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Jednotné pracovni postupy —
Uprava vzorkia krmiv Vydani 1
a rostlinného materialu

60072.1 — Uprava a homogenizace vzorki 0siv Revize
pro stanoveni ptfitomnosti GMO metodou PCR

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 vzorkti krmiv zahrnuje veSkeré potfebné kroky, které umozni ziskat
reprezentativni podilu vzorku. Upraveny vzorek je vhodny pro analyzu GMO metodou PCR.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1  Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).

2  Etanol denaturovany 70%, pro ¢isténi povrcha.

3 Dekontaminac¢ni roztok na ¢isténi mlynu, napf. Instruzyme, Steridine.
4 Chlornan sodny, (0,5 — 1)% roztok.

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

5 Detergent, napi. Jar.

4 Piistroje a pomicky

1 Laboratorni mlyn nebo laboratorni Srotovnik.
2 Laboratorni vahy s piesnosti 0,01 g.

3 Horkovzdu3dné susarna.

4 Vysavac.

5

Latexové rukavice bezpudrové, alobal, buniCitd vata, kvalitativni filtraéni papir,
stojanky na zkumavky, odpadni nadoby, sterilni zkumavky (piiblizné 50ml), sterilni
krabi¢ky na vzorky piiblizn¢ 1000ml, plastova miska vhodné velikosti pro promichani
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5  Postup

Ptiprava mlynku: Nadoby a noze se omyji vodou (1) a ponoii se do dekontaminacniho
roztoku (3). Potom se opét oplachnou vodou (1) a vysusi 20 min v horkovzdus$né susarné
pii 100 °C. Poté se nechaji vychladnout na laboratorni teplotu.

Moiené osivo se pfed mletim promyje vlaznou vodou (1) s piidavkem detergentu (5). Poté
se necha uschnout na archu kvalitativniho filtra¢niho papiru na vzduchu nebo v susarné
pfi teploté nizsi nez 40 °C. Pokud jsou pfitomna cizi semena, odstrani se. Jestlize osivo
mofené neni, tento krok se vynecha.

Cely vzorek osiva se mele ve vhodném typu mlynku (laboratorni drti¢, nozovy mlyn). Doba
mleti a rychlost rotace se uzplisobi mnozstvi a povaze vzorku. Je nutné dbat na to, aby
se vzorek pfi mleti nezahtal nad 40 °C, aby nedoslo ke znehodnoceni DNA. Jestlize mnoZzstvi
vzorku mnohonéasobné piekracuje kapacitu sbérné misky mlynku, vzorek se v plastové misce
dikladn¢ promicha, nakvartuje se a k mleti se odebere podil o hmotnosti nejméné
1000 semen.

Po ukonc¢eni mleti se nadoby a noze omyji vodou (1) a ponofi se do dekontamina¢niho
roztoku (3). Potom se opét oplachnou vodou (1) avysuSi 20 min v horkovzdusné suSarné
pii 100 °C. Poté se nechaji vychladnout na laboratorni teplotu.

Z takto zhomogenizovaného vzorku se do sterilnich 2ml zkumavek navazi dva paralelni
vzorky v mnozstvi, které odpovida zvolenému extrakénimu kitu. Soucasné se odebere asi 10 g
zhomogenizovaného vzorku do sterilni 50ml zkumavky, ktery se uchovava pro ptipad
opakovani analyzy pii laboratorni teplot¢ nebo jinak podle charakteru vzorku. Zbytek
zhomogenizovaného vzorku seuchovavd ve sterilnich uzaviratelnych krabickach
pfi laboratorni teploté nebo jinak podle charakteru vzorku

Takto upraveny vzorek se pouZije k izolaci DNA.
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