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IZVLECEK

Sekundarni metaboliti so organske spojine, ki jih najdemo pri glivah in rastlinah, kjer imajo vlogo obrambnih in signalnih mo-
lekul ali zagotavljajo druge selekcijske prednosti, niso pa neposredno vpleteni v rast, razvoj in razmnoZevanje organizma. Pri
delu s tehnikami DNA so pogosto ravno sekundarni metaboliti tisti, ki posredno ali neposredno vplivajo na uspesnost verizne
reakcije s polimerazo (PCR) ali reverezno transkriptazo, in sicer tako, da otezujejo celi¢no lizo, povzrocajo razpad nukleinskih
kislin ali neposredno ovirajo delovanje encima polimeraze pri pomnoZevanju tar¢ne DNK. Glavna ovira pri aplikaciji tehnike
PCR v rutinski diagnostiki je priprava visokokvalitetne DNA brez inhibitorjev. Se posebej to velja pri izolaciji DNA iz lesnatih
rastlin (Minafra in sod., 1992) in vzorcev tal (Tsai in Olson, 1991). Vecina standardnih postopkov izolacije nukleinskih kislin
ne odstrani rastlinskih polisaharidov in polifenolnih komponent, ki imajo lahko neposreden vpliv na pomnozevanje s PCR (De-
meke in Adams, 1992). Poskusi za premostitev tovrstnih ovir vkljucujejo bolj dovrSene metode za izolacijo nukleinskih kislin
in PCR, ki vklju€ujejo uporabo pospesevalcev PCR za odstranitev ali zmanjSanje vpliva inhibitorjev PCR. Ta pregled je osredo-
tocen na pristope za odstranitev ali zmanjSanje vplivov rastlinskih in glivnih sekundarnih metabolitov iz vzorcev tal, razli¢nih
rastlinskih tkiv in razkrojenega lesa zaradi pomena tovrstnih raziskav za gozdarstvo in lesarstvo.

Klju¢ne besede: sekundarni metaboliti, izolacija DNA, pomnoZevanje DNA, verizna reakcija s polimerazo (PCR),
inhibicija PCR, pospeSevalci PCR

ABSTRACT

Secondary metabolites are organic compounds that can be found in both fungi and plants, where they play an important role as
defensive and signal molecules, or provide other kinds of advantage in natural selection, but are not directly involved in normal
growth, development and reproduction of an organism. When working with DNA techniques, it is the secondary metabolites
that most often affect the efficiency of polymerase chain reaction (PCR), either by hindering cell lysis, causing decomposition
of nucleic acids or by direct inhibition of DNA-polymerase or reverse transcriptase amplification. The main limiting factor in
the application of the PCR technique in routine diagnosis is the preparation of good quality nucleic acids isolates, free of PCR
inhibitors. This is especially true in the case of woody plants (Minafra et al., 1992) and soil samples (Tsai and Olson, 1991).
Most standard nucleic acids extraction procedures do not always remove contaminating plant polysaccharides or polyphenolic
compounds, which can have direct inhibitory effects on subsequent PCR amplification (Demeke and Adams, 1992). Attempts
to overcome these limitations included the development of more elaborate nucleic acids extraction methods and PCR, which
employ PCR enhancers to eliminate or attenuate the effects of inhibitors. This review is concentrated on removal or attenua-
tion of effects of plant and fungal secondary metabolites from soil, different plant tissues and decayed wood samples due to the
significance of this type of research in forestry and wood science.

Key words: secondary metabolites, DNA isolation, DNA amplification, Polymerase Chain Reaction (PCR), PCR
inhibition, PCR enhancers
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1 UVOD sod., 2005), nimajo pa splosno prepoznane neposre-
1 INTRODUCTION dne vloge v procesih fotosinteze, dihanja, transporta
Sekundarni metaboliti so vse tiste organske spoji-  raztopin, premestitev, sinteze beljakovin, asimilacije
ne, ki niso neposredno vpletene v normalno rast, ra-  hranil, diferenciacije ali izgradnje ogljikovih hidratov
zvoj in razmnozevanje organizma (Fraenkel, 1959). in lipidov (Teiz in Zeiger, 2002). V rastlinah so veci-

Pogosto imajo izjemne fizioloSke aktivnosti (Keller in  noma v vlogi obrambnih (pred rastlinojedi, mikrobi,
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virusi ali drugimi rastlinami) ali signalnih molekul (za
privabljanje opraSevalcev in raznasalcev semen). Po-
membni so za preZivetje in razmnoZevanje rastlin ter
tako predstavljajo prilagoditvene znacilnosti, ki so bile
v teku evolucije izpostavljene naravni selekciji (Wink,
2003).

V nasprotju s primarnimi metaboliti izostanek se-
kundarnih metabolitov ne pomeni takojSnje smrti,
marvec¢ zgolj dolgoro¢no oslabitev preZivetja, plodno-
sti in estetike, ali pa ta izostanek morda celo nima opa-
znega vpliva na organizem.

Ljudje rastlinske sekundarne metabolite uporablja-
jo kot zdravila, arome, za¢imbe in prehranske dodatke.
Digoksin, morfij in kinin so rastlinski sekundarni me-
taboliti, -laktami (penicilini, cefalosporini), makrolidi
(curvularin, zearalenon) in statini (lovastatin, pravasta-
tin) pa so enako dobro poznani glivni sekundarni meta-
boliti. Ceprav so kemijsko zelo raznoliki, nastanejo vsi
sekundarni metaboliti po malosStevilnih biosintetskih
poteh, pogosto so¢asno z morfoloskim razvojem.

1.1 Kilasifikacija rastlinskih sekundarnih meta-
bolitov
1.1 Classification of plant secondary metaboli-
tes
Rastlinske sekundarne metabolite delimo na tri
glavne skupine glede na kemijsko sestavo, in sicer na
terpenoide, fenolne spojine in dusik vsebujoce snovi
(tudi t.i. alkaloidi).

1.1.1 Terpenoidi

1.1.1 Terpenoides

Terpenoidi so zelo pestra skupina sekundarnih me-
tabolitov. Njihova sinteza se zacne iz acetilkoencima A
ali intermediatov glikolize, osnovni gradnik je 5C izo-
prenska enota (C_H,) (slika 1). Med terpenoide spadajo
terpeni (pravimo jim tudi izopreni), ki v svoji kemijski
formuli vsebujejo samo ogljik in vodik, ter pravi ter-
penoidi, ki lahko vsebujejo tudi kisik. Terpenoidi so

CH3

H,C

obcutljivi za svetlobo in toploto, topni so v nepolarnih
topilih. Rastlinski sekundarni metaboliti, ki spadajo
med terpenoide, so na primer abscizinska kislina (se-
skviterpen), retinol in giberelini (diterpeni), steroidi
(triterpeni) ter karoteni in ksantofili (tetraterpeni).

Glede na Stevilo izoprenskih enot v posameznem
terpenoidu poznamo hemiterpene (1 enota), mono-
terpene (2 enoti), seskviterpene (3 enote), diterpene
(4 enote), triterpene (6 enot), tetraterpene (8 enot) in
politerpene (10 in ve¢ enot).

1.1.2 Fenolne spojine

1.1.2 Phenolic compounds

Fenolne spojine so v rastlinah zelo razsirjene, naj-
demo jih predvsem v epidermalnih tkivih in so eden
klju¢nih mehanizmov za odpornost proti boleznim in
Skodljivcem. Na fenolnih spojinah temeljijo lignin, su-
berin in tanini. Z vidika kemije vsebujejo fenolne snovi
vsaj en benzenov obroc z vsaj eno hidroksilno skupino.
Tisti z enim obro¢em spadajo med ne-flavonoide, ti-
stim z dvema obroc¢ema, povezanima s heterocikli¢nim
obrocem, pa pravimo flavonoidi.

Tvorba velike vecine fenolnih spojin se zacne s po-
tjo Sikimske kisline, nekaterih pa tudi po poti jaboltne
kisline. Glavna prekurzorska molekula pri nastanku
je aminokislina fenilalanin, s katere encim fenilalanin
amonij liaza (PAL) odcepi amoniak. Ko analiziramo iz-
vlecke rastlinskih tkiv, nas velikokrat zanima tudi vseb-
nost celokupnih fenolov, katerih rezultat se najveckrat
prikazuje v ekvivalentih galne kisline (GA) (slika 2).

1.1.3 Dusik vsebujoce snovi

1.1.3 Nitrogen containing compounds

Tudi sinteza dusik vsebujocih snovi (DVS) se zacne
z aminoKislinskimi prekurzorji, in sicer najpogosteje z
alifatskimi in aromatskimi aminokislinami, kot sta ti-
rozin in triptofan. DVS so manj pogoste molekule kot
fenoli in terpenoidi, vendar so zaradi svoje aktivnosti
zelo pomembni kot zdravila in toksini. V to skupino

CH,

Slika 1: Izoprenska enota

Fig. 1: Isoprene unit
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Slika 2: Galna Kkislina

Fig.2: Gallicacid

spojin spadajo alkaloidi, cianogeni glikozidi, glukozi-
nolati, neproteinske aminoKisline in betalaini.

Za alkaloide so vcasih mislili, da so zgolj odpadni
produkti celicnega metabolizma, kasneje pa se je iz-
kazalo, da verjetno ni tako. Lep primer so cianogeni
glikozidi in glukozinolati, ki so lofeno spravljeni v va-
kuolah. Ko pa rastlinojeda zival porusi celi¢no struk-
turo in predre vakuolo, pridejo v stik z glukozidazami
iz citoplazme, ki pretvorijo glukozinolate in cianogene
glikozide v aktivno obliko. Pri tem glukozinolati deluje-
jo kot repelenti, iz cianogenih glikozidov pa se sprosca
vodikov cianid (HCN), ki je toksi¢en za dihalno verigo
herbivorov.

Vecina DVS je v kristalini¢ni obliki, topne so v alko-
holuy, slabSe pa v vodi. Izjema je v vodi topni alkaloid ko-
fein. DVS so obcutljive za toploto, svetlobo in oksidacijo.

1.2 Klasifikacija glivnih sekundarnih metaboli-
tov
1.2 (Classification of fungal secondary metaboli-
tes

Sistematic¢ne raziskave glivnih sekundarnih meta-
bolitov so se zacele leta 1922 pod vodstvom Harolda
Raistricka (Raistrick, 1950), vendar je trajalo vse do
odkritja penicilina leta 1928, da so raziskovalci usme-
rili $irSo pozornost tudi glivnim sekundarnim metabo-
litom. Farmacevtska podjetja so odtlej dajala pobudo
za mnoZi¢ne presejalne programe, in do leta 1950 so
odkrili Ze obilico glivnih proizvodov s farmacevtskimi
aplikacijami. Od takrat poteka iskanje glivnih metabo-
litov neprestano in odkritih je bilo Ze vec tiso¢ spojin,
ki zavirajo rast bakterij, gliv, enoceliCarjev, parazitov,
insektov, virusov in tudi ¢loveskih tumorskih celic. Od-
kritih je bilo tudi mnogo drugih molekul s citotoksic-
nimi, mutagenimi, karcinogenimi, teratogenimi, imu-
nosupresivnimi, alelopatskimi ali drugimi bioloskimi
ucinki (Pelaez, 2005).

Glede na poudarek, ki ga dajemo fizioloSki aktivno-
sti, je en nacin klasifikacije prek definicije uc¢inka posa-
meznega sekundarnega metabolita. Tako lahko lo¢imo
spojine, ki so strupene za rastline in zivali, rastne hor-
mone in farmacevtska sredstva. Drug, kemijsko bolj
smiseln sistem Kklasifikacije, ki je prikazan v nadaljeva-
nju, pa uposteva dejstvo, da kljub ogromni raznolikosti
vsi sekundarni metaboliti izhajajo iz omejenega Stevila
prekurzorjev iz primarnega metabolizma.

1.2.1 Poliketidi

1.2.1 Poliketides

Sinteza poliketidov poteka prek encimov poliketid-
sintaze tipa . To so encimi z ve¢ podenotami (multi-do-
menski encimi) in so sorodni evkariontskim sintazam
mascobnih kislin. Za te encime je znacilna kondenza-
cija kratkih karboksilnih kislin (acetilkoencim A ali
malonilkoencim A), ki vodi v nastanek ogljikovih verig
razli¢nih dolzin. Glavna razlika med poliketidi in ma-
S¢obnimi kislinami je popolna redukcija B-ogljika pri
mascobnih kislinah, kar ni nujen dogodek pri nastanku
poliketidov. Poliketidi so kemijsko Siroka skupina gliv-
nih sekundarnih metabolitov, med najbolje preucene
poliketide na primer Stejemo rumeni pigment nafto-
piron (Fujii in sod., 2001), karcinogene aflatoksine
(Williams in sod., 2004) in komercialno izjemno po-
membno uc¢inkovino za zniZevanje nivoja holesterola,
lovastatin (Kennedy in sod., 1999). Raznolikost glivnih
poliketidnih struktur izhaja iz Stevila ponavljajocih se
reakcij, redukcij, pestrosti osnovnih enot in v primeru
aromatskih poliketidov tudi iz sklenitve nastajajoce
poliketidne verige. H kemijski pestrosti glivnih polike-
tidov dodatno prispevajo razli¢ni koraki sprememb po
sintezi osnovne strukture (Brown in sod., 1996). Med
poliketide spadajo makrolidi, polienski antibiotiki, te-
traciklini, acetogenini in drugi (diskodermolid, aflato-
ksini ...).
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1.2.2 Ne-ribosomalni peptidi

1.2.2 Nonribosomal peptides

Ne-ribosomalni peptidi nastajajo iz beljakovinskih
aminokislin in iz nebeljakovinskih aminokislin s pomo-
¢jo vec-domenskih, ve¢-modulnih encimov ne-ribosom-
skih peptid-sintetaz (NRPS) (Finking in Marahiel, 2004).
Vsak modul v NRPS vsebuje ve¢ domen, ki omogocajo
prepoznavo, aktivacijo in nato kovalentno vezavo mo-
dulspecifi¢cnih aminokislin. Posledi¢no pride do nastan-
ka peptidnih vezi med aminokislinami, ki se usedejo na
prave domene, nastali peptid pa z encima sprosti tioeste-
razi podobna domena, ki se nahaja na C-koncu zadnjega
modula. Prvi identificirani NRPS je encim, ki katalizira
prvo reakcijo v sintezi -laktamskih antibiotikov, npr.
penicilina in cefalosporina (Smith in sod., 1990).

Med ne-ribosomalne peptide spada mnogo razli¢-
nih vrst snovi, kot so antibiotiki (aktinomicin, bacitra-
cin, vankomicin, gramicidin, in drugi), prekurzorji anti-
biotikov (tripeptid ACV), citostatiki, imunosupresanti,
siderofori, pigmenti, toksini, polimeri za shranjevanje
dusika in fitotoksini.

1.2.3 Terpenoidi

1.2.3 Terpenoids

Tudi glive (poleg rastlin) proizvajajo celo mnozico
pomembnih terpenoidov, kot so aristoloheni, karo-
tenoidi, giberelini, indol-diterpeni in trihoteceni. Vsi
terpenoidi so iz izoprenskih enot, lahko so linearni ali
cikli¢ni, nasiceni ali nenasiceni in tudi modificirani na
razlicne nacine. Pogosti razredi terpenoidov so Ze bili
omenjeni v poglavju Klasifikacija rastlinskih sekundar-
nih metabolitov.

1.2.4
1.2.4
Raziskave indolnih alkaloidov so se zacele, ko sta

Indolni alkaloidi
Indole alkaloides

Pierre Joseph Pelletier in Joseph Bienaimé Caventou
leta 1818 odkrila strihnin, sam indol pa je prvi izoliral
Adolf von Baeyer leta 1866, ko je delal poskuse z raz-
padom modrega barvila indiga.

Indolni alkaloidi navadno nastanejo iz aminokisline
triptofan in iz dimetilalil pirofosfata, ¢eprav se vcasih
pojavijo tudi drugi aminokislinski prekurzorji. Najbolj
podrobno je preucena sintezna pot ergotamina. Prvi
korak sinteze predstavlja prenilacija triptofana, nato
sledita metilacija dimetilalil triptofana in zaporedje
oksidacijskih korakov (Tudzynski in sod., 1999).

Indolne alkaloide delimo na ne-izoprenoidne in izo-
prenoidne. Med ne-izoprenoidne Stejemo preproste de-
rivate indola, preproste derivate $-karbolina in piroloin-
dolne alkaloide, med izoprenoidne pa hemiterpenoidne
(ergot alkaloidi) in monoterpenoidne indolne alkaloide.
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2 VPLIV INHIBITORJEV NA PCR

2 EFFECT OF INHIBITORS ON PCR

Dejavniki, ki vplivajo na pomnoZevanje nukleinskih
kislin s PCR, po navadi delujejo na eno ali ve¢ od treh
klju¢nih tock postopka od izolacije nukleinskih kislin
do PCR na sledece nacine: lahko ovirajo celi¢no lizo, ki
je potrebna za sprostitev nukleinskih kislin, lahko pov-
zrocajo razpad nukleinskih kislin ali na druge nacine,
npr. koprecipitacijo nukleinskih kislin in inhibitorjev,
otezujejo izolacijo, lahko pa ovirajo delovanje poli-
meraze pri pomnozevanju tarénih nukleinskih kislin
(Rossen in sod., 1992). Inhibitorji lahko vplivajo na ki-
netiko pomnoZevanja, tako da vezZejo ione Mg*, ki so
pomemben kofaktor vseh DNA-polimeraz, lahko pa se
vezejo na tarcne nukleinske kisline ali na DNA-polime-
razo (Wilson 1997). Inhibitorji lahko izvirajo iz rastlin-
skega tkiva, glivnega tkiva, lahko pa tudi iz reagentov
za izolacijo nukleinskih kislin (Peist in sod., 2001).

Pomembnejsi tipi inhibitorjev so prikazani v pre-
glednici 1. Ceprav so identiteta in splo$ne znacilnosti
mehanizma delovanja najpogostejSih o0z. pomemb-
nejsih tipov inhibitorjev PCR znane (preglednica 1),
pa najverjetneje obstajajo tudi Stevilni manj pogosti
ali manj zastopani inhibitorji PCR, katerih natanc¢na
identiteta in nacin delovanja ostajata slabo raziskana
(Wilson, 1997; Demeke in Jenkins, 2010). Med pogoste
inhibitorje spadajo razli¢ne komponente telesnih te-
kocin (hemoglobin, se¢nina, heparin...), tkiv razli¢nih
organizmov (polifenoli, polisaharidi, encimi in druge
beljakovine idr.), prehranskih sestavin (organske in fe-
nolne spojine, glikogen, skrob, mascobne kisline...) in
okoljske komponente (huminske Kkisline in tezke kovi-
ne...). Poleg teh v okolju obstajajo tudi drugi pogosti
inhibitorji, kot so sestavine bakterijskih celic, ne-tarc-
na DNA, pelod, laboratorijski material (smukec, labo-
ratorijska plastika, celuloza...) in drugi (Wilson, 1997).

Zaradi prisotnosti inhibitorjev lahko doloc¢imo la-
Zno negativne rezultate, kar pomeni, da v vzorcu ob-
staja tar¢na DNA, le da je ne moremo pomnoZziti. V ta-
kih primerih je smiselno uporabiti notranje kontrole
pomnozZevanja, Ki jih ocistimo in pomnozimo skupaj s
taré¢no DNA. Tako lahko zaznamo inhibitorje in izgubo
taré¢ne DNK med postopkom ¢iScenja (Pasloske in sod.,
1998; Nolan in sod., 2006). Za odstranitev inhibitorjev
je potrebno intenzivno ¢iS¢enje DNA, kar pa lahko po-
veca tveganje za kontaminacijo vzorcev zaradi poveca-
nega Stevila korakow.

Tudi kisli rastlinski polisaharidi (dekstran sulfat,
alginska kislina...) so znani inhibitorji PCR, nevtralni
polisaharidi (Skrob, arabinogalaktan...) pa navadno
nimajo vpliva na uspes$nost PCR (Demeke in Adams,
1992; Peist in sod., 2001; Holden in sod., 2003). Na
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Preglednica 1: Inhibitorji PCR glede na vrsto izvora in tip

Table 1: PCR inhibitors sorted according to their source and

inhibicije inhibition type
lzvor vzorca Tipi inhibicije
Skupine . b A < .o oo | Vzorei | Vzorei Ve- TR Denatur. Vezava na
b . Vzorci rastlinskih tkiv | Vzorci glivnih tkiv . | zava | razgra- - akt. mesto
inhibitorjev vode | prsti ) . polimeraze -
Mg? | dnja DNA polimeraze
tanini 2 melaninin drugi | tanini, humin-
Polifenoli klorogenska kislina > o .96 ; e X X X X
- glivni pigmenti &2 | ske kisline &2
kavna kislina ®
kisli rastlinski polisaharidi hitin. manani
Polisaharidi | (dekstran sulfat, alginska l k, s X
kislina) 21011 12 gidkam =
Beljakovine |razli¢ne beljakovine rastlinskega in mikrobnega izvora, encimi X X X
Car &
Kovinski ioni | Fe2* & X X
teZke kovine 16

1 Do in Adams, 1991; 2 Demeke in Adams, 1992; 2 Wilson, 1997; # Singh in sod., 1998; ® Rohn in sod., 2002; ¢ Harki in sod., 1997;
ZSéjalon-Delmas in sod., 2000; & Tsai in Olson, 1992; 2 Abbaszadegan in sod., 1993; 2 Peist in sod., 2001; ** Holden in sod., 2003;
12 Demeke in Jenkins, 2010; 22 Rodrigues in sod., 2011; * Rossen in sod., 1992; 1* Bickley in sod., 1996; ¢ Straub in sod., 1995.

primer, 0,001 % (w/v) dekstran sulfata Ze popolnoma
zavira PCR, medtem ko 4 % (w/v) dekstrana, ki je nev-
tralen, v PCR mesSanici nima vpliva na uspeSnost po-
mnoZevanja (Holden in sod., 2003).

Kot je Ze bilo omenjeno, lahko PCR inhibitor;ji izvi-
rajo tudi iz procesa izolacije nukleinskih kislin. Med
slednje spadajo fenol, etilendiaminotetraocetna Kkisli-
na (EDTA), natrijev klorid in litijev klorid. Fenol pri
koncentracijah nad 0,2 % zavira PCR (Demeke in Ad-
ams, 1992; Peist in sod., 2001). Fenolne komponente iz
vzorca ali tiste, ki so prenesene iz koraka ¢iS¢enja DNA,
lahko inhibirajo PCR z vezavo ali denaturacijo polime-
raze (Wilson, 1997). Splosno znane so reakcije rastlin-
skih fenolnih spojin (npr. klorogenske in kavne kisline)
z beljakovinami in encimi, kar lahko spremeni razlic-
ne lastnosti teh aktivnih biopolimerov (Rohn in sod.,
2002). Pri vzorcih krompirja je 0,24 - 0,36 ug/uL klo-
rogenske kisline inhibiralo PCR z reverzno transkrip-
tazo (Singh in sod., 1998). Tudi EDTA koncentracija 0,5
mM ali veC inhibira PCR (Rossen in sod., 1992; Peist in
sod., 2001). Po ekstrakciji se DNA navadno resuspen-
dira v 1-kratnem TE pufru (10 mM Tris-HCI in 1 mM
EDTA), da bi se izognili tezavam z inhibicijo, pa se lah-
ko koli¢ina EDTA zmanjsa (npr. 0,5-kratni ali 0,1-kratni
TE pufer) ali popolnoma odstrani. V tem primeru se za
resuspendiranje uporabi samo 10 mM Tris-HCl pufer
(brez EDTA) ali zgolj sterilna destilirana voda, vendar
je v primeru izostanka dodatkov za stabilnost obstoj-
nost DNA omejena in ne more biti skladiS¢ena za daljsa
¢asovna obdobja (Duncan in sod., 2003).

Beljakovine v visokih koncentracijah (npr. 1 % hi-
drolizat kazeina) lahko prav tako inhibirajo PCR (Terry
in sod. 2002). Tudi ionski detergenti (npr. natrijev

dodecil sulfat - SDS) so znani kot bolj inhibitorni od
ne-ionskih (Tween 20, Triton X-100) (Rossen in sod.,
1992). SDS in cetiltrimetilamonijev bromid (CTAB),
ki se pogosto uporabljata v zgodnjih fazah ekstrakci-
je DNA, v koncentracijah nad 0,005 % inhibirata PCR
(Peist in sod., 2001). Med pogostimi inhibitorji PCR so
tudi kontaminacije laboratorijskega izvora, kot je smu-
kec z laboratorijskih rokavic. Spiranje rokavic ali upo-
raba rokavic brez smukca znatno zmanjSa pogostost
inhibicije iz tega vira (Wilson, 1997).

V naslednjih poglavjih so opisani nekateri postopki
CiS¢enja in odpravljanja negativnih ucinkov inhibitorjev
na pomnozevanje s PCR, ve¢ sistemov je tudi komercial-
no dostopnih (Vaneechoutte in Van Eldere, 1997).

2.1 Pregled pristopov k izloc¢anju ali zmanjseva-
nju vpliva inhibitorjev PCR
2.1 Areview of approaches for elimination or

attenuation of effects of PCR inhibitors

Za uspesno pomnoZevanje tarcne DNA s PCR je iz-
bira za tip vzorca najprimernejSe metode izolacije DNA
nedvomno klju¢na. Primerna metoda izolacije DNA je
tista, ki omogoca, da iz vzorcev izoliramo DNA ustrezne
integritete, Cistosti in kvantitete za uspeSno pomnoze-
vanje s PCR. Izbira najprimernejSe metode za izolacijo
DNA je tako mocno odvisna od tipa in narave samih
vzorcey, saj se le-ti med seboj lahko moc¢no razlikujejo
glede na vsebnost tar¢ne DNA in tipa ter koli¢in inhibi-
torjev. Metode izolacije DNA lahko delimo na tiste, pri
katerih v laboratoriju sami pripravimo vse potrebne
raztopine in sestavine za izvedbo postopka, in tiste,
pri katerih uporabimo predpripravljene komercialne
komplete, ki Ze vsebujejo vse potrebne raztopine in se-
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stavine za izvedbo izolacije DNA. Vecina metod iz prve
skupine temelji bodisi na postopku izolacije DNA s
CTAB, katerega osnovno izvedbo sta prva opisala Doyle
J.]J.in Doyle J. L. (1987), ali na postopku izolacije DNA z
SDS, katerega osnovno izvedbo so opisali Dellaporta in
sod. (1983). Obe osnovni metodi sta doziveli Stevilne
izboljSave in prilagoditve razli¢nim tipom vzorcev, kar
sta pregledala in povzela Demeke in Jenkins (2010).

Komercialni kompleti za izolacijo DNA so priroc¢-
nejsa alternativa tradicionalnim laboratorijskim me-
todam izolacije DNA. V splosnem velja, da je izolacija
DNA s komercialnimi kompleti hitrejsa, da ti ne vsebu-
jejo nevarnih kemikalij, kot so npr. kloroform, fenol in
-merkaptoetanol, ter da zagotavljajo bolj ponovljive
in med laboratoriji bolj primerljive rezultate, ker so
odkloni v koncentracijah sestavin izolacijskih razto-
pin predvidoma manjsi kot pri tistih, ki jih pripravimo
sami v laboratoriju. Slaba stran komercialnih komple-
tov je njihova cena, ki je lahko tudi do 10-krat visja od
cene postopka izolacije s CTAB ali SDS, in dejstvo, da
so koli¢ine vzorca, iz katerega lahko izoliramo DNA,
relativno omejene in jih tudi ne moremo enostavno
prilagoditi vec¢jim koli¢Cinam vzorca (Demeke in Jen-
kins, 2010). Razvitih je bilo Ze veliko Stevilo razli¢nih
komercialnih kompletov, ki so specifi¢no prilagojeni za
ucinkovito izolacijo nukleinskih kislin ustrezne kako-
vosti in koli¢ine za neposredno pomnozevanje s PCR
iz najrazli¢nejsih tipov vzorcev. Vec¢ina komercialnih
kompletov za izolacijo DNA temelji na uporabi kolone,
ki se vstavi v standardne mikrocentrifugirke, in vsebu-
je membrano iz silicijevega dioksida, na katero se veze
DNA v razmerah visoke koncentracije soli. To omo-
goca, da pred konc¢no elucijo DNA z vodo ali pufri na
osnovi Tris izperemo sledove necistoc in inhibitorjey,
ki morebiti Se niso bili odstranjeni v predhodnih kora-
kih. Nekatere komercialne komplete za izolacijo DNA
predstavljamo v poglavju o pristopih k odstranjevanju
inhibitorjev iz posameznih tipov vzorcev.

V primeru, da s klasi¢nimi postopki izolacije DNA
ali celo s komercialnimi kompleti za izolacijo DNA ne
moremo odstraniti inhibitorjev PCR, lahko negativni
vpliv inhibitorjev na PCR poskusamo resiti s sledeci-
mi pristopi. Z redCenjem izolirane DNA zmanjSamo
koncentracijo inhibitorjev v PCR in posledi¢no lahko
doseZemo uspesSno pomnoZevanje tarcne DNA s PCR.
Po drugi strani pa red¢enje zmanjsa tudi koncentraci-
jo tar¢ne DNA, kar pomeni, da zmanjSamo obcutljivost
pomnoZevanja le-te s PCR (Demeke in Jenkins, 2010).
Inhibitorje lahko iz izolatov DNA odstranimo z upora-
bo komercialnih kompletov za ¢iS¢enje DNA po izolaci-
ji. Primeri tovrstnih kompletov, katerih mehanizem de-
lovanja je zelo podoben komercialnim kompletom za
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izolacijo DNA, so: UltraClean® in PowerClean® DNA
clean-up kit (Mo Bio Laboratories, ZDA) (Elshahed in
sod., 2009); DNA clean & concentrator™ in OneStep™
PCR inhibitor removal kit (Zymo Research, ZDA). Za-
dnji izmed nastetih moznih pristopov pa vkljucuje
uporabo t.i. pospeSevalcev pomnoZevanja s PCR, od
katerih se nekateri lahko dodajajo neposredno v PCR-
mesanice, drugi pa med samim postopkom izolacije
DNA (Wilson, 1997; Demeke in Jenkins, 2010).

2.2 PospeSevalci pomnoZevanja s PCR

2.2 PCR enhancers

PospesSevalce pomnoZevanja s PCR najenostavneje
opisemo Kot spojine, ki izboljSajo uspesnost pomnoze-
vanja tarcnih nukleinskih kislin s PCR. Njihov mehani-
zem delovanja lahko temelji na odstranjevanju oziro-
ma zmanjSevanju ucinka inhibitorjev PCR ali sploSnem
izboljsanju ucinkovitosti pomnozevanja tarcnih nukle-
inskih kislin, ki ni nujno neposredno povezano z inhi-
bitorji. Nekatere dodajamo med postopkom izolacije
DNA, druge neposredno v PCR-meSanice, nekatere pa
celo v oboje. Namen tega poglavja je predstaviti nabor
najpogosteje uporabljanih pospesevalcev pomnoZzeva-
nja DNA ter njihovih splo$nih lastnosti in uc¢inkowv.

2.2.1 Splosni pospesevalci pomnozZevanja s PCR

2.2.1 General PCR enhancers

Najpogosteje uporabljani splosni pospeSevalci po-
mnozevanja s PCR, ki primarno ne zmanjsujejo ucinka
inhibitorjev PCR in jih dodajamo neposredno v PCR
mesanice, so dimetilsulfoksid (DMSO) (Varadaraj in
Skinner, 1994; Bookstein in sod., 1990; Gelfand, 1989),
formamid (Sarkar in sod., 1990; Gelfand, 1989) in be-
tain (Rees in sod. 1993; Weissensteiner in Lanchbu-
ry, 1996; Baskaran in sod., 1996; Henke in sod., 1997;
Hengen, 1997). Ucinkujejo tako, da zmanjSajo energijo
vodikovih vezi v dvoveriZzni DNA (dsDNA) in tako mo-
Znost nastajanja sekundarnih struktur DNA, ki lahko
ovirajo delovanje DNA-polimeraze, ter nespecificnega
naleganja zacetnih oligonukleotidov, kar pomeni, da se
v PCR reagenti porabljajo ucinkoviteje in izklju¢no ali
vecinoma za pomnoZevanje tarcnih nukleinskih kislin.
Betain ima poleg DNA-denaturacijskih tudi izenaceval-
no-stabilizirajoc¢i u¢inek na prispevek AT in GC baznih
parov na stabilnost dsDNA (Rees in sod., 1993) in tudi
poveca toplotno stabilnost polimeraze (Santoro in sod.,
1992). Ucinki DMSO in formamida na ucinkovitost in
specificnost PCR pa niso vedno enaki. Sarkar in sod.
(1990) so porocali, da v nasprotju s formamidom DMSO
ni imel u¢inka na specificnost PCR, nasprotno pa sta
Varadaraj in Skinner (1994) porocala, da je imel DMSO
bistveno mo¢nejsi ucinek na specifi¢nost in izplen PCR



kot formamid. Razpon ucinkovitih koncentracij DMSO
v PCR mesanicah je od 1 % do 10 %, inod 1 % do 5 %
za formamid, viSje koncentracije pa naj bi delovale in-
hibitorno (Varadaj in Skinner, 1994; Chakrabarti in Sc-
hutt, 2001; Farell in Alexandre, 2012). Poleg sploSnega
izboljsanja ucinkovitosti PCR za DMSO nekateri avtorji
porocajo, da tudi zmanjSuje negativne ucinke nekate-
rih inhibitorjev PCR, kot so DNA-vezavne beljakovine
(Pomp in Medrano, 1991) ter kisli polisaharidi iz Skoljk
(Jaykus in sod., 1996) in rastlinskih tkiv (Demeke in
Adams, 1992). Betain se v PCR mesanice, odvisno od
tipa DNA-polimeraze, dodaja v kon¢nih koncentraci-
jah od 0,7 M do 2,5 M in se pogosto uporablja skupaj
z DMSO (Weissensteiner in Lanchbury, 1996; Baskaran
in sod., 1996; Henke in sod., 1997; Hengen, 1997). Ba-
skaran in sod. (1996) so porocali, da so koncentracije
betaina, visje od 1,0 M, lahko inhibitorne za klasi¢no
Taq DNA-polimerazo. DMSO in betain naj bi pomembno
prispevala k u¢inkovitosti pomnoZevanja z GC-baznimi
pari bogatih zaporedij DNA (Varadaraj in Skinner, 1994;
Baskaran in sod., 1996; Henke in sod., 1997; Frackman
in sod., 1998). Frackman in sod. (1998) so ugotovili, da
je betain mnogo ucinkovitejSi pospesevalec pomnoze-
vanja s PCR z GC- baznimi pari bogatih zaporedij DNA
od DMSO, in z jedrsko magnetno resonanco (NMR) tudi
dokazali, da so nekateri komercialni pospesevalci PCR,
katerih sestava je poslovna skrivnost, pravzaprav pre-
proste raztopine betaina.

2.2.2 Protiinhibitorni pospesevalci pomnoZevanja s
PCR

2.2.2 Anti-inhibitory PCR enhancers

Najpogosteje uporabljani pospesevalci pomnoze-
vanja s PCR, katerih namen je odstranjevanje inhibi-
torjev ali zmanjSevanje njihovega ucinka, so natrijev
sulfit (NaZSO3), askorbinska kislina, citronska Kkislina,
B-merkaptoetanol, polivinil pirolidon (PVP) in polivinil
polipirolidon (PVPP), posneto mleko, BLOTTO (10 % po-
sneto mleko in 0,2 % natrijev azid (NaN,)), goveji serum-
ski albumin (BSA), beljakovina, ki jo kodira gen 32 bak-
teriofaga T4 (gp32) in DMSO, katerega protiinhibitorni
ucinki so Ze predstavljeni v sklopu splosnih pospeseval-
cev pomnoZevanja s PCR (Wilson, 1997; Clark, 1997).

Natrijev sulfit (Na,SO,)

Sodium sulphite (Na,SO,)

Natrijev sulfit se uporablja kot dodatek pufrom v po-
stopkih ekstrakcije DNA (Byrne in sod., 2001; Singh in
sod., 2002; Baranwal in sod., 2003). Deluje kot reducent
in inhibira aktivnost polifenol oksidaz in peroksidaz
(Wu in sod., 1999). Mehanizem delovanja natrijevega
sulfita temelji na preprecevanju oksidacije polifenolov
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s strani polifenol oksidaz v kinonske oblike, ki tvorijo
kovalentne vezi z beljakovinami in DNA (Young in sod.,
1993). V literaturi navedene ucinkovite koncentracije
natrijevega sulfita kot edinega pospesevalca v DNA ek-
strakcijskih pufrih se gibljejo od 0,6 % [w/v] do 2.0 %
[w/v] (Byrne in sod., 2001; Singh in sod., 2002; Baran-
wal in sod., 2003). Singh in sod. (2002) ter Baranwal in
sod. (2003) so ugotovili, da je optimalna koncentracija
natrijevega sulfita v pufru za ekstrakcijo DNA iz rastlin-
skih tkiv 0,65 %, saj pri visjih koncentracijah niso za-
znali izboljSanja rezultatov pa tudi negativnih ucinkov
na uspesnost PCR ne. Poleg zmanjSevanja vpliva poli-
fenolnih inhibitorjev na PCR in povecanje izplena pri
izolaciji DNA, pa so Byrne in sod. (2001) porocali, da je
dodatek natrijevega sulfita tudi povecal delez visoko-
molekularne DNA v kon¢nem izolatu v primerjavi s po-
stopkom brez dodanega natrijevega sulfita. Mehanizem
tega ucinka ostaja nepojasnjen, ocitno pa natrijev sulfit
tudi neposredno ali posredno zavira delovanje nukleaz
v ekstrakcijskih meSanicah med izolacijo DNA.

Askorbinska kislina in soli askorbinske kisline

Ascorbic acid and ascorbates

Askorbinska kislina ali njene soli se uporabljajo kot
dodatek pufrom v postopkih ekstrakcije DNA za odpra-
vljanje inhibitornih ucinkov polifenolov (Bielski, 1982;
Clark, 1997; Borse in sod., 2011). Askorbinska kislina
deluje kot inhibitor polifenol oksidaz s sinergijskim
u¢inkom antioksidativnega delovanja in znizanja pH
ekstrakcijskega pufra nizZje od optimalnega obmocja
polifenol oksidaz (Inoue in sod., 2006; Borse in sod.,
2011). Borse in sod. (2011) so ugotovili, da optimalen
pufer za ekstrakcijo DNA iz rastlinskih tkiv, bogatih s
polifenoli, vsebuje 0,40 mM koncentracijo askorbinske
kisline in 0,2 % [v/v] B-merkaptoetanola ter opozarja-
jo, da viSje koncentracije askorbinske kisline negativ-
no vplivajo na izplen DNA. Po drugi strani v literaturi
zasledimo tudi mnogo visje koncentracije askorbinske
kisline v pufrih za ekstrakcijo DNA iz rastlinskih tkiv, t.j.
0d 100 mM do 300 mM (Rowhani in sod., 1993; Leite in
sod., 1995; Poussier in sod., 2002).

Citronska kislina

Citric acid

Sirsa uporaba citronske kisline kot dodatek pufrom
za ekstrakcijo DNA ni zabelezena. Omenjamo jo pred-
vsem, ker so Singh in sod. (1998) odkrili, da dodatek
1,2 % [w/v] citronske kisline v pufer za ekstrakcijo
DNA iz krompirjevih gomoljev zelo ucinkovito pre-
precuje inhibitorni uc¢inek klorogenske kisline na PCR.
Klorogenska kislina in njene polimerne oblike so po-
lifenolne spojine, ki jih najdemo v vecini rastlin (Bell,
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1980; Friedman, 1997) in lahko sestavljajo do 90 %
celokupnih fenolnih spojin v rastlinskih tkivih (Mondy
in Gosselin, 1988). Predvidoma naj bi ucinek citronske
kisline temeljil na njenem kelacijskem delovanju za
Zelezove katione, ki se drugace vezejo s klorogensko
kislino v rjavo obarvan kompleks, ki naj bi deloval inhi-
bitorno na PCR (Singh in sod., 1998). Avtorja tega pri-
spevka pa se sprasujeta, ali ni morda ucinek citronske
kisline bolj vecplasten in sinergisticen, saj podobno kot
askorbinska kislina tudi citronska kislina deluje antio-
ksidativno in znizuje pH.

[-merkaptoetanol

p-mercaptoethanol

[-merkaptoetanol je mocan reducent, ki se doda-
ja v pufre za ekstrakcijo DNA z namenom preprece-
vanja oksidacije polifenolov, a je hkrati tudi splosen
denaturant beljakovin zaradi zmozZnosti denaturacije
disulfidnih vezi med cisteinskimi ostanki. V literaturi
zabeleZene koncentracije v pufrih za ekstrakcijo DNA
se gibljejo ve¢inoma od 0,1 - 0,2 % (v/v) (Murray in
Thompson 1980; Doyle ].J. in Doyle ].L., 1987; Rowhani
in sod., 1993), izjemoma tudi do 5 % (v/v) (Puchooa,
2004). Pogosto ga med postopki ekstrakcije DNA do-
dajamo skupaj z drugimi pospesevalci, kot sta npr. PVP
(Rowhani in sod., 1993; Wah in Symons, 1997; Pucho-
03, 2004) in askorbinska kislina (Borse in sod., 2011).

Polivinil pirolidon (PVP) in polivinil polipirolidon

(PVPP)

Polyvinylpyrrolidone (PVP) and Polyvinylpolypyrro-

lidone (PVPP)

PVP in PVPP sta sorodni spojini, ki se uporabljata
za odstranjevanje polifenolov iz rastlinskih ekstraktov
tudi v postopkih izolacije nukleinskih Kkislin (Gusta-
vson, 1954; Loomis in Battaile 1966; Holben in sod.,
1988; Maliyakal, 1992; Young in sod., 1993). Njun uci-
nek temelji na sposobnosti tvorbe vodikovih vezi s po-
lifenolnimi spojinami, ki jih na ta nacin odvzemata iz
raztopine (Gustavson, 1954). Poglavitna razlika med
PVP in PVPP je ta, da je PVP vodotopen, PVPP pa ne.
Ekstrakcijski pufri s PVPP tvorijo suspenzijo, iz katere
lahko delce kompleksa PVPP-polifenoli enostavno od-
stranimo s centrifugiranjem (Evans in sod., 1972; Hol-
ben in sod., 1988). Dodatno lahko sloj PVPP natresemo
na povrsino membrane v kolonah za vezavo DNA, ki so
obicajen del komercialnih kompletov za izolacijo DNA,
in tako iz raztopine odstranimo preostale polifenole
(Berthelet in sod., 1996; Cullen in Hirsch, 1998). PVP
in PVPP se v pufre za ekstrakcijo DNA dodajata v kon-
centracijah od 0,1 % do 10 % (w/v) in se pogosto upo-
rabljata skupaj z drugimi pospeSevalci pomnoZevanja
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s PCR, zlasti antioksidanti in reducenti, kot so natri-
jev sulfit, B-merkaptoetanol in askorbinska Kislina pa
tudi BSA (Minsavage in sod., 1994; Leite in sod., 1995;
Aljanabi in sod., 1999; Holben in sod., 1988; Pucho-
0a, 2004; Rowhani in sod., 1993; Pryor in Gilbertson,
2001; Poussier in sod., 2002). PVP lahko dodajamo
tudi v PCR-meSanice, pri cemer v literaturi zasledimo
koncentracije od 0,5 % do 2 % (w/v) (Fegan in sod.,
1998; Konjool in sod., 1999; Pan in sod., 1998). Young
in sod. (1993) so porocali, da so koncentracije PVP nad
0,5 % (w/v) inhibitorne za pomnozevanje s PCR, med-
tem ko npr. Konjool in sod. (1999) ugotavljajo, da je in-
hibitorna koncentracija PVP v PCR meSanicah Sele nad
2 % (w/v). Mozna razlaga za tovrstne odklone je, da
PVP deluje inhibitorno na pomnozZevanje nukleinskih
kislin s PCR zgolj v prosti obliki, koncentracija le-te pa
je med drugim odvisna od koli¢ine in razmerja polife-
nolov in PVP v PCR.

Posneto mleko in BLOTTO

Powdered milk and BLOTTO

Posneto mleko v prahu in BLOTTO (10 % (w/v) po-
sneto mleko v prahu in 0,2 % (w/v) natrijev azid) se v
literaturi omenjata kot pospeSevalca pomnoZevanja s
PCR in naj bi predvsem zmanjSevala inhibitorne vplive
polifenolov, ceprav mehanizem njunega delovanja Se ni
razjasnjen (De Boer in sod., 1995; Garcia-Pedrajas in
sod., 1999; Pryor in Gilbertson, 2001). MoZen ucinek
je morda vezan na mle¢ne beljakovine, ki so lahko al-
ternativna tarca za vezavo polifenolov in tudi za pro-
teoliticne encime. De Boer in sod. (1995) so porocali,
da je dodatek 1 % do 5 % [v/v] BLOTTO neposredno
v PCR-mesanice zmanjsal ucinek rastlinskih inhibitor-
jev pri pomnoZevanju DNA4, izolirane iz krompirjevih
gomoljev. Pri koncentracijah visjih od 5 % je BLOT-
TO (= 0,5 % [w/v] posnetega mleka v prahu) deloval
inhibitorno na PCR. Podobno sta Pryor in Gilbertson
(2001) ugotovila pozitivne ucinke 0,2 % [w/v] posne-
tega mleka na uspesnost pomnozevanja DNA s PCR pri
vzorcih DNA, izolirane iz semen korenja. Volossiouk
in sod. (1995) in Garcia-Pedrajas in sod. (1999) pa so
dokazali pozitivne ucinke dodatka posnetega mleka v
prahu v pufer za ekstrakcijo DNA iz razli¢nih tipov tal,
pri Cemer so bile optimalne koncentracije mleka v pra-
hu 0,4 % [w/v] (Volossiouk in sdo., 1995) in 3,2 % do
4,8 % [w/v] (Garcia-Pedrajas in sod., 1999). V naspro-
tju z raziskavami De Boer in sod. (1995) ter Pryor in
Gilbertson (2001) pa so Garcia-Pedrajas in sod. (1999)
porocali o inhibitornih u¢inka posnetega mleka v pra-
hu na PCR, ¢e med izolacijo DNA niso izvedli koraka
odstranjevanja beljakovin. Ker dejanskih koncentracij
beljakovin iz posnetega mleka v prahu, ki so ostale v



izolatih DNA, niso ugotavljali, je mozno, da so le-te bile
nad 0,5 % oz 2,0 % [w/V], ki so se v raziskavah De Boer
in sod. (1995) ter Pryor in Gilbertson (2001) izkazale
Za mejne.

Goveji serumski albumin (BSA) in beljakovina, ki jo

kodira gen 32 bakteriofaga T4 (gp32)

Bovine Serum Albumine (BSA) and Bacteriophage T4

gene 32-encoded protein (gp32)

BSA in gp32 se veCinoma uporabljata kot pospe-
Sevalca, ki se dodajata neposredno v PCR- meSanice.
Raziskave ucinkov obeh pospesevalcev na uspesnost
pomnoZevanja DNA s PCR v prisotnosti razli¢nih tipic-
nih inhibitorjev PCR so pokazale, da sta zlasti uspesna
pri zmanjSevanju inhibicije s polifenoli in njihovimi
oksidiranimi oblikami in tudi beljakovinami (Kreader,
1996; Powell in sod., 1994; Giambernardi in sod., 1998;
Panaccio in Lew, 1991; Widjojoatmodjo in sod., 1992).
Mehanizem protiinhibitornega delovanja BSA in gp32
naj bi vsaj deloma temeljil na dejstvu, da predstavljata
alternativne tarce za polifenole in proteoliticne encime
(Loomis, 1974; Kreader, 1996) ter tako zmanjSata nji-
hov inhibitorni pritisk na nukleinske kisline in DNA po-
limeraze. BSA naj bi bil poleg tega sposoben tudi vezati
lipide s tvorbo hidrofobnih interakcij in anione zaradi
visoke vsebnosti lizina (Loomis, 1974). Poleg tega naj
bi imel BSA tudi splosno pospesevalno aktivnost, ki ni
vezana na protiinhibitorno delovanje, in izboljsal u¢in-
kovitost oziroma izplen pomnoZevanja tarcne DNA s
PCR (Henegariu in sod., 1997; Farell in Alexandre,
2012). Tudi za gp32 velja, da naj bi deloval kot splosni
pospesevalec PCR, zlasti za dolge pomnozke (Schwartz
in sod., 1990), domnevno zato, ker lahko veZe enoveri-
Zno DNA (ssDNA) in zavira njeno ponovno renaturacijo
v dsDNA ter tako stimulira delovanje Tag DNA-polime-
raze (Chase in Williams, 1986). V primeru polifenolnih
inhibitorjev (huminska kislina, fulvi¢na kislina, tanin-
ska kislina, hemin) je Kreader (1996) ugotovila, da je
optimalna koncentracija BSA v PCR meSanici 200-400
ng/ulin 100-150 ng/ul za gp32, ter da oba pospeseval-
ca omogocata ucinkovito pomnoZevanje s PCR pri vsaj
stokrat viSji koncentraciji polifenolov kot pa pri kon-
trolnem PCR brez pospesSevalcev. V PCR za pomnoze-
vanje tarc¢nih nukleinskih Kislin, izoliranih iz razlicnih
naravnih vzorcev, se BSA dodaja v koncentracijah od
0,1 ng/ul do 10 ug/ul, obicajnejSe pa v obsegu od 200
do 800 ng/ul (Henegariu in sod., 1997; Heuer in sod.,,
1997; Giambernardi in sod., 1998; Krsek in Wellington,
1999; Poussier in sod., 2002; Jiang in sod., 2005; Farell
in Alexandre, 2012) in gp32 od 10 ng/ul do 500 ng/
ul (Kreader, 1996; Poussier in sod., 2002; Jiang in sod.,
2005; Brons in Van Elsas, 2008). Nekateri avtorji pa so
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porocali tudi o pozitivnih uc¢inkih dodatka BSA v pufre
za ekstrakcijo DNA v koncentracijah od 1,5 mg/ml do
10 mg/ml (Rowhani in sod., 1993; Volossiouk in sod.,
1995; Wah in Symons, 1997).

2.3 Pregled postopkov izlo¢anja inhibitorjev
PCR za izbrane izhodne materiale

2.3 Areview of approaches for elimination of
inhibitors from materials of different origin

2.3.1 Vzorci rastlinskih tkiv

2.3.1 Plant tissue samples

Za detekcijo fitopatogenih organizmov s PCR je iz-
bira metode izolacije nukleinskih kislin mocno odvisna
od vzorca. Na primer,; za identifikacijo patogenih gliv
v rastlinskih kulturah je v vecini primerov uporabna
preprosta metoda s segrevanjem micelija ali spor. Z
okuzenega tkiva vzamemo vzorec glivnih spor ali mi-
celija, ga prenesemo v centrifugirko skupajz 20-100 pl
1M Tris-HCI (pH 8) pufra in dvema kapljicama mine-
ralnega olja. Vzorec segrevamo 15 minut pri 98-100 °C,
po segrevanju pa ga nemudoma polozimo na led za 5
minut. Po kratkem centrifugiranju (10.000 g, 2 min) je
vsebina pripravljena za pomnoZevanje s PCR (navadno
uporabimo 1-2 pl alikvote) (Ma in Michailides, 2002).
Ta preprosti protokol navadno ne deluje pri vzorcih,
kjer je veliko inhibitorjev PCR, zato moramo za ucinko-
vito zaznavanje patogenov iz okuZenih rastlinskih tkiv,
prsti, zraka ali vode poznati primerno metodo ekstrak-
cije DNA, da se znebimo inhibitorjev PCR, ki se sprosti-
jo iz vzorcev.

Zgoraj opisani postopek zaznavanja rastlinskih pa-
togenov je po porocanju nekaterih avtorjev mozen tudi
v okuzenih rastlinskih tkivih bora in vinske trte (Hame-
lin in sod., 2000; Lecomte in sod., 2000). Pogosteje pa
se zgodi, da je treba DNA iz takih vzorcev izolirati, da
lahko v njih zaznamo majhne koli¢cine DNA patogenov.
Tudi uspesno izolirano DNA je zaradi vsebnosti inhi-
bitorjev PCR vc¢asih tezko uporabiti kot tarc¢o za PCR.
Zato moramo v kontrolnem poskusu uporabiti set za-
Cetnih oligonukleotidov za pomnoZevanje rastlinske
DNA, da dokazemo, ali je posamezni vzorec sploh mo-
Zno pomnoZiti (Tooley in sod., 2006). V rastlinskih tki-
vih lahko razli¢ne snovi zavirajo reakcije PCR (vklju¢no
s polisaharidi in fenolnimi komponentami) na razlicne
nacine; nekateri inhibitorji lahko delujejo kot kelatorji
ionov Mg#, ki jih Tag DNA-polimeraza potrebuje kot
kofaktorje, drugi pa z vezavo bodisi na samo DNA ali
na DNA-polimerazo zavirajo reakcijo med polimerazo
in tar¢no DNA (Wilson, 1997). Ucinek kelatorjev ionov
Mg?* lahko izni¢imo s povecanjem koli¢ine ionov Mg?*,
da le-ta v ustrezni meri preseZe celokupno vezavno
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kapaciteto kelatorjev, kar pa moramo ugotoviti empi-
ri¢no.

Vec studij je Ze pokazalo, da redCenje ekstraktov
DNA zmanjs$a uc¢inek inhibitorjev PCR, vendar pa ta po-
stopek tudi zmanjsa obcutljivost reakcije, kar pomeni,
da se meja detekcije v tem primeru poveca. V takem
primeru bi bilo smiselno napraviti test inhibicije z
notranjimi kontrolami ali oceno linearnosti umeritve-
nih krivulj za dolocitev primernosti izolirane DNA za
kvantifikacijo s PCR v realnem ¢asu (Lipp in sod., 2005;
Corbisier in sod., 2007). Komercialni kompleti za izo-
lacijo DNA odstranijo vecino inhibitorjev PCR, vendar
v specifi¢nih primerih ne odstranijo vseh. Zaradi tega
je vcasih treba v ekstrakcijske pufre ali v PCR-mesani-
co dodati pospesevalce pomnoZevanja, kot so citron-
ska kislina, natrijev sulfit, PVP, PVPP, BLOTTO, DMSO,
posneto mleko v prahu, BSA, idr (Wilson, 1997; Singh
in sod., 1998; Garcia-Pedrajas in sod., 1999; Louws in
sod., 1999; Singh in sod., 2002). Na ta nacin so Singh
et al. (2002) z dodatkom 0,65 % - 0,70 % (w/v) na-
trijevega sulfita v DNA-ekstrakcijski pufer izboljsali
ucinkovitost zaznavanja patogenov s PCR pri gomo-
lju krompirja ter na listih in lubju cesnje. Dodatek 1,2
% (w/v) citronske kisline v DNA- ekstrakcijski pufer
prepreci inhibicijo PCR-pomnoZevanja s klorogensko
kislino (Singh in sod., 1998). Poussier in sod. (2002) so
porocali o izboljSanem zaznavanju patogenov s PCR iz
paradiznika, jaj¢evca in paprike ob dodatku 2 % (w/v)
PVP ali PVPP v DNA-ekstrakcijski pufer. Najbolj uspe-
$na pa je bila kombinacija s 5 % (w/v) PVPP v ekstrak-
cijskem pufru in 500 ng/pl BSA v PCR-reakciji.

Poleg vkljucevanja zgoraj omenjenih reagentov v
DNA-ekstrakcijske pufre so razli¢ni raziskovalci poiz-
kusali tudi z dodajanjem reagentov v same PCR-mesa-
nice. Pryor in Gilbertson (2001) sta ugotovila, da 0,2
% (w/v) mleko v prahu v konéni PCR-reakciji mocno
izboljSa zaznavanje tarc¢ne glivne DNA pri okuZenih
semenih korenja. Dodajanje 4 % (v/v) BLOTTO, 0,8 %
(w/v) PVPin 0,8 % (w/v) razvejenega polisaharida (t.i.
ficoll) lahko prepreci inhibitorne ucinke polifenolnih
komponent iz rastlinskih tkiv (De Boer in sod,. 1995).
Tudi DMSO in glicerol lahko pri koncentracijah od 5 do
10 % (v/v) povecata uc¢inkovitost in specificnost PCR-
reakcij, Henegariu in sod. (1997) pa so ugotovili, da
BSA pri koncentracijah do 0,8 mg/ml izboljsa uc¢inko-
vitost PCR, podobno kot DMSO ali glicerol.

Ze dobrih deset let pa je poznan preprost postopek
izolacije RNA iz rastlinskih tkiv z uporabo specifi¢ne-
ga komercialnega kompleta za izolacijo RNA (RNeasy
Plant Mini Kit, Qiagen), ki se je v raziskavah obnesel
veliko boljSe kot drugi preizkuSeni komercialni in la-
boratorijsko pripravljeni postopki, saj so na ta nacin
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prakti¢no iznicili vpliv fenolnih spojin in drugih inhi-
bitornih komponent brez uporabe organskih topil in
fenola, poleg tega pa je metoda izjemno hitra. Za ma-
ksimalno uspesnost so avtorji te raziskave rahlo modi-
ficirali pufer za lizo celic, in sicer so mu dodali PVP ter
umerili pH na 5,0 z uporabo 0,2 M natrijevega acetata
(Mackenzie in sod. 1997). Enak rezultat so kasneje
prikazali tudi Eikenes in sod. (2005), ki so na podoben
nacin izolirali glivno DNA iz lesnih vzorcev z uporabo
kompleta DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). Tezavam so
se dodatno izognili s pomnozZevanjem ITS-regij ribo-
somskega operona glivne DNA, saj veliko Stevilo kopij
tega dela DNA omogoca zaznavanje tudi zelo visokih
redcitev vzorcev. Tako jim je uspelo uspesno zaznati
tudi samo 0,00001 ng DNA v ve¢ ponovitvah. Proi-
zvajalec Mo Bio Laboratories, Inc. (ZDA) je v letu 2013
lansiral nov komplet PowerPlant® DNA isolation kit za
izolacijo nukleinskih kislin iz rastlinskih tkiv, ki poleg
patentiranega in preverjeno ucinkovitega sistema od-
stranjevanja inhibitorjev uvaja Se dodatno raztopino,
ki naj bi povzrocila cepitev vezi med polifenoli in DNA
in tako preprecila koprecipitacijo DNA in polifenolov
pri vzorcih z zelo visoko vsebnostjo polifenolov.

Kljub temu da se za eliminacijo ucinkov inhibitor-
jev PCR uporablja cela vrsta razli¢nih snovi, je nujno
poudariti, da je treba uporabnost in koncentracije to-
vrstnih dodatkov preveriti za vsak posamezen primer
uporabe, saj lahko nekateri v previsokih koncentra-
cijah celo sami zavirajo reakcije PCR (Wilson, 1997;
Koonjul in sod., 1999).

2.3.2 Vzorci zraka

2.3.2 Air samples

Za ugotavljanje gostote spor patogenov v zraku
se navadno uporabljajo pasti za spore. Mikroskopska
identifikacija spor na pasteh je ¢asovno zelo potratna
in zahtevna naloga, ki zahteva posebno urjenje. Dose-
danje raziskave so pokazale, da lahko glivno DNA spor,
ujetih na Burkardovih pasteh, izoliramo iz pobranih
vzorcev in jo zaznamo ter identificiramo s pomocjo
PCR. Za odstranitev spor s trakov lahko pasti razre-
Zemo na manjse kose in jih namocimo v 1,5 ml neion-
skega nedenaturacijskega detergenta (npr. Nonidet
P-40 (Shell Chemical Co.) ali IGEPAL CA-630 (Sigma-
Aldrich)) v 2 ml centrifugirkah. Centrifugirke nato
inkubiramo 10 minut pri 55 °C, 10 minut pa jih stre-
samo. Sledi centrifugiranje pri 10.000 g za 10 minut,
pri Cemer se spore posedejo na dno centrifugirk, su-
pernatant odlijemo. Spore lahko razbijemo s celi¢nim
homogenizatorjem, DNA pa izoliramo s katerim izmed
komercialnih kompletov. Pri manj ¢istih vzorcih je po-

Vv v

trebno Se vmesno ¢iscenje, s katerim izmed komerci-



alnih kompletov, da se znebimo ostankov inhibitorjev
PCR iz prvega koraka ekstrakcije DNA. Na ta nacin sta
Ma in Michailides (2007) uspesSno zaznala tudi samo
30 ujetih spor na 48-milimetrskem traku.

2.3.3 Vzorci prsti

2.3.3  Soil samples

Vzorci prsti so eni najbolj zahtevnih vzorcev za izo-
lacijo Ciste DNA brez inhibitorjev. Najvecjo tezavo pri
tem povzrocajo fenolne komponente (predvsem hu-
minske spojine), ki nastajajo pri mikrobni razgradnji
rastlinskega materiala (npr. lignina). Huminske in na-
sploh fenolne spojine inhibirajo PCR na ve¢ nacinov;
nekatere lahko delujejo kot kelatorji kovinskih ionov
(Muller-Wegener, 1988; Abbaszadegan in sod., 1993),
lahko se veZejo na nukleinske kisline, lahko pa tudi
na beljakovine (DNA-polimerazo) (Muller-Wegener,
1988).

Za izolacijo DNA iz prsti sta bila razvita dva pristo-
pa. Prvi je direktna ekstrakcija DNA iz prsti s celicno
lizo in situ in ¢isCenjem DNA (Torsvik, 1980; Holben in
sod., 1988). Za celitno lizo se uporabljajo trije nacini; fi-
ziCna, kemicna in encimatska liza ter kombinacije med
njimi. Fizi¢no lizo doseZemo s ponavljajo¢im zamrzo-
vanjem in odtajanjem, zamrzovanjem in kuhanjem ali z
mehansko homogenizacijo. Te metode so ucinkovite za
razbitje glivnega micelija in spor, vendar pogosto pov-
zroc¢ijo lome znotraj verig DNA, kar se kaze v krajSih
segmentih nukleinskih kislin. Kemic¢na liza sama ali v
povezavi s fizi¢no lizo je zelo pogosto uporabljena me-
toda. Verjetno najpogostejSa kemikalija za ta namen
je SDS, ki raztaplja hidrofobne celicne membrane. Z
dodajanjem pospesevalcev pomnozevanja (PVP, PVPP,
BLOTTO idr.) pa lahko zmanjSamo ucinek huminskih
kislin iz zemlje na inhibicijo PCR (Robe in sod., 2003).
Za encimatsko lizo celic se najpogosteje uporabljata
encima lizocim in proteinaza K.

Drugi pristop je locitev mikrobnih celic od delcev
prsti z diferencialnim centrifugiranjem. Pri tem po-
stopku je kljucno stresanje vzorca v pufru, ki vsebuje
natrijev pirofosfat, ki sprosti mikrobne celice z delcev
prsti (Balkwill in sod., 1977; Bakken 1985). Nato vzo-
rec prsti najprej centrifugiramo pri nizjih obratih, da
se posedejo vedji delci prsti, supernatant shranimo in
dalje centrifugiramo pri visjih hitrostih, da se posedejo
tudi mikrobne celice. Sledi liza lo¢enih celic in ¢iS¢enje
nukleinskih kislin. Po lizi moramo opraviti ¢is¢enje nu-
kleinskih kislin, saj huminske kisline v prsti inhibirajo
PCR. V vecini starejSih raziskav so ta proces opravili z
ekstrakcijo v organskih topilih (v fenolu ali klorofor-
mu) in obarjanjem v etanolu ali izopropanolu. Trenu-
tno se v raziskavah ve¢inoma uporabljajo komercialni
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kompleti razli¢nih proizvajalcev, na primer FastDNA
SPIN kit for Soil (MP Biomedicals), UltraClean® soil kit
in PowerSoil® DNA isolation kit (Mo Bio Laboratories,
Inc.), QlAamp DNA stool mini kit in QlJAamp DNA mini
kit (QiaGen). Glede kakovosti in Cistosti izolirane DNA
so Mahmoudi in sod. (2011) ugotovili, da najboljse re-
zultate daje PowerSoil® DNA isolation kit (Mo Bio La-
boratories, inc.), ki se je izkazal kot izredno ucinkovit
tudi pri izolaciji glivne DNA iz razkrojenega lesa (Pi-
Skurinsod., 2011). V nekaterih primerih paje Se vedno
potreben dodaten korak ¢iS¢enja DNA, da se odstranijo
tudi ostanki huminskih kislin.

2.3.4 Vzorcivode

2.3.4 Water samples

Ekstrakcija visokokvalitetne DNA je klju¢na za
uspesno detekcijo patogenov v vodnih vzorcih. V splo-
$nem velja, da je treba patogene v vodnih vzorcih skon-
centrirati pred ekstrakcijo DNA. Vodne vzorce lahko
koncentriramo na dva nacina, s centrifugiranjem ali s
filtracijo. Z 10-minutnim centrifugiranjem pri 10.000
g zberemo vecino glivnih spor, nastali usedek pa ob-
delamo s komercialnim kompletom za izolacijo DNA.
Po drugi strani pa veliko metod priporoca filtracijo,
saj tako odstranimo tudi veliko inhibitorjev PCR, ki
se v vodi pojavljajo v obliki organskih in anorganskih
snovi. Hong in sod., (2002) so ocenili devet hidrofilnih
membran za zbiranje spor iz vodnih vzorcev. 1zkazalo
se je, da membrana Durapore5 (Millipore Corporation)
izboljsa obcutljivost pri kvantifikaciji plesni iz druzine
Pythiaceae, poleg tega pa tudi prihrani cas pri filtraciji.
Po filtraciji se lahko filter razreze na majhne kose in
uporabi direktno za izolacijo DNA. Za izolacijo DNA iz
vodnih vzorcev je na voljo tudi cela vrsta uc¢inkovitih
kompletov (RapidWater® DNA Isolation Kit in Power-
Water® DNA Isolation Kit (Mo Bio Laboratories, inc.),
SurePrep™ Water RNA/DNA Purification Kit (Fisher
Bioreagents), Metagenomic DNA [solation Kit for Wa-
ter (Epicentre Biotechnologies)). Za dodatno odstra-
nitev inhibitorjev PCR lahko pred samim pomnoZeva-
njem DNA na PCR uporabimo tudi Ze prej omenjene
pospesevalce pomnoZzevanja. Jiang in sod. (2005), npr,
porocajo o pomembnem zmanjSanju ucinka inhibitor-
jev PCR ob dodatku 400 ng/pl BSA ali 25 ng/ul gp32.

3 ZAKLJUCKI

VeriZzna reakcija s polimerazo (PCR) je preprosta in
visoko obcutljiva metoda za eksponentno pomnozeva-
nje specificnih zaporedij nukleinskih kislin s sintezo
RNA ali DNA in vitro in je Siroko uporabna v bioloskih
znanostih, tudi gozdarstvu in lesarstvu. Ker gre pri
PCR za eksponentno pomnoZevanje, pri katerem se v
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idealnih razmerah v vsakem krogu koli¢ina pomnozka
podvoji, imajo tudi relativno majhne motnje, ki zmanj-
Sujejo ucinkovitost pomnozevanja, lahko na konc¢ni re-
zultat pomnoZevanja velik vpliv. Zaradi prisotnosti raz-
licnih inhibitorjev pomnoZevanja s PCR se lahko meja
oziroma obcutljivost zaznavanja tar¢ne DNA ali RNA v
vzorcih moc¢no poslabsa ali pa je le-to celo povsem one-
mogoceno. Predstavljeni pregled pristopov k izlo¢anju
in zmanjSevanju vpliva inhibitorjev pomnoZevanja s
PCR kaze, da je obstoj inhibitorjev v izolatih nuklein-
skih kislin zelo pogost problem in da so znanstveniki v
odgovor razvili Stevilne razlicne postopke za izolacijo
nukleinskih kislin in izlo¢anje ali zmanjsevanje vpliva
inhibitorjev PCR, kar je nedvomno neposreden odsev
izredne raznolikosti vzorcev, s katerimi se srec¢ujemo v
gozdarstvu in lesarstvuy, in tudi tipov inhibitorjev v njih.

Pri izbiri ustrezne metode izolacije nukleinskih
kislin je kot prvi korak priporocljivo preuciti naravo
vzorcey, iz katerih jih Zelimo izolirati, pregledati znan-
stveno literaturo in v njej poiskati najobetavnejse pri-
stope za izolacijo nukleinskih kislin ustrezne kakovo-
sti, Cistosti in koli¢ine za pomnoZevanje s PCR. Kon¢na
izbira metode je pogosto kompromis med vcasih na-
sprotujocimi si kriteriji - ceno, hitrostjo postopka in
kakovostjo, Cistostjo ter koli¢ino izoliranih nukleinskih
kislin. Ce cena ni klju¢na pri izbiri metode, so komerci-
alni kompleti za izolacijo nukleinskih kislin nedvomno
najpriro€nejsa, najhitrejSa in najzanesljivejSa izbira,
praviloma pa so tudi bolj ponovljivi od postopkov izo-
lacije nukleinskih kislin z laboratorijsko pripravljeni-
mi pufri. Za izolacijo DNA, primerne za neposredno
pomnozevanje s PCR iz rastlinskih in glivnih tkiv, tudi
lesa, se je kot izredno ucinkovit izkazal komplet DNe-
asy plant mini kit proizvajalca Qiagen (Eikenes in sod.,
2005). Pri izolaciji celokupne DNA iz vzorcev prsti pa
po kakovosti in ponovljivosti prednjaci komplet Po-
werSoil DNA isolation kit proizvajalca Mo Bio Labora-
tories, inc. (Mahmoudi in sod., 2011), ki se je izkazal
kot izredno ucinkovit tudi pri izolaciji glivne DNA iz
razkrojenega lesa (PiSkur in sod., 2011).

Pri uporabi Kklasi¢nih laboratorijskih postopkov za
izolacijo DNA na osnovi CTAB ali SDS je za vzorce ra-
stlinskih tkiv in prsti priporocljivo v ekstrakcijske pufre
vkljuciti pospesevalce pomnozevanja s PCR, kot sta PVP
ali PVPP v kombinaciji z antioksidanti oz. reducenti,
npr. natrijevim sulfitom, za u¢inkovitejSe odstranjeva-
nje polifenolov, ki se v pregledani literaturi omenjajo
kot najpogostejsi in najtezavnejsi izmed inhibitorjev
PCR iz tega tipa vzorcev. Ce inhibitorjev ne moremo v
celoti odstraniti med postopkom izolacije nukleinskih
kislin, lahko njihov vpliv na PCR zmanjsamo ali odpra-
vimo tudi z red¢enjem izoliranih nukleinskih kislin, z
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dodatnim ciS€enjem po izolaciji ali z dodajanjem po-
spesevalcev neposredno v PCR-mesanice, za kar sta se
kot posebej ucinkovita izkazala goveji serumski albu-
min (BSA) in beljakovina, ki jo kodira gen 32 bakterio-
faga T4 (gp32). Koncentracije pospesevalcev PCR, ki se
v literaturi navajajo kot najucinkovitejSe, se lahko razli-
kujejo tudi za vec velikostnih razredov, kar je najverje-
tneje posledica razli¢nih kolicin inhibitorjev, ki se poja-
vljajo v razli¢nih vzorcih. Ker je vecina pospesSevalcev v
prevelikih koncentracijah tudi inhibitorna, jih je treba
uporabljati previdno in empiri¢no ugotoviti optimalne
koncentracije za posamezen tip vzorcev.

Iz predstavljenega pregleda je razvidno, da se v
vecini primerov lahko znebimo negativnih u¢inkov in-
hibitorjev PCR, vendar je iskanje optimalne reSitve za
tezave z inhibitorji PCR lahko ravno tako kompleksno,
kot so kompleksni vzorci, s katerimi se srecujemo v
gozdarstvu in lesarstvu. Namen tega prispevka je po-
magati raziskovalcem, ki se v gozdarstvu in lesarstvu
ukvarjajo z analizami na osnovi PCR, pri iskanju naj-
boljsih pristopov za odpravljanje ali blaZenje negativ-
nih uc¢inkov inhibitorjev pomnoZevanja s PCR.

3 CONCLUSIONS

Polymerase chain reaction (PCR) is a simple, yet
highly sensitive method for exponential amplification
of specific nucleic acids targets by in vitro synthesis of
DNA or RNA and has a broad range of applications in
biological sciences, including forestry and wood scien-
ce. Because PCR amplification is an exponential pro-
cess, with doubling of the product at ideal efficiency
in each cycle, even relatively minor disturbances can
have dramatic effects on the outcome of the process.
PCR inhibitors can negatively affect the detection li-
mit, e.g. sensitivity of the process for detecting target
nucleic acids or even inhibit the process entirely. The
review of approaches for elimination or attenuation of
PCR inhibitors’ effects presented in this paper suggests
that the presence of PCR inhibitors in DNA isolates is
a common problem and that researchers have devised
many different procedures for countering their negati-
ve effects on PCR amplification, a fact that is undoubte-
dly a direct reflection of immense diversity of sample
material and inhibitors therein encountered in forest-
ry and wood science.

When choosing the most suitable method for iso-
lation of nucleic acids, it is important to first search
for the most successful isolation methods yielding in
nucleic acids of sufficient quality, purity and quantity
for direct PCR amplification reported in scientific lite-
rature for the sample type in question. The final choice
of nucleic acids isolation method has to consider dif-



ferent, often conflicting criteria - the cost per sample,
the time required for performing the isolation and qua-
lity, purity and quantity of the isolated nucleic acids.
When cost of the process is not an issue, commercially
available nucleic acids isolation kits are undoubtedly
the most convenient, the fastest and the most reliable
approach, and have also been reported as superior in
terms of reproducibility when compared to traditio-
nal nucleic acids isolation protocols utilising in-house
prepared extraction and purification solutions. For is-
olation of DNA from plant and fungal tissues, as well
as wood samples, DNeasy Plant Mini kit (Qiagen) was
reported as extremely efficient in yielding inhibitor-
free DNA of good integrity and quantity (Eikenes et
al. 2005). When it comes to the isolation of total DNA
from soil samples, PowerSoil® DNA isolation kit (Mo
Bio Laboratories, inc.) had proven itself as superior
in terms of DNA quality and isolation reproducibility
(Mahmoudi et al.,, 2011) and was also reported as very
efficient in isolation of fungal DNA from decomposing
wood samples (PiSkur et al., 2011).

If traditional CTAB or SDS based protocols are to be
used for isolation of nucleic acids from plant tissue and
soil samples, it is recommended to include PCR enhan-
cers such as PVP or PVPP combined with antioxidants
or reducing agents such as sodium sulphite in extrac-
tion buffers to improve the removal of polyphenolics,
which according to the reviewed literature represent
the most commonly encountered and most problema-
tic of the PCR inhibitors present in these types of sam-
ples. If PCR inhibitors are not successfully removed
during the process of isolation of nucleic acids, seve-
ral approaches for elimination or attenuation of their
effects on PCR can be tried — dilution of DNA isola-
tes, additional post-isolation nucleic acids purification
steps or adding PCR enhancers directly into PCR mix.
Bovine serum albumin (BSA) and bacteriophage T4
gene 32 protein (gp32) have been reported as particu-
larly potent PCR enhancers that are added directly to
PCR mixes. Caution should be asserted when utilising
PCR enhancers as the most effective concentrations of
some of these chemicals reported in the reviewed lite-
rature varied several orders of magnitude, most likely
due to different quantities of the targeted inhibitors
present in different types of samples. Since most PCR
enhancers can in turn become inhibitory themselves,
when used in too high concentrations, they should not
be used in excess and optimal effective concentrations
should be determined empirically for each individual
sample type.

Based on the information presented in this review,
it can be concluded that effects of PCR inhibitors can
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be eliminated or attenuated in most cases. Finding the
optimal approach to solving issues associated with
PCR inhibitors can, however, be as complex as the sam-
ples encountered in forestry and wood science. It is the
purpose of this paper to provide the researcher dealing
with PCR-based analyses in forestry and wood science
with a solid starting point for finding the approach for
eliminating or attenuating the negative effects of PCR
inhibitors.
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