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Uvod

Amplifikacia zaujmovych fragmentov genémov pou-
7itim DNA bez-izola¢nych pristupov'* umoziiuje pripravu
PCR priamo z biologickych materidlov alebo z len nahru-
bo pripraveného extraktu bez nutnosti izolacie
a purifikacie celkovej genomickej DNA. Vynechanie pro-
cesu izolacie DNA prinasa benefity v podobe zuZitkovania
vzorky, ked je k dispozicii len v limitovanom mnozstve,
Casovej efektivity a zniZenia nékladov na analyzy. DNA
bez-izolacné pristupy oznacované ako priama PCR maji
potencial vyznamne ul'ah¢it’ rutinné genotypovanie, aj ked’

Tabul’ka I
Porovnanie metodickych pristupov v priamej PCR (cit.> ™)

v pripade rastlin ich aplikacia zatial’ nie je natol’ko rozsire-
né4 ako pri zivo¢iSnych tkanivach, ¢o je spésobené najméi
odlisSnym obsahom a zloZenim latok potencialne kontami-
nujucich PCR.

Extrakcia celkovej genomickej DNA je procesom,
ktory sluzi k zisku dostatocného mnozstva DNA kvalita-
tivne vyhovujucej pre najrozmanitejSie aplikacie PCR,
klonovania a sekvenovania. Pri praci s rastlinnym materia-
lom je k dispozicii viacero modifikacii zakladnych postu-
pov zaloZzenych na CTAB ¢i SDS extrakciach, rovnako
ako mnozstvo komerénych extrakénych stprav. Vsetky
doteraz aplikované postupy izolacie DNA su zaloZené na
kroku mechanického rozruSenia bunkovych stien rastlin
a naslednom postupe chemického navdzovania
a postupného odstraiiovania jednotlivych zloziek rastlin-
nych buniek mimo DNA'.

Moderné najmi rekombinantné polymerazy st dnes
uz vSak natolko robustné, Ze boli uspeSné pouZzité aj pri
amplifikaciach z DNA, ktora sa nachadzala konzervovana
v etanole”. Principom priamej PCR je tak realizacia ampli-
fikacie v prostredi timivého roztoku za pritomnosti robust-
nej modifikovanej polymerazy schopnej realizovat’ synté-
zu rastuceho vldkna DNA aj v prostredi najréznejSich PCR
inhibitorov.

V sucasnosti sa pri postupoch priamej PCR vyuzivaji
tri mozné platformy”™* — amplifikacia z biologického mate-
ridlu v pritomnosti  $pecifického extrakéného tlmivého
roztoku, amplifikacia z biologického materialu
v pritomnosti ~ Specifického PCR  tlmivého roztoku
a amplifikacia priamo z malych vysekov tkaniva ¢i pletiva
(tab. I).

Prvy krat bol DNA bez-izola¢ny pristup pri amplifi-
kécii rastlinnej DNA pouzity pri PCR zmnoZzeni Nit! génu
ardbkovky talovej’. Autori pouzili kombinaciu komer&ne
dostupného extrakéného roztoku a v laboratériu priprave-
ného Specifického PCR tlmivého roztoku, pricom vysled-
kom bola efektivna amplifikacia o¢akavané¢ho produktu
ako v pritomnosti exogénnych, tak aj endogénnych konta-

Metdda / potrebné Cinnosti Priprava pletiva/ Uprava vzorky PCR
tkaniva
Pouzitie Specifického odobranie inkubdcia pri Specifickej teplote Standardny casovo-
extrak¢éného roztoku a nariedenie/ pripadne lyzacia teplotny rezim
a zohriatie
Pouzitie Specifického PCR odobranie suspenzacia, lyzacia alebo uprava  Standardny casovo-

tlmivého roztoku

Pouzitie vyseku pletiva/
tkaniva

vyseknutie priemeru
0,35/0,5 mm

Stiepenim (podrla typu)
nie je potrebna

teplotny rezim
Standardny casovo-
teplotny rezim
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Obr. 1. Postup realizacie priamej PCR pouZitim v laboratoériu pripravenych roztokov

minantov pochéadzajucich z lyzatu listov arabkovky. Ini
autori® potvrdili Gispesné a efektivne pouzitie priamej PCR
v pripade 32 réznych cel'adi rastlin v zastipeni angiosper-
mia, gymnospermia a pteridophyta. Popisali extrakény
areakény tlmivy roztok pre priamu PCR z rastlinnych
pletiv zalozeny na metode’, ktora bola Gispesne aplikovana
pri amplifikacii viralnej DNA. Ich metdda priamej PCR
pozostava zo systému krokov veducich k zostaveniu PCR
reakcie ilustrovanych na obr. 1.

Roztoky pre priamu PCR pripravené metodikou® boli
v PCR plne funkéné ako pre jadrové, tak aj markéry chlo-
roplastovej DNA pri réznych rastlinnych druhoch, napr.
Vitis vinifera L., Coffea arabica L., Laurus nobilis L. ¢i
Thymus vulgaris L. Ako limitujice faktory uspeSnej am-
plifikacie s v sucasnosti identifikované nasledovné:
a) zlozenie extrakéného roztoku, ktoré rozhoduje
o dostatonom uvolneni DNA zjadra rastlinnych
buniek,
pritomnost’ protektivnych latok, ktoré v extrakénom
roztoku zabezpeCia ochranu pred oxidativnym
a enzymatickym poskodenim DNA spdsobenym na-
slednym reakénym tlmivym roztokom, ktory uvolniuje
bielkoviny viazané na DNA,
charakteristiky pouzitej polymerazy.

b)

©)

Experimentalna ¢ast’

Ako biologicky material sliziaci k testovaniu moz-
nosti DNA bez-izolaéného pristupu v amplifikacii multilo-
kusovych markérov boli zvolené dva rastlinné druhy —
Amarathus cruentus L. a Hedera helix L. Pri laskavci boli
do reakcii pouzité listy mladych, v kvetina¢och dopestova-
nych rastlin a pri brectane $lo o listy vo fyziologickej zre-
losti odoberané v auguste. Analyzy efektivity priamej PCR
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v multilokusovych markérovacich technikach boli usku-
to¢nené pomocou iPBS (Inter Primer Binding Site Poly-
morphism) prajmerov. Celkovo bolo testovanych
18 rozlicnych iPBS prajmerov so sekvenciami tak, ako st
uvedené autormi’. Priama PCR bola uskutoénena komeré-
ne dostupnou sadou Phire Plant Direct PCR Kit (Thermo
Scientific) podl'a pokynov vyrobcu.

V optimaliza¢nych reakciach bol v prvom kroku pre
oba druhy testovany teplotny gradient navédzovania sa
iPBS prajmerov a ako optimalna bola empiricky stanovena
hodnota 54 °C. Casovy a teplotny rezim reakcie pouzity
ku skriningu vsetkych iPBS markérov bol: 95 °C, 3 min;
35 cyklov v nasledovnom profile:  95°C, 30s; 54 °C,
40s; 72°C, 120s; finalna polymerizacia 72 °C, 5 min.
Uspeénost’ amplifikacie bola hodnotend v 1% agardézovom
géle a markéry, pri ktorych boli pozitivne identifikované
vélenenia prisluSnych retrotranspozénov, boli nésledne
zhodnotené v 4% PAGE a porovnané k vysledkom ziska-
nym pri Standartnej izoldcii DNA.

Vysledky a diskusia

V porovnani zo zivo¢iSnymi a huméannymi tkani-
vami®’ je priama amplifikacia v pripade rastlin a hib me-
todou, ktord sa zatial nevyuziva rutinne, aj ked’ jej tspes-
nost bola potvrdend®**. Doterajsie aplikicie DNA bez-
izolaného pristupu v PCR analyzach rastlinného genému
boli zamerané na jednofragmentovii amplifikdciu
a uspeSne boli aplikované ako dilucné, tak aj protokoly
vysekavania teréikov z rastlinnych pletiv>**®, pricom di-
luéné protokoly sa javia byt spolahlivejSou metddou
v pripadoch, kedy rastlinny material predstavuje narocnej-
$iu vzorku pochadzajiicu z druhov bohatych na obsah PCR
interferujucich zloziek alebo pri amplifikacii GC bohatych
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oblasti a autori tento postup povazuji za vychodiskovy pri
optimalizaénych reakciach priamej PCR’. Podstata priamej
PCR a charakteristiky rekombinantnych DNA polymeraz
vSak nevylucuju pouzitie tejto metddy aj v pripade ampli-
fikacie multilokusovych DNA markérov.

Testované iPBS prajmery boli pouZité aj k analyzam
pracujucim so Stantartne CTAB principom izolovanou
DNA druhu Hedera helix L., kde Strnast’ z nich poskytlo
amplifikaény profil a §tyri nie'’. Vyhodou iPBS markérov
je, ze akonahle st pre konkrétny rastlinny druh zo sady
univerzalne pouzitelnych identifikované tie, ktoré posky-
tuji reprodukovatelny amplifikacny profil a stavaju sa
v analyzach genetickej variability efektivnym markérova-
cim systémom prekonavajicim viaceré nevyhody star§ich
ne§pecifickych  multilokusovych technik ako napriklad
polymorfizmus nahodne zmnozenej DNA & dizkovy poly-
morfizmus medzi opakovaniami nukleotidov.

Uvodny skrining vysledkov PCR amplifikacie iPBS
markérov bol hodnoteny v 1% agarézovom géle (obr. 2)
amarkéry, pri ktorych bola amplifikacia Gspesna, boli
nasledne zhodnotené v 4% PAGE (obr. 3).

V pripade oboch testovanych druhov sa priama PCR
potvrdila ako pristup, ktory pri suc¢asnej robustnosti pouZzi-
vanych polymeraz ma potencial stat’ sa v rutinnom genoty-
povani Standardom. Z celkovo 18 testovanych iPBS mar-
kérov neprebehla amplifikacia wulaskavca pri troch
a u breCtanu pri Styroch z testovanych prajmerov. Vysled-
ky tuspesnosti amplifikacie iPBS markérov poskytli pre
brectan zhodné vysledky ako v pripade, ked’ bol ich skri-
ning robeny na DNA, ktora bola izolovana komercne do-
stupnym kolénkovym kitom'®. Ani v pripade $tandardnej
izolacie nebola zaznamenand amplifikacia prajmermi

Amaranthus cruentus, L.

Hedera helix, L.

Obr. 2. Uspesnost’ amplifikicie iPBS v DNA bez-izolaénom
pristupe. Oznagenie prajmerov &iselnym kodom podra cit.®
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Obr. 3. Elektroforeotické rozdelenie iPBS markérov laskavca
v PAGE

1826, 1868, 2025 a 1830. Zobrazenie amplifikacie pre
izolaény a bez-izola¢ny pristup je uvedené na obr. 4.

iPBS markéry analyzuju dizkovy polymorfizmus
medzi miestami navizovania sa prajmerov retrotranspozo-
nov. Retrotranspozony st mobilné elementy pritomné
v genémoch mnohych eukaryotickych organizmov a hoj-
ne zastupené najmi v rastlinnych organizmoch, kde su
Casto  zédkladnym  komponentom jadrovej DNA
a najpocetnejSou skupinou mobilnych elementov. Napri-
klad v kukurici tvoria retrotranspozony 50-80 %
a v psenici az 90 % genoému''. Sekvencie pre navizovanie
sa prajmerov (PBS) st pritomné vo vsetkych LTR (Long
Terminal Repeat) retrotranspozonoch. Na tomto zaklade
bola popisana univerzalne pouzitena metoda®, ktora pra-
cuje s konzervativnymi  Castami PBS  sekvencii
a uplatituje sa v priamej vizualizacii dizkového polymor-
fizmu medzi jedincami, analyzach transkripéného profilu
ako aj pri klonovani LTR oblasti z celkovej genomicke;j
DNA. Pri druhu breétan boli iPBS uspesne amplifikované
ako markéry vhodné k analyzam variability genomu'’.

1845

2270

Obr. 4. Porovnanie amplifikacného profilu pre izolovanu
DNA (A) a DNA bez-izola¢ny pristup (B) pri druhu Hedera
helix L.
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Zaver

Pri oboch rastlinnych druhoch (Hedera helix L.
a Amaranthus cruentus L.) bola pozitivne potvrdena efek-
tivna amplifikacia multilokusovych markérovacich systé-
mov vysledkami zodpovedajticimi tym, ktoré su dosahova-
né pri tradiénej izolacii celkovej genomickej DNA
z rastlin. Priame DNA bez-izolacné pristupy tak maju po-
tencial byt v budicnosti vyuzivané k rutinnym analyzam
a lepSiemu ¢asovému manazmentu laboratorii.

Pouzité skratky

CTAB cetyltrimetyl amonium bromid

iPBS dizkovy polymorfizmus medzie miestami nasa-
dania primera (inter Primer Binding Site Poly-
morhism)

PCR polymerazova retazova reakcia (Polymerase
Chain Reaction)

SDS dodecysulfat sodny

Vedecka publikacia vznikla s podporou Vyskumného
centra AgroBioTech vybudovaného vrdmci projektu
,, Vybudovanie vyskumného centra AgroBioTech” ITMS
220220180 a projektu VEGA — 02/0041/16 — Molekuldrne
metody v Slachteni prirodzene bezlepkového amarantu.
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In this paper, the first description of the application of
direct PCR (polymerase chain reaction) on multilocus
markers amplification is reported. Two plant species —
Hedera helix, L. and Amaranthus cruentus, L. were used
in direct PCR for iPBS (inter Primer Binding Site) mark-
ers. For both of them, the amplification was obtained that
was not only fully reproducible but also corresponded to
the results obtained by the same markers in PCR when the
standard DNA extraction method was used. In total, 18
different iPBS markers were tested. Direct PCR can thus
be considered to be potentially applicable in the laboratory
to all the standard procedures of genotyping and to help to
improve time management there.



