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ABSTRAKT

V této bakalaiské praci byl sledovan vliv dusikatého hnojeni a sucha na obsah proteinti
gluteninové frakce pSenice ozimé (Triticum aestivum L.). Kultivar Tiguan pSenice ozimé byl
péstovan jednak v podminkach zamezujicich pfisunu ptirodnich srazek (DRY), jednak
V podminkdch normalnich pfirodnich srazek (WET). Polovina vzorkii byla oSetfena
dusikatym hnojivem davkou 140 kg/ha (N140), druha polovina ztstala bez hnojeni (NO).
Po odd¢leni gliadini byly gluteniny ze vzorkt extrahovany 50% isopropanolem s 1% DTT.
Jednotlivé gluteninové frakce byly separovany metodou SDS-PAGE a kvantifikovany
pocitacovou denzitometrii. Sucho nemélo statisticky vyznamny vliv na obsah Zzadné
Z gluteninovych podjednotek. Dusikaté hnojeni zptisobilo zvyseni obsahu celkového mnozstvi
gluteninti 1 mnozstvi jednotlivych podjednotek. Interakce oSetfeni vodniho rezimu a hnojeni
vedlau HMW 3 a LMW 5 GS ke snizeni efektivity hnojeni.

ABSTRACT

In this bachelor thesis, the effects of nitrogen fertilization and drought stress on glutenin
fraction of winter wheat (Triticum aestitivum L.) were studied. Winter wheat cultivar Tiguan
was grown under different rainfall mode, on the one hand in drought (DRY), on the other
hand in normal downfall (WET). Part of the samples was treated with nitrogen fertilization
at a dose of 140 kg / ha (N140), the other part remained without fertilization (NO). After the
gliadins were separated, the glutenins from the samples were extracted with 50% isopropanol
with 1% DTT. Individual glutenin fractions were separated by SDS-PAGE and quantified
by computer densitometry. The drought did not have a statistically significant effect on any
of the glutenin fractions. Nitrogen fertilization caused an increase in the total content
of glutenin as well as the amount of individual fractions. Interaction of water treatment and
fertilization has led to fertilizer use efficiency in HMW 3 GS and LMW 5 GS.

KLICOVA SLOVA
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1. UvVoD

Obiloviny jsou uz tisice let zakladni slozkou lidské vyZzivy. Hlavni potravinaiskou obilovinou
kulturnim rostlinam. Nasledkem neustalého narustu lidské populace pfetrvava snaha o zvyseni
produkce pSenice. Snahy o zvySeni vynost jsou realizovany Slechténim odolngjSich
a vynosnéjsich kultivart. V praxi uz bézné vyuzivanym opatfenim ke zvySeni vynosu je
optimalizace zpusobu péstovani rostlin. Predevsim se jednd o pfihnojovani dusikatymi
hnojivy. Vynosovy potencial novych kultivarti pSenice je v podminkach Ceské republiky
viadu 12-13 t/ha. Vynosy pSenice jsou ovsem v realnych podminkach znacné niZzsi,
v pruméru na 50 az 60 % potencialu [1]. Zakonitosti, jak pfesné jsou ovliviiovany gluteniny
v reakci na dusikaté hnojeni, nejsou oproti gliadinim dobie znamé. Hnojeni sebou ovSem
krom¢ svého pozitivniho G¢inku na sklizenn urody nese i negativni stranku v podobé
ekologické zatéze pti jeho hromadném aplikovani.

V disledku klimatickych zmén zplsobenych globdlnim oteplovanim dochazi k vyraznym
vykyviim v pocasi. Péstovani pSenice ovliviluje ptfedev§im dlouhotrvajici sucho nasledované
pfivalovymi desti. Vodni rezim je béhem vyvoje rostlin dilezity a zdsadn¢é se méni. Je proto
velice dulezité objasnit, jak pfesné sucho a v jaké dobé vyvoje plsobi. Tyto poznatky
a pochopeni ovliviiovani gluteninovych podjednotek by mohly byt dilezité pro geneticky
vyzkum novych kultivart.

Cilem této prace bylo prostudovat dopady sucha a rozdilného dusikatého hnojeni

na gluteninové frakce lepkovych proteind, které ptimo ovliviiuji kvalitu pSeni¢ného zrna.



2. TEORETICKA CAST

2.1.  Vyznam obilovin ve vyZivé

vvvvvv

ale 1 pro krmné ucely nebo primyslové zpracovani. Celosvétove je v dnesni dobé pSenice
nejvyznamnéjsi obilovina zajist'ujici vyzivu lidské populace. Svétova produkce ryze je sice
skoro stejna, ale ryze se jen velice omezen¢ zpracovava na mouku, jeji pekarenské vyuziti je
tedy nevyznamné [2].

V 60. letech 20. stoleti doslo k rapidnimu technologickému rozvoji v zemédé€lstvi, které je
oznacovano jako ,zelend revoluce“. Jejim hlavnim piedstavitelem byl americky védec
Norman E. Borlaug, ocenény za sviij vyzkum v roce 1970 Nobelovou cenou. Od &tyticatych
let pracoval na Slechténi pSenice v Mexiku, kde v roce 1963 diky novému kultivaru dokazal
Sestkrat zvysit sklizeni. Tak razantni narst vynosnosti nemohl byt pouze disledek péstovani
tohoto kultivaru, ptida by nedokazala pokryt jeho nutri¢ni potieby. Proto bylo nezbytné zadit
pouzivat mineralni hnojiva [3]. Mezi mineralni hnojiva fadime hnojiva obsahujici dusik,
fosfor a draslik. Jejich pouZzivani je dnes v praxi naprosto bézné opatieni ke zvySeni efektivity

péstovani rostlin [4].

Pojem zelena revoluce tedy zahrnuje soubor metod vyuzivanych v zemédélstvi, jedna se
0 mechanizaci zemédé@lstvi, pouzivani umélych hnojiv a péstovani nové vyslechténych
kultivart zemédélskych plodin, pfedevsim kukufice, ryze a pSenice [5].

Nejvétsi dopad mélo zavedeni téchto postupil v rozvojovém svété, predevsim Indii, Pakistanu,
Cing, Jizni Americe a pozdgji i v Africe. Dosahlo se modernizace zemé&dglstvi, které bylo
schopno produkovat dostatek potravin pro nasyceni stale vice se zalidiujici planety. Produkce

na 1900 miliont tun pfi zachovani prakticky stejné plochy orné pudy [3].

V piipadé Ceské republiky se primyslové hnojeni zadalo §iroce vyuZivat od roku 1946.
Zacinalo se s mnozstvim N 4 kg/ha. Vynosnost pSenice se postupné s nartstajici intenzitou
hnojeni vice neZ ztrojnasobila, z 1,9 t/ha pti nepouzivani primyslovych hnojiv na 6,5 t/ha
v roce 2016 [6; 7].

2.2. Morfologie pSeni¢ného zrna

2.2.1. PSeni¢na obilka

Plodem pSenice ozimé (Triticum aestivum L.) je obilka skladajici se ze tfi Casti: obalovych
vrstev, klicku a endospermu (obr. 1). Slozeni kazdé ¢asti odpovida jeji funkci.



Obrazek 1 Psenicna obilka [8]

2.2.2. Obalové vrstvy

Nejsvrchngjsi vrstvy zrna piedstavuji obalové vrstvy, které jsou vystavény z nékolika vrstev
buné¢k. Jejich funkce je predev$im mechanicka, chrani endosperm a zarodek, také zabranuji
jejich vysychani. Obalové vrstvy jsou tvofeny houZevnatymi neSkrobovymi polysacharidy,
predevsim celulosou, hemicelulosou a B-glukany.

Celulosa a hemicelulosa jsou polysacharidy tvofici nestravitelnou slozku vlakniny. Celulosa
je zcela nerozpustnda ve vodé a za normalni teploty na rozdil od Skrobu nebobtna.
Hemicelulosa je rozpustna ve zfedénych alkaliich a pfii kliceni je rozkladana na jednodussi
cukry [2].

B-glukany jsou strukturni polysacharidy, fyzikalné¢ chemické vlastnosti zdvisi na jejich
primarni struktufe, typu vazeb ¢i stupni vétveni, z Casti jsou rozpustné z ¢asti nerozpustné.
S teplotou jejich rozpustnost roste [9].

2.2.3. Endosperm

Mezi obalovymi vrstvami a endospermem se naléza mekka aleuronova vrstva, tvorena jednou
vrstvou velkych bunék. Buiiky obsahuji vysoky podil bilkovin (30 %), pfedstavujici téméeft
trojnasobek obsahu v samotném endospermu. Tyto buiikky maji také nejvyS$i obsah
mineralnich latek celého zrna, proto se pfi vymilani aleuronové vrstvy vyrazné zvysuje obsah
mineralnich latek v mouce a mirn¢ se také zvysi obsah bilkovin, které vSak nedosahuji tak
velkych a strukturné uspotadanych makromolekul jako v endospermu. Z aleuronové vrstvy se
také uvolnuji hydrolytické enzymy, které rozkladaji Skrob v bunikach endospermu [10].

Z technologického hlediska je nejdilezitéjsi cast endosperm, piedstavuje také nejveétsi Cast
zrna (85 %). Jsou zde shromazd’ovany zdsobni latky, které klicici rostlina vyuziva ke svému
ristu a rozvoji. Jedna se hlavn¢ o bilkoviny a skrob. Endosperm obsahuje 10-15 % bilkovin



dilezitych pro pekarenské ucely. OvSem nejvétsi obsah tvofi sacharidy, predevsim Skrob
(80 %) [9].

Skrob se v zrnu vyskytuje ve formé nerozpustnych skrobovych zrn. Zasadni vyznam mé $krob
nejen pro klicici rostlinu, ale 1 pro pekarenské technologie. Ve studené vod¢ Skrobova zrna
pouze mirné bobtnaji, ale se zvySujici se teplotou mira bobtnani roste. Pii teploté 75 °C dojde
k iplnému zmazovaténi Skrobovych zrn. Intermolekularni vodikové vazby mezi fetézci
amylosy a amylopektimu jsou preruseny, vytvaii se maz, jehoz viskozita stoupd. Po
nasledném ochlazeni dochazi k rekonstrukci vodikovych vazeb a vzniku pruzného gelu
obsahujiciho velké mnozstvi vody [9]. Tento proces je kliCovy pro tvorbu, zrani a peceni tést.

Skrob je dulezity zdroj zkvasitelnych cukrii pro pekaiské kvasinky pfi zrani a kynuti tdst.
Kvasinky ho ovSem piimo nedokazi vyuzit, musi byt rozloZzen na jednodussi sacharidy.
Pii mleti pSeni¢ného zrna dochazi k mechanickému poskozovani Skrobu, ale pfedevsim je
Stépen amylasami. Uvolfiovana maltosa je snadno utilizovana pekaiskymi kvasinkami
pii fermentacnim procesu. Mezi dalsi sacharidy pfitomné v endospermu patii B-glukany,
pentosany a fruktany.

2.24. Klicek

Klicek tvofi nejmensi ¢ast zrna. Jedna se o zarodek nové rostliny a nositele genetické
informace. Obsahuje jednoduché cukry, bilkoviny a vétSinu tuku, ktery se v zrnu nachazi.
Pfi mlynském zpracovani byva odstranén kvili nizké stabilité ptitomnych tuku [2].

2.3. Lepek

V potravinaiském primyslu ma hlavni vyznam pekéarenskd jakost pSeni¢ného zrna,
to znamena schopnost produkovat pecivo s odpovidajici jakosti. Jakost je podminéna
lepkovymi bilkovinami, ty jsou u pSenice naprosto jedinecné oproti ostatnim rostlinam, diky
svym viskoelastickym vlastnostem dokazi zadrZzovat CO:2 produkovany pekatskymi
kvasinkami. Plyn hromadici se v pe€ivu napomaha k dosazeni poZadovaného objemu.

Z chemického pohledu je bilkovinny komplex tvoten z 20 % albuminovymi a globulinovymi
bilkovinami, vyskytujicimi se hlavné v klicku a obalovych vrstvach. Zbylou vétSinu
predstavuji zasobni prolaminové a glutelinové bilkoviny endospermu, tedy lepkové bilkoviny.
V piipadé€ pSenice jsou nazyvany gliadiny a gluteniny. K jejich vyuZivani dochazi pfi kli¢eni
zrna, kdy jsou st€peny na aminokyseliny a peptidy, které jsou vyuzivané na syntézu novych
proteinti vyuzivanych ve vyvijejicim se klicku. Lepkové proteiny se skladaji ze stovek
proteinovych slozek, které jsou pfitomny bud jako monomery nebo jsou spojeny
disulfidickymi mustky do oligomert a polymert.

Aminokyselinové sloZzeni lepku se vyznaCuje vysokym obsahem glutaminu a prolinu,
zato aminokyseliny lysin, methionin, threonin a tryptofan jsou zastoupeny v mens$i mite
(tab. 1) [18].
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Tabulka 1 Obsah aminokyselin v pSenici v gramech vztazeno na 16 g dusiku. Limitujici
aminokyselinou je lysin [19].

AMK | Ala | Arg | Asx | Cys | GIx | Gly | His | lle | Leu | Lys | Met | Phe | Pro | Ser | Thr | Trp | Tyr | Val

g 36|46|149(25(|299(39(23|33|67(29]15|45|99|46|29|09|30]|44

Bilkovinny komplex Ize rozdélit Osbornovou metodou [20] na zakladé rozpustnosti
jednotlivych slozek (obr. 2):

Albuminy jsou rozpustné ve vode¢.

Globuliny v roztocich neutralnich soli.

Gliadiny jsou rozpustné v alkoholech.

Gluteniny jsou extrahovatelné zftedénymi roztoky kyselin nebo zasad, naptiklad kyselinou

citronovou

IPrctc—iny pseniéného zrna

[Cytoplasmaticks proteiny (15-20%) | Z3s0bni proteiny (20-25%) |

;l.lbumir:yl | Globuliny | Gliadiny(30-40 95) | | Gluteniny(40-50 %) |

@-gliadiny a-gliadiny I LMW | | HMW]
- B-gliadiny
7-gliadiny

Obrazek 2 PSenicné proteiny [21]

2.3.1. Gliadiny

Gliadiny predstavuji zejména monomerni proteiny s molekulovou hmotnosti 28 000-55 000.
Podle primarni struktury mizeme gliadiny rozdélit na o/f-, y- a - typ. Zhlediska
aminokyselinového zastoupeni maji celkové gliadiny vysoky obsah glutaminu (36-45 %)
a prolinu (14-30 %). Naopak méné jsou zastoupeny asparagova a glutamova kyselina.
Ve vyrazn€ nizkém mnoZzstvi jsou obsazeny bazické aminokyseliny arginin, lysin a histidin.
Nizky obsah kyselych a bazickych aminokyselin s polarnimi postrannimi fetézci souvisi
s malou rozpustnosti gliadint [19].
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Konkrétngji ®- gliadiny jsou charakteristické vysokym obsahem glutaminu, prolinu
a fenylalaninu. Deficitni jsou v obsahu siry, cystein Uplné chybi, nemohou tedy tvofit
disulfidické vazby. Oproti ®- gliadinim obsahuji a/B-, y- gliadiny mnohem méné glutaminu
a prolinu. VétSinou se v jejich fetézcich nachazi 4 nebo 6 cysteini, diky kterym vznikaji
3 nebo 4 intraietézcové disulfidické vazby [18].

Gliadiny maji diky svym vlastnostem velky vyznam V pekarenské praxi. Hydratované
gliadiny maji malou pruznost a jsou mén¢ kohezivni nez gluteniny, pfispivaji k viskozité
aroztaznosti tésta, na viskoelastickych vlastnostech tésta se podileji jako rozpoustédlo
pro pruzné gluteniny [18].

Genetickou analyzou se podafilo zjistit, které ¢asti DNA souviseji pfimo s gliadiny. Syntéza
gliadini je fizena lokusy Gli-1 a Gli-2. Lokus Gli-1 je lokalizovan na kratkém rameni
chromozomu prvni homologické skupiny, lokus Gli-2 na kratkém rameni 6. homologické
skupiny chromozomu. Lokusy jsou tvofeny navzajem tésné svazanymi geny, které vytvareji
jednotny celek [22]. Tyto informace jsou nezbytné k pochopeni, ve kterych mistech genetické
informace pfenice jsou zakddované konkrétni vlastnosti pSenice, které maji vliv
na pekarenskou kvalitu.

2.3.2. Gluteniny

Gluteniny maji polymerni charakter, jednotlivé podjednotky jsou navzijem vazany
disulfidickymi a vodikovymi mustky. Vazby mohou byt rozs§tépeny pomoci redukénich
¢inidel za vzniku vysokomolekularnich gluteninovych podjednotek HMW GS (High
molecular weight glutenin subunit) a nizkomolekularnich gluteninovych podjednotek LMW
GS (Low molecular weight glutenin subunit).

Co se tyce zastoupeni dominantni LMW GS maji blizky vztah s o/f-, y- gliadiny diky
podobné molekulové hmotnosti a aminokyselinovému slozeni [9]. Pii analyze maji tedy velmi
provedeni extrakce LMW GS, kterd se provadi tak, aby byla odstranéna celd gliadinova
frakce [23]. Dohromady tvoti LMW GS a gliadiny asi 80 % z celkového mnozstvi
proteind [24]. LMW-GS obsahuji osm cysteind, Sest z nich je ve shodnych polohach s a/p-
a y- gliadiny. Proto dochazi k propojeni pomoci intrafetézcovych disulfidickych vazeb. Dva
dalsi cysteiny nejsou schopny vytvaret intrafetézcoveé vazby, pravdépodobné ze sterickych
pticin [18].

HMW GS maji molekulovou hmotnost pfes 10 miliont a fadi se tim k nejvétSim proteinim
vibec. Predstavuji podil mezi 8 a 18 % ze vsech lepkovych proteint [24]. Skladaji se ze tii
strukturnich domén A, B a C. Detailnim studiem sekundarni struktury HMW-GS bylo
zjisténo, ze opakujici se doména B je tvotena 3 skladanym listem. Pfedpoklada se, ze fetézce
se piekryvaji a tvofi volné spiraly, které rozhodujicim zpisobem pfispivaji k pruznosti lepku.
Neopakujici se domény A a C maji globularni struktury obsahujici a-helixy. Disulfidové
vazby hraji dtlezitou roli pii uréovani struktury a vlastnosti lepkovych proteint [11; 18].
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Vztahy mezi alelami genli koédujicimi HMW GS a LMW GS jsou zndmy a na jejich zékladé
muze byt kazda odrida charakterizovana ve vztahu s pekaiskou jakosti pSenice [24; 25; 26].
Payne [27] objevil vztah mezi piitomnosti uréitych ¢asti HMW GS a mnozstvim bilkovin,
respektive hodnotou sedimenta¢niho testu. Nasel tedy jejich vyznam pro pekaiskou jakost.

HMW GS jsou koédovany geny na Glu-Al, Glu-B1 a Glu-D1 lokusech lezicich na dlouhém
rameni chromozomi 1A, 1B, 1D. Kazdy z lokusi koéduje dva typy HMW GS s rozdilnou
molekulovou hmotnosti. Jednd se o typ x s vy$$i molekulovou hmotnosti a typ y s nizsi
molekulovou hmotnosti (obr. 3) [1].

=
=1
"z

xT | L X3 |

4+

Obrazek 3: Model disulfidickych miistkii mezi LMW GS (o) a HMW GS (o) v polymeru lepku [18]

2.4, Technologicka jakost pSenice

Odridy psenice se pro zpracovatele rozdéluji podle pekatské jakosti do nékolika skupin: [11]
Elitni E - velmi dobré

Kvalitni A — dobré, samostatné zpracovatelné

Chlebové B — doplikove, zpracovatelné ve smeési

Ostatni C — malo vhodné az nevhodné

Jakostni skupiny ptedstavuji multikriteridlni parametr. Odridy jsou rozdéleny do skupin
podle fyzikalné-chemickych kritérii, které souviseji s pozadavky zpracovateli na vhodnost
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zrna k dalsimu zpracovani [12]. Dosazenim uvedenych hodnot je nezbytné k zatfazeni
do odpovidajici jakostni skupiny (tab. 2) [13].

Sou¢asné posuzovani kvality pSenice je provadéno v Ceské republice podle normy
CSN 46 1011-2.

Tabulka 2 Minimaini pozadavky na zarazeni odriid do skupin jakosti [13].

Jakostni skupina E — elitni A — kvalitni B — chlebova
Vyjadieni hodnoty Absolutné bod (1-9) | Absolutné bod (1-9) | Absolutné bod (1-9)
Objemova vytéznost [ml] 530 8 500 6 470 4
Obsah hrubych bilkovin [%] 12,6 6 11,8 4 11 2
Zelenyho test [ml] 49 7 35 5 21 3
Cislo poklesu [s] 286 6 226 4 196 3
Objemova hmotnost [g/1] 790 7 780 6 760 4
Vaznost mouky [%] 55,4 7 53,2 5 52,1 4

24.1. Rapid mix test (objemova vytéZnost)

Jde o standardni metodu pro posouzeni kvality pSenice a pSeni¢né mouky. Provede se
pekaisky pokus, ktery zahrnuje intenzivni hnéteni, kratkou dobou odleZeni tésta s naslednym
strojnim zpracovanim tésta na bulky, které se upeou. Hodnoti se mérny objem peciva, ktery
se piepocita na 100 g mouky. Zjisti se tak objemova vytéznost pe¢iva v ml. Podle evropské

vvvvvv

posuzovani kvality potravinarskych odrad pSenice [14].

2.4.2.  Obsah hrubych bilkovin

Obsah hrubych bilkovin se stanovuje analytickou metodou NIR (Spektroskopie v blizké
infradervené oblasti) za pouziti kalibra¢ni kiivky nebo Kjeldahlovou metodou a naslednym
pfepocitanim pomoci faktoru pro potravinafskou pSenici 5,7 a pro krmnou pSenici 6,25.
Obsah hrubych bilkovin v zrné se uvadi v procentech [15].

2.4.3. Sedimentacni test (Zelenyho test)

Podstatou testu je schopnost bilkovin pSenice bobtnat v kyselém prostiedi, tedy tvofit
viskoelastickou sit’, ktera zadrzuje plyny pii procesu kynuti. Sedimentacni test udava
v mililitrech objem sedimentu, ktery vznikne za specifickych podminek ze suspenze zkouSené
mouky v roztoku kyseliny mlécné. VySsi obsah bilkovin a lepsi kvalita zpomaluji proces
sedimentace a zvySuji sedimenta¢ni hodnotu mouky [16].

2.4.4.  Cislo poklesu

Vyjadiuje miru poSkozeni zasobnich latek obsazenych v endospermu zrna hydrolytickymi
enzymy. Pifijmem nadmérného mnozstvi vlhkosti pfed sklizni dochazi ke kliceni a syntéze
o-amylas §tépicich $krob. Je tedy stanovovana aktivita o-amylas. Cislo poklesu je nejvice
ovlivnéno pocasim v dob¢ dozravani a sklizn¢ [14].
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Metoda vyuziva schopnosti rychlého zmazovaténi suspenze mouky a vody ve vodni lazni.
Cislo poklesu piedstavuje celkovy &as ztekuténi skrobu, ke kterému dochézi piasobenim
a-amylas pfitomnych ve vzorku. Dobu meéfeni ovliviiuje odpor Skrobového gelu vici
viskozimetrickému michadlu a cas potfebny k poklesu michadla o urCenou vzdalenost
ve vodni suspenzi.

2.4.5. Objemova hmotnost

Objemova hmotnost je hmotnost jednoho litru zrna nasypaného za podminek zkousSky
vyjadiena v gramech. Popisuje ji norma CSN 46 10 11 ¢ast 5. Objemovou hmotnost nejvice
ovliviiuje prubéh pocasi v dob€ dozravani zrna. Dlouhodobym skladovanim je sniZovana.

2.4.6. Vaznost mouky

Vaznost mouky zavisi v pievazné mife na mnozstvi a kvalité bilkovin. V mensi mife se
na vaznosti podileji dal$i slozky mouky (pentosany a poskozeny $krob). Pokud vaznost
pSenicné mouky kolisa, je pifi zpracovani mouky obtizné ur¢ovan ptidavek vody do tésta
a vysledkem mohou byt pfili§ tuha nebo naopak pfili§ volna tésta [17].

2.5. PSeni¢ny genom a Slechténi

PSenice ozima je polyploidni rostlina, konkrétn€ alohexaploidni (2n = 6x = 42). Jeji jaderny
genom je tvofen 21 pary chromozom. Sklada se ze tfi homolognich sad (AABBDD), protoze
vznikla kombinaci tfi riznych druhti diploidnich trav. Triticum. urartu a Aegilops speltoides
hybridizovaly za vzniku T. turgidum, pozdé¢jsi kiizeni T. turgidum s A. tauschii vedlo
ke kulturni form¢ Triticum aestivum. Kazda ztrav byla vybavena 7 pary chromozomi.
Genom pSenice vynika svou velikosti, je tvofen bezmala 17 miliardami parG bazi DNA. Vice
nez 80 % tohoto genomu je vysoce repetitivni a je tvofeno rliznymi typy roztrousenych
mobilnich genetickych elementti. Geny kodujici bilkoviny pfedstavuji pouze 2-3 % celkové
DNA.

Od pocatkti péstovani pSenice se Slechtitelé snazi nalézt nové kultivary s lepSimi vlastnostmi.
Cilem je dosazeni vysoké odolnosti vici chorobam a Skidcim, vysoké vytéznosti, ktera
ovSem odpovida pekarenské jakosti, a odolnosti vii¢i nepfiznivym klimatickym podminkam.
Klasické Slechténi vyZzaduje velké mnoZzstvi rostlinného materidlu a je ¢asové velmi naro¢né,
protoZze se rostliny selektuji na zdklad¢ fenotypovych vlastnosti. K naslednému hodnoceni
pekaiskych jakosti se standardné vyuziva tfada praktickych testi popsanych vyse. Tyto
metody hodnoceni nejsou ovSem pouzitelné béhem probihajiciho Slechtitelského procesu,
jelikoz vyzaduji velké mnozstvi zrna a dochazi k znehodnoceni vzorkli. Neni mozné tedy
ziskat dalsi generaci vzorku [1].

Zefektivnéni Slechtitelského vyzkumu pfinesly genetické metody. Oproti klasickym metodam
dochazi k selekci na zékladé¢ genotypu Slechténé rostliny. Zakladni metodou pfi studiu
genomu organizmu je jeho sekvenovani. Z diivodu zna¢né rozsahlosti pSenicného genomu je

ovSem sekvenovani celého genomu velice ¢asove i financné narocné. Proto se zaCaly vyuzivat
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techniky genetickych DNA markerti. Tento pfistup se nazyva selekce za pomoci markert
MAS (Marker Assisted Selection). DNA marker je usek DNA a ptedstavuje znacku, diky niz
Ize poznat, jestli se v genomu nachazi pozadovana alela konkrétniho genu. Marker se muze
nachazet pfimo v sekvenci genu zajmu, nebo byt v tésné vazbé s genem. Byly popsany
konkrétni vztahy mezi jednotlivymi alelami a jejich vlivem na pekafskou jakost.
K identifikaci DNA markert se pouzivaji molekularné¢ biologické metody jako elektroforéza
nebo PCR (Polymerase Chain Reaction) [13].

MAS patii mezi neinvazivni metody a vyzaduje pouze malé mnozstvi rostlinného materialu.
Je tedy Casové mnohem pfiznivejsi a s rostlinami Ize déale pracovat. Postupné se tak dafi
ziskavat predstavu v podob¢ virtudlnich map, které predstavuji vzédjemné uspotradani lokusu

na chromozomech. Diky tomu mohou byt snadno identifikovany velké pocty markerd.

2.6. Podminky pro péstovani

Vlastnosti a mnozstvi sklizeného zrna jsou kromé kultivaru ovliviiovany také agrotechnickym
zpusoben péstovani a klimatickymi podminkami v misté péstovani.

2.6.1. Dusikaté hnojeni

Pro dosaZeni vysokych a kvalitnich vynosti musi byt pro rostlinu k dispozici vedle dalSich
zivin 1 dostate¢né mnozstvi dusiku. Pfihnojovanim se zvySuje jeho dostupnost pro rostliny,
které maji nasledné vys$si metabolickou aktivitu a vice prospivaji. To se konkrétné projevuje
ve zvyseni hmotnosti zrna, poétu zrn v klasu a poétu klasti na m? a tim je dosazeno celkové

lepsi vynosnosti [28]. Diky vy$$i metabolické aktivité je syntetizovano vice aminokyselin
a proteint, ¢imz se zvySuje obsah hrubé bilkoviny v zrnu, tedy jeho pekarenska kvalita [29].

Produktivita zrna i obsah hrubé bilkoviny narlsta pfimo umémé se zvySujici se davkou
dusikatého hnojeni. Po pfekroceni ur¢itého maximalniho mnoZzstvi se ovSem narlst zastavi.
Koncentrace proteinu zlstava i pti dal§im zvySeni miry hnojeni konstantni [26; 28]. Pouzitim
vys$$i davky dochazi ke zvySovani koncentrace dusiku pouze ve slamé [26], dokonce to mtze
vést ke snizeni vynosu, ktery je zptisoben negativnim t¢inkem dusiku na ostatni Ziviny [30].
Tim padem se snizi G¢innost hnojiva a efektivita péstovani. Naopak deficit dusiku ma velmi
negativni dopad na vynosnost. Zpiisobuje omezeni tvorby nadzemni biomasy a zpomaluje
rozvoj rostliny [4].

Idedlni davka hnojiva je siln€ individualni pro kazdy kultivar 1 misto péstovani. Proto jeji

nalezeni optimalni davky je.

Z dlouhodobého vyzkumu kvality obilovin vyplyva, Ze pii péstovani pSenice bez pouziti
hnojiv lze jen velmi obtizné dosdhnout parametri pekatské jakosti zrna, a to diky nizkému
obsahu dusikatych latek v susing [1].

Masivni hnojeni ma ovSem také negativni vliv na zivotni prostiedi, davky tedy nemohou byt
neomezené. Zeméd¢lstvi je jednim z nejvétSich znecistovatel vod dusi¢nany. V oblastech
S intenzivnim zemédélstvim byla prokazana vysoka koncentrace dusi¢nanit v povrchovych
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a podzemnich vodach. Proto je vydavana nitritovd smeérnice, kterd upravuje podminky
pouzivani hnojeni, ¢imz se piedchédzi kontaminaci vod a zajistuje zachovani zdrojii pitné
vody i kvalita povrchovych vod v ekosystémech [31].

Z téchto davodi vychazi tlak na vyslechténi novych kultivart, které budou schopny velice
efektivné vyuzivat dusik z hnojiva, aby mohlo dojit ke snizeni dévek intenzity hnojeni,
ale budou nadale spliovat pekaiské jakosti kladené na pSenici.

wevr

syntézou a akumulaci gliadini. Podil gliadinti na celkovém mnozstvi lepkovych proteint
se béhem zrani zvySuje. Stejné tak pii zvySovani davky dusiku dochazi k procentudlnimu
naruastu gliadind.

Mén¢ je znamo o vlivu dusiku na gluteninové frakce. Z celkového mnozstvi lepkovych
proteinti klesa podil LMW GS s ¢asem v priabéhu zrani zrna. Trend LMW GS je opacny
oproti gliadinim. V pfipadé rtizného stupné hnojeni ma zavislost opét inverzni prubch
vzhledem ke gliadinim, mira LMW GS se s vzristajici intenzitou hnojeni snizuje.

Podil HMW GS vykazuje pouze malo vyraznou zavislost na tGrovni N hnojeni. Jejich
procentudlni mnozstvi zlstavd s ménicim se mnozstvim dusikatého hnojeni stejné. Nartist
nebo pokles gluteninil je zdsadné ovlivnén konkrétnim kultivarem pSenice. Rizné kultivary
nemusi presné vykazovat popsané trendy, ale mohou se vyraznéji liSit. V zasad¢ zatim neni
mozné urcit u glutenind pevné platici zakonitosti [24].

2.6.2. Sucho

Sucho je u vétSiny polnich plodin hlavnim environmentalnim stresorem [1]. PSenice je
rostlina naro¢na na vodu, jejiz pfitomnost je nutna v pocatecnim obdobi, béhem kterého
se tvoii kofenovy systém. Naroky na vldhu se jesté zvysuji pred kvetenim, kdy probiha tvorba
klasu a kvitkd. Nedostatek vody béhem tvorby obilky ma negativni dopady, snizuje pocet zrn
v Kklasu a jejich hmotnost. Naroky rostlin na vodu se snizuji béhem dozravani, kdy listy
zaCinaji Zloutnout a postupné odumiraji [32]. Sucho a vyssi teploty snizuji vlhkost v zrnu
a tim zvySuji procentudlni obsah dusiku v suSiné. VyS§$i vynos za mirného sucha miZze byt
dosazen vys$§im vyuzitim vody a zvySenim efektivnosti vyuziti vody [1].

Podle Chloupka [6; 33], ktery sledoval vlivy zmény klimatickych podminek v prib&éhu
20. stoleti na vynosy, pSenice péstovana piiteplejSich a susSich podminkdch panujicich
piedev§im v mésicich ¢ervnu a Cervenci vykazuje vyssi vynosy oproti vlhkému a chladnému
prostfedi. Za odridu tolerantni k suchu lze povazovat tu, kterda pfi péstovani v suchych
podminkach opakované poskytne vyssi vynos nez standardni odridy. Vzdy ovSem zalezi
na konkrétnich péstebnich podminkéach, pfedev§im na nastupu, délce a intenzit¢ obdobi
sucha [13].
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CO, Molarni zlomek (ppm)

2.6.3. Klimatické zmény

Analyzou druzicovych i pozemnich dat sledujicich dva klicové ukazatele v oblasti zmény
klimatu, globalni povrchovou teplotu a miru arktického ledu, byly podle National Aeronautics
and Space Administration (NASA) v prvni poloving roku 2016 piekonany dosavadni rekordy.
Kazdy mésic pfinesl novou maximalni hodnotu a celkovd primérna teplota byla o 1,3 °C
vys$8i, nez na konci 19. stoleti. Trend rostouci teploty odpovida snizujici se Grovni arktické
ledové pokryvky, ktera zasadnim zptisobem ubyva [34].

Podle World Meteorological Organization (WMO) dochazi kazdoro¢né ke zvySovani
koncentrace sklenikovych plynt v atmosféie (obr. 4), to vede diky sklenikovému efektu
k oteplovani planety a naslednému tani ledovcu [35].

410 1900 ) __ 330
400 2 2
: & 1850 o & 325
o o F o
il £ %&Wf&t"&% S sl
370 £ 1750 N“&g‘ﬁ E
301t g ool WV s Yy
350 2 %
340%”5& 5 1650 W o 305
300
1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015 1600, 085 1990 1995 2000 2005 2010 2015 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015
Rok Rok Rok

Obrazek 4 Koncentrace sklenikovych plyni [35]

Tani arktickych ledovct je vyrazné spojeno s extrémnim pocasim v Evropé, Asii a Severni
Americe. Kolem severniho p6lu proudi v liniich chladné vzdusné proudy, tak zvané planetarni
vlny. Chladny vzduch planetarnich vln je v ostrém rozhrani steplym jiZznim vzduchem.
ZvySenim teploty na severnim polu dochazi ke stirani teplotnich rozdilii vzdusnych proudi,
vedoucich k naruSeni planetarnich vin, které¢ zastavi svlij pohyb. Tyto zmény v proudéni
vzduchu jsou spojené se vznikem extrémniho pocasi, v regionech zlstava po delsi dobu stejné
pocasi. MliZe nastat obdobi vysokych maximalnich teplot, snizeni sraZkovych tthrnli vedouci
k suchu nebo naopak destivé pocasi zptisobujici povodné [36].

Trend vyskytu extrémniho pocasi je v zeméd¢€lstvi velice nebezpecny. Rostliny se nedokazi
rychle ptizptisobovat neptiznivym klimatickym podminkdm, proto dochazi ke ztratam na
urod¢ vedoucim k ekonomickym skodam zemédélct. Pokud bude dochazet ke klimatickym
vykyvam castéji, bude nezbytné, aby nedoslo k poklesu produkce, ziskani novych odolngjsich
kultivara.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Material

Experiment provedl Ustav vyzkumu globalni zmény AV CR na dvou experimentalnich
plochach v blizkosti Bfezové na Svitavsku (lokalita Babicka - 49°40,4' severni $ifky,
16°27,5' vychodni délky, nadmoiska vyska 460 m, lokalita Vétrolam 49°39,9" severni §iiky,
16° 28,4' vychodni délky, nadmoiska vyska 475 m) béhem vegetacnich obdobi (2013-2014).
Poloha je charakterizovana primérnou ro¢ni teplotou 7,6 °C a primérnou sumou srazek 629
mm. Typ pudy v lokalitach je luvisol.

Pokusné parcely (10 x 4,5 m) byly osety psenici ozimou (Triticum aestivum L.) kultivar
Tiguan. V prvni poloviné kvétna (8. 5. 2013) byly na 24 parcelach instalovany experimentalni
stiisky zamezujici pronikani srazek (obr. 5). St¥izky se skladaji z dievéného ramu pokrytého
priahlednymi polykarbonatovymi pasy. Pasy byly pfipevnény tak, aby se navzajem
ptrekryvaly, ale mohl stale proudit vzduch a zamezilo se srazeni vody. Horni ¢ast (0,3 m)
boc¢ni stény byla také pokryta pésy, aby se dosahlo lepsi ucinnosti. Sttecha méla sklon 20°
ana niz8i stran¢ byl namontovan Zlab, pro odvod zachycené vody. ZastfeSené parcely byly
oddéleny od okolni plidy pomoci ocelové bariéry.

Obrdzek 5 Experimentdlni striSka pro simulaci sucha

Obdobi sucha trvalo do 12. 6. 2013 (konec metani), kdy byly experimentalni stiisky
odstranény a nasledné bylo do téchto parcel, které byly vystaveny stresu suchem, aplikovano
90 mm vody (ve dvou davkéch) jako simulované piivalové srazky. Kromé srazek byla také
Vv pritbéhu roku kontinualné sledovana ptidni vlhkost a teplota pomoci nainstalovanych cidel
v hloubce 15 cm. Vliv hnojeni byl sledovan ve variantach: kontrola bez hnojeni (0 kg/ha),
hnojeni N (140 kg/ha). Dusik byl dodavan jako kapalina ve tfech formach: amonné soli,
dusi¢nany a mocovina v poméru 1: 1: 2 (hnojivo DAM® 390, Duslo, SK). Hnojivo bylo
aplikovano ve dvou davkach (duben a Cerven). VSechny varianty byly zaloZeny ve Ctyfech
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opakovanich. Dne 7. 8. 2013 byla provedena sklizei nadzemni biomasy ozimé pSenice, Zrna
byla pomleta a ziskand mouka byla pouzita k analyzam.

3.2. Stanoveni obsahu gluteninii metodou SDS-PAGE

3.2.1. Pristroje

Analytické vahy HR-120-EC, firma A&D INSTRUMENTS LTD
Centrifuga 5430 R, firma EPPENDORF

Vortex — stuart, firma MERCI

Vortex — Genie 2, firma SCIENTIFIC INDUSTRIES, INC.
Termoblok TDB-100, firma BIOSAN

Chladnicka s mrazici ¢asti, firma GORENJE

Aparatura pro elektroforézu Mini PROTEAN, firma BIO-RAD
Zdroj Power Pac HC, firma BIO-RAD

Trepacka KS 130 BASIC, firma IKA

3.2.2. Chemikalie

Akrylamid (SIGMA ALDRICH)

Coomasie Brilliant Blue G-250 (SERVA)
Bromfenolova modf Na siill (SERVA)
Butanol (LACH-NER)

DTT - dithiothreitol (SIGMA ALDRICH)
Ethanol

Glycerol (SIGMA ALDRICH)

Glycin (SIGMA ALDRICH)

Isopropanol (LACH-NER)

Kyselina chlorovodikova (LACH-NER)
Kyselina octova (SIGMA ALDRICH)
2-Merkaptoethanol (SIGMA ALDRICH)
Methanol (SIGMA ALDRICH)
N,N’-Methylenbisakrylamid (SERVA)
Peroxodisiran amonny (SIGMA ALDRICH)
SDS-dodecylsulfat sodny (SIGMA ALDRICH)
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TEMED — N,N,N",N’-tetramethylethylendiamin (SERVA)
TRIS — tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma ALDRICH)

3.2.3. Priprava roztoki
3.2.3.1. Roztoky pro pripravu gelii

Roztok A: 29,29 akrylamidu a 0,8 g bisakrylamidu bylo kvantitativné pievedeno
do odmérné banky na 100 ml a baiika byla doplnéna po rysku destilovanou vodou.
Roztok se uchovava pii teploté 4 °C.

Roztok B: V50 ml destilované vody bylo rozpusténo 18,16 g TRIS, po rozpusténi bylo
upraveno pH na hodnotu 8,8 pomoci koncentrované HCI, poté byl roztok
pieveden do odmérné banky na 100 ml a doplnén vodou po rysku. Roztok se

uchovava pii teploté 4 °C.

Roztok C: V50 ml destilované vody bylo rozpusténo 18,16 g TRIS, po rozpusténi bylo
upraveno pH na hodnotu 6,8 pomoci koncentrované HCI, poté byl roztok
preveden do odmérné baiky na 100 ml a doplnén vodou po rysku. Roztok se
uchovava pii teploté 4 °C.

Roztok D: 10 g SDS bylo kvantitativné ptevedeno do odmérné bainky na 100 ml a baika byla
doplnéna po rysku destilovanou vodou. Roztok se uchovava vtemnu pfi

laboratorni teplot¢.

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

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

TEMED: komer¢né dodavany roztok

3.2.3.2. Pomocné roztoky

Elektrodovy pufr: V 2000 ml destilované vody bylo rozpusténo 12 g TRIS, 4g SDS a 37,6 ¢
glycinu. Roztok se uchovava pii teploté 4 °C a pouziva se opakovang.

50% vodny roztok isopropanolu: Isopropanol byl smichan s destilovanou vodou v poméru
1:1. Roztok se uchovava pfi laboratorni teploté.

Roztok pro extrakci gluteninu: 0,6057 g TRIS bylo rozpusténo ve 100 ml 50% vodného
roztoku isopropanolu, po rozpusténi bylo upraveno pH pomoci koncentrované HCI na 7,5.
Timto roztokem bylo pievedeno 0,25 g DTT do odmérné baiky na 25 ml a doplnéno
po rysku. Roztok je nutné pfipravit Cerstvy pro kazdé stanoveni, krok s pfiddinim DTT musi
byt proveden tésné pred pouzitim extrakéniho roztoku.

Vzorkovy pufr: Bylo smichano 9,6 ml roztoku C, 8 ml roztoku D, 0,4 ml roztoku F, 12 ml
glycerolu, 9,6 ml vody a 2 ml merkaptoethanolu. Roztok se uchovava pii teploté 4 °C.
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3.2.3.3. Roztoky k vizualizaci bilkovin

Stabilizacni roztok: Bylo smichano 150 ml methanolu a 600 ml vody. Roztok se uchovava pti
laboratorni teplot¢ a je pouzivan opakovang.

Barvici roztok: Bylo smichano 0,59 Coomasie Blue G-250, 450 ml methanolu, 100 ml
koncentrované kyseliny octové a 450 ml vody. Roztok se uchovava pti laboratorni teplot¢ a je

pouzivan opakovang.

Odbarvovaci roztok: Bylo smichano 250 ml methanolu, 100 ml koncentrované kyseliny
octové a 650 ml vody. Roztok se uchovava pfi laboratorni teplotg.

3.2.4. Priprava vzorki

Do mikrozkumavky Eppendorf o objemu 1,5 ml bylo navazeno 200 mg pSenicné mouky.
K navézce byl pfidan 1 ml 50% vodného roztoku isopropanolu a smés byla protiepavana
po dobu 30 minut pomoci vortexu Genie 2. Nasledné¢ byla smés odstfedéna pii 2 500 g
po dobu 15 minut. Supernatant byl slit a sediment byl stejnym postupem jesté dvakrat
extrahovan 50% vodnym roztokem isopropanolu. Timto zplsobem byly vyextrahovany
gliadiny. Ze sedimentu po extrakci gliadind byly extrahovany gluteniny. Sediment byl
dikladné rozmichdn v 1ml extrakéniho roztoku pro gluteniny a smés byla inkubovana
v termobloku pfi teploté 60 °C po dobu 30 minut s pribéznym protfepavanim co 5 az 10
minut. Poté byla smés odstfedéna pii 10 000 g 10 minut. 0,5 ml supernatantu obsahujiciho
gluteniny bylo odpipetovano do ¢isté mikrozkumavky Eppendorf o objemu 1,5 ml a bylo
pridano 0,5 ml vzorkového pufru. Hotové extrakty byly uchovavany v mraznicce pfi teploté —
18 °C.

3.2.5. Priprava gelu

Elektroforeticka skla byla nejdiive omyta vodou a odmastovacim piipravkem, néasledné byla
oplachnuta destilovanou vodou a vyciSténa buni¢inou namocenou v ethanolu. Dale byla skla
upevnéna do stojanu tak, ze vétsi sklo bylo vzadu. Spodni hrany skel lezely na gumové
podlozce a tlakem svrchu byla zajiSténa proti vyteCeni gelu. Ke stanoveni byly pouzity 10%
separacni gel a 5% zaostfovaci gel.

3.2.5.1. Separacni gel

Do kadinky byly pomoci automatickych pipet odméfeny objemy roztoki podle tabulky 3.
Tabulka 3: Objemy roztokii k pripravé 10% separacniho gelu (30 ml — 6 gelir)

Roztok Objem [ml]
Destilovana voda 11,9
A 10,0

B 7,5

D 0,3

E 0,3
TEMED 0,012




Roztok E a roztok TEMED byly pfidany tésné ptred nalitim roztoku mezi skla. Nasledné byl
roztok nalit mezi skla, do vysky asi 2 cm od horniho okraje. Zbyly roztok byl ponechan
V kadince pro kontrolu ztuhnuti gelu. Roztok mezi skly byl pfevrstven asi 5 mm vrstvou
butanolu, aby doslo k vyrovnani hladiny a jako ochrana proti vypafovani vody. Po ztuhnuti
separacniho gelu byl butanol slit a gel byl nékolikrat promyt destilovanou vodou a piebytek
vody se odsalo bunic¢inou.

3.2.5.2. Zaostiovaci gel

Do kadinky byly pomoci automatickych pipet odméteny objemy roztoki podle tabulky 4.
Tabulka 4: Objemy roztokii k priprave 5% zaostrovaciho gelu (10 ml)

Roztok Objem [ml]
Destilovana voda 6,8
A 1,7
C 1,25
D 0,1
E 0,1
TEMED 0,01

Po pfidani roztoku E a TEMED byl zaostiovaci gel rovnomérné nalit na vrstvu ztuhlé¢ho
separa¢niho gelu az po okraj a do prostoru mezi skly byl ihned vlozen elektroforeticky
hiebinek tak, aby se v gelu nevytvorily bublinky. Hfebinek byl odstrafiovan po zatuhnuti gelu,
az pred nanaSenim vzorkd, aby nedochdzelo k vysychani gelu. Hotovy gel je mozné
uchovéavat v lednici, nejdéle v§ak do druhého dne.

3.2.6. Elektroforéza

Ze skel s ptipravenym a dokonale ztuhlym gelem byly odstranény elektroforetické hiebinky,
skla byla vytazena ze stojanu, ociSténa od zbytki gelu a upevnéna do stojanu
pro elektroforézu vétSim sklem ven. Stojan byl umistén do elektroforetické naddoby, vnitini
prostor stojanu byl zcela naplnén elektrodovym roztokem a vné&jSi prostor byl naplnén
po rysku na vané. Pfed davkovanim na gel byly vzorky odstiedény pti 10 000 g po dobu
2 minut pro usazeni sraZenin, které by mohly branit bilkovindm v priichodu gelem. Pomoci
automatické pipety s dlouhou Spickou byly do jamek naddvkovany odstiedéné vzorky
vmnozstvi 5 ul. Na kazdy gel byl davkovan standard, coZz byla varianta vlhkého
a nehnojeného vzorku. Takto piipravena aparatura byla pfipojena ke zdroji a byla spusténa
elektroforéza, kterd probihala prvnich 10 minut pfi konstantnim napéti 50 V, a po uplynuti
této doby bylo zménéno konstantni napéti na 100 V a elektroforéza probihala jest¢ 110 minut.
V pribéhu elektroforézy bylo nutné kontrolovat, jestli elektrodovy pufr neprotékd z vnitini
¢asti stojanu do vnéjsi a ptipadné pufr dopliovat.
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3.2.7. Zviditelnéni bilkovin

Po ukonceni elektroforézy byla elektroforeticka skla s gelem vyjmuta ze stojanu tak, aby pufr
odtekl do vnéjsi nadoby a ponofena do misky s destilovanou vodou mensim sklem doli.
Pomoci umélohmotné Spachtle bylo spodni sklo odlepeno od gelu a gel byl pod vodou sejmut
Z horniho skla. Voda byla vylita zmisky a gel byl pievrstven stabilizatnim roztokem
a 5 minut stabilizovan na tfepacce. Poté byl stabiliza¢ni roztok slit a gel byl protfepavan
30 minut s barvicim roztokem. Po uplynuti této doby byl gel na tfepacce promyvan
odbarvovacim roztokem po dobu 90 minut do dostatecného odbarveni. Po sliti pouzitého
roztoku byl gel promyt destilovanou vodou, polozen na elektroforetické sklo a zabalen
do potravinaiské folie, kterd ho chranila pfed vysychanim. Hotové gely byly skladovany
V chladnicce pii 4 °C. Pti praci s gely bylo nutné po celou dobu pouzivat ochranné gumové
rukavice z divodu vysoké toxicity akrylamidu.

3.2.8. Vyhodnoceni geli a statistické zpracovani

Gely byly naskenovany a jednotlivé zony byly programem Multi Gauge ver.3.1 FUJIFILM
prevedeny na piky a vypocitana jejich plocha. Celkem bylo stanovovano 16 vzorkt ve ¢tyfech
sadach. Kazdy vzorek byl nanesen na jeden gel tiikrat. Ze tii ziskanych vysledil pro kazdy
vzorek byl vypocitdn primér, smérodatna odchylka a relativni smérodatnd odchylka.
Pro kazdou sadu vzorkii byly spocitany statistické parametry: primér, smérodatna odchylka,
rozptyl a interval spolehlivosti. K dalsimu statistickému vyhodnoceni byl pouZzit neparovy
t-test se statisticky vyznamnou pravdépodobnosti p <0,05.

Vysledna hodnota praméru pro kazdou sadu vzorka byla vynesena do grafi pro jednotlivé
gluteninové podjednotky. Chybové usecky piedstavuji hodnotu intervalu spolehlivosti.
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4. VYSLEDKY

HMW 1

17 500 A T
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12500 A

10000 A

Ploch pikd

7500 A

5000 A

2500 A

NO DRY NO WET N140 DRY N140 WET

Obrazek 6 Srovnani ploch pikii pro HMW 1 GS vzorkii ve ctyrech variantich v kombinaci hnojeni
(N140) vs. bez hnojeni (NO) a sucho (DRY) vs. vlhko (WET). Sloupce vyjadruji aritmeticky priimér
Ctyr vzorkul, kazdy ve trech opakovanich. Chybove usecky predstavuji interval spolehlivosti.

Porovnanim hnojenych a nehnojenych variant byl metodou neparového t-testu prokazan
statisticky vyznamny rozdil s pravdépodobnosti p < 0,05. Hnojeni tedy mélo na obsah HMW
1 GS vyznamny vliv, u hnojenych variant doslo k narstu obsahu HMW 1 GS o piiblizné
25 %. Naopak mezi suchymi a vlhkymi variantami se nepodatilo prokazat zadny vyznamny
rozdil i ptes to, Ze vzorky péstované za sucha doséhly oproti vlhkym vzorkiim vys$sich hodnot,

coz je v souladu s nasim piedpokladem.
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Obrazek 7 Srovnani ploch piki pro HMW 2 GS vzorkii ve ctyrech variantach v kombinaci hnojeni
(N140) vs. bez hnojeni (NO) a sucho (DRY) vs. vlhko (WET). Sloupce vyjadruji aritmeticky priimér
Ctyr vzorku, kazdy ve trech opakovanich. Chybové usecky predstavuji interval spolehlivosti.

U HMW 2 GS byl prokazan pomoci t-testu vliv dusikatého hnojeni na mnozstvi
gluteninovych frakci. Statisticky vyznamny rozdil mezi hnojenymi a nehnojenymi vzorky
odpovidal pravdépodobnosti p < 0,05, narust mezi NO DRY a N140 DRY piedstavoval asi
25 % a mezi NO WET a N140 WET 32 %. Ve druhém sledovaném parametru vlivu sucha
nebyl vyznamny rozdil mezi variantami prokazan.
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Obrazek 8 Srovnani ploch piki pro HMW 2 GS vzorkii ve ctyrech variantach v kombinaci hnojeni
(N140) vs. bez hnojeni (NO) a sucho (DRY) vs. vlhko (WET). Sloupce vyjadruji aritmeticky priimér
Ctyr vzorku, kazdy ve trech opakovanich. Chybové usecky predstavuji interval spolehlivosti.

Pro frakci HMW 3 byl prokazan statisticky vyznamny vliv hnojeni pouze pro varianty WET.
Piirastek mezi NO WET a N140 WET ¢inil asi 27 %. V podminkach DRY nezpusobilo
hnojeni vyznamny narist obsahu frakci. Sucho nemélo vliv na mnozstvi HMW 3 GS.
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Obrazek 9 Srovnadni ploch pikii pro LMW 4 GS vzorkii ve ctyrech variantich v kombinaci hnojeni
(N140) vs. bez hnojeni (NO) a sucho (DRY) vs. vlhko (WET). Sloupce vyjadruji aritmeticky priimér
Ctyr vzorku, kazdy ve trech opakovanich. Chybové usecky predstavuji interval spolehlivosti.

Nizkomolekularni podjednotky vykazovaly trend, pfi némz varianty WET dosahovaly vyssich
hodnot nez varianty DRY. Hnojeni ovlivnilo obsah gluteninovych frakci. Mezi NO DRY
a N140 DRY dosahl statisticky vyznamny narust asi 32 % (p <0,05). Navyseni mezi NO WET
a N140 WET predstavovalo 37 %. Stres vyvolany suchem vyznamné neovlivnil mnozstvi
gluteninovych frakci LMW 4.
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Obrazek 10 Srovnani ploch pikii pro LMW 5 GS vzorkii ve ctyrech variantach v kombinaci hnojeni
(N140) vs. bez hnojeni (NO) a sucho (DRY) vs. vlhko (WET). Sloupce vyjadruji aritmeticky priimér
Ctyr vzorku, kazdy ve trech opakovanich. Chybové usecky predstavuji interval spolehlivosti.

Hnojeni ovlivnilo obsah frakci LMW 5 pouze varianty WET. Nartst ¢inil 29 %. Sucho
nemélo vliv na obsah frakce LMW 5.
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Obrazek 11 Srovndni ploch pikii pro LMW 6 GS vzorkii ve ctyrech variantach v kombinaci hnojeni
(N140) vs. bez hnojeni (NO) a sucho (DRY) vs. vihko (WET). Sloupce vyjadruji aritmeticky priimer
Ctyr vzorkul, kazdy ve trech opakovanich. Chybove usecky predstavuji interval spolehlivosti.

Vliv dusikatého hnojeni byl u LMW 6 GS jednozna¢né prokazan. Porovnani hnojenych
a nehnojenych variant DRY dosahlo jako jediné pfi hodnoceni t-testem dokonce vysoce
vyznamného statistického rozdilu s pravdépodobnosti p <0,01. Narust ptedstavoval u variant
DRY 51 % a u variant WET 35 %. Vyznamny vliv sucha nebyl ani u posledni frakce
prokézan.
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Gluteniny celkem
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Obrazek 12 Srovnani ploch pikii pro celkovy souhrn vSech gluteninovych frakci vzorkii ve ctyrech
variantach v kombinaci hnojeni (N140) vs. bez hnojeni (NO) a sucho (DRY) vs. vihko (WET). Sloupce
vyjadiuji aritmeticky priumeér Ctyr vzorki, kazdy ve trech opakovanich. Chybové usecky predstavuji
interval spolehlivosti.

Celkovy obsah gluteninovych frakci byl statisticky vyznamné ovlivnén dusikatym hnojenim.
Hnojené vzorky odpovidaly vyznamnému rozdilu (p <0,05) mezi NO DRY a H140 DRY
snardstem o 30 % a mezi NO WET a N140 WET s nartistem 0 32 %. Zavislost obsahu
gluteninovych frakci na stresu v podob¢ sucha nebyla statisticky vyznamna.
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5. DISKUZE

Gluteniny jsou dilezité pro pekarenské vlastnosti pSenice a piedstavuji témét polovinu vSech
proteinit vyskytujicich se v pSenicném zrnu. Osetfeni rostlin dusikatym hnojenim zptsobi
narust celkového mnozstvi proteinti v zrnu, ktery se zvysuje imérné davce pouzitého hnojiva.
Narast glutenini neni tak vyrazny jako nartst gliadind, ale piesto je vyznamny [37; 38],
Wieser ve své praci [39] uvadi nartst o 40-50 %, v naSem piipad¢ to bylo v priméru asi
31 %. Pti Wieserové pokusu bylo aplikovano hnojeni az 200 kg/ha, v nasem ptipadé jen
140 kg/ha. Znaénou roli hraji specifické podminky, ve kterych je pSenice péstovana a také
kultivar. Ve Wieserové praci sledované kultivary patii mezi pekarensky jakostni (Herzog,
Astron). Nami zkoumany kultivar Tiguan se fadi ke kultivarim krmnym, které obecné
nedosahuji tak vysokého podilu bilkovin, tudiz ani nartst nemohl byt tak velky.

Vliv dusiku se projevuje jak u vysokomolekularnich (HMW GS) tak u nizkomolekularnich
(LMW GS) gluteninovych frakci [24; 37; 38]. Nase vzorky vykazovaly vyznamny vliv
dusikatého hnojeni jak na celkové mnozstvi gluteninti, tak na obsah frakci HMW a LMW.
Podjednotky HMW 1 a 2 byly ovlivnény hnojenim pii suchych (DRY) i vlhkych (WET)
podminkach, HMW 3 GS pouze v ptipadé¢ WET. Hnojeni vedlo k nartiistu obsahu LMW 4 GS
nezédvisle na dostupnosti vody. U LMW GS 5 byl zaznamenan vyznamny rozdil mezi
hnojenymi a nehnojenymi vzorky pouze v podminkach WET. Obsah frakci LMW GS 6 byl
ovlivnén hnojenim v podminkach DRY i WET, v podminach WET byl dokonce vysoce
vyznamny statisticky rozdil mezi srovnavanymi variantami. Podle Wiesera [39] byl x typ
HMW GS svyssi molekulovou hmotnosti ovlivnén vice nez y typ HMW GS s nizsi
molekulovou hmotnosti, coZ v podminkdch DRY odpovidd nasim vysledkiim, jelikoZ naSe
HMW GS 1 a 2 vykazovaly vy$§i rozdil nez HMW GS 3. V podminkach WET byly rozdily
podobné.

Singh a kol. [40] uvadi, ze efekt sucha se projevuje velice specificky podle nastavenych
podminek. Vliv sucha na gluteniny je zavisly na délce sucha, jeho nafasovani vzhledem
k vyvoji rostliny, a pfedev§im na kultivaru. U nékterych kultivart dochazi k inhibici syntézy
glutenint u jinych naopak k vyssi akumulaci. Niz$i dostupnost vody pfi vyvoji rostliny vede
K niz§im vynosim zrna, coz je zpisobeno nizsi syntézou Skrobu [41]. Celkova koncentrace
proteind se ovSem zvysuje, jelikoz syntéza Skrobu je mensi [42].

V nasi praci jsme neprokazali vyznamny vliv sucha na celkovy obsah gluteninti, nenasli jsme
ani zadny vyznamny vliv na jakoukoli gluteninovou podjednotku, at' uz vysoko ¢i
nizkomolekularni. Li a kol [37] uvadé&ji, Ze jimi sledované kultivary (Shannongl391,
Taishan23) vykazovaly stabilitu vic¢i projeviim sucha v kombinaci s dusikatym hnojenim.
V nasi praci se ovsem projevila interakce hnojeni v kombinaci se suchem u HMW 3 a LMW 5
GS, kde hnojeni ovlivnilo mnozstvi gluteninovych frakci pouze v podminkach destové
zavlahy. Pravdépodobnost tohoto zavéru potvrzuji ve své praci Dai a kol. [41], podle kterého
stres zpusobeny nedostatkem vody ma negativni vliv na tvorbu HMW GS. Ke stejnym
vysledkim jako my dospéli i Jiang a kol. [42].
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6. ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo zjistit, jaky vliv ma dusikaté hnojeni a sucho na obsah
gluteninovych frakci pSenice ozimé.

Kultivar Tiguan psenice ozimé byl péstovan na experimentalnim pozemku Ustavu vyzkumu
globalni zmény AV CR v blizkosti Bfezové na Svitavsku (49°39,9'N, 16°28.4'E, nadmoiska
vyska 475 m) béhem dvou vegetaénich obdobi (2013-2014) jednak Vv podminkach
zamezujicich pfisunu pfirodnich srazek (DRY), jednak v podminkach normalnich ptirodnich
srazek (WET). Polovina vzorkl byla osetfena dusikatym hnojivem davkou 140 kg/ha (N140),
druha polovina zlstala bez hnojeni (NO). K analyzam byly pouzity vzorky z roku 2013.

Po oddéleni gliadint byly gluteniny ze vzorkl extrahovany 50% isopropanolem s 1% DTT.
Jednotlivé gluteninové frakce byly separovany metodou SDS-PAGE a kvantifikovany
pocitacovou denzitometrii.

Stres zptisobeny suchem nemél zadny vyznamny vliv na celkovy obsah glutenini ani
na zadnou z gluteninovych frakci. Vyznamny vliv na celkovy obsah gluteninii mélo dusikaté
hnojeni. U hnojenych vzorkd doSlo k vyznamnému nartstu celkového mnoZstvi glutenini,
nartst nastal i u jednotlivych gluteninovych frakci. V podminkach WET v kombinaci
s dusikatym hnojenim byl zjistén statisticky vyznamny nartst obsahu u vsech HMW i LMW
frakci. V podminkdach DRY nedoslo vlivem hnojeni k narGistu obsahu gluteninti ani
jednotlivych gluteninovych frakci.

Z nasich méfeni tedy vyplyva, Ze dusikaté hnojeni mé vyznamny vliv na obsah glutenind
pSenice ozimé Kultivaru Tiguan. Obsah gluteninovych frakei neni nijak vyznamné ovlivnén
dlouhotrvajicim suchem, ale u HMW 3 a LMW 5 GS sucho snizuje efektivitu hnojeni.
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8. SEZNAM ZKRATEK
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