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Spektrofotometrické stanoveni obsahu fosforitanu
v biostimulantech

Vaclav PosStulka
Ustiedni kontrolni a zkugebni ustav zem&dé&lsky
Odbor NRL Opava Jaselska 552/16, 74623 Opava

vaclav.postulka@ukzuz.cz

1 Uvod

Podle Natizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) 2019/1009 ze dne 5. Cervna 2019,
kterym se stanovi pravidla pro dodavani hnojivych vyrobki, dochazi k zavedeni legislativnich
limitd na obsah fosforitanli v biostimulantech (limitni hodnota pro fosforitany je 0,5 %
(m/m)). Dlvody jsou tedy legislativni, tj. za ucelem kontroly obsahu fosforitanti a jejich
hodnoceni podle piislusnych legislativnich limitd. V laboratofich NRL metoda dosud neni
zavedena. Cilem této prace je ovéfeni vhodnosti spektrofotometrického stanoveni obsahu
fosforitani za pomoci oxidace na fosforecnany a néasledného stanoveni jako molybdenova
modf.

Do poptedi zajmu se v soucasnosti dostavaji latky, které u rostlin stimuluji pfirozené procesy,
vedouci k vétSimu piijmu, lepSimu vyuziti zivin a k vétsi rezistenci vuci stresu. Neddvné
vyzkumy naznacuji, Ze jednim z takovych biostimulanti mohou byt pravé fosforitany.
MozZznym mechanismem ucinku fosforitanii na rostlinu by mohla byt stimulace produkce
polyfenolti. Tyto sekundarni metabolity hraji v rostlinach nékolik roli, mj. chrani rostlinu
pfed mikrobidlnimi patogeny a herbivornim hmyzem. Mimo to vykazuji rozmanité pozitivni
ucinky na lidské zdravi, a zvySovani jejich pfijmu v potravé je tudiz zadouct (1).

Z chemického hlediska se pod pojmem fosforitan rozumi aniont odvozeny od kyseliny
fosforité; H3POs se presnéji popisuje vzorcem HPO(OH).. Tato molekula existuje
v rovnhovaze s mensSinovym tautomerem P(OH);. Podle doporuceni IUPAC z roku 2005
se tato prvni forma oznacuje kyselina fosfonova, kdezto forma druh4 jako kyselina fosforita.
Fosforitany se vyskytuji ve formé soli, nejcastéji s kationtem alkalického kovu.

Fosforitany mohou byt dobrym biostimulantem v zeméd¢€lstvi. Nékolik studii prokézalo,
ze po aplikaci fosforitanti se zvysila vytéznost urcitych plodin, jakymi jsou napt. brambory,
rajcata anebo citrusy. Po aplikaci fosforitani do plidy dochazi k jejich oxidaci. Pidni

mikroorganismy jsou schopné asimilovat fosforitany a nasledné uvoliovat fosforecnany,
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pficemz z této konverze mohou ziskat energii. Dosud neni zcela jasné, zda fosforitany hraji
roli okamzitého zdroje fosforu pro rostlinu, nebo az po konverzi na fosfore¢nan.

Oproti tomu existuje hned nékolik studii, které ukazaly, Ze fosforitany se mohou podilet
na odpovédi rostliny na bioticky ¢i abioticky stress. Jednim z moZznych mechanismii ptisobeni
je inhibice rlstu fungalnich mikroorganismi, diky zvySeni koncentrace anorganického
pyrofosfatu, ktery interferuje s klicovymi fosforylacnimi procesy u hub. B. Speiser a kol.
prokézali ve své studii, ze aplikace fosfonatu draselné¢ho byla uc¢inna proti plisni révové
(Plasmopara viticola), ktera je jednou z nejrozsifenéjSich onemocnéni u révy.

Fosforitany také mohou u rostlin ovliviiovat metabolizmus sacharidd, tvorbu rostlinnych
hormonti a také mohou stimulovat Sikiméatovou dréhu, coz mé za nasledek zvyseni tvorby

polyfenolyckych latek (1).

2 Material a metody

Samotny vyvoj nové metody byl rozdélen na tii podcasti (Tier), v textu je kazda cCast
vyhodnocena a diskutovana samostatn¢:
1) Ovéteni kvantitativni oxidace fosforitanii manganistanem draselnym a zhodnoceni
vlivu manganistanu na spektrofotometrické stanoveni.
2) Soubézné stanoveni fosfore¢nanti a fosforitanti. Ovétreni na nékolika koncentracnich
hladinach.
3) Ovéteni postupu na redlnych vzorcich nékolika biostimulantt.
Principem pouzit¢ metody je spektrofotometrické stanoveni fosforu jako fosfomolybdenova
modf pfi vinové délce 750 nm. Redukce kyselinou askorbovou probihd v prosttedi kyseliny
sirové v pfitomnosti antimonu. Intenzita modrého zabarveni se méii na spektrofotometru

pii vinové délce prochazejiciho svétla 750 nm (2).

3 Chemikalie

Veskeré pouzité chemikalie jsou analytické Cistoty, neni-li uvedeno jinak.
e KMnOs, (Lach-Ner).
e NaHPOs. 5H2O (Sigma-Aldrich, > 98%).
e Kyselina citronova (Lach-Ner).
e NayHPOs4. 12H0 (Lach-Ner).
e H3PO; (Sigma-Aldrich, > 99%)



e Voda (demineralizovand).

e Zékladni standardni roztok pro fosfor o koncentraci c(P) = 1000 mg/L (dodava

ovéteny dodavatel, Analytika, s.r.o., Praha).

Vzorky realnych biostimulanti:

e ALGAN Energen (EGT system spol. s r.o., r.v. 2019, CR, extrakt z fas).
e TS LICIT (Beidea s.r.o., r.v. 2019, CR, extrakt z ras).

e ULYSSE (pozn. pfivezeno z Plzn€ jako hnojivo, ne jako biostimulant).

e FLORONE (Alantica Agricola, r.v. 2017, ES, extrakt z tas).

e RED BLOC SW (ICAS s.r.1., r.v. 2018, extrakt z tas).

Tabulka 1. Charateristiky realnych vzorku.

Nazev skupenstvi | druh Fosfor* Deklarovana | Deklarované | pH
(mg/kg) suSina spalitelné
latky
v susiné
ALGAN 1 biostimulant | 63,5 - 45 % 8,0-10
TS LICIT |1 biostimulant | 2568 24 % 50 % 7,5-9.5
ULYSSE S hnojivo 47270 - - -
FLORONE | 1 biostimulant | 43850 - 8 %" 7,5-38,0
RED 1 biostimulant | 2607 - 10 %Y 2,0-4,0
BLOC
Nazev Deklarované Hustota | Deklarovany Deklarované
volné (g/mL) | vodourozpustny fosfor | huminové latky
aminokyseliny (jako P205)
ALGAN - - - -
TS LICIT - - - 10 %
ULYSSE - - 0,1 %Y -
FLORONE | 4% 1,26 10 % -
RED BLOC | 30 % 1,20 - -
Vysvétlivky: D - uvedeno jako organicka hmota

2)
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- uvedeno jako organicky podil s molekulovou hmotnosti < 50 kDa




3 - celkovy deklarovany fosfor jako P»Os je 11,1 %, vodourozpustny pouze
jako 0,1 %
*- zméfeno metodou ICP OES v ONRL Opava

Vyse uvedené charakteristiky vychazeji z deklarace vyrobce.

3.1 Pouzité pomiicky a pristroje

3.2 Pristroje
e Analytické vahy Sartorius A200S.
e Digitalni predvazky Sartorius L610D.
e Spektrofotometr Varian Carry 50 UV/VIS.

3.3 Pomicky

e Varna deska.

e Kalibrovany teplomér.

e SPE kolonka.

e Sorbent pro SPE (Spe-ed, SPE matrix hydroscopic).
e Filtracni papir.

e Laboratorni teplomér.

e Laboratorni sklo (kadinky, odmérné baiiky, hodinové sklicka apod.).



4 Pracovni postup

4.1 Ovéreni kvantitativni oxidace fosforitanii manganistanem draselnym
a vyhodnoceni vlivu manganistanu na spektrofotometrické stanoveni

(Tier 1)

Zékladni standardni roztok fosforu pro tvoru kalibra¢ni tady byl pfipraven fedénim
komer¢niho certifikovaného standardniho roztoku. Postup pro piipravu redukcniho
a vybarvovaciho roztoku byl totozny s postupem uvedenym v JPP 30072.1 Stanoveni fosforu
v extraktu podle Mehlicha 3 spektrofotometricky (2). Vybarvené roztoky se vzdy méfi po 2 h
od promichdni na spektrofotometru pii vlnové délce prochazejiciho svétla o vinové délce
750 nm. Obsah fosforu v mg/kg vzorku se zjisti z kalibracniho grafu, ktery je v celém rozsahu
meétenych koncentraci linedrni. Vysledky jsou uvadény v mg P/kg vzorku.

Nejprve byl navdzen Na,HPO3 . SH>O pro ptipravu zakladniho roztoku fosforitanti (Phi) P1
a nasledn¢ byl z tohoto roztoku pfipravena pracovni fada fosforitanid. Navazky a jednotlivé

pipetované objemy pro tvorbu fady jsou uvedeny v tabulkach nize.

Tabulka 2. Priprava zikladniho roztoku P1 Phi pro radu fosforitanii, pipetované

objemy pro koncentracni radu.

Zékladni roztok P1 Phi (250 mg/L jako P)
m 0,4359 g
A" 250 mL
c 250 mg/L P

Pipetovany objem P1
¢ Koncentrace P [mg/L] [mL] V KMnO4 [mL]
1 3 0,6 10
2 5 1 10
3 10 2 10
4 20 4 10
5 30 6 10
6 50 10 10




Jako vychozi oxidac¢ni ¢inidlo byla zvolena smés KMnOj4 (0,01 mol/L) a H>SO4 (1 mol/L).

Kalibracni tada byla pfipravena vzdy pifesnym pipetovanim do 50mL kalibrovanych
odmérnych ban¢k. Po napipetovani zédkladniho roztoku a oxida¢niho ¢inidla (vzdy pipetovano
10 mL KMnOg) byl roztok v barnice doplnén po znacku a diikladné promichan.

Po promichani byly modelové roztoky pievedeny do 100mL kadinek a zahtivany na vafici.
Naslednym ovéienim bylo zjiSténo, ze vyhovujici podminky jsou minimaln¢ desetiminutovy
var (viz kapitola nize — Vliv teploty).

Zaroven bylo zjisténo, Zze je vhodné zajistit vzdy dostatecny nadbytek manganistanu, (asi
30 % a vice proti stechiometrii), protoZe nemusi byt zajiSténa kvantitativni oxidace, ale také
se zamezi vzniku redukované formy manganistanu, jakym je MnO», ktery miize ovlivnit
spektrofotometrické stanoveni (jednak jako srazenina, ale také je schopny jest¢ oxidovat
molybdenové cinidlo a tim dochdzi ke zkresleni vysledku stanoveni). Manganistan
v nadbytku reaguje s vybarvovacim ¢inidlem podobné jako burel (MnO.), nicméné¢ pomérne
dobie se osveédcil postup, kdy po probéhlém varu jesté za horka se nadbytek manganistanu
redukuje nékolika kapkami roztoku kyseliny citronové (0,25 mol/L). Vyhodou je, Ze tato
reakce probiha velice rychle a konec je indikovan Gplnym odbarvenim roztoku. Pro dalsi praci
byly vzorky vzdy ponechany samovolné temperaci na laboratorni teplotu. Nasledné¢ byly
vzorky pipetovany za pomoci dilutoru spolu s molybdenovym c¢inidlem v poméru 1 : 25,
protiepany, a ponechany pfiblizn€¢ 2 h do stabilniho vybarveni na molybdenovou modf.

Poté vzdy probihalo samostatné méteni na spektrofotometru.
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Obrazek 1. Modelova rada fosforitani (3 — 50) mg P/L.

Obrazek 2. Modelova fada fosforitani (dalS$i varianta postupu prace se vzorky) —

bez nadbytku a redukovano kyselinou citronovou (vliv na burel).



Obrazek 3. Srovnani postupii s nadbytkem KMnQO4 a naslednou redukci (vlevo) a vznik

burelu (vpravo).

Obrazek 4. Modelova rada fosforitani po vybarveni na molybdenovou modr.

4.1.1 Vliv teploty
Pivodni nastaveni reakénich podminek vychdzelo c¢aste€né znavrhovych podminek

zminénych v ¢lanku Spectrophotometric determination of phosphite in fertilizers (3), kdy byla



pro pratoc¢nou celu autorem ¢lanku volena reakéni teplota cely 50 °C, jako oxida¢ni ¢inidlo
byl i zde pouzivan manganistan (0,01 mol/L). Vzhledem k signifikantnimu rozptylu vysledk
mezi paralelnimu stanovenimi bylo nutné ovétit vhodnost reakénich podminek. Nasobnym
ovéfovanim vhodnosti reak¢nich podminek bylo zjisténo, Ze navrhovana teplota a doba
ohfevu je nevyhovujici. Pii navrhované teplot¢ 50 °C byly vysledky linearni, nicméné
vytéznost 1 se zmeénou doby ohfevu nikdy nepiesdhla 95 %.

Nakonec byl nejefektivnéjsi zvolen postup s desetiminutovym varem v nadbytku

manganistanu, pfitom doba varu 5 min byla rovnéz dostacujici.

Tabulka 3. Vliv teploty.

Podminky koncentrace standardu zméteno koncentrace vytéznost pramér
(c(P) mg/L) (c(P) mg/L) (% rel.)
laboratorni teplota 3 2,32 77 %
5 4,32 86 %
10 8,85 89 % 84 %
20 17,95 90 %
30 24,12 80 %
zahtaté max 50 °C 3 2,73 91 %
5 4,73 95 %
10 9,55 96 % 94 %
20 19,09 95 %
30 28,34 94 %
5 min mirny var 3 2,94 98 %
5 4,92 98 %
10 10,01 100 % 99 %
20 19,84 99 %
30 30,53 102 %
ovéefeni delsiho varu (>15 min) 3 2,56 85 %
5 4,77 95 %
10 10,33 103 % 97 %
20 19,97 100 %
30 29,74 99 %



b tep zahfate50°C y=0,0017¢ + 0,9646x + 0,0419

30 Var owéfeni var

10 20 30 40

Obrazek 5. Sledovani vlivu teploty a ¢asu ohfevu na linearitu a vytéZnost.

Pozn.: Rovnice kalibracni pfimky je vyjadfena jako polynom druhého stupné. Vypocetni
software vyuzivany na pfistroji Cary pocitd s timto vyjadienim implicitné, tudiz pro lepsi

srovnavani bylo toto vyjadieni vyuzivano vzdy.

4.2 Soubézné stanoveni fosforeCnanu a fosforitanu. Ovéreni na nékolika

koncentrac¢nich hladinach (Tier 2)

Bylo provedeno nékolik testli s fadami fosforec¢nanii (Pi), fosforitant (Phi) a se standardnimi
ptidavky k fadam. Cilem tohoto testu bylo vyzkousSet kvantitativni stanoveni fosforitanu vedle
fosfore¢nanu u artificialnich roztoki (jednoduchd matrice — vodny roztok) a ovéfit, zda

nedochazi k vzajemnému ovliviiovani.
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Obrazek 6. Rada fosforitani s pFidavkem fosfore¢nani.

Jako vychozi postup pro piipravu vzorkl byl zvolen zavérecny postup z Tier 1.

4.3 Ovéreni postupu na realnych vzorcich nékolika biostimulanti (Tier 3)

Pro ovéfeni realnych vzorktl byl zvolen postup nize:

Ptiprava zakladniho roztoku (A):

Protiepat vzorek biostimulantu
Odpipetovat 10 mL do 250mL odmérné baiky (fedéni 25 x)
Doplnit vodou po znacku (tzn. vodny vyluh)

Diikladné promichat, protifepat (minimaln¢ 10 min).

Ptiprava pracovniho roztoku (B):

Pipetovat vzdy 5 mL zakladniho roztoku (A) do 50mL odmérné baiky (u vzorku
hnojiv je nutna filtrace — vznika koloidni roztok) (fedéni 10 x)

Doplnit baiikku vodou pro NEOXI vzorky (tj. bez pritomnosti oxida¢niho ¢inidla -
KMnOs)

Doplnit baniku oxida¢nim ¢inidlem (okyselené KMnO4 0,03 mol/L) pro OXI vzorky
(4. s ptidavkem oxidacniho ¢inidla — KMnOx)

Prelit do 100mL kadinek, uvést k varu a varit minimalné 15 min
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Pokud je hodné€ organiky ve vzorku, mohou se OXI vzorky odbarvit (tj. vypotifebovalo
se oxida¢ni ¢inidlo), pak je nutné k t¢émto vzorkiim ptidat opatrn¢ dal$i oxidacni
¢inidlo (nebo pouzit koncetrovangjsi oxidacni ¢inidlo)

Nechat vzorky volné¢ vychladnout a pfidat k OXI vzorkim po kapkéach kyselinu
citronovou na redukci zbytku oxida¢niho ¢inidla az do odbarveni. OXI vzorky pfielit

do 100mL odmérné banky a doplnit po rysku vodou (OXI: fedéni 2 x)

Vybarvovaci ¢indlo

Z pracovnich roztoki (B) se fedi vybarvovacim d¢inidlem (molybdenova modf,
vanadi¢nanova zlut’) v poméru 200 ul : 4800 pl (resp. S00 pl : 4500 pl).

U zpracovani na vanadi¢nanovou Zlut’ je nutné jesté vzorky okyselit pfed piidavkem
vybarvovaciho ¢inidla

Necha se dvé hodiny vybarvit

Mg¢ii se P v mg/L.

Obrazek 7. Priprava zakladnich roztoki (A) vzorki.
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5 Diskuse a vysledky

5.1 Ovéreni kvantitativni oxidace fosforitanii manganistanem draselnym

a vyhodnoceni vlivu manganistanu na spektrofotometrické stanoveni

Tabulka 4. VytéZnosti fosforitani pro konecny postup (nadbytek KMnOs4, kyselina

citronova, var).

Koncentra¢ni fady

Koncentrace mérena

No. (c(P) mg/L) ABS (c(P) mg/kg) vytéznost (%) Pozn.

0 blank 0,0003 -0,03

0 slepy vzorek -0,0008 -0,08

0 slepy vzorek (Mn) -0,0004 -0,06

1 3 0,0627 2,74 91 %

2 5 0,1154 5,09 102 %

3 10 0,2307 10,21 102 %

4 20 0,4561 20,20 101 %

5 30 0,6575 29,12 97 %

6 50 1,0196 45,10 90 % fedény vzorek

Pro kazdou modifikaci postupu byly pocitdny vytéznosti a vySe uvedeny v kapitole 4.1.

(nadbytek manganistanu, redukce kyselinou citronovou, Uprava teploty a doby varu) se jevi

jako velmi vhodny (primérné vytéznost 97 %, bez fedéni pak 99 %). Tento postup byl proto

zvolen jako vychozi pro Tier 2 navrhu metody.

Lze konstatovat, ze oxida¢ni ¢inidlo bylo zvoleno vhodné a oxidace fosforitani probiha

za vhodnych podminek vzdy kvantitativné. Nicméné bylo ovéfeno, ze je nutné piebytek

oxida¢niho c¢inidla zredukovat pied vlastnim spektrofotometrickym stanovenim, aby

nedochazelo k umélému

s vybarvovacim ¢inidlem.

snizeni

koncentrace fosforu vlivem
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5.2 Soubézné stanoveni fosfore¢nanii a fosforitani, ovéreni na nékolika

koncentrac¢nich hladinach

Tabulka 5. Stanoveni fosforitani jako P (mg/L) pro rizné koncentra¢ni hladiny.

Predpokladana
Koncentra¢ni | koncentrace P Naméiena
hladina P po spiku koncentrace P
forma (mg/L) (mg/L) (mg/L) Pozn.
g OXI 3 13 13,12
o -
= £ | oxi 5 15 15,44
S 4
=) go OXI 10 20 19,95
S < OXI 20 30 30,64
(o]
> +
= OXI 30 40 40,04 > 35 mg/L
g OXI 3 13 13,95
2
5 3 OXI 5 15 15,64
s 2 [ ox 10 20 21,16
3 = | OXI 20 30 30,11
> +
'.E OXI 30 40 38,45 > 35 mg/L
blank 0 0 0,1
= NEOXI 3 13 2,93 volna oxidace
[
§ EE — NEOXI 5 15 5,35 volna oxidace
S
g En § NEOXI 10 20 11,09 volné oxidace
s < Z| NEOXI 20 30 22,53 volné oxidace
<
= [ NEOXI 30 40 31 volna oxidace
g OXI 3 13 12,9
o -
T £ | oxi 5 15 15,36
T4
=) go OXI 10 20 19,85
S < OXI 20 30 30,16
(o]
> +
= OXI 30 40 38,77 > 35 mg/L
blank 0 0 -0,14
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Porovnanivlivu pfidavku Phi a Pi k fadé

30 " e Pifadas pfidavkem + 10 mg/LP hi
Phifada s pf idavkem = 10 mg/L P
Poln. (Pifada spfidavkem +10 mg/L Phi)

Polyn. (Phifada s pfidavkem + 10 mg/L Pi)

n 10 “n =n an en

Obrazek 8. Porovnani vliva pridavkua fosforitant a fosfore¢nani k standardni radé.

Srovnani stejné fady bez a s oxidatnim ginidlem (vliv volné oxidace)

® Pifadas pridavkem + 10 mg/L P hi NEOX
Pi fada s pridavkem + 10 mg/LPh
0 ) Polyn. (Pifada spfidavkem + 10 mg/L Phi NEQXI)

Poln. [Pifada spfidavkem = 10 mg/L Phi)

" =n an en

0 10 20 30 0 50

Obrazek 9. Sledovani vlivu volné oxidace na radu fosforitanda.

Pti spravném dodrzeni postupu z Tier 1 probihala oxidace fosforitanli vzdy kvantitativné.
Bylo ovéteno, Ze na riznych koncentracnich hladinach nedochézi k vzajemnému ovliviiovani
fosforecnanii a fosforitanid. Koncentraci fosforitani tak lze jednoduse spocitat z rozdilu
obsahu fosforu pro oxidovanou a neoxidovanou formu vzorku.

U sledovani vlivu volné oxidace vzorku byl zamér kvantifikovat miru oxidace fosforitana
pfi stejném postupu Upravy vzorku, nicméné bez piitomnosti oxidacniho €inidla. Primérna

mira oxidace fosforitani bez KMnOs byla 6 %, maximalni u jednoho vzorku pak 13 %.

5.3 Ovéreni postupu na realnych vzorcich nékolika biostimulanti

Pii ovéfeni postupti u realnych vzorkii se kviili charakteru vzorkii vyskytly problémy
pii stanoveni obsahu fosforu. Nebylo mozné povazovat vysledky za vérohodné z divodu
vysokého rozptylu hodnot mezi opakovanimi (napf. u neoxidované varianty pii zachovani

stejného postupu byl rel. rozdil az 1000 %). Pravdépodobnym zdrojem problémi byl vysoky
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obsah organickych latek ve vzorcich, pfedev§im pak huminovych latek. Pokusy odstranit tyto
latky ze vzorku a nasledné stanovit obsah fosforu ve vzorku jsou uvedeny nize v textu.
Rovnéz byla vyzkousena pro fosforitany metoda standardniho ptidavku.

Vzhledem k charakteru vzorkll (vysoky organicky podil — vyluhy z fas) bylo rovnéz nutné
upravit koncentraci oxidacniho cCinidla. Jako vychozi oxida¢ni ¢inidlo byla zvolena smés
KMnO4 (0,01 mol/L) a H2SO4 (1 mol/L), upravené pak jako KMnOj4 (0,03 mol/L) a HoSO4
(1 mol/L).

5.3.1 Cifeni vzorki

Pivodni hypotéza vyuziti ¢ifeni vzorku vyhdzela z potfeby zjednodusit matrici, resp. snizit
spotfebu oxidacniho Ccinidla. Mezi opakovanymi meéfenimi byl az ptili§ velky rozptyl,
pravdépodobné dochazelo ke koagulaci huminovych latek v pfitomnosti molybdenového
oxida¢niho €inidla pfi vybarvovani (pfitomnost srazeniny ve vzorku po vybarveni). Rovnéz
byl zamér snizit mozné matricové efekty, zplisobené vnasenim vysokych koncentraci Mn

ke vzorkum.

Obrazek 10. Cifeni vzorku zinkovym koagulantem — detail.
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Obrazek 11. Uroveii vy&efeni pro jednotlivé vzorky.

Pro nasledné méfeni a Gpravu byl vzdy pozit supernatant z vycetenych vzorkd. Stanovené
koncentrace fosforu byly ale vyznamné nizsi (n€kde 1 kolem LOQ). Pravdépodobny divod
je spolutcast fosforecnanovych a fosforitanovych ionti ve vlockotvorném procesu (vznik
elektrické dvojvrstvy koloidni ¢astice).

Pro dalsi prace jiz nebylo Ceteni, jakoZto proces Upravy vzorku, uvazovano.

5.3.2 Separace huminovych latek

Rovnéz bylo ozkouSeno rozdélovani organickych latek ze vzorku pomoci népliovych
kolonek. Bylo ozkouSeno nékolik stacionarnich fazi (hydroskopicky Spe-ed, aktivni uhli,
kiemelina). Jednotlivé slozky se nepodafilo ani v jednom piipadné¢ adekvatné separovat.
V ptipadé sorpce huminovych latek na aktivnim uhli doslo k ¢aste¢nému odbarveni vzorkd,
nicméné pii ndsledné analyze obsahu fosforu v takto upravenych vzorcich, se ukazalo, Ze

dochazi k signifikantnimu sniZeni obsahu u stanovovaného fosforu.

Pro dalsi prace jiz nebyla separace organického podilu zroztoku, jakoZto proces Upravy

vzorkil, uvazovana.
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Obrazek 12. Pouziti separacnich technik pro odstranéni huminovych latek ze vzorku.

5.3.3 Pouziti vanadi¢nanové Zluti

Vybarvovani vzorkil za pomoci vanadi¢nanové Zluti bylo provedeno podle metody uvedené
v JPP analyza rostlin, nicméné na tvod je nutné zminit, ze tento postup se pfili§ neosveédcil.
Pomérné rychle dochazelo k vyvlockovani vybarvovanych vzorkii (pravdépodobné opét
srazeni huminovych latek za pfitomnosti iontd kovu) viz obrazek 13. Vysledky tak nebyly

brany pro nasledné hodnoceni obsahu P jako relevantni.

Obrazek 13. Vzorky vybarvené vanadi¢nanovou Zluti.
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6 Zavér
Pro Tier 1 bylo ovéteno, Ze pouziti okyseleného KMnOs jako oxida¢niho ¢inidla je vhodné

pro vlastni oxidaci fosforitanti. Oxidace probiha kvantitativn¢ a pfi spravné zvoleném postupu

upravy vzorku nedochazi k ovlivnéni spektrofotometrického stanoveni.

Pro Tier 2 bylo na nékolika koncentra¢nich hladinach ovéfeno, Zze nedochézi k vzajemnému
ovlivnéni fosforecnanti a fosforitanti pfi stanoveni vedle sebe. Byl sledovan vliv samovolné
oxidace vzorku s obsahem fosforitanti. Obsah fosforitanti tak 1ze vypocitat z rozdilu stanoveni

fosforu mezi oxidovanou a neoxidovanou formou stejného vzorku.

U Tier 3 se diky charakteru vzorkl vyskytly problémy pfi stanoveni obsahu fosforu. Vysledky
nebylo mozné povazovat za vérohodné z divodu vysokého rozptylu hodnot mezi
opakovanimi. Pravdépodobnym zdrojem problémii byl vysoky obsah organickych latek
ve vzorcich, pfedevS§im pak huminovych latek. Pokusy odstranit tyto latky ze vzorku

a nasledn¢ stanovit obsah fosforu ve vzorku nebyly uspésné.

Pro komplikovanost matrice u vzorkll redlnych biostimulantli se nejevi spektrofotometrické
stanoveni fosforitanli v téchto vzorcich jako pfili§ vhodny postup, a je proto nutné hledat

jinou alternativni analyzu.
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Ovéreni nové normy pro pudy a kaly — rozklad lu¢avkou
kralovskou a zavedeni nového mineraliza¢niho bloku

Hotblock do rutinni prace v laboratori

Eva Spaékovd, Eva Urbankova
Ustiedni kontrolni a zkugebni Gstav zemédélsky
ONRL Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno

eva.spackova@ukzuz.cz

1 Uvod

Rozklad luavkou kralovskou v laboratotich UKZUZ je b&né& pouzivanou technikou
pro rozklad/extrakci pud, kali a sedimentti. Rozklad vzorkli lu¢avkou kralovskou probihd
na pracovisti v mineraliza¢nich blocich, které maji malou kapacitu (16 pozic). Vzorky jsou
piipravovany v mineralizacnich trubicich, kde je tfeba velké mnozstvi chemikalii. Vzorky
se po rozkladu muse;ji filtrovat do odmérnych banék, kde jsou doplnény na definovany objem
anasledn¢ se ptelévaji do PE nadobek. Norma EN ISO 54321:2019 (1) popisuje rozklad
vzorkli v lucavce kralovské v zafizeni HotBlock, které obsahuje vice pozic (napt. 54)
arozklad probiha efektivnéji. Jednd se tedy o rychlejsi rozklad vétSiho mnozstvi vzorkt
za pouziti menSiho mnozstvi chemikalii ve srovnani se stavajici metodou. Cilem prace bylo
ovéteni této normy a zjistit moznost pouZziti tohoto postupu v bézné laboratorni praci. Byl
sledovan vliv rtizné navazky vzorku, rozdil vysledkti mezi filtrovanymi a nefiltrovanymi
vzorky a vliv teploty na rozklad vzorkd. Vzhledem ktomu, Ze byly méfeny vzorky
nefiltrované, bylo také potieba zjistit, zda nedochdzi k naslednému louzeni analytii z pevného

podilu zbytku vzorku po extrakci.

2 Experimentalni Cast
2. 1. Chemikalie
2.1.1 Demineralizovana voda, ultracista.

2.1.2 Kyselina dusi¢na, HNOs3, koncentrovana, 65% (m/m), ¢ = 14,4 mol/l, p. a., (LachNer,
Ceska republika).
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2.1.3 Kyselina chlorovodikova, HCI, koncentrovana, 36% (m/m), ¢ = 11,7 mol/l, p. a.,
(LachNer, Ceska republika).

2.1.4 Zakladni standardni smésny roztok As, Cr, Cd, Pb, Ni, V, Zn, Mn, Cu, Co, Be, Mo, c=
100 mg/1 (Analytika, Ceska republika).

2.1.5 Zékladni standardni jednoprvkovy roztok S c= 1000 mg/l (Analytika, Ceska republika).
2.1.6 Zékladni jednoprvkové standardni roztoky Ca, Mg, K, Na, Al, Fe, P, ¢ = 1000 mg/l
(Analytika, Ceska republika).

2.2 Zarizeni

2.2.1 Analytické vahy.

2.2.2 Rozkladné zatizeni HOTBLOCK (Environmental Express, USA).

2.2.3 Plastové uzaviratelné nadobky (objem 50 ml).

2.2.4 ICP-OES spektrometr SPECTROBLUE (SPECTRO, Némecko).

2.2.5 Zatizeni na ptipravu ultracisté vody MilliQ Advantage A10 (Millipore, Francie).
2.2.6 Sklenéné odmérné banky.

2.3 Priprava vzorki

2.3.1 Extrakce pud lu¢avkou kralovskou

Vzorek byl navazen do 50 ml PE nadobky, byly ptfidiny 2 ml HNOs3 (resp. 3 ml HNO3),
po uklidnéni reakce bylo ptfidano 6 ml HCI (resp. 9 ml HCI). Nadobka byla uzaviena vickem,
které¢ nebylo pevné dotazeno. Takto ptfipravené vzorky byly umistény do mineralizacniho
zafizeni HotBlock a byly rozklddany 2 h. Po vytemperovani na laboratorni teplotu byly
nadobky doplnény demineralizovanou vodou po znacku.

A —navézka 1 g vzorku, 2 ml HNOs3, 6 ml HCI, nefiltrované extrakty

B —navéazka 1 g vzorku, 2 ml HNO3, 6 ml HCI, filtrované extrakty

C —navézka 2 g vzorku, 3 ml HNOs3, 9 ml HCI, nefiltrované exktrakty

2.3.2 Extrakce kalii lu¢avkou kralovskou

Vzorek (0,5 g) byl navazen do 50 ml PE nadobky, byly pfidany 2 ml HNOs3, po uklidnéni
reakce bylo piidano 6 ml HCI. Nadobka byla uzaviena vickem, které nebylo pevné dotaZeno.
Takto pfipravené vzorky byly umistény do mineralizaéniho zafizeni HotBlock a byly
rozkladany 2 h. Po vytemperovani na laboratorni teplotu byly nadobky doplnény

demineralizovanou vodou po znacku.
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2.4 Méreni

Analyza extraktl/mineralizatd byla provadéna metodou ICP-OES, v nefedénych a fedénych

(5 %) mineralizatech podle obsahi analytl. V tabulce 1 jsou uvedeny pracovni podminky pro

ICP-OES techniku.

Tabulka 1. Pracovni podminky ICP-OES spektrometru.

Parametr Mikroelementy a rizikové Makroprvky
prvky
Vykon (W) 1650 1400
Plazmovy plyn (I/min) 14,5
Auxiliary plyn (I/min) 1,0
Zmlzovac (I/min) 1,0
Proplach (s) 40
Meérici mod Standardni Rychly
Doba méreni (s) 36 5

Smésné kalibracni roztoky byly pfipravovany podle Jednotnych pracovnich postupt (2).

V tabulce 2 jsou uvedeny pouzité vinové délky méfenych analytt.

Tabulka 2. Spektralni ¢ary mérenych prvki.

Prvek Spektralni ¢ary | Dalsisp. ary
A (nm) A (nm)

As 189,042 1 197,0262 1

Mo 202,095 11

Zn 213,856 1

Pb 220,353 11 168,215 11
Co 228,616 11

Cd 228,802 1

Ni 231,604 11

Cr 267,716 11 357,869 1
\% 292,464 11
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Be 313,042 11
Cu 327,396 1 324,754 1
S 182,034 1
Mn 257,611 11
Fe 259,941 11
Mg 285,213 1
Ca 317,933 11 422,673 1
Al 394,401 1
Na 598,592 1
769,896 1 766,491 1
P 177,495 1 213,618 1

3. Vysledky a diskuse

Pro sledovani vytéznosti jednotlivych rozkladl/extrakci bylo vybrano 12 vzorkt pid z MPZ

WEPAL a 12 vzorkd kali z MPZ WEPAL. Ziskané vysledky byly srovnany s hodnotami

MPZ WEPAL v ramci nejistoty stanoveni.

V tabulkach 3-22 jsou uvedeny vysledky obsahti jednotlivych prvki v padach. Kromé vyse

uvedenych riznych podminek extrakce (vliv navazky, vliv filtrace extraktu), byl sledovan

vliv vyssi teploty (115 °C a 125 °C) na vytéznost extrakce.

Tabulka 3. Arsen (mg/kg).

Vzorek HotBlock MPZ
A105°C A105°C A115°C A125°C B C WEPAL
po tydnu
860 16,76 £ 1,68 | 16,21 +1,62 | 16,12+ 1,61 | 16,53 +1,65 | 17,59+ 1,76 | 17,01 + 1,70 | 15,80 £ 1,27
879 13,00+3,90 | 12,53 +3,76 | 12,83 +£3,85 | 13,01 +3,90 | 13,73 +£4,11 | 13,92+4,18 | 13,00+ 1,08
919 4,61 £2,31 4,75+2,38 | 4,10+2,05 485+242 | 4,77+239 | 4,96+248 4,43 +£0,28
883 0,47+0,24 | 047+024 | 047+0,23 0,52+0,26 | 0,52+0,26 | 0,51+0,26 | 0,55+0,21
993 320£ 1,60 | 2,99+1,49 | 2,68+1,34 | 291+145 3,32+ 1,66 3,34+ 1,67 | 2,67+0,27
853 3,12+ 1,56 | 2,90+ 145 271+1,36 | 2,75+138 | 298+1,49 3,04+ 1,52 | 2,70+0,23
854 4931+4,93 | 45,48 +4,55 | 44,04 +4,40 | 46,70 +4,67 | 49,85+499 | 47,98 +4,80 | 43,70 +2,59
884 16,03 +£1,60 | 15,08 +1,51 | 14,39+432 | 15,19+1,52 | 1589+1,89 | 1536+1,54 | 14,60+0,79
873 17,65+1,77 | 16,18 +1,62 | 15,69+1,57 | 16,81 +1,68 | 17,57+1,76 | 17,16 1,72 | 17,00+ 2,01
870 15,77+1,58 | 13,94+1,39 | 13,10+£3,93 | 14,44+442 | 1536+1,54 | 1557+1,56 | 14,70+ 1,00
989 46,96 + 4,77 | 43,48 +4,35 | 39,73+3,77 | 43,54+4,35 | 48,40+4,84 | 44,63 +£4,46 | 42,30 +3,40
862 4,76 £2,38 | 4,60+230 | 430+2,15 4,50+2,24 | 4,48+134 | 480+1,44 | 430+0,26
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Tabulka 4. Berylium (mg/kg).

Vzorek HotBlock MPZ
A 105°C A105°C A115°C A125°C B C WEPAL
po tydnu
860 0,60+0,12 | 0,59+0,12 | 0,59+0,12 | 0,59+0,12 | 0,65+0,13 0,62 +£0,12 0,61
879 1,07+£0,21 1,07+0,21 1,12+£0,22 1,12+£0,22 1,24+£0,25 1,15+0,23 1,21
919 0,11£0,06 | 0,12+0,06 | 0,10+0,05 0,11+£0,06 | 0,11£0,06 | 0,12+0,06 0,09
883 0,05+0,02 | 0,05+0,02 | 0,05+0,02 | 0,05+0,03 | 0,05£0,02 | 0,05+0,03 0,06 £ 0,01
993 0,19+0,04 | 0,18+0,04 | 0,15+£0,07 | 0,17+0,08 | 0,19+0,04 | 0,20£0,04 | 0,16+0,03
853 0,09+0,04 | 0,08+0,04 | 0,07+£0,04 | 0,07+0,04 | 0,08+0,04 | 0,08+0,04 | 0,08=+0,02
854 1,72 +£0,34 1,60 £ 0,32 1,51+£0,30 1,58 £0,32 1,73 +£0,34 1,67+0,33 1,57+0,14
884 0,98+0,20 | 0,94+0,19 | 0,86+0,17 | 0,94+0,19 1,02+0,20 | 0,96+0,19 0,92
873 1,99 £0,40 1,85+0,37 1,74 £ 0,35 1,85+0,37 | 2,02+0,40 1,89 £0,38 1,94
870 1,69 £ 0,33 1,48+ 0,30 1,36 £0,27 1,52+0,30 1,72 +£0,34 1,64 +0,33 1,59
989 1,64 +0,33 1,56+ 0,31 1,36 £0,27 1,49+ 0,30 1,67+0,33 1,52+0,30 1,55+0,12
862 0,11+0,06 | 0,11+0,05 0,10 +0,05 0,11+0,05 | 0,12+0,06 | 0,12+0,06 0,09
Tabulka 5. Kadmium (mg/kg).
Vzorek HotBlock MPZ
A105°C A105°C A115°C A125°C B C WEPAL
po tydnu

860 1,93 +£0,48 1,75+ 0,44 1,53+£0,38 1,53 +£0,38 1,78 £ 0,45 1,60+ 0,40 1,27+0,16
879 0,37+0,19 | 0,41+020 | 036+0,18 | 0,38+0,19 | 043+022 | 0,38+0,19 | 0,28+0,05
919 0,31+0,16 | 0,32+0,16 | 028+0,14 | 0,31+0,16 | 032+0,16 | 0,33+0,16 | 0,26+0,03
883 0,01 £0,01 0,02+ 0,01 0,01 £0,01 0,02+ 0,01 0,01 £0,01 0,03+£0,02 | 0,02+0,01
993 13,30 +£2,00 | 12,65+1,90 | 11,66+1,75 | 11,75+1,76 | 13,38 +2,01 | 13,65+2,05 | 11,80+0,70
853 0,12+0,06 | 0,12+0,06 | 0,13+£0,06 | 0,12+0,06 | 0,13+0,07 | 0,14+0,07 | 0,11+0,02
854 822 +1,23 7,71£1,16 | 7,31+1,10 | 7,56+1,13 8,48+1,27 | 8,17+1,23 6,79 £ 0,67
884 0,42+0,21 0,39+0,20 | 0,37+0,18 | 039+0,20 | 0,41+0,20 | 0,37+0,19 | 0,28+0,03
873 0,30+0,15 | 0,28+0,14 | 0,25+0,12 | 0,27+0,13 | 0,27+0,13 0,24+0,12 | 0,17+0,04
870 0,71+0,18 | 0,63+0,16 | 0,58+0,15 0,62+0,15 | 0,75+0,19 | 0,68+0,17 | 0,54+0,07
989 10,16 1,52 | 9,63+1,44 | 8,63+1,29 | 924+139 | 1043+1,56 | 9,82+147 | 8,28+0,72
862 0,32+0,16 | 0,31+0,15 0,29+0,15 032+0,16 | 035+0,17 | 0,33+0,16 | 0,27+0,02

24




Tabulka 6. Kobalt (mg/kg).

Vzorek HotBlock MPZ
A105°C A105°C A115°C A125°C B C WEPAL
po tydnu
860 6,31+£095 | 6,38+0,96 | 6,60+099 | 6,72+1,00 | 7,04+1,06 | 6,62+0,9 | 6,03+0,38
879 9,62+1,64 | 9,66+146 | 985+148 | 10,02+1,50 | 10,68=1,60 | 10,21 +1,53 | 8,98 +0,63
919 0,80 0,40 | 0,50+ 0,45 0,78+0,39 | 0,85+0,43 | 0,84+042 | 0,86+0,43 0,79 £0,15
883 1,07 +£0,53 1,13+£0,57 1,10+ 0,55 1,18+ 0,59 1,08 £ 0,54 1,19+ 0,60 1,10£0,22
993 3,83+£0,57 | 3,58+0,54 | 3,46+052 | 3,47+0,52 | 3,81+0,57 | 3,59+0,54 | 3,09+0,26
853 1,44+£0,72 1,44 £0,72 1,32+ 0,66 1,35+ 0,68 1,40+ 0,70 1,40+ 0,70 1,29 +£0,20
854 21,89 +3,28 | 21,35+£3,20 | 20,02+3,00 | 20,90+ 3,14 | 22,04 +3,31 | 20,88+ 3,13 | 18,50+ 1,33
884 9,10+1,36 | 8,80+1,32 842+126 | 9,14+1,37 | 935+1,40 | 8,78+1,32 | 8,00+0,96
873 13,18+ 1,98 | 12,94+1,94 | 12,04+ 1,81 | 12,89+1,93 | 13,59+2,04 | 12,90+ 1,93 | 11,40+ 1,43
870 15,17£2,27 | 1454 +2,18 | 1323£1,98 | 14,43 +2,16 | 1537231 | 1488+223 | 13,20+1,28
989 21,44 +3,22 | 20,99 +3,15 | 18,65+2,80 | 20,43+3,06 | 22,14+3,32 | 20,01 3,00 | 18,80+ 0,92
862 0,82 +£0,41 0,85+£0,43 0,78+0,39 | 0,84+042 | 0,89+045 | 0,82+041 0,74 £+ 0,09
Tabulka 7. Chrom (mg/kg).
Vzorek HotBlock MPZ
A105°C A105°C A115°C A125°C B C WEPAL
po tydnu
860 3432+5,15 | 33,64+5,05 | 33,48+5,02 | 41,41 £6,21 | 39,24+589 | 35,36+5,30 | 34,00+4,17
879 39,93£5,99 | 39,54+5,93 | 39,26+5,89 | 40,16+6,02 | 4533 +£6,80 | 42,75+ 6,41 | 4290+ 5,06
919 25,33+3,80 | 26,61 £3,99 | 23,34+3,50 | 24,51 £3,68 | 27,15+£6,07 | 27,60 + 4,14 | 26,00 £ 2,27
883 71,72+10,76 | 70,47 £10,57 | 64,83 +9,72 | 69,49 +10,42 | 70,08 +10,51 | 76,21 £11,43 | 68,70 + 6,86
993 127,9+£19,2 | 120,14 18,0 | 108,9+16,3 | 111,3+16,7 | 128,8+19,3 | 1253+188 | 1150+9.2
853 77,14£11,57 | 72,43 £10,86 | 66,52 +9,98 | 67,99 +10,20 | 74,35 +11,15 | 77,25 +£11,59 | 73,80+11,43
854 171,6 £25,7 | 168,1 £252 | 149,9+£225 | 1549+232 | 127,34£25,8 | 167,7+252 | 159,0£16,0
884 68,08+£10,21 | 64,42+9,66 | 60,99 +9,15 | 65,23+9,78 | 69,97 +10,50 | 66,67 £10,00 | 64,70 + 4,30
873 54,77+£8,22 | 51,42+7,71 | 47,56+ 7,13 | 50,24+ 7,54 | 55,06+ 8,26 | 53,78 +8,09 | 51,10+ 4,49
870 55,62+8,34 | 51,15+7,67 | 46,02+6,90 | 51,23 +7,68 | 55,98 +8,40 | 55,58 +8,34 | 54,00+ 4,99
989 193,0+30,0 | 183,5+27,5 | 160,3£24,0 | 174,7+262 | 199,2+£29,9 | 184,6 £27,7 | 184,0=+143
862 22,89+3,43 | 21,89+£328 | 20,87+3,13 | 22,16 +3,32 | 24,90+£3,73 | 2294+ 3,44 | 23,10+3,24
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Tabulka 8. Méd’ (mg/kg).

Vzorek HotBlock MPZ
A105°C A105°C A115°C A125°C B C WEPAL
po tydnu
860 53,98 +8,10 | 53,10+7,97 | 51,58 +7,77 | 62,20+9,33 | 67,21 £10,08 | 54,08 =8,11 | 48,00+ 4,98
879 18,74 +2,81 | 18,89 +2,83 | 18,21 +2,73 | 18,35+2,75 | 20,69 +3,10 | 20,78 +3,12 | 17,40 +2,00
919 13,02+1,95 | 13,41 +2,01 | 12,89+1,93 | 12,06 1,81 | 13,26 1,99 | 12,94+1,94 | 12,00+ 0,77
883 475+£2,37 | 5,01+250 | 4,74+£237 | 492+246 | 5,18+0,78 5,32+0,80 | 5,00+0,51
993 61,95+9,29 | 62,61 £9,40 | 45,19+6,78 | 58,86+ 8,83 | 64,80 +£9,72 | 66,98 £10,04 | 60,80 + 4,57
853 6,59+099 | 6,78+1,02 | 6,36+0,95 6,53+£0,98 | 6,84+1,03 6,86+ 1,03 6,88+ 1,16
854 148,8+22,3 | 150,5+22,6 | 141,4+£21,2 | 143,4+21,5 | 158,9+23,8 | 1643+24,1 | 136,5+ 12,1
884 13,88 2,08 | 14,18 £2,13 | 13,54£2,03 | 13,16+1,97 | 1530230 | 14,72+221 | 12,70 £ 1,61
873 17,70 £2,66 | 18,10+2,71 | 16,93+2,54 | 16,55+2,48 | 19,60+2,94 | 19,16 +2,87 | 15,60 £ 2,02
870 24,67+3,70 | 23,83 +£3,57 | 22,59+3,39 | 22,75+341 | 2548+3,92 | 24,96+ 3,24 | 22,00+ 1,70
989 170,4£25,6 | 167,1+25,1 | 161,3+£24,2 | 159,1+23,9 | 179,7+27,0 | 174,1+26,1 | 152,0+£ 8,20
862 13,20+1,98 | 13,24+1,99 | 1421 £2,13 | 12,85+1,93 | 15,09+2,26 | 1435+2,15 | 12,20+ 0,65
Tabulka 9. Molybden (mg/kg).
Vzorek HotBlock MPZ
A105°C A105°C A115°C A125°C B C WEPAL
po tydnu
860 1,27 +£0,63 1,22+ 0,61 1,29 +£ 0,64 1,36 £ 0,68 1,54 +£0,31 1,50+0,30 1,25+0,19
879 0,36 +0,18 | 0,45+0,22 | 0,67+0,33 0,66+0,33 | 0,57+0,28 | 0,47+0,24 | 0,47+0,17
919 0,43+£0,21 0,45+0,23 0,40+0,20 | 0,43+0,21 0,46 = 0,23 0,46 = 0,23 0,39 + 0,09
883 247+049 | 2,34+047 | 238+048 | 2,47+049 | 286+0,57 | 2,85+0,57 | 2,63+0,19
993 2,52+0,50 | 2,38+0,48 | 2,19+044 | 2,24+045 | 248+0,50 | 2,59+0,52 | 2,34+0,20
853 397+£0,79 | 3,75+0,75 346+ 0,69 | 3,56+0,71 3,80+£0,79 | 3,92+0,78 3,64 +0,39
854 1,68 £0,33 1,37+ 0,27 1,66 £ 0,33 1,71 £ 0,34 1,87 +£0,37 1,28 £ 0,64 1,28 +£0,22
884 1,13+£0,57 1,23 +£0,61 0,96 £ 0,48 1,29 + 0,65 1,21 £ 0,60 1,28 £0,64 1,18+0,17
873 2,32+£0,46 1,81+0,36 | 2,19+044 | 2,01+£0,40 | 2,56+0,51 1,86 £ 0,37 1,97 £0,24
870 1,12+£0,56 | 0,51+0,25 0,87 +£0,43 1,14 £ 0,57 1,17+£0,58 | 0,85+0,42 | 0,78+0,19
989 1,95+0,39 1,38 £ 0,28 1,69 £ 0,34 1,77+ 0,35 | 2,09+0,42 1,41 £0,28 1,51+0,13
862 1,00£0,50 | 0,94+047 | 093+0,46 | 0,98+0,49 1,15+0,57 1,05+0,52 | 0,94+0,07
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Tabulka 10. Nikl (mg/kg).

Vzorek HotBlock MPZ
A105°C A105°C A115°C A125°C B C WEPAL
po tydnu
860 17,68 £2,65 | 18,23 +2,73 | 17,31 +2,60 | 21,30+3,19 | 19,56+2,93 | 17,28 +2,59 | 16,90 + 1,52
879 28,04 4,21 | 29,51 +4,43 | 28,35+4,25 | 28,70+4,31 | 31,66+4,75 | 29,68 +4,45 | 27,2+296
919 6,79+1,02 | 7,63+1,14 | 6,71 £1,01 7,10+ 1,06 | 7,51+1,13 7,71+ 1,16 | 7,46+ 0,69
883 19,08 +2,86 | 19,91 +2,99 | 18,65+2,80 | 19,84 +2,98 | 18,98+285 | 21,09+3,16 | 18,80+ 1,72
993 36,79 +5,52 | 36,50+ 5,47 | 32,40+4,86 | 33,17+4,98 | 37,07+5,56 | 37,83 +5,67 | 34,70 £3,18
853 21,31 +3,20 | 21,28 +3,19 | 18,80+£2,82 | 19,70+2,95 | 21,17 3,18 | 21,11 +3,17 | 20,60 + 1,83
854 59,44 £ 8,92 | 58,64 +8,80 | 52,75+7,94 | 55,58 +8,34 | 60,31 +9,05 | 56,25+ 8,44 | 53,00+ 3,87
884 43,06 + 6,46 | 43,30+ 6,50 | 39,23 +5,88 | 41,80+ 6,27 | 44,40£6,66 | 41,12+ 6,17 | 40,00 £ 2,67
873 33,21+4,98 | 32,86+4,93 | 29,51 £4,43 | 31,57+4,74 | 33,55+£5,03 | 32,16+4,82 | 29,90 £ 3,53
870 42,64+ 6,40 | 41,21 £6,18 | 36,33+5,45 | 40,67 +6,10 | 43,23 +6,48 | 42,06+ 6,31 | 39,20+2,59
989 60,50 £9,08 | 59,88 +8,98 | 51,40£7,71 | 56,26 + 8,44 | 62,94+£9,44 | 56,03+ 8,40 | 55,00 £ 4,47
862 6,03+0,90 | 6,15+0,92 558+0.84 | 6,56+0,98 | 6,19+0,93 6,11+0,92 | 6,38+0,65
Tabulka 11. Olovo (mg/kg).
Vzorek HotBlock MPZ
A105°C A105°C A115°C A125°C B C WEPAL
po tydnu
860 289,3+43,4 | 279,2+41,9 | 251,7+37,8 | 245,4+36,8 | 297,8 £44,7 | 279,2+41,9 | 231,0£26,3
879 2537+3,81 | 24,38+3,66 | 31,56+4,73 | 21,30+ 3,20 | 26,45+3,97 | 25,91 +3,89 | 29,90 +4,39
919 13,97+2,10 | 1495+2,24 | 11,13+£1,67 | 12,67+1,90 | 13,18 2,07 | 13,72+2,06 | 14,50+ 1,02
883 2,64+1,32 | 2,80+1,40 | 2,67+1,34 | 2,65+1,33 | 2,74+137 | 297+1,49 | 3,13+£0,59
993 67,95+10,19 | 63,79+9,57 | 58,31 £8,75 | 57,42 +8,61 | 68,51 +10,28 | 76,56 £11,48 | 61,70 + 4,81
853 13,37+2,01 | 13,52+2,03 | 11,08+ 1,66 | 11,76+ 1,75 | 12,87+1,93 | 13,94+2,09 | 14,30+ 1,47
854 342,8+51,4 | 313,8+47,1 | 286,2+48,9 | 290,8 +44,7 | 348,8+52,3 | 342,6+51,4 | 296,0 £ 30,6
884 17,64 2,65 | 16,41 +2,46 | 9,28+1,39 | 11,61 +1,74 | 11,62+1,74 | 11,31+ 1,70 | 18,40 £2,57
873 18,41£2,76 | 21,58 £3,24 | 18,99+£2,85 | 24,46 +3,67 | 1877+2,82 | 22,35+3,35 | 20,50 £ 4,54
870 33,69 +5,05 | 31,26+4,69 | 28,00+4,20 | 29,87 +4,48 | 34,95+£5,24 | 33,65+5,05 | 33,004,223
989 328,4+49,3 | 301,9+453 | 258,3+£38,7 | 282,4+424 | 33524553 | 328,2+49,2 | 282,0+ 18,4
862 14,02+2,10 | 13,95+2,09 | 11,99+ 1,80 | 12,75+ 1,91 | 1547+7,73 | 14,53+ 7,27 | 14,70 £ 1,02
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Tabulka 12. Vanad (mg/kg).

Vzorek HotBlock MPZ
A105°C A105°C A115°C A125°C B C WEPAL
po tydnu

860 27,37+4,10 | 29,58 +4,43 | 28,73+4,31 | 28,97+4,35 | 29,86 +4,48 | 28,62+4,29 | 31,10+2,26
879 38,13£5,72 | 41,56 +6,23 | 41,83 +£6,27 | 41,76 £ 6,26 | 43,17 +6,47 | 41,63 +6,24 | 48,30 4,87
919 20,60 +3,08 | 22,62+3,93 | 19,35+£2,90 | 20,65+ 3,10 | 20,61 £3,09 | 20,95+3,14 | 19,80+ 1,30
883 18,77 +2,81 | 19,93 +2,99 | 16,45+2,47 | 17,69+2,65 | 16,65+2,50 | 18,05+2,71 | 16,00+ 0,76
993 40,21+6,03 | 41,23 +£6,18 | 32,82+4,92 | 36,58 +5,49 | 39,82+5,97 | 40,59 +6,09 | 37,00+ 2,47
853 883+1,32 | 9,37+1,41 8,44 + 1,27 858+129 | 843+£1,26 | 8,97+1,35 8,17+0,81

854 5423 £ 8,13 | 55,21+8,28 | 51,81 £7,71 | 54,08 £8,11 | 54,62+ 8,19 | 55,13+8,27 | 54,10+ 5,73
884 53,69+ 8,05 | 55,88+8,38 | 51,77+7,77 | 54,36 £8,15 | 55,46+ 8,32 | 53,80+8,07 | 55,00+ 3,14
873 63,43+9,51 | 64,77+9,72 | 60,87+9,13 | 62,60+9,39 | 63,85+£9,58 | 62,52+9,38 | 68,50 £ 6,58
870 54,10+ 8,11 | 52,93+7,94 | 48,85+7,33 | 52,83+7,92 | 54,35+ 8,15 | 53,91+8,09 | 56,30 + 3,87
989 53,27+7,99 | 54,74+8,21 | 48,67+7,30 | 51,69+7,75 | 5425+ 8,14 | 51,11 +7,67 | 56,90 + 5,68
862 19,63 +2,94 | 20,18 +3,03 | 19,15+2,87 | 19,51+2,93 | 21,30+ 3,19 | 20,14+3,02 | 19,10+ 1,03

Tabulka 13. Zinek (mg/kg).
Vzorek HotBlock MPZ
A105°C A105°C A115°C A125°C B C WEPAL
po tydnu

860 4169+ 62,5 | 409,7+61,5 | 396,3+59,4 | 394,0+59,1 | 447,5+67,1 | 402,3+62,3 | 366,0 22,8
879 90,06+13,51 | 89,04 13,36 | 87,85+13,18 | 89,98 £13,50 | 99,54 +14,93 | 96,81 14,52 | 85,30 = 4,87
919 27,27+4,09 | 28,51 +4,28 | 23,49+3,52 | 25,56+3,83 | 26,17+3,93 | 28,33 +4,25 | 26,10+ 1,50
883 439+£2,19 | 438+2,19 | 4,62+0,69 | 4,74+0,71 394+197 | 6,02+3,01 5,79+ 0,86
993 1853+27,8 | 176,4+26,5 | 162,2+243 | 163,9+24,6 | 187,8+28,2 | 189,7+284 | 172,0+10,8
853 10,63 +5,32 | 10,25+5,13 | 10,57+ 1,59 | 9.85+1,48 | 10,75+ 1,61 | 11,60+1,74 | 11,10+ 1,71
854 1104 + 166 1049 £ 157 | 998,0+ 150 | 1045+ 157 1135+ 170 1068 + 160 1011 +£75

884 54,49+ 8,17 | 52,63 +7,89 | 49,18+ 7,38 | 51,90+ 7,78 | 56,69 +8,50 | 53,25+7,99 | 50,10+2,74
873 53,02+£795 | 49,74 +7,46 | 47,02+7,05 | 48,17+7,22 | 54,52+ 8,18 | 52,53+ 7,88 | 47,90 +427
870 105,0 £ 15,7 | 96,89 14,83 | 88,60+13,29 | 96,95 +14,54 | 105,6 £ 15,8 | 104,0+ 15,6 | 93,40+ 4,29
989 1108 + 166 1059+ 159 | 957,0+143,6 | 1028 + 154 1141+ 171 1024 + 154 | 994,0 = 46,6
862 27,06 +4,06 | 26,16+3,92 | 2538+3,81 | 25,78+3,87 | 27,74+4,16 | 27,13 +4,07 | 25,40+2,30
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Tabulka 14. Sira (mg/kg).

Vzorek HotBlock MPZ
A105°C A105°C A115°C A125°C B C WEPAL
po tydnu
860 4000+ 600 | 3923+£588 | 3999+600 | 4089+613 | 4364+654 | 4131+620 | 3729 +255
879 2416+362 | 2416+362 | 2489 +373 2530 +380 | 2677+402 | 25904388 | 2304+ 251
919 2332+35,0 | 242,6 +36,4 | 216,7+32,5 | 235,1 £353 | 243,4+36,5 | 241,4+£36,2 | 2150+ 14,8
883 87,22+13,08 | 86,42 £12,96 | 92,31+13,85 | 90,86 13,63 | 101,3 £15,20 | 93,26+13,99 | 85,00 + 6,83
993 1525 +228 1488 £ 223 1343 + 201 1293 + 194 1559 + 234 1565 + 234 1358 + 96
853 163,0+24,5 | 160,2+24,0 | 157,4+23,6 | 162,1 £243 | 161,1£242 | 165,7+24,9 | 156,0+5,3
854 1026 + 154 | 988,5+148,3 | 982,3+147,3 | 1022+ 153 1064 + 160 1013 £ 152 | 937,0+95,4
884 431,7+ 64,8 | 425,1 +£63,8 | 408,6 61,3 | 432,9+64,9 | 454,6+68,2 | 419,8+63,0 | 400,0+ 11,8
873 159,0+23,8 | 152,2+22,8 | 151,9+22,8 | 157,2+23,6 | 167,1£25,1 | 157,4+23,6 | 133,0£31,7
870 263,3+39,5 | 2455+ 36,8 | 238,6+35,8 | 255,2+38,3 | 268,1 £40,2 | 257,5+ 38,6 | 241,0+30,8
989 1324 + 199 1269 + 190 1214 + 182 1294 + 194 1360 + 204 1237+ 186 1224 + 117
862 228,9+34,3 | 226,1 £33,9 | 221,3+33,2 | 229,1 £344 | 253,8+38,1 | 233,0+34,9 | 215,0+12,0
Tabulka 15. Mangan (mg/kg).
Vzorek HotBlock MPZ
A105°C A105°C A115°C A125°C B C WEPAL
po tydnu
860 260,3 +39,0 | 2554 +38,3 | 242,7+36,4 | 2453+36,8 | 285,7+42,9 | 269,4+40,4 | 239,0+ 13,9
879 849,2+127,4 | 832,5+124,9 | 807,0+121,1 | 809,3 £121,4 | 924,1+138,6 | 888,0£133,2 | 779,0 £ 53,9
919 192,5+28,9 | 198,8+29,8 | 171,0£25,6 | 186,3+27,9 | 196,9+29,5 | 203,9+30,6 | 178,0+12,2
883 39,76+19,88 | 39,07 19,54 | 39,41+19,70 | 39,78 +19,89 | 40,74 +20,37 | 44,08 £22,04 | 39,50 + 3,55
993 271,0+40,6 | 256,4+38,5 | 224,4+33,7 | 219,2+32,9 | 263,1+39,5 | 276,8+41,5 | 238,0+ 15,3
853 50,08+25,04 | 47,04 £23,52 | 42,25+21,12 | 43,27 421,64 | 49,19 +19,68 | 50,47+19 | 46,40+4,78
854 1262 + 189 1197 + 180 1100 + 165 1148 £ 172 1288 + 193 1240 + 186 1080 + 83
884 919,2+137,9 | 874,9 £131,2 | 789,7+118,4 | 842,4 £126,4 | 934,4+140,2 | 854,1 £128,1 | 795,0 + 57,1
873 6254+93,8 | 583,2+87,5 | 538,8+80,8 | 564,3+84,6 | 649,9+97,5 | 612,9+91,9 | 539,0+ 60,0
870 1384 + 208 1272 + 190 1166 + 175 1208 + 181 1387 + 208 1340 £ 201 1231+95
989 1178 + 177 1113+ 167 | 989,1+148,4 | 1055+ 158 1219 +£ 183 1115+ 167 1020 + 52
862 187,3+28,1 | 176,8+26,5 | 163,1 £24,5 | 1752+26,3 | 208,0+31,2 | 190,8 28,6 | 177,0+ 10,7
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Tabulka 16. Hoi¢ik (mg/kg).

Vzorek HotBlock MPZ
A105°C A105°C A115°C A125°C B C WEPAL
po tydnu
860 3853 +578 | 3803+£570 | 37894568 | 3802+570 | 3983+597 | 3890+584 | 3700+ 157
879 8581+ 1287 | 8358 £ 1254 | 8307+ 1246 | 8357 £ 1253 | 8992+ 1349 | 8970+ 1346 | 8356+ 943
919 330,3+49,5 | 304,9+45,7 | 286,6 43,0 | 286,0+42,9 | 299,9+45,0 | 305,8+45,9 | 300,1 + 38,1
883 1149+17,2 | 103,5+51,8 | 109,3+54,7 | 110,5+552 | 108,0+£16,2 | 1184+17,6 | 118,0+ 16,4
993 5154+773 | 485,6+72,8 | 456,1 68,4 | 454,3+68,1 | 504,2+75,6 | 528,1+79,2 | 485,0+62,5
853 247,7+37,1 | 232,3+34,8 | 223,8+111,9 | 211,8+31,8 | 225,1 £33,8 | 241,9+36,3 | 259,0 40,2
854 9657 + 1448 | 9282+ 1392 | 9135+ 1370 | 9057 £ 1358 | 9572+ 1436 | 9617 + 1443 | 9385+ 746
884 4444 + 666 | 4247+637 | 4164+625 | 4295+644 | 4492+674 | 4300+£645 | 4190+ 326
873 8981+ 1347 | 8652+ 1298 | 8673+ 1301 | 8632+ 1295 | 9082 + 1362 | 9268 + 1390 | 8273 +290
870 6034 + 905 5824 +£874 | 5745+ 862 5704 +£856 | 5980+897 | 5608+ 841 5685 + 472
989 9470 £ 1421 | 9090 £ 1363 | 9079 £ 1362 | 8946 £ 1341 | 9486 + 1423 | 9564 £ 1434 | 9443 £ 983
862 309,9+46,5 | 278,3+41,7 | 290,0+£43,5 | 289,0+43,3 | 301,0+£45,1 | 318,2+47,7 | 300,0+42,4
Tabulka 17. Vapnik (mg/kg).
Vzorek HotBlock MPZ
A105°C A105°C A115°C A125°C B C WEPAL
po tydnu
860 3515945274 | 35044+5257 | 36019+£5403 | 34388+5158 | 35654+5348 | 371334£5570 | 35700+£2090
879 37126£5569 | 36904+5536 | 37165+£5575 | 3718745577 | 3792445687 | 37366+5605 | 37100+£3550
919 1622 + 243 1560 + 234 1382 + 207 1448 £ 217 1409 + 211 1401 + 219 1430+169
883 277 +42 265 + 66 288 +72 280+ 70 286 +43 284 +43 270 +22
993 3498 £ 525 | 3461 +519 | 3178+477 | 3061 +459 | 3359+504 | 3376506 | 3310+286
853 161 +24 150 +38 186 + 46 157 +39 135+20 155+23 200 +40
854 35931£5390 | 36017+5403 | 35100£5265 | 34410+5161 | 35233+5285 | 3431745148 | 35650+1360
884 6088 £ 913 600 5+ 901 5778 £867 | 6016902 | 5956+ 893 5636 + 845 5550 +272
873 328034920 | 33163+4974 | 33125+4969 | 32489+4873 | 3353845031 | 2886744330 | 32700+3250
870 6956 = 1044 | 69851048 | 6875+ 1031 | 6998 + 1050 | 6866+ 1030 | 6592+989 | 6540+ 267
989 35925+£5389 | 35653+5348 | 35934+5390 | 35915+5387 | 35496+5324 | 35370+£5306 | 36100+£2460
862 1463 + 219 1401£210 1477 + 222 1467 + 220 1495 + 224 1478 + 222 1410 £ 117
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Tabulka 18. Draslik (mg/kg).

Vzorek HotBlock MPZ
A105°C A105°C A115°C A125°C B C WEPAL
po tydnu

860 2428 +242 | 2334 +233 2242 +234 | 2317+£232 | 2472+247 | 2543+£254 | 2890+ 510
879 4570 £ 457 | 4530+£453 | 4230+423 | 4420442 | 49254493 4454 + 445 | 5661 + 1066
919 269 + 135 234+ 117 209 + 104 209 + 104 233+ 116 256 + 128 320+ 56
883 102 +51 98 £49 88 £ 44 89+ 44 124 + 62 116 +58 143 +£26
993 219+110 204 +£ 102 174 + 87 186 + 93 220+ 110 240 +£ 120 291 +57
853 246 + 123 235+ 117 208 + 104 212 +£106 232+116 267 +£ 133 320+ 55
854 4508 + 451 4565+456 | 4176+418 | 4197+420 | 4488+449 | 4469+447 | 5492+ 1154
884 2101 +£210 | 2042+204 | 2105+211 2014 £ 201 2182+218 | 22024220 | 2671 +365
873 8235 + 823 8066 + 807 8781+ 878 8491 +849 | 8025+802 | 8333 +833 9335 + 867
870 4083 +£408 | 4504+£450 | 4687 +469 | 4592+459 | 4821+482 | 4865+487 | 4932+535
989 4905+490 | 4956496 | 4677+468 | 4500+450 | 48324483 4907 + 491 5490 + 889
862 256 + 128 212+ 106 218 =109 218 +108 235+ 118 275+ 137 320 + 60
Tabulka 19. Sodik (mg/kg).

Vzorek HotBlock MPZ

A105°C A105°C A115°C A125°C B C WEPAL
po tydnu

860 281+42 269 + 40 223 +33 233 +35 260 + 39 257 +39 242 +38
879 212 +32 212+£32 186 +28 201 +30 248 +37 210+ 31 222 +27
919 38+19 36 £18 10£5 23+11 40 +20 26+ 13 38+9
883 29+ 15 32+16 61 +31 27+ 14 136 + 68 22+ 11 2911
993 59+29 64 £ 32 49 + 63 59+30 63 +31 59+30 63+13
853 3015 3618 32+16 49 +£24 36 18 28+ 14 45+12
854 371 +56 378 £ 57 353+£53 343 +£52 387+57 362 +54 362 +55
884 95 +47 97 +£49 44 +£22 64 £ 32 105 +53 62 +31 106 +41
873 203 +£30 199 + 30 177 +27 179 +27 215+32 195 +29 209 +29
870 130+ 65 127 £ 63 105 +53 116 £58 124 + 62 119 +£59 150 +30
989 324 +48 311 +47 275 +41 286 +43 315+47 316 £47 304 +39
862 25+12 27+ 14 12+6 24+12 59+30 25+12 2911

31




Tabulka 20. Fosfor (mg/kg).

Vzorek HotBlock MPZ
A105°C A105°C Al15°C A125°C B C WEPAL
po tydnu
860 513+77 540 + 81 499 £ 75 499 £75 494 £74 529+79 544 £29
879 642 + 96 651 +98 660 + 99 654 + 98 672+ 101 678 £ 102 693 + 37
919 921 +138 988 + 148 960 + 144 929 +£139 957 £ 144 952+ 143 959 + 86
883 61 +31 75+ 38 77 £ 39 73 £ 37 86 +43 68 + 34 87+7
993 970 £ 146 930 + 140 912+137 996 + 149 961 + 144 995 £ 149 983 + 68
853 109 + 17 98 + 49 123+ 19 111+17 98 + 49 137 +£21 131+ 10
854 1952 + 293 1906 + 286 1928 + 289 1874 + 281 1955+ 293 1927 + 289 1900 + 127
884 698 + 105 671 £101 720 + 108 698 + 105 709 £ 106 720 £ 108 723 £ 71
873 201 £30 202 £30 198 +£30 195+ 29 212 +£32 228 + 34 242 + 33
870 784 £ 118 785+ 118 785 £ 118 810+ 122 799 £ 120 817 £ 123 814 + 89
989 2571 + 386 2542 + 381 2542 + 381 2514 + 377 2567 + 385 2540 + 381 2513+ 172
862 949 + 142 906 + 136 931 + 140 924 + 139 916 + 137 971 £ 146 979 £+ 35
Tabulka 21. Zelezo (mg/kg).
Vzorek HotBlock MPZ
A105°C A105°C Al15°C A125°C B C WEPAL
po tydnu
860 2170243255 | 21677+3252 | 2192943289 | 21739+3261 | 22309+3346 | 21523+£3229 | 22300+1310
879 2721844082 | 267954019 | 271004065 | 26979+4047 | 280904214 | 25857+3879 | 2800042200
919 3082 +£462 3005 +491 2696 + 404 2863 + 429 2842 +£ 426 2892 + 434 3000 £+ 305
883 6042 +906 | 5906+ 886 | 5622+843 5819+ 873 | 5698+855 | 5882+882 | 5790+ 388
993 5826+ 874 | 5608+ 841 5240+ 786 | 5228 +784 | 5599+840 | 5731860 | 5630+ 428
853 6578 £ 987 6339 + 951 6121 £918 5551 +£833 6169 =925 6286 + 943 6510 £ 530
854 35793+£5369 | 34123+5119 | 344715171 | 34048 £5107 | 34918+5237 | 33583+£5037 | 35400+3010
884 2309543464 | 2218243327 | 22470+3371 | 22565+£3384 | 23020£3453 | 2226143339 | 2260041380
873 3184244776 | 30814+4622 | 314204713 | 3150844726 | 3231544847 | 2927344391 | 31400+2050
870 2082844474 | 2921344382 | 29426+4414 | 2958244437 | 29985+4498 | 27893+4184 | 30000+£1420
989 3499445249 | 3412945112 | 3436245154 | 34274+£5141 | 3507845262 | 3443345165 | 35000+1430
862 2810 + 422 2607 + 391 2805 + 421 2773+416 2888 +433 2888 +433 2870 £ 268
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Tabulka 22. Hlinik (mg/kg).

Vzorek HotBlock MPZ
A105°C A105°C A115°C A125°C B C WEPAL
po tydnu
860 8146 £ 815 8013 £ 801 7895 £ 790 8097 + 810 8400 £ 840 | 8497+850 | 9050=+1014
879 19363+£1936 | 19428+1943 | 184661847 | 19122+1912 | 20271+2027 | 18144+1814 | 22900+3670
919 5025+£502 | 4896+490 | 4246 +425 4387 +439 4665+ 467 | 4708 £471 4720 + 475
883 5045+ 505 | 4934 +493 5093 £ 509 5508 £ 551 5022 +£502 | 5613+561 | 7330=+2540
993 4200+420 | 4050+405 | 3677 +368 3701 £ 370 4233 +423 | 4364+436 | 4300+676
853 4100+ 410 | 4006+ 401 3743 £ 374 3718 £372 3836 £384 | 4085+409 | 4230+411
854 2421242422 | 2405942406 | 22867+2287 | 22776+2278 | 2369242369 | 2247342247 | 26500+3680
884 18024+1802 | 17663+1766 | 16618+1662 | 17392+1739 | 18417+1842 | 16889+1689 | 18000+2333
873 38451+£3845 | 38037+3804 | 3763243763 | 3729743730 | 38097+3810 | 39400+3940 | 41500+5950
870 2532342532 | 2477042477 | 24064+2406 | 23693+2370 | 2454342454 | 2293842294 | 28000+5460
989 2287542288 | 2253342253 | 2183842184 | 21489421490 | 2272742273 | 2145242145 | 25900+3920
862 4617 +462 | 4407 + 441 4479 + 448 4393 +439 4788 +479 | 4885+489 | 4570+ 397

Pro vSechny sledované analyty bylo zjisténo, Ze teplota 105 °C je pro extrakci dostacujici.

Stejn¢ tak nebyl zjiStén zasadni vliv na obsah jednotlivych analyti ve filtrovaném

a nefiltrovaném vzorku a dale nebyl

v nefiltrovanych extraktech métenych v odstupu 1 tydne.

pozorovan narust obsahli z4jmovych prvki

Vliv vyssi navazky vzorku ma pozitivni efekt na méfeni extraktii s ohledem na namétrené

vys$si intenzity jednotlivych analytll, zvlasté v nizSich koncentracnich urovnich a nizsi RSD

méfteni (vzhledem k velkému mnozstvi dat prezentovanych v tabulkdch nebylo mozné zatadit

samostatné RSD meéfeni). Nicméné v ramci nejistoty meétfeni jsou navazky 1 g a 2 g

srovnatelné, protoze pouzity ICP-OES spektrometr ma dostacujici meze detekce (meze

stanovitelnosti) i pro méfeni nizSich koncentracnich trovni mikroelementt a tézkych kovl

v lucavkovych extraktech pfi navazce 1 g vzorku.

Tabulka 23. Mikroelementy a tézké kovy v kalech (mg/kg).

HotBlock
Vzorek
262 263 273 238 265 268
As 6,89 + 2,07 8,62+2,59 | 11,35+3,41 | 0,56+0,28 5,25+ 1,57 4,02 +£2,01
MPZ

7,09 £ 0,40 0,82 +0,19 12,80 £ 0,89 0,40 5,54 +£0,58 4,59+ 0,51

WEPAL
Be 0,45+ 0,09 0,59+0,12 2,47+ 0,49 0,03 +0,02 0,36+ 0,07 0,15+0,08
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MPZ
0,48 0,03 0,59+0,12 2,43+£0,12 0,03 £0,01 0,39 £ 0,04 0,16 £0,09
WEPAL
Cd 0,38+0,19 0,42 +0,21 1,56 £ 0,39 0,07 0,03 0,45 +£0,21 1,75 £ 0,44
MPZ
0,37+ 0,03 0,39 +0,03 1,19+0,12 0,05+0,01 0,45+ 0,04 1,34 £ 0,09
WEPAL
Co 6,25 +0,94 7,62+1,14 | 104,5+15,7 | 0,45+0,23 4,67+0,70 6,02 + 0,90
MPZ
5,80+ 0,44 7,20+ 0,52 108,0 £ 7,6 0,44 + 0,03 4,64 +0,21 6,25+ 0,50
WEPAL
Cr 66,57+9,99 | 61,96+£929 | 129.9+19,5 | 4,31+0,65 | 55,64 +£8,35 | 73,35+11,00
MPZ
84,70£17,45 | 72,80 +7,20 | 138,0+12,3 | 4,52+0,55 | 70,80 +17,2 | 78,00 +4,84
WEPAL
Cu 45,36 £ 6,80 | 45,51 +£6,83 | 323,7+48,6 | 15,61 +2,34 | 65,10+9,76 | 265,5+ 39,8
MPZ
43,00 +2,14 | 44,70 +2,04 | 236,0+22,9 | 15,66+ 0,90 | 54,60+ 3,06 | 269,0 + 14,1
WEPAL
Mo 3,47 +£0,69 2,87 £0,57 9,00 £+ 1,80 0,40+ 0,20 3,78 £0,76 5,55+1,11
MPZ
3,54 £ 0,40 2,88 £0,34 9,13 +£0,38 0,53 £ 0,05 3,66 £ 0,36 6,06 £0,53
WEPAL
Ni 27,71 £4,16 | 32,24+4,84 | 128,1+19,2 | 2,70+ 1,35 | 25,25+3,79 | 42,70 £+ 6,40
MPZ
27,60+ 1,64 | 32,30+ 1,38 135,5+6,4 2,62+0,25 | 26,40+ 1,76 44,0+ 2,3
WEPAL
Pb 3434+£5,15 | 28,54 +£428 | 186,9+280 | 2,94+1,47 | 58,91 £8,84 | 48,27 +7,24
MPZ
39,70 £ 3,66 | 34,55+2,17 | 220,0+12,0 | 1,90+0,38 | 58,90+3,17 | 60,00 +4,13
WEPAL
A% 23,30+3,49 | 31,37+4,71 | 25,86 £3,88 | 1,37+0,69 | 15,63 +2,34 | 8,42+1,26
MPZ
26,00 34,80 26,20 £+ 4,60 1,70 19,50+ 7,19 | 10,1 £2,76
WEPAL
Zn 131,2+19,7 | 135,3+20,3 | 662,0+99,3 | 85,10+12,77 | 182,9+274 | 607,0+91,0
MPZ
135,0+4,5 137,0+4,8 | 710,0+32,1 | 92,70+ 4,42 | 187,0+84 | 649,0+30,9
WEPAL
N 1930 £ 289 1545 £ 232 10107+1516 | 23519+3528 | 2422 +363 | 7921 +£1188
MPZ
1942 £ 91 1503 £ 107 10000+£687 | 23128+2881 | 2270 +427 7791 + 953
WEPAL
Mn 6144+922 | 675,3£101,3 | 528,0+79,2 | 27,97+13,98 | 3952+59,3 | 348,1 +£52.2
MPZ
620,0+£19,2 | 700,0£23,5 | 564,0+ 17,0 | 31,10+2,85 | 410,0+ 12,1 | 379,0+9,0
WEPAL
HotBlock
Vzorek
283 250 279 222 273 237
As 4,09 £ 2,05 10,2 £ 3,06 5,86+1,76 | 11,85+3,56 | 0,73 +0,37 1,31 £ 0,66
MPZ 4,45+0,55 | 11,00£1,00 | 5,72+0,70 | 13,10+ 1,03 0,63 1,26
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WEPAL

Be 029+0,06 | 0,19+0,04 | 033007 | 0,21£0,04 | 0,05+0,03 | 0,08+ 0,04
MPZ
033+0,04 | 020+£0,09 | 038+0,02 | 0,24+009 | 0,06+0,04 | 0,080,02
WEPAL
cd 033+0,17 | 1,96+049 | 034+0,17 | 2,74+068 | 0,29+0,15 | 0,09+ 0,05
MPZ
036+0,04 | 1,95£0,09 | 033+£0,02 | 2,66+009 | 0,31+004 | 0,10+ 0,02
WEPAL
Co 3,60+£054 | 522+0,78 | 495+0,74 | 4224063 | 2,82+042 | 228+0,34
MPZ
3,80£032 | 5264021 | 5,18+047 | 4,85+027 | 290+025 | 2,14+0.23
WEPAL
Cr | 3526+529 | 4327+649 | 59,92 8,99 | 46,97 +7,05 | 580+0,87 | 6,61 0,99
MPZ
43,80+ 7,99 | 45,70+ 1,94 | 72,50£10,07 | 51,30 +£3,83 | 7,16+0,57 | 6,84 +0,69
WEPAL
Cu | 47,08+7,06 | 381,6+57,2 | 52,08+ 781 | 410,0+61,5 | 82,33+12,35 | 19,52 2,93
MPZ
48,50+ 3,15 | 385,04 14,1 | 54,10+3,88 | 416,0+22,0 | 85,60 «5,14 | 20,00 + 1,24
WEPAL
Mo | 3,01£0,60 | 554+1,11 | 482+0,96 | 695+139 | 421+0,.84 | 0,60 0,30
MPZ
3,15£032 | 624+0,19 | 5154027 | 7,30+0,37 | 482+026 | 0,70+ 0,05
WEPAL
Ni | 20,03+£3,00 | 3625544 | 28,63 +429 | 31,42+£4,71 | 497+248 | 488+244
MPZ
22,50+ 1,34 | 37,60+ 1,44 | 31,80+2,03 | 33,20+ 1,75 | 5884036 | 542+0,42
WEPAL
Pb | 32,46+4,.87 | 142,0£21,3 | 2838 +426 | 254,7+382 | 3,26+ 1,63 | 1,74+0,87
MPZ
36,70+2,37 | 158,0+6,7 | 32,80+2,55 | 282,0£93 | 2,31+0,20 | 1,48+0,29
WEPAL
% 11,64+ 1,75 | 12,51+ 1,88 | 1634245 | 14,59+2,19 | 2,68 0,40 | 16,13 +2,42
MPZ
14,10 14,00 19,30 16,70 3,21 18,30
WEPAL
Zn | 131,8+19,8 | 1064+160 | 1293+19,4 | 1197+180 | 366,5+ 55,0 | 59,29 = 8,89
MPZ
143,0£9,5 | 1154+41 | 131,046,7 | 127965 | 293,0+13,7 | 65,00+ 2,41
WEPAL
S 2320+348 | 1313041969 | 1639+246 | 1397142096 | 5397 £810 | 52764+7915
MPZ
2370+250 | 12960+1491 | 1591+ 152 | 13964+693 5635 53500
WEPAL
Mn | 354,4+532 | 4584 +68,8 | 424,90+ 63,7 | 647,0£97,0 | 373,6+56,0 | 131,9 + 19,8
MPZ
381,0+ 13,1 | 486,0+ 14,5 | 450,0+ 12,9 | 700,0 £ 11,2 | 404,0+10,0 | 142,0+4,6
WEPAL
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Tabulka 24. Makroelementy v kalech (mg/kg).

HotBlock
Vzorek
262 263 273 238 265 268
Mg 7586+ 1138 | 8178 £ 1227 | 5367 + 805 1813 £272 | 7928 +1189 6015 +902
MPZ
7590+ 375 | 8500+ 542 | 5500 +426 1850 + 106 8290 + 361 6160+ 379
WEPAL
Ca 4613346920 | 47313+7097 | 30120+4518 | 39606+5941 | 54845+8227 53368+8005
MPZ
470002010 | 49400+1890 | 31600£1510 | 4170042080 | 58100+2180 58500+1850
WEPAL
K 10250+£1025 | 6869 + 687 | 2407 £243 | 28132+2813 | 1240241240 2202 +220
MPZ
11000+£1530 | 8430+ 1110 | 3390+ 826 | 31300+£1630 | 13800+1440 2640 £ 410
WEPAL
Na 450 + 67 547 £ 82 1855 +£278 | 9766 + 1465 281 £ 42 1040 + 156
MPZ
491 + 56 623 £ 89 1920+ 107 | 10500 + 680 320 + 64 1100 + 149
WEPAL
P 2865 +430 1929 £ 289 | 2452743679 | 22535+3380 | 3003 + 451 26796+4019
MPZ
3230+ 189 | 2380+ 153 | 276501520 | 24100+1320 | 3300+ 122 30400+1810
WEPAL
Fe 14807+2221 | 16843+2527 | 199962999 | 1011 + 152 11158+1674 38050+5707
MPZ
15000+1180 | 17500+1800 | 21800+650 1100 = 121 11900 + 770 42300+1640
WEPAL
Al 9003 £900 | 13159+1316 | 42935+4294 673 £ 67 6517 + 652 14834 + 1483
MPZ
11650+2440 | 15800+3010 | 47600+£3700 | 870 £ 192 9210 + 3375 16200+1390
WEPAL
HotBlock
Vzorek
283 250 279 222 273 237
Mg 6235+935 | 3394+509 | 7941 £ 1191 | 3525+529 | 9881 + 1482 22905+3436
MPZ
6680 +493 | 3440+ 184 | 8410+357 | 3560+ 198 10200 + 450 24400+1000
WEPAL
Ca 49725+7459 | 37103+£5566 | 6317749477 | 39100+£5865 | 76669+11500 | 28444+4327
MPZ
5270043250 | 38600+£1950 | 67500+£4290 | 407001390 | 8590043320 29000+£1070
WEPAL
K 12069+1207 | 1694+ 169 | 8263 + 826 1633 £ 163 | 24427+2443 | 10709710710
MPZ
13800+1450 | 1810+ 145 | 9490+1176 | 1800+ 188 | 280001320 100400+6900
WEPAL
Na 800 + 120 1073 £ 161 248 + 37 1044 + 157 3653 + 548 12918+1938
MPZ
860 + 76 1160 +£48 330+ 79 1120 £ 54 3420 + 437 12600 + 750
WEPAL
P 2951 £443 | 28494+4274 | 1939 +291 | 24522+3678 | 18271+2741 27939+4191
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MPZ
3400 + 189 | 32400+1230 | 2270+ 131 | 27210£1400 | 195004560 30900+1500
WEPAL
Fe 11910+1786 | 479137187 | 11499+1725 | 36037+5406 905 + 136 1979 + 297
MPZ
12600+630 | 51100+2010 | 12000+1100 | 39400+1730 930+91 2020 + 125
WEPAL
Al 5816 £592 | 21082+2108 | 6535+653 | 19117+1912 363 +36 953 +£95
MPZ
6090 £480 | 214001670 | 7940 + 1602 | 19400+1400 450 1040 £ 113
WEPAL

U vzorku kalu (tabulka 23 a 24), jiz nebyla provadéna vSechna srovnani a byl proveden pouze
jeden typ extrakce s niz$i navazkou nez u pud, tzn. 0,5 g vzorku (2 ml HNO3 + 6 ml HCI),
105 °C, nefiltrované extrakty. Srovnanim naméfenych hodnot s vysledky MPZ bylo zjisténo,

Ze jsou obsahy analytli v ramci nejistoty shodné.

4 Zavér

V této praci bylo ovéfeno, Ze novd norma s pouZzitim zafizeni HotBlock plné vyhovuje
potfebam laboratofe, a to jak pro extrakci pud, tak pro extrakci kald lucavkou kralovskou.
Z hlediska priichodnosti vzorku laboratoii je zafizeni HotBlock velmi efektivni vzhledem
k tomu, ze oproti 16 pozicim v puvodnim rozkladném zatizeni je HotBlock vybaven
54 pozicemi, takze laboratof je schopna tfikrat rychleji zpracovavat vzorky pro extrakci
luc¢avkou kralovskou. Stejné tak z hlediska environmentalniho zatiZzeni je spotieba chemikalii

méneé nez tretinova.

5 Literatura
1. CSN EN ISO 54321: Pudy upraveny biodpad, kaly a odpady — Rozklad frakci prvki

rozpustnych v lucavce kralovskeé.

2. Zbiral. J. a kol.: Jednotné pracovni postupy — Analyza puad II.
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Zavedeni metody pro identifikaci odrid jeCmene pomoci

SSR markeru
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1 Uvod

Prace vychazi z pozadavku Narodniho odridového ufadu na zavedeni podplirné metody
pro ur€eni odriidové pravosti, kontroly osiva/sadby a tvorby databazi genetickych profila
(pre-screening odrid pro DUS). Genotypizace zalozend na analyze mikrosatelitnich (SSR)
markerd je hojn¢ vyuzivana technika, kterd je pro svoji vysokou rozliSovaci schopnost
vhodnym néstrojem k rychlé a efektivni kontrole rostlinného materialu, véetné identifikace
odrid.

Mikrosatelitni oblasti jsou pfitomné u vétSiny rostlinnych genomi a obsahuji repetitivni
motivy DNA sekvenci o délce 1 az 6 bp. Jejich celkova délka obvykle nepiesahuje 100 bp
a jsou soucasti nekodujicich sekvenci genomu, které se podileji na regulaci genové exprese.
Vzhledem k jejich struktufe Casto podléhaji mutacim, kdy piedev§im kvuli replika¢nim
chybdm DNA polymerazy dochazi k vynechdni nebo piidani jednotky repetitivniho motivu,
a vykazuji vysoky stupeil polymorfismu. Navic se vyznacuji kodominantnim charakterem
dédicnosti, Sirokym zastoupenim v genomu a druhovou specifitou.

Pifi vybéru marker vhodnych k charakterizaci odrid jeCmene se vychazelo z odborné
literatury, sekvence pfislusnych primert jsou dostupné ve verejnych databéazich. Zavadéni
analytickych postupii vychazelo ze stavajicich JPP a z pravidel a doporu¢eni Mezindrodni
asociace pro zkouseni osiv (ISTA). Slabinou metody je absence referen¢niho materialu,

pripadné databaze umoziujici porovnani vyslednych alelickych profila testovanych vzorkd.

2 Material a metody

2.1 Pristrojové a technické vybaveni

2.1.2 Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) pl.
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2.1.3 Analytické vahy.

2.1.4 Centrifuga na desticky.

2.1.5 Elektromagnetické michadlo s ohievem.

2.1.6 Fotofokumentac¢ni zafizeni.

2.1.7 Fragmentovy analyzator Fragment Analyzer (Advanced Analytical).
2.1.8 Horkovzdu$na susarna.

2.1.9 Chladnicka.

2.1.10 Chlazena centrifuga (14000 ot/min).

2.1.11 Mikroobjemovy UV-VIS spektrofotometr.

2.1.12 Minicentrifuga.

2.1.13 Mraznicka.

2.1.14 PCR box.

2.1.15 PCR desticky, samolepici folie.

2.1.16 Plastové zkumavky (0,2 ml, 0,5 ml, 2 ml, 50 ml, 250 ml).
2.1.17 Rotorovy rychlomlynek Pulverisette 14 (Fritsch).

2.1.18 Sterilni Spicky s filtrem, bez filtru.

2.1.19 Termocyklér C1000 Touch ™ Thermal Cycler (Bio-Rad).
2.1.20 UV lampa.

2.1.21 Vodni lazen.

2.1.21 Vortex.

2.1.22 Vyrobnik ledu.

2.1.23 Zékladni laboratorni sklo, plastik, ochranné rukavice.

2.1.24 Zaftizeni na horizontalni elektroforézu, zdroj napéti.

2.2 Chemikalie
Reagencie pro izolaci DNA

2.2.1 DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen).
2.2.2 Ethanol pro spektroskopii (Uvasol).

Reagencie pro elektroforézu
2.2.3 Trizma base (Sigma).
2.2.4 Kyselina octova 99,8%, p. a. (Lach-Ner).
2.2.5 Disodna st kyseliny ethylendiamintetraoctové, Na,EDTA (Sigma).
2.2.6 Agardza (Sigma).
2.2.7 Ethidium bromid (Merck).
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2.2.8 6x DNA Loading Dye (Fermentas).
2.2.9 EZ Load™ Precision Molecular Mass Ruler (Biorad).
2.2.10 GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder, ready-to-use (Fermentas).

Reagencie pro PCR

2.2.11 Type-it Microsatellite PCR Kit (Qiagen).

Slozeni kitu: 2 x Type-it Multiplex PCR Master Mix, 5 x Q-Solution, RNase-Free voda.
2.2.12 Amplifika¢ni primery 100uM (Generi Biotech).

2.2.13 PCR voda.

Reagencie pro fragmentacni analyzu

2.2.14 DNF-900 dsDNA Reagent Kit, 35 bp — 500 bp (Advanced Analytical).

SloZeni kitu: FA dsDNA Gel, 35 bp — 500 bp, Interkala¢ni barvivo, 5 x 930 dsDNA Inlet
Buffer, 5% Capillary Conditioning Solution, fedici 1x TE puft, 35 bp a 500 bp Markery, 75 —
400 bp Range DNA Ladder, Mineralni ole;.

2.2.15 Capillary Storage Buffer (Advanced Analytical).

2.3 Testovany material
V ramci zavedeni metodiky bylo testovano 21 vzorkl jeCmene, jejichZ blizsi specifikace jsou

uvedeny v Tabulce 1. Jednalo se o 10 jarnich a 11 ozimych v CR registrovanych odrid

¢eského 1 svétového sortimentu.

2.4 Pracovni postup
Analytické postupy zahrnujici homogenizaci osiva, extrakci DNA, kontrolu kvantity a kvality

DNA, amplifikaci SSR markert a fragmenta¢ni analyzu PCR produkti, se provadi
za podminek uvedenych v JPP &. 60075.1 Uprava a homogenizace vzorki osiv pro extrakci
DNA, JPP ¢. 10700.1 Izolace DNA (kit DNeasy Plant Mini), JPP ¢. 10250.2 Stanoveni
pritomnosti GMO metodou PCR a JPP €. 10258.1 Kapilarni elektroforéza pro stanoveni GMO
metodou PCR.

21 SSR markert (Tabulka 2) vhodnych k identifikaci odrid je¢mene bylo pfevzato z odborné
literatury (Perry et al. (2014); Korff et al. (2004), LeiSova et al. (2007)). Nukleotidové
sekvence primert (Tabulka 3) pro testovanou sadu marker byly ovéfeny v databazi
GenBank. Pro amplifikaci cilovych sekvenci byl pouzit komeréni kit Type-it Microsatellite
PCR (Qiagen), ktery je pifimo urfen pro genotypové analyzy probihajici v multiplexu.
V ptipadé multiplex PCR se pfipravi 10x primer mixy obsahujici 1 uM - 4 uM pfisluSnych
primerua (Tabulka 4). Veskera fedéni se provadi vodou pro PCR, neni-li uvedeno jinak.
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Reakeéni smés pro vlastni PCR obsahuje mastermix a templatovou DNA. SloZeni mastermixu
je uvedeno v Tabulkach 5 (singleplex) a 6 (multiplex). Jednotlivé komponenty se pipetu;ji
v poradi, ve kterém jsou uvedeny v tabulce, smés se promichd jemnym propipetovanim,
kratce sto¢i na minicentrifuze a rozalikvotuje po 7,5 ul (8,25 ul pro reakce v multiplexu)
do oznacenych PCR zkumavek. Nésledné se doreakce ptidava 5 ul templatové DNA,
(v ptipadé beztemplatové kontroly a kontroly prostfedi 5 pul vody), celkovy reakéni objem ¢ini
12,5 ul (13,25 pl pro reakce v multiplexu). Reakéni podminky jsou optimalizovany na C1000
Touch Thermal Cycler (Bio-Rad). Teplotni profily a jednotlivé kroky PCR jsou uvedeny
v Tabulce 7.

Tabulka 1. Seznam vzorki testovanych v ramci metodiky.

Cislo Plodina Odrida Kod Specifikace
1 JeCmen jarni Chain 5093450

2 Jetmen jarni STRG 774/11 5090811 podobné

3 JeCmen jarni SG-S 419 5090793

4 Je¢men jarni SG-S 431 5090794 stejny pivod
5 JeCmen jarni RP13031 5095128

6 Jetmen jarni RP14033 5095129 stejny piivod
7 JeCmen jarni Odyssey 5086483

8 Jetmen jarni Octavia 5093104 pribuzné

9 JeCmen jarni AF Cesar 5082338

10 Je¢men jarni KWS Asta 5086619 odlisné
11 Jemen ozimy AC 08/290/26 5092695

12 Jemen ozimy KWS Salsa 5092567 podobné
13 Je¢men ozimy KW 2-430 5094745

14 |Jetmen ozimy KW 2-431 5094746 stejny piivod
15 JeCmen ozimy Colonia 5085993

16 Jemen ozimy Paso 5085979 odlisné
17 JeCmen ozimy Wootan 5088337 hybrid

18 Je¢men ozimy F1F069 5088502 linie

19 JeCmen ozimy FM0471 5088503 linie

20 JeCmen ozimy RE18 5086340 linie

21 JeCmen ozimy Leibniz 5081734 linie
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Tabulka 2. Seznam 21 mikrosatelitnich markeri (chromozomalni lokalizace,

nukleotidovy motiv, pfedpokladané délkové rozmezi alel, pocet detekovanych alel).

Marker Chromozom rle\gzgl’e prodl?lil:ila(bp) Pzﬁift Zd*l'Oj
Bmag0005 5H (AG)1s 166-172 3 a
Bmag0120 7H (AG)1s 222-256 3 a
Bmag0223 SH (AG)16 145-173 9 a
Bmag0225 3H (AG)26 137-158 4 a
Bmag0382 IH (AG)7AA(AG); 94-109 3 a
Bmag0692 2H (CT)io 160-176 3 a
EBmac0415 2H (AC)17 221-243 3 a
EBmac0501 IH (AO)13 141-151 4 a
EBmac0635 4H (AC)23 108-114 3 a
HvWaxy 7H (GCAT)4 190-196 4 a
EBmac0624 6H (GT)s/7 104-121 3 b
MGB371 6H (TG)s 128-136 4 b
MGB318 7(5H) (CTG)s 148-164 2 b
MGB357 7(5H) (CCG)s 236-248 2 b
HVM40 4H (GA)§(GT)«(GA); 135-149 3 ¢
HVM74 6H (GA)13 178-221 4 c
Bmag0500 6H (AGACGAHAGAGGGHAG) 68-181 6 c
Bmag0496 6H (CT)20 180-192 4 c
HVM36 2H (GA)13 112-123 3 c
BMS90 1H (AC)0 212-220 3 c
BMS32 1H (AC)7T(CA)15(AT)o 214-223 3 c

*a — Perry et al. (2014): Simple sequence repeat-based identification of Canadian malting
barley varieties; b — Korff et al. (2004): Insertion of 18 new SSR markers into the Oregon
Wolfe Barley map; ¢ — LeiSova et al. (2007): Genetic resources of barley and oat

characterised by microsatellites.

Separace a detekce ziskanych PCR produkti se provadi metodou kapilarni elektroforézy.
Vzorky se separuji ve 12 kapilarovém fragmentacnim analyzatoru od firmy Advanced
Analytical (experimentalni protokol DNF-900-55 — DNA 35-500bp.mthds), nésledné

se vyhodnocuji  prostfednictvim  programu PROSize™ 3.0  Analytical Software.
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Pro kvalitativni analyzu dsDNA fragmentt o velikosti 35 bp az 500 bp se vyuziva komercni
soupravy DNF-900 dsDNA Reagent Kit, 35 bp — 500 bp. Vzorky se pted fragmentacni
analyzou Sestkrat fedi 1x TE pufrem, ktery je soucasti kitu, pticemz celkovy objem musi byt
minimalné¢ 30 pl (25 pl 1x TE + 5 pul PCR produkt). Produkty MPBmag + Bmag0382
a MPEBmac + Bmag0005 se separuji spole¢né, pipetuje se tedy 20 pul 1x TE + 5 pl PCR
produkt 1 + 5 pl PCR produkt 2. Analyzou surovych dat se ziskaji udaje o velikosti (bp)
separovanych dsDNA fragmentd. Data jsou standardizovana na dolni (LM, 35 bp) a horni
(UM, 500 bp) kvalitativni marker, DNA Ladder o rozsahu 75-400 bp slouzi jako hmotnostni
standard (Obréazek 1) a je analyzovan paralelné se vzorky. Pro spravné sestrojeni kalibracni
ktivky musi byt detekovano vSech 9 piki DNA Ladderu. V kazdém b¢hu (vcetné
beztemplatové kontroly PCR) musi byt detekovan rozeznatelny pik pro LM a UM.

Primarni data se déle prevadéji do bindrni matice a statisticky se zpracovavaji pro urceni
genetické podobnosti (GS) mezi jednotlivymi odridami. Na zaklad¢ ptitomnosti (1)
¢i neptitomnosti (0) alely se pro kazdy vzorek sestavi alelicky profil (reprezentovany bindrni
matici) pro vSechny SSR markery. Maticovy soubor se vyhodnoti ve statistickém programu
PAST (Paleontological Statistics) ver. 3.17 stanovenim koeficientu podobnosti dle Jaccarda.
Informaci o vzdjemné genetické odliSnosti (GD) lze ziskat jednoduchou transformaci
GD =1 - GS. Vizualizace vyslednych dat (genetickych podobnosti) sestrojenim dendrogramu

se provadi metodu parovani pomoci nevazenych aritmetickych priméri (UPGMA).
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Tabulka 3. Nukleotidové sekvence specifickych primeru pro amplifikaci SSR markeri

a referen¢niho genu (RG); teplotni profily a prisluSny multiplex/singleplex pro PCR.

Marker Forward primer (5"— 3") | Reverse primer (5— 3") | PCR | Set
Bmag0005 | TCCATGATGATGTGTGCATAGA | CGGATCCCAACAAACACAC TPI1 -
Bmag0120 ATTTCATCCCAAAGGAGAC | GTCACATAGACAGTTGTCTTCC | TP7 1
Bmag0223 TTAGTCACCCTCAACGGT CCCCTAACTGCTGTGATG TP6 -
Bmag0225 | AA\CACACCAAAAATATTACATCA| CGAGTAGTTCCCATGTGAC TPS 4
Bmag0382 | TGAAACCCATAGAGAGTGAGA | TCAAAAGTTTCGTTCCAAATA | TP4 -
Bmag0692 | GCAAGGTATCTCTTGTATTITG | TGGCATCTACAATCTAAAACA | TP7 1
EBmac0415|  GAAACCCATCATAGCAGC AAACAGCAGCAAGAGGAG TP4 2
EBmac0501| ACTTAAGTGCCATGCAAAG AGGGACAAAAATGGCTAAG | TP4 2
EBmac0635| 1GCTGCGATGATGAGAACT TAGGGTAGATCCGTCCCTATG | TP4 2
HvWaxy AAGACGTGGTGTTCGTGTG CAGATGGTTCCAGGGGTAAGTTC | TP8 3
EBmac0624 | AAAAGCATTCAACTTCATAAGA CAACGCCATCACGTAATA TPS 4
MGB371 TTATTCAGGCAGCACCATTG CACCAAGTTCACCTCGTCCT | TPS 3
MGB318 CGGCTCAAGGTCTCTTCTTC TATCTCAGATGCCCCTTTCC TPS 5
MGB357 GCTCCAGGGCTCCTCTTC AGCTCTCTCTGCACGTCCTT TPS 5
HVM40 CGATTCCCCTTTTCCCAC ATTCTCCGCCGTCCACTC TP7 6
HVM74 AGGAAGTCATTGCGTGAG TGATCAAGAATGATAACATGG | 1P7 6
Bmag0500 | GGGAACTTGCTAATGAAGAG | AATGTAAGGGAGTGTCCATAG | 1P7 8
Bmag0496 | AGTATAACCAACAGCCGTCTA CTATAGCACGCCTTTGAGA TP7 7
HVM36 TCCAGCCGAACAATTTCTTG AGTACTCCGACACCACGTCC | TP7 6
BMS90 ACATCAACCCTCCTGCTC CCGCACATAGTGGTTACATC | TP7 7
BMS32 CCATCAAAGTCCGGCTAG GTCGGGCCTCATACTGAC TP7 8
Referencni gen
trnL(UAA) | CGAAATCGGTAGACGCTACG | GGGGATAGAGGGACTTGAAC | TP2 -
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Tabulka 4. Priprava 10x primer mixii pro multiplex PCR (100 pl).

Zasobni . Finalni Zasobni . Finalni
primer Objem koncentrace | primer Objem koncentrace
100pM (ul) (M)  |100uM (ul) (M)
10x MPBmag (1) primer mix 10x MPMGB (5) primer mix
PCR voda 92 - PCR voda 92 -
F Bmag0120 2 2 F MGB318 2 2
R Bmag0120 2 2 R MGB318 2 2
F Bmag0692 2 2 F MGB357 2 2
R Bmag0692 2 2 R MGB357 2 2
10x MPEBmac (2) primer mix 10x MPHVM (6) primer mix
PCR voda 80 - PCR voda 90 -
F EBmac0415 2 2 FHVM36 1,25 1,25
R EBmac0415 2 2 R HVM36 1,25 1,25
F EBmac0501 4 4 F HVM40 1,67 1,67
R EBmac0501 4 4 R HVM40 1,67 1,67
F EBmac0635 4 4 FHVM74 2,1 2,1
R EBmac0635 4 4 R HVM74 2,1 2,1
10x MPMGBHY (3) primer mix 10x MPY (7) primer mix
PCR voda 95 - PCR voda 90 -
F MGB371 1 1 F BMS90 3 3
R MGB371 1 1 R BMS90 3 3
F HvWaxy 1,5 1,5 F Bmag0496 2 2
R HvWaxy 1,5 1,5 R Bmag0496 2 2
10x MPG (4) primer mix 10x MPX (8) primer mix
PCR voda 92 - PCR voda 92 -
F Bmag0225 2 2 F BMS32 2 2
R Bmag0225 2 2 R BMS32 2 2
F EBmac0624 2 2 F Bmag0500 2 2
R EBmac0624 2 2 R Bmag0500 2 2
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Tabulka 5. SloZeni reakéni smési (12,5 pl) pro singleplex PCR.

Slozka Objem/1 rekace (nl) | Finalni koncentrace
PCR voda 0,25 -

2x Type-it Multiplex PCR Master Mix 6,25 Ix
Forward primer (10nM) 0,5 0,4uM*
Reverse primer (10uM) 0,5 0,4uM*
Templatova DNA (5 ng/pl) 5 25 ng

*finalni koncentrace pro Bmag0382 je 0,8uM

Tabulka 6. SloZeni reakéni smési (13,25 pl) pro multiplex PCR.

Slozka Objem/1 rekace (ul) | Finalni koncentrace
PCR voda - -
Q-Solution (5x) 0,75 0,3x

2x Type-it Multiplex PCR Master Mix 6,25 Ix

10x primer mix (Tabulka 4) 1,25 0,1-0,2uM
Templatova DNA (5 ng/pl) 5 25 ng
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Tabulka 7. Teplotni profily PCR.

Krok \ Teplota (°C) | Cas (s) \ Pocet cyklu

TP1 (Bmag0005) TP1 35x30s58°C.prcl
Aktivace polymerazy 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 58 30 35
Extenze 72 30
Finalni extenze 68 600 1
Chlazeni 4 00 1

TP2 (RG) TP2 RG55°C.prcl
Aktivace polymerazy 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 55 60 35
Extenze 72 30
Finalni extenze 68 600 1
Chlazeni 4 00 1

TP4 (MPEBmac, Bmag(0382) TP4 40x60s60s58°C.prcl
Aktivace polymerazy 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 58 60 40
Extenze 72 60
Finalni extenze 68 600 1
Chlazeni 4 00 1

TP6 (Bmag(0223) TP6 40x60s90s58°C.prcl
Aktivace polymerazy 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 58 60 40
Extenze 72 90
Finalni extenze 68 600 1
Chlazeni 4 00 1

TP7 (MPBmag, MPHVM, MPY, MPX) TP7 35x60s60s58°C.prcl
Aktivace polymerazy 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 58 60 35
Extenze 72 60
Finalni extenze 68 600 1
Chlazeni 4 00 1

TP8 (MPMGBHv, MPG, MPMGB) TP8 35x60s90s58°C.prcl
Aktivace polymerazy 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 58 60 35
Extenze 72 90
Finalni extenze 68 600 1
Chlazeni 4 00 1
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Obrazek 1. 75-400 bp DNA Ladder, LM, UM.

3 Vysledky a diskuze

Metodické postupy pro upravu a homogenizaci vzorkl testovaného osiva a naslednou extrakci
DNA vychdazely z JPP uvedenych v kapitole 2.4. Ze vSech 21 testovanych vzorkl se podaftilo
ziskat vysokomolekularni DNA v dostatecném mnozstvi a kvalité (Tabulka 8) pro naslednou

optimalizaci reak¢nich podminek PCR.

Tabulka 8. Koncentrace a Cistota DNA.

Vzorek c(ng/nl) | Azeonso | Aze60230 | Vzorek c(ng/nl) | Aze0n2s0 | A260/230
1A 35,2 1,8 1,6 1B 29.4 1,8 1,7
2A 24,6 1,8 2,1 2B 34,3 1,8 1,6
3A 18,4 1,7 1,6 3B 21,2 1,8 1,7
4A 21,6 1,8 1,8 4B 28,3 1,8 1,6
5A 64,3 1,8 2,1 5B 64,9 1,8 2,1
6A 32,9 1,8 1,8 6B 1133 1,9 2,1
TA 116,5 1,9 1,9 7B 119,1 1,9 2,1
SA 131,7 2,0 2,1 8B 115,7 1,9 2,0
9A 90,9 1,9 2,1 9B 63,7 1,9 2,0
10A 130,5 2,0 2,0 10B 111,5 1,9 2,1
11A 63,4 1,9 2,2 11B 62,0 1,9 2,1
12A 31,6 1,8 2,1 12B 49,5 1,9 2,0
13A 55,9 1,8 2,1 13B 59,7 1,8 2,1
14A 42,1 1,8 2,0 14B 48,2 1,8 1,7
15A 38,2 1,8 2,0 15B 30,6 1,8 2,0
16A 30,8 1,8 2,0 16B 30,9 1,8 2,1
17A 53,5 1,8 1,7 17B 33,9 1,8 1,5
18A 39,4 1,8 1,7 18B 43,6 1,8 1,8
19A 32,7 1,8 1,9 19B 36,9 1,8 1,9
20A 40,2 1,8 1,9 20B 38,2 1,7 1,8
21A 19,0 1,8 1,7 21B 20,9 1,7 1,8
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Amplifikovatelnost vyextrahované DNA byla ovéfena PCR referen¢niho genu trnL. (UAA).
Jedna se o intronni oblast genu pro tRNA piitomného v plastidové DNA u rostlin. V ptipadé
jeCmene dochazi k amplifikaci produktu o délce 553 bp, detekce se provadi elektroforeticky

na 2 % agar6zovém gelu.

3.1 Optimalizace PCR

Analyza SSR polymorfismt je zaloZzena na PCR, ktera vyzaduje rozsdhlou optimalizaci
reak¢nich podminek pro vSechny testované markery. Pfedpokladem tspésné PCR je nastaveni
experimentalnich parametri reakce tak, aby méla specificky priabéh a minimalizoval se
vyskyt nespecifickych a jinych minoritnich produktt.

Analyza mikrosatelitnich oblasti DNA s detekci na systémech s vysokym rozliSenim
je mnohdy spojena s velkymi rozdily v intenzité fluorescen¢niho signalu a nerovnomérnymi
vytézky pro jednotlivé produkty. Castym jevem pii PCR mikrosatelitd, které maji p¥imy
dopad na interpretaci DNA profilti, je vznik riznych artefaktl, zejména pak stutter pikt, n-1
produktii, nebo vyskyt tzv. nulovych alel. Prokluz polymerdzy pfi replikaci mikrosatelitni
DNA muze mit za nasledek amplifikaci urcitého procenta PCR produkti kratSich/delSich
ojeden ¢i vice SSR motivil, oproti ofekavané délce. Jedna se o tzv. stutter piky, které
se hojn¢ vyskytuji u dinukleotidovych repetici, udelSich repetici jsou méné casté. Jsou
viditeln¢ jako dalsi vrcholy v elektroforetickém zéznamu, ¢imz znaéné komplikuji
vyhodnocovéni vzorki, zvlasté téch smésnych. Nizka kvalita templatové DNA muze vést
k preferencni amplifikaci jedné (obvykle kratsi) alely u heterozygota, ktery se pak chybné jevi
jako homozygot. Jednad se o tzv. alelicky dropout. Pfitomnost nulové alely je zpusobena
mutaci DNA v misté, které je homologni k sekvenci primeru. Tim je naruSena jeho
hybridizace, a proto nedochazi k amplifikaci alely ptivodné pfitomné ve vzorku. Stochasticky
efekt je primarné¢ zplsoben nizkou koncentraci templatové DNA, kdy v dasledku
nedostate¢ného nasedani primerti dochazi k nevyvazené amplifikaci.

V rédmci optimalizace PCR pro sadu testovanych mikrosatelitnich markerti byly stanoveny
optimalni parametry pro slozeni reak¢éni smési, vstupni mnozstvi templatové DNA a teplotni
profil amplifikace. Type-it Microsatellite PCR Kit obsahuje mastermix jiz ve form¢ ready-to-
use, tzn. s optimdlnim slozenim smési dANTP, MgCl,, reakéniho pufru a HotStarTaq DNA
polymerazy. Pfi upravé PCR reakénich podminek se vychédzelo z doporuceni manudlu kitu.
Mnozstvi vstupni templatové DNA vyznamné ovliviiuje efektivitu annealingu primerti a tim
uspesnost celé PCR. Nizké koncentrace DNA neposkytuji dostatené mnozstvi

komplementarnich sekvenci, pfili§ mnoho templatu vede k vétsi mife chybného parovani.
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Bylo testovano (5-75) ng templatové DNA v reakéni smési o celkovém objemu 25 pl,
mnozstvi (25-50) ng DNA se jevi jako optimalni. Sekvence a koncentrace primert v reakéni
smési  vyrazné ovliviluje vysledek PCR. PriliS§ vysokd koncentrace muze vést
k nespecifickému nasedani primerti na templatovou DNA nebo k tvorbé primer dimert. Pfili§
nizka koncentrace primert vede k jejich pfed¢asnému vycerpani a nedostatecnému mnoZzstvi
produktu. Byly testovany koncentrace forward areverse primert v rozmezi (0,2-1,0) pM.
Optimalni koncentrace primert v reakéni smési pro amplifikaci jednotlivych markert je
0,4 uM. Annealingova teplota (T.), neboli teplota nasedani primert, se odviji od délky
primerti a poétu GC pari. Cim vétsi délka a vy$si obsah GC pért, tim je Ta vys$si. V zasadd
plati, Ze Ta musi byt dostate¢né vysoka, aby nedochéazelo k nespecifickému nasedani primert
k templatové DNA, pokud by ale byla pfili§ vysoka, primery by nenasedaly viibec. Optimalni
Ta byla ur¢ena vytvorenim teplotniho gradientu v rozmezi teplot (46-65) °C. Prvni krok PCR,
pocatecni aktivace polymerdzy, probiha 5 minut pfi 95 °C. Nasleduje denaturace (30 s),
annealing a extenze, které se cyklicky opakuji. Finalni extenze zajiStuje plné dosyntetizovani
vSech nov¢é vzniklych produktii. Byly porovndny rozdilné doby trvani annelingu (30-
180) s a extenze (30-60) s, a pocet cyklt 35-45. Optiméalni vytézek PCR produkth byl ziskan
mezi 35. a 40. cyklem. Findlni extenze byla testovana pfi teploté (60-72) °C po dobu (5-30)
min. Soucasti kitu je 1 Q-Solution, ktery ovliviluje vlastnosti tdni DNA a jeho pfitomnost
v reakéni smési mize vést ke zvySeni Ucinnosti PCR. Nicméné v piipadé singleplex PCR
nebyl ve vétSing ptripadli pozorovan zadny pozitivni efekt. Optimalni parametry pro jednotlivé
markery jsou shrnuty v Tabulce 9. PCR je mozné provadét i v poloviénim reakénim objemu
12,5 pl. 7,5 pl tvofi mastermix se specifickymi primery a 5 ul DNA o koncentraci 5 ng/pl.

Testovani 21 markerdt vyzaduje provedeni velkého mnozstvi PCR a naslednych
fragmentacnich analyz. Ve snaze snizit mnozstvi amplifikaci a tim celkového Casu a nakladt
pro analyzu, byla navrzena multiplex PCR. Jeji pfednost spociva v rychlé detekci vice
produktii v jedné reakci za pouziti dvou a vice sad primerii. PfestoZze se princip samotné
reakce nelisi od standardniho protokolu PCR, efektivni vyuziti metody vyzaduje dikladné
navrzeni tak, aby se vysledné PCR produkty daly snadno a dostate¢né vzajemné odlisit.
Vzhledem ktomu, ze amplifikace pro vSechny markery neprobihd se stejnou ucinnosti
a citlivosti, bylo nutné nékteré reakéni podminky pietestovat a poupravit slozeni reakéni
smési. Bylo navrzeno nékolik variant multiplext s riznymi kombinacemi markerd, pro které
byl stanoven vhodny pomér koncentraci jednotlivych primerti. Soucasné by primery mély
hybridizovat pti podobné teploté (Ta), nesmi byt vzajemné komplementarni a délka produkta

by méla byt pti separaci kapilarni elektroforézou odlisSitelna alespoii o (20-30) bp. Pritomnost
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0,5 x Q-Solution méla pozitivni efekt na prob&hlou PCR. Piesto v nékolika ptipadech
dochézelo k negativnim interakcim a nékteré fragmenty nebyly amplifikovany. Podafilo se
zoptimalizovat 8 multiplex PCR protokolti pro paralelni detekci 3 (MPEBmac, MPHVM)
nebo 2 (MPBmag, MPMGBHv, MPG, MPMGB, MPY, MPX) SSR markert. Pro zbylé
3 markery (Bmag0382, Bmag0005, Bmag0223), které¢ se nepodatilo sloucit do jedné reakce,
je zachovan individudlni protokol singleplex PCR. Nicméné v nésledujicim kroku Ize provést

spole¢nou separaci pro MPBmag + Bmag0382 a MPEBmac + Bmag0005.

Tabulka 9. Optimalizované reak¢éni podminky PCR pro jednotlivé markery.

Marker Konc. primeri Ta Pocet cykli | Anneal./Extenze
(uM) O (s)
Bmag0005 0,4 58 35 30/30
Bmag0120 0,4 58 35 30/30
Bmag0223 0,4 58 40 60/90
Bmag0225 0,4 56 40 60/30
Bmag0382 0,8 58 40 60/30
Bmag0692 0,4 58 35 90/30
EBmac0415 0,4 58 35 30/30
EBmac0501 0,4 58 40 60/30
EBmac0635* 0,4 58 35 60/30
HvWaxy 0,4 58 35 30/30
EBmac0624 0,4 58 35 60/30
MGB371 0,4 58 35 60/60
MGB318 0,4 58 35 30/30
MGB357 0,4 58 35 30/30
HVM40 0,4 58 35 60/60
HVM74 0,4 58 35 60/60
Bmag0500 0,4 58 35 60/60
Bmag0496 0,4 58 35 60/60
HVM36 0,4 58 35 60/60
BMS90 0,4 58 35 60/60
BMS32 0,4 58 35 60/60

*QQ-solution
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3.2 Fragmentacni analyza a vyhodnoceni elektroferogramii
Produkty amplifikace byly separovany pomoci soupravy DNF-900 dsDNA Reagent Kit, kteréa

je uréena pro analyzu dsDNA fragmentt o velikosti 35 bp az 500 bp. Separacni rozliseni kitu
pii pouziti sady 55 cm dlouhych kapilar je nejméné (3-5) bp pii 300 bp. DNA fragmenty byly
vizualizovany softwarem PROSize™ 3.0 a vyhodnoceny pomoci 35 bp a 500 bp
molekularniho standardu. Vysledkem analyzy jsou tdaje o velikosti jednotlivych alel udavané
v parech bazi (Obrazky 2-7). Kombinaci alel pro vSech 21 SSR markerti se ziska DNA
(alelicky) profil vzorku (Tabulka 10).

Tabulka 10. Alelické profily testovanych odrid ziskané analyzou 21 SSR markerii.

w Ao o w

8 e | T LS B R EEE S - K S
aEHEEEHEEEE BN EHEERREEE
M EEHEEHEEE R EEEEEEED:

HEIEIE IR EEHEEHEE R EEEHEE
1 AJA|B|B|C|/B|B|C|C|D/B|B|B|C|A|A|B|B|C|A]|C
2 | AJA|IB|B|C|B|B|C|C|DIB|B|B|C|A|A|A|B|B|A|E
3 AJIA/B|B|C|B|B|C|C|DIB|C|B|C|B|A|B|B|C|A|E
4 A/AB|B|C|B|B|C|C|DIB|/B|C|C|B|B|B|C|C|A|N
5  AJA|IB|C|C|B|B|C|C|DIB|B|B|C|A|A|B|B|C|A|E
6 | AJA|IB|B|C/|B|C|C|C|DIB|B|B|C|IA|A|B|B|C|A|E
7  AJA|IB|B|C|B|B|C|C|DIB|B|B|C|A|A|A|B|B|A|E
8 A|/A|B|B|C|B|B|C|C|D|IB|IB/B|C|A|A|B|B|C|A|E
9 B|A|B|/A|C|B|C|C|A|D|C|IB|C|C|A|C|/B|B|C|A|A
10 | A(]A|B|B|C|B|C|C|C|D/B|B|C|C|A|A|B|C|C|A|E
11 | C/|A|A|CIND|[B|A|JA|C|/A|B|C|F|ID/N|IA|A|B|B|B|C
12 |C{|A|A|CINDIB|A|A|IC|A/B|C/E|A|N|A|A|B|B|B|D
13  B|A|A|CInND|B|A/B|C/ D B|C|G|ID|IAJ]A|A|C|B|A|D
14 | B|{A|A|CInNDIB|A|B|C|D/B|C|G|D|A|A|A|C|B|B|D
IS|A|A|A|C|C|B|A|A|C|D/B|C|H|ID/IN|B|A|B|B|B|C
16 | B|B|A|C|B|C|C|DIB|/AIB|C|/F|B|N|A|D/IA|A|C|D
17 |B|AB|A | C|AB|AC|A | A|B|AB|AB|AC| A |AB| A |AC|CD|B|A|A|B
18  B|AB|A|C|AB|C|A|A|B|A|AB|A|A|B|B{aACID|B|A|A|C
19  BIA|A|C|A|C|A|A|B|C|A|A|A|/B|N|C|D|IB|AJA|C
20 B I BIA|C|IA|A|A|A/B|/B|IB|CIDIAJIA|]A|{C|B|C|A|B
211 BIB|A|C|B|C|IA|IA|/B|A|IB|C|C|B|B|A|D|IC|A|A|C
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Obrazek 2. Porovnani elektroferogramu pro Bmag0223 u odrid Odyssey (a - je¢cmen

jarni) a Paso (b - je¢cmen ozimy).

Obrazek 3. Porovnani elektroferogrami 5 SSR markeri (a,b — HVM36, HVMA40,
HVM74; ¢,d — BMS32, Bmag0500) pro odridy Odyssey (a,c - je¢men jarni) a Paso (b,d -

je€men ozimy).
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Obrazek 4. Porovnani elektroferogrami 4 SSR markeri (a,b —- BMS90, Bmag0496; c¢,d
— MGB318, MGB357) pro odridy Odyssey (a,c - jeémen jarni) a Paso (b,d - je¢men

ozimy).

Obrazek 5. Porovnani elektroferogrami 6 SSR markeru (a,b — Bmag(0225,
EBmac0624; c,d — EBmac0415, EBmac0501, EBmac0635, Bmag0005) pro odridy

Odyssey (a,c - je¢men jarni) a Paso (b,d - jeémen ozimy).
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Obrazek 6. Porovnani elektroferogramii 5 SSR markeri (a,b - MGB371, HvWaxy; c,d
— Bmag0120, Bmag0692, Bmag0382) pro odridy Odyssey (a,c - je¢cmen jarni) a Paso

(b,d - je¢cmen ozimy).
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Bmag0120 MGB318 MGB357 EBmac0415 HvWaxy EBmac0624 Bmag0692
(AG)ss (CTG)s (CCG)g (AC)iy (GCAT), (GT)gr (CT)p
21,2 147-149 236,7 220-1 189-190 104-5 160-1

22789 164,5 2479 230-1 191-192 1189 172-3
256 242-4 196-197 121 176-7
ND
Bmag0382 Bmag0225 Bmag0005 EBmac0635 Bmag0223 MGB371novyF EBmac0501
(AG);,AA(AG), (AG)ys (AG)ss (AC); (AG)16 (TG)s (AC);3
137-8 166 145-6 128-9 140-141
142-3 170-1 1112 149-50 132-3 142-143
109-10 156 172 1134 156-6 134-5 146-147
158-9 bezQ (Q) 157 136-7 150-151
159-60
163
165-6
171 1712
173 1734
HVM36 HVM40 HVM74 BMS90 Bmag0496 BMS32 Bmag0500
(GA)s (GA)s, (GT)s, (GA), (GA)s (AChy (CThy (ACKT(CA){(AT)y | A0CaroAGAGGE A0
111-112 133-135 177-178 211212 180-181 214215 68-69
113-114 138-140 179-180 218219 188-189 216 78
nulta 148-149 191-192 220-221 192-193 223 155-156
220-221 157-158
181
ND  nultd N

Obrazek 7. Prehled pozorovnanych alel pro 21 testovanych SSR markeri u 21 vzorki

jeCmene.

3.3 Geneticka variabilita
Vysledné profily byly pievedeny do binarniho formatu reprezentovaného ptitomnosti (1) nebo

absenci (0) jednotlivych alel (Obrazek 8). Pomoci programu PAST ver. 3.17 s vyuzitim
metody UPGMA a Jaccardova podobnostniho koeficientu byla ziskdna matice genetickych
podobnosti pro vSechny testované odridy (Obrazek 9). Pro grafické vyjadieni vysledki 1ze
vytvorit dendrogram genetickych podobnosti (Obrazek 10). SSR genotypizaci DNA
vyextrahované z 21 vzorkl osiva je¢mene byl ziskan alelicky profil. Délka detekovanych
fragmentt alel pro jednotlivé SSR markery se pohybovala v rozmezi hodnot uvedenych
v Tabulce 2. Pro testovanou sadu 21 SSR markert bylo detekovano celkem 77 polymorfnich
alel.

V prvni ¢asti prace bylo zavedeno 14 SSR markerti. Bylo porovnano 210 pard alelickych
profilt, 7 znich nebylo odliSeno. V ptipad¢ vzorkti 13 (KW 2-430) a 14 (KW 2-431) slo
0 ozim¢ odridy stejného pltivodu, u zbylych Sesti part vzorkii se jednalo o odridy je¢mene

jarniho (1 (Chain) a 2 (STRG 774/11); 1 (Chain) a 7 (Odyssey); 1 (Chain) a 8 (Octavia);
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2 (STRG 774/11) a 7 (Odyssey); 2 (STRG 774/11) a 8 (Octavia); 7 (Odyssey) a 8 (Octavia)).

4

Ve snaze odlisit pfedev§im podobné odriidy jeCmene jarniho byla plivodni sada doplnéna

o dalsich 7 SSR markert.

shodnych alelickych profili ztistala

dnich sedmi part

uvo

o

Zp

neodliSena pouze dvojice vzorkti 2 (STRG 774/11) a 7 (Odyssey).
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Obrazek 8. Databaze alelickych profili (21 SSR); 1 — pritomnost alely, 0 - absence alely.
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— -
< Q
T e o = . s £ 8 £ g ¢z
14SSR s o T ¥ 22 72 5 <3 & T T F £ g § ., %
$8422:i:9zg%z2c;583::2%2z2;:
= ] ] = = @ = =
S 5 £ 388 2% 22 22 3 £ 2 g = 3
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Chain 1,00 0,17[0,22[0,22[0,33[0,04{0,06{0,07[0,04] 0,04[ 0,04
STRG 774/11 0,17)0.22|0,22] 0,33 0,04|0,06 0,07 0,04| 0,04/ 0,04
SG-S 419 0,220,27|0,27|0,40| 0,08/ 0,09 0,07 0,04 0,08 0,08
SG-S 431 0,17)0,22|0,22] 0,33 0,04| 0,06/ 0,07 0,04| 0,04 0,04
RP13031 0,22/0,27/0,27) 0,40] 0,08/ 0,09] 0,11 0,08 0,08 0,08
RP14033 0,17]0,22{ 0,22{ 0,33{ 0,08| 0,06{ 0,07] 0,04/ 0,04| 0,04
Odyssey 0,17]0,22{ 0,22{ 0,33{ 0,04| 0,06{ 0,07] 0,04| 0,04| 0,04
Octavia 0,17]0,22]0,22{ 0,33] 0,04| 0,06| 0,07 0,04 0,04 0,04]
AF Cesar 0,08]0,17[0,17] 0,17 0,08 0,06| 0,07| 0,08 0,04] 0,04]
KWS Asta 0,17] 0,22 0,22] 0,33[ 0,08| 0,06 0,07] 0,04| 0,04] 0,04

AC 08/290/26 11 (0,17|0,17/0,22|0,17(0,22| 0,17/ 0,17| 0,17(0,08] 0,17| 1,00] 0,75] 0,56| 0,56 0,56 0,27| 0,30{ 0,29] 0,22] 0,27 0,33

KWS Salsa 12 0,17/0,17| 0,22/ 0,17| 0,22/ 0,17 0,17 0,17{ 0,08 0,17| 0,75| 1,00{ 0,47 0,47 0,47] 0,22{ 0,35/ 0,29 0,22 0,33( 0,33

KW 2-430 13]0,22(0,22] 0,27} 0,22 0,27( 0,22] 0,22 0,22| 0,17/ 0,22| 0,56 0,47| 1,00 1,00] 0,56/ 0,22| 0,25/ 0,24{ 0,22 0,27| 0,27,

KW 2-431 14]0,22(0,22/ 0,27} 0,22/ 0,27} 0,22] 0,22( 0,22] 0,17/ 0,22| 0,56( 0,47| 1,00 1.00] 0,56 0,22| 0,25/ 0,24{ 0,22 0,27| 0,27

Colonia 15| 0,33(0,33| 0,40/ 0,33| 0,40 0,33( 0,33 0,33( 0,17 0,33[ 0,56] 0,47f 0,56 0,56( 1.00] 0,17} 0,25| 0,241 0,22 0,27} 0,27

Paso 16 [ 0,04| 0,04f 0,08 0,04{ 0,08 0,08f 0,04] 0,04f 0,08] 0,08f 0,27 0,22{ 0,22 0,22f 0,17] 1.00{ 0,46] 0,48( 0,27 0,33( 0,65

Wootan 17 0,06] 0,06/ 0,09 0,06| 0,09 0,06 0,06 0,06| 0,06{0,06|0,30({0,3510,25(0,25|0,25(0,46| 1,00 0,5910,5910,59

F1F069 18 (0,07|0,07{0,07]0,07{0,11]0,07(0,07|0,07{0,07]0,07{0,29]0,29(0,24]0,24(0,24]0,48 1.0010,72{0,4110,63

FM0471 19 (0,04]0,04{0,04]0,04(0,08]|0,04(0,04]|0,04(0,08]0,04(0,22|0,220,22|0,22]|0,22{0,27(0,59{0,72| 1,00| 0,33 0,40

REI18 20 (0,040,

=3
T

0,0810,04|0,08|0,04(0,04|0,04(0,04|0,04(0,27]0,33(0,27|0,27{0,27)0,33(0,59] 0,41(0,33| 1,00{0,47

Leibniz 21 |0,04|0,04|0,080,04|0,08|0,04| 0,04|0,04| 0,04| 0,04|0,33|0,33[0,27]0,27] 0,27] 0,65 0,59[ 0,63 0,40[ 0,47| 1.00

— -l

= S

E I~ T S 5 £ § % S = —
21 S5R s o T Y2 ¢ 7 s 8 <z 217 % E 8§ . %
288 s facfCEtzz 2382 =S 3
=3 -

5 88 2238338 %% 322 % 2S£ =8 2 =2 3
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Chain 1 0,17[0,24[0,20{0,27{0,08]0,13[0,15[0,11]0,17] 0,11
STRG 774/11 2 0,24[0,31[0,27[0,31[0,05[0,13[0,12|0,08|0,14] 0,08
SG-5419 3 0,20/0,24|0,20/0,270,110,13 0,15 0,08| 0,17 0,14
SG-S431 4 0,11/0,20/0,17|0,24 0,05 0,06 0,10 0,05 0,08 0,11
RPI3031 5 0,20/0,27|0,24|0,27|0,11|0,16 0,15 0,11 | 0,20 0,11
RP14033 6 0,17)0,24|0,20 0,24 0,11 0,13 0,12 0,08 0,17] 0,08
Odyssey 7 0,62] 0,24 0,24 0,31/0,27| 0,31 0,05 0,13 0,12] 0,08 0,14] 0,08
Octavia 8 0,75/ 0,17 0,17 0,24 0,20] 0,24 0,08 0,13 0,12] 0,08 0,17| 0,08
AF Cesar 9 0,50] 0,08] 0,08| 0,17] 0,14] 0,14] 0,08 0,13 0,12] 0,14 0,14 0,05
KWS Asta 10 0,62 0,50| 1.00| 0,14| 0,14] 0,27 0,24] 0,20] 0,11] 0,11] 0,10] 0,05| 0,14] 0,11
AC 08/290126 11 ]0,20[0,24{0,20] 0,11{0.20] 0,17| 0,24] 0,17] 0,08| 0,14| 1,00 0,75| 0.45| 0,50| 0,62 0.24| 0,24 0,28] 0,24| 0,24] 0,27
KWS Salsa 12 [ 0,17]0,24] 0,20] 0,11] 0,20] 0,17] 0,24] 0,17] 0,08] 0,14{ 0,75] 1.00] 0,45{ 0,50] 0,50] 0,24{ 0,28| 0,24 0.20| 0,27] 0,24

KW 2-430 13 [0,24]0,31|0,24| 0,20|0,27]0,24] 0,31{ 0,24] 0,17] 0,27] 0,45 0,45| 1,00 0,40/ 0,20/ 0,24| 0,21] 0,17 0,27] 0,27

KW 2-431 140,20{0,27| 0,20( 0,17 0,24{ 0,20] 0,27( 0,20| 0,14} 0,24| 0,50 0,50] 1,00] 0,45 0,20 0,21( 0,18] 0,14( 0,24] 0,24

Colonia 150,27|0,31) 0,27 0,24 0,27 0,24 0,31{ 0,24] 0,14 0,20} 0,62 0,50] 0,40 0,45| 1,00 0,14| 0,19] 0,21{ 0,24 0,20| 0,20

Paso 16|0,08(0,05] 0,11} 0,05 0,11{ 0,11} 0,05| 0,08] 0,08| 0,11] 0,24 0,24] 0,20| 0,20] 0,14] 1.00| 0,34 0,35[ 0,24 0,24| 0,45

Wootan 17 (0,13| 0,13 0,13] 0,06( 0,16 0,13( 0,13 0,13 0,130,11{0,24|0,28|0,24|0,21|0,19{0,34|1.00{0,72]0,55|0,59]0,50

F1F069 18 (0,15]0,12(0,15]0,10{0,15]0,12(0,12]0,12(0,12]0,10{0,28]0,240,21|0,18|0,21{0,35(0,72 1.00]0,70| 0,35 0,64

FM0471 19 (0,11]0,08(0,08]0,05({0,11]0,08(0,08]|0,08(0,14]0,05(0,24]0,20(0,17|0,14|0,24{0,24(0,55(0,70| 1,00| 0,27 0,40

RE18 20 (0,17]0,14(0,17]0,08{0,200,17(0,14]0,17(0,14]0,14(0,24]0,27|0,27| 0,24/ 0,20| 0,24(0,59| 0,35/ 0,27| 1,00]| 0,35

Leibniz 21 (0,11]0,08(0,14]0,11{0,11]0,08/0,08]0,08(0,05|0,11(0,27|0,24|0,27|0,24| 0,20{ 0,45/ 0,50{ 0,64| 0,40| 0,35| 1,00

Obrazek 9. Geneticka podobnost na zakladé analyzy 14 a 21 SSR markeri.
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AC03/29026
KWE Balsa
EW 2430
EWE Asta
SG-5418

5G-5431
AF Cesar

EP13031
Oetavia
Chain

I— RP14033
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FIF069
FM0471
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I STRG 77411

I Odviney

— KW 2431

1.0+
0.5 I

0.5

Crenetie sumilanty (GS)

0.3+

0.2

0.1

Obrazek 10. Dendrogram genetickych podobnosti testovanych odrid (21 SSR).

4 Zavér

S rozvojem modernich molekularné biologickych metod a mapovani rostlinného genomu
se mikrosatelity staly uZzitecnym ndstrojem pro genotypizaci rostlin, pfedev§im diky jejich
extrémni variabilité, kodominantni dédi¢nosti a distribuci napfi¢ celym genomem. Postupné
poznavani mikrosatelitnich sekvenci vedlo k vyvinuti postupti pro rychlou, reprodukovatelnou
a snadnou detekci jejich polymorfizmu, které maji Siroké spektrum vyuziti v populacni
biologii rostlin.

V ramci prace byla zavedena podplirna metoda pro identifikaci odrid je€mene pomoci
21 SSR markerii. Byly zoptimalizovany reakéni podminky pro PCR a fragmentacni analyzu,
snizeni reakéniho objemu PCR na polovinu a slouceni jednotlivych reakci
do multiplext vedlo k vyraznému snizeni nékladt a celkového mnozstvi provadénych analyz.
Diskriminaéni sila vybrané sady markerti byla ovéfena na souboru 21 vybranych odrad
je¢mene. Bylo ziskano 20 odlisnych alelickych profili, u dvou odrid je¢mene jarniho byla
detekovana shoda. Vysledné SSR profily pro jednotlivé odridy se ukladaji do interni

databaze, ktera bude pribézné doplnovana.
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