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1. Uvod

Prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije, u ljekovito bilje ubrajaju se one biljne
vrste Ciji jedan dio ili vise dijelova sadrze bioloski aktivnu tvar koja se moze iskoristiti u
terapijske svrhe ili za kemijsko farmaceutske sinteze. U aromati¢no bilje ubrajaju se vrste
koje sadrze jednu ili viSe aktivnih tvari posebnog mirisa ili okusa koje se iskoriStavaju za
spravljanje mirisa, kozmetickih proizvoda, napitaka i aroma za namirnice potrebnih za zivot

nacine prehrane i bavljenje sportom sve je popularniji. Samim time upotreba aromati¢nog i

ljekovitog bilja sve je ¢esca.

Uloga izolacije DNA u genetskim istrazivanjima je utvrditi razlike izmedu prirodnih
populacija, odrediti pripadnost vrsti. U svrhu fenotipizacije biljne vrste, najcesée se kombinira
morfoloska razli¢itost te razli¢itost na razini DNA. Istrazivanje na razini DNA zahtijeva da
molekula DNA bude cista i kvalitetna. Veéinom sve vrste medicinskog, ljekovitog i
aromati¢nog bilja sadrze velike koli¢ine polisaharida, polifenola i ostalih sekundarnih
metabolita (Stockigt i sur., 1995.). Bas te tvari stvaraju probleme prilikom izolacije
(pretjerane obojanosti molekula DNA) te djeluju tako da dovode do degradacije DNA te
sprjeCavaju uspje$nost DNA izolacije (Azmat i sur., 2012.). Metode i protokoli DNA izolacije
zahtijevaju posebne tehnike te upotrebu odredenih kemikalija koje mogu neutralizirati ili

potpuno ukloniti velike koli¢ine sekundarnih metabolita koje sadrzaju ove biljne vrste.

Cilj rada je opisati postupak prikupljanja i izolacije molekula DNA te utvrditi kvalitetu i
koli¢inu izolirane DNA kod biljnih vrsta koje se koriste u medicinske svrhe. No, s druge
strane pokusSati 1 odrediti najbolju metodu za izolaciju molekule DNA iz mladih listova
ljekovitog i aromati¢nog bilja. Prilikom istrazivanja koriSteni su ruzmarin, kadulja, kamilica,
lavanda, ljupCac, menta, ruta i anis. Sve biljke su bile uzgajane u kontroliranim uvjetima.
Osim toga, ispitat ¢e se ucinkovitost tri metode izolacije DNA: CTAB (Cetyl
trimethylammonium bromide) metoda prema Doyle i Doyle, (1990.), SDS (Sodium dodecyl
sulfate) metoda prema Schweitzer i sur. (1995.) te FA-UniZG-DNA metoda prema Bolari¢ i
sur. (2014.).


http://link.springer.com/article/10.1007/BF00052163#author-details-1

2. Materijali i metode

2.1. Biljni materijal

Ovo je istrazivanje provedeno na osam biljnih vrsta koje ukljucuju: ruzmarin (Rosmarinus
officinalis L.), kadulja (Salvia officinalis L.), kamilica (Matricaria chamomilla L.), lavanda
(Lavandula officinalis L.), ljup¢ac (Levisticum officinale L.), menta (Mentha crispa L.), ruta
(Ruta graveolens L.) i anis (Pimpinella anisum L.). Sjeme biljaka je kupljeno u
poljoprivrednim ljekarnama te su stavljena na naklijavanje u plitice koje su sadrzavale
supstrat (slika 1.). Budu¢i da je doSlo do pojave patogena u komori, biljke su bile ponovo
naklijane u Laboratoriju za sjemenarstvo. Tijekom razvoja biljaka uzeti su uzorci mladih

listova, starih 20 dana, koji su koristeni prilikom izolacije DNA.

Slika 1. Biljni materijal stavljen na naklijavanje (Foto original: Matej Kurilj)



2.2. Priprema biljnog tkiva za izolaciju DNA

Skarama su odstranjeni svi zdravi listovi s mladih biljaka (slika 2), koji su zatim izvagani
kako bi imali dovoljno lisne mase za izolaciju, ali i ponavljanje postupka u slucaju lose

kvalitete DNA. Nakon rezanja listova jedne biljne vrste Skare su dezinficirane alkoholom.

Slika 2. Odstranjivanje mladih listova i njihovo vaganje ( Foto original: Matej Kurilj)

Nakon $to je lisna masa izvagana spremljena je prvo u aluminijsku foliju te nakon toga u

kuvertu. Svaka kuverta bila je propisno oznacena kako ne bi doslo do mijeSanja uzoraka (slika
3).



Slika 3. Pohranjivanje listova u kuverte ( Foto original: Matej Kurilj)

Uzorci lisne mase pohranjeni su na -80°C u ultra hladni zamrzivaé kako bi se sacuvali u
prvobitnom stanju i kako bi se sprijecila degradacija biljne mase i u konacnici i molekule
DNA (slika 4).

Prije same izolacije uzorci listova pohranjeni u aluminijskoj foliji su s ultra dubokog
smrzavanja premjeSteni U Kutiju s ledom kako se ne bi naglo otopili. Za potrebe izolacije
odvagano je cca. 40 mg smrznutog lista koji su zatim stavljeni u tarionik (slika 5). U tarionik
je prethodno uliven tekuéi dusik kako bi omogucio lakse mrvljenje biljnog tkiva. Lisnu masu
bilo je potrebno izmrviti u sitni prah uz pomo¢ tucka kako bi se olakSala homogenizacija

biljne mase u postupcima izolacije DNA.



Slika 4. Biljni materijal stavljen na -80°C u ultra hladni zamrzivag. (Foto original: Matej
Kurilj)

Slika 5. Materijal potreban za homogenizaciju biljnog tkiva (Foto original: Matej Kurilj)



2.3. Metode izolacije DNA
Na proucavanim biljnim vrstama ispitane su sljedece metode izolacije DNA:

a) CTAB metoda prema Doyle i Doyle (1990.) modificirana prema Grljusi¢ (2003.)

b) SDS metoda prema Schweizer i sur. (1995.) poznata i kao natrij-bisulfit metoda
modificirana prema Bolari¢ i sur. (2005.)

€) metoda kreirana u okviru ovih istrazivanja u laboratoriju Zavoda za oplemenjivanje
bilja genetiku biometriku i eksperimentiranje Agronomskog fakulteta Sveucilista u

Zagrebu radnog naziva FA-Unizg-DNA (kreatorica metode Bolari¢, S.)

2.3.a. Protokol CTAB metode modificirane prema Grljusi¢ (2003.)

Tablica 1. Kemikalije potrebne za izolaciju DNA CTAB metodom

KEMIKALIJA SASTAV

2% CTAB - Cetyltrimethylammonium bromide

100 mM TRIS [Tris(hydroxymethyl)aminomethane],

pH8
Izolacijski CTAB pufer

1,4 M NaCl

20 mM EDTA ( EDTA disodium salt), pH8

0,2 % B-mercaptoethanol

kloroform-izoamilni alkohol kloroform: izoamilni alkohol = 24:1

70% izopropanol (-20°)

70% etanol

TRIS — Tris(hydroxymethyl)aminomethane

TE pufer za otapanje i ¢uvanje DNA — pH8 o
EDTA — EDTA disodium salt

Izolacijski pufer stavljen je u vodenu kupelj kako bi se zagrijao na 65°C. Tubice volumena 2
ml ispunjene su s 40 mg izmrvljenog tkiva u koje je zatim dodano je 800 ul prethodno
zagrijanog CTAB pufera. Slijedilo je mijeSanje uzoraka na vorteksu kako bi se smjesa
homogenizirala. Nakon $to su 30 minuta bile u vodenoj kupelji na 65°C (slika 6), tubice su
stavljene na led (oko 5 minuta) nakon cega je u njih dodano 800 pl kloroform-izoamilnog
alkohola (slika 7).




Slika 6. Uzorci u vodenoj kupelji na 65°C (Foto original: Matej Kurilj)

Slika 7. Dodavanje koloroform izoamil alkohola (Foto original: Matej Kurilj)



Svi uzorci su mijesani 15-20 minuta laganim okretanjem ruke te su stavljeni 8 minuta na
centrifugiranje pri brzini od 14000 rpm. Nakon centrifugiranja mikropipetom je izvucen
supernatant (slika 8) i prebacen u novu tubicu u koju je dodano 15 ul enzima RNAzeA.

Slika 8. Odvajanje supernatanta (Foto original: Matej Kurilj)

Nova smjesa je sat vremena ostavljena na sobnoj temperaturi. Nakon sat vremena u tubice je
dodano 1/10 volumena 3M natrij-acetata i 2/3 volumena hladnog izopropanola. Tubice su
laganim okretanjem ruke promijeSane i smjeStene na -20°C stupnjeva u trajanju od sat
vremena. Ohladeni uzorci stavljeni su u centrifugu 10 minuta na 14000 rpm nakon ¢ega se u
tubicama vidjela bijela pahuljica DNA. Iz tubica je izliven izopropanol, paze¢i da bijela
pahuljica ostane unutra. Nakon toga lupkajuci prstima prvi puta je isprana DNA pomoc¢u 500
ul 70%-tnog etanola, nakon ispiranja etanol je izliven pazec¢i pritom da DNA ostane u tubici.

Drugi puta dodana je ista koli¢inu etanola, ali je sada tubica ostavljena na sobnoj temperaturi
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20-30 minuta. Nakon $to je drugi puta izliven etanol, tubice su ostavljene otvorene kako bi
ostatak etanola ispario. Nakon Sto su se tubice osusile dodano je 100 ul TEq; pufera nakon
¢ega suU preko noc¢i smjestene u hladnjak. Iduéi dan lupkajuci prstima tubice provjereno je je li

DNA otopljena.

2.3.b. Modificirana SDS metoda prema Schweizer i sur. (1995.) poznata i kao natrij-bisulfit

metoda modificirana prema Bolarié¢ i sur. (2005.)

Tablica 2. Kemikalije potrebne za izolaciju DNA SDS metodom

KEMIKALIJA SASTAV

10 ml TRIS-HCL pH 8

10 ml EDTA (EDTA disodium
salt), pH 8

10 ml NacCl

natrij bisulfit pufer
12,5 ml SDS -

Natriumlaurylsulfat/ Sodium
dodecyl sulfate

38-50g natrij-bisulfit

) o kloroform: izoamilni alkohol =
kloroform-izoamilni alkohol

24:1
70% izopropanol (-20°)
70% etanol
TRIS -
o . Tris(hydroxymethyl)aminomethan
TE pufer za otapanje i cuvanje DNA — pH8 e

EDTA — EDTA disodium salt

Dok je izolacijski pufer u vodenoj kupelji, u tubicu 2 ml je stavljeno 20 mg usitnjene lisne
mase. Nakon toga dodano je 1 ml zagrijanog izolacijskog pufera te je sve promijeSano
vorteksom. Tubice su 45 minuta stajale u vodenoj kupelji na 60°C. Ohladenim uzorcima
dodano je 670 ul kloroform-izoamil alkohola i laganim okretanjem tubica sadrzaj je
promijesan. Slijedilo je centrifugiranje uzoraka 10 minuta na 14000 rpm. Budu¢i da je doslo



do razdvajanja tekuce i krute faze (slika 9) mikropipetom je izvuéena tekuca faza (u kojoj se

nalazi DNA molekula), u novu tubicu u koju je dodano 20 ul RNAzeA.

Slika 9. Tekuca i kruta faza (Foto original: Matej Kurilj)

Nakon §to su uzorci ostavljeni 30 minuta na sobnoj temperaturi, njima je dodano 650 ul
izopropanola. Kada DNA postane vidljiva (slika 10), tubice su centrifugirane 2 minute na
11000 rpm. DNA peleta je postala vidljiva na dnu tubice, a izopropanol je izliven naglim

okretom tubice u pripremljenu ¢asu.
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Slika 10. Vidljiva molekula DNA (Foto original: Matej Kurilj)

Nakon toga dodano je dodano 500 ul 0,2 M natrij-acetata u 76% etanolu, te je 30 minuta
laganim lupkanjem prstima isprana DNA. Uzorci su zatim stavljeni na centrifugiranje u
trajanju od 5 minuta na 11000 rpm. Kada je zavrSeno centrifugiranje tekucina je izlivena, a u
tubice je zatim dodano je 500 ul 10mM amonij-acetata u 76% etanolu u kojem je DNA drugi
puta isprana. Uzorci su opet stavljeni na centrifugu 5 min na 11000 rpm. Supernatant je opet
izliven, a tubice su ostavljene otvorene dok etanol nije ishlapio. Osusenim tubicama dodano je
100 ul TEp; pufera, a lupkajuéi prstom otopljena je DNA. Tubice su ostavljene stajati preko

no¢i u hladnjaku. Idué¢i dan uzorci su malo promijesani i spremljeni na -20°C.

11



2.3.c. FA-UniZG-DNA metoda

Tablica 3: Kemikalije potrebne za izolaciju DNA FA-UniZG-DNA metodom

KEMIKALIJA SASTAV

2% CTAB — Cetyltrimethylammonium bromide

100 mM TRIS [Tris(hydroxymethyl)aminomethane
1. pH8

Izolacijski CTAB pufer 1,4 M NaCl

20 mM EDTA (EDTA disodium salt), pH8

0,2 % B-mercaptoethanol

LiCl

kloroform-izoamilni alkohol kloroform: izoamilni alkohol = 24:1

70% izopropanol (-20°)

70% etanol

TE pufer za otapanje i ¢uvanje DNA — | Tris - Tris(hydroxymethyl)aminomethane
pH8 EDTA - EDTA disodium salt

Tubica od 2 ml je ispunjena sa 30 mg izmrvljenog lisnog materijala, zatim je dodano 800 ul
izolacijskog pufera koji je zagrijan na 65°C. Uzorak je stavljen na vorteks, dodano je 400 pl
LiCl koji je zagrijan na 60°C i stavljen ponovo u vodenu kupelj 30 minuta na 60°C. Nakon $to
su se uzorci ohladili dodano je 670 ul kloroform-izoamil alkohola. Tubice su ostavljene na
sobnoj temperaturi 20 minuta uz ¢esto mijeSanje. Uzorci su zatim stavljeni na centrifugiranje
na 14000 rpm 10 minuta. Poslije centrifugiranja, gornja faza je izdvojena u nove tubice u koje
je zatim dodano 20 ul RNAzeA. Tubice su premjestene u vodenu kupelj na 37°C, zbog boljeg
i brzeg djelovanja enzima, u trajanju od 30 minuta. Ohladenim uzorcima dodano je 300 ul 5M
NaCl nakon ¢ega su tubice lagano promijesane okretanjem ruke. Nakon toga dodano je 700 pl
hladnog apsolutnog izopropanola te su uzorci ostavljeni stajati na sobnoj temperaturi 30
minuta. Nakon $to je DNA postala vidljiva, uzorci su stavljeni na centrifugiranje u trajanju od
10 minuta na 11000 rpm. Supernatant je zatim izliven (paze¢i da DNA peleta ostane
zalijepljena za dno tubice), pelete su zatim isprane sa 670 ul 0,2M natrij-acetata u 76%
etanolu. Slijedilo je centrifugiranje pri 11000 rpm u trajanju od 5 minuta. Nakon toga
ponovno je izliven supernatant, a peleta DNA isprana je sa 670 ul 10mM amonij-acetata.

Uzorci su zatim posljednji put stavljeni u centrifugu 10 minuta pri 11000 rpm. Iz tubica je

12




izliven tekuci dio, a tubice su ostavljene da se osusSe na sobnoj temperaturi. U osusene tubice
dodano je 100 ul TEq; pufera kao bi se DNA peleta otopila, tubice su zatim premjeStene
preko no¢i u hladnjak. Iduc¢i dan lagano lupkajuci prstom promijesani su uzorci i spremljeni

na -20°C.

2.4. Utvrdivanje kolicine i kvalitete izolirane DNA

Ispitivanje kvalitete DNA provedena je elektroforetski u usporedujuéi ju s A DNA, ¢ija je
koncentracija unaprijed poznata. Uzorci DNA su izvadeni iz zamrzivaca te otopljeni na
sobnoj temperaturi nakon ¢ega su stavljeni u kutiju s ledom. Za elektroforezu uzoraka DNA
koristen je 0,8% agarozni gel zbog visoke razlucivosti, jer jesu DNA fragmenti velike mase (2
-10 kb). Prema volumenu kadice od 60 ml odvagano je 0,489 agaroze u Erlenmeyer tikvicu od
200 ml u koju je uliveno 60 ml 1x TAE (Tris-acetate-EDTA) pufera. Tikvica je zatim
stavljena u mikrovalnu peénicu pri ¢emu se zagrijavanjem i povremenim mijeSanjem otopila
agaroza. Slijedilo je hladenje otopine u vodenoj kupelji do temperature od 40°C, nakon ¢ega
je u otopinu stavljeno ¢etiri kapi OLERUP boje. OLERUP boja se interkalira izmedu DNA
baza te omogucava njenu vidljivost pod UV svjetlom. Zatim je otopina je izlivena u
pripremljenu kadicu i stavljen je ¢eSalj za veli¢inu uzorka od 10 pl. Slijedila je polimerizacija
gela hladenjem otopine agaroze i pufera. Nakon polimerizacije gela naneseni su uzorci DNA i
uzorak L DNA koncentracije 100 ng/ul. Za pripremu DNA uzoraka i A DNA za elektroforezu
koristeno je 2 pl razrijedene DNA, 2 ul STOP mixa (5x SGB) (IM Tris-HCI pH 8,0, 0,5M
Na,EDTA, Bromfenolblue boja, 87% glicerin, SDS) i 6 ul d.d. H,0O. Uvijeti elektroforeze bili
su: 80 V, 60 mA i 50 W u trajanju od 60 minuta.

2.5. O¢itavanje rezultata elektroforeze

Nakon $to je napravljena elektroforeza agarozni gel s produktima stavljen je u Syngene®
G:BOX F3 uredaja za snimanje i pomocu njega su fotografirani uzorci. Uredaj u sebi ima
ugradenu kameru rezolucije 3.8 megapixela kao i GeneSys softver. Rezultati su ocitani
pomoc¢u Syngene® programa GeneTools, koji je kompatibilan s GeneSys softverom ver.

1.4.1.0.
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3. Rezultati i rasprava

Buduc¢i da su koriStene tri metode izolacije, rezultati variraju ovisno o koristenoj metodi. Iako
su Sharma i sur., (2010.) utvrdili da nema velike razlike izmedu kvalitete izolirane DNA
ukoliko je prilikom homogenizacije koriSten tekuc¢i dusik ili ne, u ovom radu zajednicko svim
metodama bila je homogenizacija tkiva prilikom koje je koriSten tekuc¢i dusik te je dobivena
zadovoljavaju¢a kvaliteta DNA. Kvaliteta i Cisto¢a izolirane DNA bila je provjerena
elektroforetski usporedujuci ju s DNA poznate koncentracije. Najbolje rezultate dala je
najéescée koristena metoda izolacije DNA iz biljnog materijala — CTAB metoda. Pomoc¢u ove
metode dobivena je kvalitetha DNA iz svih biljnih vrsta na kojima je bila koriStena izuzev
kadulje i lavande (slika 11) . Kod te dvije vrste, DNA nije za odbaciti, niti je u jako loSem
stanju, no nije kvalitetna kao kod ostalih biljaka. Procijenjena koli¢ina DNA iz uzoraka
ruzmarina, ljup€aca, mente i anisa je 30 ng/ul, najmanja je u kadulje i lavande (10 ng/ul),
nesto veca (20 ng/ul) je u rute, a najveca, od ¢ak 150 ng/ul, u kamilice. Sahu i sur. (2012.)
koriste¢i ovu metodu imali su velike probleme prilikom izolacije jer su im pelete bile ljepljive
i imale su visoku viskoznost. Buduci da su biljke koristene u istrazivanju bile ubrane u Sumi,

te su bile pod utjecajem vanjskih uvjeta, to je moguci razlog ljepljivosti i velike viskoznosti.

A100 " 2 3 4 5 6 7 8

. -

we B 084

Slika 11. Elektroforegram ispitivanih DNA uzoraka dobivenih CTAB metodom (ADNA 100
ng/ ul; 1. ruzmarin; 2. kadulja; 3. kamilica; 4. lavanda; 5. ljupcac; 6. menta; 7. ruta; 8. anis)
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Pomoc¢u Modificirane SDS metode prema Schweizer i sur. (1995) poznate i kao natrij-bisulfit
metoda modificirane prema Bolari¢ i sur. (2005) uspjes$no su izolirane sve biljne vrste. No,
najbolje rezultate ova metoda je dala u lavande i anisa. Kod ostalih biljnih materijala
molekule DNA nisu imali visoku kvalitetu. Procijenjena DNA nije mogla biti o€itana iz

uzoraka kamilice i anisa, dok je kod ostalih uzoraka onda iznosila 10 ng/ ul (slika 12).

Slika 12. Elektroforegram biljnih DNA uzoraka dobivena SDS metodom (ADNA 50ng/ul; 1.

ruzmarin; 2. kadulja; 3. kamilica; 4. lavanda; A100; 5. ljupCac; 6. menta; 7. ruta; 8. anis;
ADNA 150 ng/pl)

Kao najneucinkovitija metoda bila je FA-UniZG-DNA metoda. DNA uzorci nisu bili ispitani
elektroforetski zbog obojenosti DNA peleta. Dodatnim ispitivanjem trebalo bi se provjeriti

zaSto su rezultati takvi i gdje je doslo do jake Zelatinacije otopine u kojoj se nalazila DNA.

Razlika izmedu koristenih metoda, izuzev pufera, su i U pranju peleta $to moze utjecati na
¢istocu dobivenu DNA. Bas taj korak ima veliki utjecaj na uklanjanje sekundarnih metabolita
koji stvaraju probleme prilikom izolacije. Khanuja i sur. (1999.) navode kako dodavanje vece
koncentracije PVP-a i p-mercaptoetanola pomaze prilikom odstranjivanja polifenola i
dobivanja kvalitetnije molekule DNA, dok se s druge strane, veca koncentracija NaCl-a treba

koristiti prilikom odstranjivanja polisaharida iz otopine.

Kako bi utvrdili je li izolirana DNA sposobna za daljnju primjenu moze se koristiti digestija
restrikcijskim endonukleazama, a u daljnjem istrazivanju podrucje primjene izolirane DNA

provjeriti ¢e se PCR metodom.
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4, Zakljucak

Na primjeru osam biljnih vrsta koje pripadaju skupini medicinskih i aromati¢nih biljaka
provedeno je istrazivanje kvalitete i koli¢ine izolirane DNA. Koristene su tri metode, od kojih
se najbolja pokazala CTAB metoda prilikom koje je uspjesno izolirana DNA iz svih osam
biljnih vrsta. SDS metoda najbolje rezultate dala je kod anisa i lavande, dok je FA-UniZG-
DNA metoda dala najlosije rezultate. Prekomjerna obojanost molekule DNA prilikom FA-

UniZG-DNA metode razlog je Sto ti uzorci nisu bili pogodni za daljnju analizu.
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Sazetak

Vecéinom sve vrste medicinskog, ljekovitog i aromaticnog bilja sadrze velike koliCine
polisaharida, polifenola i ostalih sekundarnih metabolita. Cilj rada bio je opisati postupak
izolacije molekule DNA te utvrditi kvalitetu i koli¢inu izolirane DNA kod biljnih vrsta koje se
koriste u ljekovite svrhe. Biljne vrste koriStene su istrazivanju su: ruzmarin, kadulja, kamilica,
lavanda, ljupCac, menta, ruta i anis. One su uzgajane u kontroliranim uvjetima i nisu bile pod
utjecajem vanjske sredine. Prilikom izolacije koristene su tri metode: CTAB, SDS i FA-
UniZG-DNA. Teku¢i dusik koristen je kod homogenzacije biljnog tkiva, dok je kvaliteta i
koli¢ina izolirane DNA testirana elektroforetski. CTAB metoda se pokazala najuspjesnijom za

izolaciju DNA iz svih ispitivanih biljnih vrsta.

Kljucne rijefi: medicinsko, ljekovito i aromaticno bilje, izolacija DNA, teku¢i dusik,

elektroforeza
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Summary

Most of all medical, medicinal and aromatic plants contain lagre amounts of polysaccharides,
polyphenols and other secondary metabolites. Aim of this reserach was to describe the
process of isolation of DNA molecules and to determine the quality and quantity of isolated
DNA in plant species which are used in medicinal purposes. Plant species used in this
research are: rosemary, sage, chamomile, lavender, lovage, mint, anise and routes. They were
grown in controlled area and hadn't any impact of extrnal environment. We used used three
types of isolation methods: CTAB, SDS and FA-UniZG-DNA. Liquid nitrogen was used in
homogenization of plant tissue, while purity and quality of isolated DNA was estimated by

electrophoresis.

Key words: medical, medicinal and aromatic plants, DNA isolation, liquid nitrogen,

electrophoresis
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Sazetak

Vec¢inom sve vrste medicinskog, ljekovitog 1 aromati¢nog bilja sadrze velike kolicine
polisaharida, polifenola i ostalih sekundarnih metabolita. Cilj rada bio je opisati postupak
izolacije molekule DNA te utvrditi kvalitetu i koli¢inu izolirane DNA kod biljnih vrsta koje se
koriste u ljekovite svrhe. Biljne vrste koriStene su istrazivanju su: ruzmarin, kadulja, kamilica,
lavanda, ljupéac, menta, ruta i anis. One su uzgajane u kontroliranim uvjetima i nisu bile pod
utjecajem vanjske sredine. Prilikom izolacije koristene su tri metode: CTAB, SDS i FA-
UniZG-DNA. Tekuéi dusik koristen je kod homogenzacije biljnog tkiva, dok je kvaliteta i
koli¢ina izolirane DNA testirana elektroforetski. CTAB metoda se pokazala najuspjesnijom za
izolaciju DNA iz svih ispitivanih biljnih vrsta.

Klju¢ne rijefi: medicinsko, ljekovito i aromati¢no bilje, izolacija DNA, tekuéi dusik,
elektroforeza

Summary

Most of all medical, medicinal and aromatic plants contain lagre amounts of polysaccharides,
polyphenols and other secondary metabolites. Aim of this reserach was to describe the
process of isolation of DNA molecules and to determine the quality and quantity of isolated
DNA in plant species which are used in medicinal purposes. Plant species used in this
research are: rosemary, sage, chamomile, lavender, lovage, mint, anise and routes. They were
grown in controlled area and hadn't any impact of extrnal environment. We used used three
types of isolation methods: CTAB, SDS and FA-UniZG-DNA. Liquid nitrogen was used in
homogenization of plant tissue, while purity and quality of isolated DNA was estimated by
electrophoresis.

Key words: medical, medicinal and aromatic plants, DNA isolation, liquid nitrogen,
electrophoresis
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