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UPRAVA A HOMOGENIZACE VZORKU OSIV PRO STANOVENI
PRITOMNOSTI GMO METODOU PCR

1 Ugel a rozsah

Postup slouzi k ziskani reprezentativniho podilu vzorku osiva, ktery je vhodny pro analyzu
GMO metodou PCR.

2 Princip

Postup zpracovani vzorkii osiv zahrnuje veskeré potiebné kroky, které umozni ziskat
reprezentativni podil vzorku. Upraveny vzorek je vhodny pro analyzu GMO metodou PCR.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1 Voda (deionizovand, demineralizované nebo destilovana).

2 Etanol denaturovany, 70%, pro ¢isténi povrchi.

3 Dekontaminacni roztok na ¢iSténi mlynu, napf. Instruzyme, Steridine. Dodava se
komer¢né od ovéfeného vyrobce.

4 Chlornan sodny, (0,5 — 1)% roztok, pro ¢isténi povrcha.

Ptiprava: Do 1000ml odmérného valce se nalije 200 ml 5% roztoku chlornanu sodného
(dodava se komeréné od ovéteného vyrobee) a doplni se vodou na objem 1000 ml.

5 Detergent, napt. Ttween, Jar.

Pristroje a pomiicky

Laboratorni mlyn nebo laboratorni Srotovnik.
Pocitacka semen, neni podminkou
Laboratorni vahy s ptesnosti 0,01 g.

Horkovzdu$na suSarna.
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Vysavac.
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6 Latexové rukavice bezpudrové, alobal, buniCitd vata, filtracni papir, stojanky
na zkumavky, odpadni nadoby, sterilni zkumavky (pfiblizn¢ 50ml), sterilni dozy
na vzorky pfiblizn¢ 1000ml, plastova miska vhodné velikosti pro homogenizaci vzorki.

5 Postup

Ptiprava mlynku: Néadoby a noze se omyji vodou (1) a ponoti se do dekontaminaéniho
roztoku (3) podle névodu. Potom se opét oplachnou vodou (1) avysusi 20 min
v horkovzdusné susarné pii 100 °C. Poté se nechaji vychladnout na laboratorni teplotu.

Moftené i nemofené osivo se pred mletim dikladné promyje vlaznou vodou (1) s pfidavkem
detergentu (5). Poté se necha uschnout na archu filtraéniho papiru na vzduchu nebo v susarné
pti teplot¢ pod 40 °C tak, aby se zabranilo pfipadné kontaminaci vzorku. Pokud jsou
ve vzorku pfitomna cizi semena, odstrani se.

Pro analyzu se pouzije zkusebni vzorek o velikosti 3000 semen. Pokud se pouZije jina velikost
vzorku, je to uvedeno v poznamce na protokolu. Zkusebni vzorek se vydéli bud’ za pouziti
pocitacky semen, nebo jinym vhodnym zplisobem. Napiiklad se odpocita do vhodné sterilni
nadoby 100 semen, ta se zvazi s presnosti na 0,01 g. Tato hmotnost se vynasobi 30 x a takto
velky zkuSebni vzorek se odebere a pouZzije pro analyzu.

Pokud dodany vzorek vyrazn€ (ndsobn¢) prevySuje pozadovanou velikost zkuSebniho vzorku
pro analyzu, dodany vzorek se v plastové misce dikladné promicha a kvartaci se zmensi.
Ze ziskaného podilu plvodniho vzorku se nasledné odpocitda do vhodné sterilni nadoby
100 semen a ta se zvazi s presnosti na 0,01 g. Tato hmotnost se vynasobi 30 x a takto velky
zkuSebni vzorek se odebere a pouzije pro analyzu.

Zbytek plvodniho dodaného vzorku seuchovdva ve sterilnich uzaviratelnych doézach
pii laboratorni teploté nebo jinak podle charakteru vzorku.

Zkusebni vzorek osiva (3000 semen) se mele ve vhodném typu mlynku (laboratorni drtic,
nozovy mlyn). Doba mleti a rychlost rotace se uzptisobi mnozstvi a povaze vzorku. Je nutné
dbat na to, aby se vzorek pii mleti nezahtal nad 40 °C a nedoslo ke znehodnoceni DNA.

Z takto zhomogenizovaného zkusebniho vzorku se odebere ¢ast do sterilni 50ml zkumavky.
Odebira se asi do poloviny objemu zkumavky, aby bylo mozné vzorek promichat a bezpecné
s nim manipulovat. Z této 50ml zkumavky se odebiraji ¢asti vzorku do sterilnich 2ml
zkumavek. Navazi se dvé paralelni navazky v mnozstvi, které odpovidd zvolenému
extrakénimu postupu. Tyto paralelni navazky se pouziji k izolaci DNA.

Zbytek vzorku v 50ml zkumavce se uchovava pro ptipad opakovani analyzy pii laboratorni
teploté nebo jinak podle charakteru vzorku.

Zbyla vétsi cast zkuSebniho vzorku seuchovava ve sterilnich uzaviratelnych doézach
pfi laboratorni teploté nebo jinak podle charakteru vzorku.
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Po ukonceni mleti se nadoby a noze omyji vodou (1) a ponofi se do dekontamina¢niho
roztoku (3). Potom se opét oplachnou vodou (1) a vysusi 20 min v horkovzdusné susarné
pii 100 °C. Poté se nechaji vychladnout na laboratorni teplotu.
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