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Nérodni referencni laborator

Jednotné pracovni postupy —
uprava vzorka krmiv Vydani 1
a rostlinného materialu

60075.1 — Uprava a homogenizace vzorki 0Siv Revize
pro extrakci DNA

UPRAVA A HOMOGENIZACE VZORKU OSIV PRO EXTRAKCI DNA

1

Ugel a rozsah

Postup slouzi k ziskani reprezentativniho podilu vzorku osiva, ktery je vhodny extrakci DNA.
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Princip

Zakladem je mechanické rozruSeni rostlinného pletiva na mensi ¢astice.
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Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické ¢istoty, pokud neni uvedeno jinak.
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Voda (deionizovand, demineralizovana nebo destilovana).
Dekontaminac¢ni roztok na ¢isténi mlynu, napt. Instruzyme, Steridine.
Chlornan sodny, (0,5 — 1)% roztok.

Pfiprava: Do 1000ml odmérného valce se nalije 200 ml 5% roztoku chlornanu sodného
(dodéava se komercné od ovéfeného vyrobce) a doplni se vodou na objem 1000 ml.

Detergent, napi. Jar.

Pristroje a pomiicky

Rotorovy rychlomlynek.
Laboratorni vahy s ptesnosti 0,01 g.
Horkovzdusné susarna.

Vysavac.

Latexové rukavice bezpudrové, alobal, buniCitd vata, kvalitativni filtraéni papir,
stojanky na zkumavky, odpadni nadoby, sterilni zkumavky (2ml, 50ml).

Sterilizace a dekontaminace se provadi podle charakteru materialu bud’ tepelné v susarné 1 h
pii (115 = 120) °C nebo chemicky (napt. dekontamina¢nim roztokem, (0,5 — 1)% chlornanem
sodnym, apod.).
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5 Postup

Cely vzorek osiva se mele vrotorovém rychlomlynku. Doba mleti a rychlost rotace
se uzpusobi mnozstvi vzorku. Je nutné dbat na to, aby se vzorek pii mleti nezahial nad 40 °C,
aby nedoslo ke znehodnoceni DNA. Po ukonceni mleti se veskeré soucasti mlynku omyji
vodou s detergentem, oplachnou a otiou dekontamina¢nim roztokem. Z takto
zhomogenizovaného vzorku se do pfedem oznacenych sterilnich 2ml zkumavek navazi
dva paralelni vzorky v mnozstvi, které odpovida zvolenému extraénimu kitu. Zbytek takto
zhomogenizovaneho vzorku se uchovava ve sterilnich 50ml zkumavkach pti laboratorni
teploté nebo jinak podle charakteru vzorku. Takto upraveny vzorek se pouZije k izolaci DNA.
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