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Sledovanie degradácie DNA v strukovinách

využitím PCR metódy

GABRIEL KOLLÁROVIÈ - MIROSLAVA KRETOVÁ - PETER SIEKEL

SÚHRN. Sledovala sa degradácia DNA semien strukovín v závislosti od teploty a èasu 
tepelného spracovania. Na analýzu úrovne degradácie DNA sa využila metóda PCR. 
Na urèenie stupòa degradácie sa navrhli priméry pre lektínový a fazeolínový gén tak, 
aby sa získali PCR produkty rôznej ve¾kosti. Menšie fragmenty DNA sa amplifikovali 
vo všetkých vzorkách. Väèšie fragmenty sa amplifikovali, len ak tepelné spracovanie trvalo 
60 min pri 100 °C a 30 min pri 200 °C. Pri tepelnom spracovaní pri 80 °C sa všetky frag-
menty rôznych dåžok amplifikovali do 360 min.
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Posúdenie rizika u potravín, ktoré sa získali z geneticky modifikovaných 
rastlín, si vyžaduje holistický prístup, ktorý zahrnuje množstvo èinite¾ov 
pôsobiacich na zdravie konzumenta [1]. Na vykonanie takéhoto posudku 
je potrebné verejne oznámi� údaje, ktoré sa týkajú takých aspektov, ako 
identifikácia rizika s jeho charakterizáciou a urèenie miery rizika [2]. Iden-
tifikácia rizika sa týka biologických, chemických alebo fyzikálnych agens, 
prítomných v urèitých èastiach potravín alebo skupiny potravín, ktoré môžu 
ma� za následok nepriaznivý vplyv na zdravie. Charakterizácia miery rizika 
predstavuje kvalitatívne a kvantitatívne zhodnotenie podstaty nepriaznivého 
zdravotného efektu [3].

DNA sama osebe nepredstavuje zdravotné riziko, ale môže prenáša� 
dediènú informáciu na iné organizmy, najmä na baktérie [4]. Niektorí auto-
ri uvažujú o prenose rekombinantnej DNA do baktérií, ktoré sú prítomné 
v potravinách a gastrointestinálnom trakte. Pravdepodobnos� prenosu DNA 
z potravín na baktérie súvisí s perzistenciou natívnej DNA. Bolo dokázané, 
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že niektoré baktérie asociované s potravinami sú transformovate¾né vo¾nou 
DNA, ktorá je prítomná v potravinovej matrici [5-7]. O vo¾nej DNA, ktorá 
by bola prítomná a stabilná poèas spracovania a uskladòovania potravín je 
len málo údajov. Známe sú základné procesy, ktoré sa zúèastòujú na degra-
dácii DNA v potravinách a krmivách. Na prenos funkèných génov z trans-
génnych rastlín do baktérií je potrebná minimálna dåžka DNA fragmentov 
250 bp. Ve¾kos� štrukturálnych génov je medzi 150 bp až 6000 bp a regulaè-
ných sekvencií medzi 100 bp až 150 bp [8], ale na ich identifikáciu sa vyu-
žívajú len krátke úseky DNA (cca 100 bp) [9, 10]. Pre posudzovanie rizika 
prenosu transgénov je potrebné zisti� nielen prítomnos� rekombinantnej 
DNA v potravine, ale aj urèi� distribúciu dåžok fragmentov rekombinantnej 
DNA [3].

Napriek množstvu údajov, ktoré dokazujú prítomnos� DNA v potravinách 
poèas ich spracovania [11-13] a jej stabilitu v jednotlivých èastiach tráviacej 
sústavy [14, 15] nie je presne známa kinetika degradácie DNA poèas výrob-
ného procesu potravín. Poèas výroby chleba bola zistená degradácia rast linnej 
DNA, pri ktorej hlavnú úlohu zohrávali faktory ako teplota a pH prostredia 
[16, 17]. Degradácia DNA je závislá od podmienok, ktoré vznikajú poèas 
vý robného procesu a od potravinovej matrice, ktorej je súèas�ou [3].

Strukoviny sú významným zdrojom proteínov na výživu ¾udí a zvierat. 
Používajú sa ako súèas� krmív pre hospodárske zvieratá, prièom sa naj-
èastejšie využíva sója. Na Slovensku sa pestujú najmä hrach a fazu¾a, ktoré 
sú vhodným alternatívnym zdrojom proteínov, kým sója sa dováža. Cie¾om 
práce bolo štúdium degradácie DNA v semenách hrachu a fazule.

Materiál  a  metódy

Sledovanie degradácie DNA v semenách hrachu a fazule

Semená hrachu (Gloriosa) a fazule (Bobovica biela maslová) sa varili 
v destilovanej vode (pH 7,0) pri 80 °C, 100 °C a 200 °C. Vzorky sa odoberali 
pri 80 °C a 100 °C v èasových intervaloch od 0 do 360 min, v prípade tepelné-
ho opracovania pri 200 °C vo vzorkách hrachu od 0 do 120 min, a pri 200 °C 
vo vzorkách fazule od 0 do 75 min (tab. 1).

Izolácia DNA zo semien hrachu a fazule a overenie degradácie DNA

Pred izoláciou DNA zo semien hrachu a fazule sa tepelne opracované 
semená homogenizovali v trecích miskách, v prípade hrachu navyše tiež 
s využitím mixéra AY47R1 Moulinex (Barcelona, Španielsko). Po homoge-



nizácii sa DNA izolovala pomocou súpravy GeneSpin (GeneScan, Teltow, 
Nemecko), pod¾a priloženého návodu. Výsledný eluèný objem bol 100 µl.

Kvalita DNA sa stanovila elektroforeticky, s použitím 1% agarózového 
gélu [18].

Identifikácia hrachového a fazu¾ového lektínového, fazeolínového génu

pomocou PCR reakcie

PCR sa robila v objeme 25 ml reakènej zmesi, ktorá mala zloženie: 
10 mmol.l-1 Tris HCl, pH 8,8; 50 mmol.l-1 KCl; 1,5 mmol.l-1 MgCl2; 0,05 % 
Tween 20; 200 mmol.l-1 dNTP (Invitrogen, Carlsbad, California, USA); 
50 pmol primérov, ktoré sú uvedené v tab. 2 a tab. 3, 1 U HotStarTaq poly-
merázy (2 U HotStarTaq polymerázy pre väèšie fragmenty), od firmy Qiagen 
(Hilden, Nemecko), a 1 ml vzorky DNA. Priméry sa navrhli na základe 
sekvencií prístupných v databáze GeneBank (National Center for Biotech-
nology Information, Bethesda, Maryland, USA): hrachový lektínový gén 
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TAB. 1. Teplota a èas opracovania vzoriek.
TAB. 1. Temperature and duration of sample processing.

Teplota - Èas1 [min] 0 7 15 30 45 60 75 90 120 150 225 360

hrach2, fazu¾a3 - 80 °C, 100 °C + + + + + + – + + + + +

hrach - 200 °C + + + + + + + + + – – –

fazu¾a - 200 °C + + + + + + + – – – – –

Vysvetlivky: + izolovaná DNA, – neuskutoènená izolácia.
Key: + isolated DNA, – not isolated. 1 - temperature - time, 2 - pea, 3 - beans.

TAB. 2. Priméry pre hrachový lektínový gén.
TAB. 2. Pea lectin gene primers.

1 - primer, 2 - sequence, 3 - length of PCR products.

Názov priméru1 Sekvencia2 (5’→3’) Ve¾kos� produktu PCR3

HRACH F3 ttgtcataaatgcacccaacagttacaacg
122 bp

HRACH R1 catactctgcgctattgaaaactccgag

HRACH F2 atggcttctcttcaaacccaaatgatctcg
417 bp

HRACH R1 catactctgcgctattgaaaactccgag

HRACH F2 atggcttctcttcaaacccaaatgatctcg
748 bp

HRACH R2 gcatattctgctcctgtggtagctgag

HRACH F3 ttgtcataaatgcacccaacagttacaacg
874 bp

HRACH R3 ccaaaatgttgagaggtgcacatgaacc



pod èíslom X66368, fazu¾ový lektínový gén pod èíslom AJ439563 a fazu¾ový 
fazeolínový gén pod èíslom J01263, použitím programu Primer3 (Whitehead 
Institute for Biomedical Research, Cambridge, Massachusetts, USA).

PCR rekcia prebiehala v termocykléri Personal Cycler (Biometra, 
Göttingen, Nemecko) alebo GeneAmp PCR System 9700 (Applied Bio-
systems, Foster City, California, USA), pod¾a teplotného programu uvede-
ného v tab. 4.

Produkty PCR sa analyzovali elektroforeticky rovnako ako v prípade 
zis�ovania kvality DNA po jej izolácii.

KOLLÁROVIÈ, G. - KRETOVÁ, M. - SIEKEL, P.

46

TAB. 3. Priméry pre fazu¾ový lektínový a fazeolínový gén.
TAB. 3. Bean lectin and phaseolin gene primers.

1 - primer, 2 - sequence, 3 - length of PCR products.

Názov priméru1 Sekvencia2 (5’→3’) Ve¾kos� produktu PCR3

FAZ F2 cagtagacctgaagagcgttcttcc
116 bp

FAZ R2 cggagagcttggaagcaaaagacc

FAZ F1 cctcttccttgtgcttctcaccc
469 bp

FAZ R1 tgatggagttcacgtcgatgcc

FAZ F1 cctcttccttgtgcttctcaccc
724 bp

FAZ R2 cggagagcttggaagcaaaagacc

Psn-F tcgtcttggtgaaacctgat
1371 bp

Psn-R ttttgctgttcctgttggtg

Tab. 4. Teplotný program na amplifikáciu lektínového a fazeolínového génu.
Tab. 4. Temperature programme for amplification of lectin and phaseolin genes.

1 - step, 2 - temperature, 3 - time, 4 - initial denaturation, 5 - cycles, 6 - terminal polymerization, 
7 - cooling.

Krok1 Teplota2 Èas3

Poèiatoèná denaturácia4 95 °C 15:00 min

30 cyklov5 94 °C 0:30 min

58 °C 0:30 min

72 °C 1:00 min

Závereèná polymerizácia6 72 °C 5:00 min

Ochladenie7 4 °C ∞
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OBR. 1. Degradácia DNA v hrachu pri tepelnom opracovaní pri 80 °C, 100 °C a 200 °C.
S - štandard molekulovej hmotnosti 250 bp.

FIG. 1. DNA degradation in pea during heat processing at 80 °C, 100 °C and 200 °C.
S - molecular weight standard 250 bp.



Výsledky a diskusia

Celkový obsah DNA v potravinách a jej kvalita závisí od stupòa techno-
logického spracovania, poèas ktorého dochádza k postupnej fragmentácii 
DNA [19]. Po objavení geneticky modifikovaných rastlín na trhu sa pozor-
nos� upriamila na skúmanie vlastností a správania transgénnej DNA. V pro-
cese genetickej modifikácie sa používajú tzv. markerové gény, najmä gény 
rezistencie voèi antibiotikám, o ktorých sa uvažuje, že sa môžu horizontálne 
prenáša� z geneticky modifikovaných rastlín na èrevné a pôdne baktérie. 
Fragmentácia DNA prebieha poèas technologického opracovania, ako aj 
poèas prechodu potravín tráviacim traktom, èím sa znižuje pravdepodobnos� 
horizontálneho prenosu [8, 15].

Degradácia DNA v semenách hrachu a fazule sa sledovala pri rôznych 
teplotách a v rôznych èasových intervaloch. Po elektroforetickej analýze 
sa sledovala fragmentácia DNA, ktorá bola odlišná v rámci sledovaných 
teplôt a èasových intervalov. V závislosti od tepelnej úpravy semien sa 
zistil vyšší stupeò degradácie DNA pri 100 °C a 200 °C ako pri 80 °C (obr. 
1). Podobný priebeh degradácie DNA sa pozoroval pri peèení chleba, kde 
po 5–10 min došlo k výraznému poklesu vý�ažku DNA [19]. Okrem teploty 
môže zohráva� významnú úlohu pri technologickom spracovaní potravín 
aj pH. Pri kombinácii obidvoch parametrov má však teplota menší vplyv 
na stupeò degradácie ako pH [3]. 

Na sledovanie prítomnosti hrachového lektínového génu, fazu¾ového lek-
tínového génu a fazeolínového génu sa využila PCR. Kombinácie primérov 
použitých v PCR umožòujú pripravi� rôzne ve¾ké produkty PCR. Maximálna 
ve¾kos� produktu PCR, ktorý je možné získa�, odráža stupeò degradácie 
DNA v závislosti od stupòa tepelného opracovania.
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TAB. 5. Degradácia DNA v hrachu.
TAB. 5. DNA degradation in pea.

t - èas, kedy bol ešte elektroforeticky detegovate¾ný produkt PCR.
t - time of the last detection of the PCR product by electrophoresis.

t [min]

122 bp 
HRACH F3, 
HRACH R1

417 bp 
HRACH F2, 
HRACH R1

748 bp 
HRACH F2, 
HRACH R2

874 bp 
HRACH F3, 
HRACH R3

80 °C 360 360 360 360

100 °C 225 60 60 60

200 °C 120 30 30 30
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TAB. 6. Degradácia DNA vo fazuli.
TAB. 6. DNA degradation in beans.

t - èas, kedy bol ešte elektroforeticky detegovate¾ný produkt PCR.
t - time of the last detection of the PCR product by electrophoresis.

t [min]

116 bp 
FAZ F2, 
FAZ R2

469 bp 
FAZ F1, 
FAZ R1

724 bp 
FAZ F1, 
FAZ R2

1371 bp 
Psn-F, 
Psn-R

80 °C 360 360 360 225

100 °C 360 120 45 45

200 °C 75 45 45 45

OBR. 2. Amplifikácia fragmentu lektínového génu hrachu a fazule 
po tepelnom spracovaní pri 100 °C.

S - štandard molekulovej hmotnosti 250 bp, P - pozitívna kontrola, N - negatívna kontrola.

FIG. 2. Amplification of the lectin gene fragment of pea and beans 
after the thermal treatment at 100 °C.

a) pea, b) beans. S - molecular weight standard 250 bp, P - positive control, N - negative control.



Degradácia DNA hrachu a fazule pri všetkých analyzovaných teplotách 
a èasových intervaloch neovplyvnila amplifikovate¾nos� menších fragmentov 
v PCR (tab. 5 a tab. 6). Väèšie fragmenty boli amplifikovatelné do 60 min 
v prípade spracovania pri 100 °C a do 30 min v prípade spracovania 
pri 200 °C. V prípade spracovania pri 80 °C sa všetky fragmenty rôznych 
dåžok amplifikovali do 360 min. Stupeò amplifikovate¾nosti sa výrazne neod-
lišoval medzi sledovanými vzorkami hrachu a fazule, èo znázoròuje obr. 2.

Pri PCR analýze fazeolínového génu fazule sa detegoval fragment 
ve¾kos ti 1379 bp, ktorý sa zachovával minimálne 45 min poèas tepelného 
spracovania pri 80 °C, 100 °C a 200 °C (tab. 6). Naše výsledky sú v súlade 
s autormi, ktorí zistili, že fragment DNA kukurice Bt-176 o ve¾kosti 1225 
bp bolo možné identifikova� po tepelnej úprave pri 65 °C a pH 4,0 po 30 
min [3]. Okrem technologického spracovania, degradácia DNA prebieha aj 
v gastrointestinálnom trakte [8, 15].

Zistilo sa, že úprava matríc homogenizáciou je dôležitá pri zis�ovaní 
amplifikovatelnosti produktov PCR rôznej dåžky. Kvantitatívny vý�ažok 
DNA závisí od dôkladnej homogenizácie matríc (vyšší stupeò zomletia) 
a tiež od vhodne zvolenej izolaènej súpravy [20].

Táto práca bola podporovaná štátnym podprogramom výskumu a vývoja „Potraviny - kvalita 
a bezpeènos�“ èíslo 2003SP270280E010280E01 a Agentúrou na podporu vedy a techniky, 
APVT, Grant èíslo 397865
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Monitoring of DNA degradation in legumes by PCR methods

KOLLÁROVIÈ, G. - KRETOVÁ, M. - SIEKEL, P.: Bull. potrav. Výsk., 44, 2005, p. 43-52.

SUMMARY. DNA degradation was monitored in legume seed in relation to the tempera ture 
and duration of the heat processing. PCR was used for the determination of the extent 
of DNA degradation. To determine the degree of degradation, primers oriented to the lectin 
and phaseolin genes were designed in a way that PCR products of various sizes were ob tained. 
Smaller DNA fragments were amplified in all samples. Larger fragments were amplified only 
if the heat treatment lasted 60 min at 100 °C and 30 min at 200 °C. At heat treatment at 80 °C, 
all fragments of various lengths were amplified until 360 min.

KEYWORDS: DNA degradation; legumes; heat processing; PCR
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