.

ABSTRACT

In this diploma thesis protein content of gliadiractions in winter wheatT¢iticum
aestivum var. Bohemia was studied. The crop was cultivate@¢onditions with ambient
(AC) and elevated (EC; 7Q@nol-mol*) carbon dioxide concentration. Moreover, halftud t
samples was fertilized with nitrogen in an amourt 200 kg-h&. Other observed
environmental factors were drought and UV radiatibme gliadin proteins were separated by
A-PAGE method and quantified by computer densitoyneGenerally the protein content
within o-, B- anda-gliadin fractions varied, while the protein cortterf y-gliadins remained
unchanged or almost unchanged. Clearly the nitrdggitization had the most pronounced
impact on the gliadin protein content and it siguaiftly increased the protein content in
wheat grain. Most subfractions reacted in condgiamf AC, drought and without UV
radiation and in conditions of EC with natural falhand UV radiation. The interaction of
nitrogen fertilization with UV radiation (AC, droug was significant and so was the
interaction of nitrogen fertilization excluding UNdiation (EC, drought). The interaction of
nitrogen fertilization and natural rainfall sigmiéintly increased the protein content in
conditions of AC without UV radiation and in condits of EC with UV radiation. EC alone
and the interaction of EC with other factors haty@axsmall impact. The impact was the most
pronounced in interaction with nitrogen fertilizati EC with nitrogen fertilization (drought
without UV radiation) increased the gliadin proteontent and EC excluding nitrogen
fertilization (drought and natural rainfall with UMdiation) decreased the protein content.
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1 UVOD

Zvysovani koncentrace oxidu utiteho v atmosfie je kEzny jev, ale sotasna rychlost
naristu jeho koncentrace je fenoménem zhruba posledivich set let, néemz ma nejstsi
podil ¢innost ¢lovéka. Nejedna se vSak o problematiku jednoho kritémigrZz o souhru
nékolika faktofi najednou, které svymuapobenim zvySuji koncentraci GQr atmosfée.
Tento zdanli¢ neSkodny plyn se z velké&asti podili na zrné globalniho klimatu nasi
planety. Ta zahrnuje nejen zvySovani teploty ovidafe také s ni souvisejici Zny
obvyklych meteorologickych jévatp.

Jelikoz je oxid uhliity substratem, ze kterého rostliny vytivasvou biomasu i
fotosyntéze, je jasné, Ze jeho dostupnost budermxtat rostliny iznymi zpisoby. Primara
se néni rychlost fotosyntézy, rychlost dychani, zvySsgetvorba biomasy. Kro#rtoho se ale
piedpoklada i zena chemického slozeni rostlinnych pletiv, coZz zajerobsah sachafigd
dusiku a bilkovin. Efekt zvySené koncentrace,Gf@a rychlost fotosyntézy &mje pijem
a obsah mineralnich zivin a naopak dostupnost aivitviiuje miru fisobeni CQ.

Existuje velka spousta rostlin, jezige byt gednttem zkoumani. Jadba vSak $novat
pozornost hlavé hospod#skym plodinam, které maji funkci zabezpevyzivu lidstva.
PSenice je povazovana za nejkonzumeéjarobilninu na seté. VeétSina setove produkce je
zkonzumovana ve forénchleba a jinych pekakych vyrobki, téstovin a nudli. Hlavni
proteinovou slozkou pSeamych zrn je lepek. Je to bilkovinny komplex iteny dwma
skupinami proteifi, a to gliadiny a gluteniny, jeZ jsou zasobnimitpiay pSenice. Diky jejich
jedingnym funkénim vlastnostem f¥e byt vytvdeno €sto pro vyrobu kynutého chleba.

Kromé vynikajicich funknich vlastnosti maji lepkové proteiny i svou stiangtranku.
U geneticky citlivych jediné mohou mit skteré frakce vliv na zdravi. Zigobuiji totiz tizné
druhy alergii a intoleranci, néfglad celiakii.

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim obsatteipr gliadinové frakce u ozimé
pSenice, ktera bylaé¢ptovana i normalni a zvySené koncentraci £€©dalSimi interakcemi
environmentalnich faktér jako je dusikaté hnojeni, sucho a UVrerd. Pro stanoveni
gliadina byla pouzita kysela elektroforéza v polyakrylamiém gelu (A-PAGE). Cilem bylo
zjistit, jak se m¥ni zastoupeni jednotlivych podjednotek gliadinovakée v podminkéch
zvySené koncentrace GQ ostatnich faktdr a gipadré, jak se jednotlivé faktory svym
pasobenim ovliviuji navzéjem.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Zmény klimatu
2.1.1 Co je to znmena klimatu

Zménou klimatu je mysSlena z&na meteorologickych podminek trvajicékolik let, ¢i
déle. MiZe se tykat ziny jednoho parametru (napeplota, srazky), avSakastji je tato
problematika mnohem komple$gi. Ve spojeni s globalnimi vzory §asi mohou tyto zgmy
vyvolat vyrovnavajici zény v riznych ¢astech sita, alecastji jsou souwasti celkového
oteplovani nebo ochlazovani globalniho klimatu Kidauchi [2] popsal globalni klimatickou
zmeénu jako “dlouhodobou odchylku klimatickych paranefienms od piiméra a trend, které
charakterizovaly planetuiplizné do paéatku 20. stoleti”.

2.1.2 Zmény klimatu v historii Zem é

Zmeny klimatu Zend nejsou novym Ukazem. Geologické studieaji, Ze doby ledove
a meziledové seistlaly s periodou 103, 42 a 24 tisic let [2].

Autoti z COHMAP (Cooperation Holocene Mapping Proje8) ivadi, Zze zrgny klimatu
n¢kterych lokalit Zend v uplynulych 18 000 letech se odviji od &mslun&niho z&eni
dopadajiciho na \#8i povrch naSi atmosféry. Dale pak vyvozuji &gy Ze archeologicky
prokazané peatky rozvoje zerdélstvi spadaji do klimatickyiizniveho obdobi fgd 10 000
az 12 000 lety. V saasné dob se viak &e to, Zeclovék meéni klima planety svou vlastni
¢innosti. Poslednich 3040 let dokazuje, Ze existem&innost nasi civilizace dosahly tak
velkych roznéri, Ze zasahuji jak do vztahjednotlivych tym ekosystém, tak také do
ekosystému globalniho [4]. Rovnovahu systému ngeugazvoj pamyslové a zeruélske
produkce, lesnictvi a dopravy. Tento vliv naSi dapea dokladaji zpravy programu Evropské
unie Zivotni progedi a klima, ktery je s@ést Programu konvence OSN o klimatickych
zmenach. V sotiasné dob je rychlost uvatovani sklenikovych plyinnékolikanasobg vyssi,
nez byly girozené zniny v obdobi poslednich 20 000 let [5].

0.6

=
.

=
[

A

=0.
%C!D 400 600 800 1000 1200 1400 1800 1800 2000
Year ()

&
i
|
[
1
i
|

Temperature anomaly ()
(=]

&
=
I

Obr. 1 Povrchova teplota v fiibehu poslednich dvou tisicileti [1], [6]



Obr. 1 ukazuje, Ze teplota 20. stoleti je nejvgdSposledni dvtisicileti. Nedavny néist
globalni teploty a posuny v regionalnich srazkéabujale jen jednou &sti obav, které
vyvolava nénici se klima. Burroughs [1] piSe, Ze z hlediskapoaldského dopadu bude
nejsSkodlivjSim disledkem vyrazny nést extrémnich meteorologickych jev

2.1.3 Sklenikovy efekt

Sklenikovy efekt je jev,ipkterém z&eni snadno prostupuje atmosférou a jakmiletsip
a pilehly vzduch obeji, turbulentni pohyb vzduchu neodstrani tegitirychle. Protoze se
hustota atmosféry rapiérsniZuje s rostouci nadrifskou vysSkou, absorpce zemnihd'erd
probiha hlava blizko povrchu. Jestlize koncentrace rédéaaktivnich plyri v atmosfée
vzrasta a mnoZzstvi solarni energie absorbované na Ipovatstava nezrméné, nejnizsi
hladina atmosféry se #dje. Toto oteplovani je vysledkem absorpce nizénoaférou
a nasled& emise vice infréerveného z&ni nahoru i ddi. Pro dosazeni rovnovahy se naopak
horni atmosféra ochlazuje [1]. Sklenikové plynyiosliji radiani bilanci Zend a to tak, Ze
propousti kratkovinné zéni, ale mnohem ménpropousti dlouhovinné géni, které je
emitovano povrchem Zem[4]. Pra¥ zmeéna slozek tviicich atmosféru gmi absorpni
vlastnosti a to pak narusuje rovnovaznou bilantezida néni se klima [7]. Kazdy plyn se na
oteplovani podili jinou mirou. NejkeZitejSi je oxid uhléity (cca 47 %), methan (27 %),
freony (10 %), oxid uhelnaty a dalSi steniny uhliku (9 %) a oxid dusny (4 %) [4]. Nezalezi
vSak jen na jejich zastoupeni v atmdsféale také na jejich ¢innosti. Proto i nizké
koncentrace &kterych plyri mohou znéné prispivat k absorpci dlouhovinnéhoieai [7].
VétSina syntetickych plyin absorbuje mnohem vice nez srovnatelné mnozsty €6dle
matematického modelu [8] pokud se zvysi teplotay dikySené koncentraci GQefekt se
jes€ zvysi misobenim vodni pary, kterd ma stejnou funkci jakierskové plyny. B vyssi
teplo€ se voda vice vygiaje a tim se zvySuje obsah vody v atmisfétepleni ale nebude
po celé planét stejné — nejsilgSi bude efekt v okrajovyckiastech zaledmé plochy ve
vétSich zemipisnych Sikadch a na druhou stranu veesinich zergpisnych Sikach by nglo
byt vétSi sucho.

Dulezité je tedy porozust disledkim nafistu radigné aktivnich plyri v atmosfée a to
hlavre diky lidské¢innosti, protoze jejich globalni koncentrace rapidtista od poloviny
18. stoleti, tedy od zatku industrializace [7]. Dychani, vulkanickinost a jiné firozené
procesy spojené s vylavanim CQ do atmosféry jsou v ramci ekosystému dlouh@dob
v rovnovaze [4].

2.1.4 Zmény koncentrace CQ

To, Ze se zvySuje koncentrace oxidu &itého v atmosfie, je jasny fakt. Jaké jsou ale
podily jeho zdraj na této zrainé? Nejednozn&né jsou i dopady, jeZz se musi objevit diky jeho
pusobeni, & uz se bude #mit pocasi na naSi plangtrast rostlin nebo celkavzivot lidi [7].
NejproblematitéjSi z hlediska produkce GQe spalovani fosilnich paliv, dale rozsahlé kaceni
lesi zejména v tropickych oblastech (cca 15-20 % cel&o\emisi) a zrny vyuzivani gdy

9.

Prechod mezi dobou ledovou a meziledovou a nastupy detbové jsou spojeny se
zna&nym snizenim nebo zvySenim koncentrace oxiducitdtio v atmosfie a s nim
souvisejici zmanou teploty [10]. Zminy koncentrace C{tedy nejsou neobvykly jev. Problém
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je s nafistajici rychlostidchto znén, ktera zfisobuje, Ze rostliny nestapiimérerg reagovat
prizptisobenim svych vlastnosti [7].

Pokud bychom se ohlédli do davné historie, v obddBiO00 az 10 00C:pn. I.
koncentrace C®v atmosfée kolisala kolem hodnot 200—28fhol-mol* a za poslednich
650 000 let nikdy nepvysila 310umol-mol* [11]. Zatimco ped pimyslovou revoluci
v polovirg 18. stoleti se koncentrace g€@ohybovala vrozmezi 270-2@énol-mol*,
Borroughs [1] ve své publikaci uvadi, Ze hodnotandemtrace C@ v roce 2005¢inila
380pumol-mol. A o pit let pozdiji pak stoupla na 39@mol-mol*, jak uvadi Canadell et al.
[12]. Ti dale popisuiji, jak se &nily rocni naigsty koncentrace COZatimco v letech 1970—
1979 byl naiist 1,3umol-mol*, pozdji v obdobi 2000-2006 uZ nist &inil 1,9 umol-mol™.
Podle NOAA (National Oceanic & Atmospheric Admimaton) [13] se satasna
koncentrace blizi hodnot400umol-mol*. Honisch et al. [14] tvrdi, Ze stasna hladina
nema obdoby za poslednich 2,1 milionu let. Nazojayobr. 2, ktery ukazuje fbeh
koncentrace za poslednich cca 1 000 let.
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Obr. 2 Casova zavislost koncentrace oxidu titdiho. [1]

S menici se koncentraci GOdochazi také nejen ke zvySovani koncentrace thalSic
sklenikovych plyd, ale také se zvySuje depozice dusiku jednak zwhrmypuzivanych
v zeméd¢Istvi a z produkt spalovani. Tato depozice se pohybuje v rozmezil30kg/ha
v zavislosti na lokalit [15]. Proto je teba pd@itat se zvySenou dostupnosti uhliku i dusiku.
Vzhledem k tomu, Ze veétsir¢ prirozenych ekosystéinje nedostatek dusiku limitujicim
faktorem, lze odekavat piznivy vliv na rychlost fixace C@a fist rostlin diky nalkstajici
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depozici dusiku [7]. Holland et al. [16] podle matdgickych moddl vyvodili, Ze celkova

~ v s o

2.2 Vliv zvySené koncentrace C@na rostliny

Biosféra misobi zejména pragdnictvim fotosyntézy jako zakladni kontrola nadwin
oxidu uhliitého v atmosfiée. Jedna se o dasny sink (Glozi#) pro podil dodainého CQ
vloZzeného do atmosféry skrze uhlikovy cyklus. Pietqroduktivita biosféry roste se
zvySujici se hladinou COzpomaluje se nahrom&d plynu v atmosfié&. Tento mechanismus
se uplatnil jako hlavni dopad ndivEjSi klima a je faktorem oddalenikterych nasledk
emisi sklenikového plynu diky spalovani fosilnietiy[1].

Ptimé &inky zvySené koncentrace GGse vSak projevuji nejen z2mami rychlosti
fotosyntézy, ale také fotorespirace a vodivostidpchi a v neposlednfadé dochazi je&t
k vyznamnym interakcim mezi danymi procesy [7]. Nldpd sniZzeni obsahu dusiku
zpisobuje zminu ristové a udrZzovaci slozky dychani nebo sniZzeni wadipriiduchi, jez
zlepSuje vodni bilanci rostlin, e oddalit vodni deficit éhem poledne a prodlouzit denni
fazi s pozitivni fotosyntetickou bilanci. Navic kn® narmistu biomasy se ifpdpoklada zrina
biochemického slozZeni rostlinnych pletiv [17], av§@Si obsah sachatidmensi obsah dusiku
a bilkovin a z toho vyplyvajici vySSi p@mC/N [18].

2.2.1 Minerdlni vyZiva

Pii fotosyntéze se twd prekurzory uhlikatych struktur, na které se paivrekteré
mineralni ziviny a také se produkuji redukovanéaktdry (NADPH) a energie ve formn
ATP. Tyto molekuly jsou dlezité pro aktivni fijem Zivin a jejich akumulaci [7]. Efekt
zvySené koncentrace GMa rychlost fotosyntézy &mje také pijem a obsah mineralnich
Zivin a naopak dostupnost Zivin ouiwje miru gisobeni CQ@ na fotosyntézu a produkci
rostlin.

Biogenni Ziviny jsou navzajem nenahraditelné, gies to ma jedingé postaveni dusik.
Jeho koncentrace je v rostlinach nejvyssi a je Zdysae vSech proteinech. Dostupnost dusiku
je vraznych lokalithch odliSna, a tak jéeba pditat jak s nedostatkem, tak gepytkem.
Dulezita role dusiku v rostlinach pro tvorbu a hrosrddorganickych latek ovlisje
hodnoceni interakce zvysSené hladiny £Cf@ijmu dusiku a tvorby organickych latekétiem
akumulace suSiny v obilkach, tzv. generativni faistu, mize dochazet k urychlenému
rozkladu enzym, nag. Rubisco, jez zajifije fixaci atmosférického C£ vlivem
nedostaténé zasoby dusiku ve vegetativnich organeaisl&ikem by mohlo byt to, ze se
vice omeziist vynosi, které by byly dosaZzenyipdobré dostupnosti dusiku po celou dobu
vegetace [7].

Luo et al. [19] uvadi, Ze zvySenim koncentrace,&® zvysSuje rychlost jeho fixace
a zarové se snizuje obsah enzymu Rubisco, obsah dusilatech klesa o 15-20 %. Jednak
se obsah dusiku ,bpedi“ vySSim obsahem sachdridale také se snizuje mnoZzZstvi
fotosyntetickych bilkovin. Tim se zvySujéinnost vyuziti dusiku rostlinami. BassiriRad et al.
[20] ze svych experimeintvyvozuji, Zze obeah popisované snizeni dusiku v rostlinach
péstovanych v atmosfé se zvySenou koncentraci £§@ zpisobeno neschopnosti flemi
adaptovat se na zvySené pozadavky dusiku.
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Dijkstra et al. [18], kt& zkoumali ozimou pSenici, uvéjd, Ze koncentrace dusiku v suSin
se snizila 0 5 %, ale vychytavani dusiku na plogadootku fidy bylo @i ptisobeni zvySené
koncentrace CoOvyssi o 11 %.

Natr [7] ve své publikaci jednoduSe shrnuje, #strrostlin a jejich vynosy nejsou
ovlivihovany jednim parametrem, ale mirainku zvySené koncentrace @Qe odviji od
pusobici energie Zani, dostupnosti vody, mineralnich latek, teplotg. &aroves piSe, Ze
vynos kulturnich rostlin je dan genotypem,ampyslovym hnojenim, dostatkem vody
a opatenim proti chorobam, sdcim a pleveim.

2.3 Vliv zvysSené koncentrace CQna pSenici

Nekdy je €Zké zobecnit gkteré zakonitosti, jimiz séidi rast rostlin. Variabilita rostlin je
vysok@, liSi se specifitou struktur, podminkaristu a obas se mohou vysledky liSit u jiné
odnidy prislusného druhu. Proto jéeba blize specifikovat i ndmi studovanou pSenitolse
Jedna se o velmi vyznamnou plodinu podilejici seydavé lidstva, a proto si zaslouzi velkou
pozornost [7].

Jablonski et al. [21] provedli meta analyzu stugkajicich se vlivu zvySené koncentrace
CO, na semenné rostliny a obilninytetns koncentrace dusiku v semenech a doSli kizav
Ze st @i zvySené koncentraci GOma za nasledek vyznamné snizeni dusiku v obilkach
pSenice a jgmene, ale naopak nikoli u séji a ryze.

2.3.1 Rozdily mezi kultivary

V roce 1997 sledovali Batts et al. [22], jak sénimvyvoj a fotosyntetické charakteristiky
porosfi u dvou kultivaé pSenice v atmosfé se zvySenou koncentraci £@Rozdily mezi
kultivary byly zjiS€ny pouze na ptatku vegeténiho obdobi. LiSily se od sebeupthem
vyvoje a rozdilnym odnozZovanim. Po zbytek vegetadg reakce hod& podobné. ZvySena
koncentrace C@vyvolava intenzivijSi odnozovani, coz se projevétsi hustotou porostu
a WtSi absorpci z&ni.

Manderscheid a Weigel [23] porovnavali 6 kultivgarni pSenice obecné v podminkach
zvySené koncentrace GGe zamitenim na st a fyziologické charakteristikyfigemz nebyl
zjisten vliv na rychlost fotosyntézy ani na obsah bilkoviebo obsah chlorofylu v listech.
Doslo ke z¥tSeni plochy list a také byl zji&in pozitivni vliv na hmotnost suSiny u starSich
kultivara. U obilek¢inilo toto navySeni 46 %. U novych kultivaeto bylo pouze 28 %.

2.3.2 Vliv mineralnich Zivin

Monje a Bugbee [24] sledovali fotosyntetické chéeektiky porostu pSenicefipnormalni
a zvysené koncentraci GOa dostatku minerélnich Zzivin, a sledovali fotogyitkée
charakteristiky porostu. U rostlinégtovanych ve zvySené koncentraci £yl vynos zrn
0 13 % vysSi a také se zvySil podil hmotnosti sudiaireni z celkové hmotnosti. Jejich
zawrem je, Ze pokud maji rostliny optimalni podminkg pEstovani, vyssi koncentrace €0
zvysi silu sinku a nasledrse zrychli fotosyntéza.r@dpokladé se, Ze dostate velky sink
zabrani zptnovazebné inhibici fotosyntézyimlouhodobém fisobeni CQ.

Wolfav experiment [25] byl zagiten na sledovani paramifpSenice pstované fi rizné
dostupnosti dusiku, fosforu a drasliku a tyto vagiabyly navic vystaveny zvySené
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koncentraci CQ Deficit dusiku zpsobil zn&né snizeni vlivu zvySené koncentrace,Ga
hmotnost suSiny a podobse zvysila i hmotnost susiny obilek. Bt$iny variant byl pak takeé
zaznamenén sniZzeny obsah Zivin vlivem zvySené kdrame CQ, pricemZ nejvyraz§si
rozdil byl v obilkach.

Fangmeier et al. [26] posuzovali vliv zvySené kanece CQ a davek ozonu a dusiku na
koncentraci nuttinich prvka a kvalitu zrna u jarni pSenice. V zelenych listeelsnizil obsah
vSech prvk (kronmg fosforu a Zeleza), ale v zrnu se snizil pouze lolokesiku, vapniku, siry
a Zeleza. Vtksledku zvySené koncentrace £6e sniZila poptavka po dusiku v zelenych
tkanich, ale také se zvysil&ianost jeho vyuziti. Mohlo za toiedevSim sniZzeni obsahu
Rubisco a represe fotoresgind drdhy a sniZzend alokace dusiku pro enzymy pgilcéan
cyklus fotosyntetické oxidace uhliku.fif@m dusiku tedy neodpovidatipnu uhliku. Autdi
to vyswitlili tak, Ze pokud je fHjem dusiku z pdy ukorten jiz po vykeétu, dusik uéeny zrnu
pochazi z vegetativnich foadpisobujicich snizeni koncentrace dusiku v zwpohaceni
atmosféry CQ (15 %).

Taub et al. [27] udavaji pokles protéim pSeniném zrnu v dsledku zvySené koncentrace
CO; 0 9,8 %. Winek zvySené koncentrace g8yl ovlivnén prorménnymi Zivotniho prosedi.
Nap‘iklad mnoZstvi proteiinse sniZilo vice, kdyZ byla vy3Si koncentrace, @dlikovana na
rostliny pestované fi nizkych davkach dusiku, ne# pyssSich davkach (16,4 %, resp. 9,8 %).
Dale byl zjistn tSi vliv zvySené koncentrace G@a celé zrno neZ na ps&mdbu mouku,
Cc0Z znamena, Ze zvySena koncentrace @@Ze mit mensi vliv na koncentraci protein
v endospermu nez v jinyctastech zrna. Dopad na vyzivu lidi by se tedy mdil podle
toho, zda se konzumuji vyrobky z celych zrn nebail@ mouky. Rozdily mohly nastat
v disledku velmi rozdilnych akumuiaich modei strukturnich a metabolickych protéin
aleuronu a kitiku ve srovnani s hlavnimi zasobnimi proteiny endasp.. V pSeriném zrnu
se strukturni a metabolické proteinghlem vyvoje obilek akumulujiitve nez hlavni zasobni
proteiny [28]. Také se zd4, Ze akumulace struktirai metabolickych proteinv obilkach je
regulovdna sinkem, zatimco akumulace z&sobnicheipiioje do zn&né miry omezena
zdrojem dusiku rozvijejiciho se zrna. Z toho plynedpoklad, Ze vliv zvySené koncentrace
CO;, na bilkovinnou vyZivigloveka by mohl byt zmirén zentdélskymi postupy.

Idso a Idso [29] tvrdi, Ze veSker€inky zvySené koncentrace GMa obsah protein
v plodinach by se mohly zlepSit zvySenym pouzivandusikatych hnojiv. Vysledky
z Taubovy studie [27] ukazuji, Ze zvySujici se n®teZ dusiku v pdé minimalizuje vliv
zvySené koncentrace G@a mnozstvi protein ale gesto se i i vysokém pidavku dusiku
obsah proteit snizil téngt o 10 %. Jeho z&wy fikaji, Ze i kdyZz by bylo mozné hnojivo
pouzit ke zmiréini dopad zvySené koncentrace GQ atmosfée, nelze ho povazovat za
univerzalnireSeni z dvodu ekologickych dopaddna ekosystémy a malé dostupnosti hnojiv
pro zengdélce v mnoha zemich.

Mriviw s

vyuziti. Zmeny obsahu a sloZzeni ps&mych proteii vyznami urcuji kvalitu mouky pro
pekdaské &ely. Prestoze proteinové slozeni zavisi zejména na gen@ypenice, rize byt do
znané miry ovlivieno environmentalnimi faktory a jejich interakcer®8].

Fangmeier et al. [26] uvadi, Ze s rostouci koneentCQ se vyrazg snizily hodnoty
Zelenyho testwiisla poklesu a obsah suchého a mokrého lepkitesl giznivy dopad C@na
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rast a vynos C3 rostlin, resp. obilnin, bude v budauproblém se sniZzovanim kvality mouky
v dasledku zvySovani koncentrace @@atmosfée.

Novotna et al. [30] porovnavali vlivékolika nistovych faktoéh na pSenici satasre.
Zvysena koncentrace GQevySila jednak nadzemni biomasu a také vynos zZrrjeni
dusikem s vylogenim UV radiace pak umocnilo stimulujici efekt zey8 koncentrace GO
Naopak sucho zmirnilo vliv zvySené koncentrace.G@omnk toho zvySena koncentrace €0
snizila rekteré kvalitativni parametry (obsah protieimebo Zelenyho test).

2.4 PSentné proteiny

PSenéné zrno se sklada z&ithlavnich ¢asti. ®mi jsou obalové vrstvy, kiek
a endosperm. Obalové vrstvy (otruby) jsou fény z velké ¢asti z nerozpustnych
polysacharid, jako je celulosa, které slouzi jako zdroj vlakniKlicek predstavuje zarodek,
ze kterého vyroste nova rostlina. Nese genetict@nmace a ma vysoky podil tuku. Ne&jgi
podil zrna tvéi endosperm. Je zdrojem z&sobnich latek pro rastienfazi kigeni. Z velké
casti obsahuje Skrob (cca 3/4) [31], ale tou dlejEitejSi ¢asti jsou bilkoviny. Ty jsou
v endospermu zastoupeny 10-13 % [32]. Proteiny jsvém sloZeni a v molekulovych
hmotnostech vysoce heterogenni. Obsah a jejichit&vi stZzejni pro pekieskou kvalitu
pSenéné mouky.

Podle nedavné studie [33] se obsah celkovych mfoteigenotypech d&¥né pSenice
(Triticum aestivupohyboval od 10,87 do 13,04 % a u tetraploidmings®e tvrdé Triticum
durum) od 11,46 do 16,53 %. Screening provedeny Vogetdnal. [34] ovSem ukéazal
mnohem ¥tSi znmeny v obsahu protein a to od 7 do 22 %, figemz geneticka slozka
predstavovala pouze cca 5 %.¢t8 ¢ast zmén se vyskytovala vigsledku jinych
(environmentalnich) faktér

Molekulovd hmotnost proteinse obect pohybuje wadech tisié¢ az milioni Daltoni.
PSenéné proteiny maji 30 tisic az vic nez 10 mil. Daitd85]. Tim Ze pSewné proteiny
vykazuji vysokou komplexitu a takézné vzajemné interakce, je ztizena celéa charakiiz
Obvykle jsou klasifikovany podle rozpustnosti. P@sbOrno¢ extrakci se ziska velice
heterogenni skupina zahrnujici nelepkové proteaftyufniny a globuliny) a lepkové proteiny
(gliadiny a gluteniny). Lepkové proteiny se firpzeném stavu vyskytuji jako oligomery
raznych polypeptid, které obsahuji vice nez 35 % hydrofobnich amisekgovych zbytk
(isoleucin, leucin, tryptofan, tyrosin, valin, fdalanin a prolin) [36], ficemz 6-12 %
pSenénych proteir tvori prolin [37].

2.4.1 Albuminy a globuliny

Albuminy a globuliny sefadi mezi nelepkové proteiny agtSina je zapojena do
metabolickych procés jako enzymy. Polymerni globuliny (triticiny) pakcki minoritni
skupinu pSernych zasobnich protein(cca 5 % celkovych proteih [38]. Podle studie
Stehna et al. [39] provedené daskych kultivarech pSenice tifoalbuminy a globuliny
22,29-30,81 % z celkovych protéinMolekulové hmotnosti této proteinové frakce, jak
stanovili Zili¢ et al. [40], se pohybuji v rozmezi 76,4-12,4 kbeSem ¥tSina proteid je
mensi nez 25 kDa. Vyskytuji se v monomerni férade obsahuji i polymerni proteiny, které
jsou stabilizované me&tzcovymi disulfidickymi vazbami [41]. Albuminy a dbaliny se
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akumuluji od vyk¥tu pSenice do cca 20. dne a potoistavaji téndt na konstantni Urovni
[28].

2.4.2 Lepek

PSenice je mezi obilovinami jediergd v tom, Ze mouka z pSenice obsahuje proteinovy

komplex, tzv. lepek. Diky ému ma vypracovanéésto reologické vlastnosti petoné

k vyrobe¢ kynutého chleba [42]. Dale @ldje téstu kapacitu absorbovat vodu, kohezivitu,
viskozitu a elasticitu. Mezidiné zdroje lepku p#tvelka spousta potravin. Lepek je régn
vyznamny vedlejSi produktipvyrobé pSenéneho Skrobu a je takto cel@sove produkovan

v obrovském mnozstvi [43]. Jednou variantou prajepracovani je enzymova hydrolyza,
kterd se Siroce pouZziva v potravisiiem ptmyslu pro zlepSeni furtkich vlastnosti
(rozpustnost, emulzifikace, schopnost itdilmy) nebo giprava silg hydrolyzovanych
proteini pro hypoalergenni diety a nutni terapii.

Pojem lepek obeénodkazuje na ifislusné proteiny pSefriého zrna. OvSemékdy je
nespravi pouzit ve vztahu k jinym plodinam (niagkukui¢cny lepek). Existuje také nuéni
koncept tohoto pojmu, ktery odkazuje na rozsah gmbtzpisobujici tizné potravinové
intolerance. V tom fipadt pokryva odpovidajici proteiny z Zita, tritikaletinene a mozna
ovsa [32].

Lepek obsahuje stovky proteinovych slozek, kterétej bud’ ve formé monomeid nebo
oligo- a polymeit, které jsou spojeny disulfidickymi vazbami. Klals#fice lepkovych protein
je zobrazena ve schématu na obr. 3. Podle altemidtlasifikace se lepek také&ld na fi
velké skupiny, a to proteiny bohaté na siod, §-, y-gliadiny a B-, C-LMW gluteniny),
proteiny chudé na siruofgliadiny a D-LMW gluteniny) a vysokomolekularni gbeiny

(HMW gluteniny).
17 PSeni¢né lepkove proteinyﬂ

r Monomerni gliadiny W Polymerni gluteniny

Y Y

w-gliadiny a/B-gliadiny y-gliadiny LMW podjednotky HMW podjednotky
Y Y
B,C,D A

podskupiny | podskupina
podjednotky podjednotky bohaté na siru
chudé na
siru

Obr. 3 Klasifikace lepkovych proteif44]

Gliadiny a gluteniny jsou povaZzovany za hlavni bésgroteiny pSenice, které, jak se zda,
nemaji zadnou jinou funkci nez zajistit rezervu @oklyselin pro rozvijejici se rostlinioem
Kliceni [32]. Tim, Ze jsou nerozpustné ve &osemohou byt f kliceni rozpusiny
a odvedeny pry.
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Tvoii cca 60-90 % celkovych protéinv zrnu a jsou zpravidla bohaté na asparagin,
glutamin, arginin a prolin a naopak obsahuji vaindilo lysinu, tryptofanu a methioninu [45].
Cystein sice pat mezi minoritni aminokyseliny v lepku (cca 2 %8, gvSem povazovan za
velmi dilezitou sowast struktury ufujici zarové funkénost lepku [46]. ¥tSina cysteinu
tvori jednak disulfidické vazby mezi jednotlivymi protg a také vazby v ramci jednoho
fetzce (intramolekularni). Tvorba disulfidickych vazekepku probiha i éhem zrani, kdy se
zrno vysusSuje a dokonce iigkladovani, i kdyz mnohem pomaleji [47]. Kovaleinstruktura
lepku je navic spojena nekovalentnimi vazbami, jgkou vodikové vazby, iontove
a hydrofobni interakce. | kdyz jsou vodikové vashyny o sob slabé, pi tvorbe tésta se jich
tvoii velké mnoZstvi a zajifiji jeho stabilitu. Hydrofobni a iontové interakse vyskytu;ji
v malém mnozstvi, ale hraji kbivou roli @ interakcich mezi polymery, coz také podporuje
stabilitu €sta [37].

Zasobni proteiny se akumuluji cca od Sestého dnékqmec plgni zrna. Také bylo
popsano, Ze se gliadinyiplnéni zrna hromadiidve nez gluteniny. Akumulace proteinovych
frakci tedy neprobiha seasre, z cehoz vyplyva minici se proteinové slozeni zrnghlem
jeho vyvoje. Oisledkem niZe byt teba to, Zze podminky, které zkracuji obdobiépirerna,
jako je vysoka teplota nebo sucho, o#liyi rovnovahu proteinovych frakci. Triboi [28] ve
své préci piSe o vlivu vodniho deficitu a jeho iatee s teplotou na akumulaci proteinovych
frakci. Analyza kinetiky akumulace gliadira vysokomolekularnich a nizkomolekularnich
glutenini u zavlazovanych a nezavlazovanych poli neprokdzagiaamny vliv sucha, avsak
sucho zkratilo obdobi pémi zrna.

Je jasné, Ze rostlinna vyziva ma schopnostitrsloZzeni lepku a Ze dostatek dusikatych
hnojiv nejspis zvySuje obsah protiirRandall a Wrigley [48] navrhuji vystleni, Zze niZze
byt tato zndna doprovazena nedostatkem siry podle toho, jalke gyuzito hnojivo. To by
znamenalo Ubytek protginbohatych na siru a¢tsi podil proteifi s nizkym obsahem siry,
coZ jsou m-gliadiny. Navic se nejspiS zvySuje podil vysokoskalarnich podjednotek
glutenini na ukor proteifh bohatych na siru. Tento fakt musi dale vést k§arurovnovahy
lepkovych proteift v ramci kazdé frakce.

Pontr gliadini a gluteniri jasré ovliviiuje mechanické vlastnostista. Resrgji receno
vySSi [49]. Polymerni glutenin jet8inou zodpowdny za elasticituésta a monomerni gliadin
je spojen sroztaznosti. Ztoho vyplyva, Ze portechto proteii miZze @Fimo ukovat
rovnovahu silydsta a roztaznosti [32].

2.4.2.1 Gliadiny

Gliadinové proteiny jsou lepkové proteiny, které wgskytuji ve forr¢ monomernich
polypeptidi. Disulfidické vazby, jez jsou v gliadinechrifpmny, jsou prakticky vSechny
intramolekularni. Tyto proteiny maji zastoupeni 28+40 % z celkovych protainpSenéné
mouky a tvdi polymorfni snés proteirii rozpustnych v 70% alkoholu [32].

KdyZz se gliadinové proteiny ro#d bud’ elektroforézou nebo pomoci RP-HPLC, vzor se
sklada z pekryvajicich se kombinaci polypepiicdbdvozenych ze Sesti blokgliadinovych
geni. Prakticky mohou byt gliadiny roZtkny do skupin dle elektroforetickych mobilit
v polyakrylamidovém gelu v kyselem pH (pH3) (ofy, picemZz tyto oblasti
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elektroforetickych mobilit se ozfaji jako a-, B-, y- a o-gliadiny a pohybuji se v rozsahu
molekulovych hmotnosti od 30 do 74 kDa. Gliadinopélypeptidy mohou byt také
identifikovany podle vzar vytvorenych SDS-PAGE (obr. 5), ovSem SDS-PAGE neposkytuje
tak dobré rozéleni. Kromg toho WtSina gliadifi ma @ SDS-PAGE podobnou
elektroforetickou mobilitu jako dkteré gluteninové podjednotky, pokud se neprovede
prefrakcionace pro izolaci gliadif32], [50].
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Obr. 4 A-PAGE gliadinovych proteirf51]
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Obr. 5 SDS-PAGE gliadinovych protéif49]

Mezi nejwtsSi, ale zaroveé nejmérk zastoupené, gliadinové frakce sadi »-1,2
a ©-5 gliadiny s molekulovymi hmotnostmi 52—74 kDa.dRoanalyzy Zil et al. [52] tvai
pouze 0,50-2,53 % extrahovatelnych pratenramci genotyfp pSenice pro vyrobu chleba.
a-, B- ay-gliadiny maji nizSi molekulové hmotnosti, a toozsahu 30-51 kDa [53], a tio
v praméru 61,54 % extrahovatelnych prot&ifb2]. Pongr a/p- ay-gliadinid ku o-gliadinim
ovliviiuje obsah sirnych aminokyselin, kvalitu proteirpSenéného zrna a strukturu
a funkcnost lepku. Vzhledem k tomu, #e a p-gliadiny jsou spolu Uzce spojeny, jsoékdy
tyto frakce spoléné ozna&ovany jakoa/p nebo jenu.

Co se tykd aminokyselinového sloZeni, tak vSechkypigy gliadini maji slozZeni
vicemér podobné. Pouze-gliadiny maji bd’ velmi malo nebo &#bec Zadny cysteiri
methionin a obsahuji mald mnozZstvi zékladnich akyiselin [53]. Nicmégn nejvice obsahuji
glutamin, prolin a fenylalanin, které ttiacca 80 % vSech aminokyselin [35]. Z toho vyplyva
Ze o-gliadiny nemusi obsahovatilvec Zzadné disulfidické vazby. Ostatni gliadiny &iv
intramolekulové disulfidické vazby. W-gliadind se vyskytuje Sest a ¢-gliadind osm
cysteinovych zbytk nachazejicich se na C-terminélni doméiticemz tyto zbytky tvé tii,
resp.ctyii disulfidické vazby [54].

Studie zabyvajici se sekundéarni strukturou gliadbb] naznauje, Zea-, B- ay-gliadiny
obsahuji z 30-35 %-helix a p-skladany list (cca 10 % o gliadinech). Naopako-gliadiny
neobsahuji Zadné-helixy nebo p-sklddané listy, ovSem jsou bohaté na konformaegi tz
»p-turn®. V této studii navic vyvodili zary, Ze w-gliadiny jsou stabilizovany silnymi
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hydrofobnimi interakcemi a hlavnimi stabilizujicisilamia-, p- ay-gliadina jsou kovalentni
disulfidické vazby a nekovalentni vodikovéstky.

Zili ¢ et al. [49] girovnavaji ve své praci lepek ke dvouslozkovémudiep kde gliadiny
funguji jako plastifikator (zrk¢ovadlo) nebo rozpouidio pro gluteniny. Gliadiny podporuji
viskdzni tok a roztaznost, coz jsouileFité reologické charakteristiky. Tito adtadake
shrnuli, Zey-gliadiny by mohly souviset se silou lepk@-gliadiny by mohly byt spojeny se
zvySenym objemem bochniku. Gliadinové proteiny tal@hou interagovat s gluteninovymi
polymery tvorbou nekovalentnich vazeb, coz spi@pjva viskozi¢ lepku nez elastiait

2.4.2.2 Gluteniny

Gluteniny jsou lepkové polypeptidy, které jsou rigem propojeny me@izcovymi
disulfidickymi vazbami. Kromd toho se u nich jeStstejre jako u gliadiri vyskytuji
intrarettzcoveé disulfidické vazby. Tato frakce lepku jendespermu zastoupena asi ze 45 %
z celkovych proteift. Podle analyzy ZiGi et al. [52] z toho rozpustné glutenigini 9,49—
14,91 % celkovych proteina nerozpustné gluteniny pak wapwru 26,76 % celkovych
proteini v genotypech pSenice seté. U tetraploidni pSanick® se tyto hodnoty pohybovaly
v rozmezi 7,24-11,69 %, resp. 24,59 %. Obsah amgabk je podobny gliadiim. Obsahuiji
vysoké mnoZstvi glutaminu a prolinu a maji malo raskiselin s nabitym postrannim
retézcem.

Gluteninové proteiny sesbné rozcluji na dw velké skupiny, kterymi jsou HMW a LMW
podjednotky. Tyto skupiny se zas&dhisi svymi molekulovymi hmotnostmi. HMW
podjednotky maji molekulové hmotnosti v rozmezi %3-kDa &ini cca 5-10 % celkovych
proteini. Jde o proteinovou frakci lepku s n&8imi molekulovymi hmotnostmi. Zatimco
LMW podjednotky se pohybuji svou molekulovou hmaiiiew oblasti 30—74 kDa a tkiac20—
30 % celkovych proteinh [56], [57]. Spolu s gliadiny tedy pokryvaji stepnooblast
molekulovych hmotnosti.

Kromé toho mohou byt je8tgluteniny rozdleny na zaklad elektroforetickych mobilit na
SDS-PAGE doctyi skupin A, B, C a D, jak ukazuje obr. 6, na kter@mSDS-PAGE
gluteninovych proteith. Skupina A zahrnuje HMW gluteninové podjednotkgkaipiny B, C
a D pedstavuji LMW podjednotky. Skupiny B a C se nachazblasti molekulovych
hmotnosti 42-51 kDa, resp. 30—41 kDa. Do skupirpali vysoce kyselé LMW podjednotky
o molekulové hmotnosti 52—-74 kDa [58]. PSenice sa@t&ahuje vzdyit az pit HMW
podjednotek, které jsou zakédovany na dlouhém ract@omozoni. Kazdy lokus (pozice
na chromozomu) se sklada ze dvou gevazanych gein které mohou kddovat dva@ané
typy HMW podjednotek, a to x-typ ceisich molekulovych hmotnostech a y-typ o mensSich
molekulovych hmotnostech (viz obr. 6) [32].
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Obr. 6 SDS-PAGE gluteninovych prote{d9]

Lepkové proteiny majiigd vznikem polymeru dvarovre agregace. Na prvni drovni se
pomoci kovalentnich vazeb #tdHMW a LMW podjednotky gluteninu a na druhé Urogei
tvori a stabilizuji pomoci vodikovych a disulfidickyghzeb ¥tSi agregaty, které se nazyvaji
gluteninovy makropolymer [32]. Byl navrzen r@tveny model polymerniho lepku, kde se
nachaziii gluteninové frakce liSici se molekulovou hmoti@dstMW podjednotky, B-LMW
podjednotky a C-LMW podjednotky), jez obsahuji thie a disulfidové skupiny. Model byl
navrzen tak, ze x- a y-typ HMW podjednotek je spodfermou hlava-pata disulfidickymi
vazbami, coz tvih paté¢ polymeru.Retszce LMW podjednotek vytié vétveni y-typu na
¢tyfech mistech [59]. Jiny modi#kd, Ze zakladniettzec makropolymeru je tven jak HMW
podjednotkami, tak LMW podjednotkamifigemz ¥tveni ot probiha skrz y-typ HMW
podjednotek.

Polypeptidové sloZzeni ps€éné mouky je jednak dano genotypem psSenice, a tg dik
alelickému sloZeniit HMW podjednotek gluteninufit LMW podjednotek a Sesti gliadin-
kédujicim misim na chromozomuCetné kombinace alel umiiji velky potencial pro
biodiverzitu. K tomuto kvalitativnimu aspektu sekpgaidava urové exprese genuréujicich
absolutni a relativni mnozstvi genovych produkilakonec poskytuji jedtsirSi odchylky
v proteinovém sloZeni vlivyustovych podminek na Urofreexprese atiznou citlivost
expresnich hladin na jednotlivych genech [32].

2.5 Lepek a zdravi

Lepkové bilkoviny zpsobuji Gzné intolerance a alergie. Zilet al. [49] pisi, Ze v tomhle
ohledu jsou zatim nejlépe pochopend gliadiny, které jsou nejvice imunoreaktivni fcak
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a vystupuji jako hlavni alergeny u &gnim zpisobené anafylaxe zavislé na pSenici
Nicmére Waga et al. [60] zjistili, Ze»-1,2 gliadiny jsou nejspiSe sté&jimunoreaktivni au-,

B- ay-gliadiny také rozeznavaji specifické IgE, pouzgimai polovEni vazebnou kapacitu
nezw-gliadiny.

Je mnoho protein lepku, jez obsahuji epitopy stimulujici Ti#ky, coz mize zmsobit
celiakii [61]. Celiakie je zfisobena intoleranci na pozity psamn lepek nebo ibuzné
proteiny z Zita a @mene. Tato nemocigvlada u Blochi (1 z 200 jeding), ale pouze 20—
50 % tchto disponovanych jedificma subjektivni fiznaky. Jde o ziskanou poruchu, ktera
muze byt diagnostikovana wstvi, ale také pozgi v dosglosti. Imunitni odpowdi jsou
chronické zaéty tenkého stva, které nakonec égobuji jeho poskozeni. Z tohotéwbdu je
nutna celozivotni bezlepkova dieta. Toto onenda€ne pravépodobré vyvolano rekolika
faktory, jez zahrnuji environmentalni slozku a gexk@ faktory (HLA geny). Kuli souhe
téchto faktofi je ®Zké identifikovat zakladni mechanismus patogenédeA geny byly
identifikovany jako predispozice k onemaan (u WtSiny pacieni HLA DQ2, v menSi nie
HLA DQS8).

Rashtak a Murray [62] popsali mechanismus imunigdkce nasledo¥n Geneticky
citivym jedincim se exprimuji geny HLA DQ2i HLA DQ8. Fi poziti lepkovych proteii
dochéazi k rozpoznani gliadinl lymfocyty. Ve stew probiha reakce gliadinovych protéin
s tka&iovou transglutaminazou a to vyvola selektivni dekmi glutaminovych zbyik
Deamidované komplexy gliadinovych pefitidd TTG moderované B-kikami vyvolavaji
zesilenou aktivaci specifickych T-btln Tyto aktivované T-biky interaguji s odpadi
B-burgk a dohromady stimuluji vytiovani protilatek. Naslednvznika zastlivy proces, jenz
nakonec zfisobuje destrukci svni mukdzy.

Podle Vadera et al. [63] je odpal dominantni u peptidfrakci a- a w-gliadinid a naopak
meére ¢asto pozorovali odp@d’ u y-gliadind a LMW podjednotek glutenin Podle faktu, Zze
a- a o-gliadinové peptidy obsahujityti prolinové zbytky,y-gliadiny pouze dva nebdit
a LMW podjednotky jeden nebo dva, segpoklada ochrana pepiigirolinem pro degradaci
v travicim traktu,&imz se zvySi pravghodobnost stimulace T-bék Vzhledem k tomu, Ze
gliadinové peptidy maji vysoky obsah prolinu, jsduitické pro tvorbu aktivnich
T-bunkovych epitof, jeZ hraji roli @i celiakii. Tyto epitopy jsou v lepkovych proteirtec
tvoreny sekvencemi ¢tyirech az osmi aminokyselinach [64]. Takové sekvergevajici se
nékolikrat v alergennich proteinech mohou zvyséindost imunologické reakce a zhorSit
piiznaky alergie.

Existuje vize, Ze bydkteri jedinci trpici celiakii mohli snaset pSenici, iéte@bsahuje malo
epitopi stimulujicich T-buky. Redukce dchto epitod by mohla byt prosgEna u dti,
u kterych by se tim oddalil nebo Uplnastavil nastup nemoci a také by se zmirnifgraky
v pripad® nediagnostikovanych jedifickterych je znéné mnoZzstvi.

Kromé celiakie pati mezi nejznarjSi nemoci spojené s lepkem ge&tlergie na pSenici.
V obou gipadech je reakce na lepek zptedkovana aktivaci T-bik. OvSem u alergie na
pSenici je spoustem uvohovani chemickych mediatior jako je histamin, z bazofil
a zirnych busk sitovani IgE, které je vyvolano opakujicimi se sekwsnicv lepkovych
peptidech [65]. Mezi tyto alergie $adi pek#ské astma, potravinova alergie, WDEIA nebo
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kontaktni kopivka. Na rozdil najiklad od WDEIA, kterou zfisobuje specificky typ proteinu
(w-5 gliadiny), jsou ostatni alergie spojeny s SirSpektrem pSetinych proteid. Studie
s purifikovanymi proteiny a specifickymi IgE tessg séry paciefit[66] ukazaly, Ze 60 %
melo IgE naa-gliadiny, B-gliadiny a LMW podjednotky glutenin 55 % nay-gliadiny, 48 %
nawm-gliadiny a 26 % na HMW podjednotky glutedin

2.6 Metody stanoveni lepkovych proteir
2.6.1 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Elektroforéza je elektromigéai technika, jejimz principem je migrace nabity&dstic
a molekul v elektrickém poli. To lze vyuzZitipanalyze slozek, které jsou schopny ziskat
naboj, mezi které pétnukleové kyseliny, proteiny a peptidy nehiktera barviva [67]. Tato
technika se stala hlavnim nastrojem v biochemiijeladarni biologii, analytické chemii
a proteomice. Kromanalytickych deli maze byt také vyuZita jako preparativni metoda pro
casteénou purifikaci molekul ped pouzitim jinych technik, n&phmotnostni spektrometrie
[68].

V analyze potravin se elektroforetické metody vyaji zejména k separaci a detekci
proteini. Proteiny jsou amfoterni molekuly, coZ znamenanbéou vystupovat jako anionty
i kationty [67]. Tyto nabité molekuly umisté do elektrického pole se pohybuji ke katod
nebo anod v zavislosti od naboje konstantni rychlosti. NégditéjSimi faktory, které
ovlivauji relativni mobilitu molekul, jsou celkovy nabgomer velikosti naboje a molekuly,
tvar molekuly a teplota, porozita a viskozita nriges niz molekuly migruji. Celkovy
naboj je uten pa&tem pozitivnich a negativnich nabboy molekule. U proteif to ovliviuji
postrannietézce aminokyselin a skupiny vznikajidi posttransl@nich modifikacich, jako je
deamidace, acylace nebo fosforylace [68]. To ptat$em pouze, pokud jsou proteiny
v prostedi, které ma odliSnou hodnotu pH, nez odpovidi&hejzoelektrickému bodu.
V tomto @ipact se molekuly proteiin chovaji elektroneutratna elektrické pole tak nema
Zadny vliv.
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Obr. 7 Separace molekul v polyakrylamidovém ge8l} [6

Separani prostedi je tvdeno kompaktnim polyakrylamidovym gelem, ktery vystie
jako nevodivé médium. Tento gel ma vysokou meclanicstabilitu, je transparentni
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a chemicky inertni [67]. Principiatngel funguje jako molekulové sito napomahajici saga
molekul na zaklagl jejich velikosti (obr. 7). Jeho zakladni sloZzkaugkrylamid, jenz rive
byt zesfovdn nejasrEji N, N'-methylenbisakrylamidem za fipomnosti katalyzatoru
a iniciatoru (obr. 8). Jako iniciator a zdroj vottyradikal se pouziva peroxodisiran amonny.
TEMED (N, N, N’, N'-tetramethylethylendiamin) kateuje polymerani reakci stabilizaci
téchto volnych radikd. Rychlost polymerace je dana koncentraci iniciator
a katalyzatoru. K#di vyvoji tepla je velice dlezité rychlost polymerace udrzet na optimalni
hladiré. FxiliS mnoho tepla by mohlo #gobit vady ve struktie gelu a #kdy i rozbiti
sklerenych kazet. Koncentrace &tivych komponent by #ha byt upravena tak, aby
kompletni polymerace préhla kthem 20-60 minut. Vysledkem polymerace je sitdempm
uréenych velikostech pér coz je ovlivino mnoZzstvim akrylamidu a bisakrylamidu.
Polymerace jeifipravena ve sklemych kazetach bezistupu kysliku, jehoz radikaly mohou
pusobit jako pohlcovée volnych radikal inhibujici reakci [68].
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Obr. 8 Vznik polyakrylamidu [69]

Elektrické pole je zavedeno do systému platinovektrodami, které jsou umésty
v rezervoaru s pufrem.i€hos elektrického pole je zajit skrze migrujici ionty pufru, a to
zpisobuje vyvoj Jouleova tepla. Generované teplsabuje difuzi a konvektivni miseni zén
(bandi) [68]. To je divod, pra@ je v rekterych gipadech nutné pouzit chladiciiizani. Pufry
jsou sloZeny ze sl@enin poskytujicich wité hodnoty pH a pufrovaci silu. Jejickiepné
sloZeni ovSem ap zavisi na separovaném analytu a vybrané nédaxj.

Separované molekuly nejsou po réledi viditelné, a proto jef¢ba je obarvit, aby se
zviditelnila jejich pozice. Tradn¢ se pro detekci pouziva barvivo Coomassie Brillidhte,
které Ize pouZit i kvantifikaci vzorku. DalSi variantou je pak banvestibrem.

Podle toho, co jefedmétem analyzy a jaké jsou cile, se pouzivaginé sepakai metody
jako elektroforéza v kyselé nebo zasadité obleSDS elektroforéza nebo izoelektricka
fokusace. Pokud se analyzuje vysoce komplexisgmmoteiri, vyuziva se 2-D elektroforéza
zaloZena na kombinaci dvou sepaiah technik [67].
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2.6.1.1 SDS-PAGE

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s pouzitioddcylsulfatu sodného je népnejsi
z elektroforetickych metod. Pokud jsou molekulytpnai vystaveny pitomnosti detergentu
SDS, proteiny denaturuji, tzn. ruSi se individualaboje a terciarni struktury molekul. SDS
Stpi vodikové vazby a natahuje polypeptidae&zce. Obvykle se jeStpiidava redukni
¢inidlo dithiothreitol (DTT), které &pi disulfidické vazby. Pogthto znéndch maji vSechny
proteiny stejny tvar a jednotny zaporny naboj. Malg tak v elektrickém poli putuji k an¢d
rychlosti zavislou na délce polypeptidovéketizce (molekulové hmotnosti) [67].

Velmi ostré zény Ize ziskatripdiskontinualni elektroforéze, kde se pouzivajadely —
dolni cklici gel a horni zaogbvaci gel. V zaogbvacim gelu je nejpohybl§si chloridovy
anion, poté nasleduji zény bilkovin podle elektrefkych pohyblivosti a posledni zénou je
glycin. Vytvé&i se ogte ohraniené €sre za sebou nasledujici zony irda vznika stupovity
gradient potencialu. Samozaiagici efekt znamena, Ze pokud sgaky iont zpozdi za svou
zénou, vyssi potencial ho dost&te urychli, aby se aft pripojil ke své z6s. V délicim gelu
je vysSi pH a rni se pohyblivost iofit a dochazi k rozdeni zén od sebe. Pohytela
indikuje nizkomolekularni barvivo bromfenolova nii¢d0].

2.6.1.2 A-PAGE

A-PAGE je elektroforéza probihajici za nativnichdponek. To znamend, Ze molekuly
vtomto @ipad nejsou denaturovany aigava jim sekundarni a terciarni struktura, ktera
muze hrat dlezitou roli @i separaci. Diky tomu je mozné separovat molekaky podle
velikosti, tak podle jejich tvaru a velikosti nabdp7].

Nukleové kyseliny, peptidy a snadno rozpustné Kysmloteiny jsou separovany jako
anionty v zasaditych pufrech, zatimcekieré hydrofobni a zasadité proteiny mohou byt
analyzovany pouze v kyselych gelech, kde maji prgtpozitivni naboj a v elektrickém poli
se pohybuji skrem ke katod, coz je jeden z hlavnich rozdliproti SDS-PAGE [67]. Za
nativnich podminek je velmittezita teplota a to z tohoidodu, Ze hodnoty pK pufrovych
ionta a analytu se #mi s iznou teplotou [67].

Zkratka A-PAGE znamena kysela elektroforéza v patylamidovém gelu. Nazev je
odvozen od pH systému, které se pohybujend kolem hodnoty 3,0. Vlivem kyselého pH
dochéazi k protonaci postrannié¢attzci aminokyselin a celkovy naboj protéine kladny.
A-PAGE umoauje rozdleni proteii 0 podobné velikosti na zaklatirodliSnosti jejich
naboje (nap modifikované formy stejného proteinu). Do systéseugidava m@ovina jako
¢inidlo naruSujici vodikové vazby v proteinech. NaevySuje koeficientreni proteiri a tak
meéni jejich elektroforetické mobility [71].

2.6.1.3 2-D elektroforéza

Dvoudimenzionalni elektroforéza je vhodna metoda peparaci vysoce komplexnich
proteinovych smési. Kombinuje totiz zarove dvé separani metody, a to izoelektrickou
fokusaci a elektroforézu v polyakrylamidovém get pouziti SDS. V prvnim kroku seip
izoelektrické fokusaci proteiny ro&d v gradientu pH podle jejich izoelektrického bodu
(obr. 9). Kazda molekula se pohybuje podle svéhmjeake katod nebo anoé&l a zastavi se
v misg, které odpovida dané hodagiH. V druhém kroku se tyto zony aplikuji na SD$, ge
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kde se nasle@nproteiny rozdli podle jejich velikosti. Tato metoda disponujesuitou
rozliSovaci schopnosti. Pokud se pouzije dostéteelky gel, je mozné rozliSitakolik tisic
proteini.

Proteinové spoty mohou byt dale zpracovany takjsbe vyiznuty z gelu, odbarveny
a poté, co se proteiny enzymaticky ®p§t jsou pipraveny pro analyzu hmotnostni
spektrometrii [68].
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Obr. 9 Izoelektricka fokusace [68]

2.6.2 ELISA

Zkratka ELISA pochazi z anglického ,,enzyme-linketmuno-sorbent assay”. Je to citliva
neprecipiténi imunochemicka metoda, kter4 je schopna detekoiaké koncentrace
antigenu a protilatky. Pro lepsi citlivost standvenunokomplexu antigen-protilatka se na
jeden z imunoreaktait vaze vhodna zméa. V heterogennich imunoanalyzach jsou to
negastji enzymy, které umaiji bezpéné, citlivé a porérné jednoduché stanoveni. Mezi
negasgji pouzivané enzymy p#tperoxidasa a alkalickd fosfatasa. Ty katalyzigngnu
substratu na barevny nebo fluoreskujici produktndz se odviji spektrofotometrické nebo
fluorimetrické stanoveni. Koncentrace produktu jméfna koncentraci antigenu nebo
protilatky [70].

Jako pevny nosise nejastji pouzivaji sény jamek mikrotitrénich destiek z tvrzeného
polystyrenu. Jsou vhodné pro analyzitS§iho souboru vzork nikoli pro ojedirélé analyzy.
Nejcitlivgjsi provedeni umaitiji stanovit mnoZzstvi analytu 16— 10° g [70].

Tuto metodu Ize provést jako kompetitivni a nekotitppai. Pii nekompetitivni enzymoveé
imunoalalyze(obr. 10) nejdiive reaguje protilatka vazana na pevny éasantigenem ve
vzorku. AZ se ustavi rovnovahy, systém se promyjgaachyceny antigen se vaze dalSi
protilatka oznaena enzymem. Po promyti se &menzymova aktivita zachycena na pevnou
fazi [70].
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Obr. 10 Nekompetitivni enzymova imunoanalyza

Kompetitivni ELISA ma pimé a nefimé provedeni. i piimé kompetitivni enzymové
imunoanalyze (obr. 11) protilatka vazana na pevaginreaguje zarove s antigenem ze
vzorku a s ozngenym antigenem, které séai o omezeny peet vazebnych mist protilatky.
Po ustaveni rovnovahy se systém promyje &'izee enzymova aktivita zachycena na pevné
fazi. Cim vice antigenu je ve vzorku, tim nizsi je zji%t enzymova aktivita. U n&mé
kompetitivni enzymové imunoanalyzy (obr.12) je rpr&ast kompetitivni a dalsi je
nekompetitivni. Antigen vazany na pevny @osoutzi s antigenem ve vzorku o omezeny
potet vazebnych mist protilatky, ktera se do systéttidépa v roztokuCim vice antigenu
obsahuje vzorek, tim ménprotilatky se navaze na zakotveny antigen. Kdyzustavi
rovnovaha a systém se promyje, mnozstvi navazaotdagky se zji§uje v nekompetitivni
fazi. Proti navazané protilatce se pouzije @éena protilatka. Vyhodou oprotiiimmé metod
je univerzalnost pouziti oztané protilatky [70].

yyyl™ YYY *'\h"w’ *I\r‘ 1 \?I

\]/ ...protilitka ....anﬁgen L ...antigen znadeny enzymem

Obr. 11 Fiméa kompetitivni enzymova imunoanalyza

® __anfigen Y...protilétka proti antigenu Ys...proﬁlé&aprthmaécné enzymem
Obr. 12 Nepima kompetitivni enzymova imunoanalyza

2.6.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je instrumentélni technitara je zaloZzena na separaci iont
podle jejich pordru hmotnosti a ndboje (m/z)fimiz dochazi k interakci iofita elektrického
nebo magnetického pole. Tato metoda je jednakiesiSi pii urcovani hmotnosti iofit
a molekul, ale také #iZeme pomoci charakteristickeho hmotnostniho spelitiané
identifikovat ffizné latky.

Hmotnostni spektrometr tyio tii zakladni ¢asti, a to jsou iontovy zdroj, hmotnostni
analyzator a detektor. Prvnim krokem fjeyedeni analyzovanych molekul z kapalnych nebo
pevnych vzork ionizaci na molekularni nebo kvazimolekularni yomtiontovém zdroji. Tato
¢ast silrt zavisi na pouzité ionizai technice. Existuje mnoho ionizdch technik, které se
jednoduse rozfluji na meékké a tvrdé ionizéni techniky. Tvrdou ionizai technikou je
elektronova ionizace. Jeji princip je zaloZen rtarakci molekul s elektrony o energii 70 eV,
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¢imz je z neutrdlni molekuly vyraZzen elektron a ¥aniadikél kation. Ten se dikygbyte&né
energii rozpada a tvb se menSi fragmenty, které jsou nastedmalyzovany. Kazdy
fragmentovy ion odvozeny od molekulového ionttizen znovu podléhat fragmentaci. Mezi
mekké ioniza&ni techniky seradi chemicka ionizaceéi elektrosprej. Timto zisobem se
pienaSi mnohem mensi energie a nedochazi k tak fézBagmentaci, proto se pouzivaji
nagiklad, pokud se zjifijje molekulova hmotnost latek. Zakladem elektrgspje vodiva
kapildra a protielektroda.PvloZeni stejnosrrného napti dochazi k redistribuci naboje
v kapilae. Zaporné ionty sefigpahnou ke sin¢ kapilary a kladné ionty se shrondagi
uprosted, gicemz tlak tyto kladé nabité ionty vytlauje ven. Ze Sgky jsou vytrhovany
nabité kapky a jsou rozpraSovany do prostoru. V§snim se kapky zmenSuji a naboj se
koncentruje, az dojde k explozi kapky a vznikneevimensich. To se opakuje, dokud
z analytu nejsou samostatné ionty. Cely principziézorgn na obr. 13. Elektrosprej je
vhodny pro iontové analyty nebo jiné polarni gkeniny s molekulovou hmotnosti v rozmezi
100 az vice nez 1 000 000 Da, jako js@lb& proteiny [72]. Vhodnost iontového zdroje zalezi
na polari¢, molekulové hmotnosti, tepelné stakilianalytu a komplexit zkoumaného
vzorku.

nabita kapka nabité kapicky ‘
zmlZovaci plyn s +
C Lt odparoya'nl e ++®++ . p,
e +/® g\ rozpoustédia, i S e k hmot.
= W ——— ool + > i
L + coulombickéa + ot analyzatoru

+ +++ + 5 L]
vzorek exploze @* .
+=3  lonty

ESI jehla susici plyn analytu
molekula analytu

Obr. 13 Princip ionizace elektrosprejem [72]

Vzniklé ionty jsou dale vedeny do hmotnostniho wratoru, kde jsou separovany podle
jejich pongru m/z. To, aby se mohly ionty pohybovat z jedné&doace na druhy bez jediné
piekazky (jiné molekuly), je zabezfmno vakuem jak v analyzatoru, tak v oblasti detekto
Analyzatofi je na vykr nékolik. Jsou to kvadrupdl, iontova past, time-ofifit (TOF),
iontova cyklotronova rezonance (FT-ICR) nebo OdpmtrPohyb iorit v analyzatoru rize byt
ovladan elektrickym nebo magnetickym polem tak, gbto vedlo do detektoru v zavislosti
na jejich m/z [73].

Separované ionty jsou detekovany a jejich sign&abbje informace o hodnotach m/z
zarover s jejich intenzitou vtzv. hmotnostnim spektru. jddstjSimi detektory jsou
elektronovy nasobj fotonasohi a mikrokanalova deska (MCP) [72].

Hmotnostni spektrometrie je &tivy nastroj pro analyzu protéinU peptidi a proteiri
jsou pedevSim Zzadouci informace tykajici se aminokyseémeekvence molekul. @ezitym
prvkem proteomické analyzy je separace pépticproteiri, aby se zjednoduSila komplexni
smés. Pro tyto pipady existuji hmotnostni spektrometry, kteryiedchazi naifiklad GC
nebo HPLC. Emto zd&izenim se souhrgniika tandemova MS. Spektra z hmotnostni
spektrometrie Ize uchovavat a v budoucnu mohoupbyity pro vyhledavani v databazich
k identifikaci proteirt [73].
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

Experiment byl realizovan v Centru vyzkumu globatniny AV CR. V roce 2013 byla
pro jeho @ely vybudovana Experimentalni stanice v Domaninkystiice nad PernStejnem
(obr. 14) nachazejici se v oblagfieskomoravské vrchoviny v nadis@é vysce 575 m.
Zmirénou oblast charakterizuji bohaté srazky @mirnym rainim dhrnem srazek 610 mm
a piimérna rani teplota 7,2 °C. ®Inim typem je zde modalni kambisol s geologickym
podloZim z¥trala rula v hloubce 60-90 cm &dnim druhem hlinitopis$ta pida s podilem se
zastoupenim pégé frakce 45-60 % a obsahem jilnatyghstic pohybujicim se do 16 %.
Kyselost fidy je v této lokalié v rozmezi pHc) 4-5.

Stanici tvdai 24 komor umofujicich sledovani&kolika paramett najednou. Jednak je zde
zajiS€na automatickd fumigace zvySenou koncentrach,Gfale regulace sréaZzek a také
omezena propustnost pro UVieai. Komory maiji tvar Sestithelniku, jehoz opsangihice
ma pamér 4 m, a vySka komor je 2 m. Jejich stropifvotacné lamely, které oteviranim
a uzaviranim na zakladignalu ze srazko#nu reguluji mnozstvi srazek (dry vs. wet). Jako
material byly pouzity dva typy transparentnich & pricemz jeden typ je propustny pro
UV-A i UV-B zéreni (UV") a druhy propoustasteéns jen UV-A z&eni (UV). Vzduch se
zvySenou (EC) nebo normalni (AC) koncentraci ,Cf@ do komor vhan pomoci
ventilainiho systému v celém obvodu komory.

Ozima pSenice oddy Bohemia byla vyseta 10.-11. 10. 2013 v h@stbMKS na ha
(miliony klicivych semen). Fumigace zvySenou koncentraci, C@0umol-mol®) byla
zahajena virstové fazi poloviny sloupkovani (v polo¥irkvétna). Plocha uvnitkomor byla
rozdslena na d¥ &asti, z nichZ jedna byla hnojena davkou dusikukp®a' (N*) na konci
odnoZovani. Jako hnojivo byl pouzit vapenaty ledekuhacast Zistala zcela bez hnojeni
(N). Celkow bylo zaloZzeno 48 ,paiek®, které pokryly kombinace vSech zkoumanych
faktori, pricemz kazda kombinace byla zaloZzenaieeh opakovanich. Sklizezralého zrna
byla provedena #imn¢ s naslednym vymlatem pomoci maloparcelni sklizedaticky
(Wintersteiger).

Obr. 14 Kultivani komory na experimentélni stanici v DomaninkwstBe nad
Pernstejnem [74]
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3.2 Stanoveni obsahu lepkovych proteia metodou A-PAGE
Stanoveni bylo provedeno podle metody Polisenské g15] aCSN 46 1085-2.
3.2.1 P¥istroje

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

Centrifuga 5430 R, firma EPPENDORF

Vortex — stuart, firma MERCI

Chladnika s mrazictésti, firma GORENJE

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

Zdroj — Major Science MP-500P

Trepaka LT2, firma KAVALIER

3.2.2 Chemikalie

Akrylamid (SIGMA ALDRICH)

Bis-akrylamid (SIGMA ALDRICH)

Mocovina (LACHEMA)

Kyselina askorbova (LACH-NER)

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

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

Pyronin G (SIGMA ALDRICH)

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

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

3.2.3 Priprava roztoki

0,15% vodny roztok siranu Zeleznatéfg014 g heptahydratu siranu Zeleznatého bylo
rozpuséno v 5,0 ml destilované vody. Roztok bykigraven vzdy dsre pred kazdym
pouzitim.

10% vodny roztok peroxodisiranu amonnétlihl g peroxodisiranu amonného bylo
rozpuséno v 1,0 ml destilované vody. Roztok bykigraven vzdy dsre pred kazdym
pouzitim.

Extrakeni roztok pro gliadiny 25 ml 2-chlorethanolu a 0,05 g pyroninu G bylgltno
destilovanou vodou do 100 ml. Roztok se uchovévéeplot 4 °C.

Elektrodovy tlumivy roztokd4,0 ml ledové kyseliny octové a 0,4 g glycinuybgoplreny
destilovanou vodou do 1 000 ml. Roztok se uchoy#véeplot 4 °C a lze ho pouzit pouze
jednou.
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Gelovy tlumivy roztakK 20 ml ledové kyseliny octové a 1,00 g glycinyld ptidano
1 000 ml destilované vody. Roztok se uchovétidgplot 4 °C.

Fixacni roztok 100 g kyseliny trichloroctové bylo dogimo destilovanou vodou do
1 000 ml.

Barvici roztok 0,50 g Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,50 go@assie Brilliant Blue
G-250 bylo rozpugho v ethanolu a dopéno ethanolem na celkovy objem 100 ml.

3.2.4 Priprava polyakrylamidového gelu

Do cca 60 ml gelového tlumivého roztoku byltidano 10,00 g akrylamidu, 0,40 g bis-
akrylamidu, 6,00 g mtmviny, 0,10 g kyseliny askorbové a 3,4 ml roztokasu Zeleznatého.
Smes byla promichana a dogima do objemu 100 ml gelovym tlumivym roztokem. Pogéa
tato smés vychlazena v mrazictasti chladniky na teplotu cca 6 °C. Do vychlazeného
roztoku bylo sotiasré pridano 0,2 ml roztoku peroxodisiranu amonného ar),3EMEDu.
Tento roztok byl ihned nalit az po okraj do gel&ezety, ktera bylajipdem vychlazena také
na teplotu 6 °C. Do horniasti kazety byl umigh hteben, aby se vyt¥ily prohlubrg pro
davkovani vzorku. Polymerace byla prokzhnout Ehem 5 minut. Gel je mozné pouZzit cca
po 60 minutach od zpolymerovani gelu v kdzaetbo je mozné jej uchovat do druhého dne
v chladnéce.

3.2.5 Priprava vzorku

Pro extrakci gliadifi bylo do mikrozkumavky Eppendorf o objemu 1,5 mVd&#eno cca
50 mg pSeriné mouky, coz zhruba odpovida hmotnosti jednoha.zK navazce bylo
piidano 0,3 ml extrakniho roztoku pro gliadiny. Obsah bylilkdadné promichan na vortexu
a v uzavené mikrozkumavce byl ponechéatep noc v chladiice. Poté byla sis odsteckna
pii 10 000 otékach za minutu po dobu 5 minut. Supernatant bylZzjgqoro elektroforézu.
Hotové extrakty byly uchovavany v mrazee i teplog -18 °C.

3.2.6 Elektroforéza

Poté co byl keben vytazen z gelu, byly vzniklé prohlgbmpromyty elektrodovym
tlumivym roztokem. Aparatura na elektroforézu bylaplrena elektrodovym tlumivym
roztokem. Zdroj byl fipojen tak, aby elektroforetickéslgni probihalo od horni elektrody,
kterou je anoda, k zaporné elekttode spodnic¢asti aparatury. Po dobu 60 minut byla
spuséna elektroforéza na prazdno bez vZortzv. ,predelektroforéza“) f konstantnim
napiti 480 V. Po uplynuti této doby byla elektroforézgnuta a do jamek byly nadavkovany
pripravené extrakty v mnozstvi 10. Pristroj byl znovu zapnut, igemz elektroforéza
probihala za stejnych podminek po dobu 4 hodin.lddgm k velikosti viozeného nétp je
nutné elektrodovy tlumivy roztok v fioéhu elektroforézy chladit.

3.2.7 Fixace a vizualizace bilkovin

Po skowteni elektroforézy byl gel uvodm do misky s destilovanou vodou. Voda z misky
byla vylita a gel byl pevrstven 300 ml fixéniho roztoku, ke kterému bylofigano 15 ml
barviciho roztoku. Gel musi byt zcela pomo. Barveni bylo ukaieno po 24 hodinach. DelSi
¢as nema na barveni vliv. W odstrargéni barviva byl gel promyt vodou z vodovodu. Gel byl
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uchovavan na skle zabaleny do potrakské folie, kterd jej chraniied vyschnutim, ib
teplot 4 °C.

3.2.8 Vyhodnoceni gel

Hotové gely byly naskenovany a kvantifikace gliaijch podjednotek byla provedena
pocitatovou denzitometrii (program FUJIFILM, Science L&l0&, Multi Gauge, verze 3.X).
Zony jednotlivych podjednotek bylyigvedeny na piky a integraci byla vy¢fiana jejich
plocha. Kwli nedostupnosti standardu nebyly tyto plochydpfikepaiteny na koncentraci.
Pro porovnani jednotlivych variant byly tedy poyZzitislusné plochy pik

3.2.9 Statistické zpracovani vysledk

Statistickd analyza dat byla provedena pomoci ssigkého software Statistica 12
(StatSoft, USA). Pro vyhodnoceni vlivu jednotlivy&ikton, tj. vlivu zvySené koncentrace
CO2, vyzivy dusikem, UV Zéni, stresu sucha a jejich vzajemnych interakcd pgduzito
vicefaktorové analyzy variance (ANOVA). Pro poronh@nikaznosti rozdil mezi pameéry
jednotlivych variant pak bylo vyuzito naslednéh@gphoc) testovani s pouzitim Tukeyova
testu pi hladine vyznamnosti p = 0.05. Pro porovnaniikaznosti rozdil mezi pameéry pak
byly varianty z#azeny do homogennich skupin, které jsou v grafegimateny pomoci
malych pismen nad sloupci. Rozdilna pismena wyjadprikazny rozdil p hladine
pravéEpodobnosti p = 0.05. Vysledky byly graficky zpraéay v programu SigmaPlot 11
(SysStat, USA) ve forth sloupcovych grdf s chybovymi usgkami znazofujicimi
smérodatné odchylky.

Korelani analyza byla provedena v programu MS Excel. flésti mezi obsahem
jednotlivych bilkovinnych frakci byly vyhodnocengrinou tabulky koreknich koeficieni
R, které byly porovnany s normativnimi hodnotanii lpladiné vyznamnosti p = 0.05 pro
dany paet ripadi n = 48. Pitkazné zavislosti mezi jednotlivymi bilkovinnymi k@emi byly
vyneseny do bodovych giak proloZeny linearni zavislosti. V grafech jsoedeny rovnice
regresni zavislosti i hodnota indexu korelaée R
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4 VYSLEDKY

Na obr. 15 je pro lepsi orientaci znazarmpopis jednotlivych frakci gliadinovych protéin
které budou diskutovany v tét@sti. Gel je vysledkem experimentatféisti této diplomové
prace a proteinové spektrum odpovida pSenici séitédp Bohemia. Obr. 16 pak znasaje
pievedeni jednotlivych zon v gelu na spektrumipgjejichZ plochami se dale pracovalo.

Obr. 15 Rozdeni gliadinovych proteifapomoci A-PAGE s popisem jednotlivych frakci
u pSenice seté odlly Bohemia
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Obr. 16 Fevedeni zon na piky
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Tab. 1a ANOVA - Ctyrstupiiova analyza variance. Satistické vyhodnoceni Vivii jednotlivych

faktorz a jgich interakcnich Gcinki: na obsah protein: jednotlivych frakei (w-1,2, w-5

a y-gliadiny)

o121 | ©-122 | ®-1,23 o-51 0-52 0-53 on-54 v1 v 2 v3 v4
uv- 0,001 0,004 0,013 0,021 0,016 0,177 0,310 0,931 0,669 0,905 0,002
CO, 0,249 0,054 0,197 0,930 0,080 0,033 0,018 0,748 0,004 0,002 0,422
sucho 0,237 0,153 0,079 0,124 0,342 0,042 0,043 0,493 0,131 0,230 0,072
N 0,001 <0,01 <0,01 0,004 <0,01 <0,01 <0,01 0,537 0,020 <0,01 0,606
Uv*CO, 0,154 0,202 0,010 0,456 0,012 0,006 0,975 0,086 0,225 0,442 0,986
UV™*sucho 0,794 0,788 0,984 0,790 0,362 0,460 0,406 0,836 0,526 0,409 0,482
CO,*sucho 0,813 0,911 0,718 0,464 0,239 0,211 0,669 0,195 0,469 0,651 0,523
UV*N’ 0,056 0,711 0,322 0,807 0,296 0,042 0,925 0,161 0,184 0,844 0,176
CO*N 0,649 0,203 0,648 0,287 0,477 0,098 0,371 0,014 0,117 0,479 0,203
sucho*N’ 0,356 0,608 0,667 0,370 0,034 0,366 0,094 0,732 0,480 0,336 0,935
UV™*CO,*sucho 0,914 0,867 0,453 0,942 0,366 0,225 0,126 0,741 0,113 0,099 0,141
UV*CO*N’ 0,512 0,152 0,632 0,804 0,940 0,182 0,193 0,285 0,099 0,502 0,041
UV™*sucho*N’ 0,013 0,026 0,037 0,739 0,039 0,028 0,379 0,806 0,903 0,881 0,509
COz*sucho*N’ 0,942 0,419 0,687 0,101 0,799 0,602 0,114 0,211 0,057 0,623 0,005
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Tab. 1b ANOVA €tyrstupiova analyza variance. Statistické vyhodnoceniiyédnotlivych
faktor: a jejich interaknich (rinki: na obsah proteiijednotlivych frakcif£- a a-gliadiny)
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Tab. 1 zahrnuje hladiny vyznamnosti gujfci prikaznost dinkt jednotlivy faktoi, jez
byly hodnoceny, a jejich interakich (Einka na jednotlivé frakce gliadinovych protéinNa
gelu bylo detekovano osmnact proteinovych frakiitgmz ti frakce pati do skupinyw-1,2
gliadint, po ¢tyfech do skupim-5,y ap a i do skupinya-gliadina (obr. 15) a v tabulce jsou
serazeny oddch s nej¥tsimi molekulovymi hmotnostmi po ty nejmenServers zvyrazné
hodnoty v tab. 1 odpovidaji hodnotdm p menSim eed,p5, coZz znamena, Ze byl Zjist
prikazny vliv daného faktoru. Pokud je hodnota meer&i®O01, vliv je vysoce pkazny.

Z vysledki vyplyva jednoznény a vysoce gitkazny vliv dusikatého hnojeni na prakticky
vSechny gliadinové proteiny s vyjimkou prvniétrté frakcey-gliadina a takéy 2 gliadin,
kde byla hladina vyznamnosti p na trovni 0,02@kBeny vliv UV z&eni se vyskytl u prvni
a druhé frakce-5 gliadini na hladinach 0,021 a 0,016 areti frakcew-1,2 gliadim (0,013).

U ostatnichn-1,2 gliadini a takéy 4 ap 1 byl vliv UV z&eni vysoce pikazny. Vliv zvySené
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koncentrace oxidu uliitého se pikazre projevil u teti actvrté frakcew-5 gliadini (0,033
a 0,018),42 ap 3 (0,028 a 0,021) a 2 (0,034). Vysoce fikazny se ukazal vliv zvySené
koncentrace Cona 3 frakce, a tg 2,y 3 ap 1. V ramci feti actvrté frakceo-5 gliadini byl
také zjistn prikazny vliv sucha na hladir0,042, resp. 0,043 je&Sspolu s frakcir 2 gliadini
(0,012). Na ostatni-gliadiny a frakcip 4 byl pak tento vliv vysoce fikazny.

V ramci vzgjemnych interakci jednotlivych fakidoyl zjiStn prikazny vliv interakce UV
z&eni a zvySené koncentrace £@a druhou frakcio-5 gliadimi na hladig 0,012 a vysoce
prikazny byl pak vliv ufeti frakcewn-5 gliadini a ®-1,2 gliadini. Vliv interakce UV zé&eni
a dusikatého hnojeni bylikazny pouze uiéti frakcew-5 gliadini na hladig 0,042. Druha
frakce -5 gliadini byla piikazre ovlivnéna interakci dusikatého hnojeni a sucha (0,034)
a interakce dusikatého hnojeni a zvySené koncent@d@ prikazre ovlivnila gliadinové
frakcey1,p 1 ap 4 (0,014, 0,020 a 0,033). Vliv interakce sucha\a zéreni ¢i zvySené
koncentrace Conebyl prokazan u zadné skupiny gliadin
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Obr. 17 Graf zobrazujici srovnani ploch pNSech variant (koncentrace GO AC vs. EC,
dusikaté hnojeni —'Ns. N, sucho — dry vs. wet, UV/ghi — UV vs. UV) v ramci
gliadinové frakcen-1,2 2. Sloupce znazairji aritmeticky pfimer a chybové Usiky

snerodatnou odchylku (SD) zé bpakovani. Malymi pismeny jsou indikovany homogen
skupiny utujici prizkaznost mezi jednotlivymi variantami, vyhodnoceasdatunym
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testovanim v rdmci analyzy variance (ANOVA) s ¥iynZiukeyova testusphladine
vyznamnosti p = 0,05.

Grafy na obr. 17-28 umadgji srovnani vlivu vSech zkoumanych parametr jejich
interakci sodtasré v ramci jednotlivych gliadinovych frakci,figemz pismenné ozdeni
kazdého sloupce v grafu auje, zda existuje mezi variantami statistickyikazny rozdil
nahledu byl u druhé frakce-1,2 gliadimi (obr. 17) zjis¢n prikazny rozdil jejich mnozstvi
pouze pi interakci UV zd&eni a dusikatého hnojeni, kdy mnozsivi,2 gliadini bylo vyssSi
u variant hnojenych dusikem vystavenych UWend nez u variant bez dusikatého hnojeni
s vylowenim UV zd&eni za sucha jakip normalni koncentraci C£ tak @i zvySené.

V ostatnich pipadech byly rozdily nepkazné.
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Obr. 18 Graf zobrazujici srovnani ploch p¥Sech variant (koncentrace GO AC vs. EC,
dusikaté hnojeni —'Ns. N, sucho — dry vs. wet, UV/ghi — UV vs. UV) v rdmci
gliadinove frakcen-1,2 3. Sloupce znazaiji aritmeticky pfimer a chybové Usiky

smerodatnou odchylku (SD) zé bpakovani. Malymi pismeny jsou indikovany homogen
skupiny utujici prizkaznost mezi jednotlivymi variantami, vyhodnocersiadnym
testovanim v rdmci analyzy variance (ANOVA) s ¥iyuZi ukeyova testuiphladine

vyznamnosti p = 0,05.
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V ramci teti frakcew-1,2 gliadimi (obr. 18) byl jednoznmé prokazan vliv dusikatého
hnojeni za normalni koncentrace £®sucha aipvylouc¢eni UV z&eni. Dale byl vliv dusiku
prokdzan g normalni i zvySené koncentraci @a sodasném fpisobeni UV z#eni
s pirozenou urovni srazek. Dusikaté hnojeni zvySileabb proteif této frakce ve vSech
téchto gipadech. Krora toho byl zjiSén prikazny vliv zvySené koncentrace ¢ interakci
s dusikatym hnojenim za sucha a s vymim UV zdeni, gicemZ obsah proteinse také
zvySil. Za sucha, alefpsouwtasném psobeni UV zéeni nela zvySena koncentrace G@liv
s vylowenim dusikatého hnojeni a stepak @i ptirozenych srazkach. V obouipadech se
v8ak mnozZstvi proteinsniZilo. Vliv sucha se projevil séasré s vylowenim dusikatého
hnojeni za podminek normalni koncentrace, @@ystaveni UV zZ&ni, a to snizenim obsahu
proteini této frakce. Interakce dusiku s vyéemim UV zdeni zvySila obsah proteinza
zvySené koncentrace G@ sucha.
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Obr. 19 Graf zobrazujici srovnani ploch pNSech variant (koncentrace GO AC vs. EC,
dusikaté hnojeni —'Ns. N, sucho — dry vs. wet, UVighi — UV vs. UV) v ramci
gliadinové frakcen-5 2. Sloupce znazawji aritmeticky pfimer a chybové Usdky
snerodatnou odchylku (SD) z& bpakovani. Malymi pismeny jsou indikovany homogen
skupiny utujici prizkaznost mezi jednotlivymi variantami, vyhodnoceasdatunym
testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s ¥yuZi ukeyova testuiphladine
vyznamnosti p = 0,05.
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Z grafu na obr. 19 vyplyva pkazny vliv dusiku na frakci-5 2, a to jak fi normalni
koncentraci CQ tak @i zvySené koncentraci GQza podminek sucha s vykmnim UV

z&eni, @Ficemz mnozstvi

protein se v obou fipadech zvysilo.

Interakce dusiku

s vylowenim UV zd&eni za zvySené koncentrace £&® sucha také zvysila obsah protein
V ostatnich pipadech byly rozdily nepkazné.

a@-53
UV-N- UV-N+ i
bc HEEEC
se5
abc Y
2248 abc
I abc
2245 |
g ab
a

146 I
%
=
@ g ; ; ;
g UVN- UVeN+
[

ses

C
i abc abc i
Zess - [ abc abe abc
a T
a
1248
a T T T T
dry wet dry wet

Obr. 20 Graf zobrazujici srovnani ploch pNSech variant (koncentrace GO AC vs. EC,
dusikaté hnojeni —'Ns. N, sucho — dry vs. wet, UV/ghi — UV vs. UV) v ramci
gliadinové frakcen-5 3. Sloupce znazawji aritmeticky pfimer a chybové Usdky
snerodatnou odchylku (SD) z& bpakovani. Malymi pismeny jsou indikovany homogen
skupiny ueujici prizkaznost mezi jednotlivymi variantami, vyhodnoceasaunym
testovanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s ¥yuZi ukeyova testuiphladine
vyznamnosti p = 0,05.

Na obr.20 byl také zji8h prikazny vliv dusikatého hnojeni za podminek sucha
s vylowenim UV zédeni, ale tentokratipzvysené koncentraci GOSowasre byly prikaznée
rozdily dusikatého hnojeni v interakci s vydenim suchaip zvySené koncentraci G bez
pusobeni UV z#eni. Dale byly zji&tny prikazné rozdily fi interakci dusikatého hnojeni
a zvysené koncentrace €Q@a sucha a bez UV i&ni a naopak ip interakci dusikatého
hnojeni a normalni koncentrace £f#i ptirozenych srazkach aipobeni UV z#eni. Obsah
proteini byl ve vSeché&chto variantach vysSi. Interakce dusiku s vigim UV zdeni také
zvySila obsah protein a to za zvySené koncentrace sucha i P ptirozenych srazkach.
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Obr. 21 Graf zobrazujici srovnani ploch pNSech variant (koncentrace GO AC vs. EC,
dusikaté hnojeni —Ns. N, sucho — dry vs. wet, UVighi — UV vs. UV) v ramci
gliadinové frakcer 3. Sloupce znazawji aritmeticky pfimer a chybové Us&y sn@érodatnou
odchylku (SD) ze‘t opakovani. Malymi pismeny jsou indikovany homogskupiny ufujici
prizkaznost mezi jednotlivymi variantami, vyhodnoceisdaunym testovanim v ramci analyzy
variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova tesgithfadine vyznamnosti p = 0,05.

U treti frakce y-gliadind (obr. 21) byl zji&n prikazny rozdil pouze mezi variantou
péstovanou ve zvySené koncentraci £@a sucha a sdéasného fisobeni UV z#eni
s vylowenim dusikatého hnojeni a mezi variantést@vanou v normalni koncentraci i
dostatku dusiku a srazek & powasném psobeni UV z#eni, gicemz vySSi obsah protéin

obsahovala druha varianta. Ostatni rozdily nebgiygzné.
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Obr. 22 Graf zobrazujici srovnani ploch p¥Sech variant (koncentrace GO AC vs. EC,
dusikaté hnojeni —'Ns. N, sucho — dry vs. wet, UV/&hi — UV vs. UV) v rdmci
gliadinove frakces 1. Sloupce znazauji aritmeticky primer a chybové us&y snérodatnou
odchylku (SD) zeit opakovani. Malymi pismeny jsou indikovany homogskupiny utujici
prizkaznost mezi jednotlivymi variantami, vyhodnocestednym testovanim v ramci analyzy
variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova tegithfadine vyznamnosti p = 0,05.

V ramci prvni frakcep-gliadini (obr. 22) byl zji&n prikazny rozdil mezi variantami
normalni a zvysSené koncentrace £@ to za podminek sucha bez U\Vrard, pokud nsla
pSenice fi vyvoji dostatek dusiku,ipiemz zvySena koncentrace £@bsah proteil snizila.
Podobny rozdil se vyskytl i jpad varianty fumigované zvySenou koncentraci,Ca
sucha oproti normalni koncentraci girpzenou urovni srazek za stejnych podminek
dostupnosti UV z&ni a dusiku, kdy zvySena koncentrace, @hterakci se suchem snizila
obsah protei této frakce. Rikazny vliv dusiku zvySujici obsah prot&imyl zjiS€n pri
normalni koncentraci C£s vylowenim UV zdeni, a to za sucha fipprirozenych srazkach.
Interakce UV zEeni s dusikatou vyZivou jtkazre zvysila obsah proteinjednak pi normalni
koncentraci CQ za sucha i zaipozenych srazek a takéripzvySené koncentraci GO
a pirozenych srazkach. Dale se zde také projevilkkgzny vliv samotného UV #éni
v podminkéach zvySené koncentrace @ sucha a s dostatkem dusiku, kdy doslo kstir
mnoZstvi proteift pasobenim UV zéeni. Vliv zvySené koncentrace @@yl zjiSn pouze
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v interakci s vylodenim dusikatého hnojentipusobeni sucha a UV #&hni. V tomto pipac
se obsah proteinsniZil.
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Obr. 23 Graf zobrazujici srovnani ploch p¥Sech variant (koncentrace GO AC vs. EC,
dusikaté hnojeni —'Ns. N, sucho — dry vs. wet, UVghi — UV vs. UV) v rdmci
gliadinove frakces 2. Sloupce znazauji aritmeticky primer a chybové us&y snérodatnou
odchylku (SD) zeit opakovani. Malymi pismeny jsou indikovany homogskupiny ugujici
prizkaznost mezi jednotlivymi variantami, vyhodnocexstednym testovanim v ramci analyzy
variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova tegithfadine vyznamnosti p = 0,05.

U druhé frakceB-gliadind (obr. 23) byl zji&n vliv dusikatého hnojeni v podminkach
normalni koncentrace GQa sucha a bez UV i&ni. Dusikata vyZiva zvySila obsah protein
Kromé toho byly také zjiginy prikazné rozdily i interakci dusikatého hnojeni &nezenych
srazek v podminkach normalni koncentrace, &ylowenim UV zdéeni a steja tak
v podminkéach zvySené koncentrace G sodasného fisobeni UV z#eni, gicemzZ obsah
proteimi se v obou fipadech zvysSil. Vliv zvySené koncentrace L£€e projevil pouze
v interakci s vylodenim dusikatého hnojeni, a to za podminekirezenou Urovni sradzek
a bez UV z#eni nebo také za podminek sucha s Uxéa#ém, kdy doslo ke sniZzeni obsahu
proteini. Navic se projevilo vyznamné zvySeni obsahu pmdtpii interakci dusikaté vyzivy
s vylowenim UV zdeni za sucha a normalni i zvySené koncentrace CO
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Obr. 24 Graf zobrazujici srovnani ploch pNSech variant (koncentrace GO AC vs. EC,
dusikaté hnojeni —'Ns. N, sucho — dry vs. wet, UVighi — UV vs. UV) v ramci
gliadinové frakces 3. Sloupce zndzauji aritmeticky primer a chyboveé Usé&y snerodatnou
odchylku (SD) zeitopakovani. Malymi pismeny jsou indikovany homogskupiny ugujici
prikaznost mezi jednotlivymi variantami, vyhodnoceasdaunym testovanim v rdmci analyzy
variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova tegithfadine vyznamnosti p = 0,05.

Prikazny vliv dusiku byl zjig&n i u treti frakcep-gliadina (obr. 24), a to za normalni
koncentrace Cg sucha a s vylaenim UV zdeni, ale také za zvySené koncentrace, CO
piirozenych srazkach aipobeni UV z#eni. VyZiva dusikem zvySila mnoZstvi protieitéto
frakce. Interakce dusiku & mzenych srdZzek &ha vliv na zvySeni obsahu protéive dvou
piipadech — bdi za normalni koncentrace G® vylowenim UV zdeni, nebo také za zvySené
koncentrace C@Opii sowasném psobeni UV z#eni. Vliv zvySené koncentrace GQe
projevil pouze v interakci s vyl@enim dusikatého hnojentigtsobeni UV z#eni jednak za
sucha, tak i P normalnich sraZzkach. Zg&dhto podminek se obsah protieim ramci frakce
snizil. Interakce dusiku s UV f&nim vyznamé zvysSila obsah protein v podminkach
normalni koncentrace GQa sucha. A také se obsah protemvysil pri interakci dusiku
s vylowenim UV zdeni za sucha a ovSem ve zvySené koncentragi CO
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Obr. 25 Graf zobrazujici srovnani ploch pNSech variant (koncentrace GO AC vs. EC,
dusikaté hnojeni —Nis. N, sucho — dry vs. wet, UVighi — UV vs. UV) v ramci
gliadinové frakce 4. Sloupce znazauji aritmeticky primer a chybové Usé&y sn@rodatnou
odchylku (SD) ze‘t opakovani. Malymi pismeny jsou indikovany homogskupiny ufujici
prizkaznost mezi jednotlivymi variantami, vyhodnoceisdaunym testovanim v ramci analyzy
variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova tesithfadine vyznamnosti p = 0,05.

U ctvrté B-gliadinové frakce (obr. 25) byl fkazny vliv dusiku za podminek normalni
koncentrace C®a sucha bez UV #éni. Dale nila vliv interakce dusikatého hnojeni
s normalni drovni srazek, a tdi mormalni koncentraci CObez UV z&eni a pi zvySené
koncentraci C@s UV z&enim. A Krong toho byl zjiS&én vyznamny rozdil u interakce dusiku
s UV z&enim za sucha a normalni koncentrace.G@echny tyto interakce zvysSily mnozstvi
gliadinovych protein frakcep 4.
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Obr. 26 Graf zobrazujici srovnani ploch p¥Sech variant (koncentrace GO AC vs. EC,
dusikaté hnojeni —'Ns. N, sucho — dry vs. wet, UV/ghi — UV vs. UV) v rdmci
gliadinoveé frakcex 1. Sloupce znazauji aritmeticky pfimer a chyboveé Us&y sn@rodatnou
odchylku (SD) ze‘it opakovéani. Malymi pismeny jsou indikovany homogskupiny udujici
prizkaznost mezi jednotlivymi variantami, vyhodnocestadnym testovanim v ramci analyzy
variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova tegithfadine vyznamnosti p = 0,05.

V podminkach bez UV zani a dusikatého hnojeni byl u prvni frakegliadini (obr. 26)
zjistén prikazny rozdil mezi variantou s normalni koncent@&; a za sucha a variantou se
zvySenou koncentraci GOs kEZnou Urovni srazek, figemz druha varianta #a obsah
proteini vysSi. Dale byl zjigin prikazny vliv dusiku za normalni koncentrace ££8ucha
a bez UV z#eni a také za zvySené koncentrace €@irozenou Urovni srazek d&ipusobeni
UV zé&eni. V obou pipadech byl obsah protdirvyssi. Vliv CQ se projevil déma zgisoby —
jednak v interakci s dusikatym hnojenim za suchaezaUV zdéeni se obsah proteirzvysil,
ale také v interakci s vyl@enim dusikatého hnojenfimormalnich srazkach aipobeni UV
z&eni se obsah proteirsnizil. Kront toho byl zjisén zvySeny obsah protdimpii interakci
dusiku s grozenymi srdzkami v podminkach zvySené koncentr@€® se sotasnym
puasobenim UV zéeni a také f interakci srdZzek s UV #énim za normalni koncentrace £0O
bez dusikaté vyzivy. Navic se obsah pratenwyznamm zvysSil i v rdmci interakce dusiku
s UV z&enim za sucha a normalni koncentrace, GOpak také # interakci dusiku

s vylowenim UV zdeni za sucha ovsSentigvySené koncentraci GO
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Obr. 27 Graf zobrazujici srovnani ploch p¥Sech variant (koncentrace GO AC vs. EC,
dusikaté hnojeni —'Nis. N, sucho — dry vs. wet, UVghi — UV vs. UV) v rdmci
gliadinoveé frakcex 2. Sloupce znazauji aritmeticky pfimer a chyboveé Us&y snérodatnou
odchylku (SD) ze‘it opakovéani. Malymi pismeny jsou indikovany homogskupiny udujici
prizkaznost mezi jednotlivymi variantami, vyhodnocestadnym testovanim v ramci analyzy
variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova tegithfadine vyznamnosti p = 0,05.

V ramci druhé frakcer-gliadini (obr. 27) byl zji&n prikazny rozdil ve vlivu sucha za
podminek normalni koncentrace £€®ez pistupu UV zé&eni a bez aplikace dusikatého
hnojeni, které #lo za nasledek snizeni mnoZzstvi praieiDale byl zjisén prikazny vliv
dusiku na zvySeni obsahu protempodminkach normalni koncentrace ££a sucha a bez
UV zareni. Ptikazny vliv interakce zvySené koncentrace ,GOdusiku se projevil vysSim
mnoZstvim proteith v podminkach sucha bez UVieai a v podminkachipozenych srazek
s pisobicim UV z#&enim se projevila interakce zvySené koncentrace €@ylowenim
dusikatého hnojeni naopak niz§im mnoZstvim protekromé toho byla také zjigha
interakce dusiku sipozenymi srazkami jednak za normalni koncentraGe €vylowenim
UV zéreni, ale také za zvySené koncentrace €QV z&enim, kdy v obou fipadech doslo
k navySeni obsahu protéinVyznamné zvySeni obsahu proteinylo patrné i fi interakci
dusiku s UV zéenim a také dusiku s vyldenim UV zdeni za sucha a normalni koncentrace

CO,.
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Obr. 28 Graf zobrazujici srovnani ploch p¥Sech variant (koncentrace GO AC vs. EC,
dusikaté hnojeni —'Ns. N, sucho — dry vs. wet, UV/&hi — UV vs. UV) v rdmci
gliadinoveé frakcex 3. Sloupce znazauji aritmeticky pfimer a chyboveé Us&y snérodatnou
odchylku (SD) ze‘it opakovéani. Malymi pismeny jsou indikovany homogskupiny udujici
prizkaznost mezi jednotlivymi variantami, vyhodnocestadnym testovanim v ramci analyzy
variance (ANOVA) s vyuzitim Tukeyova tegithfadine vyznamnosti p = 0,05.

Prikazny vliv dusiku byl u posledni gliadinové frakee& (obr. 28) zji&n opet u variant
péstovanych v podminkach normalni koncentrace, @® sucha a s vyléanim UV zdeni
a zvysené koncentrace ¢@a sucha, ale za smsného fisobeni UV z#eni. Obsah protein
byl vyznammr vysSi. Vliv interakce dusiku a sucha se projetilnormalni koncentraci CO
s vylowenim UV zd&eni a vliv dusiku v kombinaci gippzenymi sraZzkami byl jikazny ve
zvySené koncentraci GOza sodasného fisobeni UV zéeni. V obou pipadech bylo
mnozstvi proteifh vySSi. ZvySend koncentrace £@ikazreé snizila mnozZstvi proteinv této
frakci, pouze pokud bylo soéasré vylouceno dusikaté hnojeni oproti variand normalni
koncentraci C@ a to za podminek sucha &spbenim UV zgenim. Interakce dusiku s UV
z&enim zvysSila obsah proteimii normalni koncentraci C£ak za sucha, takipnormalni
arovni srézek.
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Tab. 2 Hodnoty korelachich koeficientii

Cedkové

proteiny 0121 | 122 | ®-123| w51 ®-52 ®-53 ®-54 v1 Y2 v 3
Celkové
proteiny 1
o-1,21 0,4740 1
0-122 0,6533 | 0,8605 1
»-1,23 0,7789 | 0,7852 | 0,8564 1
o-51 0,4638 | 0,2580 | 0,4311| 0,5538 1
®-52 0,6573| 0,7780 | 0,8471| 0,7798 | 0,2522 1
®-53 05914 | 0,5975| 0,8048 | 0,7647 | 0,4182 | 0,7795 1
o-54 0,7308 | 0,5965 | 0,7764 | 0,7160 | 0,4730 | 0,7569 | 0,7361 1
v1 -0,1416 | 0,0475 | -0,1050 | -0,1464 | -0,1917 | -0,0590 | -0,3376 | -0,0573 1
Y2 04531 | 0,5130 | 0,6058 | 0,5697 | 0,3692 | 0,5274 | 05124 | 0,5754 | 0,2855 1
v 3 0,6357 | 0,5243 | 0,6546 | 0,7015| 0,3149 | 0,5986 | 0,6311| 0,6085| 0,1765| 0,7974 1
v 4 0,0020 | -0,0885 | 0,0095 | 0,0262 | 0,3913 | -0,1080 | 0,0444 | 0,1891 | 0,1904 | 0,3894 | 0,2972
Bl 0,6590 | 0,1132 | 0,2932 | 0,4425| 0,3885| 0,2731| 0,2325| 04126 | 0,3331| 0,5892 | 0,6771
B2 08132 | 0,6315| 0,7884 | 0,8167 | 04237 | 0,7755| 0,6420 | ,0,7757 | 0,1295| 0,7166 | 0,7894
B3 0,8048 | 0,5727 | 0,7563 | 0,7982 | 0,4679 | 0,7444 | 0,6041| 0,7243 | 0,1315| 0,6977 | 0,7751
B4 0,6893 | 0,5445| 0,6788 | 0,7486 | 05313 | 0,6241 | 05241 | 0,6794 | 0,1636 | 0,6333 | 0,6727
al 0,7024 | 0,5968 | 0,7484 | 0,7613 | 04711 | 0,7406 | 0,6364 | 0,7248 | 0,0164 | 0,6381 | 0,6495
a2 0,6955 | 0,6907| 08491 | 0,8221 | 05294 | 0,7702 | 0,7077 | 0,7876 | 0,0005| 0,7349 | 0,7197
a3 0,7713| 0,4267 | 0,6353 | 0,7747 | 0594 | 0,5769 | 05589 | 0,6197 | -0,1139 | 0,5982 | 0,6721
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Hodnoty korelanich koeficient vtab.2 naznaji miru zavislosti mezi mnozstvim
jednotlivych gliadinovych podjednotek. Korelace aend, Ze vzajemny vztah mezicdwa
velicinami ma linearni charakter. Kritickd hodnota kataiho koeficientu uujici prikazre
zavisly vztah p hladine statistické vyznamnosti 0,05 je 0,2848. Hodnotgré jsou ¥tSi,
nez je kriticka hodnotékaji, Ze mnozstvi danych podjednotek jékazre zavislé. Zavislosti
s nejvyssimi koreknimi koeficienty (vysSi nez 0,8) byly vyneseny dmaf. Friklady
takovych graf jsou uvedeny na obr. 29 a 30, které zobrazujilaorenezi podjednotkami
®-1,21 an-1,2 2, respw-1,2 2 an-1,2 3. Tyto podjednotky jsou v rdmci jejich mnaZst
siln¢ zavislé. Zbylé grafy (obr. 31-51) jsou uvedenyioge 9.1.

Podle vysledk v tab. 2 byla silna korelace prokazana prakticleznvSemi podjednotkami
B- a a-gliadind. Naopak nebyla korelace tfwaznéd u frakciy 1 ay 4 se vSemi ostatnimi
gliadiny, kron¢ y 2 ap 1, respw-5 1,y 2 ay 3, 1 ap 4 aa 3. U ostatnich frakci byly vztahy
prikazre zavislé tént vSechny.
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Obr. 29 Korelacen-1,2 1 vsw-1,2 2 s korelanim koeficientem 0,8605 (p = 0,01).

Korelace w-1,2 2 vs. w-1,2 3
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Obr. 30 Korelacen-1,2 2 vsw-1,2 3 s korelanim koeficientem 0,8564 (p = 0,01).



5 DISKUSE

Na zaklad vysledki naSeho experimentu byl vyhodnocen vliv jednotlivyfaktorti na
mnozstvi proteifi v kazdé gliadinové frakci. Jednozn& nejmarkantsjSi vliv na obsah
gliadinovych proteii méla vyziva dusikem, kterd fkazre zvySuje mnozstvi protein
v pSenéném zrnu, a to za velmiiznorodych podminek. Nejvice podjednotek vyznamn
reagovalo i podminkach normalni koncentrace £&a sucha a bez UV i&ni. Jedna se
o proteiny frakcin-1,2 3,-5 2, vSechny (1-4) ia-gliadiny (1-3). V ostatnich podminkéch
jiz nemel vliv takovy rozsah. Za normalni koncentrace £ ptirozenych srazkach bez UV
z&eni byly ovlivreny pouze proteiny frakcg 1 a i ptisobeni UV z#&eni zase pouze-1,2 3.
Za zvySené koncentrace €@yl zaznamenan nejti vliv pri ptfirozenych srazkach se
souwasnym fisobenim UV zgeni, coZ se tykalo frakei-1,2 3,8 3 aa 1. Za sucha a bez UV
z&eni byl vyznamny rozdil w-5 2 an-5 3, s UV zé&nim pouze u 3.

Kromé samostatnych vlivse projevily také interakce jednotlivych parametfyznamnou
roli zde hraje oft dusik, jehoZ interakce se projevila v mnofigpgdech. Velmi vyznamna
byla interakce dusikaté vyzivy a UV ieai. Nejvice podjednotek ovlivnila v podminkach
normalni koncentrace GG sucha. Jsou t©-1,2 2,5 1, B 3, B 4 a vSechny-gliadiny. Ri
piirozenych srazkach se vliv projevil pouze u fragdi aa 3. Za zvySené koncentrace £0O
a sucha se vyznamrevySilo mnozstvi protein jen u w-1,2 2 gliadiri a s @irozenymi
srazkami up 1 gliadini. Interakce dusiku se stasnym vylodenim UV zd&eni se projevila
naopak hlavé v podminkach zvysené koncentrace,@3sucha, a to v-1,2 3,0-5 2,»-5 3,
B2, B3 aal gliadini. Navic je& frakce w-5 3 reagovala ip zvySené koncentraci GO
s pirozenymi srazkami @ 2 ao 2 gliadiny @i normalni koncentraci C£a za sucha.

Obsah protei v gliadinovych frakcich také vyznamrzvysSil vliv interakce dusiku
s prirozenymi sraZzkami. Nejvice v podminkach normalomdéentrace C@s vylowenim UV
zéeni $2,53,p4 aa?2) a zvySené koncentrace €@ pusobeni UV zéeni ¢ 3, p 4
a vSechny-gliadiny). »-1,2 3 gliadiny zvysily s&j obsah za normalni koncentrace £&0JV
z&enim aw-5 3 ap 2 gliadiny za zvySené koncentrace bez UYema Dusik v interakci se
suchem vyznamn zvySil obsah proteinh pouze u frakceo 3 v podminkach normalni
koncentrace Cobez UV zéeni.

Daniel a Triboi [76] zjistili fizny vliv dodavek dusiku na podily (relativni mnaZst
jednotlivych frakci v ramci celkovych gliadin Podle jejich studie podib-gliadini slake
vzrostl, zatimco podit/p-gliadini klesl a podily-gliadini ztstal staly. Wieser a Seilmeier
[77] uvadi nejen ietelrgjSi vliv na gliadiny oproti gluteniimm, ale také $tSi vliv na hlavni
proteinové typy &/B-, y-glidiny a LMW podjednotky) v porovnani s minoritnii frakcemi
lepku @-gliadiny a HMW podjednotky). Navic se vlivem vysBladiny dusiku podil
o-gliadina zvysil a podily-gliadind se snizil, jak uvagi i jini autodi [78], [79], [80]. To
zhruba odpovida i naSim vysledk bez ohledu na ostatni faktoryi péstovani. V ramci
samotného mnozstvi se v jejich praci [77] obsahchlsSproteiri v jednotlivych frakcich
zvysil, nicmér u o/f- a y-gliadind byly rozdily markant&Si neZz uw-1,2 aw-5 gliadini,

I kdyz ty vykazovaly nejvySSi relativni niést. Wieser a Seilmeier tento fakt vgtuji tim, Ze
ziejm¢ produkcen-gliadind byla podpéena vysSi dostupnosti dusiku prgwodobré kvili
jejich extréms vysokému obsahu glutaminw-L,2: 44 %,0-5: 55 %). Ubytek protein pfi
vylouéeni dusikaté vyzivy je v literater [81] vys¥tlen tim, Ze pokud byla po vykiu
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vynechana dusikata vyZiva, snizila se jak rychtagt,doba trvani akumulace proteifriboi
[28] naopak tvrdi, Ze dusikata vyziva nema vliv d@bu trvani akumulace proteinovych
frakci. Podle & jsou v dosplosti rozdily ve sloZeni proteinovych frakci hlavikvali
rozdilim v celkovém mnozstvi dusiku nahrorsiaého v pibéhu plnéni zrna.

Prikazny pokles obsahu protéirvliivem zvySené koncentrace @@yl v ramci naseho
experimentu zji&n pouze u prvni frakcp-gliadina v pripact, kdy byla pSenicegstovana za
sucha bez UV #é&ni a s dostatkem dusiku. Stejak se pouze u této frakce projevil viiv UV
z&eni za podminek zvysené koncentrace @Gucha s dusikatou vyZivou, ale obsah pratein
se naopak zvysil.

Interakce zvySené koncentrace L£&jinymi faktory se projevila v malé mei steji tak,
jako samotna zvySena koncentrace,COnejwtSim rozsahu to bylo v souvislosti s dusikatou
vyZzivou. Interakce dusikatého hnojeni a zvySen&é&nttace C@méla vyznamny vliv pouze
v podminkach sucha bez UVieai. Obsah proteinse zvysil vramcin-1,2 3,®-53, a1
a a 2 gliadimi. Krom¢ toho nela prikazny vliv také interakce zvySené koncentrace, CO
s vylowenim dusiku oproti normalni koncentraci £9dusikatou vyzivou, ovsem v tomto
piipadt se obsah proteinsnizil. Za sucha s UV #énim reagovaly frakce-1,2 3,8 1, B 2,

B3 aa3, pi ptirozenych srdzkach s UV i#nim ©-1,23,0-53,3 aal aa2 a [
piirozenych srazkach bez UVighi pouze 2 gliadiny.

Ke snizeni obsahu protéirtaké dosSlo p interakci zvySené koncentrace €@ sucha
v podminkach s dusikatou vyZivou a bez UVerd, ale vyznamny rozdil se projevil pouze
u p 1l gliadini. Naopak interakce zvySené koncentrace, GQxirozenymi srazkami se
projevila pouze za podminek bez dusiku i UYend, a to u frakce 1, kde se obsah protéin
zvysil. V této frakci se navic zvysil obsah proteinpti interakci UV zd&eni s girozenymi
srazkami za normalni koncentrace &Qvylowenim dusikaté vyzivy.

Wroblewitz et al. [82] ve svéntlanku popsali zvySeny podib-gliadini, zejména
-5 gliadini, v podminkach zvySené koncentrace,@® snizenymi davkami dusiku, zatimco
a/B-gliadiny se snizily ay-gliadiny se snizily jen nepattnHogy et al. [83] porovnavali
samotné mnozstvi gliadinovych frakci a jejich vl ukazuji pokles gliadinovych proteéin
ktery byl ZetelrgjSi u ®-1,2 aw-5 gliadini nez ua/B- ay-gliadina. Tyto vysledky potvrzuji
i dalSi studie se srovnatelnym experimentem [183].[Fangmeier [26] uvadi, Ze vysledky
z predchozich celoevropskych studii naanjapodobnou ztratu proteinv pSenéném zrnu za
zvySené koncentrace G®ez ohledu na mnoZzstvi dodavek dusiku. Respegtiizeni kvality
zrna indukované oxidem ubiiym nemize byt jednoduSetpkonano zvySenim dusikateho
hnojeni, jelikoZ to mze vést spis k&Si produkci biomasy a vynosu, nez k lepsi redisti
dusiku do zrn. Na druhou stranu Kimball et al. [88{li, Ze @inek zvySené koncentrace €O
Ize kompenzovat naddmym hnojenim dusikem a predikuji, Ze v pol@vatoleti by se &lo
pouzivat dvakrat tolik dusiku, aby byla zachovéaddesstejna kvalita pSefnié mouky. Podle
Wiesera et al. [17] vykazujiretelrgjSi pokles gliadiny bohaté na dusik a glutaminréjsou
dulezité pro viskoelastické vlastnosti, a glutenifigtavaji neovliviiné. Krong toho by podle
nich mela byt @i zvySené koncentraci GQvysSena tinnost vyuZzitelnosti dusiku, ktera se ale
shiZuje se zvySujici se dodavkou dusiku a zdale&eagi pozitivni ginek CQ, [86].

K vyznamnému snizeni obsahu proteutivem sucha podle naSich vystedoslo u jediné
frakce, a tax 2 v podminkach normalni koncentrace @z UV z#&eni a dusiku. Yang et al.
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[87] zaznamenali pokles protdivlivem sucha v ramai/p- ay-gliadinové frakce. Altenbach
et al. [81] zkoumali vliv teploty, sucha a dusikaigivy na akumulaci pSetnych proteir

a dosli k zawru, Ze sucho za rezimu s vyssi teplotou zkratiloudmaximalniho obsahu vody
a dobu akumulace Skrobu, ale neovlivnil@¢asovani a akumulaci protéim vysychani zrna.
V dalSi studii [28] sdika, Ze sucho po vyktu snizilo rychlost akumulace gliadim 40 % b
nizsi teplo¢ a o 30 % fi vySSi teplot.
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6 ZAVER
Cilem diplomové prace bylo vyhodnotit viiv zvySekéncentrace oxidu uliitého,

dusikatého hnojeni, sucha a UVierd a jejich vzgjemnych interakci na obsah prétein
gliadinoveé frakce.

Vzorky ozimé pSenice otldy Bohemia byly kultivovdny na Experimentalni staiGentra
vyzkumu globalni zny Akademie ¥d CR v Domaninku u Bysice nad Pernstejnem
nachazejicim se v oblagfleskomoravské vrchoviny. Stanici @4 komor umotiujicich
automatickou fumigaci zvySenou koncentraciC@ale regulaci sraZzek a také omezenou
propustnost pro UV Zéni u poloviny komor. Vzduch se zvySenou koncentr@®,
obsahoval oxid uhlity v koncentraci 70@umol-mol*, piicem? fumigace byla zah&jena
v polovire kvétna. PSenice byla vyseta 10.—11. 10. 2013 v hustd¥lKS na ha. Plocha
uvnitt komor byla rozdlena na d¥ ¢asti, z nichz jedna byla hnojena davkou dusiku
200 kg-h&. Druh&cast Zistala zcela bez hnojeni. Sklizeralého zrna byla provedenasms.

Separace proteingliadinovych frakci byla provedena metodou A-PAQdtlle PoliSenské
et al. [75] aCSN 46 1085-2, obsah protéibyl stanoven pitatovou denzitometrii.

Jednoznéné nejmarkant®ySi vliv na obsah gliadinovych protéirméla vyziva dusikem,
kterd pfikazre zvySuje mnozstvi proteinv pSenéném zrnu. Nejvice podjednotek vyznamn
reagovalo fi podminkadch normalni koncentrace £&a sucha a bez UV &ni @-1,2 3,
-5 2, vSechn i a-gliadiny). Za zvySené koncentrace £yl zaznamenan nejtsi vliv pii
piirozenych srazkach se s@snym fisobenim UV zéeni ©-1,2 3, 3 aa 1). V ostatnich
podminké&ch jiz nes vliv takovy rozsah.

Kromé¢ samostatnych vlivse projevily také interakce jednotlivych paramelfyznamnou
roli zde hraje ot dusik. Velmi vyznamna byla interakce dusikatéiwyza UV z&eni.
Nejvice podjednotek ovlivnila v podminkach norm&ancentrace Coa suchag-1,2 2,8 1,

B 3, B4 a vSechny-gliadiny). Interakce dusiku se s@snym vylodenim UV zdeni se
projevila naopak hlawnv podminkach zvySené koncentrace ;,GDsucha ¢-1,2 3, »-5 2,
®-53, 2, B3 aal) R interakci dusiku sifrozenymi srdZzkami se obsah protein
vyznamm zvysil nejvice v podminkach normalni koncentrac®, G vylowenim UV zéeni
(B2,Bp3,B4 aan 2) a zvySené koncentrace £ pusobeni UV z&eni @ 3, p 4 a vSechny
a-gliadiny).

Interakce zvySené koncentrace £&inymi faktory i samotna zvySena koncentrace €©
projevily v malé mie. Interakce dusikatého hnojeni a zvySené koneant@Q méla
vyznamny vliv na zvySeni obsahu proteipouze v podminkadch sucha bez UVkera
(w-1,2 3,w-5 3,0 1 aa 2 gliadiny). Krong¢ toho n€la prikazny vliv také interakce zvySené
koncentrace C®s vylowenim dusiku oproti normalni koncentraci £©dusikatou vyZivou,
ovSem v tomto Pipadt se obsah proteinsnizil. Za sucha s UV gnim reagovaly frakce
®-1,23,1,B 2,B 3 aa 3 a i ptirozenych srazkach s UV ignimw-1,2 3,0-5 3, 3 aa 1
aa 2.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

AC
ANOVA
A-PAGE
ATP
AV CR
COHMAP
CSN
DTT
EC
ELISA
FT-ICR
GC

HLA
HMW
HPLC
IgE
LMW
MCP
MKS
MS
NADPH
NOAA
OSN
RP-HPLC
Rubisco
SD

SDS
SDS-PAGE
TEMED
TOF
TTG

uv
WDEIA

normalni koncentrace GO
analyza variance (rozptylu)
kysela elektroforéza v polyakrylamidovémuel
adenosintrifosfat
Akademie ¥d Ceské republiky
Cooperation Holocene Mapping Project
¢eska technickad norma
dithiothreitol
zvySena koncentrace €0
Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay
iontova cyklotronova rezonance s Fourierotransformaci
plynova chromatografie
human leukocyte antigen; hlavni histokompatibsystem wlovéka
vysokomolekularni podjednotky gluterin
vysoce &inna kapalinova chromatografie
imunoglobulin E
nizkomolekularni podjednotky gluteriin
mikrokanalova deska
miliony klicivych semen
hmotnostni spektrometrie
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
National Oceanic & Atmospheric Administration
Organizace spojenych naiod
vysoce ¢inna kapalinova chromatografie s reverzni fazi
ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxyldza/oxygenaza
sng¢rodatna odchylka
dodecylsiran sodny
elektroforéza v polyakrylamidovém gelperaziti SDS
N, N, N’, N’-tetramethylethylendiamin
Time-Of-Flight
tk&ova transglutaminaza
ultrafialové z&eni
cvicenim zfgsobenda anafylaxe zavisla na pSenici
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9 PRILOHY

9.1 Grafy korela¢ni analyzy

Korelace celkového obsahu proteinii vs. B 2
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celkovy obsah proteini

Obr. 31 Korelace celkového obsahu profeus.s 2 s korelgnim koeficientem 0,8132

(p =0,01).
Korelace celkového obsahu proteini vs. 8 3
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10000000 - y = 59002x + 71000 ‘ C
R2=0,647 $ <, * *
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- e
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Obr. 32 Korelace celkového obsahu proteus.s 3 s korelgnim koeficientem 0,8048
(p =0,01).
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Korelace w-1,2 2 vs. w-5 2
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Obr. 33 Korelacen-1,2 2 vsw-5 2 s korelanim koeficientem 0,8471 (p = 0,01).

Korelace w-1,2 2 vs. w-5 3
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Obr. 34 Korelacen-1,2 2 vsw-5 3 s korelanim koeficientem 0,8048 (p = 0,01).



Korelace w-1,22 vs. a 2
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Obr. 35 Korelacen-1,2 2 vsa 2 s korelanim koeficientem 0,8491 (p = 0,01).

Korelace w-1,23 vs. B 2
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Obr. 36 Korelacen-1,2 3 vsp 2 s korelgnim koeficientem 0,8167 (p = 0,01).



Korelace w-1,23 vs. a 2
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Obr. 37 Korelacen-1,2 3 vsa 2 s korelanim koeficientem 0,8221 (p = 0,01).

KorelaceB2vs.B 3
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Obr. 38 Korelaces 2 vs.p 3 s korelgnim koeficientem 0,9475 (p = 0,01).



KorelaceB2vs.B 4
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Obr. 39 Korelaces 2 vs. 4 s korelgnim koeficientem 0,8626 (p = 0,01).

KorelaceB2vs.a 1l
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Obr. 40 Korelaces 2 vs.a 1 s korelgnim koeficientem 0,8478 (p = 0,01).



Korelace3 2 vs. a 2
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Obr. 41 Korelaces 2 vs.a 2 s korelgnim koeficientem 0,8705 (p = 0,01).

Korelace B3 vs.pB 4
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Obr. 42 Korelaces 3 vs. 4 s korelgnim koeficientem 0,8814 (p = 0,01).
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KorelaceB3vs.al
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Obr. 43 Korelaces 3 vs.a 1 s korelgnim koeficientem 0,8839 (p = 0,01).
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Korelace3 3 vs. a 2
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Obr. 44 Korelaces 3 vs.a 2 s korelagnim koeficientem 0,8652 (p = 0,01).




Korelace 3 vs.a 3
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Obr. 45 Korelaces 3 vs.a 3 s korelagnim koeficientem 0,8250 (p = 0,01).
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Obr. 46 Korelaces 4 vs.a 1 s korelgnim koeficientem 0,8915 (p = 0,01).



Korelace3 4 vs. a 2
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Obr. 47 Korelaces 4 vs.a 2 s korelgnim koeficientem 0,8651 (p = 0,01).

Korelace B4 vs. a 3
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Obr. 48 Korelaces 4 vs.a 3 s korelagnim koeficientem 0,8666 (p = 0,01).



Korelacea 1vs. a2
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Obr. 49 Korelacex 1 vs.a 2 s korelanim koeficientem 0,8886 (p = 0,01).
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Obr. 50 Korelacex 1 vs.a 3 s korelanim koeficientem 0,8229 (p = 0,01).
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Korelacea 2 vs. a 3
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Obr. 51 Korelacex 2 vs.a 3 s korelanim koeficientem 0,8184 (p = 0,01).



