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Uvod

Poznato je iz literature da se nativne nukleinske kiseline (NK) iz bio-
loSkog materijala ekstrahuju primenom razliitih fenol-detergentskih me-
toda (Fraenkel-Conrat 1956; Grierer i Schramm 1956,
Stern 1968).

U novije vreme, u zavisnosti od materijala, za izolovanje nativnih
NK upotrebljavaju se raznovrsni puferni sistemi sa pogodnim detergen-
tima u prisustvu vodom zasi¢enog fenola. UspeSna primena detergentskih
metoda sastoji se u tome Sto detergenti imaju osobinu da rastvaraju i
denaturiSu proteine Cime se postize deproteinizacija NK, a da se pri tom
molekuli NK znatno ne oStecuju. Isto tako fenol omogucéuje deproteini-
zaciju NK, jer ima svojstvo da rastvara neke belanCevine i da raskida
jonske i vodonitne veze izmedu NK i proteina. Pored toga fenol inhibi-
torno deluje i na aktivnost enzima ribonukleaze. Sem pogodnog deter-
genta i vodom zasi¢enog fenola za uspeSnu ekstrakciju nativnih NK vaznu
ulogu ima temperatura medijuma za ekstrakciju i njegova pH vrednost.

U zavisnosti od prirode bioloSkog materijala, ekstrakcija nativnih
NK' negde ide relativno lako, a negde su potrebni posebni tretmani. Mi
smo u naSem radu naisli na velike poteskoce pri ekstrakciji NK iz listova
suncokreta. Naime, ispostavilo se da se iz mladih listova suncokreta (starih
oko 15 dana) ekstrakcija nativnih nukleinskih kiselina ne moZe izvrsiti
uobiCajenim fenol-detergentskim metodima, a kojima se vrlo uspesno NK
izoluje iz mladih listova kukuruza ili graska. Treba takode istaci da je

* Rad saopSten na Il. simpozijumu Jugoslovenskog drustva za biljnu fiziologiju,
Stubitke Toplice, 20—23. 5. 1975.
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suncokret veoma znacajna poljoprivredna kultura, i da se cesto upotre-
bljava kao objekat istrazivanja ili kao »test« biljka u raznim fizioloSkim,
patofizioloSkim i drugim ogledima. 1z navedenih razloga proucavanje eks-
trakcije NK iz biljaka suncokreta ima i Siri znalaj.

U cilju iznalaZzenja $to pogodnijeg postupka za izolovanje nativnih
NK iz lis¢éa suncokreta, mi smo ispitali cetri razliCita metoda za eks-
trakciju, a dobivene preparate NK okarakterisali u UV spektru (na ta-
lasnim duZinama 230, 260 i 280 nm) i hromatografskim razdvajanjem
na koloni od metilovanog albumina i kieselguhra.

Materijal i metodi

Biljni materijal i gajenje biljaka. Za ova ispiti-
vanja, koris¢eno je seme suncokreta (Helianthus annuus) sorte »Peredo-
vik«. Nakon temeljnog pranja, seme je stavljeno na klijanje u destilovanu
vodu na temperaturi od 26 °C u termostatu. Posle tri dana, ponici su
preneti na hranjivi rastvor Knopa, kome su dodati i neophodni mikro-
elementi. Sedam odnosno petnaest dana nakon prenoSenja ponika na
hranjivi rastvor sa mladih biljaka skidani su listovi iz kojih se prema
odredenom postupku vrsila ekstrakcija nativnih nukleinskih kiselina.

Ekstrakcija nativnih nukleinskih kiselina. Za
izolovanje nativnih nukleinskih kiselina iz lis¢éa suncokreta pokuSali smo
da primenimo postupak koji je razraden u naSoj laboratoriji za izolova-
nje NK iz mladih biljaka kukuruza (Gruji¢ 1 dr. 1972). To je fenol-
-detergentska metoda pri ¢emu se upotrebljava puferni sistem koji sadrZi
0,24 M NaCl i 0,05 M Na-fosfata pH 7,6. Za deproteinizaciju ovom sistemu
se dodaje natrijumdodecilsulfat (DDS) da njegova koncentracija bude
0,5% kao i jednaka zapremina sveze predestilisanog fenola zasi¢enog vo-
dom, a kojem je na jedan litar prethodno dodato 0,001 MEDTA i 1 gram
8-oksihinolina.

Ekstrakciju nukleinskih kiselina vrsili smo i metodom Fedine i
Kulaeve (1966). U ovom postupku se upotrebljava 0,01 M Tris-HCI pu-
ferni sistem pH 7,8 uz dodatak dodecilsulfata do 0,75% kao i jednaka
zapremina fenola zasi¢enog vodom. Deproteinizacija NK u ovom sistemu
vrsi se na 50 °C u trajanju od 5 min. Sto se bitno razlikuje od drugih
fenoldetergentskih metoda %de se ekstrakcija vrsi po pravilu na 0°C.

Za ekstrakciju NK iz biljnog materijala preporucuje se i metoda
Konareva i Tjutereva (1970), koju smo takode ispitivali. U ovom
postupku koristi se puferni sistem pH 6,0 koji sadrZi 0,05 M Na-fosfata,
0,35 M NaCl, 0,01 MMgCI2 i 5°%0 natrijumove soli paraaminosalicilne Ki-
seline. Homogenizacija tkiva se vrsi u teChom azotu a neposredno pre eks-
trakcije NK navedenom pufernom sistemu se dodaje natrijumdodecilsul-
fat do koncentracije 0,5%. Daljnja homogenizacija vrsi se na hladno u
porcelanskom avanu sa kvarcnim peskom u trajanju od 15 min. Nakon
intenzivne homogenizacije, homogenatu se dodaje jo$ dvostruka zapre-
mina navedenog pufernog sistema za ekstrakciju kao i ista zapremina
fenola zasi¢ena vodom C¢iji je pH 6,0. Deproteinizacija se vrSi meSanjem
suspenzije na sobnoj temperaturi 40 minuta. Centrifugovanjem na hladno
na 2.500 xg odvaja se vodena faza, a zaostali sloj (fenol sa tkivom i dena-
turisanim belanCevinama) tretira se sa trostrukom zapreminom navede-
nog rastvora za ekstrakciju i sve operacije ponove. Vodene faze iz obe
ekstrakcije se spajaju, a fenol iz zaostalog sloja se odstranjuje, pa se
tkivo i denaturisane belanfevine ponovo tretiraju rastvorom za ekstrak-
ciju i istom zapreminom fenola pH 6,0. Deproteinizacija se vrsi uz mesa-
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nje na 65°C u trajanju od 20 minuta. Potpunija deproteinizacija NK iz
sva tri vodena sloja obraduje se nekoliko puta fenolom zasi¢enim vodom,
da bi se na kraju iz vodenog sloja NK talozile hladnim 96°/0 etanolom.

Za razliku od uobiCajenih postupaka za ekstrakciju NK, postupak
Konareva i Tjutereva (1970) se karakteriSe time Sto se ekstrak-
cija vrsi u kiselom medijumu (pH 6,0) uz prisustvo dva detergenta i znat-
no vece zapremine pufernog sistema i fenola u odnosu na tkivo, kao i da
se zadnja reekstrakcija vrsi na 65 °C.

Postupak Konareva i Tjutereva (1970) pokazao se vrlo
uspesno samo za mlade listove suncokreta (sedam dana starosti), dok je
ekstrakcija DNK iz starijih listova (15 dana starosti) bila nepotpuna.
Zbog toga smo mi modifikovali ovaj postupak tako Sto smo primenili
alkalni puferni sistem i alkalni fenol (pH 7,6) za ekstrakciju nukleinskih
kiselina, s tim da su hemijske komponente ostale iste kao i po metodu
Konareva i Tjutereva (1970). Zadnja reekstrakcija nukleinskih
kiselina na viSoj temperaturi 65 °C vr3ena je pri pH 6,0 kako bi ekstrak-
cija eventualno zaostalih NK bila Sto potpunija.

Hromatografsko razdvajanje nukleinskih Kkise-
lina. — Razdvajanje ukupnih nukleinskih kiselina na pojedine grupe
vrieno je kolonskom hromatografijom, na hromatografskom stubu koji
je bio izgraden od metilovanog govedeg albumina i Kieselguhra (MAK-
-kolona). Metilovanje govedeg albumina obavljeno je prema postupku
Hay ashia et al. (1963). Nosat metilovanog albumina u hromatograf-
skom stubu bio je Kieselguhr firme »Merck« koji je posebno obraden
radi otklanjanja eventualno prisutnih jonova. Samo pripremanje hroma-
tografske kolone kao i frakcionisanje NK vrseno je u osnovu po metodu
Mandella i Hersheya (1960) sa izvesnom modifikacijom Gru-
jica i Gruji¢-Injac (1972). Naime, nakon eluiranja uobi€ajenih
grupa NK na sobnoj temperaturi (25 °C) povecanjem koncentracionog
gradienta NacCl, vr3eno je eluiranje i na 55 °C sa 1,25 MNaCl pri ¢emu je
dobivena jo$ jedna frakcija RNK. Detalji tog postupka kao i nacin pri-
premanja Kieselguhra i hromatografske kolone opisano je u nasem rani-
jem radu (Gruji¢ i Grujic-Injac, 1972).

Rezultati i diskusija

Rezultati o karakteristikama preparata nukleinskih kiselina izolova-
nih razliitim postupcima prikazani su u tabeli 1 i slikama od 1 do 6.

U tabeli 1. prikazan je odnos ekstinkcija preparata NK izolovanih
razliitim postupcima na karakteristicnim talasnim duZinama. 1z nave-
denih podataka moZe se videti da zadovoljavajuée odnose (EZOE20;
EXIEXoi EZQEZ) kog')im se ocenjuje kvalitet preparata NK, imaju samo
preparati koji su dobijeni postupkom Konareva i Tjutereva
(1970) iz mladih listova, i preparati koji su dobiveni modifikovanim po-
stupkom Konareva i Tjutereva, i to kako iz mladih tako i iz
starih listova. Naime, vrednosti za EBYEZD i EXYZ0 u pomenutim prepa-
ratima krecu se izmedu 1,80 i 2,20 dok su vrednosti Ezso/E2z0 izmedu 0,90
i 1,10 Sto je u saglasnosti sa vrednostima preparata za Ciste nativne
nukleinske kiseline. Na$ postupak (Gruji¢ et al. 1972), koji smo mi
razradili za izolovanje NK iz mladih listova kukuruza, zatim postupak
Fedine i Kulaeve (1966) kao i postupak Konareva i Tjute-
reva (1970) kod starih listova suncokreta, ne daje preparate sa zadovo-
ljavaju¢im vrednostima karakteristi¢nih ekstinkcionih odnosa, jer su is-
pod 1,80. Pored toga prinosi preparata dobijeni u ovirn postupcima bili su
relativno mali, a I Zuékasto obojeni Sto sve ukazuje da su pomenuti po-
stupci za taj materijal nepodobni.
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Da bismo jo$ bolje okarakterisali dobivene preparate NK, mi smo
ih frakcionisali na MAK-koloni, pri ¢emu smo dobili odgovarajuce elua-
cione dijagrame koji su prikazani na slikama 1—6.

Na si. 1. prikazan je eluacioni dijagram preparata NK koji je dobi-
ven postupkom razradenim u na3oj laboratoriji (Gruji¢ i dr. 1972),
a koji se uspeSno upotrebljava za izolovanje NK iz listova kukuruza: Iz
dijagrama se vidi da se dobivaju uobiajene cetiri grupe NK (sRNK,
DNK, rRNK i xRNK).

Treba istaci da smo prisustvo frakcije XRNK koja se sa MAK-kolone
eluira na 55°C ustanovili ve¢ i ranije u mladim listovima kukuruza
(Gruji¢ i Gruji¢-Injac (1972). Prema radovima Hadziyeva et
al. (1968) ta frakcija bi mogla da predstavlja messenger RNA (MRNA), iako
je zastupljena u znatnoj koli¢ini (u naSim uzorcima do 16°/0 od ukupno
eluiranih grupa NK), jer se ta frakcija €vrsto vezuje za MAK-kolonu.
U radovima Key a (1972) istiCe se da Je frakcija koja je ¢vrsto vezana za
MAK-kolonu bogata sadrZajem adenilne kiseline. Za razliku od naseg
postupka, Key tu frakciju eluira sa MAK-kolone pomoc¢u natrijumdode-
eilsulfata i oznaCava je kao »TB-RNA« (tightly bound).

Iz eluacionog dijagrama takode se uoCava da je razdvajanje pojedinih
grupa NK relativno slabo na MAK-koloni, kao i da je pik rRNK neuobi-
cajeno mali u odnosu na pik DNK.

Na si. 2. prikazan je eluacioni dijagram preparata NK dobiven me-
todom Fedine i Kulaeve (1966). Slabo razdvajanje frakcija kao i
neodgovarajuca veli¢ina pojedinih pikova takode ukazuje da su dobiveni
preparati loSeg kvaliteta.

Na si. 3. prikazan je eluacioni dijagram preparata NK iz mladih
listova suncokreta (7 dana) po postupku Konareva i Tjutereva
(1970). 1z dijagrama se vidi da je razdvajanje NK na pojedine grupe sas-
vim uspesno i da je pik rRNK u odnosu na DNK znatno veci (oko 6 puta)
i predstavlja oCekivani odnos rRNK/DNK.

Na si. 4. predstavljen je eluacioni dijagram preparata NK dobijen
takode po metodi Konareva i Tjutereva (1970), ali iz starijih
listova (15 dana). Iz dijagrama se uoCava da je pik DNK neuobitajeno
malen, Sto znaCi da se pri tom postupku iz starijih listova DNK vrlo
slabo ekstrahuje. Uzrok tome je svakako kiseli medijum pufernog sistema
i fenola za ekstrakciju (pH 6,0) pri ¢emu ne moZe da dode do deproteini-
zacije dezoksinukleoproteina. 1z toga se moZe zakljuciti da su veze iz-
medu DNK i proteina u starijim listovima suncokreta znatno €vrs¢e od
veza u mladim listovima, gdje ima svakako i vise slobodne DNK, pa se
ona ekstrahuje i u kiselom medijumu. Toj pretpostavci ide u prilog i
¢injenica da je pik za DNK znatno veci ako se ekstrakcija NK iz starijih
listova obavi modifikovanim postupkom Konareva i Tjutereva
u alkalnom medijumu pri pH 76.

Eluacioni dijagram preparata NK koji je dobiven modifikovanim
postupkom Konareva i Tjutereva u alkalnom medijumu, pri-
kazan je na si. 5. 1z dijagrama se jasno uoCava da se u starijim listovima
pri alkalnoj ekstrakciji vrsi bolja deproteinizacija DNK, jer je pik za
DNK velicine koja je oCekivana u odnosu na pik rRNK.

Na si. 6. prikazan je eluacioni dijagram preparata NK dobiven iz
mladih listova po modifikovanom metodu Konareva i Tjutere-
v a Iz dijagrama se vidi da je razdvajanje pojedinih grupa NK sasvim
uspeSno, a i odnos rRNK/DNK (oko 6) je slican odnosu koji je dobijen
g_rki] Il<_iseloj ekstrakciji NK Konareva i Tjutereva (1970) iz mla-

ih listova.
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Na osnovu svega izlozenog mozZe se zakljuciti da je za ekstrakciju
NK iz listova suncokreta (mladih i starih) najpogodniji modifikovan
metod Konareva i Tjutereva, gde se ekstrakcija vrsi u alkalnom
medijumu (pH 7,6), a poslednja reekstrakcija na visoj temperaturi (65 °C)
se vrsi u kiselom medijumu (pH 6,0). Takav postupak daje dobar prinos,
neobojeni preparat i dobre karakteristicke vrednosti za kvalitet prepara-
rata NK iz mladih i iz starih listova suncokreta.

Zakljucak

U ovom radu ispitano je viSe postupaka za izolovanje nativnih nuk-
leinskih kiselina iz mladih i starih listova suncokreta.

Nadeno je da se ne mogu svi uobiajeni postupci za izolovanje nativ-
nih nukleinskih Kiselina iz biljnog materijala uspeSno primeniti i na
listove suncokreta. Pri izolovanju NK iz mladih listova sasvim zadovo-
ljavajuca ekstrakcija i kvalitet preparata dobija se metodom Konare-
va i Tjutereva (1970). Medutim taj se postupak ne moZe primeniti
za izolovanje NK iz starijih listova, jer je ekstrakcija DNK vrlo slaba
Sto ukazuje na to da su veze izmedu DNK i proteina znatno ¢vri¢e nego
u mladim listovima gde svakako ima i slobodne DNK.

Od ispitivanih metoda, najpogodnija ekstrakcija nukleinskih kiselina
iz mladih i iz starih listova postize se modifikovanom metodom Kona-
reva i Tjutereva, gde se ekstrakcija vrsi u alkalnom medijumu
(pH 7,6), a poslednja reekstrakcija na viSoj temperaturi (65 °C) izvodi se
u kiselom medijumu (pH 6,0). Prinosi preparata dobijeni ovim postup-
kom bili su zadovoljavajuci, a karakteristicne vrednosti za kvalitet bile
su u okviru vrednosti za nativne NK.
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SUMMARY

CONTRIBUTION TO THE STUDIES OF NUCLEIC ACIDS EXTRACTION FROM YOUNG
SUNFLOWER PLANTS BY PHENOL-DETERGENT METHODS

Bojana Grujic-Injac, Stojan Grujic, Slavko Kevresan, Julijan Kandrac and
Rudolf Kastori

(Faculty of Science, Beograd, Institute of Chemistry, University of Novi Sad,
and Faculty of Agriculture, Novi Sad)

It is possible to carry out the isolation of native nucleic acids from
higher plants by basically different phenoldetergent methods. Consider-
ing the nature of biological material, extraction of native NA proved
sometimes to be relatively easy while at other times it requires particular
treatment. This paper deals with various procedures for the isolation of
native NA from young (7-days old) and older (15-days old) sunflower
leaves (Helianthus annuus).

It was found that the common procedures for the isolation of native
NA from plant meterial couldn’t be successfully applied for the analy-
ses of sunflower leaves. An extremely satisfactory extraction and pre-
paration quality was obtained through isolation of NA from young leaves
by the method Konarev and Tjuterev (1970). However, it couldn’t
be applied for the isolation of NA from older leaves, as the extraction of
DNA is very poor, indicating significantly stronger bonds between DNA
and proteins In young leaves, which, of course, contain free DNA too.

The most convenient extraction of NA from both young and old
leaves has been obtained by the modified method of Konarev and
Tjuterev, where extraction is occuring in an alkali media (pH 7.6),
and the last reextraction at higher temperature (65 °C) in an acidic media
(pH 6.0). Preparations yield obtained by this procedure was satisfactory
and the characteristic values for quality were in the range of values for
native NA.
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