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1. UVOD

Deoksiribonukleinska kiselina (eng. Deoxyribonucleic acid), DNA je genetski, nasljedni
materijal prisutan u stanicama organizama svih zivih bi¢a, od najjednostavnijih do
najslozenijih. Sastoji se od dva antiparalelna polinukleotidna lanca povezana vodikovim
vezama. Svaki lanac sastoji se od velikog broja medusobno povezanih nukleotida, a svaki

nukleotid se sastoji od Sec¢era deoksiriboze, fosfata i dusi¢ne baze (http://www.ffst.hr).

Seéer svakog nukleotida vezan je za fosfat idu¢eg kovalentnom vezom, a za svaki $eéer je
vezana jedna od Cetiri duSi¢ne baze: adenin (A), timin (T), citozin (C), gvanin (G).
Varijabilnost redoslijeda baza i velika duzina molekule DNA osigurava pohranu velikog
broja informacija u DNA. Dva antiparalelna lanca molekule DNA povezana su preko
dusi¢nih baza tako da se povezuju baze adenin i timin, odnosno gvanin i citozin. Fosfati
(PO,*) daju molekuli DNA negativan naboj, $to je &ni dobro topljivom u vodi
(http://www.ffst.hr).

DNA izolacija je proces proc¢iséavanja DNA iz uzorka kombinacijom fizikalnih i kemijskih
metoda. Prvu izolaciju DNA je napravio Friedrich Miescher 1869. godine

(http://hr.wikipedia.org).

Metode koje se koriste za izoliranje DNA ovise o veli¢ini uzorka. Unato¢ raznim
metodama, postoje neke slicnosti medu njima. Opcenito, cilj im je odvojiti DNA koja se
nalazi u jezgri stanice iz drugih stani¢nih komponenti. Izolacija DNA je potrebna za
genetske analize, koja se koristi u znanstvene, medicinske ili druge svrhe

(http://www.enotes.com).

Obicno je vrlo teSko izdvojiti 1 procistiti kvalitetnu DNA iz Zzitarica zbog zaostalih
polisaharida, proteina i DNA, kao inhibitora polimeraze kao $to su tanini, alkaloidi te
polifenoli u ekstraktima. Prisutnost ovih spojeva smanjuje kvalitetu 1 koli¢inu izolirane
stavaranja sluzavih DNA nakupina koje su teske za rukovanje i onemogucuju daljnje
analize kao Sto je metoda lancane reakcije polimerazom (eng. Polymerase Chain Reaction,

PCR) (http://www.enotes.com).



Protokoli za izolaciju temelje se na sljede¢im postupcima: liziranje stanica, uklanjanje
staniénih proteina, RNA 1 drugih makromolekula (ugljikohidrati, lipidi, fosfolipidi),
kemijskom ekstrakcijom (fenol-kloroform) ili enzimskim reakcijama (proteinaza K, RNA-
za), izdvajanje DNA taloZenjem, pomocu alkohola (apsolutni etanol), otapanje DNA u TE
(Tris-EDTA) puferu, pH 8,0 ili vodi. Cilj istrazivanja u ovom radu je bio utvrditi kvalitetu i

koli¢inu izolirane DNA koriste¢i tri razli¢ite metode izolacije.



2. MATERIJAL | METODE
2.1. Biljni materijal

2.1.1. PSenica (Triticum aestivum ssp. vulgare)

Danasnja pSenica je porijeklom od divljeg pretka iz roda Triticum koji je sli¢an divljem
jednozrncu (Triticum monococcoides). Evolucijom je dalje nastao kulturni jednozrnac
(Triticum monococcum), a od njega kulturni dvozrnac (Triticum dicoccum). Jedino
diploidne psenice tj. divlji i kulturni jednozrnci nisu alopoliploidi. Njihova genetska
konstitucija AA ima osobiti znacaj u evoluciji cijeloga roda Triticum jer je posluzila kao
osnova za stvaranje tetraploidne pSenice (Triticum durum), a zatim i heksaploidne pSenice

(Triticum aestivum) (Pavicevi¢, 1986).

LIS LR=

l> Zajednicki predak
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./’ \

AA BB DD
2n=2%x=14 s/ 2n=2x=14 2n=2x=14
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nkom /
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AB
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2N=4X=28 2n=3x=21
T, turgidum Udvostrucavanje
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Slika 1. Porijeklo kultivirane aloheksaploidne pSenice

(http://www.genetika.biol.pmf.unizg.hr/pogl10.html)



PSenica je porijeklom iz srednje Azije, zapadnog Irana i juznog Balkana. Postoje dva
osnovna tipa pSenice, a t0 SU ozima i jara pSenica. Faze koje biljka prolazi u svom
zivotnom ciklusu: klijanje, nicanje, ukorjenjivanje, busanje, vlatanje, klasanje i cvatnja,
formiranje, nalijevanje i sazrijevanje zrna. Povrsina pod pSenicom 2011. godine bilo je 782

000 tona, a prosjec¢ni prinos za tu istu godinu je bio 5,2 t/ha (Statisti¢ki ljetopis 2012.).

2.2.Priprema biljnog materijala

Sjeme psenice stavljeno je na naklijavanje u komoru 10.4.2013. godine. Komora je
namjeStena na temperaturu od 20°C u kojoj je 12 sati dan, a 12 sati no¢. U komori je
pSenica bila 14 dana. Nakon 14 dana pSenica je izvadena (Slika 2) i odvagani su listovi
tezine 0,20 g. Listovi su stavljeni u oznafenu papirnatu kuvertu koja je spremljena u
zamrziva¢ na -80°C do izolacije DNA. Ovako pripremljen biljni materijal moze se Cuvati

duZe vrijeme. Prije svake metode izolacije biljno tkivo je usitnjeno koriste¢i tekuci dusik.

Slika 2. Klijanac pSenice

(foto: Marina B.)



2.3. Metode izolacije

Za izolaciju DNA iz biljke pSenice koriStene su tri razli¢ite metode :

Metoda 1: CTAB metoda prema Doyle i Doyle (1990.) modificirana prema Grljusi¢
(2003.)

Metoda 2: modificirana SDS metoda prema Lore Westphal (Marker Course manual 2004.)

Metoda 3: komercijalni kit BIOBASIC (Bio Basic Inc.).

U razli¢itim metodama izolacije koristeni su sljedeci reagensi i otopine (Tablica 1).

Tablica 1. Metode izolacija DNA i koriStene otopine i reagensi

Metode izolacije DNA

Reagensi i otopine CTAB SDS BIOBASIC

Izolacijski pufer 2% CTAB 20% SDS PCL pufer
kloroform  izoamil | izopropanol kloroform,

Organska otapala alkohol, izopropanol, etanol

izopropanol, etanol

Enzimi RNAza-A - RNAza-A
) natrij acetat i amonij | 5M natrij acetat PP pufer
Reagensi
acetat u 76% etanolu
Pufer za otapanje 1 x TE puffer 1 x TE pufer 1 X TE pufer
DNA
2.3.1. Puferi i otopine koriSteni u metodama izolacije DNA

Prije pocetka izolacije DNA navedenim metodama bilo je potrebno pripremiti sljedece

otopine i reagense koje ¢ine komponete izolacijskih pufera i ostalih reagensa u analizi.

e 1M TRIS-HCI, pH=8,0 (za 100 ml otopine): 12,11 g TRIS baza
(Tris(hydroxymethyl)aminomethane), F.W.=121.14) otopljeno je u cca. 80 ml d.d.
H,O. Svedeno je na pH 8,0 s koncentriranom HCI (Hydrochloric acid;
F.W.=36.46), te dopunjeno do 100 ml s d.d. H,O. Otopinu je bilo potrebno

autoklavirati.




0,5M NaEDTA (za 200 ml otopine): 37,22 g NaEDTA (EDTA
(Etylendiamintetaacetic acid) diosodium salt; F.W.=372.24) otopljeno je u cca. 100
ml d.d. H,O dugim i snaznim mjeSanjem (staviti na stirer i eventualno zagrijati na
cca. 70-80°C). Nakon hladenja dodano je cca. 4 g NaOH plocica i namjesteno na
pH 8,0. Otopina se istodobno mijesala i mjerio se pH sve dok se nije postigao
zeljeni pH 8,0. Titriralo se s NaOH otopinom. Nadopunjeno je s d.d. H,O do 200
ml. Otopinu je bilo potrebno autoklavirati.

TRIS — HCI/NaCl mjesavina (za 100 ml otopine): pomijesano je 100 ul 1M TRIS-
HCI (pH 8,0) s 30 ul 5M NaCl i dopunjeno do 100 ml s d.d. H,O.

5 M NaCl (za 100 ml otopine): 29,22 g NaCl (Sodium chloride; F.W.=58.44)
otopljeno je u cca. 70 ml d.d. H,O. Nadopunjeno je do 100 ml otopine s d.d. H,0,
te autoklavirano.

5 M Kkalijev acetat (F.W. 98.14) za 100 ml otopine: odvagano je 49,07 g kalijevog
acetata u ¢aSu od 200 ml, otopljen je u cca. 70 ml d.d. H,O i nadopunjeno do
kona¢nog volumena. Otopina je autoklavirana.

1X TE pufer za otapanje izolirane DNA, (pH 8,0), za 200 ml otopine: odmjereno je
2 ml TRIS-HCI 1M otopine, pH 8,0 i 400 ul 0,5 M Na;EDTA, pH 8,0 otopine te
nadopunjeno s d.d. H,O do 200 ml. Otopinu je potrebno autoklavirati, a zatim
drzati na +4°C ili na sobnoj temperaturi.

Otopina enzima RNAze A (Rnase A-otopina (10 mg RnaseA/ml). Za 100 ml
otopine bilo je potrebno 100 mg RNA-za A i 10 ml Tris — HCI/NaCl. Enzim je
otopljen u Tris-HCI/NaCl mjesavini koja je prije toga filtrirana kroz filter 0,2 pm.
Otopina RNAza-A kuhana je na laboratorijskom kuhalu 15 minuta uronjena u ¢asu
kljucale vode. Nakon toga otopina je ostavljena da se polako hladi na sobnoj
temperaturi (najbolje ju je ostaviti hladiti preko noc¢i). Hladna otopina
raspodijeljena je u manje volumene (500 pl) i spremljena u zamrzivac na -20 °C.
Kloroform izoamil alkohol (SEVAG) 24:1 (za 100 ml otopine): 96 ml kloroforma
(Chloroform, F.W.=119.4) i 4 ml izoamil alkohola (Isoamyl alcohol, F.W.=88.15).
Pomijesano je 96 ml kloroforma s 4 ml izoamil alkohola unutar digestora
(otrovno!).

Otopina 70% etanola: 70% etanol dobiven je tako da se u autoklavirnu bocu
pomijesa 140 ml C,HsOH absol. s 60 ml H,O ili tako da se potrebna koli¢ina

etanola i vode izra¢una prema osnovnoj formuli za izra¢unavanje koncentracija :



CqXWy = 0 Xy
gdje je: c; — pocetna koncentracija
C, — konac¢na koncentracija
vy — potreban volumen
V, — kona¢ni volumen ili volumen uzorka
vy X 0,96 = 100X 0,7

_ 100x0,7
17 36

v,= 72,92

Tako je za 100 ml (v2) 70% etanola (c;) odmjereno 72,92 ml (vi) 96% etanola (c1) i
nadoliveno do 100 ml s d.d. H,O (v1x0,96=100x0,7; v;=(100x0,7)/0,96; v1=72,92).

2% CTAB pufer za izolaciju DNA (100 ml):

2 g CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide; F.W.=364.5)

- 20 ml 1M TRIS-HCI, pH=8,0 (Tris(hydroxymethyl) aminomethane); F.W.=121.14)
- 16,36 g NaCl (Sodium chloride, F.W.=58.44)

- 8ml0,5M Na,EDTA, pH=8,0

- 0,4 ml 2-merkaptoetanola (mercaptoethanol, F.W.=78,13)

U ¢asu od 200 ml izliveno je cca. 80 ml sterlizirane d.d. H,0O, stavljen je magnet i ¢asa je
stavljena na mjeSalicu (stirer). Nakon toga dodane su komponente (sve navedene osim 2-
merkaptoetanola) i nakon toga zagrijano na 50°C. Kad je tekuc¢ina postala potpuno
prozirna (dugo se kuhalo, jer se CTAB relativno tesko topi) i kada se ohladilo do sobne
temperature filtrirano je kroz filter (fi 0,2 um). Otopina iz inekcije tiskana je polako, kako
ne bi doslo do pucanja filtera. Nakon filtriranja dodano je 0,2 ml merkaptoetanola
(otrovno i smrdi). Dopunjeno je steriliziranom d.d. H,O do 100 ml. Otopina je

pripremana u digestoru.

20% SDS pufer za izolaciju DNA (100 ml):

- 6 ml 20% SDS*
- 83mld.d.H0



- 5ml 1M TRIS-HCI , pH=8,0 (Tris(hydroxymethyl) aminomethane); F.W.=121.14)
- 4 ml 5M NaCl (Sodium chloride, F.W.=58.44)

- 2ml 0,5M Na;EDTA, pH=8,0

- 154,2 g DDT (Dithiothreitol (C4H100,S;); M.W. 154,2)

* 20%-tna SDS otopina, za 1 lit. otopine: 200 g SDS (Natriumlaurylsulfat/Sodium dodecyl
sulfate; F.W.=288.38) je otopljeno u 900 ml destilirane vode, nakon ¢ega je sve zagrijano
na cca. 68°C kako bi se poboljsala topivost. Nakon hladenja boca je nadopunjena s

destiliranom vodom do kona¢nog volumena.

Navedene komponente se pomijesaju u ¢asi od 200 ml u digestoru, neposredno prije same

izolacije dodaje se DDT.

Prije samih protokola izolacije DNA kod sve tri metode biljno tkivo je trebalo usitniti.
Prvo je pripremljen potreban pribor (slika 3), a biljni materijal je donesen s -80°C u kutiji
sa ledom. Nakon toga u tarionik je dodan tekuc¢i dusik i kada je malo ispario stavljen je

biljni materijal. Kada je tekuci dusik ispario laganim kruznim pokretima tucka biljno tkivo

je usitnjeno do konzistencije finoga praha (slika 4).

Slika 3. Pribor za usitnjavanje tkiva Slika 4. Usitnjeno biljno tkivo
(foto: Marina B.) (foto: Marina B.)
2.3.2. Modificirana CTAB metoda

v U vodenoj kupelji zagrijan je 2% CTAB pufer na temperaturu od 65-68°C. U svaki
uzorak dodano je 1000 pl prethodno zagrijanog CTAB pufera (slika 5), poslije



dodavanja pufera protreseni su na vortexu (slika 6) i stavljeni na 65°C u vodenu

kupelj (slika 7) 45 minuta uz povremeno muckanje.

S O
Slika 5. Dodavanje CTAB pufera Slika 6. Vortex

(foto: Marina B.) (foto: Marina B.)

Slika 7. Vodena kupelj

(foto: Marina B.)

v Nakon inkubacije u vodenoj kupelji tubice su premjestene u posudu s ledom i
svakom uzorku dodano je 670 pul SEVAGA (kloroform izoamil alkohola). Nakon
dodavanja alkohola svaki uzorak je pojedina¢no protreSen rukom (okretana tubica)
1 zatim je cijela partija uzoraka muckana u stalku 30 minuta.

v" Slijedilo je centrifugiranje na maksimalnoj brzini (14 000 o/min.) sedam do osam
minuta. Iz centrifuge su tubice vadene pazljivo da se disk ne razbije, a pipetom s
odrezanim vrhom izvuéena je vodenasta faza u novu obiljezenu tubicu od 2 ml.

Izdvojeno je 750 ml vodenaste faze (slika 9).



Slika 8. Uzorak nakon centrifugiranja Slika 9. Izdvajanje vodenaste faze
(foto: Marina B.) (foto: Marina B.)

v" Dodano je 16 ul RNAze i ostavljeno na sobnoj temperaturi uz tre$nju na
treskalici 1 povremeno ru¢no cca. 30 minuta.

v" U uzorak je dodano cca. 650 pl 0,7 V hladnog izopropanola. Nakon dodavanja
uzorak je lagano okretan dok DNA nije postala vidljiva. U izopropanolu su
stajali jedan sat uz povremeno okretanje tubica rukom. Nakon jednog sata
tubice su centrifugirane 1 minutu na 14 000 o/min. i nakon toga pazljivo je

izlivena tekucina da se formirana peleta (slika 10) ne izlije.

Slika 10. Formirana peleta

(foto: Marina B.)

v Dodano je 500 pl 0,2 mM natrij acetata u 76% etanolu i peleta je ispirana cca.
30 minuta lagano tresu¢i tubicu prstom. Nakon toga centrifugirano je 2 minute

pri 14 000 o/min. 1 izlivena je tekuca faza.

10



v" Dodano je 500 pl 10 mM amonij acetata u 76% etanolu i peleta je prana cca. 10
minuta. Poslije toga opet je iSla u centrifugu 1 minutu pri 14 000 o/min., te je
izlivena tekuca faza.

v Pazljivo je mikropipetom izvaden preostali etanol, a tubice su ostavljene

otvorene (slika 11) cca. 45-60 minuta u komori gdje nema prasine.

Slika 11. Susenje peleta
(foto: Marina B.)

v" Osusenim peletama dodano je 100 pl 1X TE pufera (slika 12). Nakon §to su
pelete despiralizirane tubice su stavljene na sekundu u centrifugu (kako ne bi
kapljice tekucine ostale na stjenkama tubice) i spremljene u hladnjak na +4 °C.
Idu¢i dan jo$ jednom su protreSene prstom i uzorci su spremljeni u zamrzivac

na-20 °C.

Slika 12. Pribor za dodavanje 1X TE pufera

(foto: Marina B.)
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2.3.3. Modificirana SDS metoda

v U vodenu kupelj stavljen je SDS izolacijski pufer i dodan DDT. U uzorak je
dodano 1 ml izolacijskog pufera i dobro promijesano (vorteksom) dok se
sadrzaj u tubici nije dobro izhomogenizirao.

v Uzorci su zatim stavljeni u vodenu kupelj na 68°C, 10 minuta.

v U ohladene uzorke dodano je 75 ml kalijevog acetata i dobro promijeSano na
vorteksu.

v Nakon mijeS$anja uzorci su inkubirani u kutiji s ledom 20 minuta.

v" Slijedilo je centrifugiranje na brzini 14000 rpm, 20 minuta. U ovom koraku
dolazi do razdvajanja tekuce (supernatant) od krute faze, a izmedu tih faza
stvara se disk od krutog materijala (dijelova biljne stanice).

v Tubice su pazljivo izvadene iz centrifuge da se disk ne razbije, mikropipetom je
izvadeno 110 pl supernatanta u novu obiljezenu tubicu od 2 ml.

v" U svaki uzorak dodano je 75 ul izopropanola i tubice su stavljene kako bi se
istalozila DNA u zamrzivaé¢ na -20°C, 30 minuta.

v Slijedilo je centrifugiranje na brzini 14000 rpm, 10 minuta.

v' Pazljivo je izliven supernatant, a peleta DNA je stavljena na susenje u komoru.

v Nakon cca. 30 minuta u tubicu s osuSenom DNA peletom odmjereno je 50 ul
TE pufera.

v Slijedilo je otapanje DNA pelete 1h na sobnoj temperaturi, nakon Cega su

tubice stavljene u zamrzivac na -20°C.

2.34. BIOBASIC metoda

U komercijalnom kitu ponudene su sljede¢e otopine za izolaciju DNA: PCL pufer, PP
pufer i TE pufer (slika 13).

Slika 13. BIOBASIC kit

(foto: Marina B.)

12



<\

Bocica s PCL puferom je zagrijana na 65°C u vodenoj kupelji.

U tubicu, vol. 1,5 ml s 0,002 g biljnog tkiva u prahu, dodano je 400 pul pufera PCL i
inkubirano u kupelji na 65°C, 10-20 minuta.

Dodano je 20 ul RNAze u tubicu s uzorkom, te je uzorak promijesan na vorteksu.
Slijedila je inkubacija na sobnoj temperaturi 5 minuta.

Dodano je 200 pul pufera PP, mijeSano s okretanjem tubice, zatim je inkubirano na -
20°C 5 minuta.

Uzorci su zatim centrifugirani 5 minuta na 12 000 x g, a supernatant je zatim
pazljivo pipetom premjesten u novu obiljeZenu tubicu od 1,5 ml.

Dodano je 0,2 ml kloroforma u supernatant, dobro promijesano okretajuci tubicu 10
puta.

Slijedilo je centrifugiranje na 12 000 x g dvije minute, a supernatant je pazljivo
premjesten U novu obiljezenu Cistu tubicu od 1,5 ml i dodan je isti volumen
izopropanola (cca. 0,3-0,5 ml) u otopinu, dobro promijesano okretajuci 10 puta.
Slijedila je inkubacija na sobnoj temperaturi 2-5 minuta.

Tubice su centrifugirane 5 minuta pri 12 000 x g i pazljivo je odbacen supernatant.
Dodano je 1 ml hladnog 75% etanola u tubicu, dobro promijesano okretajuci tubice
10 puta.

Nakon centrifugiranja 1 minutu pri 12 000 x g i odbacen je supernatant i jo$
jednom je ponovljeno ispiranje pelete s 1 ml hladnog 75% etanola

Pelete su susene na zraku na sobnoj temperaturi sa otvorenim poklopcem 2-5
minuta.

Nakon suSenja u tubice je dodano 50-200 pl prethodno zagrijanog TE pufera za
otapanje DNA pelete, tubice su stavljene na 4°C par sati sve dok DNA peleta nije
potpuno otopljena.

DNA pelete su zatim stavljene u hladnjak na temperaturi od -20°C.
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2.4. Mjerenje Cistoce i koncentracije DNA

Cistocu i uspje$nost izolirane DNA provijerili smo spektrofotometrijski. Spektrofotometrija
je jedan od nacina kvantifikacije biomolekula. To je, u principu, fotoelektricno mjerenje
zracenja koje neka supstanca apsorbira na odredenoj valnoj duzini. Prema podrucjima
valnih duzina izvora svjetla, razlikuje se ultraljubi¢asta (200-400 nm), vidljiva (400-760
nm) i infracrvena (iznad 750 nm) spektrofotometrija (http://www.scribd.com/). Koli¢ina
apsobiranog svjetla odredene valne duzine odgovara koncentraciji ispitivane supstance. Sto
se nukleinskih kiselina tice, spektrofotometrijom se mjeri apsorbanca na 260 i 280 nm.
Potpuno ¢ista DNA ima OD (optical density ili opticka gustoca) A260/A280 koja iznosi

1,8-2,0. Koncentracija DNA se racuna po formuli:

Koncentracija DNA = A260 X razrjedenje x50

Razrjedenje u ovom sluc¢aju iznosi 50.

Slika 14. Mjerenje apsorbance na 260 i 280 nm

(foto: Marina B.)
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3. REZULTATI | RASPRAVA

Vrlo Cesto se usporeduju razlicite metode izolacije DNA kako bi se, ovisno o nastavku
istrazivanja, pronasla najpovoljnija. Tako je velik broj istrazivanja proveden primjenom
razli¢itih metoda izolacije DNA na razli¢itim biljnim vrstama. Jasbeer i sur. (2009.) su
proveli istrazivanje na kukuruzu (Zea mays L.) koriste¢i sedam razli¢itih metoda izolacije
DNA kako bi utvrdili koja od njih ¢e biti najbolja za istrazivanje identifikacije GMO
hibrida. Komparativnu analizu $est razli¢itih metoda izolacije DNA proveli su Tan i sur.
(2013.) na sto¢nom grasku (Vigna unguiculata L. Walp) u svrhu pronalaska metode koja
¢e biti ekonomicéna, brza i producirati ¢istu DNA visoke koncentracije za velik broj PCR

reakcija.

Sve tri koriStene metrode su bile ucinkovite, jer je molekula DNA iz biljke pSenice

uspjesno izolirana. Dobiveni rezultati Cistoce i koncentracije DNA prikazani su u tablici 2.

Tablica 2. Cisto¢a i koncentracija izolirane DNA

Koncentracija
A260 A280 A260/A280
(ng/pl)
CTAB 0,912 0,475 1,92 2280
SDS 1,12 0,610 1,83 2800
BIOBASIC kit 0,193 0,112 1,73 482,5

.....

je utvrdena koriste¢i modificiranu CTAB metodu, a istom metodom je dobivena
koncentracija od 2280 ng/ul. Modificirana SDS metoda se takoder pokazala uspjeSnom jer
je rezultirala omjerom absorbanci od 1,83 dok je imala najve¢u koncentraciju koja je
iznosila 2800 ng/ul. Najnizu koncentraciju izolirane DNA (482,5 ng/ul) i ujedno
nepovoljan omjer absorbanci (1,73) utvrden je BIOBASIC metodom. Navedno istraZivanje
je sukladno rezultatima Abd-Elsalam i sur. (2011.) koji su dobili sli¢ne rezultate
spektrofotometrijskom analizom cisto¢e DNA iz lista pSenice koriste¢ci CTAB metodu,
omjer absorbanci A260/A280 je bio u rasponu od 1,6 do 1,8. Prema istrazivanju
Mohammdi i sur. (2012.) minimalna koncentracija dobivene DNA iz lista pSenice bila je

500 ng/ul, a omjer se kretao u rasponu od 1,60-1,82. Xin i Chen (2012.) su primjenom
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CTAB metode dobili omjer A260/A280 koji je iznosio 1,82, dok se u istrazivanju Ejaz i
sur. (2013.) omjer A260/A280 kretao izmedu 1,81-1,99, a koncentracija izolirane DNA
izmedu 559-590 ng/ul.

Koristenjem CTAB i SDS metoda izolacije DNA dobiju se vece koli¢ine izolirane DNA i
bolja Cisto¢a same DNA, a BIOBASIC kit je brza i lagana metoda izolacije s kojom se
dobije prihvatljiva Cistoéa DNA, ali relativno male koli¢ine te se moze koristiti za
neosjetljive analize koje ne zahtijevaju vrlo ¢istu DNA, a ujedno i ako su rezultati brzo
potrebni jer vremenski ne traje dugo. U daljnjem istrazivanju usporedbe ovih triju metoda
trebalo bi se pristupiti elektroforetskoj analizi izolirane DNA usporeduju¢i je sa
standardom, tj. DNA poznate duljine, te digestiji s restrikcijskim endonukleazama kako bi

se utvrdilo koja od njih ¢e biti najpogodnija za analize temeljene na PCR reakciji.
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4. ZAKLJUCAK

e DNA je izolirana primjenom sve tri metode za izolaciju, CTAB, SDS i BIOBASIC.
metode pri ¢emu je omjer apsorbanci iznosio 1,92, slijedi SDS metoda (1,83) i
BIOBASIC metoda ¢ijom primjenom je utvrden najnepovoljniji omjer apsorbanci
od 1,73.

e Najveca koncentracija DNA utvrdena je primjenom SDS metode i iznosila je 2800
ng/ul, slijedi CTAB metoda s 2280 ng/ul, a najmanja koncentracija od 482,5 ng/ul
dobivena je primjenom BIOBASIC metode.

e Sve metode su se pokazale u¢inkovitima za izolaciju DNA iz lista biljke pSenice te

se mogu koristiti ovisno o svrsi daljnjeg istrazivanja.
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6. SAZETAK

Deoksiribonukleinska kiselina, DNA je genetski, nasljedni materijal prisutan u stanicama
organizama svih zivih bi¢a, od najjednostavnijih do najslozenijih. Obi¢no je vrlo tesko
izdvojiti 1 procistiti kvalitetnu DNA iz zitarica zbog pojave polisaharida, proteina i DNA,
kao inhibitora polimeraze kao §to su tanini, alkaloidi, te polifenoli u ekstraktima. Ciljevi
ovoga istrazivanja bili su utvrditi kvalitetu i koncentraciju izolirane DNA iz biljke pSenice
koriste¢i tri razliCite metode izolacije. Kvaliteta izoliranih DNA izmjerena je na
spektrofotometru, tako $to su izmjerene apsorbance na 260 i 280 nm. Omjeri absorbanci
(A260/A280) su se kretali u rasponu od 1,92 (CTAB metoda), do 1,73 (BIOBASIC
metoda). Najveca koncentracija DNA dobivena je primjenom SDS metode i to 2280 ng/pl,
zatim 2280 ng/ul primjenom CTAB metode i najmanja koncentracija je dobivena
BIOBASIC metodom (482,5 ng/ul). Sve tri metode su se pokazale ucinkovitima za
izolaciju DNA iz lista biljke pSenice te se mogu koristiti ovisno o svrsi daljnjeg

istrazivanja.
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7. SUMMARY

Deoxyribonucleic acid, DNA is the genetic hereditary material is present in cells of all
living beings, from the simplest to the most complex. Usually it is very difficult to extract
and purify high quality DNA from cereal because of presence of polysaccharides and
proteins, as well as polymerase inhibitors such as tannins, alkaloids and polyphenols. The
objective of this study was to determine the quality and quantity of the extracted isolated
DNA from wheat seedlings using three different extraction methods, CTAB, SDS and a
BIOBASIC commercial kit. The purity of the extracted DNA was measured by
spectrophotometer using the absorbance at 260 and 280 nm. Absorbance ratio
(A260/A280) ranged from 1.92 for CTAB method, to 1.73 for BIOBASIC method. The
highest concentration of DNA was obtained using the SDS method, which yielded 2800
ng/ul, then 2280 ng/ul using CTAB method, and the lowest concentration was obtained by
BIOBASIC method (482.5 ng/ul). All DNA extraction methods proved effective for DNA
extraction from wheat seedlings and can be used depending on the purpose of further

research.
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Sveuciliste J.J.Strossmayera
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Zavrsni rad

UTJECAJ RAZLICITIH METODA NA KVALITETU IZOLIRANE DNA
INFLUENCE OF DIFFERENT DNA EXTRACTION METHODS ON DNA QUALITY
Marina Brica

Deoksiribonukleinska kiselina, DNA je genetski, nasljedni materijal prisutan u stanicama organizama svih
zivih biéa, od najjednostavnijih do najslozenijih. Obi¢no je vrlo teSko izdvojiti 1 procistiti kvalitetnu DNA iz
zitarica zbog pojave polisaharida, proteina i DNA, kao inhibitora polimeraze kao Sto su tanini, alkaloidi, te
polifenoli u ekstraktima. Ciljevi ovoga istraZivanja bili su utvrditi kvalitetu i koncentraciju izolirane DNA iz
biljke pSenice koriste¢i tri razliite metode izolacije. Kvaliteta izoliranth DNA izmjerena je na
spektrofotometru, tako §to su izmjerene apsorbance na 260 i 280 nm. Omjeri absorbanci (A260/A280) su se
kretali u rasponu od 1,92 (CTAB metoda), do 1,73 (BIOBASIC metoda). Najveca koncentracija DNA
dobivena je primjenom SDS metode i to 2800 ng/ul, zatim 2280 ng/ul primjenom CTAB metode i najmanja
koncentracija je dobivena BIOBASIC metodom (482,5 ng/ul). Sve tri metode su se pokazale u¢inkovitima za

izolaciju DNA iz lista biljke pSenice te se mogu koristiti ovisno o svrsi daljnjeg istrazivanja.

Kljuéne rijeci: DNA, izolacija, pSenica, spekrofotometrija

Deoxyribonucleic acid, DNA is the genetic hereditary material is present in cells of all living beings, from
the simplest to the most complex. Usually it is very difficult to extract and purify high quality DNA from
cereal because of presence of polysaccharides and proteins, as well as polymerase inhibitors such as tannins,
alkaloids and polyphenols. The objective of this study was to determine the quality and quantity of the
extracted isolated DNA from wheat seedlings using three different extraction methods, CTAB, SDS and a
BIOBASIC commercial kit. The purity of the extracted DNA was measured by spectrophotometer using the
absorbance at 260 and 280 nm. Absorbance ratio (A260/A280) ranged from 1.92 for CTAB method, to 1.73
for BIOBASIC method. The highest concentration of DNA was obtained using the SDS method, which
yielded 2800 ng/ul, then 2280 ng/ul using CTAB method, and the lowest concentration was obtained by
BIOBASIC method (482.5 ng/ul). All DNA extraction methods proved effective for DNA extraction from
wheat seedlings and can be used depending on the purpose of further research.
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