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1. UvVOD

DNA (deoksiribonukleinska kiselina) je molekula koja sadrzi bioloske upute neophodne za
rast, razvoj, prezivljavanje i reprodukciju svih zivih organizama. DNA je gradena kao
dvostruka uzvojnica, a prvi koji su predlozili takav model DNA bili su Watson i Crick (Slika
1). Molekula DNA sastoji se od dva lanca koji su gradeni od nukleotida. Svaki nukleotid
sastoji se od dusi¢ne baze, Secera deoksiriboze i fosfatne skupine. Nukleotidi su medusobno
povezani kovalentnom vezom izmedu fosfatne skupine jednog nukleotida 1 Secera
deoksiriboze drugog nukleotida. Cetiri dusi¢ne baze (adenin — timin, gvanin - citozin)
medusobno su povezane vodikovim vezama. Ovakvo vezanje uzrokuje da se dva lanca

spiralno okrec¢u jedan oko drugoga u obliku dvostruke uzvojnice (Molnar i Gair, 2015.).
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Slika 1. Grada molekule DNA (https://edutorij.e-skole.hr)

Izolacija genomske DNA visoke kvalitete neophodna je za provedbu veéine molekularnih i
genetskih analiza te je kao takva od klju¢noga znacaja. Do danas je razvijen veliki broj
razli¢itih metoda izolacije koje su prilagodene razliCitim biljnim vrstama i razli¢itim

tipovima biljnoga tkiva (Lemke i sur., 2011.).

Vinova loza (Vitis vinifera L.) i njoj bliske vrste sve vise su predmet opseznih genetskih
istrazivanja zahvaljujuci Sirokoj rasprostranjenosti i globalnoj vaznosti vinove loze (Nazhad
i sur., 2008.). Genom vinove loze (Vitis vinifera L.) je diploidan (2n=38) i relativno male

veli¢ine (499 Mb) (Adam-Blondon, 2014.). Unato¢ tome, izolacija DNA iz vinove loze je


https://edutorij.e-skole.hr/

otezana zbog prisutnosti necistoa kao Sto su polifenoli i polisaharidi, a koji imaju

sposobnost vezanja za nukleinske Kiseline tijekom procesa izolacije (Nazhad i sur., 2008.).

Dobar izolacijski protokol trebao bi omoguéiti dobivanje Ciste, intaktne i funkcionalne DNA
kao i dobar prinos DNA. Takoder, protokol treba biti brz i jednostavan, ekonomski isplativ

I pouzdan (Marsal i sur., 2013.).

Uspjesnost izolacije DNA medu ostalim ovisi o vrsti tkiva iz kojeg se provodi izolacija,
uvjetima ¢uvanje biljnog materijala te 0 sastavu izolacijskog pufera. DNA se moze izolirati
iz razli¢itih biljnih dijelova kao §to su sjeme, listovi, korijen, kalus, endosperm 1 dr., uz nuznu

optimizaciju protokola ovisno o vrsti koristenog tkiva (Oner i sur., 2023.).

Za izolaciju DNA iz vinove loze naj¢esce se koristi tkivo mladih listova. Njihova glavna
prednost je lakoca rukovanja u laboratorijskim uvjetima, a glavni nedostatak ovisnost o
bioloSkom ciklusu biljke te potreba za hladenjem uzoraka tijekom transporta. S druge strane,
tkivo sjemena ili stabljike dostupnije je tijekom godine, lakSe se transportira, ali je izolacija

DNA iz takvog tkiva znatno zahtjevnija (Marsal i sur., 2013.).

Izolacija DNA iz starijih listova vinove loze teZa je nego kod mladih listova, budu¢i da stariji
listovi sadrze viSe sekundarnih metabolita kao Sto su polisaharidi, polifenoli i tanini (Lo

Piccolo i sur., 2012.)

Postupak izolacije DNA (Slika 2) sastoji se u pravilu od homogenizacije tkiva, razgradnje
(lize) stani¢ne i jezgrine membrane kako bi se oslobodio sadrzaj stanice i njena DNA,
odvajanja molekule DNA od ostalih primjesa koje se nalaze u stani¢nom lizatu (lipidi,
proteini, druge nukleinske kiseline) te izdvajanja, talozenja i proc¢is¢avanja DNA (Dairawan
i Shetty, 2020.).
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Slika 2. Pojednostavljena shema izolacije DNA (https://www.bio-helix.com/)




Uspjesnost samog postupka izolacije uvelike ovisi o kvaliteti i specifi¢énostima pojedinih
kemikalija i reagensa koji se koriste za izolaciju. Razumijevanje njihove uloge klju¢no je za
optimizaciju postupka izolacije DNA te osiguravanje visoke kvalitete izolirane DNA

(https://www.excedr.com/).

Za procjenu prinosa i ¢isto¢e DNA najcesce se koristi spektrofotometrijska metoda gdje se
odreduju omjeri apsorbanci A260/280 i A260/230. Omjer A260/A280 koji se krece u
rasponu od 1,8 do 2,0 obi¢no se smatra optimalnim, odnosno ukazuje na ¢istu DNA. Omjer
A260/A230 trebao bi se kretati u rasponu od 2,0 do 2,2. Odstupanje od navedenih vrijednosti
ukazuju na prisutnost razliCitth primjesa koje mogu onecistiti uzorak DNA.
(https://www.thermofisher.com/hr). DNA se moze ispitati i elektroforetskom metodom, gdje

je u gelu moguce uociti primjese koje migriraju na drugaciji nac¢in od same DNA.

1.1. Cilj istrazivanja

Cilj ovoga istrazivanja bio je ispitati utjecaj razli¢itih metoda izolacije na kvalitetu DNA

kod vinove loze.


https://www.thermofisher.com/hr

2. MATERIJAL | METODE

2.1. Biljni materijal

Istrazivanje je provedeno na pet razlicitih sorti vinove loze (Grasevina, Merlot, Frankovka,
Chardonnay, Sauvignon bijeli) koje su dio pokusnog nasada Fakulteta agrobiotehnickih
znanosti Osijek (Slika 3).

Slika 3. Pokusaliste Mandic¢evac Fakulteta agrobiotehnic¢kih znanosti Osijek (Dobis, L.)

2.2. 1zolacija DNA

Genomska DNA izolirana je iz mladih listova vinove loze koji su prikupljeni u travnju 2024.
godine na PokusSaliStu Mandi¢evac (FAZOS). Listovi su do pocetka izolacije Cuvani u

zamrzivacu na -20 °C.

Za izolaciju genomske DNA iz tkiva lista vinove loze koriStene su Cetiri razlicite metode

izolacije koje smo oznacili slovima A, B, CiD.



2.2.1. Metoda izolacije A

Izolacija je provedena pomoc¢u komercijalnog kita Nucleo Spin Plant Il (MACHEREY-
NAGEL GmbH & Co. KG) sa pripadaju¢im kemikalijama i tubicama. Za lizu stanica
koristen je pufer PL1 na bazi CTAB-a (cetiltrimetilamonijev bromid).

Izolacija je provedena prema protokolu koji je dobiven od strane proizvodaca, uz manje

modifikacije. Postupak je opisan u nastavku:

- Prije same izolacije u pufer PW2 dodan je etanol prema uputama proizvodaca, a u

liofiliziranu RNAzu A dodana je voda.

- Cca. 70 mg tkiva lista homogenizirano je u tarioniku uz pomo¢ tucka i tekuceg dusika
(Slika 4).

- U homogenizirano tkivo tj. prah dodano je 400 ul PL1 pufera, a uzorci su zatim kratko

vorteksirani.
- U uzorke je dodano 10 ul RNAze A te su uzorci promijesani.
- Uzorci su stavljeni 30 minuta u vodenu kupelj na 65 °C.

- Nucleo Spin Filter postavljen je u tubice od 2 ml te je u njih usipan lizat. Tubice su
centrifugirane 2 minute na 11 000 x g nakon ¢ega je prikupljen filtrat, a odbacen Nucleo

Spin Filter.
- Buduci da je u filtratu bila vidljiva peleta Cisti supeRNAtant prenesen je u nove tubice.

- U uzorke je zatim dodano 450 pl PC pufera koji sluzi za vezanje DNA te su uzorci kratko

vorteksirani.

- U nove tubice od 2 ml postavljena je Nucleo Spin Plant II Column membrana te je dodano
cca. 700 pl uzorka. Uzorci su potom centrifugirani 1 minutu na 11 000 x g, a filtrat je

odbacen.

- Na Nucleo Spin Plant 1l Column membranu dodano je 400 ul PW1 pufera za ispiranje.
Uzorci su stajali 2 minute na sobnoj temperaturi nakon ¢ega su centrifugirani 1 minutu na

11 000 x g. Filtrat je odbacen.



- Na Nucleo Spin Plant 1l Column membranu dodano je 700 pul PW2 pufera za ispiranje.
Uzorci su stajali 5 minuta na sobnoj temperaturi nakon ¢ega su centrifugirani 1 minutu na

11 000 x g. Filtrat je odbacen.

- Na Nucleo Spin Plant 1l Column membranu dodano je 200 pul PW2 pufera za ispiranje.
Uzorci su stajali 5 minuta na sobnoj temperaturi nakon ¢ega su centrifugirani 2 minute na

11 000 x g. Filtrat je odbacen.

- Nucleo Spin Plant Il Column membrana prebacena je u novu tubicu od 1,5 ml. Na
membranu je dodano 50 ul PE pufera koji sluzi za eluiranje DNA (pufer je prethodno
zagrijan na 65 °C).

- Uzoreci su inkubirani 5 minuta na 65 °C, a potom centrifugirani 1 minutu na 11 000 x g.

- Postupak elucije je ponovljen s dodatnih 50 ulL PE pufera u istoj tubici.

Slika 4. Homogenizacija tkiva pomoc¢u tekuceg dusika (Dobis, L.)



2.2.2. Metoda izolacije B

Izolacija je provedena pomoc¢u komercijalnog kita Nucleo Spin Plant Il (MACHEREY -
NAGEL GmbH & Co. KG), koji je koristen i za provedbu metode A (Slika 5). Medutim,
umjesto pufera PL1, za lizu stanicu ovdje je koriSten pufer PL2 na bazi SDS-a (natrijev
dodecil sulfat).

U nastavku je prikazan postupak lize stanica:

- Nakon homogenizacije tkiva (cca. 70 mg tkiva lista), dobiveni prah prebacen je u nove

tubice kojima je dodano 300 pl pufera PL2. Uzorci su kratko vorteksirani.
- U uzorke je dodano 10 ul RNAze A te su uzorci promijesani.
- Uzorci su inkubirani u vodenoj kupelji 30 minuta na 65 °C.

- Nakon toga u uzorke je dodano 75 ul PL3 pufera za talozenje. Uzorci su promijesani i
inkubirani 5 minuta na ledu.

Nakon provedene lize stanica dobiveni lizat prebacen je na Nucleo Spin Filter te je daljnji

postupak izolacije DNA bio identican onome koji je prikazan kod metode izolacije A.

Slika 5. Kit za izolaciju DNA (Dobis, L.)



2.2.3. Metoda izolacije C

Otopine koristene za izolaciju i njihova priprema opisani su u nastavku:

-> 2 % CTAB pufer (100 ml) pripremljen je mijeSanjem 2 g CTAB-a, 10 ml 1M TRIS-
HCI (pH 8,0), 8,18 g NaCl i 4 ml 0,5 M Na:EDTA (pH 8,0). Tekuéina je filtrirana te je
neposredno prije izolacije u digestoru dodano 0,2 ml_2-merkaptoetanola.

1 M TRIS-HCI (pH 8,0) pripremljen je s 12,11 g TRIS-a koji je otopljen u cca. 80 ml
dvostruko destilirane vode. pH je sveden na 8,00 koncentriranom HCI. Volumen je
nadopunjen do 100 ml s dvostruko destiliranom vodom. Otopina je autoklavirana.

0,5 M Na;EDTA (pH 8,0) pripremljena je otapanjem 18,61 g Na.EDTA u cca. 50 ml
dvostruko destilirane vode uz dugo mijesanje i grijanje. Nakon S$to je otopina ohladena
dodano je 2 g NaOH plocica. Otopina NaOH koriStena je za titraciju. Volumen je
nadopunjen do 100 ml s dvostruko destiliranom vodom. Otopina je autoklavirana.

-> Kloroform izoamilni alkohol 24:1 (100 ml) pripremljen je mijeSanjem 96 ml kloroforma

i 4 ml izoamil alkohola u digestoru).

-> RNAza A (10 mg/ml) pripremljena je otapanjem 100 mg RNAze A u 10 ml TRIS-
HCI/NaCl mjesavine. Otopina je kuhana 15 minuta uronjena u ¢asu prokljucale vode. Nakon

Sto se ohladila raspodijeljena je na manje volumene.

Tris-HCI/NaCl mjeSavina pripremljena je mijeSanjem 100 ul 1 M Tris-HCI (pH 8,0) sa 30
ul 5 M NaCl. Volumen je nadopunjen do 100 ml s dvostruko destilirane vode. Otopina je

filtrirana.

5 M NaCl (100 ml) pripremljen je od 29,22 g NaCl koji je otopljen u dvostruko destiliranoj
vodi. Volumen je nadopunjen do 100 ml s dvostruko destiliranom vodom. Otopina je

autoklavirana.

-> 0,2 mM natrij acetat u 76 % etanolu pripremljen je mijeSanjem 6,7 ml 3 M natrij acetat

i 79,2 ml 96 % etanola. Volumen je nadopunjen do 100 ml s dvostruko destiliranom vodom.

3 M natrij acetat (pH 5,2) pripremljen je otapanjem 40,82 g natrija acetata u cca. 50 ml
dvostruko destilirane vode. pH je podeSen pomocu octene kiseline. Volumen je nadopunjen

do 100 ml s dvostruko destiliranom vodom. Otopina je filtrirana i autoklavirana.



-> 10 mM amonij acetat u 76 % etanolu pripremljen je mijeSanjem 2 ml 5 M amonij

acetata i 76 ml 96 % etanola. Volumen je nadopunjen do 100 ml s dvostruko destiliranom

vodom.

5 M amonij acetat pripremljen je otapanjem 38,54 g amonij acetata u cca. 60 ml dvostruko

destilirane vode. VVolumen je nadopunjen do 100 ml s dvostruko destiliranom vodom.

-> 1X TE pufer pripremljen je mijeSanjem 1 ml 1 M TRIS-HCI (pH 8,0) i 200 pl 0,5 M
Na:EDTA (pH 8,0). Volumen je nadopunjen do 100 ml s dvostruko destiliranom vodom.
Otopina je autoklavirana.

-> Hladni izopropanol (-20°C)

Izolacija je provedena prema modificiranom CTAB protokolu (Doyle i Doyle, 1987.) U
nastavku je prikazan postupak izolacije:

- Prije izolacije 2 % CTAB pufer zagrijan je na 65 °C

- Odvagano je cca. 80 mg tkiva lista vinove loze. Tkivo je homogenizirano uz pomoc¢ tekuceg
dusika. U dobiveni prah dodano je 1000 ul izolacijskog pufera. Uzorci su kratko vorteksirani

i potom inkubirani u vodenoj kupelji 60 minuta na 65 °C (Slika 6).

- Uzorci su nakon inkubacije prebaceni na led te je u digestoru uzorcima dodano 450 pl

kloroform izoamilnog alkohola. Nakon toga uzorci su stavljeni na treskalicu 30 minuta.

- Uzorci su potom centrifugirani 8 minuta na 15 000 rpm. Nakon centrifugiranja u tubicama
se formirao disk (krute necistoce) te su se izdvojile dvije faze. Pipetom je pazljivo izvucena

gornja vodenasta faza iznad diska te je prebacena u nove tubice.
- U tubice je zatim dodano 16 pl RNAze A te su stavljene na treskalicu 30 minuta na 40 °C.

- Nakon toga dodano je 650 ul hladnog izopropanola. Izopropanol je ostavljen u tubicama

90 minuta uz povremeno okretanje.

- Uzorci su centrifugirani 2 minute na 15 000 rpm. Nakon centrifugiranja na dnu tubica

formirala se bijela DNA peleta. Tekucina iznad pelete je odbacena.

- U uzorke je stavljeno 500 ul 0,2 mM natrij acetat u 76 % etanolu. DNA je prana 30 minuta
pomocu treskalice. Nakon toga uzorci su centrifugirani 2 minute na 15 000 rpm. Tekucina

iznad peleta je pazljivo odbacena.



- Zatim je dodano 500 pl 10 mM amonij acetat u 76 % etanolu te je DNA prana jo§ 10 min.
Nakon pranja uzorci su centrifugirani 2 minute na 15 000 rpm. Tekucina iznad peleta je

pazljivo odbacena.
- Tubice s peletama su ostavljene da se suse 30 minuta na zraku.

- Nakon toga u svaku tubicu dodano je 100 pl 1X TE pufera u svrhu otapanja DNA peleta

2.2.4. Metoda izolacije D

Metoda izolacije D razlikovala se od prethodne metode (metoda C) samo po sastavu
izolacijskog pufera. U 2 % CTAB pufer kod metode D dodan je PVP-40 (polivinil
pirolidon), ali nije dodavan 2-merkaptoetanol.

Izolacijski pufer pripremljen je na sljede¢i nac¢in: Odvagano je 2,0 g CTAB i 1,0 g PVP-40.
Menzurom je odmjereno 28,0 ml 5 M NaCl; 10,0mlI1 M TRISpH 8,0i4,0 ml 0,5 M EDTA
pH 8,0. Sastojci su pomijesani i volumen je nadopunjen do 100 ml dvostruko destiliranom

vodom.

Cijeli postupak izolacije bio je identican onome prikazanom kod metode C.

Slika 6. Inkubacija uzoraka u vodenoj kupelji (Dobis, L.)
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2.3. Provjera kvalitete DNA

Koncentracija 1 Cistoéa izolirane DNA provjerena je pomocu spektrofotometra i

elektroforeze.

Za analizu DNA pomoc¢u spektrofotometra (Eppendorf BioPhotometer® D30) pipetom je
izdvojeno 2,5 pul DNA uzorka te prebaceno na kivetu od 1 mm, koja je zatim postavljena u
uredaj (Slika 7). Prije mjerenja, uredaju je kao slijepa proba zadan pufer koji je koristen za
otapanje DNA (PE pufer u slu¢aju metode A i metode B te 1X TE pufer u slu¢aju metode C
i metode D). Pomoc¢u uredaja dobiveni su podatci o koncentraciji DNA izrazeni u ng/pl,
omjeri apsorbanci na 260 nm i 280 nm valne duljine kao i omjeri apsorbanci na 230 nm i

260 nm valne duljine.

Izolirani uzorci DNA analizirani su i pomocu uredaja za horizontalnu elektroforezu (Bio-
Rad Mini-Sub Cell GT). Pripremljen je 1 % agarozni gel na nacin da je odvagano 0,42 g
agaroze koja je otopljena u 60 ml 1X TAE pufera (200 ml 5X TAE + 800 ml dvostruko
destilirane H.O; 5X TAE: 24,2 g TRIS, 10 ml 0,5 M NaEDTA pH 8, 5,7 ml COOH,
nadopunjeno dvostruko destiliranom vodom do 1 L). Gel je kuhan u mikrovalnoj pec¢nici uz
povremeno mijeSanje nakon ¢ega je prohladen i u njega su dodane dvije kapi fluorescentne
boje (Olerup SSP® GelRed™). Potom je izliven u pripremljenu kadicu te su postavljeni
ceslji¢i za formiranje jazica. Nakon Sto se gel stisnuo prebacen je u uredaj za horizontalnu

elektroforezu, koji je napunjen 1X TAE puferom.

U svaku jazicu pipetom je stavljeno 5 pl uzorka, a uzorci su pripremljeni na sljede¢i nacin:
2 Ul TE pufera + 2 pl boje (6X Blue/Orange Loading Dye, Promega) + 1 ul DNA uzorka.
DNA ljestve od 1 kb pripremljene su na sljede¢i na¢in: 4 pl TE pufera + 1 pl boje (6X
Blue/Orange Loading Dye, Promega) + 1 pl DNA Ladder 1kb. Uredaj je prikljucen na izvor
napajanja i podesen na 65 V (Slika 8). Nakon zavrSene elektroforeze gel je uslikan pomocu

uredaja za slikanje gela Syngene G:Box s pripadaju¢im softverom.
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Slika 8. Horizontalna elektroforeza DNA uzoraka (Dobis, L.)
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3. REZULTATI | RASPRAVA

Nakon provedene izolacije DNA i njene analize spektrofotometrijskom i elektroforetskom
metodom, prikupljeni podaci su analizirani kako bi se utvrdile razlike u kvaliteti DNA

izmedu pojedinih metoda izolacije.

U Tablici 1 prikazane su koncentracije i omjeri apsorbanci uzoraka dobivenih metodom A.
Koncentracije DNA uzoraka kretale su se od 25,88 ng/ul do 35,42 ng/ul. Omjeri apsorbanci
A260/A280 kretali su se od 1,81 do 1,92, a omjeri apsorbanci A260/A230 kretali su se od
2,01 do 2,16. Na temelju omjera asporbanci utvrdeno je da su svi uzorci bili zadovoljavajuce
Cistoée. Elektroforetskom metodom potvrdeno je da se radi o uzorcima DNA dobre kvalitete
(Slika 9).

Tablica 1. Koncentracije i omjeri apsorbanci DNA uzoraka dobivenih metodom A

Metoda A Koncentracija A260/A280 A260/A230
(ng/ul)

Chardonnay 25,88 1,85 2,02
GraSevina 32,65 1,81 2,01
Frankovka 28,73 1,85 2,16

Sauvignon bijeli 31,44 1,87 2,04
Merlot 35,42 1,92 2,16
T0.000:5: # - 1 kb DNA ladder
1 - Chardonnay
2 - Grasevina
1900 kp 3 - Frankovka
4 - Sauvignon bijeli
5 - Merlot

Slika 9. Agarozni gel s uzorcima DNA — A metoda (Dobis, L.)
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U Tablici 2 prikazane su koncentracije i omjeri apsorbanci uzoraka dobivenih metodom B.
Koncentracije DNA uzoraka kretale su se od 25,78 ng/ul do 51,81 ng/ul. Omijeri apsorbanci
A260/A280 kretali su se od 1,81 do 2,01, a omjeri apsorbanci A260/A230 kretali su se od
2,10 do 2,42. Na temelju omjera asporbanci zaklju¢eno je da su svi uzorci bili
zadovoljavajuce Cistoce $to je potvrdeno i elektroforetskom metodom (Slika 10).

Tablica 2. Koncentracije i omjeri apsorbanci DNA uzoraka dobivenih metodom B

Koncentracija
Metoda B . A260/A280 A260/A230
(ng/ul)

Chardonnay 51,81 1,85 2,13
GraSevina 45,03 1,83 2,10
Frankovka 32,18 1,81 2,21

Sauvignon bijeli 25,78 1,82 2,11
Merlot 51,76 2,01 2,42

10.000 bp # - 1 kb DNA ladder
1 - Chardonnay
2 - GrasSevina

1.000 bp 3 - Frankovka

4 - Sauvignon bijeli

5 - Merlot

Slika 10. Agarozni gel s uzorcima DNA — B metoda (Dobis, L.)
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U Tablici 3 prikazane su koncentracije i omjeri apsorbanci uzoraka dobivenih metodom C.

Koncentracije DNA uzoraka kretale su se od 162,28 ng/ul do 251,25 ng/pl. Omjeri
apsorbanci A260/A280 kretali su se od 1,82 do 1,90, a omjeri apsorbanci A260/A230 kretali

su se od 1,90 do 2,20. Na temelju omjera asporbanci utvrdeno je da su svi uzorci bili

zadovoljavajuce Cistoce. Elektroforetskom metodom potvrdena je kvaliteta DNA uzoraka

(Slika 11).

Tablica 3. Koncentracije i omjeri apsorbanci DNA uzoraka dobivenih metodom C

K —
Metoda C oncentracija A260/A280 A260/A230
(ng/ul)

Chardonnay 162,28 1,82 1,98
GraSevina 251,25 1,90 2,20
Frankovka 223,44 1,82 1,90

Sauvignon bijeli 162,29 1,86 2,04
Merlot 219,01 1,83 2,01

# - 1 kb DNA ladder
1 - Chardonnay
2 - Grasevina

3 - Frankovka

4 - Sauvignon bijeli

5 - Merlot

Slika 11. Agarozni gel s uzorcima DNA — C metoda (Dobis, L.)
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U Tablici 4 prikazane su koncentracije i omjeri apsorbanci uzoraka dobivenih metodom D.

Koncentracije DNA uzoraka kretale su se od 67,86 ng/pl do 150,77 ng/ul. Omjeri apsorbanci
A260/A280 kretali su se od 1,75 do 1,82, a omjeri apsorbanci A260/A230 kretali su se od

1,12 do 1,54. Niske vrijednosti omjera asporbanci A260/A230 ukazuju na oneciséenje

uzoraka odnosno prisutnost necistoc¢a koje apsorbiraju valne duljine 230 nm i manje.

Medutim, nakon §to su uzorci analizirani elektroforetski nije uo¢eno da je doslo do znatnijeg

narusavanja kvalitete DNA usprkos niskim vrijednostima A260/A230 (Slika 12). Kvalitetu

uzoraka trebalo bi dodatno provjeriti PCR analizom kako bi se ispitala njihova prihvatljivost

za specifi¢ne genetske analize.

Tablica 4. Koncentracije i omjeri apsorbanci DNA uzoraka dobivenih metodom D

K tracii
Metoda D oncentracija A260/A280 A260/A230
(ng/ul)

Chardonnay 67,86 1,81 1,42
GraSevina 132,35 1,75 1,21
Frankovka 80,39 1,77 1,12

Sauvignon bijeli 150,77 1,78 1,16
Merlot 118,17 1,82 1,54
10.000 b
£ # - 1 kb DNA ladder
1 - Chardonnay
2 - GraSevina
1.000 bp

3 - Frankovka

4 - Sauvignon bijeli

5 - Merlot

Slika 12. Agarozni gel s uzorcima DNA — D metoda (Dobis, L.)
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Tablica 5. Prosjecne vrijednosti koncentracija i omjera apsorbanci DNA uzoraka

Prosjecne vrijednosti
Metoda _
) . Koncentracija
izolacije A260/A280 A260/A230
(ng/pl)
A 30,82 1,86 2,08
B 41,31 1,86 2,19
C 203,65 1,85 2,03
D 109,91 1,79 1,29

U Tablici 5 prikazane su prosje¢ne vrijednosti koncentracija DNA i omjera apsorbanci DNA
uzoraka po pojedinim metodama. Najmanja prosjeéna koncentracija DNA uzoraka
zabiljezena je kod metode A, a najveca prosjecna koncentracija zabiljezena je kod metode
C. Najmanji prosje¢ni omjer apsorbanci A260/A280 zabiljezen je kod metode D, a najveci
kod metoda A i B. Najmanji prosje¢ni omjer apsorbanci A260/A230 zabiljezen je kod

metode D, a najve¢i kod metode B.

Iz podataka je vidljivo da su A i B metoda rezultirale uzorcima nize koncentracije DNA, ali
dobre kvalitete. Metoda C je uz visoke koncentracije DNA imala i dobru kvalitetu. Metoda

D unato¢ vi$im koncentracijama DNA nije imala dobre omjere apsorbanci A260/A230.

Niski omjeri A260/A230 mogu ukazivati na probleme sa uzorkom ili samim protokolom, a
najéeSce su posljedica prijenosa ugljikohidrata, zaostalog fenola, zaostalog gvanidina ili

glikogena (https://www.thermofisher.com/hr).

Lucena-Aguilar i sur. (2016.) navode da se omjer apsorbanci A260/A230 smatra upitnim
pokazateljem kvalitete DNA buduci da pokazuje nestabilne vrijednosti kada se za otapanje
DNA Kkoristi slani pufer. Zbog toga od dva DNA uzorka objektivno iste Cistoce, manje

koncentrirani uzorak pokazat ¢e nizi omjer A260/A230 zbog apsorbancije soli na 230 nm.

Glavna prednost A i B metode, odnosno komercijalnih kitova za izolaciju, jest njihova brzina
tj. kratko trajanje same metode. S druge strane, metoda C zahtijeva znatno viSe vremena za
provedbu protokola, ali i manje troskova u odnosu na komercijalne kitove. Takoder, bitno je
napomenuti da C i D metoda uklju¢uju primjenu $tetnih kemikalija (2-merkaptoetanol,

kloroform) koje nose sa sobom odredene rizike za ljudsko zdravlje.
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Akkurt (2012.) navodi da je prednost komercijalnih setova za izolaciju manja upotreba
kemikalija te krac¢i postupak izolacije odnosno brze dobivanje rezultata. S druge strane,
nedostatci su visoki tro§kovi, neponovljivost rezultata deklariranih od strane proizvodaca,

kao 1 neprikladnost izolirane DNA za pojedina biotehnoloska istrazivanja.

Metoda C i D razlikovale su se po sastavu izolacijskog pufera, gdje je kod C metode u
izolacijski pufer dodan 2-merkaptoetanol, a kod D metode PVP-40. Pojedini autori navode
da je za optimalne rezultate odnosno visoku ¢istocu DNA pozeljno zajedno kombinirati 2-
merkaptoetanol i PVP-40. Primjerice, Oner i sur. (2023.) su ispitivali vise razli¢itih metoda
izolacije koje se zasnivaju na klasi¢énoj CTAB metodi, odnosno primjeni CTAB pufera.
Istrazivanjem su utvrdili da se najboljom pokazala metoda kod koje je CTAB puferu dodana
kombinacija 2-merkaptoetanola i PVP-40. Navedena metoda rezultirala je uzorcima DNA

vinove loze visoke kvalitete i prinosa.

Lo Piccolo i sur. (2012.) takoder navode uspjesnu izolaciju DNA iz listova vinove loze
metodom na bazi CTAB pufera, uz primjenu 2-merkaptoetanola, PVVP-40 te 2,5 M NaCl.
Cisto¢a DNA potvrdena je omjerima A260/A280 i A260/A230.

Nazhad i sur. (2008.) ispitivali su tri razli¢ite metode za izolaciju DNA iz listova vinove
loze: SDS, CTAB i modificirani CTAB. Modificirana CTAB metoda je jedina rezultirala s
DNA pogodnom za PCR analizu, neovisno o uvjetima rasta biljnog materijala i starosti
samoga lista. Kvaliteta je provjerena spektrofotometrom, elektroforezom na 1,2 %

agaroznom gelu te PCR analizom.

Marsal i sur. (2011.) navode uspje$nu primjenu metode za izolaciju DNA iz tkiva lista,
stabljike i sjemena vinove loze, koja koristi kombinaciju CTAB-a i DTAB-a (dodecil trimetil
amonijev bromid). Metoda je brza, zahtijeva malu koli¢inu biljnog materijala te ne zahtijeva

tretman s RNAzom.

Akkurt (2012.) je usporedivao Sest razli¢itih protokola za izolaciju DNA iz lista vinove loze
od cCega tri komercijalna kita. Kvaliteta DNA provjerena je spektrofotometrom,
elektoroforezom i PCR analizom. Prinos i ¢isto¢a DNA bili su bolji kod uzoraka dobivenih

klasi¢nim metodama izolacije u odnosu na komercijalne kitove.

Prilikom odabira metode izolacije bitno je voditi racuna o tome da je ista brza, jednostavna,

ekonomicna, prilagodena odredenoj vrsti uzorka te omoguc¢ava dobivanje DNA uzoraka
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visoke kvalitete, koji su prikladni za daljnje provodenje specifi¢nih analiza kao $to su PCR,

sekvencioniranje, razlicite vrste mapiranja, genetski inzenjering i sl.
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4. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog laboratorijskog istrazivanja mozemo zakljuciti sljedece:

- Najmanja prosje¢na koncentracija DNA uzoraka zabiljeZena je kod metode A (Nucleo Spin
Plant 11, PL1)

- Najveca prosjecna koncentracija DNA uzoraka zabiljeZena je kod metode C (CTAB + 2-

merkaptoetanol)
- Prosjec¢ne vrijednosti omjera apsorbanci A260/A280 kretale su se u rasponu 1,79 — 1,86

- Na temelju vrijednosti omjera apsorbanci A260/A280 utvrdeno je da su svi uzorci bili

dobre Cistoce
- Prosjec¢ne vrijednosti omjera apsorbanci A260/A230 kretale su se u rasponu 1,29 — 2,19

- Na temelju vrijednosti omjera apsorbanci A260/A230 utvrdena je dobra Cisto¢a svih
uzoraka osim onih dobivenih metodom D (CTAB + PVP-40)

- Elektroforetska analiza pokazala je zadovoljavajucu kvalitetu svih uzoraka
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