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Laboratorij za molekularno-geneticka
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Certifikacija biljaka pomoc¢u DNA markera
DNA barkodiranje

Primjeri certifikacije biljaka DNA
barkodiranjem

Zakljucak




Laboratorij za molekularno-geneticka
Ispitivanja

 Diplomirani inzenjer molekularne biologije

« Zavod za genetiku, oplemenjivanje Sumskog drveca i
sjemenarstvo

« Opremanije laboratorija
1998 — ° Laboratorijski namjestaj, uredaji i kemikalije
2003 ° Edukacija osoblja

* Uvodenje metoda DNA analize

* DNA izolacija iz obiCne jele (Abies alba Mill.) u svrhu utvrdivanja
2003 varijabilnosti mitohondrijske DNA
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» Odjela za laboratorijska ispitivanja
 |1SO standard HRN EN ISO/IEC 17025 bez akreditirane metode
2005  Laboratorij za molekularno-genetiCka ispitivanja | —
P
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AKreditacija prema HRN EN
ISO/IEC 17025

Opci zahtjevi za osposobljenost ispitnih i umjernih
laboratorija, HRN EN ISO/IEC 17025:2017

(General requirements for the competence of testing and calibration
laboratories, EN ISO/IEC 17025:2017)
Postupak kojim se potvrduje osposobljeno za
obavljanje odredenih aktivnosti prema Normi.

Odjel za laboratorijska ispitivanja (OLI) Hrvatskog

sumarskog instituta ima uspostavljenu, primijenjenu i
odrzavanu akreditaciju i sustav upravljanja kvalitetom
temeljen na zahtjevima norme HRN EN ISO/IEC 17025

Hrvatska akreditacijska agencija (HAA), koja temeljem
Zakona o akreditaciji obavlja poslove nacionalnog
akreditacijskog tijela, provela je akreditacije u OLI-ju.

Varazdin, 12. prosinaca, 2019.




Akreditacije u OLI-ju

* Ispitivanja odabranih svojstva
sumskog sjemena i biljnog materijala

* Ispitivanja odabranih svojstva
sumskog sjemena i biljnog
materijala
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* |spitivanje kvalitete
sumskog sjemena




Potvrde o akreditacije

Potvrda o akreditaciji
Accreditation Certificate
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Dobrobit od akreditacije:

Postizanje konkurentnosti na globalnom trzistu

Podizanje razine organizacijske i tehnicke
osposobljenosti laboratorija

Osiguravanje povjerenja u sigurnost i kvalitetu
pruzene usluge

Osiguranje povjerenja u rad institucije kojoj je
drzavna uprava dala ovlasti za ispitivanje
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Oprema laboratorija LMGI
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Analize DNA

The Double Helix of DNA ‘

Using Rosalind Franklin’s X-ray
diffraction data, Watson and Crick
proposed a molecular model for DNA.

This model had a double strand of
repeating nucleotides. Complementary
base pairing (AT, CG) is held in place
by hydrogen bonds (shown in red).

The nature of the base pairing required
that the two strands be coiled in the
shape of a double helix.
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Izolacija sveukupne DNA
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Komplet za izolaciju DNA
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Elektroforeza Agilant 2100 bioanalizator

f

72/16 2 ul PCR/4 ul od 10 ul
gliiva ;
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BioSpec-nano spektrofotometar
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Hrvatska zaklada|
za znanost

+ dsDNA

: 17.04.06 09:49:45

Nucleic Acid Conc : 788,20 ng/uL

0D260/280 12,17

0D260/230

o))
—
o
~
<
(S)
@
=
(%]
o}
—
o
~
—
=
©
>SN
©
L .
()
>




Sterilna komora za rad




Lancana reakcija polimerazom
PCR - Polymerase Chain Reaction

Polymerase chain reaction - PCR
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o Denaturation at 94-96°C
9 Annealing at ~68°C
£) Elongation at ca. 72 °C

http://akademiia.inovagen.hr/optimizaciia-pcr—reakciie—uvieti—reakciie—temperature-i—traianie—faza—pcr-reakciie/



http://akademija.inovagen.hr/optimizacija-pcr-reakcije-uvjeti-reakcije-temperature-i-trajanje-faza-pcr-reakcije/

PTC-100 uredaj za
lancanu reakciju polimerazom
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DNA sekvenciranje

Sekvenciranje DNA je proces odredivanja tocnog poretka
(sekvencije, niza) nukleotida u molekuli DNA.

DNA sekvenator Laboratorij za molekularnu genetiku, FVA,
Freiburg
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Elektroferogram DNA sekvenc

i

003 - Chromas

Help
Y

Export

Edit Options

File

N

Sample: NC14

Reverse Enhance

Mext Find

Print

Open

110 120 130

100

a0
=Hl BN BN AN BNl c B N R RN e A e ea N N EEE NN NN NN NN n N NEEENEEEN

50

40

30
N EIE I ETTI RN IR D )T

IGCTITT

CL

TTGTRARCAGCTCE

LTCARATTTATARTACTR

]

GTITTTATTR

ICTITTZR2

GGTACT

ATAG TR

G

b

"'6T0C ‘edeulsoud ‘gT ‘uipzesep




Certifikacija biljaka pomocu DNA markera

Genetski marker moze se definirati kao gen il
nukleotidni slijed na kromosomu koji moze
razlikovati jedinke ili vrste

Razlicite vrste DNA markera

Svaka od tehnika usmjerena je prema
odredenoj komponenti genoma, s
jedinstvenim metodoloskim, tehnickim i
materijalnim izazovima

Niti jedan marker DNA ne moze smatrati
idealnim

Upotreba odredenog markera ovisi o ciljevima
istrazivaca
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Vrste DNA markera

Kratica DNA marker

2. AFLPs Polimorfizam duZine umnozenih fragmenata
(Amplified Fragment Length Polymorphisms )

3. RAPD Nasumic¢no umnozena polimorfna DNA
(Randomly Amplified Polymorphic DNA)

4. SSRs Jednostavne ponavljajuce sekvence
(Simple Sequence Repeats)

5. ISSR Inter-jednostavne sekvence ponavljanja
(Inter Simple Sequence Repeats)

6. SCAR Karakterizacija sekvenci umnozZenih regija
(Sequence Characterized Amplified Regions)

7. LAMP Petljom posredovano izotermalno umnazanje

(Loop Mediated Isothermal Amplification)
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9. DNA barkodiranje
(DNA barcoding)
10. Markeri bazirani na mikromrezi
(Microarrays based markers)
11. Markeri bazirani na sllijedeéoj generaciji sekvenciranja

(Next Generation Sequencing based markers)




Certifikacija koja se temelji na
DNA barkodiranju

» DNA barkodiranje je dijagnosticka metoda koja koristi
kratke standardizirane genetske markere u DNA
(kratke DNA sekvence jezgrine ili organele) za
identifikaciju organizama.

» DNA barkodiranje ima cilj identificirati nepoznati
uzorak pomocu prethodno postojece klasifikacije.

»ldealan DNK barkod trebao bi osiguravati visoku
sposobnost razlikovanja medu vrstama.
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Prvi genetski marker opisan kao "barkod" bio je
mitohondrijski citokrom c oksidaza | (COI) gen
koji se koristi za identifikaciju vrsta u
zivotinjskom carstvu.

D-Loop Small ribosomal RNA

Cytb ' Rl ribosomal RNA

ND5
/ L-strand . ND2

H-strand '/

ND4 col

ND3 coll .
COIIl \ ATPase subunit8

ATPase subunit6

o
—
o
~
©
O
@©
=
(%]
(@]
—
o
~
—
£
ke
>N
©
—
©
>




Barkod za biljke

» Kloroplastni genom
» Nekoliko regija genoma (trnH, psbA, rpoCl, rpoB,
atpF, atpH, psbK i psbl) oznacene su kao
kandidatski markeri s razli¢itim uspjehom
diskriminacije.
» Najcesce se koriste:
= ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilaza- RUBISCO
(rbcl)
" maturaza K (matK) za filogenetske analize ili
identifikaciju vrsta

o
—
o
~N
©
O
©
=
(%]
(@]
—
o
~
—
£
ke
>N
©
—
©
>




Barkod za biljke

» Unutarnja transkripcijska regija ribosoma (ITS)

ITS 1 ITS 2
m 155 58S 268S

—p +— |TS ———p
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Calonje i sur. 2008




DNA sekvenca
Eutypella parasitica/ ITS2

1 tgcatcgatg aagaacgcag cgaaatgcga taagtaatgt gaattgcaga attcagtgaa
61 tcatcgaatc tttgaacgca cattgcgece attagtattc tagtggecat gectgttcsa
121 gcgtecattic aacccttaag ccctagtige ttagtegttege gaacctaccc tgtagetagt
181 tccttaaata tatcggcgega gtcgtgatga coctaagoet agtaattctt tetcgetica
241 gtgetetcag cgctgacgtt tagecgttaa accccctatt tictagtget tgacctcgza

301 tcaggtagega atacccgctaact



Genske banke-
elektronicke baze podataka

» Nacionalni centar za biotehnoloske informacije (NCBI)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) pruza pristup
biomedicinskim | genomskim informacijama.

» Europski arhiv nukleotida (ENA) pri Europskom institutu
za bioinformatiku (EBI).

» Japanska banka podataka (DDBJ,
ttp://www.ddbj.nig.ac.|p) javna je baza nukleotidnih
sekvenci uspostaviljena u Nacionalnom institutu za
genetiku.

Suradnja
» Medunarodna baza podataka o nukleotidnoj sekvenci
(INSDC, http://www.insdc.org/)



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ddbj.nig.ac.jp/
http://www.insdc.org/

Banka gena (NCBI)/
Pristupni broj: KP868619
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PopSet PopSet v |
Limits  Advanced Help
GenBank - Sendto -
Analyze this data set —
. . . . . Run BLAST alignment
Eutypella parasitica 5.85 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed
spacer 2, complete sequence; and 285 ribosomal RNA gene, partial sequence.
Related information =
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PopSet FASTA
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Recent activity =
study Details Tum Off Clesr
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Novak Agbaba.S. @ PopSetLinks for Nucleotide (Select
917548175 (1) PopSet
Goto [ Eutypella parasitica 5.85 ribosomal RNA
. gene, partial sequence; internal tri Necleotide
LOCUS KPZ68619 323 bp oz linear PLN 22-RUG-2015
DEFINITION Eutypella parasitica 5.85 ribosomzl RNL gene, partial segquence: Q, Eutypella AND parasitica (36
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 285 ribosomal Nucleotide
RNA gene, partial sequence.
ACCESSION  KPEEEE1D B Molecular genetic tools to infer the origin of
VERSIOH KPE62619.1 forest plants and wood
KEYWORDS . -
SOURCE Eutypella parasitica =88 MOre. ..

ORGANISM Eutwvpella parasiticsa
Eukaryota; Fungir Dikaryar ZAscomycota; Pezizomycotinas
Sordariomycetes; Xylariomycetidae; Xylariales; Diatrypaceae;
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Eutypella parasitica R.W. Davidson

& R.C. Lorenz SEDAM GODINA NAKON PRVOG
NALAZA U HRVATSKOJ

Eutypella parasitica R.W. Davidson & R.C. Lorenz

SEVEN YEARS AFTER THE FIRST FINDINGS IN CROATIA

Sanja NOVAK AGBABA', Nevenka CELEPIROVIC', Monika KARIJA VLAHOVIC?, Boris LOVIC'

Sazetak

Gljiva Eutypella parasitica uzro¢nik je bolesti raka kore javora. Ta bolest umanjuje ekonomsku i estetsku vrijed-
nost javorz. Na zaraZzenim dijelovima stabala dolazi do truljenja drvz, $to oslabljuje statiku stabla i predsta--*-

_____________ Y
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Primjeri certifikacije biljaka DNA
barkodiranjem

Crocus sativus, Safran
» jedan od svjetski najdragocjenijih, najkvalitetnijih i
najskupljih zacCina u svijetu.
» zbog svoje visoke trzisne vrijednosti ova biljka je
cesto zamijenjena drugim laznim materijalima:
Carthamus tinctorius L., Calendula officinalis L.,
Hemerocallis L., Daucuscarota L., Curcuma longa L.,
Zea mays L. i Nelumbo nucifera Gaertn.




Ginkgo biloba L.

» Biljni dodaci prehrani, pripremljeni od liséa G.
biloba, konzumiraju se za jacanje kognitivnih
sposobnosti poboljSanom perfuzijom krvi i
funkcijama mitohondrija.

» DNA barkodiranje je koristeno za procjenu
ucestalosti pogresno oznacenih biljnih dodataka
ginka na trzistu u Sjedinjenim Americkim
Drzavama (Little, 2014)




Piper nigrum, papar

» 1200 vrsta

» plodovi crnog papra-najrasireniji zacina na svijetu

» ostar zacin za okus hranu

» koristi se u tradicionalnoj medicini, osobito za
probavne tegobe

» koriste se u nekoliko oblika, koji uklju€uju biljne
dijelove, pripravke u prahu, formulacije kapsula i
druge pripravke, njihovu se autenticnost treba
provjeriti pomocu barkodova DNA kako bi se
utvrdila vrijednost ovih proizvoda za lijekove,
kozmetiku i ku¢anstvo (Chaveerach i sur. 2016)
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Zakljucak

DNA molekularna certifikacija:
» Pocetni podaci: DNA molekularni podaci
» Sredstva: Molekularne tehnike i bioinformatika

» Ogranicenja: uredaji, varijabilitet DNA lokusa,
intenzivan rad u laboratoriju

» Jakost: mala koli¢ina uzoraka, objektivna, brza, ne ovise
o morfologiji, ponovljivost kroz javne baze podataka
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Hvala na paznji
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