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[zvlecek:

V raziskavi smo ugotavljali u€inkovitost dveh protokolov za izolacijo DNA iz razlicnega
rastlinskega materiala vinske trte v dveh terminih (junij, oktober). Vinska trta sodi med
rastlinske vrste z ve¢jo vsebnostjo sekundarnih metabolitov, predvsem biofenolov,
zaradi Cesar je izolacija DNA iz vinske trte v primerjavi z rastlinami z manjSo vsebnostjo
sekundarnih metabolitov bolj problemati¢na. Protokoli, ki so objavljeni v znanstvenih
¢lankih in ki po izsledkih testiranj zagotavljajo ucinkovito izolacijo DNA, pogosto
vsebujejo adsorbente sekundarnih metabolitov (npr. PVP) ter spojine z antioksidativnim
delovanjem, ki preprecujejo oksidacijo sekundarnih metabolitov (npr. p—
merkaptoetanol). Uc¢inkovitost protokolov smo ugotavljali z dolo¢anjem koli¢ine
izolirane DNA s fluorometrom, Cistost DNA pa s spektrofotometrom ter z ugotavljanjem
uspesnosti namnozevanja 4 mikrosatelitov v reakciji PCR in intenzitete fluorescentnega
signala pri kapilarni elektroforezi.
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Abstract:

The aim of the work was to determine the effectiveness of two protocols for the
isolation of DNA from different plant material in two periods (June, October).
Grapevine is one of the plant species with higher content of secondary metabolites,
mainly biophenols, what makes DNA isolation more problematic than plants with a
lower content of secondary metabolites. Protocols which are published in scientific
papers and according to tested results ensure the effective isolation of DNA, often
containing the adsorbents for secondary metabolites, such as PVP, and compounds
with antioxidant activity which prevent the oxidation of secondary metabolites, for
example B-mercaptoethanol. The effectiveness of the protocols were assessed by
determining the quantity of isolated DNA with a fluorometer, the purity of DNA with
a spectrophotometer, and by identifying the amplification success of four
microsatellites with PCR and by identifying the fluorescence signal intensity after
capillary electrophoresis.
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1 UVOD

Izolacija DNA je eden od klju¢nih korakov genetske analize. Pri izolaciji z napacnim ali
slabo optimiziranim postopkom se lahko pojavijo razli¢ne tezave, kot je na primer delna do
popolna degradacija DNA z endogenimi nukleazami. Izolirana DNA lahko vsebuje tudi
vecje koli¢ine primesi polisaharidov, biofenolov in ostalih sekundarnih metabolitov, ki
inhibirajo delovanje encimov pri nadaljnjih postopkih analize. Izolacija DNA iz rastlin in
rastlinskih tkiv z ve¢jo vsebnostjo sekundarnih metabolitov in polisaharidov je zato pogosto
tezavna.

V literaturi se pojavljajo razlicni protokoli, ki so pogosto tehni¢no zahtevni. Vkljucujejo
uporabo Stevilnih kemikalij, so casovno potratni ali pa so prilagojeni za tocno dolo¢eno vrsto
in preizkuseni le na eni vrsti tkiva. Na uspeh izolacije vpliva tudi ¢as vzorcenja rastlinskega
materiala. Najprimernejsi ¢as vzorcenja je v spomladanskih mesecih, ker je v na novo zraslih
tkivih v primerjavi s starejSimi manj sekundarnih metabolitov. Po navajanju Hanania in sod.
(2004) starejsi, polno razprti listi vinske trte, navadno vsebujejo ve¢ Skroba in biofenolov.
Do razlik pri izolaciji prihaja tudi zaradi uporabe razli¢nih tkiv, na primer lista, listnega
peclja, kambija, ploda, itd.

Genetske analize vkljuCujejo uporabo razliénih encimov. V metodi verizne reakcije s
polimerazo (PCR) polimeraza namnozuje regije DNA, restrikcijski encimi rezejo DNA,
ligaza katalizira vezavo dveh molekul DNA s tvorjenjem fosfodiestrske vezi, itd. Delovanje
encimovV lahko motijo Stevilne spojine ali inhibitorji, zato je pomembno, da je izolirana DNA
prosta vseh primesi.

1.1 Namen zaklju¢ne naloge

Namen zaklju¢ne naloge je bil:

e s pregledom literature prouciti problematiko izolacije DNA iz rastlin z ve¢jo
vsebnostjo sekundarnih metabolitov in polisaharidov ter ugotoviti, zakaj le-ti
povzrocajo tezave in kako jih u€inkovito odstranimo.

e S preizkusom dveh protokolov za izolacijo DNA iz razli¢nega rastlinskega
materiala in v dveh terminih ugotoviti razlike v koli¢ini izolirane DNA, ¢istosti
DNA ter uspesnost namnozevanja mikrosatelitov v reakciji PCR in v intenziteti
fluorescentnega signala pri kapilarni elektroforezi.

e Na osnovi rezultatov preizkusa dolo¢iti primernejsi protokol, ¢as vzoréenja in tkivo
za izolacijo DNA iz vinske trte.
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1.2 Pregled literature

Pri izolaciji je sprva potrebo poznati klasifikacijo in anatomijo rastline iz katere izoliramo
dedni material. Pomembno pa je tudi vedeti kak$na je osnovna metoda za izolacijo in kaj
vpliva na samo izolacijo. Glede na razli¢ne vplive je potrebno omogociti optimalno metodo
za izolacijo dednega materiala iz rastline.

1.2.1 Kilasifikacija vinske trte (Vitis vinifera L.)

Vinska trta je uvrs¢ena v druzino Vitaceae, ki zajema okoli 600 vrst. Evropska Zlahtna vinska
trta se uvrsc¢a v rod Vitis in nadalje v vrsto Vitis vinifera L. (Hr¢ek in Korosec-Koruza 1996).
Vitis vinifera L. je avtohtona v zahodni Aziji in Evropi med 30 in 50 stopinjami geografske
Sirine. Med ledeno dobo je bila omejena na vlazna ter gozdnata do susna obmocja vulkanskih
gorskih verig juznega Kavkaza med Crnim morjem in Kaspijskim jezerom ter na obmodje
Sredozemlja. Predstavlja najbolj znano vrsto Evrazijske skupine, saj iz nje izhaja ve¢ina sort
vinske trte. Gojena vinska trta je zaradi dvospolnih cvetov (redkeje tudi funkcionalno
zenskih), uvrscena v podvrsto V. vinifera subsp. sativa (ali V.vinifera subsp. vinifera) in velja
za domesticirano obliko podvrste V.vinifera subsp. sylvestris, ki je dvodomna (Keller 2010).

1.2.1.1 Anatomija lista, mladike in rozge

Najbolj primerni rastlinski organi za izolacijo DNA iz vinske trte so mladika oziroma rozga
in listi.

1.2.1.1.1 Mladika in rozga

Poganjek, ki zraste iz katerega koli o¢esa na trsu, imenujemo mladika. Ta zraste iz brsta v
zimskem odesu ali iz brstov v spe¢ih o&esih. Ce je mladika zrasla iz zimskega o&esa na rozgi,
ki raste iz dveletnega lesa, ji pravimo rodna mladika. Mladike, ki rastejo iz speCih oces in
oces na rozgi, so praviloma nerodne mladike, imenovane jalovke. Na mladiki so listi, vitice
in socvetja ali kabrniki (slika 1). V pazduhi listnih pecljev so zalistniki in zimska ocesa.
Mladika ima ¢lenke (nodije), ki jo delijo na med¢lenke (internodije). Na nodijih so listi,
oc¢esa in kabrniki (po oploditvi grozdi), vitice in zalistniki. Pri evropski trti ima mladika
navadno v ¢lenku prepono, imenovano diafragma, ki na vsakem nodiju prekinja strzen. Listi
so na nodijih menjaje razporejeni in v eni ravnini. Nasproti listov so na spodnjih nodijih
grozdi, na zgornjih pa vitice. Vitice so oprijemalni organi, saj trta spada med ovijalke. Del
mladike, s katerim je priraS¢ena na dve- ali ve€leten les, je nekoliko raz§irjen in na tem mestu
so nodiji tako skupaj, da internodije le steZzka opazimo. Na teh strnjenih nodijih so speca
o¢esa. Ko mladika dozori in oleseni, jo imenujemo rozga. Ta je enoletna, olesenela in
dozorela mladika, ki so ji odpadli listi. Internodiji rozge so bolj ali manj valjaste oblike in
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Imajo izrazeno asimetri¢nost, kar pomeni, da so na nekaterih delih rozge posamezna tkiva
razli¢no razvita. Na pre¢nem prerezu rozge (slika 2) je viden strzen, ki je na vsakem nodiju
prekinjen z diafragmo. Diafragma je slabse razvita v nodijih, ki nimajo vitic oziroma
grozdov (Vrsi¢ in Lesnik 2010).

—— vrh mladike

IR~ vitica

%,

¥ kabrmek
~— zalistnik

WE7 —
W Zimsko
[if oko

22 (.37 it
R S \& P [ |
SESRS __enoletni les
5 3 (rozga)

Slika 1: Mladika vinske trte (vir: Vrsi¢ in Lesnik 2010)
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Slika 2: Preéni prerez rozge (vir: Vr§i¢ in Le$nik 2010)

1.2.1.1.2 List

Zasnove listov obstajajo ze v zimskem ocesu. List presnavlja snovi ob pomoc¢i soncne
energije, vode in ogljikovega dioksida v organske spojine. Listi so razvrs¢eni izmeni¢no na
vsakem nodiju. Na listu razlikujemo listni pecelj in listno ploskev, na njenem zacetku se
pecelj raz€leni na pet glavnih listnih Zzil. Listne Zile se potem iz glavnih razvijejo naprej in
dovajajo Vv list vodo in rudninske snovi, iz lista pa odvajajo asimilate. List vinske trte je eno-
, tri- ali petdelen, kar je odvisno od globine zarez med glavnimi listnimi zilami. Na spodnji
strani je list lahko poras¢en z dlacicami. List je glavni organ vinske trte, po katerem se
razporeja vecino sort (Vrsi¢ in Le$nik 2010).

1.2.2 Sekundarni metaboliti

Sekundarni metaboliti nastanejo s pomocjo specificnih biosintetskih encimov in v
organizmu opravljajo posebne naloge. Nekateri sekundarni metaboliti so iz skupine
prednikov primarnih metabolitov ali pa so v rastlinske celice uvoZeni iz prokariontskih
genov preko mitohodrija ali kloroplastov (Wink 2010). Sekundarni metaboliti so organske
snovi, Ki niso neposredno vpletene v normalno rast, razvoj in razmnozevanje organizma.
Pogosto imajo izjemne fizioloSke aktivnosti. V rastlinah najveckrat nastopajo kot obrambne
molekule, npr. pred rastlinojedi, mikrobi ali virusi, ali kot signalne molekule, ki so
pomembne za privabljanje oprasevalcev in raznasalcev semen. Sekundarni metaboliti so
pomembni za preZivetje in razmnozevanje rastlin. V primerjavi s primarnimi metaboliti
izostanek sekundarnih metabolitov ne pomeni takojSnje smrti, ampak zgolj dolgoro¢no
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oslabitev prezivetja in plodnosti. Sekundarne metabolite rastlin delimo v tri ve¢je skupine,
in sicer terpenoide, fenolne spojine ali polifenole (v uporabi novejsi izraz biofenoli, ki

nakazuje na biolosko aktivnost teh molekul) in sekundarne spojine, ki vsebujejo dusik
(Thaler in Bajc 2013).

1.2.2.1 Sekundarni metaboliti pri vinski trti

Vinska trta vsebuje visoke koncentracije polisaharidov, biofenolov, taninov in ostalih
sekundarnih metabolitov (Lodhi in sod. 1994). Biofenoli delujejo kot antioksidanti in
konzervansi, dokazan pa je tudi pozitiven ucinek delovanja biofenolov na zdravje ljudi.
Splosno so fenoli cikli¢ne benzenove spojine z eno ali ve¢ hidroksilnimi skupinami. Delimo
jih na dve osnovni skupini, flavonoide in neflavonoide. Najbolj pogosti flavonoidi so
antociani, flavonoli in flavan-3-oli oziroma flavanoli, med slednje uvr§¢amo tudi
proantocianidine (imenovane tudi kondenzirani tanini). Tanini so vsi polimerni biofenoli, Ki
S0 sposobni vezave beljakovin. Delimo jih na kondenzirane, ki se tezko hidrolizirajo, in na
hidrolizabilne, ki so iz neflavonoidnih biofenolov in se enostavno hidrolizirajo. Najbolj
zastopani in poznani neflavonoidi so derivati hidroksicimetnih Kislin, ki so vezani na
sladkorje, alkohole ali kisline (Bavéar 2009).

1.2.2.2 Vpliv sekundarnih metabolitov na uspeh izolacije nukleinskih Kislin

Sekundarni metaboliti lahko inhibirajo oziroma ovirajo celicno lizo, ki je potrebna za
sprostitev nukleinskih kislin, povzroc¢ajo razpad nukleinskih kislin, ali ovirajo delovanje
polimeraze pri pomnozevanju tar¢nih nukleinskih kislin (Thaler in Bajc 2013).

V kolikor se za lizo celic uporabljajo encimi, lahko le-te proteoliti¢ni encimi in denaturanti
razgradijo ali denaturirajo. Kot denaturanti delujejo tudi fenolne spojine (Wilson 1997).
Inhibitorji lahko vplivajo na Kinetiko pomnoZevanja DNA, tako da veZejo katione Mg?*, ki
so pomemben kofaktor vseh DNA-polimeraz, lahko se vezejo na tar¢na mesta nukleinskih
kislin in tako prepreéijo vezavo polimeraze na DNA ali na DNA polimerazo (Thaler in Bajc
2013).

Biofenoli (predvsem tanini) zlahka oksidirajo v kinone, ti pa lahko z ireverzibilno vezavo z
beljakovinami in nukleinskimi Kislinami tvorijo komplekse z visoko molekulsko maso
(Japelaghi in sod. 2011). Kinoni dajejo znacilno rjavo barvo in zmanj$ujejo ¢as vzdrZzevanja
uporabnosti izoliranega materiala za molekulske studije (Sahu in sod. 2012).



Novak T. Preizkusanje razlicnih metod za izolacijo dednega materiala iz vinske trte (Vitis vinifera L.).
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2014 6

Zato je pomembno, da se med izolacijo odstranijo biofenoli in drugi sekundarni metaboliti
ter polisaharidi, ki se oborijo z DNA in s tem povzrocajo viskoznost DNA raztopine
(landolino in sod. 2004).

1.2.3 lzolacija DNA

Na kakovost in koli¢ino izolirane rastlinske DNA ima velik pomen izbira rastlinskega

materiala, pri ¢emer sveza in mlada tkiva, vzorcena tik pred izolacijo veljajo za primernejSa
(Weising in sod. 2005).

Metode za izolacijo rastlinske DNA se razlikujejo, glede na sestavo ekstrakcijskih in liznih
pufrov, na na¢in razgradnje tkiv in celic ter na nacin odstranitve drugih celi¢nih sestavin, kot
so beljakovine, RNA, membrane, polisaharidi in biofenoli (Weising in sod. 2005).

Doyle in Doyle (1990) ter Murray in Thompson (1980) so predstavili metodo za izolacijo
nukleinskih kislin, ki predvideva uporabo detergenta CTAB. Protokola temeljita na
inkubaciji rastlinskega materiala v segretem izolacijskem pufru CTAB, sledi ekstrakcija s
kloroform/izoamilalkoholom (24:1) oziroma kloroformom in oktanolom ter obarjanje DNA
iz vodne raztopine. Protokoli, ki temeljijo na uporabi detergenta CTAB so bili z raznimi
modifikacijami uporabljeni pri Stevilnih Studijah rastlinskih vrst (Kump in Javornik 1996;
This in sod. 2004; Jing in sod. 2013; Vr3i¢ in sod 2011; Bandelj in sod. 2004)

1.2.3.1 Homogenizacija tkiva

Pri rastlinah se zaradi celi¢ne stene za homogenizacijo tkiva pogosto uporablja teko¢i dusik.
Rastlinski material zamrzne v teko¢em dusiku in se ga s terilnico stre v prah. Pomembno je,
da se rastlinski material pred dodatkom izolacijskega pufra ne odtali, ker lahko celi¢ni
encimi hitro razgradijo DNA (Weising in sod. 2005).

1.2.3.2 Liza membran in organelov

Takoj po homogenizaciji tkiva se v izolacijskem postopku izvede liza membran in sprostitev
DNA iz jedra. Ekstrakcijski pufer sestavljajo naslednje sestavine v razliénih kombinacijah
(Weising in sod. 2005):

e detergenti sodelujejo pri razgradnji bioloskih membran, denaturaciji beljakovin in
loc¢itvi beljakovin od DNA. Najbolj pogosto uporabljen kationski detergent je CTAB
(ang. Cetyltrimethylammonium bromide). Standardni masno volumski delez CTAB
detergenta v ekstrakcijskem pufru je 2 %;
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e puferski sistem, navadno na osnovi Tris—HCI, ohranja pH v obmo¢ju, kjer je
onemogoceno delovanje degradacijskih encimov (pri rastlinah obi¢ajno med pH 8 in
pH 9);

e visoka koncentracija soli (< 1M NaCl) lo¢i jedrne beljakovine (predvsem histone) od
DNA in obdrzi polisaharide med obarjanjem z etanolom v raztopini. Omogoca pa
tudi odstranitev ostalih inhibitorjev PCR;

e reducenti, kot so B-merkaptoetanol, ditiotreitol ali askorbinska kislina, inhibirajo
oksidacijske procese, ki posredno ali neposredno poskodujejo DNA;

e kelirna sredstva oziroma kelatorji, kot npr. EDTA ali EGTA, vezejo dvovalentne
kovinske ione, Ki jih za delovanje potrebujejo deoksiribonukleaze.

1.2.3.3 Odstranitev beljakovin in RNA

Locitev beljakovin od DNA omogocajo detergenti in visoka koncentracija soli v
ekstrakcijskem pufru. Raztopljene beljakovine pa se pogosto odstranijo z eno ali veé
ponovitvami ekstrakcije s fenolom, raztopino fenol-kloroforma ali Kkloroform—
izoamilalkohola, katerim sledi centrifugiranje za locitev organske in vodne faze. RNA se
pogosto ocisti skupaj z DNA, kar lahko povzroca probleme pri reakciji PCR (Weising in
sod. 2005). Zvitje in stabilnost terciarnih struktur RNA je odvisno od koncentracije kationov.
Zaradi tega, lahko RNA v reakciji PCR deluje kot kelator in nase veze Mg?* katione (Draper
2004). Na RNA se lahko veZejo zacetni oligonuleotidi. Ugotovljeno je bilo, da je odstranitev
RNA izboljsala namnozevanje markerjev RAPD (Weising in sod. 2005).

1.2.3.4 Odstranitev biofenolov in ostalih sekundarnih metabolitov

Skodljivim vplivom biofenolov in njihovih produktov oksidacije pri izolaciji DNA se
najpogosteje izognemo z enim od naslednjih Stirih na¢inov (Weising in sod. 2005):

e Vkljucitev adsorbentov biofenolov kot je goveji serumski albumin (ang. bovine
serum albumin ali BSA) ali topen polivinilpirolidon (ang. polyvinylpyrrolidone ali
PVP), v izolacijski pufer;

e Vkljucitev inhibitorjev fenol oksidaz;

e preprecitev oksidacije biofenolov s povecanjem koncentracije antioksidantov, kot je
B—merkaptoetanol, v izolacijskem pufru. Optimalna koncentracija antioksidantov je
med rastlinskimi vrstami zelo razli¢na;

e visoko razmerje med ekstrakcijskim pufrom in rastlinskim materialom povzroci, da
se biofenoli bolj razred¢ijo, zaradi ¢esar je njihov vpliv manjsi.
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Biofenoli se vezejo na PVP in po obarjanju z dodatkom izopropanola ostanejo v vodni fazi,
medtem ko se nukleinske Kisline oborijo. Topnost polisaharidov pa je boljsa v pufru z vecjo
koncentracijo NaCl (Japelaghi in sod. 2011).

1.2.4 PCR - verizna reakcija s polimerazo

Verizna reakcija s polimerazo je in vitro metoda za namnozevanje DNA. Z odkritjem termo
stabilne DNA polimeraze v bakteriji Thermus aquaticus v letu 1988 se je uporaba reakcije
PCR skokovito povecala, tako na podrocju raziskav kot tudi v diagnostiéne namene.
Reakcija PCR temelji na treh temperaturnih korakih, ki se veckrat cikliéno ponovijo
(Weising in sod. 2005).

Prvi korak poteka pri 94 °C ali vi§ji temperaturi. Posledica visoke temperature je
denaturacija oziroma razklop dvojne vijatnice DNA v dve enojni verigi. Pred prvim ciklom
se izvede nekaj minutno denaturacijo (obic¢ajno do 5 min), da se genomska DNA popolnoma
denaturira. Denaturacija je pri nadaljnjih ciklih krajsa in obicajno traja od 20 sekund do 1
minute (Brown 2010).

V drugem koraku se reakcijska mesanica ohladi na 50-60 °C. Pri tej temperaturi bi se lahko
DNA molekule ponovno zdruzile skupaj, vendar se jih ve¢ina ne, ker meSanica vsebuje velik
prebitek kratkih molekul, imenovanih zacetni oligonukletidi (ang. primers), ki se veZejo na
enoverizno molekulo DNA na komplementarnem delu DNA, zato postane molekula
ponovno dvoverizna. Drugi korak, imenovan prileganje, traja priblizno 1 minuto (Brown
2010).

V tretjem koraku se temperatura dvigne na 74 °C, ki je optimalna temperatura za delovanje
termo stabilne Taq DNA polimeraze. Polimeraza DNA sintetizira komplementarno verigo
DNA od zacetnega oligonukleotida v smeri 5' proti 3'. Po kon¢anem tretjem koraku, Ki traja
med 30 sekund in ve¢ minut, odvisno od dolzine fragmenta DNA in ga imenujemo
podaljSevanje nastajajoCe verige DNA, je stevilo molekul DNA podvojeno oz. $tevilo
molekul DNA z vsakim ciklom nara$¢a eksponentno. Po vseh opravljenih ciklih se reakcija
Se priblizno 5-10 minut inkubira pri 72 °C, da se fragmenti DNA, ki se med cikli reakcije
niso podaljsali za celotno dolzino fragmenta, podalj$ajo do konca. (Brown 2010).
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1.2.4.1 Reakcijska mesanica PCR

Reakcijska mesanica PCR vsebuje matricno DNA, zacetne oligonukleotide, pufer,
termostabilno DNA polimerazo, meSanico vseh dNTP—jev (deoksiribonukleotidov ali
deoksiribonukleotid trifosfatov) in vodo (Brown 2010).

Pufer zagotavlja optimalne pogoje delovanja Tag DNA polimeraze. Obicajno sta k
polimerazi s strani proizvajalca priloZena dva pufra: eden s KCI in drugi z (NH4)2SO0s. K*
ioni stabilizirajo prileganje zacetnih oligonukleotidov, medtem ko imajo NH*
destabilizirajo¢ vpliv predvsem na SibkejSe vodikove vezi med nekomplementarnimi
baznimi pari zaCetnih oligonukleotidi in matricne DNA. Pri uporabi pufra z (NH4)2SOs je
potrebna vedja koncentracija MgCly in obratno. Zaradi antagonizma med Mg?* in NH**, Taq
pufer z (NH4)2SO4 omogoca vecjo specifi¢nost prileganja zadetnih oligonukleotidov. Mg?*
ioni stabilizirajo kompleks med polimerazo, zacetnimi oligonukleotidi, ANTP in matri¢no
DNA. Vsi stirje ANTP—ji (dATP, dGTP,dCTP in dTTP), zastopani v enaki koncentraciji,
predstavljajo zalogo gradbenih elementov potrebnih za sintezo nove verige. (Components. ..
2012).

1.2.4.2 Mikrosateliti

Mikrosateliti ali ponovitve enostavnih zaporedij (ang. Simple Sequence Repeats, SSR) so
sestavljeni iz tandemsko ponovljenih nukleotidnih zaporedij. Mikrosateliti so znalilni za
evkariontske genome, nasli so jih tudi pri prokariontih (Weising in sod. 2005). V literaturi
se pojavljajo razlicna poimenovanja mikrosatelitov, kot so kratke tandemske ponovitve
(angl. Short Tandem Repeats, STR), polimorfizem dolzin enostavnih zaporedij (ang. Simple
Sequence Length Polymorphism, SSLP) in spremenljivo $tevilo tandemskih ponovitev (ang.
Variable Number of Tandem Repeats, VNTR) (Weising in sod. 2005).

Mikrosateliti se pri trti pogosto uporabljajo za identifikacijo sort in ugotavljanje sorodstvenih
povezav med sortami. Identifikacija sort omogoca vzpostavitev kolekcijskih vinogradov in
ugotavljanje genetsko razlicnega materiala (Sefc in sod. 1999).
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2 METODE DELA

2.1 Pridobivanje rastlinskega materiala in terminski potek

Izolacijo dednega materiala smo izvedli v dveh terminih iz razli¢nih tkiv vinske trte sorte
Vitis vinifera 'Refosk’ po dveh izolacijskih protokolih. V juniju (14.6.2013) smo DNA
izolirali iz listov in mladik vinske trte, oktobra (24.10.2012) pa iz listov in kambija olesenele
mladike oz. rozge. Rastlinski material smo vzor¢ili zjutraj pred samo izolacijo.

Pri listih smo za zacetno koli¢ino rastlinskega materiala uporabili plasti¢en tulec (premer
priblizno 13 mm), s katerim smo izrezali enako velikost dela lista s povprec¢no maso 0,05 g.
Pri izolaciji iz kambija smo s skalpelom odstranili skorjo in nastrgali kambij ter razvijajo¢
ksilem in floem, medtem ko smo pri izolaciji iz mladike s skalpelom nastrgali del mladike
vklju¢no s povrhnjico (v obeh primerih priblizno 0,05 g rastlinskega materiala) Rastlinski
material rozge in mladike smo pred dodatkom pufra CTAB strli z dodatkom tekocega dusika.
Centrifuga (Ependorf 5430R) je bila ohlajena na 4 °C.

Skupno smo zastavili 8 obravnavanj glede na termin izolacije, rastlinsko tkivo in protokol
(preglednica 1).

Preglednica 1: Razlaga oznak posameznih obravnavanj

OBRAVNAVANJA RAZLAGA OZNAKE
JL1 jesen, list, protokol 1
JL2 jesen, list, protokol 2
JK1 jesen, kambij, protokol 1
JK2 jesen, kambij, protokol 2
PL1 pomlad, list, protokol 1
PL2 pomlad, list, protokol 2
PM1 pomlad, mladika, protokol 1
PM2 pomlad, mladika, protokol 2

2.2 Sestava pufrov za izolacijo DNA

Za izolacijo DNA smo uporabili dva protokola; v protokolu 1 (Kump in Javornik 1996) so
bile vkljucene naslednje kemikalije:
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e CTAB pufer: 100 mM Tris—HCI* pH 8, 20 mM EDTA?, 1,4 M NaCl, 2 % (masno-
volumski delez) CTAB, 0.2 % (volumski delez) 3-merkaptoetanol,
e natrijev acetat (NaAc): 3 M, pH 5,2; pH uravnavan z ledeno ocetno kislino.

V protokolu 2 (Japelaghi in sod. 2011) pa:

e CTAB pufer: 300 mM Tris—HCI pH 8, 25 mM EDTA pH 8, 2 M NaCl, 2 % (masno-
volumski delez) PVP3, 2 % (masno-volumski delez) CTAB. Pred uporabo smo
dodali B-merkaptoetanol (2 %, volumski delez),

e natrijev acetat (NaAc): 3 M, pH 5,2; pH uravnavan z ledeno ocetno kislino.

Pri protokolu 1 v ekstrakcijskem pufru ni prisotnega PVP-ja. Razlika med izolacijskima
pufroma je Se v koncentraciji NaCl in volumskem masnem delezu p—merkaptoetanola. V
drugem protokolu je vecja koncentracija NaCl (2,5 M), kar povec¢a topnost polisaharidov in
tako zmanjsa obarjanje le-teh z DNA. V drugem protokolu je ve¢ji tudi volumski delez —
merkaptoetanola.

2.3 lzolacija DNA po dveh razli¢nih protokolih

2.3.1 Protokol 1

Za prvi protokol smo z nekaterimi spremembami uporabili protokol, opisan v Kump in
Javornik (1996):

a) priblizno 50 mg rastlinskega materiala smo zdrobili v terilnici in dodali 1,5 ml CTAB
pufra [2 % (m/v) CTAB, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 2 % (v/v)
B-merkaptoetanol], predhodno segretega na 68 °C;

b) sledila je inkubacija na 68 °C za 1 uro in pol z obCasnim stresanjem;

c) dodali smo 500 pl topila, fenol-kloroform-izoamilalkohol v razmerju 25 : 24 : 1 in dobro
premesali, da je nastala suspenzija;

d) po 15 minutnem centrifugiranju pri 11.000 obratih na minuto (centrifuga je bila vseskozi
ohlajena na 4 °C) smo supernatant odpipetirali v novo centrifugirko in ponovili koraka ¢ in
d;

e) dodali smo 50 pl 3 M NaAc in 500 pl ledeno hladnega izopropanola ter dobro pretresli;
f) vzorce smo za 30 minut dali v zamrzovalnik na — 20 °C;

1TRIS 1 M, pH 8, s HCI uravnavan pH
2EDTA 0.5 M, pH 8, z NaOH uravnavan pH
% Sigma, MW 40000
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g) vzorce smo nato centrifugirali 15 minut pri 11.000 obratih. Po centrifugiranju smo
supernatant odlili, dodali 500 pl 70 % etanola in rahlo pretresli, da se je DNA odlepila od
centrifugirke;

h) po 5-minutnem centrifugiranju pri 11.000 obratih na minuto, smo previdno odlili etanol
in DNA posusili na zraku;

i) glede na koli¢ine izolirane DNA, smo DNA raztopili v 30 do 50 pul TE [10 mM Tris-HCI
(pH 8,0), 0,1 mM EDTA (pH 8,0)] pufru.

2.3.2 Protokol 2
Izolacija po drugem protokolu je potekala kot je opisano v Japelaghi in sod. (2011):

a) priblizno 50 mg rastlinskega materiala smo zdrobili v terilnici in dodali 1 ml CTAB pufra
[2% (m/v) CTAB, 2 M NaCl, 25 mM EDTA, 300 mM Tris-HCI (pH 8,0), 2 % (w/v) topnega
PVP, 2 % (v/v) B-merkaptoetanol], predhodno segretega na 68 °C;

b) sledila je inkubacija na 68 °C za 30 minut z ob¢asnim stresanjem;

c) dodali smo 1 ml topila, kloroform-izoamilalkohol v razmerju 24 : 1 in dobro premesali,
da je nastala suspenzija;

d) po 5 minutnem centrifugiranju pri 14.000 obratih na minuto (centrifuga je bila vseskozi
ohlajena na 4 °C) smo supernatant odpipetirali v novo centrifugirko in ponovili koraka ¢ in
d;

e) dodali smo 100 ul 3 M NaAc (pH 5,2) in 1 ml ledeno hladnega izopropanola ter dobro
pretresli;

f) vzorce smo za 30 minut dali v zamrzovalnik na — 80 °C;

g) vzorce smo nato centrifugirali 30 minut pri 14.000 obratih. Po centrifugiranju smo
supernatant odlili, dodali 500 pl 70 % etanola in rahlo pretresli, da se je DNA odlepila od
centrifugirke;

h) po 5-minutnem centrifugiranju pri 11.000 obratih na minuto, smo previdno odlili etanol
in DNA posusili na zraku,

i) glede na koli¢ine izolirane DNA, smo DNA raztopili v 30 do 50 pl TE [10 mM Tris-HCI
(pH 8,0), 0,1 mM EDTA (pH 8,0)] pufru.

2.4 Merjenje koncentracije DNA

Meritve s fluorometrom temeljijo na uporabi fluorescentnih barvil, ki se vezejo na
nukleinske Kkisline. Fluorometer oddaja UV-svetlobo pri valovni dolzini, kjer ima
uporabljeni fluorokrom absorpcijski maksimum. Fluorokromi zaradi prejete energije in
blizine dusikovih spojin fluorescirajo oziroma oddajajo svetlobo pri valovni dolzini v
vidnem delu spektra. Fluorometer izmeri jakost fluorescence, ki je sorazmerna s koli¢ino
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nukleinskih kislin. Metoda merjenja s fluorometrom je primernejsa za vzorce, ki poleg DNA
vsebujejo tudi RNA.

Koncentracijo DNA smo dolo¢ili s povprecno vrednostjo treh meritev. Koncentracijo
izolirane DNA smo dolo¢ili s fluorometrom Qubit™ (Life Technologies) in s pripadajogim
setom reagentov (Qubit® dsDNA BR Assay Kit, Q32853) po navodilih proizvajalca.

Delovno raztopino smo pripravili tako, da smo 200-krat koncentriran reagent (Qubit
®dsDNA BR Reagent) razredcili s pufrom (Qubit® dsDNA BR Buffer) na enkrat delavno
koncentracijo. Umeritvene raztopine smo pripravili z mesanjem 190 pl delavne raztopine in
10 pl zaloznih standardnih raztopin 1 in 2 (Quant-iT'™ dsDNA BR standard #1 s
koncentracijo 0 ng/pl in #2 s koncentracijo 100 ng/pl). Meritveno raztopino smo pripravili z
meSanjem 198 pl delavne raztopine in 2 pul DNA raztopine.

2.5 Dolocanje Cistosti DNA

Nukleinske kisline imajo absorpcijski maksimum pri valovni dolzini 260 nm. Koli¢ina
absorbirane svetlobe je sorazmerna s koli¢ino nukleinskih kislin v vzorcu. Pri valovni dolzini
280 nm imajo absorpcijski maksimum aminokisline, predvsem stranske verige tirozina,
fenilalanina in triptofana. Vsebnost beljakovin v raztopini DNA lahko preverimo z
razmerjem Aoeso/Azgo. Vrednosti med 1,8 in 2 pri DNA pomenijo, da raztopina DNA ne
vsebuje vecje koli¢ine beljakovin. Vsebnost fenolov in ostalih organskih snovi lahko
dolo¢imo z merjenjem absorbance pri 230 nm. Razmerje Azeo/Az30 pri Cistih vzorcih je

navadno vi§je od razmerja A2eo/Azgo.

2.6 Dolocitev uspeSnosti namnoZevanja z analizo 4 mikrosatelitskih
lokusov

Mikrosatelite smo uporabili za preverjanje uspes$nosti namnozevanja DNA, izolirane z

dvema razli¢nima protokoloma, v dveh terminih in iz razli¢nih tkiv vinske trte.

Analizirali smo sledece lokuse: VVMD7 (Bowers in sod. 1996), VVMD27 in VVMD32
(Bowers in sod. 1999) ter VIZAG62 (Sefc in sod. 1999).
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Preglednica 2: Seznam mikrosatelitov in zacetnih oligonukletiodov; podé¢rtano nukleotidno zaporedje
predstavlja zaporedje M13 (-21) oligonukleotida v dolzini 18 bp

Mikrosatelitski lokus Nukleotidno zaporedje zacetnih oligonukleotidov
F GGT GAA ATG GGC ACCGAA CACACGC
VrZAG62 R TGT AAA ACG ACG GCC AGT CCATGTCTCTCC TCAGCT
TCT CAGC
F AGA GTT GCG GAG AAC AGG AT
VVMD7 R TGT AAA ACGACG GCC AGTCGAACCTTCACACGCTTG
AT
F GTA CCA GAT CTG AAT ACATCC GTA AGT
VVMD27 R TGT AAA ACG ACG GCC AGT ACG GGT ATA GAG CAA
ACGGTGT
F TAT GAT TTT TTA GGG GGG TGA GG
VVMD32 R TGT AAA ACG ACG GCC AGT GGA AAG ATG GGA TGA
CTCGC

Mikrosatelitske lokuse smo namnozevali z ekonomi¢no metodo, pri kateri je v reakciji PCR
poleg lokusno specificnih zacetnih oligonukleotidov, od katerih je eden na 5' koncu
podalj$an za nukleotidno zaporedje M13(-21) oligonukleotida v dolzini 18 bp (v preglednici
1 podc¢rtano nukleotidno zaporedje), vkljucen Se tretji zacCetni oligonukleotid, imenovan
M13(-21) z nukleotidnim zaporedjem 5'- TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3'in je na 5'
koncu oznacen s fluorescentnim barvilom (Schuelke 2000). Seznam uporabljenih zacetnih
oligonukleotidov je predstavljen v preglednici 1.

Reakcijo PCR smo izvedli po postopku, kot je opisan v Hladnik (2014). Reakcija PCR, je v
konénem volumnu 15 pl vsebovala 20 ng DNA, 1X Taq pufer z (NH4)2SOs4, 0,2 mM
koncentracijo vsakega deoksiribonukleotid trifosfata, 2 mM koncentracijo MgCl», 0,2 uM
koncentracijo vsakega lokusno specificnega zacCetnega oligonukleotida (Integrated DNA
Technologies), 0,25 uM koncentracijo M13 (-21) oligonukleotida (Applied Biosystems) in
0,375 enote Taq DNA polimeraze (EP0402). Ce ni drugace navedeno, so vse kemikalije za
izvedbo reakcije PCR in Taq polimeraza proizvajalca Fermentas/Thermo Scientific.

NamnoZevanje je potekalo v cikliénem termostatu AB 2720 (Applied Biosystems) po
naslednjem dvostopenjskem temperaturnem profilu:

* zaCetna 5-minutna denaturacija DNA pri 94 °C,

* sledilo je 5 ciklov, Kjer se je pri vsakem ciklu temperatura prileganja znizala za 1 °C,

a) 30 sekund pri 94 °C,

b) 90 sekund pri 60 °C (-1 °C/cikel),

¢) 90 sekund pri 72 °C,

* sledilo je 30 ciklov s ponavljanjem:

a) 30 sekund pri 94 °C,
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b) 90 sekund pri 55 °C,
¢) 90 sekund pri 72 °C,
* kon¢na inkubacija vzorcev 8 minut pri 72 °C.

Namnozeno DNA smo detektirali na kapilarnem sekvenatorju ABI3130 (Applied
Biosystems). Po konc¢ani reakciji PCR smo vse 4 lokuse zdruzili v skupno meSanico v
enakem razmerju. Od nastale meSanice smo 1 pl vsakega vzorca prenesli na 96-mestno PCR
plos¢o za ABI sekvenator ter vsakemu vzorcu dodali 10,7 ul formamida (Hi-Di™
Formamide, Applied Biosystmes) in 0,3 pl velikostnega standarda (GeneScan™ 500 LI1Z™
Size Standard, Applied Biosystems). VVzorce smo pred nanosom na sekvenator denaturirali
tako, da smo jih 5 minut inkubirali pri 95 °C. Elektroforeza je potekala v polimeru 3130
POP-7™ (Applied Biosystems). Rezultate smo dobili v obliki kromatografskin datotek s
konénico ».fsa«. To je vrsta datotek, v katere shranjuje podatke o fragmentni analizi program
Data Collection (Applied Biosystems). Dolzino namnozenih mikrosatelitov in intenziteto
fluorescence v relativnih enotah fluorescence (ang. relative fluorescence units, rfu) smo
dolo¢ili z algoritmom programskega paketa GeneMapper v4.1.

2.7 Statisti¢na obdelava podatkov

Podatke za koli¢ino in intenziteto DNA smo statisti¢no obdelali s programom SPSS, v19.0
(IBM, ZDA\). Za preverjanje enakosti varianc med obravnavanji smo uporabili Levenov test.
Za preverjanje ali so med obravnavanji statistiéno znacilne razlike, smo podatke obdelali z
analizo variance (ANOVA). Za izvedbo mnogoternih primerjav smo uporabili HSD ali
Tukeyev preizkus (o= 0,05). Za zagotovitev enakosti varianc smo podatke o koli¢ini DNA
logaritmirali z desetiSkim logaritmom. Podatki so prikazani tabelari¢no ter grafi¢no v obliki
okvirjev z roc¢aji (slike 3, 4 in 5).
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3 REZULTATI Z DISKUSIJO

3.1 Koli¢ina DNA v izoliranih vzorcih

S statistiéno analizo smo ugotovili, da smo pri obravnavanju PL2 pridobili statisti¢no
znacilno najve¢ DNA (preglednica 3). Glede na to, da smo pri obravnavanju JL2 ugotovili
statisti¢no znacilno manj$o koli¢ino DNA, rezultati analize potrjujejo predhodne ugotovitve,
da je vzorcenje rastlinskega materiala spomladi primernejSe (Weising in sod. 2005; Piccolo
in sod. 2012). Slednje ugotovitve nismo uspeli potrditi pri protokolu 1, ker med obravnavanji
JL1 in PL1 nismo ugotovili statisti¢no znacilne razlike v koli¢ini DNA.

Preglednica 3: Koli¢ina DNA in razmerje absorbanc glede na posamezno obravnavanje

Transformirane Netransformirana

Stevilo  vrednosti povpre€ja koli¢ine DNA  Azso/Azso +
Obravnavanje vzorcev (logiox) = SD (ng +SD) SD Aaz60/Azz0 £ SD
JL1 10 3,2873 £0,15°¢ 2047 £ 772 1,98 £ 0,10 1,99+0,19
L2 10 3,2945 +0,28° 2249 + 909 1,98+0,04 1,67+0,11
JK1 6 (10)* 1,8829 +£0,332 97 £ 74 1,49+ 0,17 1,00+ 0,29
JK2 10 3,2387+£0,17° 1842 + 626 2,01 £0,03 1,79+ 0,15
PL1 10 3,4987 £ 0,29° 3722 + 2039 2,09 £ 0,02 2,43 £ 0,05
PL2 10 4,0446 + 0,13¢ 11519 £ 3107 2,09 £ 0,02 2,16 £0,12
PM1 10 2,9128 £ 0,19° 881 +300 2,01 £0,07 2,49+ 0,13
PM2 10 3,314 +£0,07° 2084 + 349 2,07 £ 0,03 2,26 £0,18

* koncentracijo DNA ter koli¢ino smo dolocili 6 vzorcem, pri ostalih 4 je bila pod mejo detekcije. Razmerje
absorbanc je bilo doloc¢eno pri vseh 10 vzorcih.

SD — standardni odklon

¢rke a, b, ¢, d oznacujejo obravnavanja, med katerimi niso bile ugotovljene statisti¢no znacilne razlike

Pri uporabi protokola 2 za izolacijo v oktobru nismo ugotovili razlik v koli¢ini DNA med
izolacijo iz kambija ter iz lista, medtem ko je bila u¢inkovitost protokola 1 boljsa pri izolaciji
iz lista. Pri obravnavanju JK1 (izolacija po protokolu 1 iz kambija v oktobru) je bila namre¢
ugotovljena statisticno znacilna najmanjSa koli¢ina DNA. Razlike pri ucinkovitosti
protokolov smo ugotovili tudi pri izolaciji iz kambija. S protokolom 1 smo pridobili
najmanj$o koli¢ino DNA (povpre¢na vrednost 97 ng DNA), medtem ko smo s protokolom
2 pri izolaciji v povprecju pridobili 1842 ng DNA.

Rezultati kazejo, da je protokol 2, kjer je CTAB pufru dodan $e PVP, ve¢ja koncentracija
NaCl in p—merkaptoetanola, u¢inkovitejsi v primerjavi s protokolom 1.
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1z rezultatov je razvidna tudi razlika v izolaciji iz razli¢nih tkiv. Pri protokolu 1 in 2 je bila
junija u¢inkovitejsa izolacija iz listov. Oktobra je bila pri protokolu 1 prav tako u¢inkovitejsa
izolacija iz listov, medtem ko pri protokolu 2 pri izolaciji v oktobru nismo ugotovili
statisticno znacilnih razlik. Vecjo koli¢ino izolirane DNA iz listov sta pridobila tudi Lin in
Walker (1997) v primerjavi s kambijem in predpostavila, da je izolacija dednega materiala
iz kambija primernejsa le takrat, ko listi niso na voljo. Razlik v kakovosti DNA izolirane iz
listov in kambija nista ugotovila.

Grafi¢ni prikaz podatkov je na sliki 3. S krogci in zvezdicami so oznaceni osamelci oziroma
ekstremni osamelci (vrednosti, ki bistveno odstopajo od vecine ostalih vrednosti).

14000,00 I
12000,00-]
o~ 10000,00
o
| =
i
2
& 8000007
]
=
o
S 6000,00
x
4000,00- -
2000,00 ﬁ ? é
o o
00 -
T T T T T T 1 1
JK2 JK1 JLz JL1 PL2 PL1 P2 Pl
Obravnavanje

Slika 3: Okvir z ro¢aji za koli¢ino DNA po obravnavanjih

3.2 Razmerje Azs0/Azs0 iN Azeo/ A23o

Poleg koli¢ine izolirane DNA je pomemben dejavnik za uspe$nost nadaljnjih encimskih
reakcij tudi ¢istost DNA. Razmerje absorbance Azso/A2go je za Cisti vzorec 1,8 do 2,0. Manjsa
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vrednost razmerja kaze na prisotnost beljakovin, medtem ko prisotnost RNA povecuje
razmerje absorbanc. Na splosno razmerje absorbanc med 1,8 in 2,0 kaze na to, da je DNA
dovolj Cista. Za razmerje Azeso/A2zo pri Cisti DNA velja, da je nad 2,0 (Akkurt 2012).

Ker z Levenovim testom nismo potrdili domneve o enakosti varianc, rezultate podajamo le
tabelari¢no in grafi¢no v obliki okvirjev z roc¢aji (sliki 4 in 5). Pri vseh obravnavanjih, razen
pri JK1, smo ugotovili razmerja okoli 2, kar kaze na to, da je bila izolirana DNA dovolj

ociS¢ena beljakovin (preglednica 3).

Pri rezultatin razmerja Azso/A230 sSmo ugotovili, da je bilo razmerje pri DNA, izolirani v
oktobru, pod 2 ter nizje od razmerja A260/A2g0, razen pri obravnavanju JL1. Nizka razmerja
Ao60/A2z0 so pri rastlinah najveckrat posledica ve€je vsebnosti polisaharidov. Rezultati
potrjujejo navedbo Hananie in sod. (2004) in sicer, da starejsi, polno razprti listi vinske trte,
navadno vsebujejo vec Skroba in biofenolov.

: oz |
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Slika 4:Graf v obliki okvirja z ro¢aji za prikaz razmerij absorbanc Aso/Azso
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Slika 5: Graf v obliki okvirja z ro¢aji za prikaz razmerij absorbanc Azso/Azso
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3.3 UspesSnost namnoZevanja mikrosatelitov in intenziteta signala pri
kapilarni elektroforezi

Uspesnost namnozevanja mikrosatelitov smo ugotavljali samo pri 7 obravnavanjih. VVzorcev
iz obravnavanja JK1 nismo uporabili zaradi premajhne koli¢ine izolirane DNA.

Pri lokusu VVMD?27 je bilo ugotovljeno homozigotno stanje, zaradi ¢esar je bil v statisti¢no
analizo vkljucen le po en podatek na uspeSno namnozen vzorec, medtem ko sta bila pri
heterozigotnih vzorcih za vsak uspe$no namnoZen vzorec na voljo dva podatka (intenziteta
obeh alelov) (preglednica 4).

Pri mikrosatelitskem lokusu VVMD?7 je bila najvi§ja povprecna intenziteta zaznana pri
obravnavanju PM2. Najnizja intenziteta pa je bila ugotovljena pri obravnavanju JL1. Med
obravnavanji PM2, PL2, JK2 in PL1 ni bilo zaznanih statisti¢no znacilnih razlik. Najve¢
vzorcev se je namnozilo pri obravnavanjih PM2 in JK2 in sicer vseh 10 vzorcev na
obravnavanje, najmanj pa pri obravnavanju JL1 (7 vzorcev).

Pri mikrosatelitskem lokusu VVMD27 je bila najniZja intenziteta ugotovljena pri
obravnavanju JL1, najvi§ja pa pri obravnavanju PL2. Med obravnavanji PL2, PM2, JK2,
JL2, PL1 in PM1 ni bilo ugotovljenih statisticno znacilnih razlik. Najve¢ vzorcev (vseh
deset) se je namnozilo pri obravnavanjin PM2, JK2 in JL2. Najmanjse Stevilo vzorcev pa je
bilo namnoZzeno pri obravnavanju JL1.

Pri lokusu VVMD32 je bila najniZja intenziteta ugotovljena pri obravnavanju JL1, najvisja
pa pri PM2, prav tako kot pri mikrosatelitskem lokusu VVMD7. Med obravnavanji PM2,
JK2, PL2 in PL1 ni bilo zaznanih statisti¢no znacilnih razlik. Pri obravnavanju JL1 se je
uspesno namnozil le 1 vzorec, najve¢ vzorcev pa pri obravnavanjih PM2 in JK2 (po 9
vzorcev). Pri nobenem obravnavanju ni bilo namnozenih vseh vzorcev.

Pri mikrosatelitskem lokusu VrZAG62 je bila tako kot pri VVMD7 in VVMD32 ponovno
najnizja intenziteta ugotovljena pri obravnavanju JL1, najvecja pa pri PM2. Najve¢ vzorcev
se je namnozilo pri obravnavanju JL2 in PM2, najmanj pa pri obravnavanju JL1.

Pri vseh mikrosatelitskih lokusih so bila obravnavanja, med katerimi ni bilo statistino
znacilnih razlik PM2, PL2, JK2 ugotovljena z najvi§jo intenziteto fluorescence. Pri vseh
lokusih, razen pri VrZAG62 je bilo poleg teh treh obravnavanj uvrséeno $e obravnavanje
PL1.
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Preglednica 4: Rezultati genotipizacije, povprecje intenzitete fluorescentnega signala pri kapilarni
elektroforezi, minimalne in maksimalne vrednosti, ter S$tevilo uspeSno namnozenih vzorcev glede na
obravnavanje

STEVILO
VZORCEV

PL1PC 9 482,17+235,74 | 75,0 836,0

pL2bC 8 552,41 +263,16 | 62,0 898,0

PM12P 9 396,44 +214,84 | 131,0 | 740,0
VVMD7 (262:264) PM2° 10 664,75 +252,08 | 83,0 | 1036,0
JL1e 7 223,79 +100,42 | 60,0 427,0

JLo2ab 9 370,72+ 150,30 | 154,0 | 768,0

JK2be 10 518,2+ 191,23 55,0 802,0
PL12P 9 963,67+ 630,89 | 231,0 | 2254,0
PL2P 8 1579,75 £591,75| 260,0 | 2216,0
PM12b 9 925,78 +£549,17 | 269,0 | 1688,0
VVMD?27 (208:208) PM2° 10 1512,5+ 682,04 | 243,0 | 2299,0
JL1e 7 597,29 £409,28 | 140,0 | 1327,0
JLozp 10 1091,9 + 458,88 | 133,0 | 1623,0
JK2° 10 14483+ 614,46 | 151,0 | 2227,0

PL1Pe 6 111,33 +£29,88 61,0 156,0

pL2b¢ 6 116,33 + 38,55 67,0 204,0

PM12P 3 83,67+ 17,79 64,0 114,0

VVMD32 (266:288) PM2° 9 131,89 + 28,46 92,0 206,0

JL1e 1 62,5+ 6,36 58,0 67,0

JLozp 6 75,83 +19,53 52,0 111,0

JK20e 9 120,72 + 30,31 57,0 167,0

PL1P¢ 9 444,11 +£220,09 | 58,0 822,0

pL2¢d 8 584,56 225,24 | 92,0 812,0
VRZAGE? (212:214) PM12b 9 264,06 + 14528 | 64,00 | 501,00
PM2¢ 10 644,65+231,95 | 86,00 | 894,00
JL1e 6 202,83 +£95,62 | 93,00 | 396,00
JLozb 10 286,25+133,79 | 53,00 | 518,00
JK2¢d 9 569,11 +157,17 | 383,0 | 863,00

L pri enem vzorcu je bil nad mejo detekcije samo en alel (v statistiéno analizo je bilo vkljugenih 17 podatkov).

¢rke a, b, ¢, d oznaCujejo obravnavanja, med katerimi niso bile ugotovljene statisti¢no znacilne razlike.




Novak T. Preizkusanje razlicnih metod za izolacijo dednega materiala iz vinske trte (Vitis vinifera L.).
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2014 22

Pri vseh mikrosatelitskih lokusih je bilo najmanjSe Stevilo namnozenih vzorcev pri
obravnavanju JL1, kjer je bila ugotovljena tudi najnizja intenziteta signala. Pri ostalih
obravnavanjih se je uspesno namnozilo vsaj 8 vzorcev, razen pri mikrosatelitu VVMD32,
kjer je bil uspeh namnoZevanja slabsi. Najboljsi uspeh je bil ugotovljen pri obravnavanjih,
kjer smo pri izolaciji uporabili protokol 2 (PM2, JK2). Rezultati nakazujejo, da je kljub slabsi
optimizaciji reakcije PCR s pravilno izbranim protokolom za izolacijo mo¢ doseci dobre
rezultate.

Rezultati, tako kot pri koli¢ini DNA, tudi pri uspe$nosti namnoZevanja mikrosatelitov in
intenziteti fluorescentnega signala potrjujejo naso domnevo, da izolacijski protokol 2
omogoca bolj kakovostno izolacijo. Protokol 2 vsebuje kemikalije, ki omogocajo odstranitev
sekundarnih metabolitov in polisaharidov. Le-ti lahko namre¢ zmanjSajo ucinkovitost
izolacije.

Glede na ugotovitev, da je bila intenziteta signala pri dveh junijskih obravnavanjih pri 3
lokusih: PM2, PL2 ter pri lokusu VrZAG62 tudi PL1, statisticno znacilno najvecja,
sklepamo, da ima na koncentracijo produkta PCR pomembno vlogo tudi vsebnost
polisaharidov, saj imajo 3 od 4 oktobrskih vzorcev povpre¢ne vrednosti razmerja Azeso0/A230
nizje od 1,79.
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4 ZAKLJUCEK

V zakljuéni nalogi smo se s pregledom literature seznanili s problematiko izolacije DNA iz
rastlin z ve€jo vsebnostjo sekundarnih metabolitov in polisaharidov, v primerjavi z

rastlinami, ki vsebujejo manjse koli¢ine omenjenih spojin.

Z raziskavo smo ugotovili razlike v koli¢ini in ¢istosti DNA, tako med protokoli, kot med
razli¢nimi termini in razli¢nim rastlinskim materialom. Glede na rezultate raziskave lahko
sklepamo, da je protokol, ki so ga objavili Japelaghi in sod. (2011) ucinkovitejsi pri
odstranjevanju sekundarnih metabolitov in polisaharidov. Visja koncentracija NaCl v CTAB
izolacijskem pufru pomaga pri boljsi odstranitvi polisaharidov, medtem ko dodan PVP
pomaga pri odstranitvi sekundarnih metabolitov. Pomembno vlogo ima po navajanju
literature tudi B—merkaptoetanol z antioksidativnim delovanjem. Bolj optimalen protokol
poda boljSe rezultate za koli¢ino izolirane DNA in tudi za njeno ¢istost. Listi na sploSno
vsebujejo vecjo Koli¢ino sekundarnih metabolitov, vendar pri raziskavi nismo ugotovili
razlik v kakovosti izolirane DNA iz listov ter iz kambija in mladik. Razlike smo ugotovili
pri koli¢ini DNA, saj najve¢ DNA pridobili iz listov. Metoda izolacije iz kambija se
priporoca, ko listi vinske trte niso na voljo.

Glede na intenziteto signala ugotavljamo, da je postopek izolacije rastlinskega materiala
najbolj optimalno opravljati v pomladnem c¢asu, ko je v listih in mladikah najnizja koli¢ina
sekundarnih metabolitov in polisaharidov. Poleg optimalno dolo¢enega ¢asovnega termina
izolacije je treba dolociti tudi optimalen protokol za posamezno rastlinsko vrsto.
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