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ABSTRAKT 

V této diplomové práci byl sledován obsah proteinů gliadinových frakcí ozimé pšenice 
(Triticum aestivum) odrůdy Bohemia pěstované v podmínkách normální (AC) a zvýšené (EC; 
700 umol-mol"1) koncentrace oxidu uhličitého. Kromě toho byla polovina vzorků hnojena 
dusíkem v množství 200 kg-ha"1. Dalšími pozorovanými environmentálními faktory bylo 
sucho a U V záření. Gliadinové proteiny byly separovány metodou A - P A G E a kvantifikovány 
počítačovou denzitometrií. Obecně se měnil obsah proteinů v rámci frakcí co-, f>- a a-gliadinů, 
zatímco u y-gliadinů nebyl zjištěn žádný nebo téměř žádný významný rozdíl. Jednoznačně 
největší vliv na obsah gliadinových proteinů měl dusík, který průkazně zvyšuje množství 
proteinů v pšeničném zrnu. Nejvíce subfrakcí reagovalo za podmínek A C , sucha a bez U V 
záření a za podmínek EC s přirozenými srážkami a U V zářením. Významná byla také 
interakce dusíku s U V zářením (AC, sucho) i s jeho vyloučením (EC, sucho). Interakce 
dusíku a přirozených srážek významně zvýšila obsah proteinů za podmínek A C bez U V 
záření a za podmínek EC s U V zářením. Samotná EC i EC v interakci s jinými faktory se 
projevila v malé míře. EC s dusíkatou výživou (sucho bez U V záření) zvýšily obsah 
gliadinových proteinů a EC se současným vyloučením dusíkaté výživy (sucho i přirozené 
srážky s U V zářením) obsah proteinů snížila. 

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"1) carbon dioxide concentration. Moreover, half of the 
samples was fertilized with nitrogen in an amount of 200 kg-ha"1. Other observed 
environmental factors were drought and U V radiation. The gliadin proteins were separated by 
A - P A G E method and quantified by computer densitometry. Generally the protein content 
within co-, P- 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 A C , drought and without U V 
radiation and in conditions of EC with natural rainfall and U V radiation. The interaction of 
nitrogen fertilization with U V radiation (AC, drought) was significant and so was the 
interaction of nitrogen fertilization excluding U V radiation (EC, drought). The interaction of 
nitrogen fertilization and natural rainfall significantly increased the protein content in 
conditions of A C without U V radiation and in conditions of EC with U V 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 U V radiation) increased the gliadin protein content and EC excluding nitrogen 
fertilization (drought and natural rainfall with U V radiation) decreased the protein content. 
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1 ÚVOD 

Zvyšování koncentrace oxidu uhličitého v atmosféře je běžný jev, ale současná rychlost 
nárůstu jeho koncentrace je fenoménem zhruba posledních dvou set let, na čemž má největší 
podíl činnost člověka. Nejedná se však o problematiku jednoho kritéria, nýbrž o souhru 
několika faktorů najednou, které svým působením zvyšují koncentraci CO2 v atmosféře. 
Tento zdánlivě neškodný plyn se z velké části podílí na změně globálního klimatu naší 
planety. Ta zahrnuje nejen zvyšování teploty ovzduší, ale také s ní související změny 
obvyklých meteorologických jevů atp. 

Jelikož je oxid uhličitý substrátem, ze kterého rostliny vytváří svou biomasu při 
fotosyntéze, je jasné, že jeho dostupnost bude ovlivňovat rostliny různými způsoby. Primárně 
se mění rychlost fotosyntézy, rychlost dýchání, zvyšuje se tvorba biomasy. Kromě toho se ale 
předpokládá i změna chemického složení rostlinných pletiv, což zahrnuje obsah sacharidů, 
dusíku a bílkovin. Efekt zvýšené koncentrace CO2 na rychlost fotosyntézy určuje příjem 
a obsah minerálních živin a naopak dostupnost živin ovlivňuje míru působení CO2. 

Existuje velká spousta rostlin, jež může být předmětem zkoumání. Je třeba však věnovat 
pozornost hlavně hospodářským plodinám, které mají funkci zabezpečit výživu lidstva. 
Pšenice je považována za nejkonzumovanější obilninu na světě. Většina světové produkce je 
zkonzumována ve formě chleba a jiných pekařských výrobků, těstovin a nudlí. Hlavní 
proteinovou složkou pšeničných zrn je lepek. Je to bílkovinný komplex tvořený dvěma 
skupinami proteinů, a to gliadiny a gluteniny, jež jsou zásobními proteiny pšenice. Díky jejich 
jedinečným funkčním vlastnostem může být vytvořeno těsto pro výrobu kynutého chleba. 

Kromě vynikajících funkčních vlastností mají lepkové proteiny i svou stinnou stránku. 
U geneticky citlivých jedinců mohou mít některé frakce vliv na zdraví. Způsobují totiž různé 
druhy alergií a intolerancí, například celiakii. 

Tato diplomová práce se zabývá stanovením obsahu proteinů gliadinové frakce u ozimé 
pšenice, která byla pěstována při normální a zvýšené koncentraci CO2 s dalšími interakcemi 
environmentálních faktorů, jako je dusíkaté hnojení, sucho a U V záření. Pro stanovení 
gliadinů byla použita kyselá elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (A-PAGE). Cílem bylo 
zjistit, jak se mění zastoupení jednotlivých podjednotek gliadinové frakce v podmínkách 
zvýšené koncentrace CO2 a ostatních faktorů a případně, jak se jednotlivé faktory svým 
působením ovlivňují navzájem. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Změny klimatu 

2.1.1 Co je to změna klimatu 

Změnou klimatu je myšlena změna meteorologických podmínek trvající několik let, či 
déle. Může se týkat změny jednoho parametru (např. teplota, srážky), avšak častěji je tato 
problematika mnohem komplexnější. Ve spojení s globálními vzory počasí mohou tyto změny 
vyvolat vyrovnávající změny v různých částech světa, ale častěji jsou součástí celkového 
oteplování nebo ochlazování globálního klimatu [1]. Krauchi [2] popsal globální klimatickou 
změnu jako "dlouhodobou odchylku klimatických parametrů Země od průměrů a trendů, které 
charakterizovaly planetu přibližně do počátku 20. století". 

2.1.2 Změny klimatu v historii Země 

Změny klimatu Země nejsou novým úkazem. Geologické studie říkají, že doby ledové 
a meziledové se střídaly s periodou 103, 42 a 24 tisíc let [2]. 

Autoři z C O H M A P (Cooperation Holocene Mapping Project) [3] uvádí, že změny klimatu 
některých lokalit Země v uplynulých 18 000 letech se odvíjí od změn slunečního záření 
dopadajícího na vnější povrch naší atmosféry. Dále pak vyvozují závěry, že archeologicky 
prokázané počátky rozvoje zemědělství spadají do klimaticky příznivého období před 10 000 
až 12 000 lety. V současné době se však děje to, že člověk mění klima planety svou vlastní 
činností. Posledních 30-40 let dokazuje, že existence a činnost naší civilizace dosáhly tak 
velkých rozměrů, že zasahují jak do vztahů jednotlivých typů ekosystémů, tak také do 
ekosystému globálního [4]. Rovnováhu systému narušuje rozvoj průmyslové a zemědělské 
produkce, lesnictví a dopravy. Tento vliv naší populace dokládají zprávy programu Evropské 
unie Životní prostředí a klima, který je součást Programu konvence OSN o klimatických 
změnách. V současné době je rychlost uvolňování skleníkových plynů několikanásobně vyšší, 
než byly přirozené změny v období posledních 20 000 let [5]. 
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Obr. 1 Povrchová teplota v průběhu posledních dvou tisíciletí [1], [6] 
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Obr. 1 ukazuje, že teplota 20. století je nejvyšší za poslední dvě tisíciletí. Nedávný nárůst 
globální teploty a posuny v regionálních srážkách jsou ale jen jednou z částí obav, které 
vyvolává měnící se klima. Burroughs [1] píše, že z hlediska hospodářského dopadu bude 
nej škodlivějším důsledkem výrazný nárůst extrémních meteorologických jevů. 

2.1.3 Skleníkový efekt 

Skleníkový efekt je jev, při kterém záření snadno prostupuje atmosférou a jakmile se půda 
a přilehlý vzduch ohřejí, turbulentní pohyb vzduchu neodstraní teplo příliš rychle. Protože se 
hustota atmosféry rapidně snižuje s rostoucí nadmořskou výškou, absorpce zemního záření 
probíhá hlavně blízko povrchu. Jestliže koncentrace radiačně aktivních plynů v atmosféře 
vzrůstá a množství solární energie absorbované na povrchu zůstává nezměněné, nejnižší 
hladina atmosféry se ohřeje. Toto oteplování je výsledkem absorpce nižší atmosférou 
a následně emise více infračerveného záření nahoru i dolů. Pro dosažení rovnováhy se naopak 
horní atmosféra ochlazuje [1]. Skleníkové plyny ovlivňují radiační bilanci Země a to tak, že 
propouští krátkovlnné záření, ale mnohem méně propouští dlouhovlnné záření, které je 
emitováno povrchem Země [4]. Právě změna složek tvořících atmosféru mění absorpční 
vlastnosti a to pak narušuje rovnovážnou bilanci záření a mění se klima [7]. Každý plyn se na 
oteplování podílí jinou mírou. Nej důležitější je oxid uhličitý (cca 47 %), methan (27 %), 
freony (10 %), oxid uhelnatý a další sloučeniny uhlíku (9 %) a oxid dusný (4 %) [4]. Nezáleží 
však jen na jejich zastoupení v atmosféře, ale také na jejich účinnosti. Proto i nízké 
koncentrace některých plynů mohou značně přispívat k absorpci dlouhovlnného záření [7]. 
Většina syntetických plynů absorbuje mnohem více než srovnatelné množství CO2. Podle 
matematického modelu [8] pokud se zvýší teplota díky zvýšené koncentraci CO2, efekt se 
ještě zvýší působením vodní páry, která má stejnou funkci jako skleníkové plyny. Při vyšší 
teplotě se voda více vypařuje a tím se zvyšuje obsah vody v atmosféře. Oteplení ale nebude 
po celé planetě stejné - nejsilnější bude efekt v okrajových částech zaledněné plochy ve 
větších zeměpisných šířkách a na druhou stranu ve středních zeměpisných šířkách by mělo 
být větší sucho. 

Důležité je tedy porozumět důsledkům nárůstu radiačně aktivních plynů v atmosféře a to 
hlavně díky lidské činnosti, protože jejich globální koncentrace rapidně narůstá od poloviny 
18. století, tedy od začátku industrializace [7]. Dýchání, vulkanická činnost a jiné přirozené 
procesy spojené s vylučováním CO2 do atmosféry jsou v rámci ekosystému dlouhodobě 
v rovnováze [4]. 

2.1.4 Změny koncentrace CO2 

To, že se zvyšuje koncentrace oxidu uhličitého v atmosféře, je jasný fakt. Jaké jsou ale 
podíly jeho zdrojů na této změně? Nejednoznačné jsou i dopady, jež se musí objevit díky jeho 
působení, ať už se bude měnit počasí na naší planetě, růst rostlin nebo celkově život lidí [7]. 
Nejproblematičtější z hlediska produkce CO2 je spalování fosilních paliv, dále rozsáhlé kácení 
lesů zejména v tropických oblastech (cca 15-20 % celkových emisí) a změny využívání půdy 
[9]. 

Přechod mezi dobou ledovou a meziledovou a nástup doby ledové jsou spojeny se 
značným snížením nebo zvýšením koncentrace oxidu uhličitého v atmosféře a s ním 
související změnou teploty [10]. Změny koncentrace CO2 tedy nejsou neobvyklý jev. Problém 
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je s narůstající rychlostí těchto změn, která způsobuje, že rostliny nestačí přiměřeně reagovat 
přizpůsobením svých vlastností [7]. 

Pokud bychom se ohlédli do dávné historie, v období 18 000 až lOOOOpř. n. 1. 
koncentrace CO2 v atmosféře kolísala kolem hodnot 200-280 umol- moľ 1 a za posledních 
650 000 let nikdy nepřevýšila 310 umol-moľ 1 [11]. Zatímco před průmyslovou revolucí 
v polovině 18. století se koncentrace CO2 pohybovala v rozmezí 270-280 umol-moľ 1, 
Borroughs [1] ve své publikaci uvádí, že hodnota koncentrace CO2 v roce 2005 činila 
380 umol-moľ 1. A o pět let později pak stoupla na 390 umol-moľ 1, jak uvádí Canadell et al. 
[12]. Ti dále popisují, jak se měnily roční nárůsty koncentrace CO2. Zatímco v letech 1970-
1979 byl nárůst 1,3 umol-moľ 1, později v období 2000-2006 už nárůst činil 1,9 umol-moľ 1. 
Podle N O A A (National Oceanic & Atmospheric Administration) [13] se současná 
koncentrace blíží hodnotě 400 umol-moľ 1. Hönisch et al. [14] tvrdí, že současná hladina 
nemá obdoby za posledních 2,1 milionu let. Názorný je obr. 2, který ukazuje průběh 
koncentrace za posledních cca 1 000 let. 

380 

2000 

Obr. 2 Časová závislost koncentrace oxidu uhličitého. [1] 

S měnící se koncentrací CO2 dochází také nejen ke zvyšování koncentrace dalších 
skleníkových plynů, ale také se zvyšuje depozice dusíku jednak z hnojiv používaných 
v zemědělství a z produktů spalování. Tato depozice se pohybuje v rozmezí 10-150 kg/ha 
v závislosti na lokalitě [15]. Proto je třeba počítat se zvýšenou dostupností uhlíku i dusíku. 
Vzhledem k tomu, že ve většině přirozených ekosystémů je nedostatek dusíku limitujícím 
faktorem, lze očekávat příznivý vliv na rychlost fixace CO2 a růst rostlin díky narůstající 
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depozici dusíku [7]. Holland et al. [16] podle matematických modelů vyvodili, že celková 
depozice dusíku zvyšuje roční fixaci uhlíku suchozemským porostem o 1,5-2,0 Gt. 

2.2 Vliv zvýšené koncentrace C0 2 na rostliny 

Biosféra působí zejména prostřednictvím fotosyntézy jako základní kontrola nad úrovní 
oxidu uhličitého v atmosféře. Jedná se o dočasný sink (úložiště) pro podíl dodatečného CO2 
vloženého do atmosféry skrze uhlíkový cyklus. Protože produktivita biosféry roste se 
zvyšující se hladinou CO2, zpomaluje se nahromadění plynu v atmosféře. Tento mechanismus 
se uplatnil jako hlavní dopad na dřívější klima a je faktorem oddálení některých následků 
emisí skleníkového plynu díky spalování fosilních paliv [1]. 

Přímé účinky zvýšené koncentrace CO2 se však projevují nejen změnami rychlosti 
fotosyntézy, ale také fotorespirace a vodivosti průduchů a v neposlední řadě dochází ještě 
k významným interakcím mezi danými procesy [7]. Například snížení obsahu dusíku 
způsobuje změnu růstové a udržovací složky dýchání nebo snížení vodivosti průduchů, jež 
zlepšuje vodní bilanci rostlin, může oddálit vodní deficit během poledne a prodloužit denní 
fázi s pozitivní fotosyntetickou bilancí. Navíc kromě nárůstu biomasy se i předpokládá změna 
biochemického složení rostlinných pletiv [17], a to vyšší obsah sacharidů, menší obsah dusíku 
a bílkovin a z toho vyplývající vyšší poměr C/N [18]. 

2.2.1 Minerální výživa 

Pří fotosyntéze se tvoří prekurzory uhlíkatých struktur, na které se pak váží některé 
minerální živiny a také se produkují redukované kofaktory (NADPH) a energie ve formě 
ATP. Tyto molekuly jsou důležité pro aktivní příjem živin a jejich akumulaci [7]. Efekt 
zvýšené koncentrace CO2 na rychlost fotosyntézy určuje také příjem a obsah minerálních 
živin a naopak dostupnost živin ovlivňuje míru působení CO2 na fotosyntézu a produkci 
rostlin. 

Biogenní živiny jsou navzájem nenahraditelné, ale i přes to má jedinečné postavení dusík. 
Jeho koncentrace je v rostlinách nejvyšší a je obsažen ve všech proteinech. Dostupnost dusíku 
je v různých lokalitách odlišná, a tak je třeba počítat jak s nedostatkem, tak s přebytkem. 
Důležitá role dusíku v rostlinách pro tvorbu a hromadění organických látek ovlivňuje 
hodnocení interakce zvýšené hladiny CO2, příjmu dusíku a tvorby organických látek. Během 
akumulace sušiny v obilkách, tzv. generativní fáze růstu, může docházet k urychlenému 
rozkladu enzymů, např. Rubisco, jež zajišťuje fixaci atmosférického CO2, vlivem 
nedostatečné zásoby dusíku ve vegetativních orgánech. Důsledkem by mohlo být to, že se 
více omezí růst výnosů, které by byly dosaženy pří dobré dostupnosti dusíku po celou dobu 
vegetace [7]. 

Luo et al. [19] uvádí, že zvýšením koncentrace CO2 se zvyšuje rychlost jeho fixace 
a zároveň se snižuje obsah enzymu Rubisco, obsah dusíku v listech klesá o 15-20 %. Jednak 
se obsah dusíku „naředí" vyšším obsahem sacharidů, ale také se snižuje množství 
fotosyntetických bílkovin. Tím se zvyšuje účinnost využití dusíku rostlinami. BassiriRad et al. 
[20] ze svých experimentů vyvozují, že obecně popisované snížení dusíku v rostlinách 
pěstovaných v atmosféře se zvýšenou koncentrací CO2 je způsobeno neschopností kořenů 
adaptovat se na zvýšené požadavky dusíku. 
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Dijkstra et al. [18], kteří zkoumali ozimou pšenici, uvádějí, že koncentrace dusíku v sušině 
se snížila o 5 %, ale vychytávání dusíku na plošnou jednotku půdy bylo pří působení zvýšené 
koncentrace CO2 vyšší o 11 %. 

Nátr [7] ve své publikaci jednoduše shrnuje, že růst rostlin a jejich výnosy nejsou 
ovlivňovány jedním parametrem, ale míra účinku zvýšené koncentrace CO2 se odvíjí od 
působící energie záření, dostupnosti vody, minerálních látek, teploty atd. Zároveň píše, že 
výnos kulturních rostlin je dán genotypem, průmyslovým hnojením, dostatkem vody 
a opatřením proti chorobám, škůdcům a plevelům. 

2.3 Vliv zvýšené koncentrace C0 2 na pšenici 

Někdy je těžké zobecnit některé zákonitosti, jimiž se řídí růst rostlin. Variabilita rostlin je 
vysoká, liší se specifitou struktur, podmínkami růstu a občas se mohou výsledky lišit u jiné 
odrůdy příslušného druhu. Proto je třeba blíže specifikovat i námi studovanou pšenici setou. 
Jedná se o velmi významnou plodinu podílející se na výživě lidstva, a proto si zaslouží velkou 
pozornost [7]. 

Jablonski et al. [21] provedli meta analýzu studií týkajících se vlivu zvýšené koncentrace 
CO2 na semenné rostliny a obilniny, včetně koncentrace dusíku v semenech a došli k závěru, 
že růst při zvýšené koncentraci CO2 má za následek významné snížení dusíku v obilkách 
pšenice a ječmene, ale naopak nikoli u sóji a rýže. 

2.3.1 Rozdíly mezi kultivary 

V roce 1997 sledovali Batts et al. [22], jak se mění vývoj a fotosyntetické charakteristiky 
porostů u dvou kultivarů pšenice v atmosféře se zvýšenou koncentrací CO2. Rozdíly mezi 
kultivary byly zjištěny pouze na počátku vegetačního období. Lišily se od sebe průběhem 
vývoje a rozdílným odnožováním. Po zbytek vegetace byly reakce hodně podobné. Zvýšená 
koncentrace CO2 vyvolává intenzivnější odnožování, což se projeví větší hustotou porostu 
a větší absorpcí záření. 

Manderscheid a Weigel [23] porovnávali 6 kultivarů jarní pšenice obecné v podmínkách 
zvýšené koncentrace CO2 se zaměřením na růst a fyziologické charakteristiky, přičemž nebyl 
zjištěn vliv na rychlost fotosyntézy ani na obsah bílkovin nebo obsah chlorofylu v listech. 
Došlo ke zvětšení plochy listů a také byl zjištěn pozitivní vliv na hmotnost sušiny u starších 
kultivarů. U obilek činilo toto navýšení 46 %. U nových kultivarů to bylo pouze 28 %. 

2.3.2 Vliv minerálních živin 

Monje a Bugbee [24] sledovali fotosyntetické charakteristiky porostu pšenice pří normální 
a zvýšené koncentraci CO2 a dostatku minerálních živin, a sledovali fotosyntetické 
charakteristiky porostu. U rostlin pěstovaných ve zvýšené koncentraci CO2 byl výnos zrn 
o 13 % vyšší a také se zvýšil podíl hmotnosti sušiny kořenů z celkové hmotnosti. Jejich 
závěrem je, že pokud mají rostliny optimální podmínky pro pěstování, vyšší koncentrace CO2 
zvýší sílu sinku a následně se zrychlí fotosyntéza. Předpokládá se, že dostatečně velký sink 
zabrání zpětnovazebně inhibici fotosyntézy při dlouhodobém působení CO2. 

Wolfův experiment [25] byl zaměřen na sledování parametrů pšenice pěstované při různé 
dostupnosti dusíku, fosforu a draslíku a tyto varianty byly navíc vystaveny zvýšené 
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koncentraci CO2. Deficit dusíku způsobil značné snížení vlivu zvýšené koncentrace CO2 na 
hmotnost sušiny a podobně se zvýšila i hmotnost sušiny obilek. U většiny variant byl pak také 
zaznamenán snížený obsah živin vlivem zvýšené koncentrace CO2, přičemž nejvýraznější 
rozdíl byl v obilkách. 

Fangmeier et al. [26] posuzovali vliv zvýšené koncentrace CO2 a dávek ozonu a dusíku na 
koncentraci nutričních prvků a kvalitu zrna u jarní pšenice. V zelených listech se snížil obsah 
všech prvků (kromě fosforu a železa), ale v zrnu se snížil pouze obsah dusíku, vápníku, síry 
a železa. V důsledku zvýšené koncentrace CO2 se snížila poptávka po dusíku v zelených 
tkáních, ale také se zvýšila účinnost jeho využití. Mohlo za to především snížení obsahu 
Rubisco a represe fotorespirační dráhy a snížená alokace dusíku pro enzymy pohánějící 
cyklus fotosyntetické oxidace uhlíku. Příjem dusíku tedy neodpovídal příjmu uhlíku. Autoři 
to vysvětlili tak, že pokud je příjem dusíku z půdy ukončen již po výkvětu, dusík určený zrnu 
pochází z vegetativních fondů způsobujících snížení koncentrace dusíku v zrnu při obohacení 
atmosféry C 0 2 (15 %). 

Taub et al. [27] udávají pokles proteinů v pšeničném zrnu v důsledku zvýšené koncentrace 
CO2 o 9,8 %. Účinek zvýšené koncentrace CO2 byl ovlivněn proměnnými životního prostředí. 
Například množství proteinů se snížilo více, když byla vyšší koncentrace CO2 aplikována na 
rostliny pěstované při nízkých dávkách dusíku, než při vyšších dávkách (16,4 %, resp. 9,8 %). 
Dále byl zjištěn větší vliv zvýšené koncentrace CO2 na celé zrno než na pšeničnou mouku, 
což znamená, že zvýšená koncentrace CO2 může mít menší vliv na koncentraci proteinů 
v endospermu než v jiných částech zrna. Dopad na výživu lidí by se tedy mohl lišit podle 
toho, zda se konzumují výrobky z celých zrn nebo z bílé mouky. Rozdíly mohly nastat 
v důsledku velmi rozdílných akumulačních modelů strukturních a metabolických proteinů 
aleuronu a klíčku ve srovnání s hlavními zásobními proteiny endospermu. V pšeničném zrnu 
se strukturní a metabolické proteiny během vývoje obilek akumulují dříve než hlavní zásobní 
proteiny [28]. Také se zdá, že akumulace strukturních a metabolických proteinů v obilkách je 
regulována sinkem, zatímco akumulace zásobních proteinů je do značné míry omezena 
zdrojem dusíku rozvíjejícího se zrna. Z toho plyne předpoklad, že vliv zvýšené koncentrace 
CO2 na bílkovinnou výživu člověka by mohl být zmírněn zemědělskými postupy. 

Idso a Idso [29] tvrdí, že veškeré účinky zvýšené koncentrace CO2 na obsah proteinů 
v plodinách by se mohly zlepšit zvýšeným používáním dusíkatých hnojiv. Výsledky 
z Taubovy studie [27] ukazují, že zvyšující se množství dusíku v půdě minimalizuje vliv 
zvýšené koncentrace CO2 na množství proteinů, ale přesto se i při vysokém přídavku dusíku 
obsah proteinů snížil téměř o 10 %. Jeho závěry říkají, že i když by bylo možné hnojivo 
použít ke zmírnění dopadů zvýšené koncentrace CO2 v atmosféře, nelze ho považovat za 
univerzální řešení z důvodu ekologických dopadů na ekosystémy a malé dostupnosti hnojiv 
pro zemědělce v mnoha zemích. 

Proteiny jsou nej důležitější složkou pšeničných zrn zabezpečující kvalitu konečného 
využití. Změny obsahu a složení pšeničných proteinů významně určují kvalitu mouky pro 
pekařské účely. Přestože proteinové složení závisí zejména na genotypu pšenice, může být do 
značné míry ovlivněno environmentálními faktory a jejich interakcemi [28]. 

Fangmeier et al. [26] uvádí, že s rostoucí koncentrací CO2 se výrazně snížily hodnoty 
Zelenyho testu, čísla poklesu a obsah suchého a mokrého lepku. I přes příznivý dopad CO2 na 
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růst a výnos C 3 rostlin, resp. obilnin, bude v budoucnu problém se snižováním kvality mouky 
v důsledku zvyšování koncentrace CO2 v atmosféře. 

Novotná et al. [30] porovnávali vliv několika růstových faktorů na pšenici současně. 
Zvýšená koncentrace CO2 zvýšila jednak nadzemní biomasu a také výnos zrna. Hnojení 
dusíkem s vyloučením U V radiace pak umocnilo stimulující efekt zvýšené koncentrace CO2. 
Naopak sucho zmírnilo vliv zvýšené koncentrace CO2. Kromě toho zvýšená koncentrace CO2 
snížila některé kvalitativní parametry (obsah proteinů nebo Zelenyho test). 

2.4 Pšeničné proteiny 

Pšeničné zrno se skládá ze tří hlavních částí. Těmi jsou obalové vrstvy, klíček 
a endosperm. Obalové vrstvy (otruby) jsou tvořeny z velké části z nerozpustných 
polysacharidu, jako je celulosa, které slouží jako zdroj vlákniny. Klíček představuje zárodek, 
ze kterého vyroste nová rostlina. Nese genetické informace a má vysoký podíl tuku. Největší 
podíl zrna tvoří endosperm. Je zdrojem zásobních látek pro rostlinu ve fázi klíčení. Z velké 
části obsahuje škrob (cca 3/4) [31], ale tou nejdůležitější částí jsou bílkoviny. Ty jsou 
v endospermu zastoupeny 10-13 % [32]. Proteiny jsou ve svém složení a v molekulových 
hmotnostech vysoce heterogenní. Obsah a jejich kvalita je stěžejní pro pekařskou kvalitu 
pšeničné mouky. 

Podle nedávné studie [33] se obsah celkových proteinů v genotypech běžné pšenice 
(Triticum aestivum) pohyboval od 10,87 do 13,04 % a u tetraploidní pšenice tvrdé (Triticum 
durum) od 11,46 do 16,53%. Screening provedený Vogelem et al. [34] ovšem ukázal 
mnohem větší změny v obsahu proteinů, a to od 7 do 22 %, přičemž genetická složka 
představovala pouze cca 5 %. Větší část změn se vyskytovala v důsledku jiných 
(environmentálních) faktorů. 

Molekulová hmotnost proteinů se obecně pohybuje v řádech tisíců až milionů Daltonů. 
Pšeničné proteiny mají 30 tisíc až víc než 10 mil. Daltonů [35]. Tím že pšeničné proteiny 
vykazují vysokou komplexitu a také různé vzájemné interakce, je ztížena celá charakterizace. 
Obvykle jsou klasifikovány podle rozpustnosti. Po Osbornově extrakci se získá velice 
heterogenní skupina zahrnující nelepkové proteiny (albuminy a globulíny) a lepkové proteiny 
(gliadiny a gluteniny). Lepkové proteiny se v přirozeném stavu vyskytují jako oligomery 
různých polypeptidů, které obsahují více než 35 % hydrofobních aminokyselinových zbytků 
(isoleucin, leucin, tryptofan, tyrosin, valin, fenylalanin a prolin) [36], přičemž 6-12 % 
pšeničných proteinů tvoří prolin [37]. 

2.4.1 Albuminy a globulíny 

Albuminy a globulíny se řadí mezi nelepkové proteiny a většina je zapojena do 
metabolických procesů jako enzymy. Polymerní globulíny (triticiny) pak tvoří minoritní 
skupinu pšeničných zásobních proteinů (cca 5 % celkových proteinů) [38]. Podle studie 
Stehna et al. [39] provedené na českých kultivarech pšenice tvoří albuminy a globulíny 
22,29-30,81 % z celkových proteinů. Molekulové hmotnosti této proteinové frakce, jak 
stanovili Žilič et al. [40], se pohybují v rozmezí 76,4-12,4 kDa, ovšem většina proteinů je 
menší než 25 kDa. Vyskytují se v monomerní formě, ale obsahují i polymerní proteiny, které 
jsou stabilizované meziřetězcovými disulfidickými vazbami [41]. Albuminy a globulíny se 
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akumulují od výkvětu pšenice do cca 20. dne a potom zůstávají téměř na konstantní úrovni 
[28]. 

2.4.2 Lepek 

Pšenice je mezi obilovinami jedinečná v tom, že mouka z pšenice obsahuje proteinový 
komplex, tzv. lepek. Díky němu má vypracované těsto reologické vlastnosti potřebné 
k výrobě kynutého chleba [42]. Dále uděluje těstu kapacitu absorbovat vodu, kohezivitu, 
viskozitu a elasticitu. Mezi běžné zdroje lepku patří velká spousta potravin. Lepek je rovněž 
významný vedlejší produkt pří výrobě pšeničného škrobu a je takto celosvětově produkován 
v obrovském množství [43]. Jednou variantou pro jeho zpracování je enzymová hydrolýza, 
která se široce používá v potravinářském průmyslu pro zlepšení funkčních vlastností 
(rozpustnost, emulzifikace, schopnost tvořit filmy) nebo příprava silně hydrolyzovaných 
proteinů pro hypoalergenní diety a nutriční terapii. 

Pojem lepek obecně odkazuje na příslušné proteiny pšeničného zrna. Ovšem někdy je 
nesprávně použit ve vztahu k jiným plodinám (např. kukuřičný lepek). Existuje také nutriční 
koncept tohoto pojmu, který odkazuje na rozsah proteinů způsobující různé potravinové 
intolerance. V tom případě pokrývá odpovídající proteiny z žita, tritikále, ječmene a možná 
ovsa [32]. 

Lepek obsahuje stovky proteinových složek, které existují buď ve formě monomerů nebo 
oligo- a polymerů, které jsou spojeny disulfidickými vazbami. Klasifikace lepkových proteinů 
je zobrazena ve schématu na obr. 3. Podle alternativní klasifikace se lepek také dělí na tři 
velké skupiny, a to proteiny bohaté na síru (a-, P-, y-gliadiny a B-, C - L M W gluteniny), 
proteiny chudé na síru (co-gliadiny a D - L M W gluteniny) a vysokomolekulárni proteiny 
(HMW gluteniny). 

Pšeničné lepkové proteiny-

i— Monomerní gliadiny —, 

r * \ 
Polymemí gluteniny 

co-gliadiny oc/p—gliadiny y-gliadiny LMW podjednotky HMW podjednotky 

B ,C , D | 
podskupiny 

I A 

podskupina 

podjednotky 
chudé na 
síru 

podjednotky bohaté na síru 

Obr. 3 Klasifikace lepkových proteinů [44] 

Gliadiny a gluteniny jsou považovány za hlavní zásobní proteiny pšenice, které, jak se zdá, 
nemají žádnou jinou funkci než zajistit rezervu aminokyselin pro rozvíjející se rostlinu během 
klíčení [32]. Tím, že jsou nerozpustné ve vodě, nemohou být pří klíčení rozpuštěny 
a odvedeny pryč. 
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Tvoří cca 60-90 % celkových proteinů v zrnu a jsou zpravidla bohaté na asparagin, 
glutamin, arginin a prolin a naopak obsahují velmi málo lysinu, tryptofanu a methioninu [45]. 
Cystein sice patří mezi minoritní aminokyseliny v lepku (cca 2 %), je ovšem považován za 
velmi důležitou součást struktury určující zároveň funkčnost lepku [46]. Většina cysteinu 
tvoří jednak disulfidické vazby mezi jednotlivými proteiny a také vazby v rámci jednoho 
řetězce (intramolekulární). Tvorba disulfidických vazeb v lepku probíhá i během zrání, kdy se 
zrno vysušuje a dokonce i při skladování, i když mnohem pomaleji [47]. Kovalentní struktura 
lepku je navíc spojená nekovalentními vazbami, jako jsou vodíkové vazby, iontové 
a hydrofobní interakce. I když jsou vodíkové vazby samy o sobě slabé, při tvorbě těsta se jich 
tvoří velké množství a zajišťují jeho stabilitu. Hydrofobní a iontové interakce se vyskytují 
v malém množství, ale hrají klíčovou roli při interakcích mezi polymery, což také podporuje 
stabilitu těsta [37]. 

Zásobní proteiny se akumulují cca od šestého dne po konec plnění zrna. Také bylo 
popsáno, že se gliadiny při plnění zrna hromadí dříve než gluteniny. Akumulace proteinových 
frakcí tedy neprobíhá současně, z čehož vyplývá měnící se proteinové složení zrna během 
jeho vývoje. Důsledkem může být třeba to, že podmínky, které zkracují období plnění zrna, 
jako je vysoká teplota nebo sucho, ovlivňují rovnováhu proteinových frakcí. Triboi [28] ve 
své práci píše o vlivu vodního deficitu a jeho interakce s teplotou na akumulaci proteinových 
frakcí. Analýza kinetiky akumulace gliadinů a vysokomolekulárních a nízkomolekulárních 
gluteninů u zavlažovaných a nezavlažovaných polí neprokázala významný vliv sucha, avšak 
sucho zkrátilo období plnění zrna. 

Je jasné, že rostlinná výživa má schopnost měnit složení lepku a že dostatek dusíkatých 
hnojiv nejspíš zvyšuje obsah proteinů. Randall a Wrigley [48] navrhují vysvětlení, že může 
být tato změna doprovázena nedostatkem síry podle toho, jaké bylo použito hnojivo. To by 
znamenalo úbytek proteinů bohatých na síru a větší podíl proteinů s nízkým obsahem síry, 
což jsou co-gliadiny. Navíc se nejspíš zvyšuje podíl vysokomolekulárních podjednotek 
gluteninů na úkor proteinů bohatých na síru. Tento fakt musí dále vést k narušení rovnováhy 
lepkových proteinů v rámci každé frakce. 

Poměr gliadinů a gluteninů jasně ovlivňuje mechanické vlastnosti těsta. Přesněji řečeno 
čím více gliadinů lepek obsahuje, tím nižší je odolnost těsta k natahování, zatímco tažnost je 
vyšší [49]. Polymerní glutenin je většinou zodpovědný za elasticitu těsta a monomerní gliadin 
je spojen s roztažností. Z toho vyplývá, že poměr těchto proteinů může přímo určovat 
rovnováhu síly těsta a roztažností [32]. 

2.4.2.1 Gliadiny 

Gliadinové proteiny jsou lepkové proteiny, které se vyskytují ve formě monomerních 
polypeptidů. Disulfidické vazby, jež jsou v gliadinech přítomny, jsou prakticky všechny 
intramolekulární. Tyto proteiny mají zastoupení asi 30-40 % z celkových proteinů pšeničné 
mouky a tvoří polymorfní směs proteinů rozpustných v 70% alkoholu [32]. 

Když se gliadinové proteiny rozdělí buď elektroforézou nebo pomocí RP-HPLC, vzor se 
skládá z překrývajících se kombinací polypeptidů odvozených ze šesti bloků gliadinových 
genů. Prakticky mohou být gliadiny rozděleny do skupin dle elektroforetických mobilit 
v polyakrylamidovém gelu v kyselém pH (pH 3) (obr. 4), přičemž tyto oblasti 
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elektroforetických mobilit se označují jako a-, p \ y- a ro-gliadiny a pohybují se v rozsahu 
molekulových hmotností od 30 do 74 kDa. Gliadinové polypeptidy mohou být také 
identifikovány podle vzorů vytvořených SDS-PAGE (obr. 5), ovšem SDS-PAGE neposkytuje 
tak dobré rozdělení. Kromě toho většina gliadinů má při SDS-PAGE podobnou 
elektroforetickou mobilitu jako některé gluteninové podjednotky, pokud se neprovede 
prefrakcionace pro izolaci gliadinů [32], [50]. 

Obr. 4 A-PAGE gliadinových proteinů [51] 
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Obr. 5 SDS-PAGE gliadinových proteinů [49] 

Mezi nej větší, ale zároveň nejméně zastoupené, gliadinové frakce se řadí co-1,2 
a co-5 gliadiny s molekulovými hmotnostmi 52-74 kDa. Podle analýzy Žilič et al. [52] tvoří 
pouze 0,50-2,53 % extrahovatelných proteinů v rámci genotypů pšenice pro výrobu chleba, 
a-, P- a y-gliadiny mají nižší molekulové hmotnosti, a to v rozsahu 30-51 kDa [53], a tvoří 
v průměru 61,54 % extrahovatelných proteinů [52]. Poměr a/p- a y-gliadinů ku co-gliadinům 
ovlivňuje obsah sirných aminokyselin, kvalitu proteinů pšeničného zrna a strukturu 
a funkčnost lepku. Vzhledem k tomu, že a- a P-gliadiny jsou spolu úzce spojeny, jsou někdy 
tyto frakce společně označovány jako a/p nebo jen a. 

Co se týká aminokyselinového složení, tak všechny skupiny gliadinů mají složení 
víceméně podobné. Pouze co-gliadiny mají buď velmi málo nebo vůbec žádný cystein či 
methionin a obsahují malá množství základních aminokyselin [53]. Nicméně nejvíce obsahují 
glutamin, prolin a fenylalanin, které tvoří cca 80 % všech aminokyselin [35]. Z toho vyplývá, 
že co-gliadiny nemusí obsahovat vůbec žádné disulfidické vazby. Ostatní gliadiny vytváří 
intramolekulové disulfidické vazby. U a-gliadinů se vyskytuje šest a u y-gliadinů osm 
cysteinových zbytků nacházejících se na C-terminální doméně, přičemž tyto zbytky tvoří tři, 
resp. čtyři disulfidické vazby [54]. 

Studie zabývající se sekundární strukturou gliadinů [55] naznačuje, že a-, P- a y-gliadiny 
obsahují z 30-35 % a-helix a P-skládaný list (cca 10 % v a gliadinech). Naopak co-gliadiny 
neobsahují žádné a-helixy nebo P-skládané listy, ovšem jsou bohaté na konformaci tzv. 
„P-turn". V této studii navíc vyvodili závěry, že co-gliadiny jsou stabilizovány silnými 
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hydrofobními interakcemi a hlavními stabilizujícími silami a-, P- a y-gliadinů jsou kovalentní 
disulfidické vazby a nekovalentní vodíkové můstky. 

Žilič et al. [49] přirovnávají ve své práci lepek ke dvousložkovému lepidlu, kde gliadiny 
fungují jako plastifikátor (změkčovadlo) nebo rozpouštědlo pro gluteniny. Gliadiny podporují 
viskózni tok a roztažnost, což jsou důležité reologické charakteristiky. Tito autoři také 
shrnuli, že y-gliadiny by mohly souviset se sílou lepku a P-gliadiny by mohly být spojeny se 
zvýšeným objemem bochníku. Gliadinové proteiny také mohou interagovat s gluteninovými 
polymery tvorbou nekovalentních vazeb, což spíše přispívá viskozite lepku než elasticitě. 

2.4.2.2 Gluteniny 

Gluteniny jsou lepkové polypeptidy, které jsou navzájem propojeny meziřetězcovými 
disulfidickými vazbami. Kromě toho se u nich ještě stejně jako u gliadinů vyskytují 
intrařetězcové disulfidické vazby. Tato frakce lepku je v endospermu zastoupena asi ze 45 % 
z celkových proteinů. Podle analýzy Žilič et al. [52] z toho rozpustné gluteniny činí 9,49-
14,91% celkových proteinů a nerozpustné gluteniny pak v průměru 26,76% celkových 
proteinů v genotypech pšenice seté. U tetraploidní pšenice tvrdé se tyto hodnoty pohybovaly 
v rozmezí 7,24-11,69 %, resp. 24,59 %. Obsah aminokyselin je podobný gliadinům. Obsahují 
vysoké množství glutaminu a prolinu a mají málo aminokyselin s nabitým postranním 
řetězcem. 

Gluteninové proteiny se běžně rozdělují na dvě velké skupiny, kterými jsou H M W a L M W 
podjednotky. Tyto skupiny se zásadně liší svými molekulovými hmotnostmi. H M W 
podjednotky mají molekulové hmotnosti v rozmezí 75-120 kDa a činí cca 5-10 % celkových 
proteinů. Jde o proteinovou frakci lepku s největšími molekulovými hmotnostmi. Zatímco 
L M W podjednotky se pohybují svou molekulovou hmotností v oblasti 30-74 kDa a tvoří 20-
30 % celkových proteinů [56], [57]. Spolu s gliadiny tedy pokrývají stejnou oblast 
molekulových hmotností. 

Kromě toho mohou být ještě gluteniny rozděleny na základě elektroforetických mobilit na 
SDS-PAGE do čtyř skupin A, B, C a D, jak ukazuje obr. 6, na kterém je SDS-PAGE 
gluteninových proteinů. Skupina A zahrnuje H M W gluteninové podjednotky a skupiny B, C 
a D představují L M W podjednotky. Skupiny B a C se nachází v oblasti molekulových 
hmotností 42-51 kDa, resp. 30-41 kDa. Do skupiny D patří vysoce kyselé L M W podjednotky 
o molekulové hmotnosti 52-74 kDa [58]. Pšenice setá obsahuje vždy tři až pět H M W 
podjednotek, které jsou zakódovány na dlouhém rameni chromozomů. Každý lokus (pozice 
na chromozomu) se skládá ze dvou pevně vázaných genů, které mohou kódovat dva různé 
typy H M W podjednotek, a to x-typ o větších molekulových hmotnostech a y-typ o menších 
molekulových hmotnostech (viz obr. 6) [32]. 
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Obr. 6 SDS-PAGE gluteninových proteinů [49] 

Lepkové proteiny mají před vznikem polymeru dvě úrovně agregace. Na první úrovni se 
pomocí kovalentních vazeb tvoří H M W a L M W podjednotky gluteninu a na druhé úrovni se 
tvoří a stabilizují pomocí vodíkových a disulfidických vazeb větší agregáty, které se nazývají 
gluteninový makropolymer [32]. Byl navržen rozvětvený model polymerního lepku, kde se 
nachází tři gluteninové frakce lišící se molekulovou hmotností (HMW podjednotky, B - L M W 
podjednotky a C - L M W podjednotky), jež obsahují thiolové a disulfidové skupiny. Model byl 
navržen tak, že x- a y-typ H M W podjednotek je spojen formou hlava-pata disulfidickými 
vazbami, což tvoří páteř polymeru. Řetězce L M W podjednotek vytváří větvení y-typu na 
čtyřech místech [59]. Jiný model říká, že základní řetězec makropolymeru je tvořen jak H M W 
podjednotkami, tak L M W podjednotkami, přičemž větvení opět probíhá skrz y-typ H M W 
podjednotek. 

Polypeptidové složení pšeničné mouky je jednak dáno genotypem pšenice, a to díky 
alelickému složení tří H M W podjednotek gluteninu, tří L M W podjednotek a šesti gliadin-
kódujícím místům na chromozomu. Četné kombinace alel umožňují velký potenciál pro 
biodiverzitu. K tomuto kvalitativnímu aspektu se pak přidává úroveň exprese genů určujících 
absolutní a relativní množství genových produktů. Nakonec poskytují ještě širší odchylky 
v proteinovém složení vlivy růstových podmínek na úroveň exprese a různou citlivost 
expresních hladin na jednotlivých genech [32]. 

2.5 Lepek a zdraví 

Lepkové bílkoviny způsobují různé intolerance a alergie. Žilič et al. [49] píší, že v tomhle 
ohledu jsou zatím nejlépe pochopené co-5 gliadiny, které jsou nejvíce imunoreaktivní frakcí 
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a vystupují jako hlavní alergeny u cvičením způsobené anafylaxe závislé na pšenici 
(WDEIA), což je nej nebezpečnější život ohrožující potravinová alergie zprostředkovaná IgE. 
Nicméně Waga et al. [60] zjistili, že ro-1,2 gliadiny jsou nejspíše stejně imunoreaktivní a a-, 
(3- a y-gliadiny také rozeznávají specifické IgE, pouze mají asi poloviční vazebnou kapacitu 
než co-gliadiny. 

Je mnoho proteinů lepku, jež obsahují epitopy stimulující T-buňky, což může způsobit 
celiakii [61]. Celiakie je způsobena intolerancí na požitý pšeničný lepek nebo příbuzné 
proteiny z žita a ječmene. Tato nemoc převládá u bělochů (1 z 200 jedinců), ale pouze 20-
50 % těchto disponovaných jedinců má subjektivní příznaky. Jde o získanou poruchu, která 
může být diagnostikována v dětství, ale také později v dospělosti. Imunitní odpovědí jsou 
chronické záněty tenkého střeva, které nakonec způsobují jeho poškození. Z tohoto důvodu je 
nutná celoživotní bezlepková dieta. Toto onemocnění je pravděpodobně vyvoláno několika 
faktory, jež zahrnují environmentálni složku a genetické faktory (HLA geny). Kvůli souhře 
těchto faktorů je těžké identifikovat základní mechanismus patogeneze. H L A geny byly 
identifikovány jako predispozice k onemocnění (u většiny pacientů H L A DQ2, v menší míře 
H L A DQ8). 

Rashtak a Murray [62] popsali mechanismus imunitní reakce následovně. Geneticky 
citlivým jedincům se exprimují geny H L A DQ2 či H L A DQ8. Při požití lepkových proteinů 
dochází k rozpoznání gliadinů T lymfocyty. Ve střevě probíhá reakce gliadinových proteinů 
s tkáňovou transglutaminázou a to vyvolá selektivní deamidaci glutaminových zbytků. 
Deamidované komplexy gliadinových peptidů a TTG moderované B-buňkami vyvolávají 
zesílenou aktivaci specifických T-buněk. Tyto aktivované T-buňky interagují s odpovědí 
B-buněk a dohromady stimulují vylučování protilátek. Následně vzniká zánětlivý proces, jenž 
nakonec způsobuje destrukci střevní mukózy. 

Podle Vadera et al. [63] je odpověď dominantní u peptidů frakcí a- a co-gliadinů a naopak 
méně často pozorovali odpověď u y-gliadinů a L M W podjednotek gluteninů. Podle faktu, že 
a- a co-gliadinové peptidy obsahují čtyři prolinové zbytky, y-gliadiny pouze dva nebo tři 
a L M W podjednotky jeden nebo dva, se předpokládá ochrana peptidů prolinem pro degradaci 
v trávicím traktu, čímž se zvýší pravděpodobnost stimulace T-buněk. Vzhledem k tomu, že 
gliadinové peptidy mají vysoký obsah prolinu, jsou kritické pro tvorbu aktivních 
T-buňkových epitopů, jež hrají roli při celiakii. Tyto epitopy jsou v lepkových proteinech 
tvořeny sekvencemi o čtyřech až osmi aminokyselinách [64]. Takové sekvence objevující se 
několikrát v alergenních proteinech mohou zvýšit účinnost imunologické reakce a zhoršit 
příznaky alergie. 

Existuje vize, že by někteří jedinci trpící celiakii mohli snášet pšenici, která obsahuje málo 
epitopů stimulujících T-buňky. Redukce těchto epitopů by mohla být prospěšná u dětí, 
u kterých by se tím oddálil nebo úplně zastavil nástup nemoci a také by se zmírnily příznaky 
v případě nediagnostikovaných jedinců, kterých je značné množství. 

Kromě celiakie patří mezi nejznámější nemoci spojené s lepkem ještě alergie na pšenici. 
V obou případech je reakce na lepek zprostředkovaná aktivací T-buněk. Ovšem u alergie na 
pšenici je spouštěčem uvolňování chemických mediátorů, jako je histamin, z bazofilů 
a žírných buněk síťování IgE, které je vyvoláno opakujícími se sekvencemi v lepkových 
peptidech [65]. Mezi tyto alergie se řadí pekařské astma, potravinová alergie, WDEIA nebo 
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kontaktní kopřivka. Na rozdíl například od WDEIA, kterou způsobuje specifický typ proteinu 
(o>5 gliadiny), jsou ostatní alergie spojeny s širším spektrem pšeničných proteinů. Studie 
s purifikovanými proteiny a specifickými IgE testy se séry pacientů [66] ukázaly, že 60 % 
mělo IgE na a-gliadiny, P-gliadiny a L M W podjednotky gluteninů, 55 % na y-gliadiny, 48 % 
na (D-gliadiny a 26 % na H M W podjednotky gluteninů. 

2.6 Metody stanovení lepkových proteinů 

2.6.1 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu 

Elektroforéza je elektromigrační technika, jejímž principem je migrace nabitých částic 
a molekul v elektrickém poli. To lze využít při analýze složek, které jsou schopny získat 
náboj, mezi které patří nukleové kyseliny, proteiny a peptidy nebo některá barviva [67]. Tato 
technika se stala hlavním nástrojem v biochemii, molekulární biologii, analytické chemii 
a proteomice. Kromě analytických účelů může být také využita jako preparativní metoda pro 
částečnou purifikaci molekul před použitím jiných technik, např. hmotnostní spektrometrie 
[68]. 

V analýze potravin se elektroforetické metody využívají zejména k separaci a detekci 
proteinů. Proteiny jsou amfoterní molekuly, což znamená, že mohou vystupovat jako anionty 
i kationty [67]. Tyto nabité molekuly umístěné do elektrického pole se pohybují ke katodě 
nebo anodě v závislosti od náboje konstantní rychlostí. Nej důležitějšími faktory, které 
ovlivňují relativní mobilitu molekul, jsou celkový náboj, poměr velikosti náboje a molekuly, 
tvar molekuly a teplota, porozita a viskozita matrice, přes niž molekuly migrují. Celkový 
náboj je určen počtem pozitivních a negativních nábojů v molekule. U proteinů to ovlivňují 
postranní řetězce aminokyselin a skupiny vznikající při posttranslačních modifikacích, jako je 
deamidace, acylace nebo fosforylace [68]. To platí ovšem pouze, pokud jsou proteiny 
v prostředí, které má odlišnou hodnotu pH, než odpovídá jejich izoelektrickému bodu. 
V tomto případě se molekuly proteinů chovají elektroneutrálně a elektrické pole tak nemá 
žádný vliv. 

tt * Q 

Obr. 7 Separace molekul v polyakrylamidovém gelu [68] 

Separační prostředí je tvořeno kompaktním polyakrylamidovým gelem, který vystupuje 
jako nevodivé médium. Tento gel má vysokou mechanickou stabilitu, je transparentní 
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a chemicky inertní [67]. Principiálně gel funguje jako molekulové síto napomáhající separaci 
molekul na základě jejich velikosti (obr. 7). Jeho základní složkou je akrylamid, jenž může 
být zesíťován nejčasněji N , N'-methylenbisakrylamidem za přítomnosti katalyzátoru 
a iniciátoru (obr. 8). Jako iniciátor a zdroj volných radikálů se používá peroxodisíran amonný. 
TEMED (N, N , N ' , N'-tetramethylethylendiamin) katalyzuje polymerační reakci stabilizací 
těchto volných radikálů. Rychlost polymerace je dána koncentrací iniciátoru 
a katalyzátoru. Kvůli vývoji tepla je velice důležité rychlost polymerace udržet na optimální 
hladině. Příliš mnoho tepla by mohlo způsobit vady ve struktuře gelu a někdy i rozbití 
skleněných kazet. Koncentrace klíčových komponent by měla být upravena tak, aby 
kompletní polymerace proběhla během 20-60 minut. Výsledkem polymerace je síto o předem 
určených velikostech pórů, což je ovlivněno množstvím akrylamidu a bisakrylamidu. 
Polymerace je připravena ve skleněných kazetách bez přístupu kyslíku, jehož radikály mohou 
působit jako pohlcovače volných radikálů inhibující reakci [68]. 
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Obr. 8 Vznik polyakrylamidu [69] 

Elektrické pole je zavedeno do systému platinovými elektrodami, které jsou umístěny 
v rezervoáru s pufrem. Přenos elektrického pole je zajištěn skrze migrující ionty pufru, a to 
způsobuje vývoj Jouleova tepla. Generované teplo způsobuje difúzi a konvektivní míšení zón 
(bandu) [68]. To je důvod, proč je v některých případech nutné použít chladící zařízení. Pufry 
jsou složeny ze sloučenin poskytujících určité hodnoty pH a pufrovací sílu. Jejich přesné 
složení ovšem opět závisí na separovaném analytu a vybrané metodě [67]. 

Separované molekuly nejsou po rozdělení viditelné, a proto je třeba je obarvit, aby se 
zviditelnila jejich pozice. Tradičně se pro detekci používá barvivo Coomassie Brilliant Blue, 
které lze použít i při kvantifikaci vzorku. Další variantou je pak barvení stříbrem. 

Podle toho, co je předmětem analýzy a jaké jsou cíle, se používají různé separační metody 
jako elektroforéza v kyselé nebo zásadité oblasti, SDS elektroforéza nebo izoelektrická 
fokusace. Pokud se analyzuje vysoce komplexní směs proteinů, využívá se 2-D elektroforéza 
založená na kombinaci dvou separačních technik [67]. 
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2.6.1.1 SDS-PAGE 

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s použitím dodecylsulfátu sodného je nejběžnější 
z elektroforetických metod. Pokud jsou molekuly proteinů vystaveny přítomnosti detergentu 
SDS, proteiny denaturují, tzn. ruší se individuální náboje a terciární struktury molekul. SDS 
štěpí vodíkové vazby a natahuje polypeptidové řetězce. Obvykle se ještě přidává redukční 
činidlo dithiothreitol (DTT), které štěpí disulfidické vazby. Po těchto změnách mají všechny 
proteiny stejný tvar a jednotný záporný náboj. Molekuly tak v elektrickém poli putují k anodě 
rychlostí závislou na délce polypeptidového řetězce (molekulové hmotnosti) [67]. 

Velmi ostré zóny lze získat při diskontinuální elektroforéze, kde se používají dva gely -
dolní dělicí gel a horní zaostřovací gel. V zaostřovacím gelu je nejpohyblivější chloridový 
anion, poté následují zóny bílkovin podle elektroforetických pohyblivostí a poslední zónou je 
glycin. Vytváří se ostře ohraničené těsně za sebou následující zóny iontů a vzniká stupňovitý 
gradient potenciálu. Samozaostřující efekt znamená, že pokud se nějaký iont zpozdí za svou 
zónou, vyšší potenciál ho dostatečně urychlí, aby se opět připojil ke své zóně. V dělicím gelu 
je vyšší pH a mění se pohyblivost iontů a dochází k rozdělení zón od sebe. Pohyb čela 
indikuje nízkomolekulární barvivo bromfenolová modř [70]. 

2.6.1.2 A-PAGE 

A - P A G E je elektroforéza probíhající za nativních podmínek. To znamená, že molekuly 
v tomto případě nejsou denaturovaný a zůstává jim sekundární a terciární struktura, která 
může hrát důležitou roli při separaci. Díky tomu je možné separovat molekuly jak podle 
velikosti, tak podle jejich tvaru a velikosti náboje [67]. 

Nukleové kyseliny, peptidy a snadno rozpustné kyselé proteiny jsou separovány jako 
anionty v zásaditých pufrech, zatímco některé hydrofobní a zásadité proteiny mohou být 
analyzovány pouze v kyselých gelech, kde mají proteiny pozitivní náboj a v elektrickém poli 
se pohybují směrem ke katodě, což je jeden z hlavních rozdílů proti SDS-PAGE [67]. Za 
nativních podmínek je velmi důležitá teplota a to z toho důvodu, že hodnoty pK pufrových 
iontů a analytu se mění s různou teplotou [67]. 

Zkratka A - P A G E znamená kyselá elektroforéza v polyakrylamidovém gelu. Název je 
odvozen od pH systému, které se pohybuje běžně kolem hodnoty 3,0. Vlivem kyselého pH 
dochází k protonaci postranních řetězců aminokyselin a celkový náboj proteinů je kladný. 
A - P A G E umožňuje rozdělení proteinů o podobné velikosti na základně odlišnosti jejich 
náboje (např. modifikované formy stejného proteinu). Do systému se přidává močovina jako 
činidlo narušující vodíkové vazby v proteinech. Navíc zvyšuje koeficient tření proteinů a tak 
mění jejich elektroforetické mobility [71]. 

2.6.1.3 2-D elektroforéza 

Dvoudimenzionální elektroforéza je vhodná metoda pro separaci vysoce komplexních 
proteinových směsí. Kombinuje totiž zároveň dvě separační metody, a to izoelektrickou 
fokusaci a elektroforézu v polyakrylamidovém gelu za použití SDS. V prvním kroku se při 
izoelektrické fokusaci proteiny rozdělí v gradientu pH podle jejich izoelektrického bodu 
(obr. 9). Každá molekula se pohybuje podle svého náboje ke katodě nebo anodě a zastaví se 
v místě, které odpovídá dané hodnotě pH. V druhém kroku se tyto zóny aplikují na SDS gel, 

25 



kde se následně proteiny rozdělí podle jejich velikosti. Tato metoda disponuje vysokou 
rozlišovací schopností. Pokud se použije dostatečně velký gel, je možné rozlišit několik tisíc 
proteinů. 

Proteinové spoty mohou být dále zpracovány tak, že jsou vyříznuty z gelu, odbarveny 
a poté, co se proteiny enzymaticky naštěpí, jsou připraveny pro analýzu hmotnostní 
spektrometrií [68]. 

Vysoké pH 

(-) 

(+) (-) 

Obr. 9 hoelektrická fokusace [68] 

2.6.2 ELISA 

Zkratka ELISA pochází z anglického „enzyme-linked immuno-sorbent assay". Je to citlivá 
neprecipitační imunochemická metoda, která je schopná detekovat nízké koncentrace 
antigénu a protilátky. Pro lepší citlivost stanovení imunokomplexu antigen-protilátka se na 
jeden z imunoreaktantů váže vhodná značka. V heterogenních imunoanalýzách jsou to 
nejčastěji enzymy, které umožňují bezpečné, citlivé a poměrně jednoduché stanovení. Mezi 
nejčastěji používané enzymy patří peroxidasa a alkalická fosfatasa. Ty katalyzují přeměnu 
substrátu na barevný nebo fluoreskující produkt, od něhož se odvíjí spektrofotometrické nebo 
fluorimetrické stanovení. Koncentrace produktu je úměrná koncentraci antigénu nebo 
protilátky [70]. 

Jako pevný nosič se nejčastěji používají stěny jamek mikrotitračních destiček z tvrzeného 
polystyrenu. Jsou vhodné pro analýzu většího souboru vzorků, nikoli pro ojedinělé analýzy. 
Nejcitlivější provedení umožňují stanovit množství analytu 10"12 - 10"9 g [70]. 

Tuto metodu lze provést jako kompetitivní a nekompetitivní. Při nekompetitivní enzymové 
imunoalalýze (obr. 10) nejdříve reaguje protilátka vázaná na pevný nosič s antigenem ve 
vzorku. Až se ustaví rovnováhy, systém se promyje a na zachycený antigén se váže další 
protilátka označená enzymem. Po promytí se změří enzymová aktivita zachycená na pevnou 
fázi [70]. 
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Obr. 10 Nekompetitivní enzymová imunoanalýza 

Kompetitivní ELISA má přímé a nepřímé provedení. Při přímé kompetitivní enzymové 
imunoanalýze (obr. 11) protilátka vázaná na pevný nosič reaguje zároveň s antigenem ze 
vzorku a s označeným antigenem, které soutěží o omezený počet vazebných míst protilátky. 
Po ustavení rovnováhy se systém promyje a změří se enzymová aktivita zachycená na pevné 
fázi. Čím více antigénu je ve vzorku, tím nižší je zjištěná enzymová aktivita. U nepřímé 
kompetitivní enzymové imunoanalýzy (obr. 12) je první část kompetitivní a další je 
nekompetitivní. Antigén vázaný na pevný nosič soutěží s antigenem ve vzorku o omezený 
počet vazebných míst protilátky, která se do systému přidává v roztoku. Čím více antigénu 
obsahuje vzorek, tím méně protilátky se naváže na zakotvený antigén. Když se ustaví 
rovnováha a systém se promyje, množství navázané protilátky se zjišťuje v nekompetitivní 
fázi. Proti navázané protilátce se použije označená protilátka. Výhodou oproti přímé metodě 
je univerzálnost použití označené protilátky [70]. 

—• 
W t-

y y y Y Y T 
Y-.-protilátk V..antigen * ...antigenznačený enzymem 

Obr. 11 Přímá kompetitivní enzymová imunoanalýza 

• • • • • • • • Á . i . u 

• ...antigen Y---P̂ iátka proti antigénu 'Y*-•..protiläUcaproti';' značená enzymem 

Obr. 12 Nepřímá kompetitivní enzymová imunoanalýza 

2.6.3 Hmotnostní spektrometrie 

Hmotnostní spektrometrie je instrumentální technika, která je založená na separaci iontů 
podle jejich poměru hmotnosti a náboje (m/z), při níž dochází k interakci iontů a elektrického 
nebo magnetického pole. Tato metoda je jednak nejpřesnější při určování hmotností iontů 
a molekul, ale také můžeme pomocí charakteristického hmotnostního spektra účinně 
identifikovat různé látky. 

Hmotnostní spektrometr tvoří tři základní části, a to jsou iontový zdroj, hmotnostní 
analyzátor a detektor. Prvním krokem je převedení analyzovaných molekul z kapalných nebo 
pevných vzorků ionizací na molekulární nebo kvazimolekulární ionty v iontovém zdroji. Tato 
část silně závisí na použité ionizační technice. Existuje mnoho ionizačních technik, které se 
jednoduše rozdělují na měkké a tvrdé ionizační techniky. Tvrdou ionizační technikou je 
elektronová ionizace. Její princip je založen na interakci molekul s elektrony o energii 70 eV, 
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čímž je z neutrální molekuly vyražen elektron a vzniká radikál kation. Ten se díky přebytečné 
energii rozpadá a tvoří se menší fragmenty, které jsou následně analyzovány. Každý 
fragmentový ion odvozený od molekulového iontu může znovu podléhat fragmentaci. Mezi 
měkké ionizační techniky se řadí chemická ionizace či elektrosprej. Tímto způsobem se 
přenáší mnohem menší energie a nedochází k tak rozsáhlé fragmentaci, proto se používají 
například, pokud se zjišťuje molekulová hmotnost látek. Základem elektrospreje je vodivá 
kapilára a protielektroda. Při vložení stejnosměrného napětí dochází k redistribuci náboje 
v kapiláře. Záporné ionty se přitáhnou ke stěně kapiláry a kladné ionty se shromažďují 
uprostřed, přičemž tlak tyto kladně nabité ionty vytlačuje ven. Ze špičky jsou vytrhovány 
nabité kapky a jsou rozprašovány do prostoru. Vysoušením se kapky zmenšují a náboj se 
koncentruje, až dojde k explozi kapky a vznikne více menších. To se opakuje, dokud 
z analytu nejsou samostatné ionty. Celý princip je znázorněn na obr. 13. Elektrosprej je 
vhodný pro iontové analyty nebo jiné polární sloučeniny s molekulovou hmotností v rozmezí 
100 až více než 1 000 000 Da, jako jsou třeba proteiny [72]. Vhodnost iontového zdroje záleží 
na polaritě, molekulové hmotnosti, tepelné stabilitě analytu a komplexitě zkoumaného 
vzorku. 

C 
zmlžovací plyn 

v vzorek 

nabitá kapka 
odpařování 

ESI jehla 

*~Víf rozpouštědla+tí^s+-+ 

+++ 
+ coulombická 

exploze 

sušicí plyn 
molekula analytu 

J 
+M- ionty 

analytu 

nabité kapičky 

k hmot. 
analyzátoru 

Obr. 13 Princip ionizace elektrosprejem [72] 

Vzniklé ionty jsou dále vedeny do hmotnostního analyzátoru, kde jsou separovány podle 
jejich poměru m/z. To, aby se mohly ionty pohybovat z jednoho konce na druhý bez jediné 
překážky (jiné molekuly), je zabezpečeno vakuem jak v analyzátoru, tak v oblasti detektoru. 
Analyzátorů je na výběr několik. Jsou to kvadrupól, iontová past, time-of-flight (TOF), 
iontová cyklotronová rezonance (FT-ICR) nebo Orbitrap. Pohyb iontů v analyzátoru může být 
ovládán elektrickým nebo magnetickým polem tak, aby je to vedlo do detektoru v závislosti 
na jejich m/z [73]. 

Separované ionty jsou detekovány a jejich signál obsahuje informace o hodnotách m/z 
zároveň s jejich intenzitou v tzv. hmotnostním spektru. Nejčastějšími detektory jsou 
elektronový násobič, fotonásobič a mikrokanálová destička (MCP) [72]. 

Hmotnostní spektrometrie je klíčový nástroj pro analýzu proteinů. U peptidů a proteinů 
jsou především žádoucí informace týkající se aminokyselinové sekvence molekul. Důležitým 
prvkem proteomické analýzy je separace peptidů a proteinů, aby se zjednodušila komplexní 
směs. Pro tyto případy existují hmotnostní spektrometry, kterým předchází například GC 
nebo HPLC. Těmto zařízením se souhrnně říká tandemová MS. Spektra z hmotnostní 
spektrometrie lze uchovávat a v budoucnu mohou být použity pro vyhledávání v databázích 
k identifikaci proteinů [73]. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Materiál 

Experiment byl realizován v Centru výzkumu globální změny A V ČR. V roce 2013 byla 
pro jeho účely vybudována Experimentální stanice v Domanínku u Bystřice nad Pernštejnem 
(obr. 14) nacházející se v oblasti Českomoravské vrchoviny v nadmořské výšce 575 m. 
Zmíněnou oblast charakterizují bohaté srážky s průměrným ročním úhrnem srážek 610 mm 
a průměrná roční teplota 7,2 °C. Půdním typem je zde modálni kambisol s geologickým 
podložím zvětralá rula v hloubce 60-90 cm a půdním druhem hlini topíš čitá půda s podílem se 
zastoupením písčité frakce 45-60 % a obsahem jílnatých částic pohybujícím se do 16 %. 
Kyselost půdy je v této lokalitě v rozmezí pH Kci 4-5. 

Stanici tvoří 24 komor umožňujících sledování několika parametrů najednou. Jednak je zde 
zajištěna automatická fumigace zvýšenou koncentrací CO2, dále regulace srážek a také 
omezená propustnost pro U V záření. Komory mají tvar šestiúhelníku, jehož opsaná kružnice 
má průměr 4 m, a výška komor je 2 m. Jejich strop tvoří otočné lamely, které otevíráním 
a uzavíráním na základě signálu ze srážkoměru regulují množství srážek (dry vs. wet). Jako 
materiál byly použity dva typy transparentních akrylátů, přičemž jeden typ je propustný pro 
U V - A i U V - B záření (UV + ) a druhý propouští částečně jen U V - A záření (UV"). Vzduch se 
zvýšenou (EC) nebo normální (AC) koncentrací CO2 je do komor vháněn pomocí 
ventilačního systému v celém obvodu komory. 

Ozimá pšenice odrůdy Bohemia byla vyseta 10.-11. 10.2013 v hustotě 4 M K S na ha 
(miliony klíčivých semen). Fumigace zvýšenou koncentrací CO2 (700 umol-moľ 1) byla 
zahájena v růstové fázi poloviny sloupkování (v polovině května). Plocha uvnitř komor byla 
rozdělena na dvě části, z nichž jedna byla hnojena dávkou dusíku 200 kg-ha"1 (N +) na konci 
odnožování. Jako hnojivo byl použit vápenatý ledek. Druhá část zůstala zcela bez hnojení 
(N"). Celkově bylo založeno 48 „políček", které pokryly kombinace všech zkoumaných 
faktorů, přičemž každá kombinace byla založena ve třech opakováních. Sklizeň zralého zrna 
byla provedena ručně s následným výmlatem pomocí maloparcelní sklízecí mlátičky 
(Wintersteiger). 

Obr. 14 Kultivační komory na experimentální stanici v Domanínku u Bystřice nad 
Pernštejnem [74] 
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3.2 Stanovení obsahu lepkových proteinů metodou A-PAGE 

Stanovení bylo provedeno podle metody Polišenské et al. [75] a ČSN 46 1085-2. 

3.2.1 Přístroje 

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

3.2.2 Chemikálie 

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

3.2.3 Příprava roztoků 

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

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

Extrakční roztok pro gliadiny: 25 ml 2-chlorethanolu a 0,05 g pyroninu G bylo doplněno 
destilovanou vodou do 100 ml. Roztok se uchovává při teplotě 4 °C. 

Elektrodový tlumivý roztok: 4,0 ml ledové kyseliny octové a 0,4 g glycinu byly doplněny 
destilovanou vodou do 1 000 ml. Roztok se uchovává při teplotě 4 °C a lze ho použít pouze 
jednou. 
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Gelový tlumivý roztok: K 20 ml ledové kyseliny octové a 1,00 g glycinu bylo přidáno 
1 000 ml destilované vody. Roztok se uchovává při teplotě 4 °C. 

Fixační roztok: 100 g kyseliny trichloroctové bylo doplněno destilovanou vodou do 
1 000 ml. 

Barvicí roztok: 0,50 g Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,50 g Coomassie Brilliant Blue 
G-250 bylo rozpuštěno v ethanolu a doplněno ethanolem na celkový objem 100 ml. 

3.2.4 Příprava polyakrylamidového gelu 

Do cca 60 ml gelového tlumivého roztoku bylo přidáno 10,00 g akrylamidu, 0,40 g bis-
akrylamidu, 6,00 g močoviny, 0,10 g kyseliny askorbové a 3,4 ml roztoku síranu železnatého. 
Směs byla promíchána a doplněna do objemu 100 ml gelovým tlumivým roztokem. Poté byla 
tato směs vychlazena v mrazicí části chladničky na teplotu cca 6 °C. Do vychlazeného 
roztoku bylo současně přidáno 0,2 ml roztoku peroxodisíranu amonného a 0,3 ml TEMEDu. 
Tento roztok byl ihned nalit až po okraj do gelové kazety, která byla předem vychlazena také 
na teplotu 6 °C. Do horní části kazety byl umístěn hřeben, aby se vytvořily prohlubně pro 
dávkování vzorku. Polymerace by měla proběhnout během 5 minut. Gel je možné použít cca 
po 60 minutách od zpolymerování gelu v kazetě nebo je možné jej uchovat do druhého dne 
v chladničce. 

3.2.5 Příprava vzorku 

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

3.2.6 Elektroforéza 

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

3.2.7 Fixace a vizualizace bílkovin 

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

3.2.8 Vyhodnocení gelů 

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

3.2.9 Statistické zpracování výsledků 

Statistická analýza dat byla provedena pomocí statistického software Statistica 12 
(StatSoft, USA). Pro vyhodnocení vlivu jednotlivých faktorů, tj. vlivu zvýšené koncentrace 
C02, výživy dusíkem, U V záření, stresu sucha a jejich vzájemných interakcí bylo použito 
vícefaktorové analýzy variance (ANOVA). Pro porovnání průkaznosti rozdílů mezi průměry 
jednotlivých variant pak bylo využito následného (post-hoc) testování s použitím Tukeyova 
testu při hladině významnosti p = 0.05. Pro porovnání průkaznosti rozdílů mezi průměry pak 
byly varianty zařazeny do homogenních skupin, které jsou v grafech vyznačeny pomocí 
malých písmen nad sloupci. Rozdílná písmena vyjadřují průkazný rozdíl při hladině 
pravděpodobnosti p = 0.05. Výsledky byly graficky zpracovány v programu SigmaPlot 11 
(SysStat, USA) ve formě sloupcových grafů s chybovými úsečkami znázorňujícími 
směrodatné odchylky. 

Korelační analýza byla provedena v programu MS Excel. Závislosti mezi obsahem 
jednotlivých bílkovinných frakcí byly vyhodnoceny formou tabulky korelačních koeficientů 
R, které byly porovnány s normativními hodnotami při hladině významnosti p = 0.05 pro 
daný počet případů n = 48. Průkazné závislosti mezi jednotlivými bílkovinnými frakcemi byly 
vyneseny do bodových grafů a proloženy lineární závislostí. V grafech jsou uvedeny rovnice 
regresní závislosti i hodnota indexu korelace R . 
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4 VÝSLEDKY 

Na obr. 15 je pro lepší orientaci znázorněn popis jednotlivých frakcí gliadinových proteinů, 
které budou diskutovány v této části. Gel je výsledkem experimentální části této diplomové 
práce a proteinové spektrum odpovídá pšenici seté odrůdy Bohemia. Obr. 16 pak znázorňuje 
převedení jednotlivých zón v gelu na spektrum píků, s jejichž plochami se dále pracovalo. 

Obr. 15 Rozdělení gliadinových proteinů pomocí A-PAGE s popisem jednotlivých frakcí 
u pšenice seté odrůdy Bohemia 
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Tab. la ANOVA - Čtyřstupňová analýza variance. Statistické vyhodnocení vlivů jednotlivých 
faktorů a jejich interakčních účinků na obsah proteinů jednotlivých frakcí (co-1,2, co-5 

a y-gliadiny) 
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Tab. lbANOVA - Čtyřstupňová analýza variance. Statistické vyhodnocení vlivů jednotlivých 
faktorů a jejich interakčních účinků na obsah proteinů jednotlivých frakcí (fí- a a-gliadiny) 
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Tab. 1 zahrnuje hladiny významnosti p určující průkaznost účinku jednotlivý faktoru, jež 
byly hodnoceny, a jejich interakčních účinku na jednotlivé frakce gliadinových proteinů. Na 
gelu bylo detekováno osmnáct proteinových frakcí, přičemž tří frakce patří do skupiny co-1,2 
gliadinů, po čtyřech do skupin co-5, y a P a tři do skupiny a-gliadinů (obr. 15) a v tabulce jsou 
seřazeny od těch s největšími molekulovými hmotnostmi po ty nejmenší. Červeně zvýrazněné 
hodnoty v tab. 1 odpovídají hodnotám p menším než je 0,05, což znamená, že byl zjištěn 
průkazný vliv daného faktoru. Pokud je hodnota menší než 0,01, vliv je vysoce průkazný. 

Z výsledků vyplývá jednoznačný a vysoce průkazný vliv dusíkatého hnojení na prakticky 
všechny gliadinové proteiny s výjimkou první a čtvrté frakce y-gliadinů a také y 2 gliadinů, 
kde byla hladina významnosti p na úrovni 0,020. Průkazný vliv U V záření se vyskytl u první 
a druhé frakce co-5 gliadinů na hladinách 0,021 a 0,016 a u třetí frakce co-1,2 gliadinů (0,013). 
U ostatních co-1,2 gliadinů a také y 4 a P 1 byl vliv U V záření vysoce průkazný. Vliv zvýšené 
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koncentrace oxidu uhličitého se průkazně projevil u třetí a čtvrté frakce co-5 gliadinů (0,033 
a 0,018), P 2 a P 3 (0,028 a 0,021) a a 2 (0,034). Vysoce průkazný se ukázal vliv zvýšené 
koncentrace CO2 na 3 frakce, a to y 2, y 3 a P 1. V rámci třetí a čtvrté frakce co-5 gliadinů byl 
také zjištěn průkazný vliv sucha na hladině 0,042, resp. 0,043 ještě spolu s frakcí a 2 gliadinů 
(0,012). Na ostatní a-gliadiny a frakci P 4 byl pak tento vliv vysoce průkazný. 

V rámci vzájemných interakcí jednotlivých faktorů byl zjištěn průkazný vliv interakce U V 
záření a zvýšené koncentrace CO2 na druhou frakci co-5 gliadinů na hladině 0,012 a vysoce 
průkazný byl pak vliv u třetí frakce co-5 gliadinů a co-1,2 gliadinů. Vliv interakce U V záření 
a dusíkatého hnojení byl průkazný pouze u třetí frakce co-5 gliadinů na hladině 0,042. Druhá 
frakce co-5 gliadinů byla průkazně ovlivněna interakcí dusíkatého hnojení a sucha (0,034) 
a interakce dusíkatého hnojení a zvýšené koncentrace CO2 průkazně ovlivnila gliadinové 
frakce y 1, P 1 a P 4 (0,014, 0,020 a 0,033). Vliv interakce sucha a U V záření či zvýšené 
koncentrace CO2 nebyl prokázán u žádné skupiny gliadinů. 

B-1J22 

Obr. 17 Graf zobrazující srovnání ploch píků všech variant (koncentrace CO2 -AC vs. EC, 
dusíkaté hnojení - N~ vs. N+, sucho - dry vs. wet, UV záření - UV vs. UV*) v rámci 
gliadinové frakce co-1,2 2. Sloupce znázorňují aritmetický průměr a chybové úsečky 

směrodatnou odchylku (SD) ze tří opakování. Malými písmeny jsou indikovány homogenní 
skupiny určujícíprůkaznost mezi jednotlivými variantami, vyhodnocené následným 
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testováním v rámci analýzy variance (ANOVA) s využitím Tukeyova testu při hladině 
významnosti p = 0,05. 

Grafy na obr. 17-28 umožňují srovnání vlivu všech zkoumaných parametrů a jejich 
interakcí současně v rámci jednotlivých gliadinových frakcí, přičemž písmenné označení 
každého sloupce v grafu určuje, zda existuje mezi variantami statisticky průkazný rozdíl 
(následné testování A N O V A , Tukeyho test) na hladině významnosti p = 0,05. Při detailnějším 
náhledu byl u druhé frakce co-1,2 gliadinů (obr. 17) zjištěn průkazný rozdíl jejich množství 
pouze při interakci U V záření a dusíkatého hnojení, kdy množství co-1,2 gliadinů bylo vyšší 
u variant hnojených dusíkem vystavených U V záření než u variant bez dusíkatého hnojení 
s vyloučením U V záření za sucha jak při normální koncentraci CO2, tak pří zvýšené. 
V ostatních případech byly rozdíly neprůkazné. 
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Obr. 18 Graf zobrazující srovnání ploch píku všech variant (koncentrace CO 2 -AC vs. EC, 
dusíkaté hnojení - N~ vs. N+, sucho - dry vs. wet, UV záření - UV vs. UV*) v rámci 
gliadinové frakce co-1,2 3. Sloupce znázorňují aritmetický průměr a chybové úsečky 

směrodatnou odchylku (SD) ze tří opakování. Malými písmeny jsou indikovány homogenní 
skupiny určujícíprůkaznost mezi jednotlivými variantami, vyhodnocené následným 

testováním v rámci analýzy variance (ANOVA) s využitím Tukeyova testu při hladině 
významnosti p = 0,05. 
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V rámci třetí frakce co-1,2 gliadinů (obr. 18) byl jednoznačně prokázán vliv dusíkatého 
hnojení za normální koncentrace CO2 a sucha a při vyloučení U V záření. Dále byl vliv dusíku 
prokázán při normální i zvýšené koncentraci CO2 a současném působení U V záření 
s přirozenou úrovní srážek. Dusíkaté hnojení zvýšilo obsah proteinů této frakce ve všech 
těchto případech. Kromě toho byl zjištěn průkazný vliv zvýšené koncentrace CO2 při interakci 
s dusíkatým hnojením za sucha a s vyloučením U V záření, přičemž obsah proteinů se také 
zvýšil. Za sucha, ale při současném působení U V záření měla zvýšená koncentrace CO2 vliv 
s vyloučením dusíkatého hnojení a stejně tak při přirozených srážkách. V obou případech se 
však množství proteinů snížilo. Vliv sucha se projevil současně s vyloučením dusíkatého 
hnojení za podmínek normální koncentrace CO2 a vystavení U V záření, a to snížením obsahu 
proteinů této frakce. Interakce dusíku s vyloučením U V záření zvýšila obsah proteinů za 
zvýšené koncentrace CO2 a sucha. 
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Obr. 19 Graf zobrazující srovnání ploch píků všech variant (koncentrace CO2 -AC vs. EC, 
dusíkaté hnojení - N~ vs. N+, sucho - dry vs. wet, UV záření - UV vs. UV*) v rámci 
gliadinové frakce co-5 2. Sloupce znázorňují aritmetický průměr a chybové úsečky 

směrodatnou odchylku (SD) ze tří opakování. Malými písmeny jsou indikovány homogenní 
skupiny určujícíprůkaznost mezi jednotlivými variantami, vyhodnocené následným 

testováním v rámci analýzy variance (ANOVA) s využitím Tukeyova testu při hladině 
významnosti p = 0,05. 
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Z grafu na obr. 19 vyplývá průkazný vliv dusíku na frakci w-5 2, a to jak při normální 
koncentraci CO2, tak při zvýšené koncentraci CO2 za podmínek sucha s vyloučením U V 
záření, přičemž množství proteinů se v obou případech zvýšilo. Interakce dusíku 
s vyloučením U V záření za zvýšené koncentrace CO2 a sucha také zvýšila obsah proteinů. 
V ostatních případech byly rozdíly neprůkazné. 
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o 

Obr. 20 Graf zobrazující srovnání ploch píků všech variant (koncentrace CO2 -AC vs. EC, 
dusíkaté hnojení - N~ vs. N+, sucho - dry vs. wet, UV záření - UV vs. UV*) v rámci 
gliadinové frakce co-5 3. Sloupce znázorňují aritmetický průměr a chybové úsečky 

směrodatnou odchylku (SD) ze tří opakování. Malými písmeny jsou indikovány homogenní 
skupiny určujícíprůkaznost mezi jednotlivými variantami, vyhodnocené následným 

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

Na obr. 20 byl také zjištěn průkazný vliv dusíkatého hnojení za podmínek sucha 
s vyloučením U V záření, ale tentokrát při zvýšené koncentraci CO2. Současně byly průkazné 
rozdíly dusíkatého hnojení v interakci s vyloučením sucha při zvýšené koncentraci CO2 a bez 
působení U V záření. Dále byly zjištěny průkazné rozdíly při interakci dusíkatého hnojení 
a zvýšené koncentrace CO2 za sucha a bez U V záření a naopak při interakci dusíkatého 
hnojení a normální koncentrace CO2 při přirozených srážkách a působení U V záření. Obsah 
proteinů byl ve všech těchto variantách vyšší. Interakce dusíku s vyloučením U V záření také 
zvýšila obsah proteinů, a to za zvýšené koncentrace CO2 a sucha i při přirozených srážkách. 
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0Z?r. 27 Graf zobrazující srovnání ploch píků všech variant (koncentrace CO 2 - AC vs. EC, 
dusíkaté hnojení - N~ vs. N+, sucho - dry vs. wet, UV záření - UV vs. UV*) v rámci 

gliadinové frakce y 3. Sloupce znázorňují aritmetický průměr a chybové úsečky směrodatnou 
odchylku (SD) ze tří opakování. Malými písmeny jsou indikovány homogenní skupiny určující 

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

U třetí frakce y-gliadinů (obr. 21) byl zjištěn průkazný rozdíl pouze mezi variantou 
pěstovanou ve zvýšené koncentraci CO2 za sucha a současného působení U V záření 
s vyloučením dusíkatého hnojení a mezi variantou pěstovanou v normální koncentraci CO2 pří 
dostatku dusíku a srážek a pří současném působení U V záření, přičemž vyšší obsah proteinů 
obsahovala druhá varianta. Ostatní rozdíly nebyly průkazné. 
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Obr. 22 Graf zobrazující srovnání ploch píků všech variant (koncentrace CO 2 -AC vs. EC, 
dusíkaté hnojení - N~ vs. N+, sucho - dry vs. wet, UV záření - UV vs. UV*) v rámci 

gliadinové frakce fi 1. Sloupce znázorňují aritmetický průměr a chybové úsečky směrodatnou 
odchylku (SD) ze tří opakování. Malými písmeny jsou indikovány homogenní skupiny určující 

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

V rámci první frakce P-gliadinů (obr. 22) byl zjištěn průkazný rozdíl mezi variantami 
normální a zvýšené koncentrace CO2, a to za podmínek sucha bez U V záření, pokud měla 
pšenice při vývoji dostatek dusíku, přičemž zvýšená koncentrace CO2 obsah proteinů snížila. 
Podobný rozdíl se vyskytl i v případě varianty fumigované zvýšenou koncentrací CO2 za 
sucha oproti normální koncentraci s přirozenou úrovní srážek za stejných podmínek 
dostupnosti U V záření a dusíku, kdy zvýšená koncentrace CO2 v interakci se suchem snížila 
obsah proteinů této frakce. Průkazný vliv dusíku zvyšující obsah proteinů byl zjištěn při 
normální koncentraci CO2 s vyloučením U V záření, a to za sucha i při přirozených srážkách. 
Interakce U V záření s dusíkatou výživou průkazně zvýšila obsah proteinů jednak při normální 
koncentraci CO2 za sucha i za přirozených srážek a také při zvýšené koncentraci CO2 
a přirozených srážkách. Dále se zde také projevil průkazný vliv samotného U V záření 
v podmínkách zvýšené koncentrace CO2 za sucha a s dostatkem dusíku, kdy došlo k nárůstu 
množství proteinů působením U V záření. Vliv zvýšené koncentrace CO2 byl zjištěn pouze 
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v interakci s vyloučením dusíkatého hnojení při působení sucha a U V záření. V tomto případě 
se obsah proteinů snížil. 
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Obr. 23 Graf zobrazující srovnání ploch píků všech variant (koncentrace CO 2 -AC vs. EC, 
dusíkaté hnojení - N~ vs. N+, sucho - dry vs. wet, UV záření - UV vs. UV*) v rámci 

gliadinové frakce fi 2. Sloupce znázorňují aritmetický průměr a chybové úsečky směrodatnou 
odchylku (SD) ze tří opakování. Malými písmeny jsou indikovány homogenní skupiny určující 

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

U druhé frakce |3-gliadinů (obr. 23) byl zjištěn vliv dusíkatého hnojení v podmínkách 
normální koncentrace CO2 za sucha a bez U V záření. Dusíkatá výživa zvýšila obsah proteinů. 
Kromě toho byly také zjištěny průkazné rozdíly při interakci dusíkatého hnojení a přirozených 
srážek v podmínkách normální koncentrace CO2 s vyloučením U V záření a stejně tak 
v podmínkách zvýšené koncentrace CO2 za současného působení U V záření, přičemž obsah 
proteinů se v obou případech zvýšil. Vliv zvýšené koncentrace CO2 se projevil pouze 
v interakci s vyloučením dusíkatého hnojení, a to za podmínek s přirozenou úrovní srážek 
a bez U V záření nebo také za podmínek sucha s U V zářením, kdy došlo ke snížení obsahu 
proteinů. Navíc se projevilo významné zvýšení obsahu proteinů při interakci dusíkaté výživy 
s vyloučením U V záření za sucha a normální i zvýšené koncentrace CO2. 
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O^r. 24 Graf zobrazující srovnání ploch píků všech variant (koncentrace CO2 -AC vs. EC, 
dusíkaté hnojení - N~ vs. N+, sucho - dry vs. wet, UV záření - UV vs. UV*) v rámci 

gliadinové frakce fi 3. Sloupce znázorňují aritmetický průměr a chybové úsečky směrodatnou 
odchylku (SD) ze tří opakování. Malými písmeny jsou indikovány homogenní skupiny určující 

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

Průkazný vliv dusíku byl zjištěn i u třetí frakce |3-gliadinů (obr. 24), a to za normální 
koncentrace CO2, sucha a s vyloučením U V záření, ale také za zvýšené koncentrace CO2, 
přirozených srážkách a působení U V záření. Výživa dusíkem zvýšila množství proteinů této 
frakce. Interakce dusíku a přirozených srážek měla vliv na zvýšení obsahu proteinů ve dvou 
případech - buď za normální koncentrace CO2 s vyloučením U V záření, nebo také za zvýšené 
koncentrace CO2 při současném působení U V záření. Vliv zvýšené koncentrace CO2 se 
projevil pouze v interakci s vyloučením dusíkatého hnojení při působení U V záření jednak za 
sucha, tak i při normálních srážkách. Za těchto podmínek se obsah proteinů v rámci frakce 
snížil. Interakce dusíku s U V zářením významně zvýšila obsah proteinů v podmínkách 
normální koncentrace CO2 a sucha. A také se obsah proteinů zvýšil při interakci dusíku 
s vyloučením U V záření za sucha a ovšem ve zvýšené koncentraci CO2. 
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Obr. 25 Graf zobrazující srovnání ploch píků všech variant (koncentrace CO2 -AC vs. EC, 
dusíkaté hnojení - AT vs. N+, sucho - dry vs. wet, UV záření - UV vs. UV*) v rámci 

gliadinové frakce P 4. Sloupce znázorňují aritmetický průměr a chybové úsečky směrodatnou 
odchylku (SD) ze tří opakování. Malými písmeny jsou indikovány homogenní skupiny určující 

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

U čtvrté |3-gliadinové frakce (obr. 25) byl průkazný vliv dusíku za podmínek normální 
koncentrace CO2 a sucha bez U V záření. Dále měla vliv interakce dusíkatého hnojení 
s normální úrovní srážek, a to pří normální koncentraci CO2 bez U V záření a při zvýšené 
koncentraci CO2 s U V zářením. A Kromě toho byl zjištěn významný rozdíl u interakce dusíku 
s U V zářením za sucha a normální koncentrace CO2. Všechny tyto interakce zvýšily množství 
gliadinových proteinů frakce P 4. 
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Obr. 26 Graf zobrazující srovnání ploch píků všech variant (koncentrace CO2 -AC vs. EC, 
dusíkaté hnojení - AT vs. N+, sucho - dry vs. wet, UV záření - UV vs. UV*) v rámci 

gliadinové frakce a 1. Sloupce znázorňují aritmetický průměr a chybové úsečky směrodatnou 
odchylku (SD) ze tří opakování. Malými písmeny jsou indikovány homogenní skupiny určující 

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

V podmínkách bez U V záření a dusíkatého hnojení byl u první frakce a-gliadinů (obr. 26) 
zjištěn průkazný rozdíl mezi variantou s normální koncentrací CO2 a za sucha a variantou se 
zvýšenou koncentrací CO2 s běžnou úrovní srážek, přičemž druhá varianta měla obsah 
proteinů vyšší. Dále byl zjištěn průkazný vliv dusíku za normální koncentrace CO2, sucha 
a bez U V záření a také za zvýšené koncentrace CO2 s přirozenou úrovní srážek a pří působení 
U V záření. V obou případech byl obsah proteinů vyšší. Vliv CO2 se projevil dvěma způsoby -
jednak v interakci s dusíkatým hnojením za sucha a bez U V záření se obsah proteinů zvýšil, 
ale také v interakci s vyloučením dusíkatého hnojení při normálních srážkách a působení U V 
záření se obsah proteinů snížil. Kromě toho byl zjištěn zvýšený obsah proteinů při interakci 
dusíku s přirozenými srážkami v podmínkách zvýšené koncentrace CO2 se současným 
působením U V záření a také při interakci srážek s U V zářením za normální koncentrace CO2 
bez dusíkaté výživy. Navíc se obsah proteinů významně zvýšil i v rámci interakce dusíku 
s U V zářením za sucha a normální koncentrace CO2 a pak také při interakci dusíku 
s vyloučením U V záření za sucha ovšem při zvýšené koncentraci CO2. 
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OZ?r. 27 Graf zobrazující srovnání ploch píků všech variant (koncentrace CO2 - AC vs. EC, 
dusíkaté hnojení - N~ vs. N+, sucho - dry vs. wet, UV záření - UV vs. UV*) v rámci 

gliadinové frakce a 2. Sloupce znázorňují aritmetický průměr a chybové úsečky směrodatnou 
odchylku (SD) ze tří opakování. Malými písmeny jsou indikovány homogenní skupiny určující 

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

V rámci druhé frakce a-gliadinů (obr. 27) byl zjištěn průkazný rozdíl ve vlivu sucha za 
podmínek normální koncentrace CO2 bez přístupu U V záření a bez aplikace dusíkatého 
hnojení, které mělo za následek snížení množství proteinů. Dále byl zjištěn průkazný vliv 
dusíku na zvýšení obsahu proteinů v podmínkách normální koncentrace CO2 za sucha a bez 
U V záření. Průkazný vliv interakce zvýšené koncentrace CO2 a dusíku se projevil vyšším 
množstvím proteinů v podmínkách sucha bez U V záření a v podmínkách přirozených srážek 
s působícím U V zářením se projevila interakce zvýšené koncentrace CO2 s vyloučením 
dusíkatého hnojení naopak nižším množstvím proteinů. Kromě toho byla také zjištěna 
interakce dusíku s přirozenými srážkami jednak za normální koncentrace CO2 s vyloučením 
U V záření, ale také za zvýšené koncentrace CO2 s U V zářením, kdy v obou případech došlo 
k navýšení obsahu proteinů. Významné zvýšení obsahu proteinů bylo patrné i při interakci 
dusíku s U V zářením a také dusíku s vyloučením U V záření za sucha a normální koncentrace 
C 0 2 . 
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Obr. 28 Graf zobrazující srovnání ploch píků všech variant (koncentrace CO 2 -AC vs. EC, 
dusíkaté hnojení - N~ vs. N+, sucho - dry vs. wet, UV záření - UV vs. UV*) v rámci 

gliadinové frakce a 3. Sloupce znázorňují aritmetický průměr a chybové úsečky směrodatnou 
odchylku (SD) ze tří opakování. Malými písmeny jsou indikovány homogenní skupiny určující 

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

Průkazný vliv dusíku byl u poslední gliadinové frakce a 3 (obr. 28) zjištěn opět u variant 
pěstovaných v podmínkách normální koncentrace CO2 za sucha a s vyloučením U V záření 
a zvýšené koncentrace CO2 za sucha, ale za současného působení U V záření. Obsah proteinů 
byl významně vyšší. Vliv interakce dusíku a sucha se projevil při normální koncentraci CO2 
s vyloučením U V záření a vliv dusíku v kombinaci s přirozenými srážkami byl průkazný ve 
zvýšené koncentraci CO2 za současného působení U V záření. V obou případech bylo 
množství proteinů vyšší. Zvýšená koncentrace CO2 průkazně snížila množství proteinů v této 
frakci, pouze pokud bylo současně vyloučeno dusíkaté hnojení oproti variantě s normální 
koncentrací CO2, a to za podmínek sucha s působením U V zářením. Interakce dusíku s U V 
zářením zvýšila obsah proteinů při normální koncentraci CO2 jak za sucha, tak při normální 
úrovni srážek. 
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4.1 Korelační analýza 

Tab. 2 Hodnoty korelačních koeficientu pro všechny gliadinové frakce 
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Hodnoty korelačních koeficientů v tab. 2 naznačují míru závislosti mezi množstvím 
jednotlivých gliadinových podjednotek. Korelace znamená, že vzájemný vztah mezi dvěma 
veličinami má lineární charakter. Kritická hodnota korelačního koeficientu určující průkazně 
závislý vztah při hladině statistické významnosti 0,05 je 0,2848. Hodnoty, které jsou větší, 
než je kritická hodnota říkají, že množství daných podjednotek je průkazně závislé. Závislosti 
s nejvyššími korelačními koeficienty (vyšší než 0,8) byly vyneseny do grafů. Příklady 
takových grafů jsou uvedeny na obr. 29 a 30, které zobrazují korelaci mezi podjednotkami 
co-1,2 1 a (D-1,2 2, resp. ro-1,2 2 a co-1,2 3. Tyto podjednotky jsou v rámci jejich množství 
silně závislé. Zbylé grafy (obr. 31-51) jsou uvedeny v příloze 9.1. 

Podle výsledků v tab. 2 byla silná korelace prokázána prakticky mezi všemi podjednotkami 
(3- a a-gliadinů. Naopak nebyla korelace průkazná u frakcí y 1 a y 4 se všemi ostatními 
gliadiny, kromě y 2 a P 1, resp. o>5 1, y 2 a y 3, p i a P 4 a a 3 . U ostatních frakcí byly vztahy 
průkazně závislé téměř všechny. 
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Obr. 29 Korelace co-1,2 1 vs. co-1,2 2 s korelačním koeficientem 0,8605 (p = 0,01). 
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Obr. 30 Korelace co-1,2 2 vs. co-1,2 3 s korelačním koeficientem 0,8564 (p = 0,01). 
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5 DISKUSE 

Na základě výsledků našeho experimentu byl vyhodnocen vliv jednotlivých faktorů na 
množství proteinů v každé gliadinové frakci. Jednoznačně nejmarkantnější vliv na obsah 
gliadinových proteinů měla výživa dusíkem, která průkazně zvyšuje množství proteinů 
v pšeničném zrnu, a to za velmi různorodých podmínek. Nejvíce podjednotek významně 
reagovalo při podmínkách normální koncentrace CO2 za sucha a bez U V záření. Jedná se 
0 proteiny frakcí co-1,2 3, co-5 2, všechny |3 (1^1) i a-gliadiny (1-3). V ostatních podmínkách 
již neměl vliv takový rozsah. Za normální koncentrace CO2 při přirozených srážkách bez U V 
záření byly ovlivněny pouze proteiny frakce P 1 a při působení U V záření zase pouze co-1,2 3. 
Za zvýšené koncentrace CO2 byl zaznamenán největší vliv při přirozených srážkách se 
současným působením U V záření, což se týkalo frakcí co-1,2 3, P 3 a a 1. Za sucha a bez U V 
záření byl významný rozdíl u co-5 2 a co-5 3, s U V zářením pouze u a 3. 

Kromě samostatných vlivů se projevily také interakce jednotlivých parametrů. Významnou 
roli zde hraje opět dusík, jehož interakce se projevila v mnoha případech. Velmi významná 
byla interakce dusíkaté výživy a U V záření. Nejvíce podjednotek ovlivnila v podmínkách 
normální koncentrace CO2 a sucha. Jsou to co-1,2 2, P 1, P 3, P 4 a všechny a-gliadiny. Pří 
přirozených srážkách se vliv projevil pouze u frakcí P 1 a a 3. Za zvýšené koncentrace CO2 
a sucha se významně zvýšilo množství proteinů jen u co-1,2 2 gliadinů a s přirozenými 
srážkami u P 1 gliadinů. Interakce dusíku se současným vyloučením U V záření se projevila 
naopak hlavně v podmínkách zvýšené koncentrace CO2 a sucha, a to u co-1,2 3, co-5 2, co-5 3, 
P 2, p 3 a a 1 gliadinů. Navíc ještě frakce co-5 3 reagovala při zvýšené koncentraci CO2 
s přirozenými srážkami a P 2 a a 2 gliadiny při normální koncentraci CO2 a za sucha. 

Obsah proteinů v gliadinových frakcích také významně zvýšil vliv interakce dusíku 
s přirozenými srážkami. Nejvíce v podmínkách normální koncentrace CO2 s vyloučením U V 
záření (P 2, p 3, P 4 a a 2) a zvýšené koncentrace CO2 při působení U V záření (P 3, P 4 
a všechny a-gliadiny). co-1,2 3 gliadiny zvýšily svůj obsah za normální koncentrace CO2 s U V 
zářením a co-5 3 a P 2 gliadiny za zvýšené koncentrace bez U V záření. Dusík v interakci se 
suchem významně zvýšil obsah proteinů pouze u frakce a 3 v podmínkách normální 
koncentrace CO2 bez U V záření. 

Daniel a Triboi [76] zjistili různý vliv dodávek dusíku na podíly (relativní množství) 
jednotlivých frakcí v rámci celkových gliadinů. Podle jejich studie podíl co-gliadinů slabě 
vzrostl, zatímco podíl a/p-gliadinů klesl a podíl y-gliadinů zůstal stálý. Wieser a Seilmeier 
[77] uvádí nejen zřetelnější vliv na gliadiny oproti gluteninům, ale také větší vliv na hlavní 
proteinové typy (a/p-, y-glidiny a L M W podjednotky) v porovnání s minoritními frakcemi 
lepku (co-gliadiny a H M W podjednotky). Navíc se vlivem vyšší hladiny dusíku podíl 
co-gliadinů zvýšil a podíl y-gliadinů se snížil, jak uvádějí i jiní autoři [78], [79], [80]. To 
zhruba odpovídá i našim výsledkům bez ohledu na ostatní faktory při pěstování. V rámci 
samotného množství se v jejich práci [77] obsah všech proteinů v jednotlivých frakcích 
zvýšil, nicméně u a/p- a y-gliadinů byly rozdíly markantnější než u co-1,2 a co-5 gliadinů, 
1 když ty vykazovaly nejvyšší relativní nárůst. Wieser a Seilmeier tento fakt vysvětlují tím, že 
zřejmě produkce co-gliadinů byla podpořena vyšší dostupností dusíku pravděpodobně kvůli 
jejich extrémně vysokému obsahu glutaminu (co-1,2: 44 %, co-5: 55 %). Úbytek proteinů při 
vyloučení dusíkaté výživy je v literatuře [81] vysvětlen tím, že pokud byla po výkvětu 
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vynechána dusíkatá výživa, snížila se jak rychlost, tak doba trvání akumulace proteinů. Triboi 
[28] naopak tvrdí, že dusíkatá výživa nemá vliv na dobu trvání akumulace proteinových 
frakcí. Podle něj jsou v dospělosti rozdíly ve složení proteinových frakcí hlavně kvůli 
rozdílům v celkovém množství dusíku nahromaděného v průběhu plnění zrna. 

Průkazný pokles obsahu proteinů vlivem zvýšené koncentrace CO2 byl v rámci našeho 
experimentu zjištěn pouze u první frakce P-gliadinů v případě, kdy byla pšenice pěstována za 
sucha bez U V záření a s dostatkem dusíku. Stejně tak se pouze u této frakce projevil vliv U V 
záření za podmínek zvýšené koncentrace CO2 a sucha s dusíkatou výživou, ale obsah proteinů 
se naopak zvýšil. 

Interakce zvýšené koncentrace CO2 s jinými faktory se projevila v malé míře stejně tak, 
jako samotná zvýšená koncentrace CO2. V největším rozsahu to bylo v souvislosti s dusíkatou 
výživou. Interakce dusíkatého hnojení a zvýšené koncentrace CO2 měla významný vliv pouze 
v podmínkách sucha bez U V záření. Obsah proteinů se zvýšil v rámci co-1,2 3, co-5 3, a 1 
a a 2 gliadinů. Kromě toho měla průkazný vliv také interakce zvýšené koncentrace CO2 
s vyloučením dusíku oproti normální koncentraci CO2 s dusíkatou výživou, ovšem v tomto 
případě se obsah proteinů snížil. Za sucha s U V zářením reagovaly frakce co-1,2 3, P 1, P 2, 
P 3 a a 3, při přirozených srážkách s U V zářením co-1,2 3, co-5 3, P 3 a a l a a 2 a p ř i 
přirozených srážkách bez U V záření pouze P 2 gliadiny. 

Ke snížení obsahu proteinů také došlo při interakci zvýšené koncentrace CO2 a sucha 
v podmínkách s dusíkatou výživou a bez U V záření, ale významný rozdíl se projevil pouze 
u P 1 gliadinů. Naopak interakce zvýšené koncentrace CO2 s přirozenými srážkami se 
projevila pouze za podmínek bez dusíku i U V záření, a to u frakce a 1, kde se obsah proteinů 
zvýšil. V této frakci se navíc zvýšil obsah proteinů i při interakci U V záření s přirozenými 
srážkami za normální koncentrace CO2 s vyloučením dusíkaté výživy. 

Wroblewitz et al. [82] ve svém článku popsali zvýšený podíl co-gliadinů, zejména 
co-5 gliadinů, v podmínkách zvýšené koncentrace CO2 se sníženými dávkami dusíku, zatímco 
a/p-gliadiny se snížily a y-gliadiny se snížily jen nepatrně. Hôgy et al. [83] porovnávali 
samotné množství gliadinových frakcí a jejich výsledky ukazují pokles gliadinových proteinů, 
který byl zřetelnější u co-1,2 a co-5 gliadinů než u a/p- a y-gliadinů. Tyto výsledky potvrzují 
i další studie se srovnatelným experimentem [17], [84]. Fangmeier [26] uvádí, že výsledky 
z předchozích celoevropských studií naznačují podobnou ztrátu proteinů v pšeničném zrnu za 
zvýšené koncentrace CO2 bez ohledu na množství dodávek dusíku. Respektive snížení kvality 
zrna indukované oxidem uhličitým nemůže být jednoduše překonáno zvýšením dusíkatého 
hnojení, jelikož to může vést spíš k větší produkci biomasy a výnosu, než k lepší redistribuci 
dusíku do zrn. Na druhou stranu Kimball et al. [85] tvrdí, že účinek zvýšené koncentrace CO2 
lze kompenzovat nadměrným hnojením dusíkem a predikují, že v polovině století by se mělo 
používat dvakrát tolik dusíku, aby byla zachována stále stejná kvalita pšeničné mouky. Podle 
Wiesera et al. [17] vykazují zřetelnější pokles gliadiny bohaté na dusík a glutamin, které jsou 
důležité pro viskoelastické vlastnosti, a gluteniny zůstávají neovlivněné. Kromě toho by podle 
nich měla být při zvýšené koncentraci CO2 zvýšena účinnost využitelnosti dusíku, která se ale 
snižuje se zvyšující se dodávkou dusíku a zdaleka převáží pozitivní účinek CO2 [86]. 

K významnému snížení obsahu proteinů vlivem sucha podle našich výsledů došlo u jediné 
frakce, a to a 2 v podmínkách normální koncentrace CO2 bez U V záření a dusíku. Yang et al. 
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[87] zaznamenali pokles proteinů vlivem sucha v rámci a/p1- a y-gliadinové frakce. Altenbach 
et al. [81] zkoumali vliv teploty, sucha a dusíkaté výživy na akumulaci pšeničných proteinů 
a došli k závěru, že sucho za režimu s vyšší teplotou zkrátilo dobu maximálního obsahu vody 
a dobu akumulace škrobu, ale neovlivnilo načasování a akumulaci proteinů a vysychání zrna. 
V další studii [28] se říká, že sucho po výkvětu snížilo rychlost akumulace gliadinů o 40 % při 
nižší teplotě a o 30 % při vyšší teplotě. 
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6 ZÁVĚR 

Cílem diplomové práce bylo vyhodnotit vliv zvýšené koncentrace oxidu uhličitého, 
dusíkatého hnojení, sucha a U V záření a jejich vzájemných interakcí na obsah proteinů 
gliadinové frakce. 

Vzorky ozimé pšenice odrůdy Bohemia byly kultivovány na Experimentální stanici Centra 
výzkumu globální změny Akademie věd ČR v Domanínku u Bystřice nad Pernštejnem 
nacházejícím se v oblasti Českomoravské vrchoviny. Stanici tvoří 24 komor umožňujících 
automatickou fumigaci zvýšenou koncentrací CO2, dále regulaci srážek a také omezenou 
propustnost pro U V záření u poloviny komor. Vzduch se zvýšenou koncentrací CO2 
obsahoval oxid uhličitý v koncentraci 700 umol-moľ 1, přičemž fumigace byla zahájena 
v polovině května. Pšenice byla vyseta 10.-11. 10.2013 v hustotě 4 M K S na ha. Plocha 
uvnitř komor byla rozdělena na dvě části, z nichž jedna byla hnojena dávkou dusíku 
200 kg-ha"1. Druhá část zůstala zcela bez hnojení. Sklizeň zralého zrna byla provedena ručně. 

Separace proteinů gliadinových frakcí byla provedena metodou A - P A G E podle Polišenské 
et al. [75] a ČSN 46 1085-2, obsah proteinů byl stanoven počítačovou denzitometrií. 

Jednoznačně nej markantnější vliv na obsah gliadinových proteinů měla výživa dusíkem, 
která průkazně zvyšuje množství proteinů v pšeničném zrnu. Nejvíce podjednotek významně 
reagovalo při podmínkách normální koncentrace CO2 za sucha a bez U V záření (co-1,2 3, 
ro-5 2, všechny P i a-gliadiny). Za zvýšené koncentrace CO2 byl zaznamenán největší vliv při 
přirozených srážkách se současným působením U V záření (co-1,2 3, P 3 a a 1). V ostatních 
podmínkách již neměl vliv takový rozsah. 

Kromě samostatných vlivů se projevily také interakce jednotlivých parametrů. Významnou 
roli zde hraje opět dusík. Velmi významná byla interakce dusíkaté výživy a U V záření. 
Nejvíce podjednotek ovlivnila v podmínkách normální koncentrace CO2 a sucha (co-1,2 2, P 1, 
P 3, P 4 a všechny a-gliadiny). Interakce dusíku se současným vyloučením U V záření se 
projevila naopak hlavně v podmínkách zvýšené koncentrace CO2 a sucha (co-1,2 3, co-5 2, 
co-5 3, P 2, P 3 a a 1). Při interakci dusíku s přirozenými srážkami se obsah proteinů 
významně zvýšil nejvíce v podmínkách normální koncentrace CO2 s vyloučením U V záření 
(P 2, P 3, P 4 a a 2) a zvýšené koncentrace CO2 při působení U V záření (P 3, P 4 a všechny 
a-gliadiny). 

Interakce zvýšené koncentrace CO2 s jinými faktory i samotná zvýšená koncentrace CO2 se 
projevily v malé míře. Interakce dusíkatého hnojení a zvýšené koncentrace CO2 měla 
významný vliv na zvýšení obsahu proteinů pouze v podmínkách sucha bez U V záření 
(co-1,2 3, co-5 3, a 1 a a 2 gliadiny). Kromě toho měla průkazný vliv také interakce zvýšené 
koncentrace CO2 s vyloučením dusíku oproti normální koncentraci CO2 s dusíkatou výživou, 
ovšem v tomto případě se obsah proteinů snížil. Za sucha s U V zářením reagovaly frakce 
co-1,2 3, P 1, P 2, p 3 a a 3 a při přirozených srážkách s U V zářením co-1,2 3, co-5 3, P 3 a a 1 
a a 2. 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 

A C normální koncentrace CO2 
A N O V A analýza variance (rozptylu) 
A - P A G E kyselá elektroforéza v polyakrylamidovém gelu 
ATP adenosintrifosfát 
A V ČR Akademie věd České republiky 
C O H M A P Cooperation Holocene Mapping Project 
ČSN česká technická norma 
DTT dithiothreitol 
EC zvýšená koncentrace CO2 
ELISA Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay 
FT-ICR iontová cyklotronová rezonance s Fourierovou transformací 
GC plynová chromatografie 
H L A human leukocyte antigén; hlavní histokompatibilní systém u člověka 
H M W vysokomolekulárni podjednotky gluteninů 
HPLC vysoce účinná kapalinová chromatografie 
IgE imunoglobulin E 
L M W nízkomolekulární podjednotky gluteninů 
M C P mikrokanálová destička 
M K S miliony klíčivých semen 
MS hmotnostní spektrometrie 
N A D P H nikotinamidadenindinukleotidfosfát 
N O A A National Oceánie & Atmospheric Administration 
OSN Organizace spojených národů 
RP-HPLC vysoce účinná kapalinová chromatografie s reverzní fází 
Rubisco ribulosa-1,5-bisfosfátkarboxyláza/oxygenáza 
SD směrodatná odchylka 
SDS dodecylsíran sodný 
SDS-PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za použití SDS 
TEMED N , N , N ' , N ' -tetramethylethylendiamin 
TOF Time-Of-Flight 
TTG tkáňová transglutamináza 
U V ultrafialové záření 
WDEIA cvičením způsobená anafylaxe závislá na pšenici 
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9 PRÍLOHY 

9.1 Grafy korelační analýzy 
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Obr. 31 Korelace celkového obsahu proteinů vs. fi2 s korelačním koeficientem 0,8132 
(p = 0,01). 
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Obr. 32 Korelace celkového obsahu proteinů vs. 3 s korelačním koeficientem 0,8048 
(p = 0,01). 
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Obr. 33 Korelace co-1,2 2 vs. co-5 2 s korelačním koeficientem 0,8471 (p = 0,01). 
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Obr. 34 Korelace co-1,2 2 vs. co-5 3 s korelačním koeficientem 0,8048 (p = 0,01). 
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Obr. 35 Korelace co-1,2 2 vs. a 2 s korelačním koeficientem 0,8491 (p = 0,01). 
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Obr. 36 Korelace co-1,2 3 vs. / i 2 s korelačním koeficientem 0,8167 (p = 0,01). 
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Obr. 37Korelace co-1,2 3 vs. a 2 s korelačním koeficientem 0,8221 (p = 0,01). 
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Obr. 38 Korelace f!2vs. fl 3 s korelačním koeficientem 0,9475 (p = 0,01). 
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Obr. 39 Korelace fi 2 vs. fi 4 s korelačním koeficientem 0,8626 (p = 0,01). 
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Obr. 40 Korelace 2 vs. a 1 s korelačním koeficientem 0,8478 (p = 0,01). 
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Obr. 41 Korelace fi 2 vs. a 2 s korelačním koeficientem 0,8705 (p = 0,01). 
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Obr. 42 Korelace 3 vs. 4 s korelačním koeficientem 0,8814 (p = 0,01). 
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Obr. 43 Korelace 3 vs. a 1 s korelačním koeficientem 0,8839 (p = 0,01). 
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Obr. 44 Korelace 3 vs. a 2 s korelačním koeficientem 0,8652 (p = 0,01). 
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Obr. 45 Korelace / i 3 vs. a 3 s korelačním koeficientem 0,8250 (p = 0,01). 
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Obr. 46 Korelace / i 4 vs. a 1 s korelačním koeficientem 0,8915 (p = 0,01). 
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Obr. 47 Korelace fi 4vs. a 2 s korelačním koeficientem 0,8651 (p = 0,01). 
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Obr. 48 Korelace 4 vs. a 3 s korelačním koeficientem 0,8666 (p = 0,01). 
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Obr. 49 Korelace a 1 vs. a 2 s korelačním koeficientem 0,8886 (p = 0,01). 
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Obr. 50 Korelace a 1 vs. a 3 s korelačním koeficientem 0,8229 (p = 0,01). 



Korelace a 2 vs. a 3 
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Obr. 51 Korelace a 2 vs. a 3 s korelačním koeficientem 0,8184 (p = 0,01). 


