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Sledovanie degradacie DNA v strukovinach
vyuzitim PCR metody

GABRIEL KOLLAROVIC - MIROSLAVA KRETOVA - PETER SIEKEL

SUHRN. Sledovala sa degraddcia DNA semien strukovin v zdvislosti od teploty a ¢asu
tepelného spracovania. Na analyzu trovne degraddcie DNA sa vyuzila metéda PCR.
Na urcenie stupnia degraddcie sa navrhli priméry pre lektinovy a fazeolinovy gén tak,
aby sa ziskali PCR produkty roznej velkosti. Mensie fragmenty DNA sa amplifikovali
vo vSetkych vzorkach. Vicsie fragmenty sa amplifikovali, len ak tepelné spracovanie trvalo
60 min pri 100 °C a 30 min pri 200 °C. Pri tepelnom spracovani pri 80 °C sa vSetky frag-
menty roznych dizok amplifikovali do 360 min.
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Postdenie rizika u potravin, ktoré sa ziskali z geneticky modifikovanych
rastlin, si vyZaduje holisticky pristup, ktory zahrnuje mnozZstvo Cinitelov
posobiacich na zdravie konzumenta [1]. Na vykonanie takéhoto posudku
je potrebné verejne ozndmif udaje, ktoré sa tykaju takych aspektov, ako
identifikdcia rizika s jeho charakterizdciou a urcenie miery rizika [2]. Iden-
tifikdcia rizika sa tyka biologickych, chemickych alebo fyzikdlnych agens,
pritomnych v urcitych ¢astiach potravin alebo skupiny potravin, ktoré mézu
mat za ndsledok nepriaznivy vplyv na zdravie. Charakterizdcia miery rizika
predstavuje kvalitativne a kvantitativne zhodnotenie podstaty nepriaznivého
zdravotného efektu [3].

DNA sama osebe nepredstavuje zdravotné riziko, ale mdze prendsat
dedi¢nu informdciu na iné organizmy, najma na baktérie [4]. Niektor{ auto-
ri uvazuju o prenose rekombinantnej DNA do baktérii, ktoré sui pritomné
v potravindch a gastrointestindlnom trakte. Pravdepodobnost prenosu DNA
z potravin na baktérie suvisi s perzistenciou nativnej DNA. Bolo dokédzané,
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ze niektoré baktérie asociované s potravinami su transformovatelné volnou
DNA, ktord je pritomna v potravinovej matrici [5-7]. O volnej DNA, ktora
by bola pritomna a stabilnd pocas spracovania a uskladiiovania potravin je
len mdlo udajov. Zndme su zdkladné procesy, ktoré sa zicastnuju na degra-
dacii DNA v potravindch a krmivach. Na prenos funkénych génov z trans-
génnych rastlin do baktérif je potrebnd minimalna dizka DNA fragmentov
250 bp. Velkost Strukturdlnych génov je medzi 150 bp az 6000 bp a regulac-
nych sekvencii medzi 100 bp az 150 bp [8], ale na ich identifikdciu sa vyu-
Zivaju len kratke useky DNA (cca 100 bp) [9, 10]. Pre posudzovanie rizika
prenosu transgénov je potrebné zistit nielen pritomnost rekombinantnej
DNA v potravine, ale aj ur¢it distribiiciu dizok fragmentov rekombinantne;
DNA [3].

Napriek mnozstvu udajov, ktoré dokazuju pritomnost DNA v potravinach
pocas ich spracovania [11-13] a jej stabilitu v jednotlivych Castiach traviacej
sustavy [14, 15] nie je presne zndma kinetika degraddcie DNA pocas vyrob-
ného procesu potravin. Pocas vyroby chleba bola zistend degraddcia rastlinnej
DNA, pri ktorej hlavnu tlohu zohravali faktory ako teplota a pH prostredia
[16, 17]. Degradacia DNA je zavisla od podmienok, ktoré vznikaju pocas
vyrobného procesu a od potravinovej matrice, ktorej je stcastou [3].

Strukoviny sd vyznamnym zdrojom proteinov na vyZivu ludi a zvierat.
Pouzivaju sa ako sucast krmiv pre hospodarske zvieratd, pricom sa naj-
CastejSie vyuziva sdja. Na Slovensku sa pestuju najmé hrach a fazula, ktoré
su vhodnym alternativnym zdrojom proteinov, kym sdja sa dovdza. Cielom
préce bolo Stidium degraddcie DNA v semendch hrachu a fazule.

Material a metddy

Sledovanie degraddcie DNA v semendch hrachu a fazule

Semend hrachu (Gloriosa) a fazule (Bobovica biela maslovd) 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 ¢asovych intervaloch od 0 do 360 min, v pripade tepelné-
ho opracovania pri 200 °C vo vzorkéch hrachu od 0 do 120 min, a pri 200 °C
vo vzorkdch fazule od 0 do 75 min (tab. 1).

Izoldcia DNA zo semien hrachu a fazule a overenie degraddcie DNA

Pred izoldciou DNA zo semien hrachu a fazule sa tepelne opracované
semend homogenizovali v trecich miskach, v pripade hrachu navySe tiez
s vyuzitim mixéra AY47R1 Moulinex (Barcelona, Spanielsko). Po homoge-
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TaB. 1. Teplota a ¢as opracovania vzoriek.
TaB. 1. Temperature and duration of sample processing.

Teplota - Cas! [min] 0|7 |15]30|45]60| 75|90 120|150 225|360
hrachZ, fazula3 - 80 °C, 100 °C ++ |+ |+ ]+ ]+ |-+ ]+ ]+ ]+ ]+
hrach - 200 °C + |+ |+ |+ |+ |+ |+ + |+ -] -] =
fazula - 200 °C + |+ |+ |+ |+ |+ |+ == ===

Vysvetlivky: + izolovand DNA, — neuskutoc¢nena izoldcia.
Key: + isolated DNA, — not isolated. 1 - temperature - time, 2 - pea, 3 - beans.

nizdcii sa DNA izolovala pomocou stipravy GeneSpin (GeneScan, Teltow,
Nemecko), podla prilozeného navodu. Vysledny elu¢ny objem bol 100 pl.

Kvalita DNA sa stanovila elektroforeticky, s pouZzitim 1% agarézového
gélu [18].

Identifikdcia hrachového a fazulového lektinového, fazeolinového génu
pomocou PCR reakcie

PCR sa robila v objeme 25 ml reakénej zmesi, ktord mala zloZenie:
10 mmol.I! Tris HCI, pH 8,8; 50 mmol.I'! KCI; 1,5 mmol.I-! MgClz; 0,05 %
Tween 20; 200 mmol.I'1 ANTP (Invitrogen, Carlsbad, California, USA);
50 pmol primérov, ktoré si uvedené v tab. 2 a tab. 3, 1 U HotStarTaq poly-
merdazy (2 U HotStarTaq polymerdzy pre viacSie fragmenty), od firmy Qiagen
(Hilden, Nemecko), a 1 ml vzorky DNA. Priméry sa navrhli na zdklade
sekvencii pristupnych v databdze GeneBank (National Center for Biotech-
nology Information, Bethesda, Maryland, USA): hrachovy lektinovy gén

TAB. 2. Priméry pre hrachovy lektinovy gén.
Tas. 2. Pea lectin gene primers.

Nézov priméru! Sekvencia? (5—3) Velkost produktu PCR3
HRACH F3 ttgtcataaatgcacccaacagttacaacg
HRACH R1 catactctgcgctattgaaaactccgag 122bp
HRACH F2 atggcttctcttcaaacccaaatgatctceg
HRACH R1 catactctgcgctattgaaaactccgag H7bp
HRACH F2 atggcttctcttcaaacccaaatgatctcg
HRACH R2 gcatattctgctcctgtggtagetgag 748 bp
HRACH F3 ttgtcataaatgcacccaacagttacaacyg
HRACH R3 ccaaaatgttgagaggtgcacatgaacc 874 bp

1 - primer, 2 - sequence, 3 - length of PCR products.
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TaB. 3. Priméry pre fazulovy lektinovy a fazeolinovy gén.
TaB. 3. Bean lectin and phaseolin gene primers.

Nézov primérul Sekvencia? (5—3’) Velkost produktu PCR3
FAZ F2 cagtagacctgaagagcgttcttcce 1165
FAZ R2 cggagagcttggaagcaaaagacc p
FAZ F1 cctctteccttgtgettcectcaccce 4169 b
FAZ R1 tgatggagttcacgtcgatgcc p
FAZ F1 cctcttececttgtgettcectcaccce

724 bp
FAZ R2 cggagagcttggaagcaaaagacc
Psn-F tcgtcttggtgaaacctgat

1371 bp
Psn-R ttttgctgttcctgttggtyg

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

pod ¢islom X66368, fazulovy lektinovy gén pod ¢islom AJ439563 a fazulovy
fazeolinovy gén pod ¢islom J01263, pouzitim programu Primer3 (Whitehead
Institute for Biomedical Research, Cambridge, Massachusetts, USA).

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

Produkty PCR sa analyzovali elektroforeticky rovnako ako v pripade
zistovania kvality DNA po jej izolécii.

Tab. 4. Teplotny program na amplifikdciu lektinového a fazeolinového génu.
Tab. 4. Temperature programme for amplification of lectin and phaseolin genes.

Krok! Teplota? Cas?
Pociato¢nd denaturdcia4 95 °C 15:00 min
30 cyklovs 94 °C 0:30 min

58°C 0:30 min

72 °C 1:00 min
Zavere¢na polymerizdcia® 72 °C 5:00 min
Ochladenie’ 4°C o

1 - step, 2 - temperature, 3 - time, 4 - initial denaturation, 5 - cycles, 6 - terminal polymerization,
7 - cooling.
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a) 80 °C

S 0 7 15 30 45 60 90 120 150 225 360 min

mIIIrIIrTTrnm

b) 100 °C
S 0 7 15 30 45 60 90 120 150 225 360  min

c) 200 °C
S 0 7 15 30 45 60 75 90 120  min

OBR. 1. Degraddcia DNA v hrachu pri tepelnom opracovani pri 80 °C, 100 °C a 200 °C.
S - Standard molekulovej hmotnosti 250 bp.

F1G. 1. DNA degradation in pea during heat processing at 80 °C, 100 °C and 200 °C.
S - molecular weight standard 250 bp.
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Vysledky a diskusia

Celkovy obsah DNA v potravinéch a jej kvalita zavisi od stupfia techno-
logického spracovania, pocas ktorého dochddza k postupnej fragmentacii
DNA [19]. Po objaveni geneticky modifikovanych rastlin na trhu sa pozor-
nost upriamila na skimanie vlastnosti a spravania transgénnej DNA. V pro-
cese genetickej modifikdcie sa pouZzivaju tzv. markerové gény, najma gény
rezistencie voci antibiotikdm, o ktorych sa uvaZuje, Ze sa m6zu horizontdlne
prendSat z geneticky modifikovanych rastlin na ¢revné a pddne baktérie.
Fragmentacia DNA prebieha pocas technologického opracovania, ako aj
pocas prechodu potravin tradviacim traktom, ¢im sa zniZuje pravdepodobnost
horizontdlneho prenosu [8, 15].

Degradacia DNA v semenéch hrachu a fazule sa sledovala pri r6znych
teplotdach a v réznych casovych intervaloch. Po elektroforetickej analyze
sa sledovala fragmentdcia DNA, ktord bola odliSna v rdmci sledovanych
tepldt a asovych intervalov. V zdvislosti od tepelnej upravy semien sa
zistil vySsi stupen degradacie DNA pri 100 °C a 200 °C ako pri 80 °C (obr.
1). Podobny priebeh degraddcie DNA sa pozoroval pri peceni chleba, kde
po 5-10 min doslo k vyraznému poklesu vytazku DNA [19]. Okrem teploty
mozZe zohrdvat vyznamnu udlohu pri technologickom spracovani potravin
aj pH. Pri kombindcii obidvoch parametrov ma vSak teplota mensi vplyv
na stupen degradécie ako pH [3].

Na sledovanie pritomnosti hrachového lektinového génu, fazulového lek-
tinového génu a fazeolinového génu sa vyuzila PCR. Kombinacie primérov
pouzitych v PCR umoznuju pripravit rozne velké produkty PCR. Maximdlna
velkost produktu PCR, ktory je mozné ziskat, odrdza stupenn degradacie
DNA v zavislosti od stupnia tepelného opracovania.

TAB. 5. Degraddcia DNA v hrachu.
TaB. 5. DNA degradation in pea.

t [min]
122 bp 417 bp 748 bp 874 bp
HRACH F3, HRACH F2, HRACH F2, HRACH F3,
HRACH R1 HRACH R1 HRACH R2 HRACH R3
80 °C 360 360 360 360
100 °C 225 60 60 60
200 °C 120 30 30 30

t - Cas, kedy bol este elektroforeticky detegovatelny produkt PCR.
t - time of the last detection of the PCR product by electrophoresis.
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TaB. 6. Degraddcia DNA vo fazuli.
TAB. 6. DNA degradation in beans.

t [min]
116 bp 469 bp 724 bp 1371 bp
FAZ F2, FAZ F1, FAZ F1, Psn-F,
FAZ R2 FAZ R1 FAZ R2 Psn-R
80 °C 360 360 360 225
100 °C 360 120 45 45
200 °C 75 45 45 45

t - Cas, kedy bol este elektroforeticky detegovatelny produkt PCR.
t - time of the last detection of the PCR product by electrophoresis.

a) hrach (748 bp)
S 0 7 15 30 45 60 90 120 150 225 360 P N min

b) fazula (724 bp)
S 0 7 15 30 45 60 90 120 150 225 360 P N min

OBR. 2. Amplifikdcia fragmentu lektinového génu hrachu a fazule
po tepelnom spracovani pri 100 °C.
S - Standard molekulovej hmotnosti 250 bp, P - pozitivna kontrola, N - negativna kontrola.

F1G. 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.
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Degradacia DNA hrachu a fazule pri vSetkych analyzovanych teplotach
a Casovych intervaloch neovplyvnila amplifikovatelnost mensSich fragmentov
v PCR (tab. 5 a tab. 6). VicSie fragmenty boli amplifikovatelné do 60 min
v pripade spracovania pri 100°C a do 30 min v pripade spracovania
pri 200 °C. V pripade spracovania pri 80 °C sa vSetky fragmenty rdznych
dlzok amplifikovali do 360 min. Stupeti amplifikovatelnosti sa vyrazne neod-
liSoval medzi sledovanymi vzorkami hrachu a fazule, ¢o znazorfiuje obr. 2.

Pri PCR analyze fazeolinového génu fazule sa detegoval fragment
velkosti 1379 bp, ktory sa zachovdval minimdlne 45 min pocas tepelného
spracovania pri 80 °C, 100 °C a 200 °C (tab. 6). NaSe vysledky su v stlade
s autormi, ktorf zistili, Ze fragment DNA kukurice Bt-176 o velkosti 1225
bp bolo mozné identifikovat po tepelnej uprave pri 65 °C a pH 4,0 po 30
min [3]. Okrem technologického spracovania, degradacia DNA prebieha aj
v gastrointestindlnom trakte [8, 15].

Zistilo sa, Ze uprava matric homogenizaciou je ddlezitd pri zistovani
amplifikovatelnosti produktov PCR roznej dizky. Kvantitativny vytazok
DNA zavisi od dokladnej homogenizacie matric (vySSi stupenl zomletia)
a tiez od vhodne zvolenej izolacnej suipravy [20].

Tato praca bola podporovand $tadtnym podprogramom vyskumu a vyvoja ,,Potraviny - kvalita
a bezpecnost” ¢islo 2003SP270280E010280E01 a Agentirou na podporu vedy a techniky,
APVT, Grant ¢islo 397865
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Monitoring of DNA degradation in legumes by PCR methods
KOLLAROVIC, G. - KRETOVA, M. - SIEKEL, P.:: Bull. potrav. Vysk., 44, 2005, p. 43-52.

SUMMARY. DNA degradation was monitored in legume seed in relation to the temperature
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 obtained.
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.

KeyworDps: DNA degradation; legumes; heat processing; PCR
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