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ABSTRAKT

V této diplomové praci byl sledovan obsah proteint gliadinovych frakei ozimé pSenice
(Triticum aestivum) odridy Bohemia péstované v podminkéach normaélni (AC) a zvySené (EC;
700 pmol-mol™) koncentrace oxidu uhligitého. Kromé& toho byla polovina vzorkd hnojena
dusikem v mnoZstvi 200 kg-ha”. Dal§imi pozorovanymi environmentdlnimi faktory bylo
sucho a UV zéfeni. Gliadinové proteiny byly separovany metodou A-PAGE a kvantifikovany
pocitacovou denzitometrii. Obecné se ménil obsah proteint v ramci frakci ®-, B- a a-gliading,
zatimco u y-gliadind nebyl zjistén zadny nebo témeét zZadny vyznamny rozdil. Jednoznacné
nejvetsi vliv na obsah gliadinovych proteini mel dusik, ktery prikazné zvySuje mnozZstvi
proteinti v pSeni¢ném zrnu. Nejvice subfrakci reagovalo za podminek AC, sucha a bez UV
zafeni a za podminek EC s pfirozenymi srdzkami a UV zafenim. Vyznamnd byla také
interakce dusiku s UV zafenim (AC, sucho) i sjeho vylou¢enim (EC, sucho). Interakce
dusiku a pfirozenych srdZzek vyznamné zvysila obsah proteind za podminek AC bez UV
zéafeni a za podminek EC s UV zdfenim. Samotnd EC i EC v interakci s jinymi faktory se
projevila v malé mite. EC s dusikatou vyzivou (sucho bez UV zédreni) zvySily obsah
gliadinovych proteind a EC se souCasnym vyloucenim dusikaté vyzivy (sucho i pfirozené
srazky s UV zafenim) obsah proteinl snizila.

ABSTRACT

In this diploma thesis protein content of gliadin fractions in winter wheat (Triticum
aestivum) var. Bohemia was studied. The crop was cultivated in conditions with ambient
(AC) and elevated (EC; 700 umol-mol'l) carbon dioxide concentration. Moreover, half of the
samples was fertilized with nitrogen in an amount of 200 kg-ha'l. Other observed
environmental factors were drought and UV radiation. The gliadin proteins were separated by
A-PAGE method and quantified by computer densitometry. Generally the protein content
within ®-, B- and a-gliadin fractions varied, while the protein content of y-gliadins remained
unchanged or almost unchanged. Clearly the nitrogen fertilization had the most pronounced
impact on the gliadin protein content and it significantly increased the protein content in
wheat grain. Most subfractions reacted in conditions of AC, drought and without UV
radiation and in conditions of EC with natural rainfall and UV radiation. The interaction of
nitrogen fertilization with UV radiation (AC, drought) was significant and so was the
interaction of nitrogen fertilization excluding UV radiation (EC, drought). The interaction of
nitrogen fertilization and natural rainfall significantly increased the protein content in
conditions of AC without UV radiation and in conditions of EC with UV radiation. EC alone
and the interaction of EC with other factors had only a small impact. The impact was the most
pronounced in interaction with nitrogen fertilization. EC with nitrogen fertilization (drought
without UV radiation) increased the gliadin protein content and EC excluding nitrogen
fertilization (drought and natural rainfall with UV radiation) decreased the protein content.
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1 UVOD

ZvySovani koncentrace oxidu uhli¢itého v atmosféfe je béZzny jev, ale soucCasnd rychlost
narastu jeho koncentrace je fenoménem zhruba poslednich dvou set let, na ¢emZ ma nejveétsi
podil Cinnost Cloveéka. Nejednd se vSak o problematiku jednoho kritéria, nybrz o souhru
nekolika faktori najednou, které svym pusobenim zvySuji koncentraci CO, v atmosfére.
Tento zdanlivé neSkodny plyn se z velké Cdasti podili na zméné globédlntho klimatu nasi
planety. Ta zahrnuje nejen zvySovani teploty ovzdusi, ale také sni souvisejici zmény
obvyklych meteorologickych jevu atp.

JelikoZ je oxid uhliCity substratem, ze kterého rostliny vytvaii svou biomasu pii
fotosyntéze, je jasné, Ze jeho dostupnost bude ovliviiovat rostliny riznymi zptsoby. Primarné
se méni rychlost fotosyntézy, rychlost dychani, zvySuje se tvorba biomasy. Kromé toho se ale
predpokladd i zména chemického slozeni rostlinnych pletiv, coz zahrnuje obsah sacharidd,
dusiku a bilkovin. Efekt zvySené koncentrace CO, na rychlost fotosyntézy urCuje piijem
a obsah minerélnich Zivin a naopak dostupnost Zivin ovliviiuje miru piisobeni CO,.

Existuje velkd spousta rostlin, jeZ miZe byt pfedmétem zkoumani. Je tfeba vSak vénovat
pozornost hlavné hospodéarskym plodindm, které maji funkci zabezpecit vyZivu lidstva.
PSenice je povaZzovéna za nejkonzumovanéjsi obilninu na svété. VEtSina sveétové produkce je
zkonzumovana ve formé chleba a jinych pekafskych vyrobkd, té€stovin a nudli. Hlavni
proteinovou sloZkou pSeni¢nych zrn je lepek. Je to bilkovinny komplex tvofeny dvéma
skupinami proteint, a to gliadiny a gluteniny, jeZ jsou zdsobnimi proteiny psenice. Diky jejich
jedine¢nym funk¢nim vlastnostem miZe byt vytvofeno té€sto pro vyrobu kynutého chleba.

Kromé& vynikajicich funkCnich vlastnosti maji lepkové proteiny i svou stinnou stranku.
U geneticky citlivych jedinci mohou mit nékteré frakce vliv na zdravi. Zpusobuji totiZz razné
druhy alergii a intoleranci, napfiklad celiakii.

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim obsahu proteind gliadinové frakce u ozimé
pSenice, kterd byla pé&stovana pfi normdlni a zvySené koncentraci CO, s dal§imi interakcemi
environmentdlnich faktord, jako je dusikaté hnojeni, sucho a UV zaifeni. Pro stanoveni
gliadint byla pouzita kyseld elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (A-PAGE). Cilem bylo
zjistit, jak se meéni zastoupeni jednotlivych podjednotek gliadinové frakce v podminkich
zvySené koncentrace CO, a ostatnich faktort a piipadné, jak se jednotlivé faktory svym
pusobenim ovliviiuji navzdjem.



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

Zmeénou klimatu je mySlena zména meteorologickych podminek trvajici nékolik let, ¢i
déle. Muze se tykat zmény jednoho parametru (napf. teplota, srazky), avsak Castéji je tato
problematika mnohem komplexnéjsi. Ve spojeni s globalnimi vzory poCasi mohou tyto zmény
vyvolat vyrovnavajici zmény v raznych Castech svéta, ale Cast&ji jsou soucasti celkového
oteplovéni nebo ochlazovéni globdlniho klimatu [1]. Krauchi [2] popsal globalni klimatickou
zménu jako “dlouhodobou odchylku klimatickych parametri Zemeé od pramért a trendd, které
charakterizovaly planetu pfiblizné€ do pocétku 20. stoleti”.

2.1.2 Zmény klimatu v historii Zemé

Zmeény klimatu Zemé nejsou novym tkazem. Geologické studie fikaji, Ze doby ledové
a meziledové se stiidaly s periodou 103, 42 a 24 tisic let [2].

Autofi z COHMAP (Cooperation Holocene Mapping Project) [3] uvadi, Ze zmény klimatu
nekterych lokalit Zemé v uplynulych 18 000 letech se odviji od zmén slune¢niho zéireni
dopadajiciho na vné&jsi povrch nasi atmosféry. Ddle pak vyvozuji zdvéry, Ze archeologicky
prokdzané pocitky rozvoje zeméedelstvi spadaji do klimaticky ptiznivého obdobi pred 10 000
az 12 000 lety. V soucasné dobé¢ se vSak dé&je to, Ze Clovek méni klima planety svou vlastni
¢innosti. Poslednich 30—40 let dokazuje, Ze existence a Cinnost naSi civilizace dosdhly tak
velkych rozmért, Ze zasahuji jak do vztaha jednotlivych typt ekosystémi, tak také do
ekosystému globalniho [4]. Rovnovahu systému narusuje rozvoj prumyslové a zemeédé€lské
produkce, lesnictvi a dopravy. Tento vliv nasi populace dokladaji zpravy programu Evropské
unie Zivotni prostfedi a klima, ktery je souddst Programu konvence OSN o klimatickych
zméndch. V soucasné dobé je rychlost uvoliiovani sklenikovych plynt nékolikandsobné vyssi,
nez byly ptirozené zmény v obdobi poslednich 20 000 let [5].
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Obr. 1 Povrchovd teplota v pritbéhu poslednich dvou tisicileti [1], [6]
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Obr. 1 ukazuje, Ze teplota 20. stoleti je nejvySsi za posledni dvé¢ tisicileti. Neddvny narust
globdlni teploty a posuny v regiondlnich srdzkdch jsou ale jen jednou z C4sti obav, které
vyvoldvd meénici se klima. Burroughs [1] piSe, Ze z hlediska hospodaiského dopadu bude

v s

2.1.3 Sklenikovy efekt

Sklenikovy efekt je jev, pii kterém zafeni snadno prostupuje atmosférou a jakmile se ptda
a prilehly vzduch ohfeji, turbulentni pohyb vzduchu neodstrani teplo priliS rychle. ProtoZe se
hustota atmosféry rapidné sniZuje s rostouci nadmotiskou vySkou, absorpce zemniho zareni
probihd hlavné blizko povrchu. JestliZze koncentrace radiacné aktivnich plynii v atmosfére
vzrustd a mnozstvi solarni energie absorbované na povrchu zlstdva nezménéné, nejniZsi
hladina atmosféry se ohfeje. Toto oteplovdni je vysledkem absorpce niz§i atmosférou
a nasledné emise vice infracerveného zareni nahoru i dolii. Pro dosazeni rovnovéahy se naopak
horni atmosféra ochlazuje [1]. Sklenikové plyny ovliviiuji radiacni bilanci Zemé a to tak, Ze
propousti kriatkovlnné zéireni, ale mnohem méné€ propousti dlouhovlnné zifeni, které je
emitovdno povrchem Zemé& [4]. Pravé zména slozek tvoficich atmosféru méni absorpéni
vlastnosti a to pak naruSuje rovnovédznou bilanci zatfeni a méni se klima [7]. Kazdy plyn se na
oteplovani podili jinou mirou. Nejdulezit&jsi je oxid uhli¢ity (cca 47 %), methan (27 %),
freony (10 %), oxid uhelnaty a dalsi slou€eniny uhliku (9 %) a oxid dusny (4 %) [4]. Nezdlezi
vSak jen na jejich zastoupeni v atmosféfe, ale také na jejich uUCinnosti. Proto i nizké
koncentrace nékterych plyni mohou znac¢né prispivat k absorpci dlouhovinného zareni [7].
Vétsina syntetickych plynti absorbuje mnohem vice nez srovnatelné mnozstvi CO,. Podle
matematického modelu [8] pokud se zvysi teplota diky zvySené koncentraci CO,, efekt se
jesté zvysi pusobenim vodni pary, kterd ma stejnou funkci jako sklenikové plyny. Pfi vyssi
teploté se voda vice vypatuje a tim se zvySuje obsah vody v atmosféfe. Otepleni ale nebude
po celé planeté stejné — nejsilné€jsi bude efekt v okrajovych Castech zalednéné plochy ve
veétSich zemépisnych Sitkdch a na druhou stranu ve stfednich zemépisnych Sitkdch by meélo

byt vétsi sucho.

Dulezité je tedy porozumét dusledkim nartstu radiacné aktivnich plyna v atmosféfe a to
hlavné diky lidské Cinnosti, protoZe jejich globalni koncentrace rapidné nartstd od poloviny
18. stoleti, tedy od zacdtku industrializace [7]. Dychéni, vulkanickd €innost a jiné pfirozené
procesy spojené s vyluCovanim CO, do atmosféry jsou vridmci ekosystému dlouhodobé
v rovnovaze [4].

2.1.4 Zmény koncentrace CO,

To, Ze se zvySuje koncentrace oxidu uhliCitého v atmosféfe, je jasny fakt. Jaké jsou ale
podily jeho zdroju na této zméné? Nejednoznacné jsou i dopady, jez se musi objevit diky jeho
pusobent, at’ uZ se bude meénit pocasi na nasi planeté, rast rostlin nebo celkové Zivot lidi [7].
Nejproblematictéjsi z hlediska produkce CO; je spalovani fosilnich paliv, déle rozsahlé kdceni
lesti zejména v tropickych oblastech (cca 15-20 % celkovych emisi) a zmény vyuzivani pudy

[9].

Prechod mezi dobou ledovou a meziledovou a ndstup doby ledové jsou spojeny se
znanym sniZzenim nebo zvySenim koncentrace oxidu uhli¢itého v atmosféfe a snim
souvisejici zménou teploty [10]. Zmeény koncentrace CO, tedy nejsou neobvykly jev. Problém

10



je s narustajici rychlosti téchto zmén, kterd zpusobuje, Ze rostliny nestaci priméfené reagovat
ptizptisobenim svych vlastnosti [7].

Pokud bychom se ohlédli do davné historie, v obdobi 18 000 az 10 000 pf.n. L.
koncentrace CO, v atmosféfe kolisala kolem hodnot 200-280 umol-mol™ a za poslednich
650 000 let nikdy neptevysila 310 umol-mol'1 [11]. Zatimco pfed pramyslovou revoluci
v poloving 18. stoleti se koncentrace CO, pohybovala v rozmezi 270-280 umol-mol'l,
Borroughs [1] ve své publikaci uvadi, Ze hodnota koncentrace CO, vroce 2005 Ccinila
380 umol-mol'l. A o pét let pozdé&ji pak stoupla na 390 umol-mol'l, jak uvadi Canadell et al.
[12]. Ti dale popisuji, jak se ménily ro¢ni narasty koncentrace CO,. Zatimco v letech 1970-
1979 byl narust 1,3 umol-mol'l, pozdéji v obdobi 2000-2006 uz narust ¢inil 1,9 umol-mol'l.
Podle NOAA (National Oceanic & Atmospheric Administration) [13] se soucasnd
koncentrace blizi hodnoté 400 umol-mol'l. Honisch et al. [14] tvrdi, Ze soucasna hladina
nemda obdoby za poslednich 2,1 milionu let. Nazorny je obr.2, ktery ukazuje prubéh
koncentrace za poslednich cca 1 000 let.
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Obr. 2 Casovd zdvislost koncentrace oxidu uhlicitého. [1]

S meénici se koncentraci CO, dochdzi také nejen ke zvySovédni koncentrace dalSich
sklenikovych plyna, ale také se zvySuje depozice dusiku jednak zhnojiv pouZivanych
v zemeéd€lstvi a z produktd spalovani. Tato depozice se pohybuje v rozmezi 10-150 kg/ha
v z4vislosti na lokalité [15]. Proto je tfeba pocitat se zvySenou dostupnosti uhliku i dusiku.
Vzhledem k tomu, Ze ve vétSiné prirozenych ekosystémi je nedostatek dusiku limitujicim
faktorem, 1ze oCekdvat piiznivy vliv na rychlost fixace CO, a rast rostlin diky narastajici
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depozici dusiku [7]. Holland et al. [16] podle matematickych modeltu vyvodili, Ze celkova
depozice dusiku zvySuje ro¢ni fixaci uhliku suchozemskym porostem o 1,5-2,0 Gt.

2.2 Vliv zvySené koncentrace CO; na rostliny

Biosféra ptsobi zejména prostrednictvim fotosyntézy jako zdkladni kontrola nad drovni
oxidu uhli¢itého v atmosféfe. Jednd se o doCasny sink (dloZzist€) pro podil dodatecného CO,
vlozeného do atmosféry skrze uhlikovy cyklus. ProtoZe produktivita biosféry roste se
zvySujici se hladinou CO», zpomaluje se nahromadéni plynu v atmosféfe. Tento mechanismus

vvvvvv

emisi sklenikového plynu diky spalovéni fosilnich paliv [1].

Piimé ucinky zvySené koncentrace CO, se vSak projevuji nejen zmeénami rychlosti
fotosyntézy, ale také fotorespirace a vodivosti pruduchi a v neposledni fadé dochazi jeste
k vyznamnym interakcim mezi danymi procesy [7]. Napiiklad sniZeni obsahu dusiku
zpusobuje zménu rastové a udrzovaci slozky dychédni nebo sniZeni vodivosti praducht, jez
zlepSuje vodni bilanci rostlin, mize oddalit vodni deficit béhem poledne a prodlouzit denn{
fazi s pozitivni fotosyntetickou bilanci. Navic kromé narastu biomasy se i pfedpoklada zména

Vv

biochemického slozeni rostlinnych pletiv [17], a to vyssi obsah sacharidi, mensi obsah dusiku

Vv

a bilkovin a z toho vyplyvajici vy$si pomer C/N [18].
2.2.1 Mineralni vyziva

Pii fotosyntéze se tvoii prekurzory uhlikatych struktur, na které se pak vazi nékteré
minerdlni Ziviny a také se produkuji redukované kofaktory (NADPH) a energie ve formé
ATP. Tyto molekuly jsou dulezité pro aktivni piijem Zivin a jejich akumulaci [7]. Efekt
zvySené koncentrace CO, na rychlost fotosyntézy urCuje také piijem a obsah minerdlnich
Zivin a naopak dostupnost zivin ovliviiuje miru pasobeni CO, na fotosyntézu a produkci
rostlin.

Biogenni Ziviny jsou navzdjem nenahraditelné, ale i pfes to md jedinecné postaveni dusik.
Jeho koncentrace je v rostlindch nejvyssi a je obsaZzen ve vSech proteinech. Dostupnost dusiku
je vraznych lokalitich odlisna, a tak je tfeba pocitat jak s nedostatkem, tak s prebytkem.
Dulezitd role dusiku v rostlindich pro tvorbu a hromadéni organickych latek ovliviiuje
hodnoceni interakce zvySené hladiny CO,, piijmu dusiku a tvorby organickych litek. Béhem
akumulace suSiny v obilkdch, tzv. generativni faze rastu, muze dochédzet k urychlenému
rozkladu enzymi, napf. Rubisco, jez zajiStuje fixaci atmosférického CO,, vlivem
nedostatecné zasoby dusiku ve vegetativnich organech. Dusledkem by mohlo byt to, Ze se
vice omezi rust vynosu, které by byly dosazeny pii dobré dostupnosti dusiku po celou dobu
vegetace [7].

Luo et al. [19] uvadi, Ze zvySenim koncentrace CO, se zvySuje rychlost jeho fixace
a zérovein se sniZzuje obsah enzymu Rubisco, obsah dusiku v listech klesd o 15-20 %. Jednak
se obsah dusiku ,nafedi” vys$§im obsahem sacharidi, ale také se sniZuje mnoZstvi
fotosyntetickych bilkovin. Tim se zvySuje u€innost vyuZiti dusiku rostlinami. BassiriRad et al.
[20] ze svych experimentd vyvozuji, Ze obecné popisované sniZzeni dusiku v rostlinach
péstovanych v atmosféfe se zvySenou koncentraci CO; je zpusobeno neschopnosti kofenu

adaptovat se na zvySené pozadavky dusiku.
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Dijkstra et al. [18], ktefi zkoumali ozimou p3enici, uvadéji, Ze koncentrace dusiku v susine
se snizila 0 5 %, ale vychytavani dusiku na plo$nou jednotku pudy bylo pfi pasobeni zvysené
koncentrace CO, vys§io 11 %.

Natr [7] ve své publikaci jednoduse shrnuje, Ze rust rostlin a jejich vynosy nejsou
ovliviiovdny jednim parametrem, ale mira ucinku zvySené koncentrace CO, se odviji od
pusobici energie zafeni, dostupnosti vody, mineralnich latek, teploty atd. Zaroven piSe, Ze
vynos kulturnich rostlin je din genotypem, primyslovym hnojenim, dostatkem vody
a opatienim proti chorobam, $kiidcim a pleveltim.

2.3 Vliv zvySené koncentrace CO, na pSenici

Nékdy je té€zké zobecnit nékteré zakonitosti, jimiz se fidi rast rostlin. Variabilita rostlin je
vysokd, lisi se specifitou struktur, podminkami ristu a obcas se mohou vysledky lisit u jiné
odrady piislusného druhu. Proto je tfeba blize specifikovat i nami studovanou pSenici setou.
Jednd se o velmi vyznamnou plodinu podilejici se na vyzive lidstva, a proto si zaslouzi velkou
pozornost [7].

Jablonski et al. [21] provedli meta analyzu studii tykajicich se vlivu zvySené koncentrace
CO; na semenné rostliny a obilniny, vCetné koncentrace dusiku v semenech a dosli k zavéru,
Ze rust pii zvySené koncentraci CO, ma za nasledek vyznamné sniZeni dusiku v obilkach
pSenice a jeCmene, ale naopak nikoli u séji a ryZe.

2.3.1 Rozdily mezi kultivary

V roce 1997 sledovali Batts et al. [22], jak se méni vyvoj a fotosyntetické charakteristiky
porostd u dvou kultivari pSenice v atmosféie se zvySenou koncentraci CO,. Rozdily mezi
kultivary byly zjistény pouze na pocatku vegetacniho obdobi. LiSily se od sebe pribéhem
vyvoje a rozdilnym odnozZovanim. Po zbytek vegetace byly reakce hodné podobné. ZvySena
koncentrace CO, vyvoldvé intenzivnéjsi odnoZovani, coZ se projevi vétsi hustotou porostu
a vetsi absorpci zareni.

Manderscheid a Weigel [23] porovndvali 6 kultivara jarni pSenice obecné v podminkach
zvySené koncentrace CO, se zaméfenim na rust a fyziologické charakteristiky, pfi¢emz nebyl
zjiStén vliv na rychlost fotosyntézy ani na obsah bilkovin nebo obsah chlorofylu v listech.
Doslo ke zvétSeni plochy listi a také byl zjistén pozitivni vliv na hmotnost susiny u starSich
kultivarti. U obilek cinilo toto navyseni 46 %. U novych kultivart to bylo pouze 28 %.

2.3.2 Vliv mineralnich Zivin

Monje a Bugbee [24] sledovali fotosyntetické charakteristiky porostu pSenice pii normdlni
a zvySené koncentraci CO, a dostatku minerdlnich Zivin, a sledovali fotosyntetické
charakteristiky porostu. U rostlin pé&stovanych ve zvySené koncentraci CO, byl vynos zrn
0 13 % vyssi a také se zvysil podil hmotnosti susiny kofenti z celkové hmotnosti. Jejich
zavérem je, Ze pokud maji rostliny optimalni podminky pro péstovéni, vyssi koncentrace CO,
zvy$i silu sinku a nésledné se zrychli fotosyntéza. Predpokldda se, Ze dostateCné velky sink
zabrani zpétnovazebné inhibici fotosyntézy pii dlouhodobém pusobeni CO,.

Wolfliv experiment [25] byl zaméfen na sledovani parametrii pSenice péstované pfi rizné
dostupnosti dusiku, fosforu a drasliku a tyto varianty byly navic vystaveny zvySené
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koncentraci CO,. Deficit dusiku zplsobil znacné sniZeni vlivu zvysené koncentrace CO; na
hmotnost suSiny a podobné se zvysila i hmotnost suSiny obilek. U vétSiny variant byl pak také
zaznamendn sniZzeny obsah Zivin vlivem zvySené koncentrace CO,, pfiemZ nejvyraznéjsi
rozdil byl v obilkach.

Fangmeier et al. [26] posuzovali vliv zvySené koncentrace CO, a davek ozonu a dusiku na
koncentraci nutri¢nich prvka a kvalitu zrna u jarni pSenice. V zelenych listech se sniZil obsah
vSech prvkid (kromé fosforu a Zeleza), ale v zrnu se snizil pouze obsah dusiku, vapniku, siry
a zeleza. V dusledku zvysSené koncentrace CO; se sniZila poptdvka po dusiku v zelenych
tkanich, ale také se zvySila UCinnost jeho vyuziti. Mohlo za to pfedev§im sniZzeni obsahu
Rubisco a represe fotorespiraéni drdhy a sniZend alokace dusiku pro enzymy pohanéjici
cyklus fotosyntetické oxidace uhliku. Piijem dusiku tedy neodpovidal piijmu uhliku. Autofi
to vysvétlili tak, Ze pokud je pfijem dusiku z pidy ukoncen jiz po vykvétu, dusik ureny zrnu
pochdzi z vegetativnich fonda zpusobujicich sniZeni koncentrace dusiku v zrnu pii obohaceni
atmosféry CO; (15 %).

Taub et al. [27] udavaji pokles proteint v pSeni¢ném zrnu v disledku zvySené koncentrace
CO; 09,8 %. Utinek zvysené koncentrace CO, byl ovlivnén proménnymi Zivotniho prostiedi.
Napfiiklad mnozstvi proteina se snizilo vice, kdyz byla vyssi koncentrace CO, aplikovana na
rostliny péstované pfi nizkych davkach dusiku, nez pfi vysSich davkach (16,4 %, resp. 9,8 %).
Dale byl zjiStén vetsi vliv zvySené koncentrace CO; na celé zrno neZ na pSeni¢nou mouku,
coZ znamend, ze zvySena koncentrace CO, muZe mit men$i vliv na koncentraci proteind
v endospermu neZ v jinych ¢astech zrna. Dopad na vyZivu lidi by se tedy mohl liSit podle
toho, zda se konzumuji vyrobky z celych zrn nebo z bilé mouky. Rozdily mohly nastat
v disledku velmi rozdilnych akumula¢nich modelt strukturnich a metabolickych proteina
aleuronu a klicku ve srovndni s hlavnimi zadsobnimi proteiny endospermu. V pSeni¢ném zrnu
se strukturni a metabolické proteiny béhem vyvoje obilek akumuluji diive nez hlavni zdsobni
proteiny [28]. Také se zdd, Ze akumulace strukturnich a metabolickych proteint v obilkéch je
regulovana sinkem, zatimco akumulace zasobnich proteinii je do zna¢né miry omezena
zdrojem dusiku rozvijejiciho se zrna. Z toho plyne pfedpoklad, Ze vliv zvySené koncentrace
CO; na bilkovinnou vyzivu ¢lovéka by mohl byt zmirnén zemédélskymi postupy.

Idso a Idso [29] tvrdi, Ze veSkeré ucCinky zvySené koncentrace CO, na obsah proteinu
v plodinidch by se mohly zlepSit zvySenym pouZivinim dusikatych hnojiv. Vysledky
z Taubovy studie [27] ukazuji, Ze zvySujici se mnozstvi dusiku v pidé minimalizuje vliv
zvySené koncentrace CO, na mnoZstvi proteint, ale presto se i pfi vysokém piidavku dusiku
obsah proteinu sniZil témet o 10 %. Jeho zavéry fikaji, Ze i kdyz by bylo mozné hnojivo
pouzit ke zmirnéni dopadi zvySené koncentrace CO, v atmosféfe, nelze ho povazovat za
univerzalni feSeni z divodu ekologickych dopada na ekosystémy a malé dostupnosti hnojiv
pro zemédelce v mnoha zemich.

Proteiny jsou nejdulezitéjsi slozkou pSenicnych zrn zabezpeclujici kvalitu kone¢ného
vyuziti. Zmény obsahu a sloZeni pSeni¢nych proteinti vyznamné urcuji kvalitu mouky pro

pekarské tcely. Prestoze proteinové slozeni zavisi zejména na genotypu pSenice, muze byt do
znacné miry ovlivnéno environmentalnimi faktory a jejich interakcemi [28].

Fangmeier et al. [26] uvadi, Ze s rostouci koncentraci CO, se vyrazné€ sniZily hodnoty
Zelenyho testu, ¢isla poklesu a obsah suchého a mokrého lepku. I ptes pfiznivy dopad CO; na
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rast a vynos C3 rostlin, resp. obilnin, bude v budoucnu problém se sniZovanim kvality mouky
v disledku zvySovani koncentrace CO, v atmosfére.

Novotna et al. [30] porovnavali vliv nékolika rustovych faktori na pSenici soucasng.
Zvysend koncentrace CO; zvysila jednak nadzemni biomasu a také vynos zrna. Hnojeni
dusikem s vylou€enim UV radiace pak umocnilo stimulujici efekt zvySené koncentrace CO,.
Naopak sucho zmirnilo vliv zvySené koncentrace CO,. Kromé toho zvySena koncentrace CO;
snizila nékteré kvalitativni parametry (obsah proteint nebo Zelenyho test).

2.4 PsSenicné proteiny

PSenicné zrno se sklddda ze tifi hlavnich Casti. Témi jsou obalové vrstvy, klicek
a endosperm. Obalové vrstvy (otruby) jsou tvofeny z velké Casti z nerozpustnych
polysacharidu, jako je celulosa, které slouZi jako zdroj vlakniny. Kliek predstavuje zarodek,
ze kterého vyroste nov4d rostlina. Nese genetické informace a ma vysoky podil tuku. Nejvetsi
podil zrna tvoii endosperm. Je zdrojem zdsobnich latek pro rostlinu ve fazi kli¢eni. Z velké
Casti obsahuje Skrob (cca 3/4) [31], ale tou nejdulezitéjsi Casti jsou bilkoviny. Ty jsou
v endospermu zastoupeny 10-13 % [32]. Proteiny jsou ve svém sloZeni a v molekulovych
hmotnostech vysoce heterogenni. Obsah a jejich kvalita je stézejni pro pekafskou kvalitu
pSenicné mouky.

Podle nedavné studie [33] se obsah celkovych proteini v genotypech bé&zné pSenice
(Triticum aestivum) pohyboval od 10,87 do 13,04 % a u tetraploidni pSenice tvrdé (Triticum
durum) od 11,46 do 16,53 %. Screening provedeny Vogelem et al. [34] ovSem ukdzal
mnohem Vétsi zmény v obsahu proteint, a to od 7 do 22 %, pricemZ genetickd slozka
predstavovala pouze cca 5 %. Vétsi Cast zmén se vyskytovala v dusledku jinych
(environmentélnich) faktoru.

Molekulovd hmotnost proteini se obecné pohybuje v fadech tisici az miliond Daltond.
PSeni¢né proteiny maji 30 tisic az vic nez 10 mil. Daltona [35]. Tim Ze pSenicné proteiny
vykazuji vysokou komplexitu a také riizné vzajemné interakce, je ztiZena celd charakterizace.
Obvykle jsou klasifikovdny podle rozpustnosti. Po Osbornové extrakci se ziskd velice
heterogenni skupina zahrnujici nelepkové proteiny (albuminy a globuliny) a lepkové proteiny
(gliadiny a gluteniny). Lepkové proteiny se v pfirozeném stavu vyskytuji jako oligomery
raznych polypeptidl, které obsahuji vice nez 35 % hydrofobnich aminokyselinovych zbytka
(isoleucin, leucin, tryptofan, tyrosin, valin, fenylalanin a prolin) [36], pfi¢emZ 6-12 %
pSeni¢nych proteina tvoii prolin [37].

24.1 Albuminy a globuliny

Albuminy a globuliny se fadi mezi nelepkové proteiny a vétSina je zapojena do
metabolickych procest jako enzymy. Polymerni globuliny (triticiny) pak tvofi minoritni
skupinu psenicnych zasobnich proteini (cca 5 % celkovych proteint) [38]. Podle studie
Stehna et al. [39] provedené na Ceskych kultivarech pSenice tvoii albuminy a globuliny
22,29-30,81 % z celkovych proteind. Molekulové hmotnosti této proteinové frakce, jak
stanovili Zili¢ et al. [40], se pohybuji v rozmezi 76,4—12,4 kDa, oviem vét§ina proteind je
mensi nez 25 kDa. Vyskytuji se v monomerni formé¢, ale obsahuji i polymerni proteiny, které
jsou stabilizované mezifetézcovymi disulfidickymi vazbami [41]. Albuminy a globuliny se
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akumuluji od vykveétu pSenice do cca 20. dne a potom zustavaji témef na konstantni drovni
[28].

24.2 Lepek

PSenice je mezi obilovinami jedine¢nd v tom, Ze mouka z pSenice obsahuje proteinovy
komplex, tzv. lepek. Diky nému md vypracované tésto reologické vlastnosti potfebné
k vyrobé kynutého chleba [42]. Ddle udéluje té€stu kapacitu absorbovat vodu, kohezivitu,
viskozitu a elasticitu. Mezi béZné zdroje lepku patii velkd spousta potravin. Lepek je rovnéz
vyznamny vedlejsi produkt pii vyrobé pSeni¢ného Skrobu a je takto celosvétoveé produkovan
v obrovském mnozstvi [43]. Jednou variantou pro jeho zpracovani je enzymova hydrolyza,
kterd se Siroce pouZiva v potravindiském prumyslu pro zlepSeni funkcnich vlastnosti
(rozpustnost, emulzifikace, schopnost tvorit filmy) nebo piiprava silné¢ hydrolyzovanych
proteint pro hypoalergenni diety a nutri¢ni terapii.

Pojem lepek obecné odkazuje na pfisluSné proteiny pSeni¢ného zrna. OvSem nékdy je
nespradvne pouzit ve vztahu k jinym plodindm (napf. kukuficny lepek). Existuje také nutri¢ni
koncept tohoto pojmu, ktery odkazuje na rozsah proteind zpusobujici ruzné potravinové
intolerance. V tom piipadé pokryvd odpovidajici proteiny z Zita, tritikdle, jeCmene a moZna
ovsa [32].

Lepek obsahuje stovky proteinovych sloZek, které existuji bud’ ve formé monomera nebo
oligo- a polymerd, které jsou spojeny disulfidickymi vazbami. Klasifikace lepkovych proteina
je zobrazena ve schématu na obr. 3. Podle alternativni klasifikace se lepek také de€li na tii
velké skupiny, a to proteiny bohaté na siru (a-, B-, y-gliadiny a B-, C-LMW gluteniny),
proteiny chudé na siru (o-gliadiny a D-LMW gluteniny) a vysokomolekuldrni proteiny

(HMW gluteniny).
li PSeni¢né lepkové proteiny—l

r Monomerni gliadiny —¢ Polymerni gluteniny

Y Y

w-gliadiny o/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 proteinu [44]

Gliadiny a gluteniny jsou povazovany za hlavni zasobni proteiny pSenice, které, jak se zda,
nemaji Zadnou jinou funkci nez zajistit rezervu aminokyselin pro rozvijejici se rostlinu béhem
kliceni [32]. Tim, Ze jsou nerozpustné ve vod€, nemohou byt pfi kliCeni rozpustény
a odvedeny pryc.
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Tvoii cca 60-90 % celkovych proteinii v zrnu a jsou zpravidla bohaté na asparagin,
glutamin, arginin a prolin a naopak obsahuji velmi malo lysinu, tryptofanu a methioninu [45].
Cystein sice patii mezi minoritni aminokyseliny v lepku (cca 2 %), je ov§em povazZovédn za
velmi dilezitou soucdst struktury urcujici zaroven funkénost lepku [46]. VétSina cysteinu
tvoii jednak disulfidické vazby mezi jednotlivymi proteiny a také vazby v rdmci jednoho
fetézce (intramolekuldrni). Tvorba disulfidickych vazeb v lepku probihd i béhem zrani, kdy se
zrno vysusuje a dokonce i pfi skladovani, i kdyZ mnohem pomaleji [47]. Kovalentni struktura
lepku je navic spojend nekovalentnimi vazbami, jako jsou vodikové vazby, iontové
a hydrofobni interakce. I kdyZ jsou vodikové vazby samy o sobé¢ slabé, pti tvorbé& tésta se jich
tvoii velké mnozstvi a zajiStuji jeho stabilitu. Hydrofobni a iontové interakce se vyskytuji
v malém mnozstvi, ale hraji kliCovou roli pfi interakcich mezi polymery, coz také podporuje
stabilitu tésta [37].

Zasobni proteiny se akumuluji cca od Sestého dne po konec plnéni zrna. Také bylo
popséano, Ze se gliadiny pfi plnéni zrna hromadi dfive nez gluteniny. Akumulace proteinovych
frakci tedy neprobihd soucasn€, z ¢ehoZ vyplyvd meénici se proteinové sloZeni zrna béhem
jeho vyvoje. Disledkem miZe byt tieba to, Ze podminky, které zkracuji obdobi plnéni zrna,
jako je vysoka teplota nebo sucho, ovliviiuji rovnovahu proteinovych frakci. Triboi [28] ve
své préci piSe o vlivu vodniho deficitu a jeho interakce s teplotou na akumulaci proteinovych
frakci. Analyza kinetiky akumulace gliadinii a vysokomolekuldrnich a nizkomolekuldrnich
glutenind u zavlaZzovanych a nezavlazovanych poli neprokazala vyznamny vliv sucha, avSak
sucho zkrétilo obdobi plnéni zrna.

Je jasné, Ze rostlinnd vyZiva m4 schopnost ménit sloZeni lepku a Ze dostatek dusikatych
hnojiv nejspi§ zvySuje obsah proteinti. Randall a Wrigley [48] navrhuji vysvétleni, Ze muze
byt tato zmeéna doprovizena nedostatkem siry podle toho, jaké bylo pouzito hnojivo. To by
znamenalo ubytek proteinti bohatych na siru a vétsi podil proteina s nizkym obsahem siry,
coZ jsou w-gliadiny. Navic se nejspi§ zvySuje podil vysokomolekuldrnich podjednotek
glutenind na tkor proteind bohatych na siru. Tento fakt musi ddle vést k naruSeni rovnovahy
lepkovych proteint v rdmci kazdé frakce.

Pomér gliadini a glutenint jasné ovliviluje mechanické vlastnosti tésta. Presnéji feCeno
¢im vice gliadint lepek obsahuje, tim nizsi je odolnost tésta k natahovani, zatimco taZnost je
vyS$§i [49]. Polymerni glutenin je vétSinou zodpovédny za elasticitu tésta a monomerni gliadin
je spojen sroztaznosti. Ztoho vyplyva, Ze pomér té€chto proteini muze piimo urcovat
rovnovéhu sily tésta a roztaznosti [32].

2.4.2.1 Gliadiny

Gliadinové proteiny jsou lepkové proteiny, které se vyskytuji ve form€&€ monomernich
polypeptida. Disulfidické vazby, jeZ jsou v gliadinech pfitomny, jsou prakticky vSechny
intramolekularni. Tyto proteiny maji zastoupeni asi 30—40 % z celkovych proteint pSenicné
mouky a tvoii polymorfni smés proteint rozpustnych v 70% alkoholu [32].

Kdyz se gliadinové proteiny rozdéli bud’ elektroforézou nebo pomoci RP-HPLC, vzor se
sklada z prekryvajicich se kombinaci polypeptidi odvozenych ze Sesti bloku gliadinovych
genu. Prakticky mohou byt gliadiny rozdéleny do skupin dle elektroforetickych mobilit
v polyakrylamidovém gelu vkyselém pH (pH3) (obr.4), pficemz tyto oblasti
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elektroforetickych mobilit se oznacuji jako o-, B-, y- a ®-gliadiny a pohybuji se v rozsahu
molekulovych hmotnosti od 30 do 74 kDa. Gliadinové polypeptidy mohou byt také
identifikovany podle vzoru vytvofenych SDS-PAGE (obr. 5), ov§em SDS-PAGE neposkytuje
tak dobré rozdéleni. Kromé toho vétSina gliadind ma pifi SDS-PAGE podobnou
elektroforetickou mobilitu jako nékteré gluteninové podjednotky, pokud se neprovede
prefrakcionace pro izolaci gliadina [32], [50].

@-1,2 gliadiny

v ghiack

P-ghiadiny

o-gliadiny

Obr. 4 A-PAGE gliadinovych proteinii [51]
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Obr. 5 SDS-PAGE gliadinovych proteinii [49]

Mezi nejvétsi, ale zdarovenl nejméné zastoupené, gliadinové frakce se fadi ®-1,2
a ©-5 gliadiny s molekulovymi hmotnostmi 52—74 kDa. Podle analyzy Zili¢ et al. [52] tvoii
pouze 0,50-2,53 % extrahovatelnych proteini v rdmci genotypu pSenice pro vyrobu chleba.
a-, B- a y-gliadiny maji niz§{ molekulové hmotnosti, a to v rozsahu 30-51 kDa [53], a tvofi
v pruméru 61,54 % extrahovatelnych proteinu [52]. Pomér o/p- a y-gliadint ku o-gliadinim
ovliviiuje obsah sirnych aminokyselin, kvalitu proteini pSeni¢ného zrna a strukturu
a funk¢nost lepku. Vzhledem k tomu, Ze a- a B-gliadiny jsou spolu uzce spojeny, jsou nékdy
tyto frakce spole¢né oznaCovany jako o/p nebo jen a.

Co se tyka aminokyselinového slozeni, tak vSechny skupiny gliadini maji sloZeni
viceméné podobné. Pouze w-gliadiny maji bud’” velmi mélo nebo vibec zidny cystein ¢i
methionin a obsahuji mald mnoZstvi zdkladnich aminokyselin [53]. Nicméné& nejvice obsahuji
glutamin, prolin a fenylalanin, které tvoii cca 80 % vSech aminokyselin [35]. Z toho vyplyva,
Ze o-gliadiny nemusi obsahovat viubec zadné disulfidické vazby. Ostatni gliadiny vytvari
intramolekulové disulfidické vazby. U a-gliadind se vyskytuje Sest a u y-gliadini osm
cysteinovych zbytkd nachazejicich se na C-terminalni doméné, ptriCemz tyto zbytky tvofi tfi,
resp. Ctyfi disulfidické vazby [54].

Studie zabyvajici se sekundarni strukturou gliadinli [55] naznacuje, Ze a-, B- a y-gliadiny
obsahuji z 30-35 % a-helix a B-skladany list (cca 10 % v o gliadinech). Naopak o-gliadiny
neobsahuji Zadné o-helixy nebo B-sklddané listy, ovSem jsou bohaté na konformaci tzv.
HP-turn®. V této studii navic vyvodili zdvéry, Ze w-gliadiny jsou stabilizovdny silnymi
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hydrofobnimi interakcemi a hlavnimi stabilizujicimi silami a-, B- a y-gliadini jsou kovalentn{
disulfidické vazby a nekovalentni vodikové mustky.

Zilié et al. [49] prirovndvaji ve své praci lepek ke dvouslozkovému lepidlu, kde gliadiny
funguji jako plastifikator (zmekcovadlo) nebo rozpoustédlo pro gluteniny. Gliadiny podporuji
viskézni tok a roztaznost, coz jsou dulezité reologické charakteristiky. Tito autofi také
shrnuli, Ze y-gliadiny by mohly souviset se silou lepku a B-gliadiny by mohly byt spojeny se
zvySenym objemem bochniku. Gliadinové proteiny také mohou interagovat s gluteninovymi
polymery tvorbou nekovalentnich vazeb, coz spiSe ptispiva viskozite lepku nez elasticite.

2.4.2.2 Gluteniny

Gluteniny jsou lepkové polypeptidy, které jsou navzdjem propojeny mezifetézcovymi
disulfidickymi vazbami. Kromé toho se u nich jesté stejné jako u gliadini vyskytuji
intrafetézcové disulfidické vazby. Tato frakce lepku je v endospermu zastoupena asi ze 45 %
z celkovych proteini. Podle analyzy Zili¢ et al. [52] z toho rozpustné gluteniny &ini 9,49—
14,91 % celkovych proteini a nerozpustné gluteniny pak v pruméru 26,76 % celkovych
proteint v genotypech pSenice seté. U tetraploidni pSenice tvrdé se tyto hodnoty pohybovaly
v rozmezi 7,24-11,69 %, resp. 24,59 %. Obsah aminokyselin je podobny gliadinim. Obsahuji
vysoké mnoZstvi glutaminu a prolinu a maji médlo aminokyselin s nabitym postrannim
fetézcem.

Gluteninové proteiny se bézné rozdéluji na dvé velké skupiny, kterymi jsou HMW a LMW
podjednotky. Tyto skupiny se zdsadné liSi svymi molekulovymi hmotnostmi. HMW
podjednotky maji molekulové hmotnosti v rozmezi 75-120 kDa a ¢ini cca 5-10 % celkovych
proteint. Jde o proteinovou frakci lepku s nejvétsimi molekulovymi hmotnostmi. Zatimco
LMW podjednotky se pohybuji svou molekulovou hmotnosti v oblasti 30-74 kDa a tvoii 20—
30 % celkovych proteini [56], [57]. Spolu s gliadiny tedy pokryvaji stejnou oblast
molekulovych hmotnosti.

Kromé& toho mohou byt jesté gluteniny rozdé€leny na zaklad¢ elektroforetickych mobilit na
SDS-PAGE do ctyt skupin A, B, C a D, jak ukazuje obr. 6, na kterém je SDS-PAGE
gluteninovych proteind. Skupina A zahrnuje HMW gluteninové podjednotky a skupiny B, C
a D pfedstavuji LMW podjednotky. Skupiny B a C se nachdzi v oblasti molekulovych
hmotnosti 42-51 kDa, resp. 30—41 kDa. Do skupiny D patii vysoce kyselé LMW podjednotky
o molekulové hmotnosti 52-74 kDa [58]. PSenice setd obsahuje vzdy tfi aZz pét HMW
podjednotek, které jsou zakédovany na dlouhém rameni chromozomu. Kazdy lokus (pozice
na chromozomu) se skldada ze dvou pevné€ vazanych gent, které mohou koédovat dva razné
typy HMW podjednotek, a to x-typ o vétSich molekulovych hmotnostech a y-typ o mensich
molekulovych hmotnostech (viz obr. 6) [32].
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Obr. 6 SDS-PAGE gluteninovych proteinii [49]

Lepkové proteiny maji pfed vznikem polymeru dvé drovné agregace. Na prvni drovni se
pomoci kovalentnich vazeb tvoiti HMW a LMW podjednotky gluteninu a na druhé drovni se
tvofi a stabilizuji pomoci vodikovych a disulfidickych vazeb vetsi agregaty, které se nazyvaji
gluteninovy makropolymer [32]. Byl navrZen rozvétveny model polymerniho lepku, kde se
nachdzi tii gluteninové frakce liSici se molekulovou hmotnosti (HMW podjednotky, B-LMW
podjednotky a C-LMW podjednotky), jez obsahuji thiolové a disulfidové skupiny. Model byl
navrzZen tak, 7Ze x- a y-typ HMW podjednotek je spojen formou hlava-pata disulfidickymi
vazbami, coZ tvoii pétef polymeru. Retézce LMW podjednotek vytvaii vétveni y-typu na
ctyfech mistech [59]. Jiny model fika, Ze zdkladni fetézec makropolymeru je tvofen jak HMW
podjednotkami, tak LMW podjednotkami, pficemZ vétveni opét probihd skrz y-typ HMW
podjednotek.

Polypeptidové slozeni pSeni¢né mouky je jednak ddno genotypem pSenice, a to diky
alelickému sloZeni tif HMW podjednotek gluteninu, tii LMW podjednotek a Sesti gliadin-
kédujicim mistdm na chromozomu. Cetné kombinace alel umoZiiuji velky potencidl pro
biodiverzitu. K tomuto kvalitativnimu aspektu se pak pridava droven exprese genil urCujicich
absolutni a relativni mnozstvi genovych produkti. Nakonec poskytuji jeste Sirsi odchylky
v proteinovém slozeni vlivy rdstovych podminek na udroven exprese a ruznou citlivost
expresnich hladin na jednotlivych genech [32].

2.5 Lepek a zdravi

N2

Lepkové bilkoviny zptisobuji razné intolerance a alergie. Zili¢ et al. [49] pisi, Ze v tomhle
ohledu jsou zatim nejlépe pochopené ®-5 gliadiny, které jsou nejvice imunoreaktivni frakci
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a vystupuji jako hlavni alergeny u cvienim zpusobené anafylaxe zavislé na pSenici
(WDEIA), cozZ je nejnebezpecnéjsi Zivot ohroZujici potravinovd alergie zprostiedkovand IgE.
Nicméné€ Waga et al. [60] zjistili, Ze ®-1,2 gliadiny jsou nejspiSe stejné imunoreaktivni a a-,
B- a y-gliadiny také rozezndvaji specifické IgE, pouze maji asi polovi¢ni vazebnou kapacitu
nez m-gliadiny.

Je mnoho proteinu lepku, jez obsahuji epitopy stimulujici T-buiiky, coz muzZe zpusobit
celiakii [61]. Celiakie je zpusobena intoleranci na pozity pSeni¢ny lepek nebo piibuzné
proteiny z Zita a jeCmene. Tato nemoc pfevlada u bélochi (1 z 200 jedinct), ale pouze 20—
50 % téchto disponovanych jedinci ma subjektivni pfiznaky. Jde o ziskanou poruchu, ktera
muze byt diagnostikovdna v détstvi, ale také pozdéji v dospélosti. Imunitni odpovédi jsou
chronické zanéty tenkého stieva, které nakonec zpusobuji jeho poskozeni. Z tohoto divodu je
nutnd celoZivotni bezlepkova dieta. Toto onemocnéni je pravdépodobné vyvoldno nékolika
faktory, jez zahrnuji environmentalni slozku a genetické faktory (HLA geny). Kvuli souhie
téchto faktorti je tézké identifikovat zakladni mechanismus patogeneze. HLA geny byly
identifikovany jako predispozice k onemocnéni (u vétSiny pacientt HLA DQ2, v mens$i mite
HLA DQ8).

Rashtak a Murray [62] popsali mechanismus imunitni reakce ndsledovné. Geneticky
citlivym jedincim se exprimuji geny HLA DQ2 ¢i HLA DQ8. Pii poziti lepkovych proteinti
dochazi k rozpoznani gliadini T lymfocyty. Ve stfevé probiha reakce gliadinovych proteina
s tkanovou transglutamindzou a to vyvold selektivni deamidaci glutaminovych zbytkd.
Deamidované komplexy gliadinovych peptidi a TTG moderované B-bunkami vyvolavaji
zesilenou aktivaci specifickych T-bunék. Tyto aktivované T-builky interaguji s odpovédi
B-bunék a dohromady stimuluji vylu€ovéni protilatek. Ndsledné vznikd zanétlivy proces, jenz
nakonec zpusobuje destrukci stievni mukdzy.

Podle Vadera et al. [63] je odpovéd” dominantni u peptida frakci a- a ®-gliadint a naopak
méng¢ Casto pozorovali odpovéd u y-gliadini a LMW podjednotek glutenina. Podle faktu, Ze
a- a o-gliadinové peptidy obsahuji Ctyfi prolinové zbytky, y-gliadiny pouze dva nebo tfi
a LMW podjednotky jeden nebo dva, se prfedpoklada ochrana peptid prolinem pro degradaci
v trdvicim traktu, ¢imZ se zvysi pravdépodobnost stimulace T-bun€k. Vzhledem k tomu, Ze
gliadinové peptidy maji vysoky obsah prolinu, jsou kritické pro tvorbu aktivnich
T-bunkovych epitopu, jez hraji roli pii celiakii. Tyto epitopy jsou v lepkovych proteinech
tvoreny sekvencemi o Ctyfech aZ osmi aminokyselindch [64]. Takové sekvence objevujici se
nekolikrat v alergennich proteinech mohou zvySit Gcinnost imunologické reakce a zhorsit

pfiznaky alergie.

Existuje vize, Ze by néktefi jedinci trpici celiakii mohli sndSet pSenici, kterd obsahuje malo
epitopt stimulujicich T-buriky. Redukce téchto epitopi by mohla byt prospé$nd u déti,
u kterych by se tim oddalil nebo tplné€ zastavil ndstup nemoci a také by se zmirnily pfiznaky
v piipadé€ nediagnostikovanych jedinci, kterych je znacné mnoZstvi.

Yev s

Kromé celiakie patfi mezi nejzndméjs$i nemoci spojené s lepkem jesté alergie na pSenici.
V obou ptipadech je reakce na lepek zprostfedkovand aktivaci T-bun&k. OvSem u alergie na
pSenici je spoustéCem uvolfiovani chemickych medidtort, jako je histamin, z bazofilt
a zirnych bunék sitovani IgE, které je vyvoldno opakujicimi se sekvencemi v lepkovych
peptidech [65]. Mezi tyto alergie se fadi pekarské astma, potravinové alergie, WDEIA nebo
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kontaktni koptivka. Na rozdil naptiklad od WDEIA, kterou zpuisobuje specificky typ proteinu
(w-5 gliadiny), jsou ostatni alergie spojeny s $ir§im spektrem pSeni¢nych proteind. Studie
s purifikovanymi proteiny a specifickymi IgE testy se séry pacientu [66] ukazaly, Ze 60 %
meélo IgE na a-gliadiny, B-gliadiny a LMW podjednotky glutenint, 55 % na y-gliadiny, 48 %
na o-gliadiny a 26 % na HMW podjednotky gluteninu.

2.6 Metody stanoveni lepkovych proteinu
2.6.1 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Elektroforéza je elektromigracni technika, jejimZ principem je migrace nabitych Céstic
a molekul v elektrickém poli. To lze vyuZit pfi analyze slozek, které jsou schopny ziskat
naboj, mezi které patii nukleové kyseliny, proteiny a peptidy nebo nekterd barviva [67]. Tato
technika se stala hlavnim ndstrojem v biochemii, molekularni biologii, analytické chemii
a proteomice. Kromé analytickych dc¢elt mize byt také vyuzita jako preparativni metoda pro
CasteCnou purifikaci molekul pfed pouZitim jinych technik, napf. hmotnostni spektrometrie
[68].

V analyze potravin se elektroforetické metody vyuZivaji zejména k separaci a detekci
proteint. Proteiny jsou amfoterni molekuly, coZ znamend, Ze mohou vystupovat jako anionty
i kationty [67]. Tyto nabité molekuly umisténé do elektrického pole se pohybuji ke katode
nebo anodé v zavislosti od ndboje konstantni rychlosti. NejdualeZit€jsimi faktory, které
ovliviiuji relativni mobilitu molekul, jsou celkovy ndboj, pomér velikosti ndboje a molekuly,
tvar molekuly a teplota, porozita a viskozita matrice, pfes niZ molekuly migruji. Celkovy
ndboj je urCen poctem pozitivnich a negativnich ndboji v molekule. U proteint to ovliviuji
postranni fetézce aminokyselin a skupiny vznikajici pfi posttranslacnich modifikacich, jako je
deamidace, acylace nebo fosforylace [68]. To plati ovS§em pouze, pokud jsou proteiny
v prostiedi, které mé odliSnou hodnotu pH, neZz odpovidd jejich izoelektrickému bodu.
V tomto pifpadé se molekuly proteinii chovaji elektroneutrdlné€ a elektrické pole tak nema
Zadny vliv.

A= a® Smés
‘3‘;{0?' 4 - makromolekul "Ny
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Obr. 7 Separace molekul v polyakrylamidovém gelu [68]

Separacni prostfedi je tvofeno kompaktnim polyakrylamidovym gelem, ktery vystupuje
jako nevodivé médium. Tento gel ma vysokou mechanickou stabilitu, je transparentni
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a chemicky inertni [67]. Principidlné gel funguje jako molekulové sito napomahajici separaci
molekul na zdkladé jejich velikosti (obr. 7). Jeho zdkladni slozkou je akrylamid, jenz muze
byt zesitovdn nejCasnéji N, N’-methylenbisakrylamidem za pfitomnosti katalyzitoru
a iniciatoru (obr. 8). Jako inicidtor a zdroj volnych radikald se pouziva peroxodisiran amonny.
TEMED (N, N, N’, N’-tetramethylethylendiamin) katalyzuje polymeracni reakci stabilizaci
téchto volnych radikald. Rychlost polymerace je ddna koncentraci inicidtoru
a katalyzatoru. Kvili vyvoji tepla je velice dulezité rychlost polymerace udrZet na optimaln{
hladiné. Piili§ mnoho tepla by mohlo zpusobit vady ve struktufe gelu a né€kdy i rozbiti
sklenénych kazet. Koncentrace kliCovych komponent by meéla byt upravena tak, aby
kompletni polymerace probe&hla béhem 20—60 minut. Vysledkem polymerace je sito o pfedem
urenych velikostech pdrda, coZz je ovlivnéno mnozstvim akrylamidu a bisakrylamidu.
Polymerace je pfipravena ve sklenénych kazetich bez piistupu kysliku, jehoZ radikdly mohou
pusobit jako pohlcovace volnych radikald inhibujici reakci [68].
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Obr. 8 Vznik polyakrylamidu [69]

Elektrické pole je zavedeno do systému platinovymi elektrodami, které jsou umistény
v rezervodru s pufrem. Pfenos elektrického pole je zajiStén skrze migrujici ionty pufru, a to
zpusobuje vyvoj Jouleova tepla. Generované teplo zpusobuje difuzi a konvektivni miseni z6n
(bandi) [68]. To je duvod, pro¢ je v nékterych piipadech nutné pouZzit chladici zafizeni. Pufry
jsou sloZeny ze sloucenin poskytujicich urcité hodnoty pH a pufrovaci silu. Jejich presné
sloZeni ovSem opét z4visi na separovaném analytu a vybrané metodé [67].

Separované molekuly nejsou po rozdéleni viditelné, a proto je tfeba je obarvit, aby se
zviditelnila jejich pozice. Tradi¢né se pro detekci pouZivé barvivo Coomassie Brilliant Blue,
které 1ze pouzit i pfi kvantifikaci vzorku. DalS{ variantou je pak barveni stiibrem.

Podle toho, co je pfedmétem analyzy a jaké jsou cile, se pouzivaji razné separani metody
jako elektroforéza v kyselé nebo zdsadité oblasti, SDS elektroforéza nebo izoelektricka
fokusace. Pokud se analyzuje vysoce komplexni smés proteind, vyuziva se 2-D elektroforéza
zaloZend na kombinaci dvou separacnich technik [67].
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2.6.1.1 SDS-PAGE

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s pouZzitim dodecylsulfatu sodného je nejb&zné&jsi
z elektroforetickych metod. Pokud jsou molekuly proteind vystaveny pfitomnosti detergentu
SDS, proteiny denaturuji, tzn. rusi se individudlni ndboje a tercidrni struktury molekul. SDS
Stépi vodikové vazby a natahuje polypeptidové fetézce. Obvykle se jeSté pfidiavd redukcni
¢inidlo dithiothreitol (DTT), které Steépi disulfidické vazby. Po téchto zménach maji vSechny
proteiny stejny tvar a jednotny zdporny naboj. Molekuly tak v elektrickém poli putuji k anodé
rychlosti zavislou na délce polypeptidového fetézce (molekulové hmotnosti) [67].

Velmi ostré zény lze ziskat pfi diskontinudlni elektroforéze, kde se pouzivaji dva gely —
anion, poté nédsleduji zony bilkovin podle elektroforetickych pohyblivosti a posledni zénou je
glycin. Vytvarfi se ostie ohrani¢ené té€sné za sebou nasledujici zony iontt a vznika stupiovity
gradient potencidlu. Samozaostiujici efekt znamend, Ze pokud se néjaky iont zpozdi za svou
zonou, vyssi potencidl ho dostatecné urychli, aby se opét pripojil ke své zong. V délicim gelu
je vys$si pH a meéni se pohyblivost iontti a dochazi k rozdéleni zén od sebe. Pohyb cCela
indikuje nizkomolekulédrni barvivo bromfenolov4d modr [70].

2.6.1.2 A-PAGE

A-PAGE je elektroforéza probihajici za nativnich podminek. To znamend, Ze molekuly
v tomto piipadé nejsou denaturovany a zustdva jim sekunddrni a tercidrni struktura, ktera
muze hrat duleZitou roli pfi separaci. Diky tomu je mozné separovat molekuly jak podle
velikosti, tak podle jejich tvaru a velikosti naboje [67].

Nukleové kyseliny, peptidy a snadno rozpustné kyselé proteiny jsou separovany jako
anionty v zdsaditych pufrech, zatimco nékteré hydrofobni a zdsadité proteiny mohou byt
analyzovany pouze v kyselych gelech, kde maji proteiny pozitivni ndboj a v elektrickém poli
se pohybuji smérem ke katodé€, coz je jeden z hlavnich rozdili proti SDS-PAGE [67]. Za
nativnich podminek je velmi dilezitd teplota a to z toho divodu, Ze hodnoty pK pufrovych
iontl a analytu se méni s riznou teplotou [67].

Zkratka A-PAGE znamend kyseld elektroforéza v polyakrylamidovém gelu. Néazev je
odvozen od pH systému, které se pohybuje bé€Zne kolem hodnoty 3,0. Vlivem kyselého pH
dochdzi k protonaci postrannich fetézci aminokyselin a celkovy naboj proteinu je kladny.
A-PAGE umozZiiuje rozdéleni proteini o podobné velikosti na zdkladné odli$nosti jejich
naboje (napf. modifikované formy stejného proteinu). Do systému se ptiddvd mocovina jako
¢inidlo naruSujici vodikové vazby v proteinech. Navic zvySuje koeficient tfeni proteint a tak
meni jejich elektroforetické mobility [71].

2.6.1.3 2-D elektroforéza

Dvoudimenziondlni elektroforéza je vhodnd metoda pro separaci vysoce komplexnich
proteinovych smési. Kombinuje totiz zdroven dvé separacni metody, a to izoelektrickou
fokusaci a elektroforézu v polyakrylamidovém gelu za pouziti SDS. V prvnim kroku se pfi
izoelektrické fokusaci proteiny rozdé€li v gradientu pH podle jejich izoelektrického bodu
(obr. 9). Kazda molekula se pohybuje podle svého ndboje ke katod€é nebo anod¢ a zastavi se
v misté, které odpovidd dané hodnoté pH. V druhém kroku se tyto zény aplikuji na SDS gel,
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kde se ndsledné proteiny rozdé€li podle jejich velikosti. Tato metoda disponuje vysokou
rozliSovaci schopnosti. Pokud se pouZije dostatecné velky gel, je mozné rozliSit n€kolik tisic
proteind.

Proteinové spoty mohou byt ddle zpracovany tak, Ze jsou vyfiznuty z gelu, odbarveny
a poté, co se proteiny enzymaticky naSt€pi, jsou pfipraveny pro analyzu hmotnostni
spektrometrii [68].

Nizké pH o @ <8 @ o |vysokspH
+— + +
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R A
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Obr. 9 Izoelektrickd fokusace [68]

2.6.2 ELISA

Zkratka ELISA pochazi z anglického ,,enzyme-linked immuno-sorbent assay*. Je to citliva
neprecipitacni imunochemickd metoda, kterd je schopnd detekovat nizké koncentrace
antigenu a protilatky. Pro lepsi citlivost stanoveni imunokomplexu antigen-protildtka se na
jeden z imunoreaktanti vaze vhodna znacka. V heterogennich imunoanalyziach jsou to
nejcastéji enzymy, které umoznuji bezpecné, citlivé a pomérné jednoduché stanoveni. Mezi
nejCastéji pouzivané enzymy patii peroxidasa a alkalickd fosfatasa. Ty katalyzuji pfeménu
substratu na barevny nebo fluoreskujici produkt, od néhoz se odviji spektrofotometrické nebo
fluorimetrické stanoveni. Koncentrace produktu je dmérnd koncentraci antigenu nebo
protilatky [70].

Jako pevny nosiC se nejCastéji pouzivaji stény jamek mikrotitra¢nich desticek z tvrzeného
polystyrenu. Jsou vhodné pro analyzu vétsiho souboru vzorkd, nikoli pro ojedinélé analyzy.
Nejcitlivgjii provedeni umoZiiuji stanovit mnoZstvi analytu 10™'% — 10” g [70].

Tuto metodu Ize provést jako kompetitivni a nekompetitivni. Pfi nekompetitivni enzymové
imunoalalyze (obr. 10) nejdiive reaguje protilitka vdzand na pevny nosi¢ s antigenem ve
vzorku. AZ se ustavi rovnovahy, systém se promyje a na zachyceny antigen se vaze dalsi
protilatka oznacend enzymem. Po promyti se zmé&fi enzymova aktivita zachycend na pevnou
fazi [70].
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Obr. 10 Nekompetitivni enzymovd imunoanalyza

Kompetitivni ELISA mé piimé a nepiimé provedeni. Pii pfimé kompetitivni enzymové
imunoanalyze (obr. 11) protilditka vdzand na pevny nosiC reaguje zdrovenl s antigenem ze
vzorku a s oznaCenym antigenem, které soutéZi o omezeny pocet vazebnych mist protildtky.
Po ustaveni rovnovahy se systém promyje a zméii se enzymova aktivita zachycend na pevné
fizi. Cim vice antigenu je ve vzorku, tim niZ8i je zjisténd enzymova aktivita. U nepiimé
kompetitivni enzymové imunoanalyzy (obr.12) je prvni cast kompetitivni a dals$i je
nekompetitivni. Antigen vdzany na pevny nosi¢ soutézi s antigenem ve vzorku o omezeny
podet vazebnych mist protilatky, kterd se do systému piiddvé v roztoku. Cim vice antigenu
obsahuje vzorek, tim méné protilitky se navdZe na zakotveny antigen. KdyZ se ustavi
rovnovaha a systém se promyje, mnozstvi navdzané protilitky se zjiStuje v nekompetitivni
fazi. Proti navdzané protildtce se pouZije oznacend protildtka. Vyhodou oproti ptimé metode
je univerzdlnost pouZiti oznacené protilatky [70].
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Obr. 11 Primd kompetitivni enzymovd imunoanalyza

@ __antigen Y...protilétka proti antigenu Ys...protilﬁtka prthmaéem enzymem

Obr. 12 Neprimd kompetitivni enzymovd imunoanalyza
2.6.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je instrumentdlni technika, kterd je zaloZend na separaci iontu
podle jejich poméru hmotnosti a ndboje (m/z), pti niZ dochazi k interakci iontt a elektrického
nebo magnetického pole. Tato metoda je jednak nejpiesnéjsi pfi urCovani hmotnosti iontu
a molekul, ale také muiZeme pomoci charakteristického hmotnostniho spektra ucinné
identifikovat rizné latky.

Hmotnostni spektrometr tvoii tifi zdkladni Casti, a to jsou iontovy zdroj, hmotnostni
analyzator a detektor. Prvnim krokem je pfevedeni analyzovanych molekul z kapalnych nebo
pevnych vzorkd ionizaci na molekularni nebo kvazimolekularni ionty v iontovém zdroji. Tato
Cast siln€ zavisi na pouzité ionizacni technice. Existuje mnoho ioniza¢nich technik, které se
jednoduse rozde€luji na mekké a tvrdé ionizacni techniky. Tvrdou ionizacni technikou je
elektronovd ionizace. Jeji princip je zaloZen na interakci molekul s elektrony o energii 70 eV,
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¢imzZ je z neutrdlni molekuly vyraZen elektron a vznikd radikél kation. Ten se diky pfebytecné
energii rozpadd a tvofi se menSi fragmenty, které jsou ndsledn€ analyzovany. Kazdy
fragmentovy ion odvozeny od molekulového iontu mize znovu podléhat fragmentaci. Mezi
mekké ioniza¢ni techniky se fadi chemicka ionizace ¢i elektrosprej. Timto zpusobem se
pfendsi mnohem mensi energie a nedochdzi k tak rozsdhlé fragmentaci, proto se pouZivaji
napiiklad, pokud se zjistuje molekulovd hmotnost latek. Zakladem elektrospreje je vodiva
kapilara a protielektroda. Pfi vloZeni stejnosmérného napéti dochdzi k redistribuci nédboje
v kapilare. Zaporné ionty se pfitdhnou ke sténé kapilary a kladné ionty se shromazd'uji
uprostied, pfiCemz tlak tyto kladn€ nabité ionty vytlaCuje ven. Ze Spicky jsou vytrhoviny
nabité kapky a jsou rozpraSovany do prostoru. VysouSenim se kapky zmenSuji a néboj se
koncentruje, aZz dojde k explozi kapky a vznikne vice menSich. To se opakuje, dokud
z analytu nejsou samostatné ionty. Cely princip je zndzornén na obr. 13. Elektrosprej je
vhodny pro iontové analyty nebo jiné poldrni slouCeniny s molekulovou hmotnosti v rozmezi
100 az vice nez 1 000 000 Da, jako jsou tfeba proteiny [72]. Vhodnost iontového zdroje zélezi
na polarité¢, molekulové hmotnosti, tepelné stabilit¢ analytu a komplexit¢ zkoumaného
vzorku.

nabita kapka nabité kapicky
zmlzovaci plyn .+, odpafovani -

X% +7® @\ rozpoustédia,+- +++ +®++ p4 k hmot
———— . | g |y ——————— Y —— ¥ . — :
— +\ 28+ coulombickd |,  + o* analyzatoru
vzorek T *+* exploze t@* ;mty

%
ESl jehla susici plyn analytu

molekula analytu

Obr. 13 Princip ionizace elektrosprejem [72]

Vzniklé ionty jsou ddle vedeny do hmotnostniho analyzétoru, kde jsou separovany podle
jejich pomeéru m/z. To, aby se mohly ionty pohybovat z jednoho konce na druhy bez jediné
pfekazky (jiné molekuly), je zabezpecCeno vakuem jak v analyzdtoru, tak v oblasti detektoru.
Analyzatori je na vybér n€kolik. Jsou to kvadrupdl, iontovd past, time-of-flight (TOF),
iontova cyklotronova rezonance (FT-ICR) nebo Orbitrap. Pohyb ionta v analyzatoru muze byt
ovladén elektrickym nebo magnetickym polem tak, aby je to vedlo do detektoru v zdvislosti
na jejich m/z [73].

Separované ionty jsou detekovédny a jejich signdl obsahuje informace o hodnotich m/z

zaroven s jejich intenzitou v tzv. hmotnostnim spektru. Nejcast&jSimi detektory jsou
elektronovy ndsobic, fotondsobi¢ a mikrokandlova desticka (MCP) [72].

Hmotnostni spektrometrie je kliCovy ndstroj pro analyzu proteini. U peptidi a proteinu
jsou predevsim zadouci informace tykajici se aminokyselinové sekvence molekul. Dulezitym
prvkem proteomické analyzy je separace peptida a proteind, aby se zjednodusila komplexni
smés. Pro tyto pfipady existuji hmotnostni spektrometry, kterym ptedchdzi naptiklad GC
nebo HPLC. Témto zafizenim se souhrnné iikd tandemovd MS. Spektra z hmotnostni
spektrometrie 1ze uchovavat a v budoucnu mohou byt pouZity pro vyhleddvani v databdzich
k identifikaci proteina [73].
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

Experiment byl realizovan v Centru vyzkumu globdlni zmény AV CR. V roce 2013 byla
pro jeho ucely vybudovédna Experimentélni stanice v Domaninku u Bystfice nad PernStejnem
(obr. 14) nachézejici se v oblasti Ceskomoravské vrchoviny v nadmoiské vysce 575 m.
Zminénou oblast charakterizuji bohaté srazky s primérnym ro¢nim thrnem srazek 610 mm
a prumérnd rocni teplota 7,2 °C. Pudnim typem je zde modélni kambisol s geologickym
podlozim zvétrala rula v hloubce 60-90 cm a pudnim druhem hlinitopiscita puda s podilem se
zastoupenim piscCité frakce 45-60 % a obsahem jilnatych Castic pohybujicim se do 16 %.
Kyselost pudy je v této lokalité v rozmezi pHgc 4-5.

Stanici tvofi 24 komor umoziiujicich sledovani nékolika parametri najednou. Jednak je zde
zajiSténa automatickd fumigace zvySenou koncentraci CO,, déle regulace srdZzek a také
omezend propustnost pro UV zafeni. Komory maji tvar Sestidhelniku, jehoZ opsand kruZnice
ma prumér 4 m, a vySka komor je 2 m. Jejich strop tvoii oto¢né lamely, které oteviranim
a uzavirdnim na zdklad¢ signdlu ze srdZkoméru reguluji mnozstvi srdZzek (dry vs. wet). Jako
material byly pouZity dva typy transparentnich akrylatd, pficemZ jeden typ je propustny pro
UV-A i UV-B zafeni (UV") a druhy propousti ¢astené jen UV-A zéieni (UV'). Vzduch se
zvySenou (EC) nebo normdlni (AC) koncentraci CO; je do komor vhidnén pomoci
ventilaéniho systému v celém obvodu komory.

Ozima pSenice odridy Bohemia byla vyseta 10.—11. 10. 2013 v hustot¢ 4 MKS na ha
(miliony kli¢ivych semen). Fumigace zvySenou koncentraci CO, (700 umol-mol'l) byla
zahdjena v rustové fazi poloviny sloupkovani (v polovin€ kvétna). Plocha uvniti komor byla
rozdélena na dvé Casti, z nichZ jedna byla hnojena ddvkou dusiku 200 kg-ha'1 (N") na konci
odnozovani. Jako hnojivo byl pouZzit vapenaty ledek. Druhd Cast zustala zcela bez hnojeni
(N"). Celkoveé bylo zaloZeno 48 ,,poliek®, které pokryly kombinace vSech zkoumanych
faktort, pricemZ kazda kombinace byla zaloZena ve tfech opakovanich. Sklizeni zralého zrna
byla provedena ru¢né€ s ndslednym vymlatem pomoci maloparcelni sklizeci mléticky
(Wintersteiger).

Obr. 14 Kultivacni komory na experimentdlni stanici v Domaninku u Bystfice nad
Pernstejnem [74]
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3.2 Stanoveni obsahu lepkovych proteina metodou A-PAGE
Stanoveni bylo provedeno podle metody Polienské et al. [75] a CSN 46 1085-2.
3.2.1 Pristroje

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

Centrifuga 5430 R, firma EPPENDORF

Vortex — stuart, firma MERCI

Chladnicka s mrazici ¢asti, firma GORENJE

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

Zdroj — Major Science MP-500P

Tfepacka LT2, firma KAVALIER

3.2.2 Chemikalie

Akrylamid (SIGMA ALDRICH)

Bis-akrylamid (SIGMA ALDRICH)

Mocovina (LACHEMA)

Kyselina askorbovd (LACH-NER)

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

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

Pyronin G (SIGMA ALDRICH)

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

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

3.2.3 Priprava roztoku

0,15% vodny roztok siranu Zeleznatého: 0,014 g heptahydritu siranu Zeleznatého bylo
rozpuSténo v 5,0 ml destilované vody. Roztok byl pfipraven vzdy tésné¢ pred kazdym
pouZitim.

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

Extrakcni roztok pro gliadiny: 25 ml 2-chlorethanolu a 0,05 g pyroninu G bylo doplnéno
destilovanou vodou do 100 ml. Roztok se uchovava pfi teploté 4 °C.

Elektrodovy tlumivy roztok: 4,0 ml ledové kyseliny octové a 0,4 g glycinu byly doplnény
destilovanou vodou do 1 000 ml. Roztok se uchovéva pii teploté 4 °C a lze ho pouZit pouze
jednou.
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Gelovy tlumivy roztok: K20 ml ledové kyseliny octové a 1,00 g glycinu bylo pfiddno
1 000 ml destilované vody. Roztok se uchovava pfi teploté 4 °C.

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

Barvict roztok: 0,50 g Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,50 g Coomassie Brilliant Blue
G-250 bylo rozpusténo v ethanolu a doplnéno ethanolem na celkovy objem 100 ml.

3.2.4 Priprava polyakrylamidového gelu

Do cca 60 ml gelového tlumivého roztoku bylo pfiddno 10,00 g akrylamidu, 0,40 g bis-
akrylamidu, 6,00 g mocoviny, 0,10 g kyseliny askorbové a 3,4 ml roztoku siranu Zeleznatého.
Smés byla promichdna a doplnéna do objemu 100 ml gelovym tlumivym roztokem. Poté byla
tato smeés vychlazena v mrazici Casti chladniCky na teplotu cca 6 °C. Do vychlazeného
roztoku bylo soucasné pfiddno 0,2 ml roztoku peroxodisiranu amonného a 0,3 ml TEMEDu.
Tento roztok byl ihned nalit az po okraj do gelové kazety, kterd byla predem vychlazena také
na teplotu 6 °C. Do horni €asti kazety byl umistén hieben, aby se vytvofily prohlubné pro
davkovéni vzorku. Polymerace by méla probéhnout béhem 5 minut. Gel je moZzné pouZit cca
po 60 minutidch od zpolymerovani gelu v kazet€é nebo je mozné jej uchovat do druhého dne
v chladnicce.

3.2.5 Priprava vzorku

Pro extrakci gliadint bylo do mikrozkumavky Eppendorf o objemu 1,5 ml navazeno cca
50 mg pSeni€né mouky, coZ zhruba odpovidd hmotnosti jednoho zrna. K navédZzce bylo
ptidano 0,3 ml extrak¢niho roztoku pro gliadiny. Obsah byl dikladné promichdn na vortexu
a v uzaviené mikrozkumavce byl ponechén ptes noc v chladnicce. Poté byla smés odstredéna
pii 10 000 otdckach za minutu po dobu 5 minut. Supernatant byl pouZit pro elektroforézu.
Hotové extrakty byly uchovavéany v mraznicce pfi teploté -18 °C.

3.2.6 Elektroforéza

Poté co byl hfeben vytaZzen z gelu, byly vzniklé prohlubné promyty elektrodovym
tlumivym roztokem. Aparatura na elektroforézu byla naplnéna elektrodovym tlumivym
roztokem. Zdroj byl pfipojen tak, aby elektroforetické déleni probihalo od horni elektrody,
kterou je anoda, k zdporné elektrodé¢ ve spodni Casti aparatury. Po dobu 60 minut byla
spusténa elektroforéza na prazdno bez vzorki (tzv. ,,pfedelektroforéza™) pfi konstantnim
napéti 480 V. Po uplynuti této doby byla elektroforéza vypnuta a do jamek byly naddvkovény
pfipravené extrakty v mnoZzstvi 10 pl. Pfistroj byl znovu zapnut, pficemz elektroforéza
probihala za stejnych podminek po dobu 4 hodin. Vzhledem k velikosti vloZeného napéti je
nutné elektrodovy tlumivy roztok v prubéhu elektroforézy chladit.

3.2.7 Fixace a vizualizace bilkovin

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

3.2.8 Vyhodnoceni gela

Hotové gely byly naskenovadny a kvantifikace gliadinovych podjednotek byla provedena
pocitacovou denzitometrii (program FUJIFILM, Science Lab 2006, Multi Gauge, verze 3.X).
Zo6ny jednotlivych podjednotek byly prevedeny na piky a integraci byla vypocitdna jejich
plocha. Kvali nedostupnosti standardu nebyly tyto plochy pikii pfepocteny na koncentraci.
Pro porovnani jednotlivych variant byly tedy pouZity pfislusné plochy piki.

3.2.9 Statistické zpracovani vysledku

Statistickd analyza dat byla provedena pomoci statistického software Statistica 12
(StatSoft, USA). Pro vyhodnoceni vlivu jednotlivych faktord, tj. vlivu zvySené koncentrace
CO2, vyzivy dusikem, UV zéfeni, stresu sucha a jejich vzdjemnych interakci bylo pouzito
vicefaktorové analyzy variance (ANOVA). Pro porovnani prikaznosti rozdili mezi prameéry
jednotlivych variant pak bylo vyuZito ndsledného (post-hoc) testovani s pouzitim Tukeyova
testu pfi hladiné vyznamnosti p = 0.05. Pro porovnani prikaznosti rozdilti mezi praméry pak
byly varianty zafazeny do homogennich skupin, které jsou v grafech vyznafeny pomoci
malych pismen nad sloupci. Rozdilnd pismena vyjadiuji prikazny rozdil pii hladiné
pravdépodobnosti p = 0.05. Vysledky byly graficky zpracovdny v programu SigmaPlot 11
(SysStat, USA) ve formé sloupcovych grafi schybovymi dseCkami znazorfiujicimi
smerodatné odchylky.

Korelaéni analyza byla provedena v programu MS Excel. Zavislosti mezi obsahem
jednotlivych bilkovinnych frakci byly vyhodnoceny formou tabulky korelacnich koeficienti
R, které byly porovnany s normativnimi hodnotami pii hladin€ vyznamnosti p =0.05 pro
dany pocet ptipadu n = 48. Priikazné zavislosti mezi jednotlivymi bilkovinnymi frakcemi byly
vyneseny do bodovych grafii a proloZeny linedrni zavislosti. V grafech jsou uvedeny rovnice
regresni zdvislosti i hodnota indexu korelace R,

32



4 VYSLEDKY

Na obr. 15 je pro lepsi orientaci znazornén popis jednotlivych frakci gliadinovych proteind,
které budou diskutovédny v této ¢asti. Gel je vysledkem experimentdlni Casti této diplomové
prace a proteinové spektrum odpovida pSenici seté odrudy Bohemia. Obr. 16 pak znazorfiuje
prevedeni jednotlivych z6n v gelu na spektrum pikd, s jejichZ plochami se dale pracovalo.

Obr. 15 Rozdélent gliadinovych proteinit pomoci A-PAGE s popisem jednotlivych frakci
u pSenice seté odrudy Bohemia
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Obr. 16 Prevedeni z6n na piky
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Tab. 1a ANOVA - Ctyr'stupniovd analyza variance. Statistické vyhodnoceni vlivii jednotlivych

e

h ticinkit na obsah proteinii jednotlivych frakci (w-1,2, ®-5

cnic

v

faktorit a jejich interak

a y-gliadiny)

o121 | 1,22 | ©-1,23 o-51 ®-52 ®-53 o-54 v1 v2 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 0911 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
CO,*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 - Ctyfstupiiovd analyza variance. Statistické vyhodnoceni vlivii jednotlivych
faktorii a jejich interakcnich icinkii na obsah proteinit jednotlivych frakci (p- a a-gliadiny)
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Tab. 1 zahrnuje hladiny vyznamnosti p urcujici prikaznost Gcinkt jednotlivy faktort, jez
byly hodnoceny, a jejich interak¢nich Gc¢inkt na jednotlivé frakce gliadinovych proteint. Na
gelu bylo detekovdno osmnéct proteinovych frakci, ptficemz tfi frakce patii do skupiny ®-1,2
gliadind, po Ctyfech do skupin -5, y a B a tfi do skupiny a-gliadint (obr. 15) a v tabulce jsou
sefazeny od t&ch s nejvétiimi molekulovymi hmotnostmi po ty nejmensi. Cervené zvyraznéné
hodnoty v tab. 1 odpovidaji hodnotdm p menSim nez je 0,05, coZ znamend, Ze byl zjiStén
prukazny vliv daného faktoru. Pokud je hodnota mensi nez 0,01, vliv je vysoce prukazny.

Z vysledku vyplyva jednoznacny a vysoce prukazny vliv dusikatého hnojeni na prakticky
vSechny gliadinové proteiny s vyjimkou prvni a ¢tvrté frakce y-gliadina a také y 2 gliading,
kde byla hladina vyznamnosti p na drovni 0,020. Prikazny vliv UV zafen{ se vyskytl u prvni
a druhé frakce m-5 gliadint na hladinach 0,021 a 0,016 a u tfeti frakce m-1,2 gliadint (0,013).
U ostatnich ®-1,2 gliadint a také y 4 a B 1 byl vliv UV zafeni vysoce prikazny. Vliv zvySené
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koncentrace oxidu uhli¢itého se prikazné projevil u tfeti a ¢tvrté frakce ®-5 gliadint (0,033
a 0,018), B2 a B3 (0,028 a 0,021) a a2 (0,034). Vysoce prukazny se ukazal vliv zvySené
koncentrace CO; na 3 frakce, atoy2,y3 af 1. V ramci tfeti a ¢tvrté frakce -5 gliadina byl
také zjistén prakazny vliv sucha na hladin€ 0,042, resp. 0,043 jeste spolu s frakei a 2 gliadina
(0,012). Na ostatni a-gliadiny a frakci B 4 byl pak tento vliv vysoce prakazny.

V ramci vzdajemnych interakci jednotlivych faktorti byl zjiStén prikazny vliv interakce UV
zareni a zvySené koncentrace CO, na druhou frakci ®-5 gliadinti na hladiné€ 0,012 a vysoce
prukazny byl pak vliv u tfeti frakce ®-5 gliadini a ®-1,2 gliadind. Vliv interakce UV zéfeni
a dusikatého hnojeni byl prukazny pouze u tieti frakce -5 gliadind na hladin€ 0,042. Druha
frakce ®-5 gliadini byla prikazné€ ovlivnéna interakci dusikatého hnojeni a sucha (0,034)
a interakce dusikatého hnojeni a zvySené koncentrace CO, prukazné ovlivnila gliadinové
frakce y 1, B 1 a B4 (0,014, 0,020 a 0,033). Vliv interakce sucha a UV zafeni Ci zvySené
koncentrace CO, nebyl prokdzan u Zadné skupiny gliadindg.
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Obr. 17 Graf zobrazujici srovndni ploch pikit vSech variant (koncentrace CO; — AC vs. EC,
dusikaté hnojeni — N vs. N*, sucho — dry vs. wet, UV zdfeni — UV vs. UV") v rdmci
gliadinové frakce w-1,2 2. Sloupce zndzorfiuji aritmeticky priimér a chybové tisecky

smérodatnou odchylku (SD) ze t7i opakovdni. Malymi pismeny jsou indikovdany homogenni
skupiny urcujici pritkaznost mezi jednotlivymi variantami, vyhodnocené ndslednym
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testovdanim v ramci analyzy variance (ANOVA) s vyuZitim Tukeyova testu pri hladiné
vyznamnosti p = 0,05.

Grafy na obr. 17-28 umozZiiuji srovnani vlivu vSech zkoumanych parametrti a jejich
interakci sou€asné v rdmci jednotlivych gliadinovych frakci, pfi¢emZ pismenné oznaceni
kazdého sloupce v grafu urCuje, zda existuje mezi variantami statisticky prukazny rozdil

e s

(nasledné testovdani ANOVA, Tukeyho test) na hladin€ vyznamnosti p = 0,05. Pfi detailn&jSim
ndhledu byl u druhé frakce ®-1,2 gliadinti (obr. 17) zjistén prikazny rozdil jejich mnozstvi
pouze pri interakci UV zafeni a dusikatého hnojeni, kdy mnozstvi o-1,2 gliadini bylo vyssi
u variant hnojenych dusikem vystavenych UV zdfeni neZ u variant bez dusikatého hnojeni
s vylouCenim UV zifeni za sucha jak pfi normdlni koncentraci CO,, tak pfi zvySené.
V ostatnich piipadech byly rozdily nepriukazné.
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Obr. 18 Graf zobrazujici srovndni ploch pikit vsech variant (koncentrace CO; — AC vs. EC,

dusikaté hnojeni — N" vs. N*, sucho — dry vs. wet, UV zdfeni — UV vs. UV") v rdmci
gliadinové frakce w-1,2 3. Sloupce zndzorfiuji aritmeticky priimér a chybové tisecky

smérodatnou odchylku (SD) ze t7i opakovdni. Malymi pismeny jsou indikovdany homogenni

skupiny urcujici pritkaznost mezi jednotlivymi variantami, vyhodnocené ndslednym
testovdanim v ramci analyzy variance (ANOVA ) s vyuZitim Tukeyova testu pri hladiné

vyznamnosti p = 0,05.
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V ramci treti frakce ®-1,2 gliadina (obr. 18) byl jednoznac¢né prokazan vliv dusikatého
hnojeni za normélni koncentrace CO, a sucha a pfi vylouceni UV zafeni. Déle byl vliv dusiku
prokazan pii normdlni i zvySené koncentraci CO, a soucasném pusobeni UV zéfeni
s pfirozenou trovni sraZek. Dusikaté hnojeni zvySilo obsah proteina této frakce ve vSech
téchto pripadech. Kromé toho byl zjistén prukazny vliv zvySené koncentrace CO, pfi interakci
s dusikatym hnojenim za sucha a s vyloucenim UV zafeni, pficemZ obsah proteina se také
zvysil. Za sucha, ale pfi soucasném pusobeni UV zafeni méla zvySena koncentrace CO; vliv
s vyloucenim dusikatého hnojeni a stejné tak pfi pfirozenych srdzkach. V obou piipadech se
vSak mnozstvi proteint snizilo. Vliv sucha se projevil soucasné s vylou¢enim dusikatého
hnojeni za podminek normdlni koncentrace CO, a vystaveni UV zdfeni, a to sniZzenim obsahu
proteinu této frakce. Interakce dusiku s vylouenim UV zareni zvySila obsah proteini za
zvysené koncentrace CO; a sucha.
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Obr. 19 Graf zobrazujici srovndni ploch pikit vSech variant (koncentrace CO; — AC vs. EC,
dusikaté hnojeni — N vs. N*, sucho — dry vs. wet, UV zdfeni — UV vs. UV") v rdmci
gliadinové frakce w-5 2. Sloupce zndzornuji aritmeticky priumér a chybové tisecky
smérodatnou odchylku (SD) ze t7i opakovdni. Malymi pismeny jsou indikovdany homogenni
skupiny urcujici pritkaznost mezi jednotlivymi variantami, vyhodnocené ndslednym
testovdanim v ramci analyzy variance (ANOVA ) s vyuZitim Tukeyova testu pri hladiné
vyznamnosti p = 0,05.
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Z grafu na obr. 19 vyplyva prakazny vliv dusiku na frakci w-5 2, a to jak pfi normalni
koncentraci CO,, tak pfi zvySené koncentraci CO, za podminek sucha s vylou¢enim UV
zafeni, pfiCemZ mnoZstvi proteini se v obou pfipadech zvySilo. Interakce dusiku
s vylou¢enim UV zéfeni za zvySené koncentrace CO, a sucha také zvysila obsah proteind.
V ostatnich piipadech byly rozdily nepriukazné.
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Obr. 20 Graf zobrazujici srovndni ploch pikit vSech variant (koncentrace CO; — AC vs. EC,
dusikaté hnojeni — N vs. N*, sucho — dry vs. wet, UV zdfeni — UV vs. UV") v rdmci
gliadinové frakce w-5 3. Sloupce zndzornuji aritmeticky priumér a chybové tisecky
smérodatnou odchylku (SD) ze t7i opakovdni. Malymi pismeny jsou indikovdany homogenni
skupiny urcujici pritkaznost mezi jednotlivymi variantami, vyhodnocené ndslednym
testovdanim v ramci analyzy variance (ANOVA ) s vyuZitim Tukeyova testu pri hladiné
vyznamnosti p = 0,05.

Na obr.20 byl také zjistén prakazny vliv dusikatého hnojeni za podminek sucha
s vyloucenim UV zafeni, ale tentokrat pri zvySené koncentraci CO,. Soucasné byly prukazné
rozdily dusikatého hnojeni v interakci s vyloucenim sucha pti zvySené koncentraci CO; a bez
pusobeni UV zafeni. Dale byly zjistény prukazné rozdily pfi interakci dusikatého hnojeni
a zvySené koncentrace CO;, za sucha a bez UV zifeni a naopak pfi interakci dusikatého
hnojeni a normalni koncentrace CO, pfi pfirozenych srazkach a pisobeni UV zafeni. Obsah
proteint byl ve vSech téchto variantach vyssi. Interakce dusiku s vyloucenim UV zareni také
zvysila obsah proteind, a to za zvySené koncentrace CO, a sucha i pfi pfirozenych srazkach.
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Obr. 21 Graf zobrazujici srovndni ploch pikit vSech variant (koncentrace CO; — AC vs. EC,
dusikaté hnojeni — N vs. N*, sucho — dry vs. wet, UV zdfeni — UV vs. UV") v rdmci
gliadinové frakce y 3. Sloupce zndzorfiuji aritmeticky priimér a chybové tisecky smérodatnou
odchylku (SD) ze t7i opakovdni. Malymi pismeny jsou indikovdany homogenni skupiny urcujici
pritkaznost mezi jednotlivymi variantami, vyhodnocené ndslednym testovdanim v rdmci analyzy
variance (ANOVA) s vyuZitim Tukeyova testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

U tieti frakce y-gliadini (obr. 21) byl zjistén prikazny rozdil pouze mezi variantou
péstovanou ve zvySené koncentraci CO, za sucha a soucasného pusobeni UV zéfeni
s vyloucenim dusikatého hnojeni a mezi variantou pé€stovanou v normdlni koncentraci CO; pfi

dostatku dusiku a srazek a pii soucasném pusobeni UV zafeni, pfi¢emZ vysSsi obsah proteinti
obsahovala druhd varianta. Ostatni rozdily nebyly prikazné.
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Obr. 22 Graf zobrazujici srovndni ploch pikit vSech variant (koncentrace CO; — AC vs. EC,
dusikaté hnojeni — N vs. N*, sucho — dry vs. wet, UV zdfeni — UV vs. UV") v rdmci
gliadinové frakce p 1. Sloupce zndzornuji aritmeticky priimér a chybové tisecky smérodatnou
odchylku (SD) ze ti opakovdni. Malymi pismeny jsou indikovdany homogenni skupiny urcujici
pritkaznost mezi jednotlivymi variantami, vyhodnocené ndslednym testovdanim v rdmci analyzy
variance (ANOVA) s vyuZitim Tukeyova testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Vramci prvni frakce PB-gliadini (obr. 22) byl zjiStén prikazny rozdil mezi variantami
normdlni a zvySené koncentrace CO,, a to za podminek sucha bez UV zéreni, pokud m¢la
pSenice pfi vyvoji dostatek dusiku, pficemZ zvySena koncentrace CO, obsah proteind sniZila.
Podobny rozdil se vyskytl i v pfipad€ varianty fumigované zvySenou koncentraci CO, za
sucha oproti normdlni koncentraci s pfirozenou turovni srdzek za stejnych podminek
dostupnosti UV zafeni a dusiku, kdy zvySend koncentrace CO; v interakci se suchem sniZila
obsah proteini této frakce. Prikazny vliv dusiku zvySujici obsah proteinti byl zjistén pfi
normdlni koncentraci CO; s vyloucenim UV zéfeni, a to za sucha i pfi pfirozenych srdzkéch.
Interakce UV zéfreni s dusikatou vyZzivou priikazné zvysila obsah proteint jednak pfi normaln{
koncentraci CO, za sucha i za pfirozenych srdzek a také pfi zvySené koncentraci CO;
a pfirozenych srazkach. Dale se zde také projevil prikazny vliv samotného UV zifeni
v podminkach zvysSené koncentrace CO, za sucha a s dostatkem dusiku, kdy doslo k nartstu
mnoZstvi proteinti pusobenim UV zafeni. Vliv zvySené koncentrace CO, byl zjistén pouze
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v interakci s vyloucenim dusikatého hnojeni pii ptisobeni sucha a UV zafeni. V tomto piipadé
se obsah proteint snizil.
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Obr. 23 Graf zobrazujici srovndni ploch pikit vSech variant (koncentrace CO; — AC vs. EC,
dusikaté hnojeni — N vs. N*, sucho — dry vs. wet, UV zdfeni — UV vs. UV") v rdmci
gliadinové frakce p 2. Sloupce zndzornuji aritmeticky priimér a chybové tisecky smérodatnou
odchylku (SD) ze ti opakovdni. Malymi pismeny jsou indikovdany homogenni skupiny urcujici
pritkaznost mezi jednotlivymi variantami, vyhodnocené ndslednym testovdanim v rdmci analyzy
variance (ANOVA) s vyuZitim Tukeyova testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

U druhé frakce B-gliadint (obr. 23) byl zjistén vliv dusikatého hnojeni v podminkach
normalni koncentrace CO, za sucha a bez UV zafeni. Dusikata vyziva zvySila obsah proteind.
Kromé toho byly také zjiStény prukazné rozdily pfi interakci dusikatého hnojeni a pfirozenych
srazek v podminkdch normdlni koncentrace CO; s vylou€enim UV =zdfeni a stejné tak
v podminkach zvysené koncentrace CO, za soucasného pusobeni UV zéfeni, pficemZ obsah
proteinii se v obou piipadech zvysil. Vliv zvySené koncentrace CO, se projevil pouze
v interakci s vylou¢enim dusikatého hnojeni, a to za podminek s pfirozenou drovni srdzek
a bez UV zéfeni nebo také za podminek sucha s UV zdtfenim, kdy doslo ke sniZeni obsahu
proteint. Navic se projevilo vyznamné zvySeni obsahu proteinu pfi interakci dusikaté vyzivy
s vyloucenim UV zéreni za sucha a normdlni i zvySené koncentrace CO,.
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Obr. 24 Graf zobrazujici srovndni ploch pikit vSech variant (koncentrace CO; —AC vs. EC,
dusikaté hnojeni — N vs. N*, sucho — dry vs. wet, UV zdfeni — UV vs. UV") v rdmci
gliadinové frakce p 3. Sloupce zndzornuji aritmeticky priimér a chybové tisecky smérodatnou
odchylku (SD) ze ti opakovdni. Malymi pismeny jsou indikovdany homogenni skupiny urcujici
pritkaznost mezi jednotlivymi variantami, vyhodnocené ndslednym testovdanim v rdmci analyzy
variance (ANOVA ) s vyuZitim Tukeyova testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Prikazny vliv dusiku byl zjistén i u tieti frakce B-gliadini (obr. 24), a to za normalni
koncentrace CO;, sucha a s vylouCenim UV zéreni, ale také za zvySené koncentrace COa,
ptirozenych srazkach a puasobeni UV zéfeni. VyZziva dusikem zvySila mnozstvi proteint této
frakce. Interakce dusiku a pfirozenych srazek méla vliv na zvySeni obsahu proteint ve dvou
piipadech — bud’ za normdlni koncentrace CO, s vyloucenim UV zéfeni, nebo také za zvySené
koncentrace CO; pii soucasném pusobeni UV zafeni. Vliv zvySené koncentrace CO, se
projevil pouze v interakci s vyloucenim dusikatého hnojeni pfi pasobeni UV zéfeni jednak za
sucha, tak i pfi normdlnich srazkach. Za téchto podminek se obsah proteinti v ramci frakce
snizil. Interakce dusiku s UV zdfenim vyznamné zvySila obsah proteinti v podminkach
normdlni koncentrace CO, a sucha. A také se obsah proteini zvysil pii interakci dusiku
s vylouenim UV zafeni za sucha a ovSem ve zvySené koncentraci CO,.
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Obr. 25 Graf zobrazujici srovndni ploch pikiu vsech variant (koncentrace CO; — AC vs. EC,
dusikaté hnojeni — N vs. N*, sucho — dry vs. wet, UV zdfeni — UV vs. UV") v rdmci
gliadinové frakce p 4. Sloupce zndzornuji aritmeticky priimér a chybové tisecky smérodatnou
odchylku (SD) ze ti opakovdni. Malymi pismeny jsou indikovdany homogenni skupiny urcujici
pritkaznost mezi jednotlivymi variantami, vyhodnocené ndslednym testovdanim v rdmci analyzy
variance (ANOVA ) s vyuZitim Tukeyova testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

U ctvrté B-gliadinové frakce (obr. 25) byl prukazny vliv dusiku za podminek normalni
koncentrace CO, a sucha bez UV zifeni. Ddle méla vliv interakce dusikatého hnojeni
s normdlni drovni srdZek, a to pfi normdlni koncentraci CO;, bez UV zifeni a pii zvySené
koncentraci CO; s UV zafenim. A Kromé toho byl zjiStén vyznamny rozdil u interakce dusiku
s UV zafenim za sucha a normalni koncentrace CO,. VSechny tyto interakce zvySily mnoZstvi
gliadinovych proteint frakce f 4.
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Obr. 26 Graf zobrazujici srovndni ploch pikit vSech variant (koncentrace CO; — AC vs. EC,
dusikaté hnojeni — N vs. N*, sucho — dry vs. wet, UV zdfeni — UV vs. UV") v rdmci
gliadinové frakce o 1. Sloupce zndzornuji aritmeticky pritmér a chybové iisecky smérodatnou
odchylku (SD) ze ti opakovdni. Malymi pismeny jsou indikovdany homogenni skupiny urcujici
pritkaznost mezi jednotlivymi variantami, vyhodnocené ndslednym testovdanim v rdmci analyzy
variance (ANOVA ) s vyuZitim Tukeyova testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

V podminkéch bez UV zafeni a dusikatého hnojeni byl u prvni frakce a-gliadinti (obr. 26)
zjistén prukazny rozdil mezi variantou s normalni koncentraci CO, a za sucha a variantou se
zvySenou koncentraci CO; s béZnou drovni srdZek, pfiCemz druhd varianta méla obsah
proteint vys§i. Ddle byl zjistén prikazny vliv dusiku za normalni koncentrace CO,, sucha
abez UV zdfeni a také za zvySené koncentrace CO, s pfirozenou drovni srazek a pfi plisobeni
UV zifeni. V obou piipadech byl obsah proteint vyssi. Vliv CO, se projevil dvéma zpusoby —
jednak v interakci s dusikatym hnojenim za sucha a bez UV zafeni se obsah proteint zvysil,
ale také v interakci s vyloucenim dusikatého hnojeni pfi normalnich srazkach a ptusobeni UV
zateni se obsah proteinti snizil. Kromé toho byl zjistén zvySeny obsah proteint pfi interakci
dusiku s pfirozenymi srdZzkami v podminkdch zvySené koncentrace CO, se souCasnym
pusobenim UV zafen{ a také pii interakci sraZzek s UV zafenim za normdlni koncentrace CO,
bez dusikaté vyzivy. Navic se obsah proteinti vyznamné zvysil i v ramci interakce dusiku
s UV zdfenim za sucha a normdlni koncentrace CO, a pak také pii interakci dusiku
s vyloucenim UV zéreni za sucha ovSem pfii zvySené koncentraci COs.
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Obr. 27 Graf zobrazujici srovndni ploch pikit vSech variant (koncentrace CO; — AC vs. EC,
dusikaté hnojeni — N vs. N*, sucho — dry vs. wet, UV zdfeni — UV vs. UV") v rdmci
gliadinové frakce o. 2. Sloupce zndzornuji aritmeticky pritmér a chybové iisecky smérodatnou
odchylku (SD) ze ti opakovdni. Malymi pismeny jsou indikovdany homogenni skupiny urcujici
pritkaznost mezi jednotlivymi variantami, vyhodnocené ndslednym testovdanim v rdmci analyzy
variance (ANOVA ) s vyuZitim Tukeyova testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

V ramci druhé frakce a-gliadint (obr. 27) byl zjiStén prikazny rozdil ve vlivu sucha za
podminek normdlni koncentrace CO, bez piistupu UV zifeni a bez aplikace dusikatého
hnojeni, které mélo za nasledek sniZzeni mnozstvi proteintu. Déle byl zjistén prukazny vliv
dusiku na zvySeni obsahu proteint v podminkdch normaélni koncentrace CO; za sucha a bez
UV zafeni. Prikazny vliv interakce zvySené koncentrace CO, a dusiku se projevil vyssim
mnozstvim proteinti v podminkéach sucha bez UV zareni a v podminkach pfirozenych srazek
s pusobicim UV ziafenim se projevila interakce zvySené koncentrace CO, s vyloufenim
dusikatého hnojeni naopak niZ$im mnozstvim proteini. Kromé toho byla také zjiSténa
interakce dusiku s pfirozenymi srdZkami jednak za normdlni koncentrace CO; s vyloucenim
UV zifeni, ale také za zvySené koncentrace CO, s UV zdfenim, kdy v obou piipadech doslo
k navySeni obsahu proteind. Vyznamné zvySeni obsahu proteinti bylo patrné i pfi interakci
dusiku s UV zdrenim a také dusiku s vylouenim UV zédfeni za sucha a normdlni koncentrace
CO,.
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Obr. 28 Graf zobrazujici srovndni ploch pikit vSech variant (koncentrace CO; — AC vs. EC,
dusikaté hnojeni — N vs. N*, sucho — dry vs. wet, UV zdfeni — UV vs. UV") v rdmci
gliadinové frakce o. 3. Sloupce zndzornuji aritmeticky pritmér a chybové iisecky smérodatnou
odchylku (SD) ze ti opakovdni. Malymi pismeny jsou indikovdany homogenni skupiny urcujici
pritkaznost mezi jednotlivymi variantami, vyhodnocené ndslednym testovdanim v rdmci analyzy
variance (ANOVA) s vyuZitim Tukeyova testu pri hladiné vyznamnosti p = 0,05.

Priikkazny vliv dusiku byl u posledni gliadinové frakce a 3 (obr. 28) zjistén opét u variant
péstovanych v podminkdch normélni koncentrace CO, za sucha a s vylouenim UV zéreni
a zvySené koncentrace CO; za sucha, ale za soucasného ptasobeni UV zafeni. Obsah proteint
byl vyznamné vyssi. VIiv interakce dusiku a sucha se projevil pfi normélni koncentraci CO,
s vylou¢enim UV zéfeni a vliv dusiku v kombinaci s pfirozenymi srazkami byl prukazny ve
zvySené koncentraci CO, za soucasného pusobeni UV zédfeni. V obou pfipadech bylo
mnozstvi proteint vyssi. ZvySena koncentrace CO, pritkazné snizila mnozZstvi proteinti v této
frakci, pouze pokud bylo sou€asné vylouceno dusikaté hnojeni oproti varianté s normalni
koncentraci CO», a to za podminek sucha s pisobenim UV zafenim. Interakce dusiku s UV
zafenim zvySila obsah proteinti pii normalni koncentraci CO, jak za sucha, tak pfi normalni

drovni srazek.
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Tab. 2 Hodnoty korela

Celkové

proteiny o-1,21 | 0-1,22 | ®-123 | ©-51 ®-52 ®-53 o-54 v1 Y2 v3
Celkové 1
proteiny
o-1,21 0,4740 1
®-1,22 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 0,5914 | 0,5975 | 0,8048 | 0,7647 | 0,4182 | 0,7795 1
0-54 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 0,4531 | 0,5130 | 0,608 | 0,5697 | 0,3692 | 0,5274 | 0,5124 | 0,5754 | 0,2855 1
Y3 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
B1 0,6590 | 0,1132 | 0,2932 | 04425 | 0,3885 | 0,2731 | 0,2325| 04126 | 0,3331 | 0,5892 | 0,6771
B2 0,8132 | 0,6315 | 0,7884 | 08167 | 0,4237 | 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 | 0,5313 | 0,6241 | 0,5241 | 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 | 0,8491 | 0,8221 | 0,5294 | 0,7702 | 0,7077 | 0,7876 | 0,0005 | 0,7349 | 0,7197
a3 0,7713 | 0,4267 | 0,6353 | 0,7747 | 0,5964 | 0,5769 | 0,5589 | 0,6197 | -0,1139 | 0,5982 | 0,6721
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Hodnoty korelacnich koeficientd v tab.2 naznaCuji miru zdvislosti mezi mnoZstvim
jednotlivych gliadinovych podjednotek. Korelace znamend, Ze vzdjemny vztah mezi dvéma
veli¢inami ma linearni charakter. Kritickda hodnota korela¢niho koeficientu uréujici prukazné
zéavisly vztah pfi hlading statistické vyznamnosti 0,05 je 0,2848. Hodnoty, které jsou vétsi,
nez je kritickd hodnota fikaji, Ze mnozstvi danych podjednotek je prikazné zavislé. Zavislosti
s nejvyssimi korelacnimi koeficienty (vys$si nez 0,8) byly vyneseny do graft. Piiklady
takovych grafi jsou uvedeny na obr. 29 a 30, které zobrazuji korelaci mezi podjednotkami
o-1,21 a ®-1,22, resp. ®»-1,22 a »-1,2 3. Tyto podjednotky jsou v rdmci jejich mnozstvi
silng zavislé. Zbylé grafy (obr. 31-51) jsou uvedeny v piiloze 9.1.

Podle vysledkt v tab. 2 byla silnd korelace prokazana prakticky mezi v§emi podjednotkami
B- a o-gliadind. Naopak nebyla korelace prikazna u frakci y1 a y4 se vSemi ostatnimi
gliadiny, kromé y2af 1, resp. -5 1,y2ay 3, 1ap4aa3. U ostatnich frakei byly vztahy
prukazné zavislé témert vsechny.
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Obr. 29 Korelace w-1,2 1 vs. w-1,2 2 s korelacnim koeficientem 0,8605 (p = 0,01 ).

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



S DISKUSE

Na zdkladé vysledkd naseho experimentu byl vyhodnocen vliv jednotlivych faktorti na
mnozstvi proteinll v kazdé gliadinové frakci. Jednoznacné nejmarkantn&j$i vliv na obsah
gliadinovych proteini méla vyziva dusikem, kterd prukazné zvySuje mnoZstvi proteind
v pSeni¢ném zrnu, a to za velmi riznorodych podminek. Nejvice podjednotek vyznamné
reagovalo pfi podminkdch normélni koncentrace CO, za sucha a bez UV zafeni. Jedna se
o proteiny frakci o-1,2 3, ©-5 2, vSechny B (1-4) i a-gliadiny (1-3). V ostatnich podminkich
jiz nemé¢l vliv takovy rozsah. Za normélni koncentrace CO; pfti pfirozenych srazZkach bez UV
zateni byly ovlivnény pouze proteiny frakce 3 1 a pfi pusobeni UV zifeni zase pouze ®-1,2 3.
Za zvysSené koncentrace CO, byl zaznamendn nejvetsi vliv pfi pfirozenych srdZzkach se
soucasnym pusobenim UV zafeni, coz se tykalo frakcei ©-1,2 3, f 3 a o 1. Za sucha a bez UV
zafeni byl vyznamny rozdil u -5 2 a ®-5 3, s UV zdfenim pouze u a 3.

Kromé samostatnych vlivu se projevily také interakce jednotlivych parametrd. Vyznamnou
roli zde hraje opét dusik, jehoZ interakce se projevila v mnoha ptipadech. Velmi vyznamna
byla interakce dusikaté vyzivy a UV zédrfeni. Nejvice podjednotek ovlivnila v podminkich
normdlni koncentrace CO, a sucha. Jsou to o-1,22, B 1, B 3, p 4 a vSechny a-gliadiny. Pfi
pfirozenych srazkach se vliv projevil pouze u frakci B 1 a a 3. Za zvySené koncentrace CO,
a sucha se vyznamné zvysilo mnozstvi proteini jen u ®-1,22 gliadini a s pfirozenymi
srazkami u B 1 gliadint. Interakce dusiku se soucasnym vyloucenim UV zafeni se projevila
naopak hlavné v podminkéch zvySené koncentrace CO, a sucha, a to u »-1,2 3, ®-5 2, ®-5 3,
B2, B3 a al gliadind. Navic jesté frakce ®-5 3 reagovala pii zvySené koncentraci CO;
s pfirozenymi srdzkami a 2 a o 2 gliadiny pfi normdlni koncentraci CO; a za sucha.

Obsah proteint v gliadinovych frakcich také vyznamné zvysil vliv interakce dusiku
s prirozenymi sraZkami. Nejvice v podminkdch normalni koncentrace CO; s vylouc¢enim UV
zateni (B2, B3, P4 a a2) a zvySené koncentrace CO, pii pusobeni UV zateni (B 3, 4
a v§echny a-gliadiny). -1,2 3 gliadiny zvysily svij obsah za normdlni koncentrace CO, s UV
zafenim a ®-5 3 a P 2 gliadiny za zvySené koncentrace bez UV zéfeni. Dusik v interakci se
suchem vyznamné zvysil obsah proteini pouze u frakce o3 v podminkach normaéln{
koncentrace CO, bez UV zareni.

Daniel a Triboi [76] zjistili rizny vliv dodavek dusiku na podily (relativni mnoZstvi)
jednotlivych frakci v ramci celkovych gliadinti. Podle jejich studie podil m-gliadini slabé
vzrostl, zatimco podil o/B-gliadint klesl a podil y-gliadini zastal staly. Wieser a Seilmeier
[77] uvadi nejen zfeteln€jsi vliv na gliadiny oproti gluteninam, ale také vétsi vliv na hlavni
proteinové typy (a/B-, y-glidiny a LMW podjednotky) v porovndni s minoritnimi frakcemi
lepku (w-gliadiny a HMW podjednotky). Navic se vlivem vySs§i hladiny dusiku podil
o-gliadind zvysil a podil y-gliadint se snizil, jak uvadé&ji i jini autofi [78], [79], [80]. To
zhruba odpovida i nasim vysledkiim bez ohledu na ostatni faktory pfi péstovani. V ramci
samotného mnozstvi se v jejich praci [77] obsah vSech proteini v jednotlivych frakcich
zvysil, nicméné u o/B- a y-gliadint byly rozdily markantné&j$i nez u ®-1,2 a ®-5 gliadint,
i kdyZ ty vykazovaly nejvySsi relativni narast. Wieser a Seilmeier tento fakt vysvétluji tim, ze
zifejmé produkce m-gliadini byla podpofena vyssi dostupnosti dusiku pravdépodobné kvali
jejich extrémné vysokému obsahu glutaminu (®-1,2: 44 %, ®-5: 55 %). Ubytek proteind pfi
vylouCeni dusikaté vyzivy je v literatufe [81] vysvétlen tim, Ze pokud byla po vykvétu
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vynechéna dusikata vyziva, snizila se jak rychlost, tak doba trvani akumulace proteint. Triboi
[28] naopak tvrdi, Ze dusikatd vyZiva nemd vliv na dobu trvdni akumulace proteinovych
frakci. Podle né&j jsou v dospélosti rozdily ve slozeni proteinovych frakci hlavné kvali
rozdilim v celkovém mnoZzstvi dusiku nahromadéného v pribéhu plnéni zrna.

Prikazny pokles obsahu proteini vlivem zvySené koncentrace CO, byl v ramci naSeho
experimentu zjiStén pouze u prvni frakce B-gliadint v piipad€, kdy byla pSenice péstovana za
sucha bez UV zéreni a s dostatkem dusiku. Stejné tak se pouze u této frakce projevil vliv UV
zareni za podminek zvySené koncentrace CO; a sucha s dusikatou vyZivou, ale obsah proteina
se naopak zvysil.

Interakce zvySené koncentrace CO, s jinymi faktory se projevila v malé mife stejné€ tak,
jako samotnd zvySend koncentrace CO;. V nejvétsim rozsahu to bylo v souvislosti s dusikatou
vyZzivou. Interakce dusikatého hnojeni a zvySené koncentrace CO, méla vyznamny vliv pouze
v podminkach sucha bez UV zafeni. Obsah proteint se zvySsil vramci o-1,23, ©-53, al
a o2 gliadind. Kromé toho méla prikazny vliv také interakce zvysené koncentrace CO,
s vyloucenim dusiku oproti normélni koncentraci CO; s dusikatou vyZivou, ov§em v tomto
piipadé€ se obsah proteina sniZil. Za sucha s UV zafenim reagovaly frakce ©-1,23, B 1, B 2,
B3 a a3, pfi pfirozenych srdzkiach s UV zdfenim ©-1,23, ®-53, f3 a ol a a2 a pfi
ptirozenych srazkich bez UV zéreni pouze B 2 gliadiny.

Ke sniZeni obsahu proteint také doSlo pfi interakci zvySené koncentrace CO, a sucha
v podminkdach s dusikatou vyZivou a bez UV zéafeni, ale vyznamny rozdil se projevil pouze
u B 1 gliadinG. Naopak interakce zvySené koncentrace CO; s pfirozenymi srazkami se
projevila pouze za podminek bez dusiku i UV zafent, a to u frakce a 1, kde se obsah proteina
zvysil. V této frakci se navic zvysil obsah proteind i pfi interakci UV zéfeni s pfirozenymi
sraZkami za normélni koncentrace CO; s vyloucenim dusikaté vyZzivy.

Wroblewitz et al. [82] ve svém clanku popsali zvySeny podil o-gliadind, zejména
®-5 gliadint, v podminkach zvysené koncentrace CO; se snizenymi davkami dusiku, zatimco
o/B-gliadiny se snizily a y-gliadiny se sniZily jen nepatrné. Hogy et al. [83] porovndvali
samotné mnozstvi gliadinovych frakcf a jejich vysledky ukazuji pokles gliadinovych proteina,
ktery byl zfetelngjsi u ®-1,2 a ®-5 gliadin nezZ u o/p- a y-gliadind. Tyto vysledky potvrzuji
i dal$i studie se srovnatelnym experimentem [17], [84]. Fangmeier [26] uvadi, Ze vysledky
z pfedchozich celoevropskych studii naznacuji podobnou ztratu proteind v pSeni¢ném zrnu za
zvySené koncentrace CO; bez ohledu na mnoZzstvi doddvek dusiku. Respektive sniZeni kvality
zrna indukované oxidem uhli¢itym nemuze byt jednoduse piekondno zvySenim dusikatého
hnojent, jelikoz to mize vést spis k vétsi produkci biomasy a vynosu, nez k lepsi redistribuci
dusiku do zrn. Na druhou stranu Kimball et al. [85] tvrdi, Ze G¢inek zvySené koncentrace CO,
l1ze kompenzovat nadmérnym hnojenim dusikem a predikuji, Ze v poloving stoleti by se mélo
pouZzivat dvakrét tolik dusiku, aby byla zachovéana stéle stejnd kvalita pSenicné mouky. Podle
Wiesera et al. [17] vykazuji zieteln€jsi pokles gliadiny bohaté na dusik a glutamin, které jsou
dilezité pro viskoelastické vlastnosti, a gluteniny zustavaji neovlivnéné. Kromeé toho by podle
nich méla byt pti zvySené koncentraci CO, zvySena ucinnost vyuZitelnosti dusiku, ktera se ale
sniZuje se zvySujici se doddvkou dusiku a zdaleka pfevaZzi pozitivni ucinek CO, [86].

K vyznamnému sniZeni obsahu proteinti vlivem sucha podle naSich vysledi doslo u jediné
frakce, a to a 2 v podminkdch normélni koncentrace CO, bez UV zafeni a dusiku. Yang et al.
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[87] zaznamenali pokles proteinli vlivem sucha v ramci o/B- a y-gliadinové frakce. Altenbach
et al. [81] zkoumali vliv teploty, sucha a dusikaté vyzivy na akumulaci pSeni¢nych proteina
a dosli k zavéru, Ze sucho za reZimu s vyssi teplotou zkréitilo dobu maximalniho obsahu vody
a dobu akumulace $krobu, ale neovlivnilo naCasovani a akumulaci proteint a vysychani zrna.
V dalsi studii [28] se fikd, Ze sucho po vykvétu sniZilo rychlost akumulace gliadint o 40 % pfi

cvv s N 4

niz$i teploté a o 30 % pfti vyssi teplote.

53



6 ZAVER
Cilem diplomové priace bylo vyhodnotit vliv zvySené koncentrace oxidu uhlicitého,

dusikatého hnojeni, sucha a UV zdfeni a jejich vzdjemnych interakci na obsah proteint
gliadinové frakce.

Vzorky ozimé pSenice odriady Bohemia byly kultivovany na Experimentdlni stanici Centra
vyzkumu globdlni zmény Akademie véd CR v Domaninku u Bystfice nad Perntejnem
nachdzejicim se v oblasti Ceskomoravské vrchoviny. Stanici tvoii 24 komor umoZiiujicich
automatickou fumigaci zvysSenou koncentraci CO,, ddle regulaci srdzek a také omezenou
propustnost pro UV =zifeni u poloviny komor. Vzduch se zvySenou koncentraci CO;
obsahoval oxid uhligity v koncentraci 700 pmol-mol”, pfiGemZ fumigace byla zahdjena
v poloving kvétna. PSenice byla vyseta 10.—11. 10. 2013 v hustot¢ 4 MKS na ha. Plocha
uvnitt komor byla rozd€lena na dvé€ Casti, znichZ jedna byla hnojena davkou dusiku
200 kg-ha™. Druh4 &st zistala zcela bez hnojeni. Sklizefi zralého zra byla provedena ruéné.

Separace proteint gliadinovych frakci byla provedena metodou A-PAGE podle Polisenské
et al. [75] a CSN 46 1085-2, obsah proteini byl stanoven pocitacovou denzitometrii.

Jednozna¢né nejmarkantné&jsi vliv na obsah gliadinovych proteini méla vyziva dusikem,
ktera prikazné zvySuje mnoZstvi proteint v pSeni¢ném zrnu. Nejvice podjednotek vyznamneé
reagovalo pfi podminkdch normdlni koncentrace CO, za sucha a bez UV zifeni (®-1,2 3,
®-5 2, vSechny B i a-gliadiny). Za zvysené koncentrace CO, byl zaznamendn nejveétsi vliv pfi
ptirozenych srazkach se soucasnym pusobenim UV zéafeni (0-1,23, B3 a a 1). V ostatnich
podminkéch jiz nemél vliv takovy rozsah.

Kromé samostatnych vlivu se projevily také interakce jednotlivych parametrd. Vyznamnou
roli zde hraje opét dusik. Velmi vyznamnd byla interakce dusikaté vyzivy a UV zéfeni.
Nejvice podjednotek ovlivnila v podminkdch normdlni koncentrace CO; a sucha (w-1,2 2, 1,
B3, B4 a vSechny a-gliadiny). Interakce dusiku se soucasnym vyloucenim UV zéfeni se
projevila naopak hlavné v podminkach zvySené koncentrace CO, a sucha (®-1,2 3, ®-5 2,
®-53, B2, B3 a al). Pri interakci dusiku s pfirozenymi srdzkami se obsah proteint
vyznamné zvySil nejvice v podminkdch normélni koncentrace CO, s vylou¢enim UV zéfeni
(B2, B3, B4 aa?2)azvysené koncentrace CO; pii pusobeni UV zarfeni (B 3, p 4 a vSechny
a-gliadiny).

Interakce zvySené koncentrace CO; s jinymi faktory i samotnd zvySend koncentrace CO,; se
projevily v malé mife. Interakce dusikatého hnojeni a zvySené koncentrace CO, méla
vyznamny vliv na zvySeni obsahu proteinl pouze v podminkidch sucha bez UV zéfeni
(o-1,23, ©-53, a1l a a2 gliadiny). Kromé toho méla prikazny vliv také interakce zvySené
koncentrace CO; s vyloucenim dusiku oproti normdlni koncentraci CO, s dusikatou vyZivou,
ovSem v tomto piipadé se obsah proteind snizil. Za sucha s UV zafenim reagovaly frakce
o-1,23,B1,B 2, B3 aa3 apfi pfirozenych srdzkidch s UV zdfenim ©-1,2 3, ®-53,B3aal
aa?2.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AC normdlni koncentrace CO,
ANOVA analyza variance (rozptylu)
A-PAGE kyseld elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

ATP adenosintrifosfat

AV CR Akademie v&d Ceské republiky

COHMAP  Cooperation Holocene Mapping Project

CSN Ceskd technickd norma

DTT dithiothreitol

EC zvysSend koncentrace CO,

ELISA Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay

FT-ICR iontovd cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci
GC plynova chromatografie

HLA human leukocyte antigen; hlavni histokompatibilni systém u ¢loveka
HMW vysokomolekuldrni podjednotky glutenint

HPLC vysoce uc€innd kapalinovd chromatografie

IgE imunoglobulin E

LMW nizkomolekularni podjednotky glutenint

MCP mikrokandlova desticka

MKS miliony kli¢ivych semen

MS hmotnostni spektrometrie

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NOAA National Oceanic & Atmospheric Administration

OSN Organizace spojenych narodt

RP-HPLC vysoce tuc¢innd kapalinova chromatografie s reverzni fazi
Rubisco ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxyldza/oxygenaza

SD smérodatnd odchylka

SDS dodecylsiran sodny

SDS-PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pouZziti SDS
TEMED N, N, N’, N’-tetramethylethylendiamin

TOF Time-Of-Flight
TTG tkdnova transglutaminédza
uv ultrafialové zareni

WDEIA cvicenim zpusobend anafylaxe zavisld na pSenici



9 PRILOHY
9.1 Grafy korelac¢ni analyzy

Korelace celkového obsahu proteinti vs. § 2
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Obr. 31 Korelace celkového obsahu proteinii vs. p 2 s korelacnim koeficientem 0,8132

(p = 0,01).
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Obr. 32 Korelace celkového obsahu proteinit vs. f 3 s korelacnim 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 Korelace w-1,2 2 vs. w-5 2 s korelacnim koeficientem 0,8471 (p = 0,01).
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Obr. 34 Korelace w-1,2 2 vs. w-5 3 s korelacnim koeficientem 0,8048 (p = 0,01).



Korelace w-1,2 2 vs. a 2
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Obr. 35 Korelace w-1,2 2 vs. o 2 s korelacnim koeficientem 0,8491 (p = 0,01).
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Obr. 36 Korelace w-1,2 3 vs. p 2 s korelacnim koeficientem 0,8167 (p = 0,01).



Korelace w-1,2 3 vs. a 2
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Obr. 37 Korelace w-1,2 3 vs. a. 2 s korelacnim koeficientem 0,8221 (p = 0,01).
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Obr. 38 Korelace B 2 vs. B 3 s korelacnim koeficientem 0,9475 (p = 0,01).
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Obr. 39 Korelace B 2 vs. B 4 s korelacnim koeficientem 0,8626 (p = 0,01 ).

10000000
9000000

8000000 -

7000000
6000000
5000000
4000000
3000000
2000000
1000000

0

al

Korelacef2vs.al

] S
y = 1,005x + 74162 o o N
] R?=0,718 p 3
] * %
] L
2
0 2000000 4000000 6000000 8000000 10000000
B2

Obr. 40 Korelace p 2 vs. a. 1 s korelacnim koeficientem 0,8478 (p = 0,01).




Korelace B 2 vs. a 2
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Obr. 41 Korelace p 2 vs. a. 2 s korelacnim koeficientem 0,8705 (p = 0,01).
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Obr. 42 Korelace B 3 vs. B 4 s korelacnim koeficientem 0,8814 (p = 0,01).
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Obr. 43 Korelace p 3 vs. a 1 s korelacnim koeficientem 0,8839 (p = 0,01).
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Obr. 44 Korelace p 3 vs. a. 2 s korelacnim koeficientem 0,8652 (p = 0,01).
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Obr. 45 Korelace p 3 vs. a. 3 s korelacnim koeficientem 0,8250 (p = 0,01).
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Obr. 46 Korelace p 4 vs. a. 1 s korelacnim koeficientem 0,8915 (p = 0,01).
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Korelace B 4 vs. a 2

14000000 -

12000000 - y = 1,275x + 3E+06
10000000 - R?=0,748

8000000 -

6000000 -

4000000 -

2000000 -
0 : . : .

0 1500000 3000000 4500000 6000000

Ba

a?2

Obr. 47 Korelace p 4 vs. a. 2 s korelacnim koeficientem 0,8651 (p = 0,01).
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Obr. 48 Korelace p 4 vs. a. 3 s korelacnim koeficientem 0,8666 (p = 0,01).




Korelace a1 vs. a 2
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Obr. 49 Korelace o 1 vs. a. 2 s korelacnim koeficientem 0,8886 (p = 0,01).
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Obr. 50 Korelace o 1 vs. a3 s korelacnim koeficientem 0,8229 (p = 0,01).
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Korelacea 2 vs. a 3
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Obr. 51 Korelace o 2 vs. a. 3 s korelacnim koeficientem 0,8184 (p = 0,01).




