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1. UVOD

Deoksiribonukleinska kiselina (DNA) je nasljedni ili genetski materijal prisutan u svim
stanicama, nosi informacije o strukturi i funkciji zivih bi¢a. Ljude je uvijek zanimalo
nasljedivanje, bilo ono u njihovoj obitelji, vrtu ili animalnom svijetu. Prva osoba koja je
otkrila zakone nasljedivanja na biljkama bio je austrijski redovnik Gregor Mendel 1800.
godine koriste¢i za svoje istrazivanje slatki graSak (Lathyrus sativus L.) koji je
samooplodan §to je u velikoj mjeri pojednostavnilo pracenje svojstava od interesa. Geni su
osnova nasljedivanja koja se prenose s generacije na generaciju. Istraziva¢ Avery 1944.
godine je dokazao da je kemijska osnova gena tj. nasljedivanja molekula DNA. DNA je
srediSnja molekula Zivota te osnovni nositelj nasljedne informacije, kontrolira rast i razvoj
svakog zivog bica. Sastavljena je od dva lanca molekula koji su medusobno uvijeni jedan
oko drugog u obliku dvostruke uzvojnice. Model dvostruke uzvojnice opisalisu 1953. god.

Watson i Crick (Pavlica, 2012.).

Smatra se da je izolacija DNA molekule iz biljnog tkiva teSka i komplicirana zbog velikog
broja sekundarnih metabolita kao Sto su polisaharidi i polifenoli. Kako bi se rijeSio ovaj
problem razvijene su brojne metode izolacije. U ovom radu koristene su dvije izolacijske
metode; CTAB (Cetil trimetilamonijev bromid) metoda Doyle i Doyle, (1987.)
modificirana prema Grljusi¢ (2003.) i SDS (natrijev dodecil-sulfat) metoda prema
Schweizer 1 sur. (1995.) modificirana prema Bolari¢ i sur. (2005.). CTAB metoda je
najpopularnija metoda u izolaciji DNA iz biljnog tkiva, a za njezinu izvedbu potrebna je
velika koli¢ina biljnog materijala, liofilizator ili teku¢i duSik. Znanstvenici preporucuju
koriStenje svjezeg i mladog biljnog tkiva jer se starenjem oteZava izolacijski postupak zbog

vece koncentracije sekundarnih metabolita 1 silikata.

Druga koristena metoda u ovom radu je SDS metoda koja se koristi u izolaciji bakterijske
DNA i denaturaciji membrana ¢ime dolazi do oslobadanja proteina, povezana je s
fenol/kloroform tretmanom. Osnovni princip izolacije DNA u svim metodama temelji se
na primjeni nekog izolacijskog pufera koji je na bazi detergenata i luZina, a ¢ija je uloga
liza (greki: lysis rastavljanje, razlaganje) odnosno razlaganje stanica. Nakon toga slijedi
deproteinizacija uz pomo¢ enzima i organskih otapala, taloZenje u otopini alkohola 1 soli,
te na kraju proCiS¢avanje 1 otapanje izolirane DNA u puferu. Cilj ovog istrazivanja je

utvrditi koli¢inu 1 kvalitetu izolirane DNA iz listova soje i suncokreta.



2. MATERIJALI Il METODE

2.1. Biljni materijal
S obzirom da su biljke sastavni dio ljudske i zivotinjske prehrane, potrebno je voditi ratuna
o kvaliteti hrane i samom prinosu sirovine. Stoga se na biljkama rade razni oplemenjivacki
procesi kojima prethodi izolacija DNA. Izolirana DNA moze se koristiti u stvaranju novih
kultivara koji ¢e biti otporni na bolesti i Stetnike, a ujedno ¢e davati i1 visoke prinose. U
radu je provedeno istrazivanje na dvije vrlo vazne uljne i proteinske kulture koje se po
svom sastavu znatno razlikuju, a sve u svrhu izolacije i procjene kvalitete DNA koristeci

dvije metode.

2.1.1. Soja (Glycine max(L.) Merr.)
Soja potjeCe iz Azije 1 jedna je od vodecih uljnih 1 bjelancevinastih kultura, a njezino se

zrno koristi kao izvor jestivih ulja (18 — 24 %) 1 bjelancevina (35 — 50 %) kako u ishrani
stoke tako i u ljudskoj ishrani. U Republici Hrvatskoj soja se uzgaja na povrSinama od 85
tisuca hektara s prosjecnim prinosom od 2,4 t/ha. Kako bi udvostrucili proizvodnju i
prinose potrebno je stvarati nove sorte s poboljSanim svojstvima i visokom rodnos$cu

(Vratari¢, Sudari¢, 2008.).

2.1.2. Suncokret (Heianthus annuusL.)
Suncokret potjece iz Amerike (Meksiko, Peru). Najprije je uzgajan kao ukrasno bilje, a

njegovo sjeme se koristilo kao hrana za ptice. Vazna je uljna kultura i u sastavu sjemena
ima 50 % ulja, 20 % bjelancevina i ugljikohidrata. Danas suncokret ima Siroku uporabu, pa
se koristi u ljudskoj ishrani, ishrani stoke, farmaceutskoj industriji i dr. Suncokret se u
Republici Hrvatskoj uzgaja na oko 37 tisu¢a hektara s prosje¢nim prinosom od 3,1 t/ha. S
obzirom na njegovu namjenu, razvijene su brojne sorte i hibridi pa je podrucje

oplemenjivanja suncokreta Siroko (Vratari¢ i sur., 2004.).



2.2. Priprema biljnog materijala

U ovom istrazivanju koriStene su dvije biljne vrste; soja i suncokret. Obje kulture
prethodno su stavljene na naklijavanje (slika 1) u dva ponavljanja, u razlicite medije. Prvo
ponavljanje naklijavano je u BRILL bio eko logical Start supstrat ¢iji sastav ¢ine 50 %
bijeli treset, 30 % crni treset, 10 % kompost supstrat i 10 % ,,cocSol“ pH vrijednost
koriStenog supstrata iznosila je 5,9. U drugom ponavljanju koriStene su tresetne plocice
koje su sastavljene od kokosovih vlakana. Biljkama omogucavaju prirodan rast i bolju
otpornost. Prije uporabe tresetne plocice prethodno su bile namocene u 100 ml vode kako

bi nabubrile. Ispitivane kulture stavljene su na naklijjavanje 9.5.2019. u komoru u

kontrolirane uvjete.

Slika 1. Posijano sjeme soje i suncokreta (foto original: M. Lovri¢)

Komora je programirana na temperaturu od 20 °C, 12h dan i 12h no¢. Obzirom da se radilo
o dva ponavljanja, jedno ponavljanje bilo je u komori, dok je drugo bilo na uvjetima
vanjske sredine 1 umjerenog osvjetljenja. Oba ponavljanja su bila 14 dana na naklijavanju.
Nakon 14 dana, biljke su bile u fazi 3-4 lista (slika 2 1 3). Za izolaciju genomske DNA bilo

je potrebno odrezati i odvagati 0,15 g svjezeg biljnog materijala (slika 4).



Slika 2. Klijanac biljke soje nakon Slika 3. Klijanac biljke sunockreta
15 dana nakon 15 dana

(foto original: M. Lovri¢) (foto original: M. Lovri¢)

Slika 4. Vaganje uzoraka (foto original: M. Lovri¢)



2.3. Izolacija DNA

U provedenom istrazivanju koriStene su dvije metode izolacije DNA iz listova soje i

suncokreta:

e Metoda 1: CTAB metoda prema Doyle i Doyle (1987.) modificirana prema Grljusic¢

(2003.)

e Metoda 2: SDS metoda prema Schweizer i sur. (1995.) modificiran prema Bolari¢ 1

sur. (2005.)

Tablica 1. Otopine i reagensi potrebni za izolaciju DNA CTAB metodom

OTOPINA I REAGENS SASTAV
2% CTAB —Cetrimonijev bromid
100 mM TRIS - hidroksimetil-aminometan,
pHS8
Izolacijski CTAB pufer
1,4 M NaCl

20 mM EDTA ( EDTA disodium salt), pHS

0,2 % B-merkaptoetanol

Kloroform-izoamilni alkohol

24:1

70% izopropanol (-20°C)

70% etanol

TE pufer za otapanje i cuvanje DNA pH 8

TRIS -hidroksimetil-aminometan

EDTA — EDTA dinatrijeva sol

Tablica 2. Otopine i reagensi potrebni za izolaciju DNA prema SDS protokolu

OTOPINA I REAGENS SASTAV
1,25% SDS
100 Mm Tris- HCI1
50 mM EDTA
Izolacijski SDS pufer
500 mM NaCl

2% PVP (Mr 300.000, Sigma)

5 mg/ml Natrij-bisulfit

Kloroform-izoamil alkohol

24:1

RNAza A

konc. 10 mg/ml

Izopropanol

vol. 0,7

TE pufer za otapanje i dugotrajno ¢uvanje DNA

TRIS -hidroksimetil-aminometan

EDTA — EDTA dinatrijeva sol




U provedbi izolacije genomske DNA iz listova soje i suncokreta koriStena je sljedeca
laboratorijska oprema (slika 5): izolacijski puferi, spatule, porculanski tarionici i tucci,

Skare, nastavci za pipete, 70 % etanol za dezinfekciju, te stanicevina.

Slika 5. Potrebna oprema za pripremu biljnog tkiva za izolaciju DNA(foto original:
M.Lovri¢)

Postupak izolacije DNA prema protokolu CTAB 1 SDS metode sastojao se iz sljedecih

koraka:
1. Korak

U obje metode u vodenoj kupelji zagrijan je izolacijski pufer na temperaturu 65 °C. U isto
vrijeme odvagana je koli¢ina od 0,15 g biljnog tkiva koje je potom izrezano na manje
komadi¢e zbog lakSe manipulacije. U tarionik s tuckom dodano je biljno tkivo i tekuci
dusik c¢ija je uloga dodatno uciniti biljno tkivo lomljivim (slika 6) uz ocuvanje tj.
prezervaciju stanica. Kruznim pokretima tucka uz stijenke tarionika biljno tkivo je

usitnjeno (homogenizirano) sve do forme praha (slika 7).



Slika 6. Dodavanje tekuéeg dusika (foto original: M. Lovri¢)

Slika 7. Usitnjeno biljno tkivo (foto original: M. Lovri¢)

2. Korak

Nakon $to je biljno tkivo usitnjeno u svaki uzorak pipetom je dodano 1000 pl zagrijanog
(65 °C) izolacijskog pufera (slika 8). Svaki uzorak pomijeSan je Stapi¢em i1 prenesen u
tubice od 2 ml. Uzorci se potom pomijesani na vrtloznj mjesalici (vorteksu) (slika 9) zbog

bolje homogenizacije biljnog tkiva i pufera.



Slika 8. Dodavanje izolacijskog pufera (foto original: M. Lovri¢)

Slika 9. Vrtlozna mijeSalica (vorteks)(foto original: M. Lovri¢)

Uzorci se potom stavljeni u vodenu kupelj (slika 10) na temperaturu od 65 °C te su tubice
povremeno okretane svakih 10 minuta. Tubice su nakon toga stavljene u led (slika 11) 1
pipetom je dodano 670 pul kloroform izoamilnog alkohola (slika 12), nakon ¢ega su uzorci

stavljeni na stalak za muckanje na vrijeme od 30 minuta.



N

Slika 11. Uzorci u ledu(foto original: M. Lovri¢)  Slika 12. Dodavanje kloroform-izoamil

alkohola (foto original: M. Lovri¢)



U SDS metodi nakon S§to je kloroform dodan uzorcima suncokreta u drugom koraku

izolacijskog postupka zabiljezeno je blago pjenjenje vidljivo na slici 13.

Slika 13. Uzorak suncokreta nakon dodanog kloroforma (foto original: M. Lovri¢)

3. Korak

Uzorci su se u ovom koraku izolacije centrifugirali na maksimalnoj brzini 8 minuta pri
¢emu je dosSlo do odvajanje tekuce od krute faze biljnog tkiva. U tekucoj fazi nalazi se

DNA, dok krutu fazu ¢ine ostatci biljnog tkiva tvoreci tzv. disk (slika 14).

Slika 14. Prikaz nastalog diska (foto original: M. Lovri¢)
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4. Korak

Nakon §to je doSlo do odvajanja tekuce od krute faze mikropipetom je u obje metode
izvuCen supernatant (slika 15) pazeéi pritom da se ne doti¢e necistoca s diska ili donja
tekuc¢a faza, a uzeti uzorci premjesSteni su u novo obiljezenu tubicu volumena 2 ml.
Pipetom je iz nastale forme u uzorcima pripremljenim prema CTAB protokolu izdvojeno
750 ul dok je iz uzoraka pripremljenih prema SDS protokolu bilo moguce izdvojiti 650 pl

supernatanta.

Slika 15. Izdvojena vodena faza (foto or‘igihalz M. Lovri¢)

U izdvojenu vodenu fazu uzoraka dodano je 16 pl enzima RNA-ze (slika 16) u postupku
izolacije prema CTAB protokolu, dok je u uzorke prema SDS protokolu dodana koli¢ina

od 20 pul enzima RNA-ze.

Slika 16. Dodavanje enzima RNA-ze (foto original: M. Lovri¢)
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5. Korak

U ovom koraku izolacijskog postupka prema oba protokola u uzorke je dodana koli¢ina od
650 pl hladnog izopropanola i uzorci su laganim okretanjem promijeSani dok DNA nije
postala vidljiva (slika 17). U izopropanolu DNA je stajala jedan sat uz povremeno
okretanje tubica, potom je centrifugirana na maksimalnoj brzini jednu minutu kako bi se

zalijepila za dno tubice.

Slika 17. Vidljiva pahuljasta tvorevina DNA (foto original: M. Lovri¢)

6. Korak

U sljede¢em koraku je vrlo pazljivo odstranjen izopropanol iz tubice tako Sto se pazilo da
peleta ostane i dalje zalijepljena za dno tubice. Pelete svih uzoraka prema CTAB protokolu
bile su bijele boje, dok su uzorci drugog ponavljanja soje i suncokreta prema SDS
protokolu bili nesto tamnije smede do zelene boje (slika 18). Uzrok obojenosti pelete DNA
mogu biti zaostali sekundarni metaboliti. Nakon izlijevanja izopropanola u svaku tubicu s

peletom dodano je 500 ul 0,2 mM natrijevog acetata koji sluzi ispiranju pelete DNA.

12



Pelete su ispirane 30 minuta, lagano tresuci tubice rukom nakon ¢ega su se uzorci ponovno
centrifugirani (slika 19). Pelete su se ponovno zalijepile za stijenke tubica i natrijev acetat
izliven je u laboratorijsku casSu. U tubice je potom dodano 500 ul 10 mM amonijevog
acetata u 76 % etanolu nakon ¢ega je uslijedilo ponovno pranje peleta 10 minuta, laganim

treskanjem rukom.

Slika 18. Obojenost peleta (foto original: M. Lovri¢)

Slika 19. Centrifugiranje uzoraka (foto original: M. Lovri¢)

13



7. Korak

Nakon ispiranja peleta koje je provedeno kako bi odstranili sve sekundarne metabolite,
bjelancevine i eventualne necistoce izlivena je tekuca faza i pipetom je otklonjen preostali
etanol iz tubica. Tubice su potom ostavljene na susenje 45-60 minuta (slika 20). Nakon
suSenja u tubice je dodano 100 ul TE pufera i DNA je otopljena u istom treskajuci prstom
tubicu. Tubice su spremljene u hladnjak na +4 °C zbog boljeg otapanja, a onda na -20 °C

do daljnjeg testiranja i procjene kvalitete.

\\
Pra—
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- - - - - -
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= 4 - == ¥ ™ = -

Slika 20. Tubice s uzorcima na susenju (foto original: M. Lovri¢)

2.3.3. Mjerenje cistoce i kolicine izolirane DNA

Cistoéa izoliranih DNA uzoraka testirana je biofotometrom (slika 21). Biofotometar je
uredaj koji kvantificira biomolekule i radi fotoelektricno mjerenje zracenja koje neka
supstanca apsorbira na odredenoj valnoj duljini. Prema podrucjima valnih duzina izvora
svjetla, razlikuje se ultraljubicasta (200-400 nm), vidljiva (400-760 nm) i infracrvena

(iznad 750 nm) spektrofotometrija.

14



Slika 21. Biofotometar (foto original: M. Lovri¢)

Koli¢ina apsorbiranog svjetla odredene valne duzine odgovara koncentraciji ispitivane
supstance. Sto se nukleinskih kiselina ti¢e, spektrofotometrijom se mjeri absorbanca na
260 1 280 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 = A 260 X razrjedenje X 50

Razrjedenje je iznosilo 50.

15



3. REZULTATI I RASPRAVA

Vecina biljnih vrsta sadrzi visoku razinu polisaharida, polifenola, pigmenata, soli i drugih
sekundarnih metabolita (Antongiovanni i Sargentini, (1991.); Wen i Deng, (2002.);
Marshall i sur., (2011.) koji ¢ine DNA neupotrebljivom u bioloskim istrazivanjima.
Izolacija DNA iz biljnog tkiva sloZen je proces jer biokemija izmedu razlicitih biljnih vrsta
znaCajno varira . Za razliku od zivotinjskog tkiva gdje isti tip tkiva kod razliCite vrste
obi¢no ima slicne karakteristike, biljke mogu imati promjenjivu razinu metabolita 1
strukturne biomolekule. Polisaharidi i polifenoli dvije su skupine biljnih biomolekula koje
se razlikuju medu vrstama i vrlo su problemati¢ne pri izolaciji DNA. Kontaminacija
polisaharidima i polifenolima moze ometati manipulaciju DNA nakon izolacije, posebno u
PCR raeakcijama. Dostupne su brojne metode koje ucinkovito uklanjaju polisaharide 1
polifenole iz biljnih pripravaka DNA i1 u ovom istrazivanju koriStena je CTAB 1 SDS

metoda.

CTAB ili cetil trimetilamonijev bromid kationski je deterdzent koji olakSava odvajanje
polisaharida tijekom prociS€avanja 1 ima Siroku primjenu u izolaciji biljne DNA. S
obzirom da polisaharidi 1 DNA imaju razli¢itu topivost u CTAB koristi se razli¢ita
koncentracija natrijevog klorida. U viS§im koncentracijama soli polisaharidi su netopivi,
dok je u nizim koncentracijama DNA netopiva. Stoga se pri izolaciji podeSavanjem
koncentracije soli u lizatima koji sadrze CTAB, polisaharidi i DNA mogu razlicito

istaloziti.

Druga koriStena metoda je tzv. SDS metoda, pri cemu se u izolacijkom puferu koristi
natrijev dodecil sulfat, anionski detedZent koji se koristi se u izolaciji bakterijske, biljne 1
zivotinjske DNA. Glavna funkcija i1 djelovanje SDS-a je poremecaj lipidnih struktura u
staniénoj membrani, koristi se za denaturaciji proteina i inaktivira mnoge enzime koji
razgraduju DNA. Prema njihovoj funkciji 1 namjeni razvile su se brojne modifikacije
metoda. U radu je koriStena CTAB metoda (Doyle i Doyle (1987.) modificirana prema
Grljusi¢ (2003.) i SDS metoda prema Schweizer i sur. (1995.) modificiran prema Bolari¢ i
sur. (2005.). U oba protokola uspjesno je postignuta izolacija DNA molekule, a dobiveni

rezultati Cistoce 1 koncentracije izolirane DNA prikazani su u Tablici 3 1 4.
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Tablica 3. Cistoca i koncentracija izolirane DNA prema protokolu CTAB metode

Biljna A Prosjecna A Prosjecna | Koncentracija | Prosjecna
Ponavljanje
vrsta 260/280 | vrijednost | 260/230 | vrijednost (ng/ ul) vrijednost
1. 2,0 2,3 1225,6
Soja 1,9 2,25 1075,93
2. 1,9 2,2 926,27
1. 2,0 2,2 953,21
Suncokret 1,9 2,15 726,11
2. 1,9 2,1 499,01

Prema podatcima iz tablice 3 vidljivo je da je gornja vrijednost izmjerene absorbance
prema protokolu CTAB metode iznosila 2,0 dok je najniza zabiljezena vrijednost iznosila
1,9 pri cemu je ona ujedno 1 prosjecna vrijednost absorbance oba ponavljanja. Prosjecna
vrijednost absorbance A260/280 iznosila je 1,9 dok su se prosjecne vrijednosti absorbance
A260/230 za soju i suncokret kretala izmedu 2,25 i 2,15. Kao relevantni podatci mogu se
uzeti srednje vrijednosti ispitivanih uzoraka. Veca vrijednost koncentracije izrazena u
ng/ul izmjerena je u uzorcima soje, a ona je pojedinacno iznosila 1225,6 za prvi uzorak i
926,27 za drugi ispitivani uzorak $to je ujedno i najvisa izmjerena koncentracija izolirane
DNA u ovom istrazivanju. Usporeduju¢i vrijednosti izolirane koli¢ine DNA iz soje sa
podatcima Yimiao Xia i sur., (2019.) zamjecuje se da je CTAB metodom moguce dobiti
uzorke visoke kvalitete, ali ne 1 visoke koliCine izolirane DNA. Prema njithovom
istrazivanju kvaliteta izolirane DNA kretala se u omjerima od 1,8 do 2,0 za A260/280, Sto
je ujedno 1 najsli¢nija vrijednost dobivenoj u ovom istrazivanju. U odnosu na vrijednosti
spektrofotometrijskog mjerenja Zeinalzadehtabrizi i1 sur., (2015.) ¢ije su vrijednosti
iznosile 1,8 do 2,0 za mjerenje A260/A280, dok su kod mjerenja A260/A230 vrijednosti
iznosile od 1,3 do 1,9 u uzorcima DNA izolirane iz suncokreta. Svako odstupanje od
navedenih vrijednosti ukazuje na zaostatke polifenola i polisaharida, §to se prema
odredenim protokolima smatra nec¢istom DNA. Rezultate najslicnije rezultatima u ovome
radu dobio je Li 1 sur. (2007.) koji je CTAB metodom izolirao DNA iz suncokreta visoke
kvalitete 1 Cisto¢e. Rezultati koncentracije izolirane DNA iz suncokreta nesto su nizih

vrijednosti i iznose u prosjeku 726,11 ng/pl.

Dobiveni rezultati u ovom istrazivanju ukazuju na dobru Cistocu i visoku koli¢inu izolirane

DNA stoga se CTAB metoda moze smatrati uspjesnom.
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Tablica 4. Cistoca i koncentracija izolirane DNA prema protokolu SDS metode

Biljna A Prosjecna A Prosjecna | Koncentracija | Prosjecna
Ponavljanje
vrsta 260/280 | vrijednost | 260/230 | vrijednost (ng/ ul) vrijednost
1. 2,0 23 868,99
Soja 2,0 2,3 1011,29
2. 2,0 23 1153,6
1. 1,8 1,2 646,38
Suncokret 1,7 0,87 452,45
2. 1,7 0,5 258,51

Cisto¢a i koncentracija izolirane DNA prema protokolu SDS metode kod soje u oba
ponavljanja imala je izuzetno dobre rezultate ¢ija je absorbanca A260/280 iznosila 2,0 dok
je na mjerenjima od 260/230 ona iznosila 2,3. Sli¢ne rezultate zabiljezio je i Yimiao Xia i
sur. (2019.) ¢ije su vrijednosti iznosile od 1,8 do 2,0 za A260/280, a koli¢ina izolirane
DNA kretala se u omjerima od 1831 do 1906 ng/ ul. Razlike u vrijednostima izolirane
kolicine DNA vjerojatno su uzrokovane razli¢itim puferima za liziranje na bazi SDS i
organskim reagensima koji se koriste za izoliranje ili taloZenje DNA. Nesto slabiji rezultati
zabiljeZeni su na uzorcima suncokreta ¢ije su vrijednosti na granici Cistoce izolirane DNA 1
njegovi rezultati u prosjeku iznose 1,7 za A260/280 dok je kod mjerenja A260/230
zabiljezen rezultat u prosjeku od 0,87 pri ¢emu je drugo ponavljanje imalo rezultat 0,54.
Koncentracija obje izolirane DNA prema protokolu SDS metode iznosila je od 1011,29 do
452,45 pri ¢emu je 452,45 ng/ul koli¢ina izolirane DNA iz suncokreta. U ovom testiranju
najlosije rezultate ostvarili su uzorci suncokreta ¢ija je koli¢ina i1 koncentracija izolirane
DNA bila izrazito niska, a takvi rezultati ukazuju na zaostatke sekundarnih metabolita pa
se ova metode ne smatra pogodnom za izolaciju DNA kod uljnih kultura. Zamijeéena su
odredena odstupanja u vrijednostima absorbanci, pa je tako Andrew F. Page (2010.)
utvrdio da je omjer absorbanci A260/280 u rasponu od 1,6 do 1,8, dok omjer absorbance
A260/230 iznosio od 1,6 do 1,9 pri ¢emuje omjeri iznad 1,9 ukazao na vrlo malo
kontaminaciju polisaharidima. Obzirom da su se vrijednosti absorbance A260/230 u obje
metode izolacije DNA kretale izmedu 2,25 (CTAB) — 2,3 (SDS) za soju i 2,15 (CTAB) —
0,87 (SDS) za uzorke suncokreta, moze se zakljuciti da je doSlo do odstupanja, te da je u

ispitivanim uzorcima doslo do zaostajanja polisaharidnih 1 polifenolnih spojeva.

Dobiveni rezultati omjera izmedu absorbanci A260nm i1 A280nm potvrduju u¢inkovitost

koriStenih metoda i ¢istocu izolirane DNA.
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Uz navedene rezultate istrazivanju je dodatno otezala vrlo niska klijavost soje, stoga su
napravljena dva ponavljanja za svaku pojedinu metodu izolacije. Niska klijavost
manifestirala se na duljinu trajanja samog procesa pripreme biljnog tkiva, a uzrok tome je

fiziologija sjemena same kulture.

Najbolja ¢istoca DNA zabiljezena je u uzorcima soje i suncokreta izolirane modificiranom
CTAB metodom. Najveca koli¢ina izolirane DNA zabiljeZena je na uzorku soje 1 iznosila
je 1225,6 ng/ul. Nesto slabija kvaliteta 1 ¢istoca DNA zabiljezena je na uzorcima soje i
suncokreta izoliranih prema SDS protokolu. Sli¢ne rezultate istrazivanja dobio je 1 Li 1 sur.
(2007.) usporeduju¢i CTAB i SDS metodu izolacije pri ¢emu se CTAB metoda pokazala
ucinkovitijom. U obje metode izolacije dobije se veca koli€ina izolirane DNA, a uzorci se
razlikuju u kvaliteti. Bolja metoda za izolaciju DNA iz uljnih i bjelancevinastih kultura
prema ovom radu je CTAB jer se dobije velika koli¢ina izolirane DNA visoke ¢istoce.
Dobivena DNA cuva se -20 °C nakon cega ju je moguce podvrgnuti restrikcijskim
endonukleazama koje potvrduju cistocu izolirane DNA c¢ime je omoguceno njeno

koriStenje u danjim analizama kao §to su PCR analize.
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4. ZAKLJUCAK

1. 1z obje kulture (suncokret i soja) izolirana je molekula DNA.

2. Biofotometrijska metoda potvrdila je odgovarajucu Cistocu DNA s vrlo malim

zaostatcima polifenolnih i polisaharidnih spojeva.

3.Najveca koliCina izolirane DNA utvrdena je u soji (CTAB metodom) i iznosila je
1225,6ng/ul dok je najmanja koli¢ina DNA izmjerena kod suncokreta (SDS metoda) i
iznosila je 258,51ng/ul.

4. CTAB metoda izolacije DNA pokazala se u¢inkovitijom u obje testirane kulture u

odnosu na SDS metodu.
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