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ABSTRAKT

V této bakalarské praci byl studovan vliv zvysSené koncentrace oxidu uhlicitého, dusikaté
vyzivy a UV zafeni na obsah proteini gluteninovych frakci ozimé psenice (Triticum
aestivum) odridy Bohemia. Gluteninové proteiny byly separovany metodou SDS-PAGE
a jejich kvantifikace byla provedena pocitacovou denzitometrii. Bylo prokdzano, ze dusikaté
hnojeni ma velky vliv na obsah gluteninovych proteini, u vSech vzorka doslo ke zvyseni
jejich obsahu. Samotny vliv zvySené koncentrace CO> neni zdaleka tak vyrazny, nicméné jisté
rozdily se vyskytuji. Vzorky pSenice péstované za podminek redukovaného UV zafeni,
avzorky pSenice péstované v pfirozenych podminkach nevykazuji velké rozdily v obsahu
glutenint.

ABSTRACT

This bachelor thesis studies the impact of elevated carbon dioxide concentration in the
atmosphere and nitrogen nutrition on protein kontent in winter wheat (Triticum aestivum) var.
Bohemia. Glutenin proteins were separated by SDS-PAGE method and protein quantification
was performed by computer densitometry. It was proved that the nitrogen fertilization has
a great influence on the amount of glutenin proteins, which increased in all samples. Effect of
elevated CO> concentrationis not nearly as significant, however certain differences can be
seen. Samples of wheat grown under conditions of reduced UV radiation, and samples of
wheat grown under natural conditions did not show great differences in the content of
glutenins.
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1. UVOD

Pocet obyvatel planety Zemé neustéle roste, a s nim také naroky na zeméde¢lskou produkei,
a na dostatek energie. Energie je stile ziskavana predevsim spalovanim fosilnich paliv,
arostouci zemédélska produkce je =zajiStovana masivnim odlesinovanim a piemenou
puvodnich rostlinnych ekosystémt na zemédelsky obdélavanou padu. Soucasné se rozrustaji
prumyslové zony, které produkuji obrovské mnozstvi odpadi a emisi. Nejvétsi dopad ma
antropogenni ¢innost na emise sklenikovych plynti, konkrétné oxidu uhli¢itého. Ten vznika
hlavné pfi spalovani fosilnich paliv, dale je zastoupen v emisich mnoha primyslovych vyrob,
a rostlinné ekosystémy, které by jej mohly z ovzdusi fixovat fotosyntézou, jsou ni¢eny. Pravé
oxid uhlidity je pfitom uzce spjat s globalni zmeénou klimatu. Jeho koncentrace v atmosfére se
zvySuje takovou rychlosti, jaka v historii nebyla zaznamenana. Vzhledem k tomu, Ze patfi
mezi sklenikové plyny, podili se také velkou mérou na globalnim oteplovani.

Nevidané rychle rostouci koncentrace CO2 ma zasadni vliv také na fotosyntetizujici
organismy. Pro rostliny je tento plyn zdrojem uhliku, ktery pomoci fotosyntetického aparatu
pfeméniuji na sacharidy. Mnozstvi fixovaného CO» zavisi u vétSiny rostlin na jeho parcialnim
tlaku v ovzdusi, neboli na jeho koncentraci. Pokud je jeho koncentrace vyssi, je pak pro
rostliny 1épe dostupny, a mohou tak rychleji ukladat produkty fotosyntézy. Ve vysledku by
tedy rostliny mély rychleji rast a vykazovat vyssi vynosy. Takova situace ale nastane pouze
za idealnich podminek, které zahrnuji spoustu environmentalnich faktort, jako je dostatek
slune¢niho zafeni a mineralni vyzivy, nebo dostate¢ny pifisun vody. Pokud takové podminky
zajistény nejsou, pak mize mit vysoka koncentrace CO> na rostliny negativni dopad, a velké
vynosy jsou kompenzovany napiiklad niz§im obsahem bilkovin. Jakym zpisobem pak
rostlina na danou situaci zareaguje, zalezi i na rostlinném druhu a na jeho genetické vybavé.
U kulturnich rostlin, které jsou pestovany pro lidskou vyzivu, by ale zmény v obsahu bilkovin
mohly zpusobit velké problémy pifi technologickém zpracovani rostlinnych produktd,
a v neposledni fadé by se tak ménila vyzivova hodnota potravin.

Obecné lze fici, ze u vétSiny C3 rostlin je pii vyssi koncentraci CO2 vyrazn€ zvysSena
rychlost fotosyntézy, a tim je stimulovana i produkce biomasy. Tyto dé&je ale vétSinou
probihaji za souCasné redukce obsahu bilkovin. U nékterych druht jiz také byla pozorovana
aklimace, Cili pokles rychlosti fotosyntézy, jako reakce rostlin na dlouhodobou kultivaci pii
vysokych koncentracich CO». VSechny uvedené zmény byly v mnoha studiich pozorovany
také na pSenici. Ta patfi také mezi C3 rostliny, a je jednou z nejpéstovanéjSich plodin svéta.
V lidské vyzivé ma nezastupitelnou roli, a zmény v obsahu jejich bilkovin by vedly ke
zménam kvality mouky, coz by mélo negativni dopad na mnoho potravinarskych vyrob.

V této praci byl zkouman vliv zvySené koncentrace CO> na obsah bilkovin pSeni¢ného
zrna. Spolu s vlivem oxidu uhlicitého byl sledovan i1 vliv dusikaté vyzivy a UV zafeni.
Konkrétné byly sledovany zmény obsahu gluteninové frakce, ktera se z velké miry podili na
vysledné kvalit€é pSeni¢nych vyrobki a zasadné tak ovliviiuje kone¢né vyuziti pSenice
v potravinafském primyslu.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Globalni zména klimatu

Zemské klima bylo v historii velmi proménlivé. Dlouha tepla obdobi, ve kterych
pravdépodobné ani neexistovaly ledové pokryvky pevnin, byla stfidana studenymi obdobimi,
kdy naopak dochazelo k mohutnému zalednéni. Zmény klimatu se odehravaly na planeté
s velmi proménlivym povrchem, kontinenty se spojovaly a opét rozpadaly, ménila se jejich
poloha vzhledem ke svétovym polim, slozeni atmosféry bylo znacné odlisné od soucasného
a Zemé& prochéazela etapami horotvorné i vulkanické €innosti [1]. Informace z ledovcovych
vrtd provadénych v Gronsku a Antarktidé poskytuji varovani, ze klima na nasi planeté se
muze ménit relativné rychle. Nejpodrobnéji jsou prostudovana zalednéni odehravajici se
béhem poslednich 2 miliond let, tedy v kvartéru (Ctvrtohorach). Vystiidalo se vice nez 50 dob
ledovych, nejvice je ale prozkoumana ta posledni [2]. Pfechod k teplej§imu klimatu holocénu
(soucasna doba meziledova) probihal dramaticky, po nahlych oteplenich nasledoval
nekolikrat opét navrat k podminkam ledovym. Klima poslednich 10 tisic let je ale v porovnani
s predchozimi obdobimi stale velmi klidné [1]. Zmény charakteru zemského povrchu, slozeni
atmosféry, zmény stavu svétového oceanu probihajici v soucasnosti Casto v dusledku lidské
cinnosti ale nejsou tak drastické, v porovnani s historickym vyvojem Zemé. To svadi
k domnénkam, ze tyto zasahy cloveka do klimatického systému se nemohou na klimatu
projevit [3].

Zména klimatu muze byt vyvolana fadou faktort, pusobicich na klimaticky systém, véetné
vlivu lidské c¢innosti [1]. Ke studiu klimatického systému a antropogennich vlivi se
v soucasné dobé& pouzivaji predevsim tifirozmérné globalni klimatické modely (GCM) [2], coz
jev podstat¢ matematicka prezentace fyzikalnich a chemickych dé&u probihajicich
v klimatickém systému Zemé, pocitana pro celou planetu [4], [5]. V soucasnosti teplota na
Zemi roste a brzy dosahne hodnot, kterych jiz velice dlouho nedoséhla. Pficinou jsou hlavné
antropogenni emise [3]. Pokud mluvime o globalni zméné klimatu (GZK), vzdy mluvime
pravé o zmeénach zpusobenych ¢lovékem. Tyto zmény zahrnuji hlavné enormni rdst emisi
sklenikovych plynt [6]. Dopady GZK se jiz dnes negativn€ projevuji. Dochazi ke zménam
v biodiverzité rostlin a zivoCichl a jejich vymirani, pokracuje globalni oteplovani, je narusen
kolobéhu prvka v pfirod€, rostou rizika nahlych povodni, zvySuje se erozni ¢innost. Horské
oblasti se potykaji s ustupem ledovca, ubytkem sn€hové pokryvky, v jizni Evropé narustaji
letni teploty a klesa srazkova Cinnost [6]. ZhorSuje se dostupnost vody a nedostatek vlahy ma
vliv na zemédélskou produkci. ZvySena cetnost vyskytu vin extrémné vysokych teplot
stuptiuje rizika vzniku rozsahlych pozart. Ve stiedni a vychodni Evropé zietelné klesaji letni
srazkové uhrny a klesaji zasoby podzemnich i povrchovych vod. V severni Evropé se
projevuji i néktera pozitiva (napf. vyssi vynosy sklizni, rychlejsi riist lesnich porostit) [7].

ZvySené emise sklenikovych plynt spolu s nedostatkem vody, energie, kvalitni pudy
a eutrofizaci povrchovych vod budou mit velky vliv 1 na produkci plodin. Rostouci hladina
moti a ¢im dal Castéjsi extrémni vykyvy pocasi budou predstavovat nova rizika. Spojeni
rostouci koncentrace CO», rostouci teploty a srazek je znepokojujicim faktorem, ktery bude
diive ¢i pozdéji ovliviiovat celosvétové zabezpeCeni potravin pro lidstvo. V disledku toho
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roste i potfeba zkoumat vliv GZK na rast a vyvoj rostlin a jejich produkci [4]. Dopady GZK
na vynosy plodin jsou také odvozeny z raznych simulacnich modeli pro téméf vSechny
kontinenty. Nekteré studie ukazuji, ze rostouci koncentrace CO2 a zaroveni zvySena depozice
dusiku muaze mit i pozitivni dopad na rostlinnou produkci, a to diky zvySeni rychlosti
fotosyntézy, za souCasného zpomaleni transpirace. Tento vliv bude ovSem nejspis
kompenzovan negativnim dopadem rostouci teploty a odezvy rostlin budou velice variabilni
[4], [6], [8]. Ke globalni depozici dusiku dochazi opét kvuli lidské ¢innosti, hlavné kvuli
intenzivni urbanizaci, industrializaci a intenzifikaci zeméd€lstvi [2].

Stfedem z4jmu jsou jednoznacné dopady GZK na pSenici, ryzi a kukufici, jelikoz se radi
mezi Sest nejpéstovanéjsich plodin svéta, a tvori také pifevaznou slozku potravin a zvifecich
krmiv [9]. Celkové bude mit GZK na tyto rostliny velky dopad, ale zatim nevime, zda bude
spiSe negativni nebo pozitivni, pravé diky nejednotnym ucinkiim na fyziologii rostlin [10].
Naptiklad pfili§ prudky rast teploty zpusobuje témér linearni pokles rychlosti fotosyntézy
a dochazi spiSe k mineralizaci prvka [4]. Naopak vyssi srazky vedou k vét§imu hromadéni
organické hmoty [11]. Obecné nejvétsi ucinky maji vyse uvedené zmény na C3 rostliny, u C4
rostlin jako je naptiklad kukufice seta, ke zménam v podstaté nedochazi. Zasadni je, Ze mezi
C3 rostliny patfi drtiva vétsina druha [2].

Prognozy vyvoje globalniho oteplovani prozatim tvrdi, ze béhem pfistich 50 let bude
teplota vys§i asi 02 °C nez je nyni svétovy prumér [3]. GCM ale stale podléhaji tadé
omezeni, kterd zatim nedovoluji vSechny procesy dostatecné podrobné popsat a navic fada
z nich jesté neni v plném rozsahu ani znama. Netykaji se vSak pouze klimatického systému.
K odhadiim zmén je tfeba jesté zohlednit i pravdépodobny vyhled socioekonomického stavu
svéta napiiklad predpokladany nartst populace, technologicky rozvoj, stav energetickych
zasob, vyuzivani novych zdroji energie apod. [7]. Aktualné je mozné se s globalni
klimatickou zménou vyrovnat bud’ pfizptisobenim se zménam, které nastanou, a byt na né
pfipraveni, nebo se snazit zastavit GZK omezenim zdrojua, které ji zptsobuji [12].

2.1.1 Sklenikovy efekt

Zateni emitované Sluncem a dopadajici na nasi planetu je zCasti odrazeno a zCasti
absorbovano jak atmosférou, tak i1 zemskym povrchem. Velka cast nebezpecného
ultrafialového zafeni s kratkou vinovou délkou je absorbovana jiz ozonovou vrstvou. Oxid
uhlicity a vodni para, vyskytujici se v nizSich oblastech atmosféry, absorbuji az v infraervené
oblasti, zhruba mezi 1,5-2 um. Na zemsky povrch tedy dosahne zatfeni v rozmezi 0,3-2 um.
Toto zareni je zcasti odrazeno zemskych povrchem a oblaky, nicméné vétsi cast je
absorbovana, a tak se povrch Zemé ohtiva [13]. Stejn¢ tak jako Slunce, i1 Zemé& emituje
tepelné zareni, ale jelikoz je na Zemi mnohem nizsi teplota nez na Slunci, jedna se 0 mnohem
delsi vinové délky. VétSina zemského povrchu a oceany jsou tak dobrymi emitory zafeni,
které se pohybuje mezi 10—25 um, ¢ili v dlouhovinné infracervené oblasti. Pravé toto zareni
je druhou pfiCinou zvySovani teploty povrchu Zemé¢, protoze je ¢im dal vice pohlcovano
sklenikovymi plyny, které nasledné cast zareni emituji do vesmiru, ale ¢ast sméfuji zpét
k zemskému povrchu [14]. Takovy sklenikovy efekt je pfirozenou vlastnosti zemské
atmosféry. Sklenikové plyny, které jej zpusobuji, se v ni vyskytuji v podstaté od chvile, kdy



atmosféra vznikla [13], s tim, Ze nejvyznamnéjsi roli v tomto procesu hraje vodni para a oxid
uhlicity [14].

Kromé oxidu uhlicitého a vodni pary patii mezi sklenikové plyny methan, oxidy dusiku,
a v poslednich letech se k t€émto plynim fadi i freony (alifatické uhlovodiky substituované
chlorem a fluorem) a fluorid sirovy [2]. Diky pfirozenému vyskytu sklenikovych plynd, byla
na planeté zajist€éna vhodna teplota [7]. Dnes ale teplota na Zemi roste — dochazi ke
globalnimu oteplovani, coz je zptisobeno nebyvale rychlym ristem koncentrace téchto plyna
a také vyskytem Upln€ novych [12], [2]. I pfes to, ze CH4, N2O 1 freony maji mnohem kratsi
zivotnost v atmosfére nez CO», jejich vliv na jeji ohfev je nepiehlédnutelny — jiz pfi malych
koncentracich maji totiz vysokou ucinnost [15]. Spolec¢nou vlastnosti sklenikovych plyni je,
jak jiz bylo uvedeno vySe, propustnost kratkovinného slune¢niho zafeni, a naopak daleko
mensi propustnost pro dlouhovinné zafeni emitované zemskym povrchem. Radiace jen z malé
casti unika do vesmiru, konkrétné jen zafeni v intervalu vinovych délek 7—13 um, pro které je
atmosféra skvéle propustnd, a proto se tomuto intervalu fikd atmosférické okno [6]. Zafeni
emitované mimo toto okno je atmosférou siln€¢ absorbovano, tudiz se do vesmiru vyzatuje
mnohem méné energie [2]. Toto atmosférické okno se ale stale zmenSuje, a zafiva bilance
Zem¢ neni vrovnovaze [6]. Jsou to pravé syntetické plyny, které absorbuji v oblasti
atmosférického okna, a tim ho zmensuji [2]. Vysledna bilance energie Zemé¢ pfitom formuje
atmosférické a oceanické proudéni a nasledné ovliviiuje vypar a srazkové procesy. Zakladni
pti¢inou zmeén pocasi a klimatu tedy jsou pravé zmeény energetické bilance Zemé [7].

Antropogenni zdroje sklenikovych plynt jsou rozdilné. Oxid uhlicity se do atmosféry
dostava prevazné spalovanim fosilnich paliv, emise methanu jsou tvofeny zemédélskou
¢innosti a zpracovanim ropy a zemniho plynu, oxid dusny unikd pii fadé zemédélskych
procesu a emise freont souvisi s rozvojem chladirenské a klimatizacni techniky [7]. Freony
jsou znamy prevazné diky naruSovani ozonové vrstvy, ktera nas chrani pfed nebezpeCnym
ultrafialovym zafenim. Ozonova vrstva se nachazi ve stratosfére ve vysce asi 25—35 km, kde
dochazi k fotolyze freont. Vznikajici vysoce reaktivni chlor pak rozklada ozon [2]. Pfirozené
emise oxidu dusného jsou zpusobeny napfiklad nitrifikacnimi a denitrifikaénimi padnimi
bakteriemi. Antropogenni emise pochazeji napiiklad ze spalovacich procest — pouziva se jako
oxidacni ¢inidlo v motorech. Pod oznacenim E942 se pouziva i v potravinaifském primyslu
jako hnaci plyn. Zivotnost N2O v atmosféte je asi 130 let a také se podili na destrukci
ozonové vrstvy. Methan ma velké vyuziti jako zdroj energie, hojné je také vyuzivan
v chemickém pramyslu. V atmosfére je jeho zivotnost asi 10 let a jeho pfirozenymi zdroji
jsou viechny druhy mokiadl, oceany a termiti§té [2]. Ubytek methanu je zajistovan
bakteriemi v provzdusnénych plidach, azejména oxidaci hydroxylovymi radikaly
v troposféie. Po oxidaci se podili na rozkladu stratosférického ozonu [15].

Cinnosti &lovéka jsou do atmosféry uvoliiovany i pevné aerosoly, které pisobi proti
zesilovani sklenikového efektu [7]. Jednd se hlavné o sulfaty, které rozptyluji dopadajici
slunecni zafeni. Jejich zivotnost v atmosfére je vSak relativné kratka, takze maji spise lokalni
ucinky [2].
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2.1.2 Zmény koncentrace CO2

Koncentrace CO; v atmosféte byla vzdy ovlivnéna pfirozenymi procesy, jako je dychani
nebo tieba vulkanicka Cinnost [6]. Priblizné pfed 550 miliony let dosahovala koncentrace CO>
az 6 000 pmol mol~!, a pied asi 400 miliony let, kdy rostliny pfechazely na sous, uz jeho
koncentrace ¢inila 3000 pmolmol™, <¢ili dochazelo kjistému pfizpisobeni se,
pravdépodobné 1 proto, ze slunecni zafeni mélo jiné vlastnosti, nez ma dnes. VétSina takovych
udaju o koncentraci CO», pochazi z analyz vzduchu uzavieného v polarnich ledovcich, nebo
jsou ziskany metodami zalozenymi na stanoveni poméru izotopl uhliku v organickych
materialech. AZ z doby nékolik desitek az stovek tisict let pred souCasnosti existuji pomérné

podrobné udaje [2].

Pted zhruba 2 miliony let, na zacatku kvartéru doslo k velkému ochlazeni a na severni
polokouli se vytvorily mohutné ledovcové vrstvy. Pro kvartér je typické kolisani klimatu,
stfidani dob ledovych a meziledovych, pfi¢emz pro tyto piechody je charakteristické zvySeni
koncentrace CO> asi 0 30 %. Predpoklada se tedy, ze zmény klimatu a koncentrace CO> byly
tésné spjaty, a patrn€¢ souvisi s alkalitou a cirkulaci oceant, se zménami biologické
produktivity i s ukladanim CaCO3 do koralovych utest [2]. V preindustrialnim obdobi, ¢ili
pred rokem 1800 byly emise z fosilnich paliv 1 zmény v uzivani souse minimalni. Mezi roky
1000 a 1550 byla koncentrace CO» zhruba 282 pmol mol™!. Do roku 1800 jeho koncentrace
klesla asi 0 6 pmol mol™, zpét na 282 pmol mol™! se vratila az pocatkem 19. stoleti, a potom
nasledoval prudky vzrist jako nasledek masivniho pramyslového rozvoje [2], [6], [13].
Aktualni koncentrace oxidu uhli¢itého dosahla hodnoty 400 pmol mol™, coz je nejvice za
poslednich nékolik milioni let, antropogenni emise CO> tedy jednoznacné porusuji
pfirozenou rovnovahu tohoto plynu [12]. Takto velké zmény nejsou zpusobeny jen
spalovanim fosilnich paliv, ale 1 extrémné rozsahlym a rychlym odlesiiovanim, predevsim
v tropickych oblastech. Neodlesnéné suchozemské ekosystémy jsou totiz diky fotosyntéze
ulozi§tém nemalého mnozstvi CO: [6]. Jednim z hlavnich sinki CO; jsou také oceany.
V procesu saturace CO2 do oceanskych vod hraje ale velkou roli také teplota [2].

Jiz nékolik desetileti je také sledovano kolisani koncentrace COz v pribéhu roku.
K pravidelnému poklesu dochazi v dobé rozvoje jarni vegetace na severni polokouli,
akuvolnéni velkého mnozstvi CO2 dochazi na podzim, kdy vegetace piestava byt
fotosynteticky aktivni. Dal§i pfi¢inou ro¢niho cyklu muize byt sezonni kolisani spalovani
fosilnich paliv [2].

Soucasné zmeény v koncentraci CO2 tedy nejsou raritou, nybrz zcela ocekévanou véci. Co
je ovSem neoCekavané, je nevidana rychlost téchto zmén. Napftiklad rostliny nejsou a nebudou
schopny se adekvatné rychle adaptovat na vzniklé podminky. Nejmensi schopnost adaptace
byla zatim pozorovana u C3 rostlin, mezi néz se fadi drtiva vétSina kulturnich plodin,
péstovanych za ucelem nakrmit neustale se rozrustajici lidskou populaci [2]. Nékteré kulturni
plodiny ale zastupuji také skupinu C4 rostlin, naptiklad kukufice, cukrova titina nebo Cirok
[16].
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2.2 Vliv zvySené koncentrace CO: na rostliny

Pro studium vlivu CO> na rast a produktivitu rostlin se dnes pouzivaji systémy FACE
(Free-Air CO2 Enrichment). Jedna se o systém potrubi, které je umisténo v kruhu kolem
pokusného pozemku, a obohacuje okolni vzduch oxidem uhli¢itym. Vyhodou je, Ze neni
ovlivnéno okolni mikroklima, ale zaroven lze sledovat zmény na pomérné velkych plochach
[2]. Drtiva vétsina FACE experimentd dokazuje, Ze fixace uhliku fotosyntézou je u C3 rostlin
vyznamné stimulovana [17].

Pfimym uc¢inkem zvySené koncentrace CO> je zména rychlosti fotosyntézy, fotorespirace,
transpirace, ale i spousta dalSich sekundarnich zmén, jako je odlisnost ve vodivosti pruducha
[2], zména plochy listi [18], nebo tfeba nartst kofenové biomasy. To, do jaké miry se tyto
ucinky na rostlin€ projevi, zalezi na rostlinném druhu a na dalSich podminkach ristu, jako je
teplota, dostatek slune¢niho zafeni, nebo také dostupnost mineralni vyzivy v pudé [6],
obzvlast pak dostatek dusiku [6], [19], [20]. U mnoha C3 rostlin byl sledovan vyrazny rast
rychlosti fotosyntézy. Také byl prokdzan pokles rychlosti transpirace, rostliny tedy
v podminkach vyssi koncentrace CO2 efektivnéji hospodati s vodou [2].

Dlouhodoba expozice rostlin vysoké koncentraci CO> ovSem muze mit i mnohé jiné
ucinky, vyplyvajici z provazanosti jiz uvedenych jeva [17]. U mnoha druha C3 rostlin byla
pozorovana aklimace na zvysenou rychlost fotosyntézy. To znamena, ze dochazi ke zménam
asimila¢niho aparatu rostlin [6], konkrétné se rychlost fotosyntézy opét snizuje [2], [19], [21].

2.2.1 Rychlost fotosyntézy a rustu

Stimulace procesu fotosyntézy se projevuje nejvyrazng€ji u C3 rostlin. Tyto rostliny totiz
v temnostni fazi fotosyntézy fixuji CO» Calvinovym cyklem, jehoz prvni krok je vazba CO>
na ribulosa-1,5-bisfosfat (RuBP). Tento krok je zprostredkovan enzymem, jehoz aktivita roste
s rostouci koncentraci CO2 v ovzdusi. Tento enzym (ribuléza-1,5-
bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa, neboli Rubisco) ale vaze i vzduSny kyslik, pro zajiSténi
fotorespirace. Pii fotorespiraci se naopak z asimilati uvoliiuje CO», napiiklad v horkych
letnich dnech, kdy je rostlina nucena uzavfit priduchy, aby neztracela vodu a CO> tak nemuize
byt fixovan [6]. Pokud ma ale rostlina v okolni atmosfére k dispozici vice molekul oxidu
uhlicitého, nez molekul kysliku, pak dochazi k intenzivnéjsi karboxylaci Rubisco, jelikoz
navazani molekul CO> je pravdépodobnéjsi [2]. Diky tomu pak roste rychlost fotosyntézy,
rostlina ma k dispozici vice asimilati a muze tak i rychleji rast [17]. Napiiklad Poorter [21]
porovnaval vynosy 156 rostlinnych druhd, kultivovanych pii vzdusné koncentraci oxidu
uhli¢ittho 600-720 umol mol~!. Jejich vynosy byly vztazeny k vynosu pii koncentraci
300-360 umol mol ! a vysledky ukazuji, ze u C3 rostlin vzrostl obsah susiny primérngé
041 %. V mnoha FACE experimentech také bylo dokazano, ze obsah a aktivita enzymu
Rubisco klesa, nicméné i presto byla rychlost fotosyntézy stimulovana [17], [21].

U C4 rostlin by vliv vysoké koncentrace CO2 nemél byt tak markantni, jelikoz roli Rubisca
zastupuje enzym fosfoenolpyruvatkarboxylasa (PEPc), ktery nevaze kyslik, pouze COo,
a zprostiedkuje jeho vazbu na fosfoenolpyruvat [2]. Tento krok je soucasti Hatch-Slackova
cyklu, jehoz cilem je zvySovat koncentraci COz v buiikach, kde je vazan Calvinovym cyklem.
Tento mechanismus tak vyzaduje energii navic, diky které se regeneruje fosfoenolpyruvat.
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Rozhodyjici je tedy pro C4 rostliny dostatek zafivé energie [16]. I pfes to Poorter [21] uvadi,
ze se vynos C4 rostlin pod vlivem zvySené koncentrace CO> zvysil, konkrétné vzrostla
hmotnost susiny zkoumanych rostlin o 22 %. To muze byt zpusobeno napfiklad zménami ve
vodivosti pruduchi a obecné tim, ze fotorespirace u C4 rostlin v podstaté neprobiha [21],
[16].

Obecné mira zvySeni rychlosti fotosyntézy zna¢né zavisi na dostupnosti zarivé energie. Pri
vysSich ozafenostech je zvySeni rychlosti fotosyntézy vyrazn€jsi, nicméné 1 stinna spodni
patra hustych porosti vykazuji stimulaci fotosyntézy, jako odezvu na vétsi dostupnost CO»
[2]. Déle zalezi na rostlinném druhu a jeho genetické vybaveé [21], na teploté pii kultivaci (ta
jesteé vice podmiruje stimulacni ucinek CO2) [22] a na fadé dalSich environmentalnich
faktort.

2.2.2 Transpirace, efektivni vyuzivani vody, vodivost pruduchu

Jednim z hlavnich faktord ovliviiyjicich vynos plodiny je dostupnost pudni vlhkosti,
nicméné obnovovani zasob podzemnich vod je ¢asto naruSovano obdobim sucha [4]. Je tedy
zadouci zmeénou, ze rostliny efektivnéji hospodafi s vodou za podminek zvysené koncentrace
CO2 [2], konkrétné snizuji vodni ztraty transpiraci [17], [21]. V tomto procesu hraji dalezitou
roli priduchy. Ty totiz maximalizuji rychlost difuze CO2 do listu za udrzeni minimalnich ztrat
vody transpiraci [17]. Pravé vodivost praduchi je vlivem rostouci koncentrace CO> snizovana
[2], [17], [8], a tato zména byla pozorovana jak u C3 rostlin, tak u C4 rostlin [21].

Mechanismus, kterym CO» zplsobi pfivieni pruduchové Stérbiny, neni spolehlivé popsan,
ale ma na né velky vliv 1 ozarenost (hlavné modré a Cervené spektrum viditelného zateni).
Predpoklada se, ze mnozstvi fixovaného CO2 ovliviiuje koncentraci zeaxantinu, ktery funguje
prave jako receptor modrého zareni v chloroplastech svéracich bun¢k [6], [23].

2.2.3 Aklimace na zvySenou koncentraci CO2

Pti dlouhodobé kultivaci za podminek zvySené koncentrace CO> dochéazi u C3 rostlin
k postupnému poklesu rychlosti fotosyntézy. Existuje fada moznych mechanismu, kterymi je
aklimace spusténa [6]. Vzhledem k tomu, jak moc je vlivem CO: zpocatku fotosyntéza
urychlena, jako prvni pfichazi v ivahu zmény v obsahu a hlavné aktivité enzymu Rubisco,
nebo vliv nestrukturnich sacharidi, asimilovanych ve velkém mnozstvi [24].

Pokud fotosyntetické procesy produkuji vice asimilati, nez je rostlina schopna ulozit,
zacnou se hromadit ve vakuolach mezofylovych bunék. Tyto asimilaty (nestrukturni
sacharidy, pfevazné sacharosa a glukosa) zpusobuji represi gent fotosyntetického aparatu,
tedy i gent, které ovliviiuji aktivitu Rubisco. Mechanismus tohoto dée neni detailné
prozkouman, nicméné je znamo, ze v ném hraje dulezitou roli enzym hexokinasa, jehoz
substratem jsou prave hexosy tvorené z asimilata [6], [25].

Dalsi pficinou, kterd vyvola aklimaci by mohlo byt snizeni celkového obsahu dusiku
v listech [26], ktery v mnoha studiich odpovida i poklesu obsahu Rubisca [27] . Medlyn [28]
uvadi, ze pfi zvysené kocentraci CO se rostliny snazi efektivn€ji vyuzivat dusik, a to tak, ze
snizi obsah enzymu Rubisco, aby mohly dusik z néj pouzit napiiklad pro syntézu proteint
elektronového transportu, nebo jej vyuziji na enzymy dualezité pro syntézu Skrobu a sacharosy
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[6]. Nakano a kol. [26] také pozorovali pokles obsahu Rubisco, ale dodavaji, ze tento pokles
nesouvisel s efektivnéj§im vyuzitim dusiku na jiné slouceniny. Rogers a kol. [29] uvadi, ze
pokles v obsahu celkového mnoZzstvi proteina (prevazné pak Rubisco) je tim vétsi, ¢im méné
je rostlina hnojena dusikem. Vyrazny vliv mineralni vyzivy, hlavné dusiku, uvadi i Marek
a kol. [6].

Pro zachovani vysSich rychlosti fotosyntézy pii zvySené koncentraci CO: je také nutné
zachovat aktivitu enzymu Rubisco [26]. Mnoho studii uvadi, ze aktivita enzymu postupné
vlivem CO; klesa [30], [31], mnoho z nich ale tuto domnénku vyvraci [26], [32].

Kromé¢ vyse uvedenych divodi aklimace C3 rostlin, existuje spousta dalSich mechanismu,
které se pfi tomto procesu mohou uplatiiovat. Naptiklad redistribuce a nedostatek
anorganického fosforu, nebo pokles obsahu fotosynteticky aktivnich pigmentd, snizeni
obsahu dusiku je totiz spojovano s niz§im obsahem chlorofylt [6], [26]. VSechny procesy jsou
ale provazané, a tak nelze urcit, ktery mechanismus se na aklimaci podili nejvice. Napftiklad
nedostatek fosforu muze byt zpisoben pravé hromadénim asimilatt fotosyntézy — ty se totiz
v prvnim kroku fosforyluji, ¢imz Cerpaji ATP potiebné pro dokonceni Calvinova cyklu (pro
regeneraci RuBP). Nedostatek anorganického fosforu také ovliviiuje hromadéni asimilatd ve
stromatu chloroplastd, jelikoz do cytosolu se mohou dostat jen pres striktni antiport, ktery
prenasi soucasné¢ PO, [6], [26], [32].

2.3 Vliv zvySené koncentrace COz na pSenici

Vyzkumy z poslednich dvaceti let naznacuji, ze vlivem zvySené koncentrace CO» se vynos
u pSenice bude zvySovat, nicméné tato vyhoda bude kompenzovana nizsi kvalitou (nizsim
obsahem bilkovin). Dokazuji to napiiklad Fernando a kol. [33] se zavérem, ze obsah proteina
vztazeny na susinu klesl o 9 % pfi expozici 550 umol CO2 mol™!. Nicméné také tvrdi, ze
obsah proteind vyjadfeny jako procentualni obsah zrna se neménil za rozdilnych koncentraci
COas. Aranjuelo a kol. [34] uvadéji, ze expozice zvySenou koncentraci CO2vyznamné zvysila
tvorbu biomasy, ale tento jev byl zptsoben spisSe vys$§im poctem klast na jednu rostlinu, nez
zmeénami samotného zrna. Stejny zavér ma 1 studie Hogyové a kol. [20], kde autofi potvrzuji
pozitivni vliv na produkci nadzemni biomasy a zaroven na pocet klast, i na poCet zrn. Han
a kol. [35] provadéli FACE experimenty v letech 2007-2010 a prokazali o 11,4 % vyssi
vynos zrna, ale také nizs§i obsah dusiku v rostliné (nejnizsi obsah dusiku byl stanoven
v listech). Pokles obsahu dusiku v listech i v pSeniéném zru je jednim z nejcastéji
pozorovanych jeva, zpusobenych vyssi koncentraci CO2 [36]. Zajimavé je porovnani FACE
experimentu s pSenici ozimou, kdy bylo pouzito rozdilnych davek dusikatého hnojeni. Han
a kol. [35] neprokazali interakci vlivu zvySené koncentrace COz a dusikatého hnojeni. Vynos
zrna vzrostl o 11,4 %, ale vyrazné se neménil pfi vysSich davkach dusikaté vyzivy, ktera byla
davkovana v mnozstvi 25-95 kg-ha™' dusiku. Ma a kol. [37] davkovali dusikaté hnojivo
nejprve v mnozstvi 125 kg-ha™' dusiku, kdy mnozstvi nadzemni biomasy vzrostlo o 13,5 %.
Poté davkovali 250 kg-ha™! dusiku, a mnozstvi nadzemni biomasy vzrostlo dokonce 0 26,8 %.

Prokazan byl také vliv na distribuci dusiku mezi rostlinnymi organy, a to v riznych fazich
vyvoje rostliny [35]. Han a kol. [35] poukazuji na pozitivni vliv dusikaté vyzivy na obsah
proteinu a také uvadéji, ze davky dusikatého hnojeni by mély byt nejvétsi ve fazi rastu, aby
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m¢éla rostlina dostatek dusiku pii kveteni, kdy je poptavka po ném nejvétsi. Taub a kol. [38]
provedli meta analyzu publikaci, které se tykaji vlivu zvysené koncentrace CO2 na obsah
proteinu nejvice péstovanych plodin svéta. U pSenice potvrzuji vyznamné snizeni obsahu
proteint, stejné tak jako tento vliv potvrzuji meta analyzy Jablonského a kol. [39] a Loladze
[40]. Taub a kol. [38] také uvadi, ze tento jev je umocnén vyssi teplotou pii kultivaci. Existuje
predpoklad, ze pfi dostatecném dusikatém hnojeni, a tedy pifi zachovani, nebo dokonce
zvySeni obsahu bilkovin zrna, muze rostlina trpét nedostatkem siry, z divodu vyCerpani
proteinti bohatych na siru [41]. Snizeni obsahu siry v pSeni¢nych zrnech potvrzuji Hogy a kol.
[20]. Leakey a kol [17] uvadéji, ze zvySena koncentrace CO2 muaze u pSenice jednak zvysit
pozitivni vliv padniho dusiku na efektivitu vyuzivani vody, ale také stimuluje respiraci pfi
nedostatku zafeni. Zavérem autofi dodéavaji, ze stimulace vytézku rostlin je nizsi, nez bylo
ocekavano.

2.4 PsSenicné proteiny

Pseni¢né bilkoviny muzeme klasifikovat podle morfologického puvodu na bilkoviny
endospermu, aleuronové vrstvy a bilkoviny klicku. Endosperm pSeni¢ného zrna, ze kterého se
vyrabi prevazna vétSina mouk, obsahuje asi 10-13 % proteind, které jsou velmi heterogenni,
lisi se jak ve slozeni, tak i v molekulovych hmotnostech [41]. Rozdéleni téchto proteint na
zéakladé rozpustnosti provedl Osborn pomoci postupné extrakce na Ctyfi frakce [42]. Prvnimi
extrahovanymi proteiny byly albuminy rozpustné ve vodé, nasledovaly globuliny rozpustné
v roztocich soli, dale prolaminy (u pSenice nazyvané gliadiny) rozpustné ve vodnych
roztocich alkoholt a gluteliny z¢asti rozpustné ve zfedénych kyselinach a zasadach [43].
Gluteliny (u pSenice nazyvané gluteniny) byly pozdéji rozdéleny jesté na dvé podskupiny —
prvni je rozpustnd v 0,05 M kyseliné octové, druha neni [42]. Nejcastéji publikované
vzajemné procentualni poméry mezi jednotlivymi skupinami bilkovin u pSenice seté jsou
v rozmezich 20—25 % albumint a globulint, 40—50 % gliadini a 35—40 % glutenina [43].
Kazda z vyjmenovanych skupin obsahuje velké mnozstvi proteind, které se navzajem nemalo
lisi, proto byla klasifikace pSeni¢nych proteint rozsifovana a dnes uz klasifikujeme bilkoviny
1 na zakladé sekvence aminokyselin, nebo na zakladé jejich typické trojrozmérné struktury
[44]. Velky vliv na celkovy obsah proteint, a hlavné na obsah jednotlivych frakci, ma
genotyp daného druhu psenice, ale také environmentalni podminky ristu [41].

2.4.1 Albuminy a globuliny

Albuminy jsou spolecné s globuliny oznacovany jako rozpustné pSeni¢né bilkoviny [36].
V obilce maji predevs§im metabolickou, nebo strukturni funkci. Jsou tedy soucasti enzymu
ajejich inhibitort, bunéCnych stén i membran [45]. Jejich aminokyselinové slozeni je
z pohledu vyzivové hodnoty pfiznivéjsi nez slozeni zasobnich bilkovin. Frakei rozpustnych
albuminu a globulint tvoii jednak cytoplasmatické proteiny, jednak aktivni enzymy, mezi néz
patii - a B-amylasy, proteasy, lipasy, fytasy, lipoxygenasy aj. [46].

2.4.2 Lepek

Zasobni proteiny pSenice vytvari viskoelastickou hmotu zvanou lepek. Jednd se o smés
proteinti, které nazyvame gliadiny a gluteniny [45]. Lepek jako takovy, 1ze definovat jako
viskoelastickou hmotu, slozenou ze dvou tfetin z vody a zjedné tfetiny z hydratovanych
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proteinu gliadint a glutening, které jsou ve vodé nerozpustné, a nachazeji se nejen v pSenici,
ale i v jeCmeni nebo v zit¢€ [44]. Nachazeji se v endospermu spolecné se Skrobem a pii kli¢eni
slouzi jako zéasoba aminokyselin. Jelikoz jsou nerozpustné ve vodé, nedochazi k jejich
vylouhovani vlhkosti, ktera spousti kliceni [41].

Roztaznost a viskozita lepku je dana gliadinovou frakci, zatimco gluteninova frakce
prispiva k elasticité a pevnosti [42]. Nedostatecné elasticky lepek vede k niz§imu objemu
pekarenskych vyrobkl, a naopak zvySena elasticita lepku zabrariuje expanzi plynovych
bublinek v pecivu, coz vede opét k niz§imu objemu [47]. Pro tvorbu spravné struktury lepku
je tedy nutno dosahnout vhodného pomeéru gliadint a glutenind [41].

2.4.3 Gliadiny

Gliadiny se nachazeji prevazné v aleuronové vrstvé zrna, a jejich zasobni funkce je
zajisténa hlavné diky vysokému obsahu prolinu a glutaminu [44]. Pravé gliadinova frakce
bilkovin je zodpovédna za imunitni odezvu, ktera se projevuje asi u 0,5 % evropské populace.
Jedna se o geneticky podminéné onemocnéni — celiakii [44]. Jednim z nebezpecnych projevi
celiakie je histologicka zména sliznice stfeva, ktera mize dojit az do faze Uplné atrofie,
a hlavné souvisi s fadou dal§ich zdravotnich potizi [48]. Jedinou 1écbou je zatim “bezlepkova
dieta“ [44].

Mezi gliadiny patfi monomerni bilkoviny s intramolekularnimi disulfidickymi vazbami
[47]. Obecné gliadiny obsahuji velké mnozstvi glutaminu (36-45 %) a prolinu (14-30 %),
naopak v malém mnozstvi obsahuji tryptofan, asparagovou a glutamovou kyselinu a bazické
aminokyseliny. VSechny vyjmenované aminokyseliny jsou polarni latky, a jejich absence
v gliadinech tedy zplisobuje mizivou rozpustnost ve vode [44].Molekulova hmotnost gliadinti
je v rozmezi 30—75 kDa [41]. Podle strukturnich a funk¢nich vlastnosti byly rozdéleny na S-
Poor (s nizkym obsahem siry), S-Rich (s vysokym obsahem siry) a HMW prolaminy, které
jsou velmi podobné HMW glutenintim [44].

Gliadiny mohou byt také rozdéleny do skupin podle elektroforetickych mobilit
v polyakrylamidovém gelu na a-, B-, y- a wo-gliadiny [41]. Frakce o-gliadini byla dale
rozdélena na ®-5 a ®-1,2 gliadiny [47]. Frakce a- a B-gliadina obsahuje Sest molekul cysteinu,
které tvofi tfi intramolekularni disulfidové mustky. Frakce y-gliadini obsahuje osm molekul
cysteinu a ®-gliadiny neobsahuji cystein viibec. Pfevazna ¢ast m-gliadint je tvofena prolinem,
glutamovou kyselinou a fenylalaninem [44]. Zastoupeni jednotlivych frakci gliadini je
variabilni v riznych odridach psenice, zalezi ale samoziejmé i na podminkach rastu. Obecné
1ze ale fici, Ze a-gliadint je vzdy nejvice [49].

2.4.4 Gluteniny

Gluteniny tvoii asi 10 % z lepkovych proteina. Jsou slozené z polypeptidovych fetézcu,
které obsahuji nejen intramolekularni, ale i intermolekularni disulfidické vazby a patii mezi
nejvetsi prirodni proteiny. Gluteniny podporuji hlavné pevnost tésta a maji velky vliv na
vysledny objem pekarenskych vyrobk [42]. Maji vysoky obsah aminokyselin prolinu,
glutaminu i glycinu [44].
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Gluteniny jsou déleny do skupin podle poctu cysteinovych zbytkl, které se nachazeji vzdy
na konci gluteninovych podjednotek [46]. Pokud se cysteinové zbytky nachazeji na konci
s karboxylovou skupinou (v C-koncové Casti fetézce), pak se jedna o x-typ (s molekulovou
hmotnosti ~ 83-88 kDa). Pokud jsou cysteinové zbytky na konci s aminoskupinou (v N-
koncové ¢asti), jde o y-typy (s molekulovou hmotnosti ~ 67-74 kDa) [47].

Pomoci SDS-PAGE je také mozné rozdélit gluteniny na LMW a HMW podjednotky [41],
které v nativni formé mohou obsahovat i podjednoty S-Rich gliadint [44]. LMW gluteniny se
syntetizuji v raném stadiu vyvoje zrna, zatimco HMW gluteniny jsou akumulovany pfevazné
v pozdé&jsim stadiu [50]. Proto budou mit globalni zmény klimatu vétsi vliv na frakci HMW
gluteninll, a to pravdépodobné ovlivnénim rychlosti zasobovani dusiku pro syntézu téchto
proteintl.

Pokles obsahu gluteninovych proteini ma ale velky vliv na kvalitu mouky, a tedy i na
kvalitu pekarenskych vyrobkd. Napiiklad mouka s niz§im obsahem HMW glutenini neni
vhodna na peceni chleba, spise se hodi pro vyrobu téstovin [33]. Genovymi upravami se dnes
méni poCet a charakter gluteninovych proteinli, za ucelem modifikace zpracovatelskych
vlastnosti pSenice [46].

2.4.5 PSenicné proteiny a kvalita tésta

2.4.5.1 Tvorba tésta

PSeni¢né gliadiny a gluteniny v pfitomnosti vody bobtnaji pouze omezené, ale dodanim
mechanické energie vytvoii pevny gel, ktery nazyvame lepek. Ten tvoti kostru tésta [46]. Pti
jeho vyvoji, pii tvorbé specifické 3D struktury, jsou velmi dualezité vazby tvofici se mezi
bilkovinami. Jedna se hlavné o vodikové mustky, které jsou sice slabSi nez vazby
kovalentni, nicméné jejich velké mnozstvi ve vysledku pfispivad velmi vyznamné k tvorbé
zadouci 3D struktury. lontové vazby vznikaji mezi kyselymi a bazickymi skupinami
aminokyselin, mohou je tedy tvofit naptiklad kyselina asparagova a glutamova, lysin, histidin,
arginin nebo tryptofan [46]. Dalsimi jsou vazby hydrofobni, ty vznikaji interakci nepolarnich
skupin aminokyselin a maji mnohem mensi vysledny efekt. Mohou je tvofit napfiklad valin,
leucin, isoleucin, fenylalanin apod. [41]. Ve vodném prostiedi se mohou tvofit i vazby
hydrofilni [46]. Nejpevnéjsi disulfidické mustky spojuji navzajem monomerni bilkovinné
fetézce za vzniku polymernich [41].

2.4.5.2 VIliv proteinu na kvalitu tésta

Kvalita pSenice se posuzuje podle toho, jak vhodna je pro vytvoreni pozadovaného
konecného produktu — tim muze byt jakykoliv druh peciva, cerealni vyrobky, suSenky,
dezerty, dokonce i v masnych vyrobcich se dnes setkavame s pfidavkem mouky. Proto je
velmi tézké, presné definovat pojem ,kvalita pSenice”. Vzdy bude zéilezet hlavné na
pozadavcich na kone¢ny produkt. Naptiklad pSenice s vysokou hodnotou objemové hmotnosti
je nezadouci pro vyrobu téstovin a nudli, naopak pro pekarensky prumysl je tou nejkvalitnéjsi
pSenici [41].

Pfi posuzovani kvalitativnich vlastnosti mouky je nejdilezitéjsi obsah a slozeni proteind,
které jsou odpovédny za unikatni viskoelastické vlastnosti tésta [33]. Jedna se o ty proteiny,
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které zastavaji ve hmoté tésta, po jeho dikladném promyti vodou, tedy gliadiny a gluteniny.
Wrigley [41] tvrdi, Zze vzorky pSenice s podobnym celkovym obsahem proteint, pfi zachovani
poméru glutenind a gliadind, mohou pfi zménach poméru samotnych HMW a LMW
glutenini vykazovat velké zmény v pevnosti té€sta a jeho extensibilité. Napiiklad pevnost tésta
klesla a extensibilita vzrostla za podminek snizeni poméru HMW a LMW glutenint.
V pripadé zvySeni poméru HMW ku LMW gluteninim naopak doslo ke zvysSeni pevnosti
tésta, a tim také ke zvySeni objemové hmotnosti. N. Fernando a kol. [33] zkoumali zmény
vlastnosti tésta po vystaveni pSenice vlivu zvySené koncentrace CO2 a dosli k zavéru, ze
k zadnym rozdilim ve stabilité té€sta a jeho roztaznosti nedoslo, nicméné jeho pevnost byla
niz8i a klesla také objemova hmotnost. Zaroven v analyzovanych vzorcich objevili nizsi
celkovy obsah proteint, pievazné HMW glutenini. LMW gluteniny nevykazovaly zmény
v obsahu. To je pravdépodobné zptisobeno tim, ze jejich syntéza probiha pievazné v prvni
poloviné rastu zrna, a v této dobé nema zvySena koncentrace CO> vliv na metabolické
pochody rostliny [50].

Kromé obsahu proteind v mouce, je asi nejdulezitéjsi charakteristikou lepku distribuce
velikosti (molekulové hmotnosti) proteinu lepku, ktera urCuje dobu michani tésta. Je dulezité
znat nejen pomér obsahu monomernich a polymernich proteint, ale hlavné distribuci velikosti
proteinti samotnych polymernich molekul. Gluteninové polymery jsou tvoreny z glutenind
pomoci disulfidickych vazeb. Pisobenim reduk¢nich Cinidel se tyto vazby Stépi, a tésto ztraci
pevnost. Naopak pusobenim oxidacnich ¢inidel vznika v té€sté vice intermolekularnich
disulfidickych vazeb. Jediné redukéni cinidlo, jehoz ucinek lze snadno zvratit jinym
oxidacnim cinidlem je dithiotreitol. Nejlepsim oxidacnim cinidlem se zda byt bromicnan.
Zmény, zpusobené témito Cinidly nezasahuji do struktury gliadinG, které obsahuji pouze
intramolekularni disulfidické vazby [41].

2.5 Metody stanoveni lepkovych proteint
2.5.1 Extrakce

Pti zkoumani struktury a funkce pSeni¢nych proteint je prvnim krokem extrakce vhodnymi
rozpoustédly a nasledné muze dojit k separaci ziskané skupiny proteint [41]. Ze vzorku se
nejprve vodnymi roztoky soli odstrafiuji albuminy a globuliny, nasledné se alkoholickymi
roztoky o koncentraci 40-70 % odstranuji gliadiny, a zustavaji dvé frakce glutenini — jedna
,rozpustna“ a druha , nerozpustna“. NejCastéji se pro tuto fazi pouziva 50% isopropanol,
nicméné zbylé frakce glutenind jsou vzdy kontaminovany malym mnozstvim gliading.
,,Nerozpustna“ frakce gluteninti se nerozpousti ve ziedéné kyselin€ octové a musi byt jesté
zredukovana dithiotreitolem (DTT), aby bylo mozné gluteniny analyzovat [41]. Extrakce
proteini lepku je tedy usnadnéna redukci disulfidickych vazeb. Nejdelsi gluteninové
polymerni fetézce ale zlstavaji v nerozpustném zbytku, a jejich vazby je nutno jesté rozstépit
pomoci SDS, ktery $tépi vSechny hydrofilni 1 hydrofobni vazby, ¢imz v podstaté rusi vétsinu
nekovalentnich interakci v molekulach [51].

Singh a kol. [52] popisuje rozpusténi nezredukovanych proteini pouze pusobenim
ultrazvuku a SDS. Kompletni extrakce je tak dosazeno bez pouziti velkého mnozstvi
chemickych reduk¢nich Cinidel, a navic je tento proces selektivni — pokud je spravné fizen,
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jsou degradovany pouze nejveétsi polymerni molekuly glutenini. Produkty degradace jsou
pritom stale tak velké, Ze neovlivni separaci na gluteniny, gliadiny a albuminy a globuliny
[52].

2.5.2 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Separace zasobnich proteind pSenice se pomoci elektroforetickych technik provadi bud’ na
zakladé rozdild v molekulovych hmotnostech, nebo rozdili v jejich pohyblivosti
v elektrickém poli [44]. Gliadiny mohou byt separovany pomoci kyselé elektroforézy
v polyakrylamidovém gelu (A-PAGE), pro analyzu glutenina se vyuziva metody SDS-PAGE.
Pro gliadiny neni metoda SDS-PAGE vhodna ptrevazné z toho diivodu, ze sdili nékteré oblasti
mobility s jistymi frakcemi glutenini [41]. Cela fada studii dokazuje, ze prechody
rozpustnosti mezi jednotlivymi frakcemi nejsou ostré, prolinaji se a jsou zavislé na
extrakénim Cinidle, jeho teploté, nebo dobé extrakce. Velmi Casto je prokazan prechod frakce
HMW glutenint do spektra gliadint, ale i pfekryvani LMW glutenind s o-, f- ay-gliadiny
v prostiedi SDS-PAGE [43]. Elektroforetickym technikdm tudiz musi vzdy pifedchézet
dasledna extrakce [52].

A-PAGE: Elektroforéza v kyselém prostiedi rozd€luje proteiny v zavislosti na naboji i na
velikosti. Nepouziva se tedy detergent SDS [53]. A-PAGE se pouziva hlavné pro
charakterizaci jednotlivych frakci gliadini riznych odrid pSenice [44]. Gluteniny je také
mozné rozdélit pomoci A-PAGE, ale je nutné pridat mocovinu pro zlepSeni rozpustnosti, diky
které se pak docili dobrého rozliSeni [54].

SDS-PAGE: Utinkem SDS, ktery s bilkovinami tvoii komplex, ma kazda bilkovina stejny
naboj. K separaci pak dochazi pouze na zakladé molekulové hmotnosti, mensi molekuly
pronikaji pory v gelu snadnéji nez vétsi, které musi prekonavat vétsi odpor [44].

2-D elektroforéza: 2-D elektroforéza je vhodna pro rozdéleni jednotlivych proteint [44],
poskytuje vysoké rozliSeni [53]. Nevyhodou je, ze proteiny s moc velkou nebo moc nizkou
molekulovou hmotnosti, nebo proteiny s moc vysokym izoelektrickym bodem se nemusi ve
2-D gelu rozdélit [33].

Mezi dalsi vyuzivané elektroforetické metody patii izoelektrickéa fokusace, kde je ale nutny
ptidavek silného rozpoustédla, napf.. mocoviny. Nevyhodami pomémé levnych
elektroforetickych technik je problematickd kvantifikace izolovanych proteinovych frakci
a prace s nebezpecnym akrylamidem [53].

2.5.3 Vysokoucinna kapilarni elektroforéza

Pti kapilarni elektroforéze se latky separuji podle rozdilti v pohyblivosti v elektrickém poli.
Separace probiha v kapilafe o velmi malém primeéru, naplnéné elektrolytem. Kapilarni
zonova elektroforéza je svou ucinnosti srovnatelna s A-PAGE [53]. Muze byt vyuzita
k charakterizaci gluteninovych podjednotek, ke stejnému ucelu slouzi 1 kapalinova
chromatografie s reverzni fazi (RP-HPLC). Obé techniky dosahuji vysokého rozliSeni
a mohou byt pouzity k ziskani kvantitativnich vysledki. Velkou vyhodou je, ze lze obé
techniky automatizovat [42].
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2.5.4 Chromatografické metody— HPLC

Chromatografické metody jsou vhodné spiSe k pripravé jednotlivych podskupin bilkovin
(napf.. prolamint), nebo jen k jejich precCisténi. Jsou vyvinuty metody, jako je gelové
permeacni HPLC, nebo molekulové vylucovaci (size exclusion HPLC, SE-HPLC), HPLC na
reverzni fazi (RP-HPLC) a HPLC na iontoménicich [44].

2.5.5 Hmotnostni spektrometrie

Pfi hmotnostni spektrometrii se bilkoviny ionizuji laserem ve vhodné nizkomolekularni
matrici, ktera zabranuje rozpadnuti makromolekul. Vzniklé ionty jsou nasledné urychleny
silnym stejnosmérnym elektrickym polem. Méfi se doba letu iont k detektoru v trubici bez
elektrického pole. Doba letu je imérna poméru hmotnosti a naboje iontdl, a z hmotnostniho
spektra se pak identifikuje analyt. U peptidi a proteinti jsou piedevs§im zadouci informace
tykajici se aminokyselinové sekvence molekul, takze velmi Casto hmotnostni spektrometrii
predchazi jesté treba HPLC. Metoda ovSem slouzi jen k ur€eni znamych peptidi. Nevyhodou
je vysoka pristrojova a financni naro€nost a vyuziva se hlavné jako kontrolni srovnavaci
metoda pro odhaleni falesné pozitivnich vysledk imunochemickych metod [44].

2.5.6 NIR spektrometrie

Stanoveni jakostnich parametri pSenice nebo mouky pfistrojem NIR se fadi k rychlym
metodam. Principem metody je analyza svétla o vlnovych délkach blizkych infracervené
oblasti (1400-1600 nm) odrazené¢ho od vzorku nebo vzorkem propusténého. Béhem jedné
minuty lze stanovit obsah mnoha slozek ve vzorku — napt. vlhkost, obsah popela, bilkovin,
mokrého lepku, vaznost mouky, obsah vlakniny, Skrobu aj. Presnost metody zavisi na
presnosti metody pouzité ke kalibraci [55].

2.5.7 Imunochemické metody — ELISA testy

Z imunochemickych metod pro stanoveni lepku v potravinach je dnes nejpouzivanéjsi
enzymova imunoanalyza na pevné fazi (ELISA) v tzv. sendvicovém usporadani. Analytem
byva Casto vzorek ziskany po separaci jednou z elektroforetickych technik [53]. Metoda je
zalozend na interakci specifické protilatky s antigenem a jako pevny nosi¢ se nejCastéji
pouzivaji stény jamek mikrotitraCnich destiCek. Jako antigen se pouziva gliadin, ktery se
ukotvi pevné do destiCek [44]. Ve stejny Cas se do jamek pipetuji standardy gliadinii nebo
roztoky vzorkd, a knim oznaCené protilatky. U nepiimé kompetitivni enzymové
imunoanalyzy antigen vazany na pevny nosi¢ soutézi s antigenem ve vzorku o omezeny pocet
vazebnych mist protilatky. Cim vice antigenu obsahuje vzorek, tim méné protilatky se navaze
na zakotveny antigen. Kdyz se ustavi rovnovaha a systém se promyje, mnozstvi navazané
protilatky se zjiStuje pomoci ptidavku chromogenu (dojde ke zméné barvy). Nakonec se piida
stop roztok (dalsi zména barvy), a vzorky se mohou proméfit spektrofotometricky.
Absorbance je pak nepiimo umérna koncentraci gliadinovych proteinti ve vzorku [56].
Vyhodou je univerzalni pouziti oznacené protilatky [44].

Diky své citlivosti, levnému provedeni, pomémeé rychlému zisku vysledka a specifité se
v posledni dobé dostavaji ELISA testy do popfedi zajmu potravinaiskych chemikt. Praveé
selektivita tohoto testu jej déla velice vyznamnym, jelikoz roste pocet celiakil, a roste tak
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i potieba spolehlivé analyzovat lepkové bilkoviny v cerealiich. Nevyhodou muze byt, Ze testy
ELISA jsou vhodné jen pro analyzu vétSsiho souboru vzorkd. Jest€ vyssi citlivost vykazuje
metoda PCR (polymerazova fetézova reakce), 1ze ji tedy vyuzit pfi analyze bezlepkovych
potravin. Velkou nevyhodou PCR je ale nutnost pfitomnosti pomnozitelné deoxyribonukleové
kyseliny ve vzorku [44].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

Experiment byl proveden v Experimentalni stanici Centra vyzkumu globalni zmény AV
CR vDomaniku u Bystfice nad Pernstejnem. Stanice se nachazi v nadmoiské vysce
575 m, v oblasti Ceskomoravské vrchoviny. Primémy roéni uhm srazek je zde 610 mm
a primérna rocni teplota 7,2 °C. Pidnim typem je zde modalni kambisol, geologickym
podlozim zvétrala rula v hloubce 60-90 cm a pudnim druhem hlinitopis¢ita pada se
zastoupenim pisCité frakce 45-60 %, s obsahem jilnatych ¢astic pohybujicim se do 16 %.
Kyselost pudy je v této lokalité v rozmezi pHkci 4-5.

Stanici tvori 24 komor umoziujicich sledovani nékolika parametrd najednou. Je zde
zajisténa automaticka fumigace zvySenou koncentraci CO>, dale regulace srazek a také
omezena propustnost pro UV zafeni. Komory maji tvar Sestichelniku, jehoz opsana kruznice
ma prumér 4 m, a vyska komor je 2 m. Jejich strop tvori otocné lamely, které reguluji
mnozstvi srazek. Jako material byly pouzity dva typy transparentnich akrylata, pfiCemz jeden
typ je propustny pro UV-A i UV-B zafeni (UV™) a druhy propousti ¢astecné jen UV-A zafeni
(UV"). Vzduch se zvySenou (EC) nebo normalni (AC) koncentraci CO> je do komor vhanén
pomoci ventilaéniho systému.

Obr. 1 Kultivacni komory na Experimentdlni stanici CVGZ AV CR v Domaniku u Bystrice
nad Pernstéjnem (Obrdzek laskavé poskytl Ing. Karel Klem, Ph. D.)

Ozima pSenice odrudy Bohemia byla vyseta v hustot¢ 4 MKS na ha (miliony kli¢ivych
semen). Fumigace zvysenou koncentraci CO2 (700 pmol'mol-!) byla zahajena v riistové fazi
poloviny sloupkovani (v poloviné kvétna). Plocha uvnitt komor byla rozdélena na dvé ¢asti,
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z nichz jedna byla hnojena davkou dusiku 200 kg-ha™' (N*) na konci odnozovani. Jako
hnojivo byl pouzit vapenaty ledek. Druha Cast zistala zcela bez hnojeni (N7). Kazda
kombinace zkoumanych faktora byla zalozena ve tfech opakovanich. Sklizen zralého zrna
byla provedena ru¢né s naslednym vymlatem pomoci sklizeci mlaticky (Wintersteiger).

3.2 Stanoveni obsahu lepkovych proteinu metodou SDS-PAGE
3.2.1 Pristroje

Analytické vahy HR-120-EC firmy HELAGO® CZ Hradec Kralové —kapacita 120 g,
nejmensi dilek 0,1 mg, atest CMI

Centrifuga MLW T52.1

Vortex — stuart, firma MERCI s.r.o.

Termoblok TDB-100 firmy BIOSAN (Riga, LotySsko)

Aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN 3 firmy BIO-RAD (USA)

Zdroj — Power Pac 300 firmy BIO-RAD (USA)

Tiepacka LT2

3.2.2 Chemikalie

Akrylamid (SERVA)

Brilantni modi G-250 — Coomasie (SERVA)
Bromfenolova modi modf Na stl (SERVA)
Buthanol (Lachema)

DTT - dithiotreitol (SIGMA-ALDRICH)

Ethanol (Lachema)

Glycerol (SIGMA-ALDRICH)

Glycin (SERVA)

Kyselina chlorovodikova (Penta)

Kyselina octova (Lachema)

Isopropanol (Lachema)

2-merkaptoethanol (SIGMA-ALDRICH)

Methanol CHROMASOLV® (Seidel-de-Haén)
N,N’-methylenbisakrylamid(SERVA)
Peroxodisiran amonny (SERVA)

SDS — dodecylsulfat sodny (SIGMA-ALDRICH)
TEMED — N, N N’ )N’-tetracthylendiamin (SERV A)
TRIS — tris(hydroxymethyl)aminomethan (SIGMA-ALDRICH)

3.2.3 Priprava roztoku

3.2.3.1 Roztoky pro pripravu gelu

Roztok A: Ve 100 ml destilované vody bylo rozpusténo 0,8 g NN -methylenbisakrylamidu
a 29,2 g akrylamidu. Roztok se uchovava pfi teplote 4°C.

Roztok B: V 50 ml destilované vody bylo rozpusténo 18,16 g TRIS, po rozpusténi bylo
upraveno pH na hodnotu 8,8 pomoci koncentrované HCI, poté byl roztok doplnén vodou na
100 ml. Roztok se uchovava pfi teploté 4 °C.
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Roztok C: V 50 ml destilované vody bylo rozpusténo 18,16 g TRIS, po rozpusténi bylo
upraveno pH na hodnotu 6,8 pomoci koncentrované HCI, poté byl roztok doplnén vodou na
100 ml. Roztok se uchovava pfi teploté 4 °C.

Roztok D: Ve 100 ml destilované vody bylo rozpusténo 10 g SDS, roztok je nutno chranit
ptred svétlem, proto se uchovava v temnu.

Roztok E: V 1 ml destilované vody bylo rozpusténo 0,1 g peroxodisiranu amonného.
Roztok je nutno ptipravit pro kazdé stanoveni Cerstvy.

Roztok F: V 1 ml destilované vody bylo rozpusténo 10 mg bromfenolové modfi. Roztok se
uchovava pii teploté 4 °C.

3.2.3.2 Pomocné roztoky

Elektrodovy pufir: V 1000 ml destilované vody bylo rozpusténo 6 g TRIS, 2 g SDSa 188 g
glycinu. Roztok se uchovava pii teploté 4 °C a pouziva se opakované.

Extrakcni roztok pro gluteniny: Bylo smichano 55 ml 100% isopropanolu a 55 ml vody.
V 90 ml tohoto roztoku bylo rozpusténo 0,6057 g TRIS a pomoci koncentrované HCI bylo
upraveno pH na hodnotu 7,5. Poté byl pifidan 1 g DTT a roztok byl doplnén ve
100ml odmérné barnce 50% roztokem isopropanolu po rysku. Roztok je nutno vzdy ptipravit
cerstvy.

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

3.2.3.3 Roztoky k vizualizaci bilkovin

Stabilizacni roztok: Bylo smichano 100 ml methanolu a 400 ml vody. Roztok byl
opakované pouzivan a uchovavan pfi laboratorni teplotg.

Barvici roztok: Bylo smichano 0,5 g Coomasie Blue G-250 a 250 ml methanolu. Potom
bylo ptfidano 50 ml ledové kyseliny octové a 200 ml destilované vody. Roztok byl opakované
pouzivan a uchovavan pii laboratorni teploté.

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

3.2.4 Priprava polyakrylamidovych geli

Cista elektroforeticka skla byla umisténa do stojanu. Spodni hrany skel lezely na gumové
podlozce a tlakem svrchu byla skla zajisténa proti vyteCeni gelu. Ke stanoveni byly pouzity
10% separacni gel a 5% zaostfovaci gel.

3.2.4.1 Separacni gel

Do kadinky byly pomoci automatickych pipet odméteny objemy roztokti podle tabulky 1.
Roztok E a TEMED byly ptfidany té€sné pred nalitim roztoku mezi skla. Roztok byl nalit do
vysky asi 2 cm od horniho okraje. Zbyly roztok byl ponechan v kadince pro kontrolu ztuhnuti
gelu. Roztok mezi skly byl prevrstven asi 5 mm vrstvou butanolu, aby doslo k vyrovnani

24



hladiny a jako ochrana proti vypatfovani vody. Po ztuhnuti separacniho gelu byl butanol slit
a gel nékolikrat promyt destilovanou vodou. Piebytek vody se odsal bunicinou.

Tabulka 1: Objemy roztokii k pripravé 10% separacniho gelu (30 ml)

Roztok Objem [ml]
Destilovana voda 11,9
A 10,0
B 7,5
D 0,3
E 0,3
TEMED 0,012

3.2.4.2 Zaostrovaci gel
Do kadinky byly pomoci automatickych pipet odméfeny objemy roztoki podle tabulky 2.
Tabulka 2: Objemy roztokii k pripravé 15% zaostiovacitho gelu (8ml)

Roztok Objem [ml]
Destilovana voda 6,3
A 3,0
C 1,14
D 0,09
E 0,09
TEMED 0,009

Po pfidani roztoku E a TEMED byl zaostfovaci gel rovhomeérné nalit na vrstvu ztuhlého
separa¢niho gelu az po okraj a do prostoru mezi skly byl ihned vlozen elektroforeticky
hiebinek tak, aby se v gelu nevytvortily bublinky. Hiebinek byl odstratiovan po zatuhnuti gelu,
pfed nanaSenim vzork (aby nedoslo k vyschnuti gelu). Hotovy gel je mozné uchovat
maximalné jeden den v lednici.

3.2.5 Priprava vzorku

3.2.5.1 Extrakce gluteninii z pSenicné mouky

Do mikrozkumavek bylo navazeno vzdy 200 mg vzorku pSeni¢né mouky, poté byl pomoci
automatické pipety pfidan 1 ml 50% roztoku isopropanolu a suspenze byla michana pfi
1000 rpm 30 minut pfi laboratorni teploteé. Nasledné byla suspenze odstied’ovana 15 minut pfi
2500 g za laboratorni teploty a supernatant byl odstranén pry¢. Cely postup extrakce se jeste
dvakrat zopakoval, ¢imz byly dostate¢né odstranény gliadiny ze vzorku. Nasledné byly
extrahovany gluteniny — do mikrozkumavky byl pfidan 1 ml extrakéniho roztoku, roztoky
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byly temperovany 30 minut pfi 60 °C, a kazdych 5-10 minut byly protfepany. Nakonec byly
vzorky odstfed’ovany 10 minut pii 10 000 g za laboratorni teploty.

3.2.5.2 Priprava smésnych vzorku

Z kazdé mikrozkumavky, zastupujici jeden urcity vzorek, bylo pipetovano 0,5 ml
supernatantu do nové, Cisté mikrozkumavky, Takto byla v jedné mikrozkumavce ziskana
smeés extraktl pSenice, ktera byla péstovana za stejnych podminek, Cili smésny vzorek. Ze
smeésného vzorku bylo do dal§i mikrozkumavky pipetovano 0,5 ml, k nimz bylo pfidano jesté
0,5 ml vzorkového pufru. Takto pfipravené vzorky byly uchovavany v mraznicce pii -20 °C.

3.2.6 Elektroforéza

Po odstranéni elektroforetického hiebinku ze skel se ztuhlymi gely, byla skla vytazena ze
stojanu a upevnéna do stojanu do elektroforetické nadoby. Vnitini prostor nadoby byl zaplnén
elektrodovym roztokem po rysku. Pomoci automatické pipety s dlouhou Spickou bylo do
prvni pozice naneseno 5 pl smésného standardu (smés vzorkit UV* WET AC N°) a do kazdé
dalsi jamky 5 ul smésného vzorku. Aparatura byla pfipojena ke zdroji, kde bylo nastaveno
napéti 100 V, a elektroforéza byla ukoncena ve chvili, kdy prave proslo ¢elo vzorku spodnim
okrajem gelu. Kazdy vzorek byl analyzovan tfikrat, nékteré pouze dvakrat, jelikoz tieti vzorek
nebyl k dispozici.

3.2.7 Fixace a vizualizace bilkovin

Po ukonceni elektroforézy byl gel ponotfen do destilované vody. Poté byla voda vylita a gel
byl prevrstven stabiliza¢nim roztokem, ve kterém byl 5 minut protfepavan. Po sliti
stabilizacniho roztoku byl gel protfepavan 30 minut s barvicim roztokem. Nakonec byl gel
promyvan odbarvovacim roztokem po dobu 90 minut. Dale byl jesté¢ promyt destilovanou
vodou a pro ochranu proti vyschnuti byl gel zabalen potravinafskou folii na skle, a byl
uchovavan pii teploté 4 °C.

3.2.8 Vyhodnoceni gelu

Hotové gely byly naskenovany a kvantifikace gluteninovych podjednotek byla provedena
pocitacovou denzitometrii (program FUJIFILM, Science Lab 2006, MultiGauge, verze 3.X.).
Zony jednotlivych podjednotek byly pfevedeny na piky a integraci byla vypocitana jejich
plocha. Pro porovnani jednotlivych variant byl pouzit pomér mezi plochou piku vzorku
a plochou piku standardu.
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4. VYSLEDKY

Ze vzorka pSeni¢né mouky byly extrahovany gluteninové proteiny. Jejich separace byla
provedena metodou SDS-PAGE a zony elektroforetickych gelt byly prevedeny na piky.
Plochy pik pak byly porovnavany s plochou piku odpovidajici standardu (varianta UV™*
WET AC N) a nasledné byly prevedeny na procenta. Ze tii hodnot byl vzdy vypocten pramér
a smérodatna odchylka. Vysledky jsou zobrazeny na obr. 2-6.

[%] UV+ HMW 1 [%] UV-HMW 1 AC
200 - . 200 - m EC
180 180
160 160 -
140 - 140 I
120 - 120
100 { I - 100 I

80 - 80 A

60 - 60 -

40 - 40

20 - 20 -

0 0

N- N+ N~ N+

Obr. 2 Grafické porovnani procentudlniho obsahu prvni frakce HMW gluteninii (vztazeno
k priimérnému obsahu HMW 1 gluteninii ve standardu). KazZdy sloupec predstavuje
aritmeticky priimér pro dany typ vzorku a chybové iisecky udavaji smérodatmou odchylku tii
hodnot. Porovnany jsou varianty UV* (graf vlevo) a UV (graf vpravo), ddle pak varianty
s normalni koncentraci CO> (AC) a se zvySenou koncentraci CO> (EC), varianty N~ nebo N*
zastupuje vzdy dvojice sloupci.

Porovnani prvni frakce vysokomolekularnich gluteninovych podjednotek nam poskytuje
obr. 2. VSechny varianty péstované pii redukovaném UV zafeni vykazuji nizsi obsah této
frakce, v porovnani s pfislusnymi vzorky, pé€stovanymi v podminkach UV*. V ramci samotné
varianty UV™ je pozorovan narast obsahu této frakce u vSech tii variant (AC N*, EC N, EC
N*), v porovnani se ¢tvrtou, ktera je standardem (AC N-). Nejvyssi obsah téchto gluteninii ma
pSenice péstovana pii zvySené koncentraci CO2 a s dostatkem dusikaté vyzivy (EC, N¥),
oproti standardu vzrostl obsah této frakce o 62 %.
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[%] UV* HMW 2 [%] UV- HMW 2 AC
200 - 200 = EC
180 - 180 -

160 - 160 -

140 - 140 {

120 4 i 120 - I

100 1 ] 100 -

80 80

60 A 60 -

40 A 40 A

20 - 20 A

0 0
N N* N- N+

Obr. 3 Grafické porovndani procentudlniho obsahu druhé frakce HMW gluteninu (vztazeno
k priimérnému obsahu HMW 2 gluteninii ve standardu). KazZdy sloupec predstavuje
aritmeticky priimér pro dany typ vzorku a chybové iisecky udavaji smérodatmou odchylku tii
hodnot. Porovnany jsou varianty UV™ (graf vlevo) a UV~ (graf vpravo), dale pak varianty
s normalni koncentraci COz (AC) a se zvySenou koncentraci CO; (EC), varianty N~ nebo N*
zastupuje vzdy dvojice sloupcii.

Vysledky obsaht druhé frakce vysokomolekularnich gluteninovych podjednotek poskytuje
obr. 3, tato frakce byla opét mirné ovlivnéna nedostatkem UV zareni, ale doslo k opa¢nému
efektu a kromé varianty EC N~ vykazuji vSechny varianty UV~ vyssi obsah této frakce,
v porovnani s piislusnymi vzorky UV*. Nejvyssi obsah HMW 2 gluteninti maji vzdy varianty
AC N, nartst oproti standardu je za normalniho UV zafeni 57 % a pii redukovaném zafeni
dokonce 71 %.
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[%] UV+ HMW 3 [%] UV- HMW 3 AC
200 - 200 - m EC

180 A 180 A

160 ~ 160
140 - 140 +
120 A 120 A
100 1 ] 1004 o]
80 80 A

60 A 60 -

40 A 40 A

20 - 20 -

0 0

N~ N+

N~ N*

Obr. 4 Grafické porovndni procentudlniho obsahu treti frakce HMW glutenimi (vztazeno
k priimérnému obsahu HMW 3 glutenimi ve standardu). Kazdy sloupec predstavuje
aritmeticky primér pro dany typ vzorku a chybové usecky udavaji smérodatmou odchylku tri
hodnot. Porovnany jsou varianty UV™ (graf vlevo) a UV~ (graf vpravo), ddle pak varianty
s normalni koncentraci COz (AC) a se zvySenou koncentraci CO; (EC), varianty N~ nebo N*
zastupuje vzdy dvojice sloupci.

Procentualni obsah treti frakce HMW gluteninti zachycuje obr. 4. Rozdily mezi vzorky
UV* a UV~ nejsou vyrazné, jediny vyznamny pokles oproti standardu je pozorovatelny
u varianty UV~ EC N7, a to konkrétn€ na 81 %. Vzhledem ke smérodatnym odchylkam nelze
jednoznacné urcit variantu, ktera vykazuje nejvyssi obsah glutenind, ale jednoznacné nejvice
vzrostl obsah této frakce proteinti u variant N,
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[%] UV* LMW [%] UV- LMW AC
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Obr. 5 Grafické porovnani procentudlniho obsahu LMW gluteninu (vztaZeno k prumérnému
obsahu LMW glutenimi ve standardu). Kazdy sloupec predstavuje aritmeticky prumér pro
dany typ vzorku a chybové usecky uddavaji smérodatnou odchylku tri hodnot. Porovndny jsou
varianty UV* (graf vlevo) a UV~ (graf vpravo), ddle pak varianty s normalni koncentraci CO3
(AC) a se zvySenou koncentraci CO> (EC), varianty N~ nebo N* zastupuje vidy dvojice
sloupcii.

Procentualni obsah LMW frakci je zobrazen na obr. 5. Celkové byla tato frakce nejméné
ovlivnéna environmentalnimi faktory pii péstovani. Varianty AC N~ sohledem na
smérodatnou odchylku nevykazuji zadnou odezvu, u varianty EC N~ je vyrazny pokles
vlivem nedostatku zafeni. U variant s dostateCnou dusikatou vyzivou je opét jasny narust
obsahu LMW frakeci, pfi kultivaci s UV~ je nartst vyraznéjsi.
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Obr. 6 Grafické porovndni procentudlniho obsahu glutenimi (vztazeno k priimérnému obsahu
gluteninii ve standardu). Kazdy sloupec predstavuje aritmeticky primér pro dany typ vzorku
a chybové usecky uddavaji smérodatnou odchylku tri hodnot. Porovnany jsou varianty UV*
(graf vlevo) a UV~ (graf vpravo), dale pak varianty s normalni koncentraci COz (AC) a se
zvySenou koncentraci CO; (EC), varianty N~ nebo N* zastupuje vzdy dvojice sloupcii.

Celkovy obsah gluteninovych proteint je zobrazen na obr. 6. Zmény v celkovém obsahu
jsou velmi podobné zménam LMW glutenini. U AC N~ variant nedochazi v podstaté k zadné
zmeén€, naopak u EC N~ varianty je opét znatelny pokles za podminek UV~. Obsah proteina
vSech vzorki N* je opét nejvétsi, stim, Ze u varianty UV~ je narast opét o néco malo
vyrazngjsi.
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S. DISKUSE

Gluteninové proteiny jsou spole¢né s gliadiny hlavnimi ukazateli kvality pseni¢ného lepku,
a svym obsahem mouku predurcuji k jejimu konecnému vyuziti [41], [46]. Vzhledem k tomu,
jak moc frakce gluteninii ovliviiuji pevnost a extensibilitu tésta, je velmi dilezité zkoumat
zmeény, které se v obsahu téchto proteini odehravaji, pfi zménach riznych environmentalnich
faktori [33]. V této praci byly zkoumany zmény zpusobené vlivem interakce zvySené
koncentrace CO», dostupnosti ptidniho dusiku a UV zareni. Rostliny byly sou¢asné vystaveny
pfirozené pudni vlhkosti. Zmény v obsahu gluteninovych proteini pSeni¢ného zrna byly
zkoumany pomoci metody SDS-PAGE. Separace touto metodou poskytla dobré rozliseni,
nicméné bylo problémové vyjadieni obsahu piki LMW frakce glutenint, ve které stale
zustavalo malé mnozstvi gliadinovych proteint. Stejny problém zaznamenali i Dvoracek [43]
a Hulin a kol. [44].

Vliv dusikaté vyzivy na obsah gluteninovych proteini pSeni¢ného zrna byl jednoznacné
prokazan. U vSech variant kultivace se vyrazné zvysil obsah vSech frakci v porovnani se
standardnim vzorkem, ktery predstavovala pSenice péstovand bez hnojeni dusikem a za
normalni koncentrace CO> (aktualné 400 pumol-mol~'). Taub a kol. [38] zkoumali interakci
vlivu zvySené koncentrace CO» a dusikaté vyzivy, a uvadeji pokles obsahu celkovych
proteinti pSeni¢ného zrna o 16,4 % pii nedostatecné dusikaté vyzivé, v opaéném piipadé
obsah proteinu klesl 0 9,8 %. Tim také dokazuji, ze plisobeni samotné zvySené koncentrace
CO2 na pSenici zpusobi vyznamny pokles v obsahu proteini. V této praci ale nebyl
jednoznacné prokazan vliv CO2 na snizeni obsahu gluteninové frakce, respektive tento jev
nebyl pozorovan u pSenice kultivované s dostatkem UV zafeni. To vede k uvaze, ze pokles
v celkovém obsahu proteini byl zptsoben spiSe zménami obsahu gliadinové frakce. Tuto
domnénku muzeme najit ve studii Hogyové a kol. [20]. V dalsi studii Hogyova a kol. [57] pak
dokazuji, ze frakce albumint, globulind ani glutenini se vlivem COz vyznamné neméni,
nicméné velké rozdily pozorovali v obsahu gliadina. Dalsi takovy dikaz podava Wieser a kol.
[36], existyji ale i studie, kde je pozorovan nejvétsi pokles pravé v obsahu glutenint,
napfiklad v praci Fernanda a kol. [33].

U psenice péstované pii redukovaném UV zafeni doslo k poklesu obsahu glutening, a je to
jediny piipad, kdy k poklesu doslo. Ve studii Hogyovéa kol. [57], autofi uvadéji jen velmi
maly az nevyznamny pokles obsahu glutenint s tim, ze HMW podjednotky byly ovlivnény
vyssi dostupnosti CO> vice. Wieser a kol. [36] také pozorovali jen nepatrné snizeni obsahu
glutenind, a zaroven potvrzuji, ze HMW podjednotky vykazuji vétsi odezvu. Stejné tvrzeni
muzeme najit dokonce i ve studii Fernanda a kol. [33], kde také autofi uvadéji, ze snizeni
obsahu glutenind bylo mezi bilkovinnymi frakcemi nejvyrazng€jsi. Zdivodnéni podavaji
Shewry a kol. [50], podle jejichz nazoru se HMW gluteniny syntetizuji v pozdéjsim stadiu
vyvoje rostliny, a tak jsou mnohem vice ovlivnény vys§i koncentraci CO2 nez LMW
gluteniny, jejichz syntéza probiha hlavné pii kliceni a pfi vyvoji zrna. Takovy vliv ale nebyl
v této studii prokazan. Vzhledem k tomu, ze uvedené studie nezkoumaly zaroven vliv
dostupnosti zafeni, mizeme se jen domnivat, ze jejich vysledky byly timto faktorem
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ovlivnény. Celkoveé méla dostupnost zafeni na obsah glutenint jen mirny vliv, a vzhledem ke
smérodatnym odchylkam nelze ud¢lat jednoznacny zavér.

V praxi maji zmény v obsahu glutenind silné dopady na kvalitu pekarenskych vyrobku
[46]. Obzvlast pak HMW frakce, jejiz snizeny obsah v pSeni¢ném zrné vede k nizsi pevnosti
tésta, nebo k nizsi objemové hmotnosti [33]. Pokud by se zmény v koncentraci glutenind,
zpusobené vlivem stale se zvySujici koncentrace CO; projevovaly ve vétsi mife, je tieba na né
adekvatné reagovat. NejlepSim zplsobem pro udrzeni kvality mlynskych a pekatskych
produktt se zda byt dusikata vyZziva [41]. Vzhledem k tomu, jak rozdilné jsou vysledky studii
vlivu environmentalnich faktor(i na psSeni¢né proteiny, bylo by jisté pifinosem, provést dalsi
studie, provadéné ve stejnych ¢asovych intervalech, za pouziti stejnych metod pro stanoveni
frakci bilkovin. Také by bylo nutné sjednotit davkovani dusikaté vyzivy a vysi koncentrace
CO> v atmosféte, obklopujici pestované rostliny. Prozatim se zda, ze zvySovani davek
dusikaté vyzivy je nejlepSim feSenim, pro udrzeni pekarské kvality pSenice [20].
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6. ZAVER

Cilem této prace bylo sledovat vliv dusikatého hnojeni, zvysené koncentrace CO2 a UV
zateni na obsah proteini gluteninové frakce v zrnech ozimé psenice (Triticum aestivum var.
Bohemia). Proteiny gluteninové frakce byly ze vzorkid pSeni¢né mouky extrahovany
isopropanolem za piitomnosti DTT a nasledné separovany metodou SDS-PAGE.
Kvantitativni vyhodnoceni bylo provedeno pocitacovou denzitometrii. Obsah glutenini
jednotlivych variant vzorka byl vztazen na obsah glutenini ve standardu, kterym byl vzorek
pSenice, péstované za normalni koncentrace oxidu uhli¢itého, bez dusikatého hnojeni
a s ptfirozenym UV zarenim.

Dostatek dusikaté vyzivy vyznamné zvysil obsah proteini gluteninové frakce ve vSech
vzorcich. Vliv samotného oxidu uhli¢itého na obsah proteini nebyl sohledem na
smérodatnou odchylku pozorovan, vyjimkou byly vzorky psenice kultivované pti odstinéném
UV-B zafeni, u nichz vy§§i koncentrace CO: a nedostatek dusikatého hnojeni vedly ke snizeni
obsahu proteinti. Samotny vliv UV zafeni nebyl ve vétsi mife pozorovan.

Na zaklade vysledkt této prace lze fici, ze praveé dusikaté hnojeni je kliCovym faktorem,
ktery ovliviiuje obsah gluteninovych proteind.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AC
A-PAGE
ATP

AV CR
CVGZ
DTT

EC
ELISA
FACE
GCM
GZK
HMW
HPLC
LMW
MKS
PCR
RP-HPLC
Rubisco
RuBP
SDS
SDS-PAGE
SE-HPLC
TEMED
TRIS

uv
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normalni koncentrace CO»

kysela elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
asdenosintrifosfat

Akademie véd Ceské Republiky

Centrum vyzkumu globalni zmény

dithiothreitol

zvySena koncentrace CO2

Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay

Free-Air CO2 Enrichment

globalni klimaticky model

globalni zmeéna klimatu

vysokomolekularni podjednotky gluteninti

vysoce ucinna kapalinovéa chromatografie
nizkomolekularni podjednotky gluteninti

miliony kli¢ivych semen

polymerazova fetézova reakce

vysoce ucinna kapalinova chromatografie s reverzni fazi
ribulosa-1,5-bisfostatkarboxylasa/oxygenasa
ribulosa-1,5-bisfosfat

dodecylsiran sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pouziti SDS
molekulové vyluovaci vysokoucinna kapalinova chromatografie
N, N, N’, N’-tetramethylethylendiamin
tris(hydroxymethyl)aminomethan

ultrafialové zafeni



