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1. UVOD

Elektroforeza je proces migracije nabijenih Cestica kroz medij uslijed djelovanja elektri¢nog

polja (Piljac, 2006.).

Agarozna gel elektroforeza je laboratorijska metoda za odvajanje i analizu makromolekula i
nukleinskih kiselina na temelju veli¢ine njihovih fragmenata. H. V. Thorne je u svojim ranim
radovima uspio odvojiti DNA poliom virusa iz DNA stanice domacina putem elektroforeze,
a zbog nezainteresiranosti tada$nje znanstvene zajednice metoda agarozne gel elektroforeze
dozivjela je procvat izmedu 1972. i 1975. godine (Kumar i sur. 2021.). Identificiranje i
razdvajanje razlic¢itih biomolekula jedan je od primarnih ciljeva elektroforeze. Agaroznom
gel elektroforezom vrse se brojna istraZivanja u genetici, biokemiji, molekularnoj biologiji i
drugima. Neki od najvaznijih primjera uporabe ove metode su: analiza DNA 1 RNA,
procis¢avanje DNA fragmenata, genetski inzenjering, DNA |, fingerprinting®, analiza

proteina, analiza okolisne DNA (https://microbiologynote.com/). Elektroforeza DNA u

agaroznom gelu moze se provoditi u nativnim uvjetima koji podrazumijevaju kretanje DNA
u dvolan¢anom obliku te U denaturiraju¢im uvjetima pri ¢emu jednolancani oblik DNA
prolazi kroz gel. Standardna elektroforeza, u nativnim uvjetima, podrazumijeva upotrebu
elektriénog polja stalne jakosti i smjera, pri ¢emu je moguce razdvojiti molekule DNA
duljine od 50 pb do 50 kpb, dok se za krace molekule DNA koristi elektroforeza u

poliakrilamidnom gelu (Ambriovi¢ Ristov, 2007.)

Genomska DNA je ukupan geneticki materijal jednog organizma. Nalazi se u jezgri stanica
te je organizirana u proteinske komplekse koji se nazivaju kromosomi. DNA je evolucijski
odabrana kao ,,molekula Zivota® zbog iznimne stabilnosti 1 zbog mogucnosti preciznog i
to¢nog kopiranja DNA koja omogucuje reprodukciju i1 nasljedivanje, odnosno prijenos
genetskih svojstava s roditelja na potomstvo. DNA sadrzava veliku koli¢inu genetskih
informacija; sintezom specifi¢nih proteina, koji su odredeni redoslijedom baza, omogucéava
se organizmima da kontroliraju svoje metabolicke procese, razvoj 1 funkciju

(https://www.giagen.com/). Analize DNA podrazumijevaju prethodno izdvajanje genomske

DNA iz nekog biljnog ili zivotinjskog organizma ili iz bakterija. Metode za izdvajanje biljne
genomske DNA ovise o vrsti same biljke te vrsti daljnjih analiza, pa je tako moguce izolirati
DNA iz cijele biljke, sjemena ili iz stani¢nih organela kao $to su mitohonndriji ili kloroplasti.
Izdvajanje genomske DNA iz biljnog tkiva temelji se ve¢inom na izdvajanju iz male koli¢ine

biljnog materijala te je takav uzorak prikladan za razlicita istrazivanja velikog broja uzoraka.


https://microbiologynote.com/
https://www.qiagen.com/

Jedna od najcesce koristenih metoda je tzv. CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide)
modificirana metoda prema Doyle i Doyle (1990) metodi koja rezultira vrlo ¢istom DNA.
Analiza DNA se sastoji, od niza metoda neke od njih su digestija genomske DNA pomoc¢u
restrikcijskih endonukleaza (Loenen i sur., 2014) ili umnazanje nekog odsjeCka DNA.
Lancana reakcija polimerazom (PCR — Polymerase chain reaction) je laboratorijska metoda
umnazanja odredenog segmenta DNA koji se kasnije moze dalje istrazivati. Metoda PCR
ukljucuje koriStenje takozvanih pocetnica, odnosno kratkih sintetickih fragmenata DNA za

odabir odredenog segmenta genoma DNA, koji se zeli umnoziti (https://www.genome.gov/).

Cilj ovog istrazivanja je opisati i primijeniti metodu agarozne gel elektroforeze te utvrditi

veli¢ine fragmenata DNA molekule.

Power supply

Direction of electrical current

Agarose gel Buffer

<+———— Electrophoresis tank

Slika 1. Shema elektroforeze (https://geneticeducation.co.in)


https://www.genome.gov/

2. MATERIJAL | METODE

2.1. Biljni materijal

U ovom istrazivanju kori$tena je biljna genomska DNA pSenice i graha, te DNA fragmenti

nakon lancane reakcije polimerazom (PCR — Polymerase chain reaction).

Genomska DNA je ukupan geneticki materijal jednog organizma, u njoj se nalaze sve upute
za izgradnju, odrzavanje te izvrSavanje bioloskih funkcija. Kod biljaka, genomska DNA se
nalazi u jezgrama stanica a, osim u jezgri, mala koli¢ina moze se nalaziti i u drugim
organelima kao §to su kloroplasti i mitohondriji jer oni imaju vlastite setove gena te aktivno
sudjeluju u metabolickim procesima. Ovisno o vrsti biljke, DNA moze biti razli¢itih veli¢ina.
Zbog svoje veli¢ine, molekule genomske DNA su u vecini organizama organizirane u DNA-
proteinske komplekse koji se nazivaju kromosomi. Osnovnu strukturu molekule DNA ¢ine
nukleotidi. Svaki nukleotid je sastavljen od duSi¢ne baze (adenin, citozin, gvanin i timin),
Se¢era (deoksiriboze) 1 fosfatne skupine. Upravo zbog fosfatnih skupina izmedu svake
deoksiriboze, molekula DNA je negativno nabijena nukleinska kiselina. Spajanjem dusi¢nih
baza vodikovim vezama, adenina i timina odnosno gvanina i citozina, stvara se dvostruka
spiralna uzvojnica DNA. Molekula DNA iznimno je stabilna zbog nekoliko razloga. Dvije
paralelne niti koje spajaju dusi¢ne baze u konacnici rezultiraju strukturom dvostruke spiralne
uzvojnice. One omogucuju organizmu da lako pristupi DNA te ju replicira, a ujedno sluze
kao zaStita genetske informacije. Povezivanje baza relativno jakim vodikovim vezama te
prisutnost Van der Waalsove sile (privlacne sile) izmedu atoma u molekuli dodatno
pridonose stabilnosti molekule. Vrlo je vazno prisustvo enzima koji popravljaju 1 Stite DNA,
jer oni svojim djelovanjem takoder sudjeluju u odrzavanju stabilnosti, te se nazivaju jos 1

molekularni ,,popravljaci® (https://www.britannica.com/).

Uzorci genomske DNA te fragmenata nakon PCR reakcije pSenice 1 graha preuzeti su iz
DNA kolekcije uzoraka Katedre za genetiku, oplemenjivanje bilja i sjemenarstvo. Izolacija
genomske DNA iz mladih listova pSenice i1 graha provedena je prema CTAB metodi, pri
¢emu je izolirana DNA otopljena u 100 pl TE (Tris-EDTA) pufera. Koristeni su fragmenti
DNA dobiveni amfilikacijom mikrosatelitnih pocetnica (SSR - Simple Sequence Repeat)
nakon PCR reakcije na uzorcima pSenice i graha s o¢ekivanim produktima amplifikacije od

150 1 200 pb (parova baza).


https://www.britannica.com/

Navedena genomska DNA i PCR fragmenti su bili usporedeni sa standardnom DNA,
odnosno lambda DNA (A DNA), koncentracije 100 i 200 ng/pl te DNA ljestvama standardne
duljine parova baza od 1 kpb i 100 pb (slika 2 i 3).

bp

250,253

1.2% agarose

Slika 2. DNA ljestve duljine 1 kpb, Promega

(Izvor: https://worldwide.promega.com/)

2% agarose

Slika 3. DNA ljestve duljine 100 pb, Promega

(Izvor: https://worldwide.promega.com/)


https://worldwide.promega.com/
https://worldwide.promega.com/

2.2. Laboratorijski pribor, kemikalije i uredaji

U Tablici 1 je popis laboratorijskog pribora kemikalija i reagenasa te uredaja koji su koristeni

u ovom istrazivanju.

Tablica 1. Laboratorijski pribor, kemikalije 1 uredaji

Pribor

Erlenmeyerova tikvica 250 ml
Menzura od 100 ml

Mikropete razli¢cnog volumena
Nastavci za mikropipete

Tubice od 0,5 ml

Stalak za tubice

Papirnati ubrusi

Kadica za izlijevanje gela (7 x 10 cm)
Cesalj s osam jaZica

Krep traka

Kemikalije

1 x TBE pufer

Agaroza u prahu (SeaKem®)

Boja za nanoSenje uzoraka (Blue/Orange
Loading Dye, 6X, Promega)

Standardi za veli¢inu uzoraka (BenchTop
100bp DNA Ladder i 1kb DNA Ladder
Promega)

Boja za nukleinske kiseline (Olerup SSP®
GelRed™)

Uredaji

Laboratorijska vaga (Mettler Toledo)
Mikrovalna peénica

Vrtlozna mijesalica (vortex)

Uredaj za elektroforezu (Sub-Cell® GT,
Bio-Rad)

Izvor napajanja (PowerPac™, Bio-Rad)

Digitalni uredaj za snimanje gelova pod UV

svjetlom: G:BOX F3, Syngene




Sav laboratorijski pribor je unaprijed pripremljen. Erlenmayer tikvice od 250 ml te menzura
od 100 ml su prethodno sterilizirane, kao i nastavci za pipete te tubice od 0,5 ml.

2.3. Metoda elektroforeze u agaroznom gelu

Kretanje elektri¢ki nabijenih Cestica u otopini, pod utjecajem elektricnog polja, naziva se
elektroforeza. Za uspostavljanje elektricnog polja u mediju, sluze pozitivha (anoda) i
negativna elektroda (katoda). Postoje razne metode elektroforeze, kao $to su: elektroforeza
u slobodnoj otopini, elektroforeza u otopini na nosacu, elektroforeza u homogenom
poliakrilamidnom gelu uz homogeni pufer, elektroforeza na poliakrilamidnom gelu uz
diskontinuirane uvjete, elektroforeza na poliakrilamidnom gelu u prisutnosti aditiva,
elektroforeza na agaroznom gelu, dvodimenzionalna (2D) elektroforeza visoke rezolucije,

elektroforeza u kapilari (Piljac, 2006.).

U ovom eksperimentu je Koristena elektroforeza na agaroznom gelu koja je jedna od najcescée
koristenih i uobicajenih tehnika za odvajanje i analizu ne samo nukleinskih Kiselina ve¢ i
drugih biomolekula na temelju njihovog naboja i veli¢ine. Najveéu primjenu ima u podrucju
genetike, molekularne biologije, biokemije i imunologije. Agaroza je prociséeni polisaharid
dobiven iz agara. Agar je biopolimer koji ima vrlo veliku komercijalnu i znanstvenu
vrijednost, a ekstrahiran je iz crvenih morskih algi (rodovi Gellidium i Gracilaria). Agar je
jedna od prvih tvari koja se koristila u razdvajanju proteina i kao medij za mikrobioloSke
podloge (https://glossary.periodni.com). Proc¢is¢avanjem, agara odnosno uklanjanjem
agaropektina, dobije se agaroza. Otapanjem praha agaroze u nekoj otopini (vodi ili puferu)
pri vrlo visokoj temperaturi (95 - 100°C ovisno o otapalu) te hladenjem nastaje agarozni gel.
Hladenjem se umrezavaju molekule, nastaje vlaknasta polimerna struktura izmedu c¢ijih
vlakana su pore u kojima se zadrzava voda, odnosno otopina nekog elektrolita, te tako

veli¢ina pora ovisi o koncentraciji agaroze (Piljac, 2006.).

Tijekom rada u laboratoriju koristena je standardna zastitna oprema: laboratorijska kuta,
zastitne rukavice i zastitne naocale. Prvo je pripremljen 1x TBE pufer (koji sadrzi 0,09 M
Tris-borat i 0,01 M EDTA) dobiven razrjedivanjem ,,stock” otopine 10x TBE koja je
priredena otapanjem 108 g Tris baze, 55 g borne kiseline i 40 ml 0,5 M EDTA, pH 8 u
destiliranoj vodi, tako da kona¢ni volumen otopine iznosi 1L). U menzuru (maksimalnog

volumena 100 mL) odmjereno je 60 mL 1x TBE pufera §to je ujedno i volumen kadice (slika



4). Volumen kadice je bilo potrebno izrac¢unati kako bi bilo moguce odvagati agarozu za
razlicite koncentracije gelova. U ovom istrazivanju pripremljeni su agarozni gelovi sljede¢ih
koncentracija: 0,8%, 1%, 2% i 3%.

Slika 4. Mjerenje koli¢ine 1xTBE pufera

(autor: M.K. Mak)

U sljede¢em su koraku na laboratorijskoj vagi izvagane razliite koli¢ine agaroze sukladno
razli¢itim koncentracijama gela. Tako je za 0,8%-tni agarozni gel izvagano 0,48 g agaroze,

za 1%-tni gel 0,6 g agaroze, za 2%-tni gel 1,2 g agaroze te za 3% gel 1,8 g agaroze (slika 5).

Pufer i agaroza su zatim pomijesani U Erlenmeyerovoj tikvici (slika 6). Agarozu nije moguce
otopiti u puferu pri sobnoj temperaturi, otopina je zagrijana u mikrovalnoj pe¢nici. Otopina
se zagrijavala u intervalima od 30 sekundi u ukupnom trajanju od 2 minute. Izmedu
pojedinih intervala, tikvica je uklanjana iz mikrovalne pec¢nice kako bi se smjesa dobro
promijeSala. Navedeni je postupak ponovljen nekoliko puta, sve dok se agaroza nije potpuno
otopila. Zatim je otopina ohladena do temperature od oko 50°C te je u smjesu dodano dvije

kapi za boje za nukleinske kiseline (Olerup GelRed).



Slika 5. Mjerenje mase agaroze

(autor: M.K. Mak)

Boja Olerup SSP® GelRed™ je stabilna, okoligno prihvatljiva i sigurna fluorescentna boja
za nukleinske kiseline osmiSljena kako bi potpuno zamijenila etidij bromid koji je
potencijalno mutagen. Olerup boja se interkalira izmedu baza pri ¢emu je moguce vidjeti
uzorke pod UV svjetlom, odnosno omoguéava bojanje dvolancane i jednolan¢ane DNA i
RNA pri analizi u agaroznim i poliakrilamidnim gelovima. Kao $to je prethodno navedeno,
temperatura otapanja agaroze je blizu kljuCanja, no temperatura zeliranja se krece izmedu
37°C i 43°C, pri ¢emu je bilo jako vazno da temperatura izlijevanja u kalupe ne bude niza
od navedenih vrijednosti. Jako je vazno da koncentracija gela bude uskladena s veli¢inom

analiziranog fragmenta kako bi se postigli najbolji rezultati



Slika 6. Otopina 1xTBE pufera i agaroze

(autor: M.K. Mak)

U sljedec¢em je koraku rashladena otopina izlivena u pripremljene kalupe za gel, nastavkom
za pipete su pazljivo odstranjeni mjehuric¢i te su U otopinu gela, koja je jo$ tekuc¢em stanju,
stavljeni CeSlji¢i za osam jazica. Nakon polimerizacije, odnosno hladenja gela, (slika 7)
¢esljici su pazljivo izvadeni okomito prema gore, kako se ne bi narusila struktura jazice i

samoga gela. Volumen jazica u ovom istrazivanju bio je 10 pL.



Slika 7. Polimerizacija gela

(autor: M.K. Mak)

Sastavljena je jedinstvena shema slaganja uzoraka u jazice (tablica 2) za sve pripremljene
gelove. Uzorci su pripremljeni u prethodno sterilizirane tubice od 0,5 pL koje su poslagane

u stalak.

Tablica 2. Shema slaganja uzoraka u gel

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8.

DNA genomska | genomska | A DNA | L DNA | PCR PCR DNA
standard | DNA DNA 100 200 uzorak uzorak standard
od 1 kbp | pSenice graha pSenice graha od 100 bp

U uzorke od broja 1 do broja 5 umijeSana je boja za nanoSenje i pracenje uzoraka te
destilirana voda u odgovaraju¢im omjerima (uzorak 1: boja 1: voda 3). Boja (Blue/Orange
Loading Dye) se sastoji od 0,4% narancaste (G), 0,03% bromfenol plave 0,03% ksilen
cijanol (FF), 15% Ficoll® 400, 10mM Tris-HCI (pH 7.5) i 50mM EDTA (pH 8.0). Ova boja
se najc¢eSce koristi pri nanoSenju uzoraka u jazice jer sadrzi glicerol, polimer visoke
molekularne mase koji dodaje viskoznost i tezinu uzorcima kako ne bi isplivali iz jaZica

tijekom nanoSenja te omogucava taloZenje uzorka na dno jazice. Navedene boje sluze kao

10



pokazatelji kretanja uzoraka kroz gel pri ¢emu u gelovima od 0,5 do 1,4% agaroznog gela
tamnozelena migrira otprilike brzinom od 4kb, bromfenol plava oko 300bp i naranc¢asta oko

50 bp (https://worldwide.promega.com/ ). Uzorci pod brojevima 6, 7 i 8 su unaprijed obojani

odgovaraju¢im bojama za nanoSenje na gel.

Gel je zatim stavljen u uredaj za elektroforezu (Sub-Cell® GT, Bio-Rad) te je u njega dodana
odgovarajuca koli¢ina 1xTBE pufera, tako da je povrSina gela prekrivena puferom. Uredaj
za elektroforezu je zatim spojen s izvorom napajanja, tako da je strana gdje se nalaze uzorci
spojena na katodu, jer je DNA negativno nabijena pa ¢e pod utjecajem elektromagnetskog
polja kretati prema pozitivno nabijenoj anodi. Uvjeti elektroforeze su bili isti za sve
koncentracije gela kako slijedi napon 70 volti i struja 40mA u trajanju od 1 sat i 30 minuta
(slika 8).

Slika 8. Pokretanje uredaja za elektroforezu

(autor: M.K. Mak)

11
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Slika 9. Razdvajanje boja i uzoraka DNA

(autor: M.K. Mak)

Nakon procesa elektroforeze, gel je stavljen u digitalni uredaj za snimanje gelova G:BOX
F3 (slika 10). Uredaj ima ugradenu kameru rezolucije 3,8 megapiksela. Uredaj je dizajniran
za uobicajene analize koje koriste fluorescenciju kao $to su analize DNA i/ili proteina.
Moguce je slikati gelove birajuci bijelo svjetlo za gelove bojane bojom Comassie blue ili
pod UV svjetlom za uzorke obojane etidij bromidom, SYBR Safe, Olerup GelRed bojama.
Nakon slikanja svih gelova koncentracije od 0,8 do 3% pristupilo se analizi slika (GeneSys)

uzoraka DNA pomoc¢u GeneTools programa.
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Slika 10. Priprema za shimanje gela pod UV svjetlom

(autor: M.K. Mak)
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3. REZULTATI | RASPRAVA

Na 0,8%-tnom agaroznom gelu (slika 12), jasno je vidljivo razdvajanje uzoraka te potvrda
da su se uzorci genomske DNA vedi tj. sastoje se od vise parova baza nego PCR uzorci (broj
617). Uz pomo¢ DNA standarda (ljestve) raspona od 100 do 10 000 pb vidljivo je nepotpuno
razdvajanje ljestvi, no ipak se moze vidjeti da su uzorci broj 2 (genomska DNA pSenice) i 3
(genomska DNA graha) te uzorci 4 (lambda DNA 100) i 5 (lambda DNA 200) veli¢ine preko
10 000 pb koncentracije nesto nize od lambde DNA 100. Navedeno je potrebno provjeriti
ponovljenom analizom pri ¢emu treba genomsku DNA usporediti i sa standardom lambda
DNA od 50 ng/mL. Nepostojanje razmaza u uzorcima DNA takoder ukazuje na to da je
izolirana genomska DNA i psenice i graha vrlo dobre kvalitete za ¢iju je ¢istocu i procjenu
koncentracije je potrebno provesti spektrofotometrijsku analizu. Veli¢ine fragmenata PCR

pSenice i graha gotovo su identi¢ne i iznose od 150 do 156 pb.

10 000 bp

1000 bp
750 bp

500 bp

250 bp

Slika 11. Rezultati elektroforeze na agaroznom gelu koncentracije 0,8%

(autor: M.K. Mak)
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Uspjesnu analizu genomske DNA na agaroznom gelu koriste¢i 0,8%-tnu koncentraciju
agaroze navodi i Kurilj (2016.) u zavrsnom radu ,,Metode izolacije DNA za ljekovito i
aromati¢no bilje*. U prethodno navedenom zavr§nom radu, agarozni gel 0,8% koncentracije

koriSten je zbog visoke razlu¢ivosti iznimno dugacke, genomske DNA.

Na gelu od 1% koncentracije agaroze (slika 12), iako su uzorci tesko razluéivi, vidljivo je da

su uzorci PCR fragmenta najmanji, jer su najdalje migrirali.

Slika 12. Rezultati elektroforeze na agaroznom gelu koncentracije 1%

(autor: M.K. Mak)

Slabo razdvajanje uzoraka moguce je zbog veli¢ine samih fragmenata, odnosno, preveliki
fragmenti slabije su se razdvojili ve¢ u 0,8%-tnom agaroznom gelu. NanoSenje uzoraka u

gel takoder ima jako veliku ulogu pri samoj analizi kao $to je nedovoljno otopljena DNA
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nakon metode izdvajanja, slabo promijesani uzorci. ,,Razmazivanje” odnosno uocavanje
difuznih elektroforetskih pruga je takoder je jedna od mogucih posljedica koje se mogu javiti
zbog razliCitih uzroka kao $to su: prevelika jakost elektricnog polja (prevelika voltaza),
prevelika koli¢ina DNA u uzorku te prelijevanje uzoraka iz jazice (uzorci 4 i 5). Vrlo slab
ili tzv. ,,nevidljivi“ uzorak (uzorci 1, 2, 3 i 8) posljedica je premale koli¢ine DNA u uzorku,
nepazljivog nanosenja uzorka u gel ili nedovoljne kolicine Olerup boje koja je dodana u
premaloj koncentraciji (Ambriovi¢ Ristov, 2007). O veli¢ini o¢ekivanih produkata ovisio je
postotak gela te je tako za vece produkte pripremljen 1% gel, a za manje 2% agarozni gel
(Guberac, 2020).

Na agaroznom gelu koncentracije od 2% (slika 13) vidljivo je slabije razdvajanje uzoraka
od 1 do 5. S obzirom na to da se radi o uzorcima genomske DNA s ve¢im brojem parova
baza kao $to je navedeno na prethodnim slikama 11 i 12 moguce ih je bolje analizirati na
gelu nize koncentracije. PCR uzorke psenice i graha (uzorci 6 i 7) bilo je moguce analizirati
i utvrditi da su veli¢ine od 100 i 200 pb, Sto se moze usporediti s uzorkom DNA ljestvi
(uzorak 8). Odabir odgovarajuce koncentracije agaroznog gela pri analizi rezultata nakon
PCR reakcije uvelike ovise o odabiru samih pocetnica te ocekivanoj duljini umnozenog
dijela DNA. Tako se fragmenti mogu kretati od 110 pb u analizi prisutnosti translokacije
razi u pSenici koriste¢i RIS pocetnice (Guberac, 2014) do 1060 pb u analizi prisutnosti gena

za vernalizaciju u pSenice (Puskari¢, 2015).
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10000 bp

Slika 13. Rezultati elektroforeze na agaroznom gelu koncentracije 2%

(autor: M.K. Mak)

Zbog velike duljine fragmenata uzoraka genomske i A DNA (uzorci 2, 3, 4, 5) u najgus¢em,
3%-tnom gelu, odredena koli¢ina uzoraka nije niti izasla iz jazica gela. Kao $to je vidljivo
na slici 14, veli¢ina tih fragmenata je oko 10 000 pb. PCR uzorci pSenice i graha (uzorci 6 i
7) najjasnije se vide te ih je moguée analizirati i odrediti veli¢inu. Usporedbom uzorka DNA
ljestvi (uzorak 8) i uzoraka PCR fragmenata (uzorci 6 i 7) dobivena je veli¢ina od 100 do
200 pb, to¢nije oko 175 pb. Prema Steward (2022) gelovi s ve¢im postotkom agaroze dat ¢e
bolju rezoluciju malih fragmenata.
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Slika 14. Rezultati elektroforeze na agaroznom gelu koncentracije 3%

(autor: M.K. Mak)
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4. ZAKLJUCAK

Na temelju laboratorijskih istrazivanja tijekom 2023. godine provedenih u Laboratoriju za
biljnu genetiku i biotehnologiju, Fakulteta agrobiotehni¢kih znanosti u Osijeku, analizom

DNA fragmenata metodom agarozne gel elektroforeze, moze se zakljuciti sljedece:

1. Veliki DNA fragmenti sporije se kre¢u gelom te prelaze manji put, pod utjecajem

elektricnog polja, dok se manji DNA fragmenti kre¢u brze i prelaze veéi put.

2. Za to¢niju analizu i odredivanje veli¢ina fragmenata vec¢ih, koncentriranijih uzoraka, npr.

genomske DNA, koriste se gelovi manje koncentracije, 1% i manje.

3. Za to¢niju analizu i odredivanje fragmenata manjih uzoraka, PCR fragmenata, koriste se

gelovi koncentracija od 2 do 3%, a najucestaliji je agarozni gel od 2%.

4. Veli¢ina genomske DNA iznosi preko 10 000 pb, dok su veli¢ine PCR fragmenata pSenice
I graha bile oko150 pb.

5. Cak i u idealnim laboratorijskim uvjetima postoji moguénost gresaka te je od iznimne

vaznosti uvidjeti razlog pogreske te ju popraviti.
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