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1 Cil metodiky

V piedlozené metodice je uveden postup stanoveni methylesterti mastnych kyselin (MK)
v semenech, segmentech semen a délohach mikrosporovych embryi dihaploidnich regeneranti
fepky olejné (Brassica napus L.). Jeji uplatnéni ve Slechtitelské praxi ma za cil zefektivnéni
Slechtitelského procesu pii tvorbé odrid se specifickym slozenim MK v oleji. Metoda plynové
chromatografie je rutinné vyuzivanou metodou pfi stanovovani spektra MK béhem Slechténi.
Modifikace pomoci této metodiky ucelné rozsSifuje jeji uplatnéni i v takovych fazich
Slechtitelského procesu, ve kterych doposud uplatnéna nebyla. Zéasadni piinos uvedené
metodiky spoc¢iva piedevsim ve dvou aspektech — (1) umoznuje provést analyzu spektra MK
z velmi malého vychoziho vzorku rostlinného materidlu a (2) odér vzorku nezpiisobi destrukci
daného rostlinného jedince, je s nim tedy mozno nadale Slechtitelsky pracovat.

Analyza MK z jednoho semene: ve Slechténi je ¢asto nutné pracovat s velmi omezenym
mnozstvim rozmnozovaciho materialu. Ten se ziskava z rostlin izolovanych proti cizospraseni
zpravidla v technickych izolatorech a zisk osiva byva fadové v jednotkach, maximalné
desitkach gramt.. Ztohoto duvodu je pro identifikaci obsahu MK moznost analyzy
jednotlivych jedincti semen piinosna z diivodu Uspory cenného rozmnozovaciho materialu.
Tato metoda bude vyuzivana pifi hodnoceni geneticky dostatecné stabilnich genotypt vysSich
generaci.

Analyza MK ze segmentu semene: pouziti této metody najde uplatnéni v ranych fazich
Slechtitelského procesu, v generacich kdy je kazdy jedinec genetickym unikatem (Stépici
generace F2). Jelikoz metoda umozniuje odebrat vzorek — segment semene - na analyzu a
soucasné je toto semeno mozno dopéstovat do dospé€lé rostliny, ziskdvame tak velmi vcasné
udaje o slozeni MK daného jedince a mame moznost provést efektivni selekci bez nutnosti
pfemnozovat v§echny jedince dané generace, jak tomu bylo doposud.

Analyza MK v délohach mikrosporovych embryi dihaploidnich regenerantli: kombinace
modifikované analytické metody plynové chromatografie s biotechnologickou metodou tvorby
dihaploidnich linii fepky piedstavuje perspektivni postup produkce odrid fepky se zménénym
slozenim MK. Dihaploidizace je v soucasnosti v ptipad¢ Slechténi ozimé fepky jiz rutinné
vyuzivanou metodou. V ramci spoluprace sdruZzeni vyzkumnych a §lechtitelskych organizaci
,Ceska fepka“ doslo k jeji vyznamné optimalizaci a cely proces véetn& viech vylepseni byl
publikovan v roce 2008 (Miroslava Vyvadilova a kol. 2008: Metodika produkce dihaploidnich
linii pro Slechténi fepky ozimé. Metodika pro praxi, Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i.,

Praha - Ruzyné. ISBN 978-80-87011-80-5). Tato metoda umoziuje tvorbu zcela
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homozygotnich, tj. geneticky stabilnich, linii fepky s vyznamnou Casovou Usporou oproti
konvenénim metodam zalozenych na opakovaném inbreedingu. Dihaploidizace spociva v in
vitro kultivaci pylovych zrn za vzniku embryi regeneranti a zdvojeni jejich chromozomové
sadky. B€hem tohoto procesu jsou za ucelem lepsi regenerace ofezavany délozni listky embryi.
Piedstavovana metodika G¢elné vyuziva produkce téchto segmentl jako vzorkd pro analyzu
obsahu MK, takZe je mozno stanovit kvalitativni parametry oleje dihaploidnich genotypt jesté
ve fazi in vitro kultivace a umoziuje provést efektivni selekci a dopéstovat pouze vybrané
genotypy s pozadovanym slozenim MK.

Uplatnéni metodiky do Slechtitelské praxe ma za cil vyznamné zefektivnéni tvorby odrad
se specifickym obsahem MK v oleji tim, ze umozni vc€asnou identifikaci spektra MK v
takovych fazich Slechtitelského procesu, ve kterych to nebylo diive proveditelné. Na zaklade
véasné selekce tak budou vybrany pouze perspektivni genotypy, eliminuje se nutnost kultivace
neperspektivnich materidlli, coz povede k vyznamu snizeni ¢asové ndro€nosti, uspoie
personalnich i materidlnich prostfedkti a moznosti rozsifeni Slechtitelské kolekce o nové

perspektivni materialy.

2 Vlastni popis metodiky
2.1 Uvodni &ast

Vyznam olejnin v ¢eském, ale i evropském zeméedélstvi, v zemédélsko-potravinarském
komplexu a tudiz 1 hospodarstvi jako celku, je dan n¢kolika vyznamnymi aspekty. Pro
zemé&délce jsou olejniny ekonomicky zajimavou skupinou plodin se zpravidla vysokou
rentabilitou vyroby. Olejniny jsou dileZitou surovinou pro vyrobu oleje, jenz zabezpecCuje
jednu ze zakladnich slozek lidské vyZzivy, rovnéz jsou technickou surovinou a slozkou jadrnych
krmiv [1, 2]. Narist osevnich ploch olejnin koreluje s nartistem svétové produkce rostlinnych
oleju. Za poslednich 15 let (resp. v letech 2002 - 2017) se svétova produkce rostlinnych oleji
zvysila z 95,8 mil. t na priblizn¢ 198,46 mil. t. Diivod dynamického ristu péstovani olejnin je
zejména rast svétové ekonomiky, Zivotni Grovn€ v rozvojovych zemich a zvySend zdravotni
uvédomeélost, s kterou souvisi zména stravovacich navyki. Dochazi tak k celkovému naristu
spotieb oleji piedevsim v zemich ,.tietiho™ svéta [2, 3]. V produkci rostlinného oleje je jiz
n¢kolik let na prvnim misté palmovy olej (35 %), nasleduje olej sdjovy (28 %), fepkovy (14 %)
a slunec¢nicovy (9 %). Rostlinné oleje se pouzivaji pievazné pro produkci jedlych oleji a

margarind, ale ¢im dal vice také pro nepotravinaiské tcely v oleoprumyslu [2, 3]. Dalsi
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uplatnéni nasly jako surovina zpracovatelskych technologii, napf. vyroba paliv (bionafta),
maziv, lakd, barev, detergentti a kosmetickych pripravku [3, 4].

V marketingovém roce 2017/18 bylo v CR sklizeno podle Ceského statistického titadu
489,3 tis. ha olejnin a jejich produkce dosahla 1,2 mil. t. Na celkové vysi skliziiovych ploch se
jiz tradi¢né nejvice podilela fepka olejka (Brassica napus L.) se skliziiovou plochou 411,8 tis.
ha. Mezi dalii vyznamné olejniny v CR patti mak sety (Papaver somniferum L.) se skliziiovou
plochou v uvedeném roce 26,6 tis. ha, slune¢nice ro¢ni (Helianthus annuus L.) 20,2 tis. ha,
hoi¢ice na semeno 12,9 tis. ha, sdja lustinata (Glycine max (L.) Merrill.) 15,2 tis. ha a len sety
olejny (Linum usitatissimum L.) 1,2 tis. ha [4, 5].

V CR ma péstovani fepky dlouholetou tradici. Po roce 1990 doslo k vyznamnému rozvoji
pestovani této plodiny. Vzrostla osévana plocha, ktera se v pribéhu poslednich 25 let vice nez
ztrojnasobila [6]. Mnohaleté péstitelské zkusenosti, pokroky ve Slechténi fepky i intenzivni
vyzkum technologii péstovani pfispély k optimalizaci vyuziti tuzemskych agroekologickych
podminek, které umoznuji dosaZzeni rentabilnich vynosu. V letech 1975 - 1985 doslo diky
Slechténi K vyrazné zméné v odrudové skladbé vlivem S$lechténi. Postupné se podafilo
doséhnout pokroku ve slozeni mastnych kyselin (pfedev§im sniZeni obsahu nezddouci kyseliny
erukové) v fepkovém oleji pfi vyrazném snizeni glukosinolati ve Srotech. Také doslo ke
zlepSeni zakladnich produkénich charakteristik jako vynos semene a oleje, zimovzdornost,
rezistence apod. Soucasny program Slechténi se mimo jiné zamétuje na sledovani kvalitativnich
znakd, jako je zvySovani olejnatosti, skladba mastnych kyselin (MK) a dal$i snizovani obsahu
antinutricnich latek. V tomto kontextu se jevi jako vysoce Zadouci vybér genotypl s optimalni
nebo specifickou skladbou MK [7, 8].

O kvalité tukti rozhoduje slozeni MK. Vysoka nutri¢ni kvalita fepkového oleje je dana
nizkym obsahem nasycenych MK (6 - 8 %), bohatym obsahem mononenasycené kyseliny
olejové (C18:1) pfiblizné na urovni olivového oleje (50 - 60 %), vysokym obsahem
polynenasycenych MK (kyseliny linolové 20 - 22 % a a-linolenové 9 -10 %) a také piijatelnym
obsahem fytosteroli a tokoferold. Kyselina olejova je nejvyznamnéjsi MK v oleji
dvounulovych fepek. Vzhledem k charakteru a obsahu této MK sndsi fepkovy olej vysoké
tepelné namahani pfi fritovani. Repkovy olej patii rovnéz k nejlepsim zdrojim ®-3 MK,
kterych mame ve stravé nedostatek. V fepkovém oleji jsou ®-3 MK zastoupeny kyselinou a-
linolenovou (C18:3), ktera je dulezita pro prevenci onemocnéni krevniho ob&hu, nervového
systému a onemocnéni o¢ni sitnice. Hlavnim zastupcem -6 MK v fepkovém oleji je kyselina

linolova (C18:2), ktera je dulezita pro stavbu bungk, pro posileni imunitniho sytému a pro
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krevni ob&h. Repkovy olej obsahuje preferovany pomér mezi »-6 a ®-3 MK (2,5:1) a pomaha
optimalizovat nevhodny zpusob stravovani, kdy je aktualné tento pomér spise 15:1 [9, 10].
Soucasnym trendem v ,kvalitativnim* §lechténi fepky jsou snahy o zménu zastoupeni
jednotlivych MK. EXistuje nékolik specialnich odrid fepky s riizné zménénym podilem MK.
Napft. vysokoerukové odrudy ,,EO* (kyseliny erukova 50 - 60 %) jsou vyhradné ureny pro
nepotravinaisky pramysl K vyrob¢ tenzidd, odpénovacu a aditiv. Odrudy se zvySenym obsahem
kyseliny olejové (HO — High Oleic, napt. odriidda Sidney — okolo 75 % kyseliny olejové) jsou
naopak vhodné k potravinaiskému vyuziti pro svou termickou stabilitu. Dokonce se zacinaji
objevovat materialy s podilem této kyseliny nad 80 %. Tyto odridy se pak oznacuji jako HOLL
,,High Oleic Low Linolenic*. U téchto typt dochazi k redukci linolenové kyseliny, ktera je sice
z hlediska vyzivy prospé$na, zplsobuje ale snizenou trvanlivost oleje na zakladé snadného
sklonu k oxidovatelnosti neboli Zluknuti tukt. Na druhou stranu je ale zadouci, aby dalsi §lech-
titelské sméry byly vedeny pravé s cilem zvySovani obsahu esencialni kyseliny linolové a pie-
devsim linolenové pro piiznivou ulohu v aterogenezi. Okrajovymi sméry jsou pak zvyseni ob-
sahu kyseliny laurové (kosmetika, detergenty), palmitové (vyroba margarint, cukrovinek) a

stearové (vyroba margarind a kakaového masla) [7, 8, 9].

2.2 Stanoveni obsahu mastnych kyselin v jednom semeni, segmentu semene,
déloze mikrosporovych embryi Fepky olejné (Brassica napus L.)
metodou plynové chromatografie

Princip

Mastné kyseliny nachdzejici se v jednom semeni, segmentu semene nebo déloze
mikrosporovych embryi fepky se prevedou na methylestery mastnych kyselin a jejich skladba
se stanovi metodou plynové chromatografie (GC) za pouziti plamenové-ioniza¢niho detektoru

(FID). Jednotlivé MK se identifikuji pomoci standardniho vzorku o zndmém slozeni a pro

kvantifikaci se pouzije metoda vnitini normalizace.

Chemikalie a pomiicky

- Isooktan (p. a.), isopropanol (p.a.), methanol (p.a.), 0,5M methanolat sodny, smés isooktanu
a isopropanol 9:1, standard FAME MIX napi. GLC-96 nebo Supelco 37 FAMEs Standard
Mixture.

- Exikator, chladni¢ka, GC kolona vhodna pro separaci methylesterii mastnych kyselin napf.

FAME Wax (Restek) 30 m . 0,32 mm . 0,25 um, Koncentrator vzorki LabEva, lahev tlakova se
9
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stlacenym N», Hz a vzduchem, papir filtra¢ni, Petriho misky, pinzeta, plynovy chromatograf
(Dani Instrument S.p.A.) typ MASTER GC s FID detektorem, mikrodavkovac¢e Hamilton o
objemu 5, 100 pl, mikropipeta o objemu 10 — 200 ul, skalpel laboratorni, Sterilizator
horkovzdu$ny nebo susarna s nucenou cirkulaci vzduchu, stereomikroskop (VWR) typ STBL
100, stojany laboratorni a polystyrenové vlastni vyroby, tyCinka sklenénd, vahy analytické,

vialky o objemu 2 ml, vlozka do vialky o objemu 200 pl.

2.2.1 Priprava vzorki k analyze
Semeno fepky olejné
Semeno fepky se vyloupne z osemeni pomoci skalpelu zmacknutim semene na Petriho

misce, vzorek (jadro semene bez osemeni) se zvazi a vlozi do vialky o objemu 2 ml.

Segment semene Fepky olejné

Pii odbéru vzorku pro analyzu MK je nutné respektovat anatomicko-morfologickou
stavbu fepkového semene z divodu moznosti zachovani kli¢ivé schopnosti zbylé ¢asti pro jeho
nasledné vyseti a dopéstovani rostliny. Tato moznost je ptfedpokladem vyznamného
zefektivnéni vybéru a nasledného vedeni perspektivnich linii fepky. Byly provedeny pokusy
s rozdélenim semene na ¢ast pro chemickou analyzu a na ¢ast dopéstovani rostliny. Za timto
ucelem bylo potiebné stanovit spravny postup rozdéleni semene na prfislusné segmenty.
Praktickym zkousenim bylo otestovano est zptisobii vedeni fezu. Rez byl veden skalpelem pod
binokularni lupou za pomoci pinzety. Odbér segmentu semene byl zvolen tak, aby nebyly
poskozeny zarodecné organy semene. Pies osemeni je patrna délici ryha, na které je v jeji dolni
¢asti pod drobnou vypouklinou ukryt kofinek. Kofinek je pro nasledny vyvoj rostliny nezbytny.
Odbérovy fez byl proto veden v mistech dé€loh. Ztrata jedné z déloh, nebo nékteré z jejich ¢asti,
neni pro vyvoj rostliny fatalni. Pfedev§im v délohach je ulozeno nejvétsi mnozstvi zasobnich
latek, a proto je tato &ast vhodna pro analyzu obsahu MK. Cast semene se zarodkem byla
nasledné¢ podrobena zkouSce kli¢ivosti na Petriho misce s filtraénim papirem
navlh¢enym destilovanou vodou. Segmenty byly vysety také pfimo do zahradnického substratu
a bylo zjisténo, ze vhodné vedenym fezem nebylo vzchazeni rostlin vyznamné ovlivnéno.
Upravena semena byla také uskladnéna v podminkach béznych skladovacich prostor po dobu
peti mesich a po zkousSce kli¢ivosti bylo zjiSténo, ze i takovato doba po fezu nemd vliv na

wev

rostliny ze zbylého segmentu je uveden na obrazku ¢. 1.

10
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Vlastni pfiprava segmentu semene fepky je nésledujici: semeno fepky se pomoci
skalpelu pod mikroskopem a podle obrazku ¢. 1 na dva segmenty. Zmacknutim segmentu
semene na Petriho misce se jadro vyloupne z osemeni, vzorek se zvazi a vlozi do vialky o

objemu 2 ml.

Obrazek €. 1.
Ukazka optimalniho fezu fepkového semene pro odbér segmentu pro analyzu methylesterit MK

Déloha mikrosporovych embryi dihaploidnich regenerantii Fepky olejné

Pro tvorbu dihaploidnich linii fepky olejné jsou zakladany mikrosporové kultury, jejichz
soucasti je zdvojeni chromozomové sadky v in vitro prostiedi, regenerace kotyledonarnich em-
bryi a celistvych rostlin podle optimalizované metodiky [12]. Kotyledonarni embrya o délce 5—
7 mm byla kultivovana 3 tydny na tekutém NLN médiu s Kyselinou abscisovou (koncentrace
15 uM, obrazek ¢. 2A). Poté byly cca % délky obou déloh embryi odfiznuty skalpelem a za-
mrazeny pii-20 °C v mikrozkumavkach. Ofezana embrya (obrazek ¢. 2B) byla dale kultivovana
na pevnych zivnych médiich.

Odrezané segmenty déloh jsou vychozi vzorky pro analyzu MK (obrazek ¢. 2C). Délohy
(mikrosporovych embryi) se vlozi do vialky. V oteviené vialce se vzorek vysusi ve sterilizatoru

nebo susarné pti teploté 40 °C po dobu 48 hodin do konstantni hmotnosti.

11
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Obrazek ¢. 2.

Mikrosporové embryo pied ofezanim déloh (A); ¢ast embrya s apikdlnim meristémem po od-
fezani d€loh, pro dopéstovani celistvé rostliny (B); vzorky d€loh pro analyzy, pfed zamrazenim
(C). Délka embrya 7 mm.

2.2.2 Priprava methylesterti mastnych kyselin

Ke vzorku semene, segmentu semene nebo délohy mikrosporovych embryi ve vialce se
piida mikropipetou 50 ul smési isooktanu a isopropanolu (9:1), suspenze se dobie rozmélni
sklenénou ty¢inkou. Vialka se upevni zeSikma do koncentratoru vzorkii a pomoci proudu du-
siku se vzorek velmi jemné¢ odpaii do sucha. Pfida se 50 ul methanolatu sodného a vialka se
uzavie vickem s teflonovym tésnénim, obsah se protiepe. Vzorek se nechd stat 20 minut pfi
laboratorni teploté. Vialka se vzorkem se otevie, ptida se mikropipetou 150 ul isooktanu, uza-
vie se vickem a obsah dobte protiepe. Vzorek se necha stat dalSich 20 minut pii laboratorni
teplote, po té se vialka se vzorkem protiepe a obsah vialky se necha rozdélit obé faze. Horni
isooktanova faze se pfevede mikrodavkovacem do vialky s vloZkou. Takto pfipraveny extrakt
se analyzuje na obsah methylestert mastnych kyselin. V pfipadé pozdéjsi analyzy se vzorek

uskladni v chladniéce po dobu maximalné dvou tydnu.

2.2.3 Déleni methylesteri MK metodou GC

Methylestery MK se rozdéli pomoci plynové chromatografie za pouziti FID.

Podminky chromatografické analyzy
Parametry kolony, teplota injektoru, detektoru, pece, teplotni program termostatu,

prutoky pouzivanych plyni a dal$i parametry napi. pro kolonu FAME Wax jsou uvedeny

Vv tabulce €. 1. Pro nasttik vzorku se pouziva technika split s objemem nastiiku 1 — 3,5 pl vzorku.
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Hodnota splitu a objemu nastiiku je zavisla na hmotnosti vzorku semene, segmentu semene

nebo délohy a rovnéz na obsahu oleje ve vychozim vzorku.

Tabulka €. 1. Podminky chromatografické analyzy

Kapiléarni kolona

FAME Wax, 30 m. 0,32 mm . 0,25 um

Teplota injektoru

240 °C

Teplota detektoru

250 °C

Teplota pece

195 °C

Teplotni program 195 °C (5 °C/min.) — 240 °C(10 °C/min.) — 250 °C
Délka analyzy 14 min.

Pratok vzduch 280 ml/min.

Priitok vodik 40 ml/min.

Pritok dusik 25 ml/min.

Vyhodnoceni chromatogrami
Ptiklady chromatogramti a potadi pikl jednotlivych methylesterii mastnych kyselin na

kolon¢ FAME Wax pii vhodném teplotnim gradientu jsou uvedeny na obrazku ¢. 3 a 4.

Voltage

V tabulce €. 2 jsou uvedeny nazvy piislusnych MK.

Obrazek ¢. 3

Ptiklad chromatogramu — nizkoerukova fepka
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Obrazek ¢. 4
Ptiklad chromatogramu — vysokoerukova fepka
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Tabulka €. 2. Nazvy mastnych kyselin

Cislo piku | Mastna kyselina | Cislo piku | Mastna kyselina

1 myristova 8 eikosenova
2 palmitova 9 eikosadienova
3 stearova 10 behenova
4 olejova 11 erukova
5 linolova 12 dokosadienova
6 o-linolenova
13 dokosahexaenova
7 arachova

Vyjadreni vysledki
Kvalitativni analyza

Kvalitativni vyhodnoceni se provadi na zékladé analyzy standardniho vzorku FAME
MIX provedené za stejnych operacnich podminek, které byly pouzity pfi analyze realné¢ho
zkuSebniho vzorku. Piky methylestert MK ve zkuSebnim vzorku se identifikuji na zakladé

jejich reten¢nich ¢ast, porovnanim s reten¢nimi ¢asy znamych MK ve standardnim vzorku.

Kvantitativni analyza
Kvantitativni vyhodnoceni se provadi metodou vnitini normalizace, tzn. za pfedpokladu,

ze vSechny slozky vzorku jsou zaznamenany na chromatogramu, piedstavuje celkova plocha
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100 %. Obsah jednotlivych MK i vyjadieny v hmotnostnich procentech se vypocita podle
vztahu:
(%)i = (Ai/ Za) . 100,
pricemz plati:
A\ = plocha piku odpovidajici slozce 1,
2= soucet ploch vSech pikd mastnych kyselin.
Uvedeny vypocet je zalozen na piedpokladu, Ze plocha piku pfedstavuje hmotnostni

procenta. V piipadé, Ze toto neplati, pouziji se korekcni faktory.

2.3 Validace vyvinuté metody

Valida¢ni parametry

1/ Spravnost

Spravnost metody byla ovéfena metodou standardniho ptidavku s pouzitim testu
vytéznosti. Vytéznost (spravnost) metody byla stanovena pro 60, 80, 100, 120 a 140 % obsahu
mastnych kyselin. Koncentra¢ni hladina na 100 % byla povazovana za referencni hodnoty. Na

kazdé hladin€ byly ptipraveny vzorky ve 3 opakovanich (tabulka ¢. 3)

Tabulka €. 3. Spravnost metody

Validaéni parametr | Akceptac¢ni kritérium Mastna kyselina | Vysledky

Spravnost Vytéznost 91,0 —110,0 % | myristova Kys. 100,3
palmitova 98,8
stearova 100,1
olejova 100,0
linolova 100,3
linolenova 100,3
arachova 93,8
eikosenova 96,7
eikodienova 91,7
behenova 106,7
erukova 100,0
lignocerova 100,0
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Zaver: analytickd metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.

2/ Presnost

Piesnost metody pro jednotlivé MK byla vyjadiena smérodatnou odchylkou (RSD) z

meéfeni vytéznosti metody (tabulka €. 4, 5, 6).

Tabulka ¢. 4. Pfesnost metody

Mastna kyselina

Koncentrace (%) myristova | palmitova | stearova | olejova | linolova | linolenova
60 0,10 5,23 2,01 69,23 16,03 4,93
80 0,10 5,27 2,00 68,93 16,10 5,17
120 0,10 5,30 2,00 68,90 16,13 5,20
140 0,10 5,27 2,00 68,97 16,07 5,17
Ocekavany obsah %: 0,10 5,33 2,00 69,03 16,03 5,10
Pramér %: 0,10 5,27 2,00 69,01 16,08 5,12
Interval spolehlivosti 0,00 0,04 0,01 0,21 0,06 0,17
RSD (%) 0,50 0,52 0,25 0,22 0,27 2,41
VytéZnost (%) 100,25 98,75 100,13 99,96 | 100,31 100,33
Tabulka €. 5. Pfesnost metody
Mastna kyselina
Koncentrace (%) arachova | eikose- eikodie- behe- eru- lignocerova
nova nova nova kova

60 0,60 1,20 0,10 0,29 0,30 0,30
80 0,60 1,20 0,10 0,30 0,30 0,30
120 0,63 1,23 0,10 0,30 0,30 0,30
140 0,67 1,27 0,07 0,31 0,30 0,30
Ocekavany obsah %: 0,67 1,27 0,10 0,28 0,30 0,30
Pramér %: 0,63 1,23 0,09 0,30 0,30 0,30
Interval spolehlivosti 0,04 0,04 0,02 0,01 0,00 0,00
RSD (%) 511 2,61 18,18 2,11 0,03 0
Vytéznost (%) 93,75 96,71 91,67 106,70 | 100,02 100,00
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Tabulka €. 6. Piesnost metody

Valida¢ni parametr Akceptacni kritérium Mastna kyselina Vysledky
Presnost pro obsah > 1% RSD <5,0 % | palmitova 0,52
pro obsah <1 % RSD <20,0 % | myristova 0,50
stearova 0,25
olejova 0,22
linolova 0,27
linolenova 2,41
arachova 511
eikosenova 2,61
eikodienova 18,18
behenova 2,11
erukova 0,03
lignocerova 0

Zaver: analyticka metoda poskytuje statisticky presné vysledky.

3/ Opakovatelnost

Opakovatelnost metody je definovana jako tésnost shody mezi navzajem nezavislymi
vysledky zkousSek ziskanymi za podminek opakovatelnosti (podminky, kdy navzajem nezavislé
vysledky zkouSek se ziskaji opakovanym pouZzitim téZze zkuSebni metody na identickém
materidlu, v téZe laboratofi, tymZ pracovnikem za pouZiti tychZ pfistroji a zafizeni, béhem
kratkého ¢asového rozmezi) (tabulka ¢. 7).

Ukazatel opakovatelnosti r je pak definovan rovnici:

Rmax = Q,x
pfi¢emz plati:
q = je tabelovany koeficient pro dvé méfeni a hladinu vyznamnosti a = 0,05, jehoz hodnota je
2,8,

Sx = smérodatna odchylka z vicendsobného meéteni vzorku.
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Tabulka ¢. 7. Opakovatelnost metody

Mastna kyselina Opakovatelnost r Relativni r (%)
myristova 0,0014 1,4000
palmitova 0,0762 1,4289
stearova 0,0140 0,7000
olejova 0,4269 0,6183
linolova 0,1205 0,7515
linolenova 0,3450 6,7655
arachova 0,0894 13,4040
eikosenova 0,0894 17,0547
eikodienova 0,0467 46,6667
behenova 0,0176 6,2915
erukova 0,0003 0,0933

Zavér: Povoleny rozdil mezi dvéma paralelnimi stanovenimi byl stanoven na hodnotu 0,2 %

abs. u obsahu MK <5 % a 0,4 % abs. pro obsahy MK > 5 % ve vzorku.

4/ Linearita
Linearita byla ovétena pro split 1/50 a nastiik 0,5 pl standardu FAME MIX a split 1/100

anastiik 1 pl tzn. pro stejné absolutni nastfikové koncentrace MK (tabulka €. 8, 9).

Smérnice obou kalibra¢nich kiivek byly porovnany studentovym t-testem:

=[b'—b]

t

Pokud jet <t (P=0,95; f=m-1), nejsou dokazatelné Zadné odchylky od ptivodné uréené hodnoty

regresniho koeficientu b.
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Tabulka ¢. 8. Linearita

Mastna kyselina | Split 1/50, Nast¥ik 0,5 pL | Split 1/100, Nastrik 1,0 pLL
r a b r a b
myristova 0,9965 0,49 | 1,01 0,9981 0,28 0,97
palmitova 0,9980 2,87 | 3,97 0,9987 1,24 3,92
stearova 0,9988 2,35 | 2,80 0,9994 0,99 2,82
olejova 0,9989 | 47,10 | 55,79 0,9993 | 22,31 | 55,94
linolova 0,9988 8,91 | 11,31 0,9993 4,09 | 11,31
linolenova 0,9988 3,78 | 4,69 0,9993 1,72 4,69
arachova 0,9993 2,19 | 2,72 0,9998 0,84 2,77
eikosenova 0,9993 0,76 | 0,92 0,9998 0,35 0,93
behenova 0,9996 | 1,81 | 2,68 | 0,9999 0,49 2,75
erukova 0,9995 | 3,15 | 4,50 | 0,9999 0,91 4,62
lignocerova 0,9997 141 2,74 0,9999 0,24 2,83
Tabulka €. 9. Linearita

Mastna kyselina t ttab Zavér

myristova 1,0964 2,3646 OK

palmitova 0,5224 OK

stearova 0,3273 OK

olejova 0,1380 OK

linolova 0,0024 OK

linolenova 0,0260 OK

arachova 1,1701 OK

eikosenova 0,8347 OK

behenova 2,2630 OK

erukova 1,8924 OK

lignocerova 3,1086 NOT OK

Zavér: Obé kalibracni kiivky jsou shodné, pouze u kyseliny lignocerové byl prokazan statis-
ticky vyznamny rozdil ve smérnicich kfivek a je nutné vzdy pro vyhodnoceni pouzit danou

kalibra¢ni ktivku.
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5/ Mez detekce a mez stanovitelnosti

a/ Mez detekce je definovana rovnici:

3,3.0.C

LOD =

pricemz plati:
H = je vyska piku,
o =je Sum,

¢ = je koncentrace (0,5 mg/ml).

b/ Mez stanovitelnosti je definovana rovnici:

10. o.c
H

pficemz plati:

LOQ =

H = je vyska piku,
o =je Sum,

¢ = je koncentrace (0,5 mg/ml).

Hodnota Sumu byla vypoctena z néstiiku blanku (rozpoustédla) ve ttech Casovych oknech

chromatogramu (tabulka ¢. 10).

Tabulka &. 10. Sum

Split Objem nastfiku | Sum [mV] Primér (mV)
(nL) 3-4min | 5-6 min | 8-9min
1/50 0,5 0,0199 | 0,0196 0,0266 | 0,0262

0,0219 | 0,0160 0,0279
0,0284 | 0,0357 0,0399
1/100 1 0,0213 | 0,0186 0,0368 | 0,0267
0,0301 | 0,0215 0,0353
0,0235 | 0,0149 0,0383

Primeérna hodnota Sumu ¢ = 0,0265 mV
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Tabulka ¢. 11. LOD, LOQ

Mastna Vyska piku (mV) | LOD LOQ
kyselina Split 1/50 | Split Split Split pramér | Split Split pramér
1/100 1/50 1/100 1/50 1/100

myristova 0,4820 |0,4120 |0,0907 |0,1061 | 0,0984 |0,2749 | 0,3216 | 0,2982
palmitova 1,7770 |1,4810 |0,0246 |0,0295 | 0,0271 | 0,0746 | 0,0895 | 0,0820
stearova 1,0840 |0,9020 |0,0403 |0,0485 |0,0444 | 0,1222 | 0,1469 | 0,1346
olejova 20,9280 | 17,6500 | 0,0021 | 0,0025 | 0,0023 | 0,0063 | 0,0075 | 0,0069
linolové 4,0440 | 3,3970 | 0,0108 | 0,0129 | 0,0118 | 0,0328 | 0,0390 | 0,0359
linolenova 1,6150 | 1,3390 | 0,0271 | 0,0327 | 0,0299 | 0,0820 | 0,0990 | 0,0905
arachova 0,8930 | 0,7430 | 0,0490 | 0,0588 | 0,0539 | 0,1484 | 0,1783 | 0,1634
eikosenova 0,2990 | 0,2520 | 0,1462 | 0,1735 | 0,1599 | 0,4431 | 0,5258 | 0,4845
behenova 0,7480 | 0,6280 | 0,0585 | 0,0696 | 0,0640 | 0,1771 | 0,2110 | 0,1941
erukova 1,2130 | 1,0520 | 0,0360 | 0,0416 | 0,0388 | 0,1092 | 0,1260 | 0,1176
lignocerova 0,7320 | 0,5920 | 0,0597 | 0,0739 | 0,0668 | 0,1810 | 0,2238 | 0,2024
Tabulka ¢. 12. LOD, LOQ
Valida¢ni parametr | Akceptacni kritérium | Vysledky
LOD (mg/ml) LOD >0,2 myristova 0,0984

palmitova 0,0271

stearova 0,0444

olejova 0,0023

linolova 0,0118

linolenova 0,0299

arachova 0,0539

eikosenova 0,1599

behenova 0,0640

erukova 0,0388

lignocerova 0,0668
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Tabulka €. 13. LOD, LOQ

Valida¢ni parametr | Akceptaéni kritérium | Vysledky

LOQ (mg/ml) LOQ>0,5 myristova 0,2982
palmitova 0,0820
stearova 0,1346
olejova 0,0069
linolova 0,0359
linolenova 0,0905
arachova 0,1634
eikosenova 0,4845
behenova 0,1941
erukova 0,1176
lignocerova 0,2024

Zavér: Metoda poskytuje piesné a spravné vysledky a je vhodna k zamyslenému pouziti.

6/ Nejistota méreni

Pt1 vypoctu nejistot méteni se vychdzelo ze vztahu:

_ 2,2 2
Uc —\/uR +Uper +4

pfi¢emz plati:

Uref je nejistota referencniho materialu (certifikovany nebo interni),

Ur je opakovatelnost méfeni referencniho materialu (certifikovany nebo interni),

A je rozdil mezi namétfenou a deklarovanou hodnotou referenéniho materialu (certifikovany
nebo interni).

V ptipadé, Ze neni k dispozici certifikovany nebo interni referencni material, vysledky se
piejimaji z validace dané metody, pfiCemzZ urf se zanedbava, ur je opakovatelnost méteni
materialu, na kterém se provadéla validace a A (odchylka (bias) a) je rozdil mezi naméfenou a
danou hodnotou materialu.

Zavér: Nejistota byla stanovena na hodnotu 2,5 % rel. u obsahu MK <5 % a 5 % rel. pro obsahy
MK >5 % ve vzorku.
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3 Novost postupti

Novost postupli piedstavuje moznost analyzy obsahu MK z minimalniho
vychoziho vzorku (napf. segment semene nebo déloha mikrosporovych embryi dihaploidnich
regenerantll) a také zrychleni procesu Slechténi fepky olejné. Tato metodika mé pomoci
Slechtitelim K cilenému vybéru perspektivnich genotypu fepky s vhodnym slozenim MK.
Unikatni je zejména analyza obsahu MK v délohach mikrosporovych embryi, doposud
v podminkach CR nevyuzivana, umoziiujici skrining genotypii s perspektivnim profilem MK
Vv Casnych fazich vyvoje mikrosporovych embryi dihaploidnich regeneranti, cca do 2 mésict

od zalozeni mikrosporovych kultur.

4 Popis uplatnéni metodiky

Moznost analyzy obsahu MK v segmentech semen, semenech a délohach mikrosporo-
vych embryi dihaploidnich regenerantii pomoci této metodiky se jevi z praktického hlediska
jako velice pfinosné pro v¢asnou selekci pozadovanych genotypi fepky béhem §lechtitelského
procesu s ohledem na kvalitu vyprodukovaného oleje. Metodika je urCena pro organizace za-

byvajici se Slechténim fepky olejné.

5 Ekonomické aspekty

Aplikace metodiky do Slechtitelské praxe prinese znacné zefektivnéni tohoto procesu pii
tvorbé odriid fepky se specifickym slozenim MK, €0z je vyznamnym a perspektivnim smérem
Slechténi. Toto zefektivnéni je mozné z ekonomického pohledu vyjadtit jako usporu nékladi.
Ta vznikne tim, Ze Se jiz ve velmi rané fazi Slechtitelského procesu identifikuje a nasledné ze
Slechtitelského procesu vytadi materidly s neperspektivnim slozenim MK. Odpadnou tak
naklady spojené s dalSim vedenim téchto materiald, tj. pfesévani v naslednych generacich,
vyroba osiva, s tim spojend nutnost izolace proti cizospraSeni, skliziiové prace, analyza kvality
apod.

Piedpokladaji se ro¢ni naklady na vedeni jednoho genotypu v polnich podminkach 1500
K¢, pfinese rana selekce na zadkladé piedlozené metodiky diky vyfazeni neperspektivnich
materialti isporu cca 75 az 150 tis. K¢ ro¢né (v zavislosti na poctu vyrazenych materialt) (1500
K¢ x 50 az 100 vytazenych materialt). Také diky identifikaci obsahu MK jiz v délohach
mikrosporovych kultur a eliminaci neperspektivnich regeneranti odpadne nutnost jejich dalsiho

naro¢ného in vitro dopéstovani. Pti piedpokladané produkci 1000 ks dihaploidnich regenerant
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za ucelem selekce na obsah MK a nakladech 1400-1800 K¢ na dopéstovani a premnozeni 1 ks

rostliny, a pfi pouziti analyz profilu MK v délohdch mikrosporovych embryi a vybéru cca 10

% perspektivnich materiald, dojde k tspoie cca 70 — 80 % celkovych nakladu, tj. 980 tis. K& —

1,4 mil. K¢. Dalsi tspora je dana vyuzitim systému dihaploidnich regeneranti, kdy je mozné

zkratit Slechtitelsky proces tvorby nové odrudy s pozadovanym profilem MK v oleji 0 2 — 3

roky. Ve slechtitelské praxi se vsak ziejmé nebude jednat o prvoplanovou usporu nakladu, ta

bude spise promitnuta do vyznamného navyseni tvorby a rozsiteni vybérové kolekce materiala

se specifickym slozenim MK, coz za soucasného uplatnéni metodiky znacné zvysi Sance

uspésné registrace nové odriidy fepky s jedinecnou kvalitou oleje.
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