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UPOTREBA METODA REAKCIJE LANCANE POLIMERIZACIJE
(PCR) U AGROBIOTEHNOLOGIJI

TASKI-AJDUKOVIC KSENIJA, MILOSEVIC MIRJANA, NIKOLIC ZORICA, VUJAKOVIC MILKA!

IZVOD: Biotebnologija u poljoprivredi primenjuje metode reakcije lancane polimeri-
zacije (PCR) u brojnim fazama formiranja novog proizvoda. PCR tebnologija se najféesce koristi
tokom otkrivanja i kloniranja gena, konstrukcife vektora, identifikacife, skrininga i karakte-
rizacife transformanta kao i tokom kontrole kvaliteta semena. Proizvodaci i kompanije za
proizvodnju brane, kao i laboratorife za analizu kvaliteta prebrambenib proizvoda koriste PCR
metode da bi se utvrdilo prisustvo odnosno odsustvo genetickib modifikacija (GM) u
proizvodima ili da bi se odredila koli¢ina GM materija prisutnog u proizvodu.

U ovom radu bice opisani osnovni elementi PCR analiza i njibova primena u testiranju
semena sa posebnim naglaskom na faze testiranfa na kofe treba posebno obratiti painju da bi se
dobili pouzdani rezultati. Uradu Ce biti razmatranai pitanja vezana za analizu razlicitib vrsta

matriksa koji takode mogu uticati na rezultate analiza.

Kljuéne reci: agrobiotebnologija, Geneticki modifikovani organizmi (GMO), Reakcije

Lancane Polimerizacife (PCR)

UVOD: Biotehnologija u poljoprivredi
primenjuje metode reakcije lan¢ane polime-
rizacije (PCR) u brojnim fazama formiranja
novog proizvoda i genetickim analizama. PCR
tehnologija se naj¢esce koristi tokom otkriva-
nja i kloniranja gena, konstrukcije vektora,
identifikacije, skrininga i karakterizacije trans-
formanta kao i prilikom kontrole kvaliteta
semena. Proizvodadi i kompanije za proiz-
vodnju hrane, kao i laboratorije za analizu
kvaliteta prehrambenih proizvoda koriste PCR
metode da bi se utvrdilo prisustvo odnosno
odsustvo genetickih modifikacija (GM) u
proizvodima ili da bi se odredila koli¢ina GM
materija prisutnog u proizvodu.

Termin geneticki modifikovani organizmi
(GMO) je uveden da bi se opisali organizmi ¢iji
je geneti¢ki materijal modifikovan na nadin
koji se ne javlja u prirodnim uslovima ukr$tanja
odnosno prirodne rekombinacije gena. Ako se
ovaj termin primeni na geneti¢ki modifikovane
biljne vrste mozemo reci da su to biljke u &iji je
genom une$en gen/geni iz nesrodnih vrsta
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metodama genetickog inZenjeringa (Ta-
$ki-Ajdukovi¢ K. i sar., 2005). Proces unosenja
gena iz nesrodnih vrsta u genom biljke koji
dovodi do promene njenih karakteristika
naziva se geneticka transformacija.

Reakcija lancane
polimerizacije DNK (PCR)

PCR ili eakcija lan¢ane polimerizacije
DNK omogudava in vitro amplifikaciju DNK
imitirajuéi fenomen #n vivo DNK replikacije
(Mullis i Falloona, 1987) koji se odvija u svim
éelijskim organizmima u kojima se molekul
DNK umnozava. Za razliku od prirodne DNK
replikacije, DNK umnozavanje tokom PCR ne
pokriva celokupnu sekvencu originalnog
DNK molekula ve¢ je ogranien na specifican,
reletivno kratak, region DNK. Koji ¢e se deo
DNK lanca sintetisati de novo zavisi od
prajmera (kratki, jednolancani, sintetski DNK
molekul) koji hibridizuju na suprotnim
stranama gena koji Zelimo da umnozavamo.
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Na osnovu jednolanc¢ane DNK matrice,
dobijene termalnom denaturacijom nativne
DNK, pri odgovaraju¢im uslovima sintetide se
novi komplementarni lanac DNK. Ponavlja-
njem ciklusa deneturacije DNK, hibridizacije
prajmera za komplementarne sekvence u
DNK i ekstenzije, male koli¢ine specifi¢nih
fragmenata DNK se mogu umnoziti veliki broj
puta. DNK replikaciju omogucavaju enzimi
DNK polimeraza koja je izolovana iz bakterija
koji Zive u termalnim izvorima te su termosta-
bilni i ne gube aktivnost pri visokim tempe-
raturama neophodnim za denaturaciju DNK.

Veliki broj metoda zasnovanih na PCR je
razvijen da bi se detektovali GMO. Preduslov
za detekciju GMO je poznavanje tipa geneti-
¢ke modifikacije, uklju¢ujuéi dizajn ubadenog
gena kao i regulatorne elemente (promotor i
terminator) koji su kori$éeni.

Priprema uzorka

Uzorkovanje

Da bi se spredili pogres$ni rezultati pri-
likom analize GMO pomod¢u PCR jedna od
faza na koju treba obratiti najviSe pazmje je
uzorkovanje (Terry i Parkes, 2000). Uzorak
treba da je reprezentativan, da veli¢ina uzetog
uzorka i nacin uzorkovanja zadovolje zahteve
homogenosti i postavljene granice detekcije
GMO.

Reprezentativnost uzorka se mora ocuvati
u daljem postupku redukcije uzorka u
laboratoriji, odnosno tokom priprema radnog
uzoraka. U velikim koli¢inama uzorka u koji-
ma je prisutna GM (ukoliko nije izme$ana
tokom zetve, skladi$tenja ili pripreme pre-
hrambenih proizvoda) moZe biti prisutan
odreden stepen varijabilnosti u sadrzaju GM.
Zbog toga pravilno uzorkovanje odreduje
pouzdanost ili reprezentativnost dobijenih
rezultata. Stepen heterogenosti uzorka i
postavljena granica detekcije, prihvatljivosti
geneticke modifikacije defini$e broj i veli¢inu
uzoraka koje bi trebalo uzeti za analizu. U cilju
ostvarenja reprezentativnosti uzorka, ako se
zahteva nizak nivo geneti¢ke modifikovanosti
uzorka, veli¢ina uzetog uzorka bi trebalo da
raste (Gilbert 1999).

Ekstrakcija DNK i efekat matriksa

Danas su dostupni vrlo razli¢iti metodi za
ekstrakciju i pre¢iséavanje DNK (Anklam et
al., 2002). Od kvaliteta i ¢istoce izolovane
DNK zavisi efikasnost PCR te je vrlo vazno
odabrati odgovaraju¢i metod za izolaciju u
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zavisnosti od materijala iz koga je neophodno
izolovati DNK. Kadkada ¢ak i naizgled jedno-
stavni matriksi, kao $to je npr. seme kukuruza,
mogu biti izazov za ekstrakciju. Tako npr. ako
je seme tretirano hemikalijama koje mogu
uticati ili inhibirati PCR, a ekstrakcioni metod
nije prilagoden za njihovo efikasno odstra-
njivanje, mozZe dovesti do lazno negativnih
rezultata.

Razli¢ite supstance iz biljnog materijala i
prehrambenih proizvoda biljnog porekla se
mogu ekstrahovati zajedno sa DNK i inhibirati
PCR reakciju (polisaharidi, proteini, lipidi,
polifenoli i dr. sekundarni metaboliti) (Ro-
ssen et al., 1992; Tengel et al., 2001). Lazno
negativni rezultati usled dejstva PCR inhibi-
tora mogu se prevazi¢i upotrebom pozitivne
kontrole DNK tzv. gpike kontrole. Pored
uzorka koji se testira koristi se i uzorak u koji
je dodat GM pozitivna DNK. Ako dode do
inhibicije u njenoj amplifikaciji moze se tvrditi
da su u uzorku izolovane DNK prisutni
inhibitori. Dupleks PCR-om se mogu prevaziéi
lazno negativnih rezultata usled PCR inhibi-
tora. U ovakvom PCR se pored prajmera za
GM DNK koriste i prajmeri za endogenu DNK
(DNK koja je uvek prisutna u odredenoj
biljnoj vrsti ili u svim biljnim vrstama) (Slika
1). Medutim Holden et al. (2003) su pokazali
da ovakav PCR nije u potpunosti pouzdan u
sprecavanju lazno negativnih rezultata zbog
toga $to je prisustvo endogene DNK u uzorku
daleko veée od GM DNK i stoga jo$ uvek moze
biti uspesno amplifikovano u delimi¢no inhi-
biranoj reakciji u kojoj ne dolazi do ampli-
fikacije GM DNK.

Pod pojmom DNK kvaliteta podrazumeva
se stepen oSteéenja DNK, odnosno duzina
izolovanih fragmenata DNK. Tokom prerade u
prehrambene proizvode, sirovine biljnog po-
rekla se izlazu razli¢itim tehnoloskim proce-
sima (visoka temperatura, niske pH vrednosti,
hidrolize, enzimatske degradacije) usled ¢ega
dolazi do ekstrakcije i fragmentacije DNK
molekula. Redukcija veli¢ine fragmenata
izolovane DNK nije pozeljno jer ukoliko veliki
deo fragmenata nema dovoljnu duzinu da
sadrzi ciljnu sekvencu nece doé¢i do PCR am-
plifikacije. Takode odredeni tipovi ostecenja
DNK tokom prerade hrane mogu interferirati
sa sposobno$éu DNK da bude amplifikovana
tokom PCR.

Smanjenje koli¢ine ili oSteenje integri-
teta DNK koja moze biti ekstrahovana iz uzor-
ka i amplifikovana PCR recipro¢no povecava



detekcioni i kvantifikacioni limit izrazen kao
procenat GM DNK u odnosu na ukupnu
biljnu DNK. U ekstremnim sluc¢ajevima samo
minimalne koli¢ine DNK mogu biti izolovane
iz odredenih matriksa (rafinisano ulje,
modifikovani skrob, lecitin soje), a kadkada se
DNK ne moze izolovati (Secer).

Primena PCR

PCR moze biti upotrebljen na dva nacina
pri analizi GM biljaka. To su tzv kvalitativni
PCR koji omoguéava da/ne odgovor na pri-
sustvo GM i kvantitativni PCR koji omoguéava
odredivanje koli¢ine prisutne GM.

Kvalitativni PCR

Tokom kvalitativne PCR analize, ako DNK
uzorka sadrzi ciljnu sekvencu koja se ispituje
ona ¢e se umnozavati. Uz svaki PCR neophod-
no je koristiti negativnu i pozitivou kontrolu.
Ako se na kraju PCR detektuje odgovarajudi
PCR produkt to ukazuje na prisustvo ciljne
DNK sekcence u uzorku, a ako se ne detektuje
da ciljna DNK nije prisutna u uzorku u koli¢ini
koja se moze detektovati.

Produkti PCR se obi¢no analiziraju agaro-
znom ili poliakrilamidnom gel elektrofore-
zom kojima se vr$i razdvajanje DNK frag-
menata na osnovu njihove duZine. Veoma
veliki broj identi¢nih DNK fragmenata, produ-
kata PCR, formira jasnu traku koja se upo-
trebom etidijum bromida ili sli¢nih sredstava
moze videti pod UV svetlom (Slika 1).

Sl 1. Dupleks PCR sa prajmerima za lectin
gen (118bp) i NOS terminator (180bp)
1. molekularni marker 2. slepa proba
3. GM negativna soja 4- 6: 1%, 0.5%,
0.1% RR Soja 7. Bt kukuruz

1 2 3 4 5

L]

180 bp
18 bp

Na kraju PCR intenzitet traka moZe veoma
da varira izmedu uzoraka, ali on ne mora uvek
biti u linearnoj korelaciji u odnosu na koli¢inu
ciline DNK koja je prisutna na pocetku reak-
cije. Kada se napravi veliki broj PCR pro-
dukata, obi¢no zbog iscrpljenja jednog ili vise
supstrata, dolazi do zasi¢enja i formiranja
platoa reakcije. Zbog toga se nakon analize
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PCR produkata nakon reakcije kao rezultat
moze se redi jedino da li su produkti detek-
tovani ili ne (pozitivan ili negativan rezultat).

Kvalitativni PCR se koristi na dva osnovna
nadina. Prvi nadin je jednostavno testiranje da
se odredi da li je DNK sekvenca koja se
ispituje prisutna u uzorku. Drugi nadin je
semikvantitativni. Ako uzorak ¢ini seme ili
druge nezavisne celine odreden broj podu-
zoraka se moze koristiti da bi se procenio broj
partikula (semena) koje sadrze GM. Na pri-
mer, umesto da se testira svako seme u uzorku
od 1000 semena, mozZe se napraviti 10 podu-
zoraka od 100 semena. Na osnovu broja pozi-
tivnih poduzoraka moze se proracunati koliki
je procenat pozitivnih semena u celokupnom
uzorku. Ovaj metod se moze primeniti samo
kada je procenat GM semena u uzorku nizak
(ispod 5%). Naprimer, ako je 5 od 10 podu-
zoraka pozitivno, od kojih svaki sadrzi po 100
semana, tada je izratunat nivo mogudceg
prisustva GM 0.69% i 95% limit pouzdanosti je
2,21 do 1,66 (ISTA web site). To je mnogo vise
informacija koje se mogu dobiti nego da je
analiziran samo jedan zbirni uzorak, kada bi
rezultat bio samo pozitivan .

Kvalitativni PCR

Postoje razlid¢ite moguénosti kvantifikacije
GM u uzorku pomodéu PCR. U svim sluca-
jevima kvantifikacijom pomod¢u PCR odreduje
se koli¢ina GM DNK nasuprot DNK karakte-
risti¢ne za datu biljnu vrstu (npr. lektin gen za
soju, zein kod kukuruza). Najpouzdanija
kvantitativna analiza GM PCR je tzv Real-Time
PCR.

Real-Time PCR tehnologija omoguéava
pradenje emisije fluorescencije koja je
povezana sa amplifikovanim produktima
tokom procesa PCR. Prisutni su razli¢iti tipovi
Real-Time PCR tehnologija: fluorescentne
probe (TagMan®, FRET), ScorpionTM prajme-
rii SYBR® Green.

Real-time test sa TagMan sa fluorescen-
tnim bojama se zasniva na oligonukleotidnim
probama obelezenim sa dve fluorescentne
boje (Reporter i Quencher) i 5 -3egzonuklea-
znoj aktivnosti Taq polimeraze. U PCR reakciji,
prajmeri se vezuju na specifi¢na mesta na
DNK i polimeraza vr$i amplifikaciju. U
meduvremenu, fluorescentno obelezene
probe se vezuju na specifi¢cno mesto na DNK
koje se nalaziti izmedu mesta vezivanja
prajmera. Kada polimeraza dode do mesta
vezivanja probe, ona je, da bi mogla nastaviti
amplifikaciju, sece. Na taj nacin oslobodena



reporter boja emituje fluorescenciju. Kada je
proba intaktna fluorescenciju onemogucuje
druga boja tzv. Quencher. Nivo emisije se
meri (Slika 2) i na osnovu njega vr$i kvan-
tifikacija (Taski-Ajdukovi¢ K. i sar. 2006).

Sa Skorpion prajmerima probe nisu
potrebne. Jedan od prajmera je obeleZzen
fluorescentnom bojom i odgovarajuéim
quencher-om. On je konstruisan tako da
formira hirpin loop strukturu (strukturu
ukosnice) $to omogucava da quencher bude u
blizini reporter boje. Tokom faze ekstenzije
scorpion prajmer se otvara da bi hibridizovao
sa novonastalim lancem DNK. Hirpin loop
struktura se rastavlja razdvajajudi reporter
boju od quencer-a $to omoguéava fluores-
cenciju.

SYBR Green kvantifikacija je u potpunosti
drugadciji pristup. Ona koristi boje (SYBR
Green) koje se vezuju za dvostruki lanac DNK
i kvantifikuje koli¢inu nastalog dvolan¢anog
DNK produkta. SYBR Green kvantifikuje i

specifi¢ni i nespecificni PCR produkt. Nasu-
prot SYBR Green, skorpion prajmeri i fluore-
scentne boje hibridizuju samo sa specifi¢nim
PCR produktom omogudcujuéi veéu speci-
fi¢nost i manji backgraund nego SYBR Green.
Real-Time analizom koli¢ina sintetisane
DNK tokom PCR reakcije se procenjuje mere-
njem fluorescencije. Na taj nadin je moguce
odrediti ta¢an broj ciklusa potrebnih da bi se
proizvela odredena koli¢ina ciljne DNK
tokom PCR. Ta vrednost odgovara vrednosti
emitovanog fluorescencentnog signala i
naziva se Ct-vrednost (Sl. 2). Poredenjem Ct
vrednosti GMO sekvence npr Roundup
Ready® soje i referentnog gena npr. lektina
moguce je odrediti procenat GMO u odrede-
nom uzorku. $to je prisustvo GMO u uzorku
veée Ct vrednost ¢e biti manja, jer je potreban
manji broj ciklusa da bi se proizvela odredena
koli¢ina DNK. Poredenjem Ct vrednosti
uzorka i referentnih standarda dobija se
procenat geneticke modifikacije u uzorku.

SI. 2. Amplifikacioni dijagram GMO referendnib standarda i uzoraka sofe
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POLYMERASE CHAIN REACTION METHODS (PCR) IN AGROBIOTECHNOLOGY
TASKI-AJDUKOVIC KSENIJA, MILOSEVIC MIRJANA, NIKOLIC ZORICA, VUJAKOVIC MILKA

SUMMARY

The agricultural biotechnology applies polymerase chain reaction (PCR) technology at nu-
merous steps throughout product development. The major uses of PCR technology during prod-
uct development include gene discovery and cloning, vector construction, transformant identifi-
cation, screening and characterization as well as seed quality control. Commodity and food com-
panies as well as testing laboratories rely on PCR technology to verify the presence or absence of
genetically modification (GM) in a product or to quantify the amount of GM material present in the
product.

This article describes the fundamental elements of PCR analysis and its application to the
testing of grains and highlights some of areas to which attention must be paid in order to produce
reliable test results. The article also discuses issues related to the analysis of different matrixes and
the effect they may have on the accuracy of the PCR analytical results.
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