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Efficiency of real-time PCR for 18S rRNA amplification
of Sorbus domestica, L.
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ABSTRACT

Nowadays, the awareness is given more and more to underutilized and unusual fruits. One of them is Sorbus domestica, L.
not only as an endangered species, but as well as a promising and economically usable crop. The work was aimed for
finding a total genomic DNA isolating method from fresh plant material and confirmation of the optimized method by the
detection of 18S rRNA gene using real-time PCR. Two commercial isolation kits were tested - Invisorb® SpinPlant Mini
Kit and Wizard ® Genomic DNA. Higher purity and yield of DNA isolation kit showed Invisorb kit. The effective and pure
PCR amplification was confirmed for Invisorb, too when 20 ng undiluted DNA at annealing temperature of 64.5 °C.

Keywords: Sorbus domestica, L., real-time PCR, 18S rRNA

UVoD

Menej vyuzivané druhy rastlin predstavuju vo vyzive

¢loveka viaceré moznosti prechadzajuce od netradicného
spestrenia  jedalneho  listka cez  cenny  zdroj
fytoterapeutickych  latok az po  kandidatov na
vel'kopestované druhy buducnosti.
Jarabina oskoruSova je druhom, ktory odhliadnuc od
poskytovania dreva vysokej kvality, je znamy plodmi
s vyznamnymi lieCivymi U€inkami pouzivanymi ako
v ludovej medicine pri c¢revnych ochoreniach
a chudokrvnosti, tak vo farmaceutickom priemysle, kde sa
extrakt z plodov pouziva na zastavenie krvacania a tieZ ako
diuretikum (VelgoSova a Velgos, 1988; Pagan a Pagano,
2000). Na spestrenie stravy sa mozu plody pridavat do
ovocnych mis a pudingov ¢i uz v Cerstvom stave alebo
konzervované. Vyuzivaji sa na pripravu marmelad
a mustov. Vel'mi vhodné je aj susenie, plody potom slizia
ako hrozienka so Specifickou a odlisnou chutou. Jedia sa
samotné alebo sa pridavaju do cerealii, pudingov a pod
(Brindza et al., 2009).

Jednoznacné stanovenie pritomnosti konkrétnej zlozky
v zmeskovych materialoch a potravinach sa dnes vyuZiva
pri potvrdzovani pravosti potravin (Zelefidkova et al.,
2010; Bajzik et al., 2010), ¢i analyzach pritomnosti
alergénnych alebo zdraviu 8kodlivych latok (Skultéty,
Juréakova, 2011; Bajzik et al., 2011) pomocou ELISA,
PCR a real-time PCR metod.

Real-time PCR je metodicky postavena na merani narastu
signalu fluorescencie v zavislosti na zvySujucom sa pocte
amplifikovanych kopii cielového produktu umoziiuje
Siroky rozsah kvantifikdcie radovo 7-8 logaritmickych
dekad, vysoku presnost’ (< 2 % Standardna odchylka) a
vysoku senzitivitu (< 5 kopii ), pricom vysoké Specificita
je zaistena dvoma primermi a jednou sondou (Wong,
Medrano, 2005).

Detekcia produktu reakcie vyuziva florescencne znacené
molekuly, ktoré zodpovedaji mnozstvu amplifikovanej
DNA v kazdom cykle. Florescencne znacené mozu byt
sekvenéne Specifické primery ¢i sondy alebo farbiva

viazuce sa na DNA. Pri absolutnej kvantifikacii poctu
kopii amplifikovaného produktu sa ako Standard vyuzivaji
sekvencie metabolickych génov alebo génov RNA. Gén
18S rRNA je jednym z najdodlezitejsSich molekularnych
markérov, ktory sa pouziva v rdznych aplikaciach ako

molekularne  fylogenetické analyzy a  sledovanie
biodiverzity (Lin et al., 2000; Meyer et al., 2010; Benali
etal., 2011).

Vseobecne plati, ze sekvencie génu r RNA su lahko
pristupné vdaka vysoko konzervovanymi hrani¢nym
oblastiam umoziujucim pouzitie univerzalnych prajmerov.
Ich opakované usporiadanie v ramci gendému poskytuje
dostato¢né mnozstvo templatu pre PCR reakciu (Meyer et
al., 2010).

Cielom prace bola analyza efektivity zmnoZenia
18SrRNA v genéme Sorbus domestica, L. real-time PCR
metddou vo vztahu k pouzitej izolanej suprave a
vypracovanie metodického postupu pre 18S rRNAmarkér
konstrukcie Standardnej krivky v real-time analyzach
vyhodnocovania pritomnosti obsahu jarabiny oskorusovej
v potravinach ¢i lieCivach.

MATERIAL A METODY

K identifikacii 18S rRNA génu bolo pouzitych 5 ndhodne
vybranych vzoriek odobranych z jedného stromu Sorbus
domestica, L. Material na izolaciu DNA bol odobrany vo
forme listov Zz jedinca rasticeho v Botanickej zahrade
SPU. Nasledne bol sterilizovany v 70 % etanole. Ako
zmékcovadlo bola pouzitd destilovana voda. Material na
izolaciu bol spracovany podl'a pokynov izola¢nej stpravy
Invisorb®SpinPlant Mini Kit, Invitrogen a Wizard ®
Genomic DNA podla navodu vyrobcu a kvalita a kvantita
DNA bola stanovena pristrojom Qubit™ Fluorometer
Invitrogen. Material zkazdej odobranej vzorky bol
izolovany oboma izola¢nymi supravami.

Zmnozenie sekvencie bolo zabezpeené dvojicou
prajmerov s nasledovnym poradim nukleotidov: priamy
prajmer 5’GGCCAAGGAAGTTTGAGGCAA 3’ a spétny
prajmer 5’ TGGGGTTATTTAGCTGGTGTGTACA 3.
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Pre PCR reakciu detegujucu intenzitu fluorescenéného
signdlu  vredlnom cCase bol pripraveny roztok
pozostavajuci z iQ™ SYBR® GreenSupermix (Biorad),
20 ng neriedenej celkovej genomickej DNA a 400 nmol
prajmerov Vv termocykléri CFX96 Real-time detection
systém.

Casovy a teplotny profil PCR reakcie ako aj naslednej
analyzy teploty topenia amplifikovaného produktu bol
nasledovny: 95 °C pocas 3 minut nasledovnych 95 °C -
15 s, 61 °C - 30 s, 72 °C — 40 s. Tento cyklus sa
opakoval 45 krat. Odcitanie fluorescencie vznikajiiceho
produktu prebehlo po faze predlzovania a nalyzy teploty
topenia boli odc¢itavané pocas 0,5 seC V teplotnych
narastoch 0,5 °C.

Pre vypocet T, samotného produktu PCR reakcie bol
softwér sluziaci ako oligonukleotidova kalkulacka, ktora
sluzi na ziskavanie vlastnosti jedno a dvojretazcovej DNA
alebo RNA  sekvencie  volne  dostupnd  na
www.basic.northwestern.edu/ biotools/oligocalc.html.

Postup PCR reakcie bol nasledovny: preinkubacia 95 °C
na 4 min., 40 cyklov obsahujtcich denaturaciu pri 95 °C
na 45 sekind, nasadanie pri 61 °C po dobu 45 sekind a
predlZzovanie pri 72 °C po dobu 1,5 min. zavereény
predlzovaci krok bol pri teplote 72 °C pocas 7 min.
a schladenie na teplotu 20 °C na ¢as 0,01 sekand.

Ziskané PCR fragmenty boli vizualizované na 1 %
agarézovom géle pomocou ethidiumbromidu pri 125 V.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Invisorb® SpinPlant Mini Kit umoziuje rychlu a
efektivnu izolaciu gendémovej DNA vo vysokej kvalite z
najroznejSich druhov rastlin (Cerstvého, mrazeného alebo
suSeného rastlinného materialu, napriklad listy, korene,
plody alebo semend). Tento kit v sebe spaja rozruSenie
bunkovych stien a cytoplazmatickych  membran
rastlinného materialu s vysoko TUcinnou vézbou
genomickej DNA na povrch rotacného filtra bez
chaotropnych io6nov. Izolaény protokol poskytuje vysoky
vynos a &istotu izolovanej genomovej DNA. Cas
nevyhnutny pre cely postup je znizeny na minimum,
pricom az 100 mg cerstvého rastlinného materialu je
mozné spracovat do 20 minutach po uvodnej inkubacii
vzorky.

Wizard ® Genomic DNA izola¢ny kit je uréeny na
izolaciu DNA =z bielych krviniek, tkanivovych kultir a
zivocisnych  tkaniv, rastlinnych tkaniv, kvasnic a
grampozitivnych a gramnegativnych baktérii. Je zalozeny
na Stvorkrokovom - rozruSenie a rozklad buniek a jadier,
degradacia proteinov zrazanim soli za sucasného
zabezpecenia vysokej molekulovej hmotnosti genomicke;j
DNA v roztoku. Nakoniec sa genomicka DNA (isti
zrazanim izopropanolom.

Obe izolacné¢ supravy poskytuju izolat celkovej
genomickej DNA | ktora, vzhladom k vysokej Cistote, je
pripravend na pouzitie pre Sirokdl skalu d’alsich aplikacii
ako su analyzy molekularnych markérov, enzymatické
Stiepenie, sekvenovanie a klonovanie.

TabulPka 1 Porovnanie vytaznosti ziskaného mnoZzstva
DNA oboma pouzitymi izolatnymi supravami.

Vzorka | Vyrobca | MnoZstvo Vyrobca | Priemer
&islo genomickej (ug.ml™)

DNA

(ng.ml™)
J1B (B) 3,863 19,7
2B (B) - 7,99 o 18,77

< I}

J3B (B) g 5,904 2 17
J4B (B) 5,02 = 17,36
J6B (B) 15,94 21,33

Na vyhodnotenie efektivity reakcie v zavislosti na
izolacnej suprave bola pouzita amplifika¢na krivka, krivka
topenia produktu a vrchol topenia produktu. Na to, aby
reakcia prebehla §tandardne, musi krivka dosiahnut’ vSetky
tri fazy PCR- exponencidlnu, linedrnu aj fdzu nasytenia.
Prahovy cyklus C;bol uréeny na hodnote 300 RFU.

LIE L

Obrazok 1 Priebeh narastu fluorescencie pocas real-time
PCR. I. — vzorky izolované komer¢nou stpravou Invisorb;
Il. — vzorky izolované komecnou stupravou Wizard; NTC —
kontrola bez DNA
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Obriazok 2 Krivky teploty topenia produktu zmnozeného

vreal-time PCR. |. — vzorky izolované komerénou
stpravou Invisorb; II. — vzorky izolované komecnou
supravou Wizard

Vzorky izolované supravou Invisorb (ilustrované
zvyraznenim vzorky J6B) pripouziti 20ng DNA a
4 pMprajmera dosiahli prahovy cyklus na urovni 25,
pricom krivka zobrazujuca narast fluorescencie prebiehala
pri vSetkych Standardne. Obrazok 1 ilustruje, Ze dosiahla
fazu  nasytenia akoneény bod fluorescencie bol
zaznamenany pri hodnote 2295 RFU.

Aj ostatné vzorky, kde bola celkova genomicka DNA
izolovana supravou Invisorb boli charakterizované
krivkami, ktoré dosiahli fazu nasytenia a mali Standardny
priebeh.

Volume 6

No. 3/2012


http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html

potravinarstvo

Pri vzorkach pochadzajucich zizolacie Wizardom bola
zaznamenand vyrazna zmena v priebehu krivky ndrastu
fluorescencie oproti vzorkdm izolovanym Wizardom.
Amplifika¢na krivka neprebehla $tandardne a nedosiahla
ani linearnu fazu. Reakcia zacala prebiehat’, no v doésledku
nevyhovujucich ~ podmienok  —  kvalita  izolacie
nevyhovujica druhu Sorbus domestica, L. pre Géely real-
time PCR — nastala derivacia RFU a krivka sa dalej
nevyvijala v désledku nizkej fluorescencie v PCR.

Tabulka 2 Hodnoty parametrov Real-Time PCR pre
analyzované vzorky jarabiny

Vzorka Izola¢na Prah Koncovy bod
stprava cyklu ¢, | RFU
J1B (B) 25,29 2434
J2B (B) 27,48 1873
J3B (B) Invisorb 25,60 2295
J4B (B) 26,09 2229
J6B (B) 25,79 2652
J1B (B) 30,00 1307
12B (B) 27,70 1652
J3B (B) Wizard 30,37 1115
J4B (B) 25,43 2459
J6B (B) 34,16 589
Potvrdenie amplifikacie ziadaného produktu bolo
uskutoCnené  analyzou teploty topenia  produktu

vznikajuceho v reakcii a zhodne pre vSetky vzorky
dosahovala hodnotu 84 - 84,5 °C, pri¢om iba pri vzorkach
izolovanych supravou Invisorb bola krivka topenia
dostato¢ne preukazne vypovedajuca o ako efektivite, tak aj
dostatoénom mnozstve zmnozeného 18S rRNA génu.

Z analyz vyplyva odporucenie vhodnosti izolacného kitu
Invisorb ako jednozna¢ne vhodnejSicho k primarnemu
spracovaniu biologického materialu jarabiny na ucely
izolacie celkovej genomickej DNA. Pri réznych typoch
rastlinného materidlu je vSak situacia odlisna, a v pripade
napriklad lanu siateho, je izola¢ny kitWizard dostatocne
citlivy a vhodny (Ziarovska et al., 2012).

ZAVER

Nutnost’ testovania rdznych metodickych pristupov je pri
analyzach rastlinného, pripadne potravinarskeho materialu
v pripade real-time PCR analyz nevyhnutnostou, kedze v
dosledku vysokej citlivosti a presnosti je tato metdda silne
nachylna k detekcii réznych nespecifickych produktov
vznikajucich pocas reakcie. PredovSetkym pri pouziti
nespecifickych  farbiv sa  vyskytuju problémy s
ne$pecifickym signalom (Wittwer, et al., 1997).

V molekularnej bioldgii existuje niekol’ko metéd na
meranie mnozstva cielovych sekvencii nukleovych
kyselin. Tieto metddy sa vSak vyznaCuju viacerymi
nedostatkami. Su Casovo naro¢né, pracne, nedostatone
citlivé, vyzaduju pouzitie radioaktivity alebo sa vyznacuji
moznou pravdepodobnostou krizovej kontaminacie
(Reischl et al., 2002). PCR techniky pri optimalizovanom
systéme poskytuju efektivnu moznost’ presného potvrdenia
¢i vyvratenia pritomnosti analyzovanych stcasti.
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