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STRESZCZENIE

Celem badan byto poréwnanie wptywu 4 metod izolacji DNA na wynik analizy markerami molekular-
nymi RAPD-PCR (ang. Random Amplified Polymorphic DNA — Polymerase Chain Reaction) linii pszenicy
ozimej. Przeprowadzono izolacje DNA metodg Thomsona i Henry’ego, metodg kolumienkowg przy po-
mocy kitu Quiagen DNeasy Plant Kit, przy pomocy kitu Genomic Mini AX Plant firmy A&A Biotechnolo-
gy oraz zestawu Maxwell® 16 LEV Plant DNA Kit firmy Promega.

Po izolacji przeprowadzono analizy molekularne RAPD-PCR, ktdre wykorzystano jako wskaznik stuzgcy
do oceny metod izolacji DNA. Najlepszg metodg izolacji okazata sie metoda z wykorzystaniem Quiagen
DNeasy Plant Kit. Jakos¢ DNA otrzymanego po izolacji tym kitem byta najwyzsza, a otrzymane elektro-
forogramy byty najbardziej czytelne. Jest to jednak metoda izolacji DNA najdtuzsza i najdrozsza, co ogra-
nicza jej wykorzystanie przy duzej liczbie badanych genotypdéw. Dobrg metodg izolacji DNA ze wzgledu
na jakos¢ otrzymanych obrazéw elektroforetycznych byta metoda izolacji kitem Genomic Mini AX Plant.
Metodg szybka i tanig okazata sie metoda Thomsona i Henry’ego, niestety mniej wydajng w poréwna-
niu do poprzednich. Metodg o najwiekszym zréznicowaniu ilo$ci otrzymanego DNA byta izolacja z wy-
korzystaniem zestawu Maxwell.

ABID 2/2015 90



The effect of DNA isolation methods on genetic similarity
of winter wheat (Triticum aestivum L.) lines using RAPD-PCR techniques

Keywords: isolation of DNA, winter wheat, polymorphism of RAPD markers

ABSTRACT

The aim of this study was to compare the effect of 4 DNA isolation methods on the results of analyses
using molecular markers of Random Amplified Polymorphic DNA — Polymerase Chain Reaction (RAPD-
PCR) in winter wheat lines. DNA was isolated using the method proposed by Thomson and Henry, the
column method with a Quiagen DNeasy Plant Kit, a Genomic Mini AX Plant Kit by A&A Biotechnology
and the Maxwell® 16 LEV Plant DNA Kit by Promega.

After isolation RAPD-PCR analyses were carried out. The molecular study was an evaluation indicator
of the DNA isolation methods. The best isolation method was that using the Quiagen DNeasy Plant Kit.
Isolation using this kit provided the best DNA quality and the greatest legibility of electropherograms.
However, it is the most time- and cost-intensive method of DNA isolation, which limits its applicability
at a large number of tested genotypes. In terms of electrophoretic image quality good DNA isolation
was provided by the method using a Genomic Mini AX Plant Kit. A rapid and cheap method was that
proposed by Thomson and Henry; unfortunately, it was less efficient than the former ones. The great-

est variation in the amounts of obtained DNA was observed for isolation using the Maxwell kit.

1. WSTEP

Gtéwnym celem izolacji DNA jest uzyskanie w du-
zej ilosci i o wysokiej jakosci genomowego DNA
z licznych préb przy jednoczesnym oczyszczeniu
preparatu z biatek i inhibitorow enzymow. Licz-
ba préb jest czesto czynnikiem limitujgcym za-
kres badan. Pomimo ze istnieje wiele réznych me-
tod izolacji kwasdw nukleinowych, ciggle opraco-
wywane sg nowe procedury [1, 2]. Ich celem jest
mozliwie szybka i skuteczna izolacja DNA, pozwa-
lajgca na redukcje kosztéw analiz oraz dostarcze-
nie nie zanieczyszczonego DNA w jak najwiekszej
ilosci. Nalezy pamietac¢ o tym, ze ekstrakcja DNA
z tkanek roslinnych rézni sie w zaleznosci od uzy-
tego materiatu oraz od dalszego przeznaczenia
wyekstrahowanego DNA. W celu zniszczenia $cia-
ny komérkowej w wiekszosci metod izolacji sto-
suje sie rozcieranie tkanki roslinnej w mozdzie-
rzu lub mielenie w homogenizatorze. Oczyszcze-
nie DNA z czastek statych nastepuje przez wiro-
wanie, a rozpuszczalne biatka i inne czgsteczki sg
rozdzielane poprzez ekstrakcje chloroformem oraz
wirowanie. Nastepnie DNA powinno by¢ wytra-
cone z fazy wodnej i doktadnie przemyte, by usu-
ng¢ zanieczyszczajgce probke sole. Markery mo-
lekularne znajduja szereg zastosowan w hodow-
li roslin, a gtéwnym celem ich stosowania jest se-
lekcja — MAS (marker assisted selection), ktéra
jest stosowana do wyboru osobnikdéw o poza-
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danych cechach. Markery RAPD wykorzystywa-
ne sg przede wszystkim do badania réznorodno-
$ci genetycznej oraz identyfikacji odmian linii lub
klondw [3]. Zaletg markeréw RAPD jest prostota
i krétki czas wykonania analizy, niska cena jednost-
kowa, mata wymagana ilos¢ wyjsciowego DNA
i fatwos¢ wykonania analiz oraz ich nieduzy koszt.
Do podstawowych wad zaliczane s problemy
z powtarzalnoscig wynikéw i dominujgcy charak-
ter wykrywanych loci [4, 5].

Celem badan byto poréwnanie wptywu 4 metod
izolacji DNA na wynik analizy polimorfizmu DNA
linii pszenicy ozimej markerami molekularnymi
RAPD-PCR (ang. Random Amplified Polymorphic
DNA — Polymerase Chain Reaction).

2. MATERIAt BADAWCZY | METODYKA

Materiatem ros$linnym uzytym do badan byto
25 genotypdw pszenicy ozimej pochodzacych ze
zbiorow Katedry Genetyki i Hodowli Roslin Uni-
wersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Z kazdego
genotypu do dalszych analiz pobierano 10 losowo
wybranych roslin.

2.1 1zolacja DNA metoda Thomsona i Henry’ego

Genomowy DNA z linii pszenicy ozimej izolowano
zmodyfikowang metodg Thompsona i Henry’ego
[6]. Z dyskoéw lisciowych dziesieciu analizowanych
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roslin o wielkosci 2 mm? tworzono prébe zbior-
€z, ktérg nastepnie traktowano 200 ml buforu
TBS o sktadzie: 100 mM Tris HCl o pH 9,5; 1 M
KCI; 10 mM EDTA; H,O dejonizowana (dopetnio-
no do 50 ml). Inkubacje przeprowadzono w pro-
bowkach Eppendorfa, w tazni wodnej w tempera-
turze 95°C przez 15 min.

2.2 Izolacja DNA metodg kolumienkowg przy po-
mocy kitu Quiagen DNeasy Plant Kit

Materiat roslinny w postaci dyskéw lisciowych
z 10 badanych roslin o wadze 50-100 mg umiesz-
czano w probdéwkach Eppendorf. W celu uzyska-
nia homogennej tkanki roslinnej préby zanurzano
w ciektym azocie. Po wyjeciu préb z ciektego azo-
tu kazda z nich rozcierano mozdzierzem, nastep-
nie dodawano 400 ml buforu AP1 i mieszano do
uzyskania jednolitej konsystencji, a na koniec do-
dawano 3 ml RNAzy o stezeniu 100 mg/ml. Catos¢
inkubowano przez 30 min w temperaturze poko-
jowej oraz 30 min w temperaturze 65°C. Po in-
kubacji do wszystkich probowek dodawano 130
ml buforu AP2 i mieszano, nastepnie na 15 min
umieszczano préby w lodzie. Po wyjeciu préb
z lodu, wirowano je w wirdwce firmy Heraeus
Biofuge Pico przez 5 min z predkoscig 10956 RCF
(relative centrifugal force), nastepnie otrzyma-
ny supernatant przenoszono ostroznie do wcze-
Sniej autoklawowanych probéwek. Do kazdej pro-
by dodawano 250 ml buforu AP3 oraz 500 ml eta-
nolu. Catg objetos¢ roztworu przenoszono na ko-
lumienki z membrang wigzgcg DNA i wirowano
przez 2 min z predkoscig 3578 RCF. Kolumienki ze
zwigzanym DNA przenoszono na czyste probdow-
ki i traktowano je 450 ml buforu AW, a nastep-
nie wirowano przez 1 min przy predkosci 3578
RCF. Ponownie przenoszono kolumienki na czy-
ste probdwki i traktowano je 50 ml podgrzane-
go do 65°C buforu AE oraz inkubowano 20 min
w temperaturze pokojowej. Procedure przemy-
wania buforem eluujgcym AE wykonano dwu-
krotnie.

2.3 lzolacja DNA przy pomocy kitu Genomic Mi-
ni AX Plant firmy A&A Biotechnology

Prébke materiatu roslinnego (ok. 100 mg Swie-
Zej masy) umieszczano w probdéwece typu Eppen-
dorfi dodawano 0,9 ml zawiesiny lizujgcej LS oraz
20 ml roztworu proteazy. Catos¢ mieszano i inku-
bowano w 50°C przez 30 min. Po inkubacji préb-
ke intensywnie wytrzgsano przez 15 s, a nastep-
nie wirowano 5 min z predkos$cig 10956 RCF.

W trakcie wirowania rownowazono kolumny roz-
tworem K1. Na zréwnowazong kolumne nanoszo-
no supernatant i ptukano jg przez dodanie 1,5 ml
roztworu ptuczacego K2. Nastepnie dodawano do
kolumny 0,25 ml roztworu elucyjnego K3. Kolej-
nym krokiem byto przeniesienie kolumny na nowa
probdéwke i ponowne dodanie roztworu elucyj-
nego K3. Do eluatu zawierajgcego DNA dodawa-
no 0,8 ml mieszaniny precypitacyjnej PM. Catosc
mieszano i wirowano przy predkosci 3578 RCF. Po
odwirowaniu zlewano supernatant (na dnie pro-
béwki byt widoczny jasnoniebieski osad) i suszo-
no, a nastepnie ptukano w 70% etanolu. Po wysu-
szeniu osad zawieszano w jatowej wodzie desty-
lowanej.

2.4 Automatyczna izolacja DNA przy pomocy
zestawu Maxwell® 16 LEV Plant DNA Kit firmy
Promega

Izolacja zostata przeprowadzona zgodnie z pro-
cedurg podang przez producenta. Metoda opar-
ta jest o zastosowanie syntetycznego, kompozy-
towego ztoza magnetycznego, selektywnie wigza-
cego kwasy nukleinowe DNA i RNA. Materiat ro-
$linny w ilosci 20 mg pochodzacy ze swiezych li-
$ci z 10 analizowanych roslin umieszczano na spo-
dzie probdéwki o objetosci 1,5 ml, nastepnie doda-
wano kompozytowe ztoze magnetyczne oraz 300
ul buforu lizujgcego TLA (Tail Lysis Buffer). W ko-
lejnym etapie uruchamiano urzadzenie korzysta-
jac z opcji DNA i Plant protocol, z czasem i pred-
kosScig zalecang przez producenta zestawu. Na-
stepnie probdéwki z ekstraktem wirowano przez
2 min przy predkosci 10956 RCF, po czym prdoby
uzupetniano 300 ul wody (nuclease free water).
Ptynny lizat z kazdej préby przenoszono do no-
wych probdéwek.

2.5 Analiza polimorfizmu markeréw RAPD

Dla otrzymanych preparatow wykonano pomia-
ry stezenia i czystosci ekstraktéow DNA postugu-
jac sie urzadzeniem Nanodrop. Spektrofotome-
try tego typu charakteryzujg sie skrécong dro-
g3 optyczng oraz zachowujg bardzo duzg doktad-
nos¢ pomiaru i wymagaja niewielkich ilosci mate-
riatu do oznaczen. W Tabeli 1 zamieszczono kon-
centracje DNA badanych préb w ng/ul oraz stosu-
nek absorbancji przy 260 nm i 280 nm. Nastepnie
rozcienczano otrzymane ekstrakty DNA doprowa-
dzajac je do stezenia 25 ng/ul. W przypadku kaz-
dej z 4 metod izolacji DNA préby przechowywano
w temperaturze -20°C.
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Tabela 1 Zawartos¢ genomowego DNA i absorbancja przy dwdch dtugosciach fali dla réznych genotypdéw pszenicy

Table 1 The genomic DNA content and the ratio of two wave lengths absorbance of various genotypes of wheat

QuianI::tDKI\ilteasy Genomic Mini AX Plant Maxwe:;@"\llAGKI}ItEV Rlant Thomson & Henry
Genotyp
pszenicy |Zawartosc | Absorbancja | Zawartos¢ | Absorbancja | Zawartos¢ | Absorbancja | Zawartos¢ | Absorbancja
Genotype DNA Absorbance DNA Absorbance DNA Absorbance DNA Absorbance
of wheat DNA 260/280 DNA 260/280 DNA 260/280 DNA 260/280
content content content content
(ng/pl) (ng/pl) (ng/pl) (ng/pl)
1 246.7 1.82 253.2 1.78 198 1.78 101.3 1.67
2 352.8 1.79 357.8 2.01 196.4 1.79 145 1.75
3 221 1.85 421.2 1.88 2115 1.99 121.3 1.67
4 263.7 1.99 126.2 1.89 96.3 1.84 98 2.1
5 122.9 1.85 198.1 1.76 189.2 1.87 100 1.8
6 328.6 1.91 98.6 1.79 175.5 1.78 91 1.69
7 398.3 1.99 251.9 1.78 162.5 2.12 89 1.87
8 411.3 1.86 179.6 1.81 289.5 2.43 201 2.4
9 276 1.82 276.1 1.69 163.7 1.98 211 2.25
10 354 1.84 190 1.87 111.2 191 98 1.89
11 198.9 1.77 176 1.9 79.2 1.99 123 1.9
12 212.6 1.89 201.1 1.98 99.12 2.02 201 1.59
13 362.6 1.86 176.9 1.72 164.2 2.01 176 1.99
14 98.2 1.88 245.8 1.87 111.4 1.99 123 1.67
15 342.6 1.95 164.9 1.86 67 1.69 79 2.01
16 189.1 1.79 199.5 1.80 89.1 1.76 135 1.78
17 3213 1.8 90 1.86 143 1.79 198 1.9
18 78.2 1.84 154.7 1.97 253 1.88 76 1.99
19 421.6 1.92 199.2 1.99 110.2 2.01 17 2.1
20 244.1 1.88 311 2.2 1121 2.08 124 1.68
21 189.4 1.92 178.9 1.9 88 1.79 34 1.9
22 334.8 1.76 254.8 2.14 199 1.89 24 1.78
23 3213 1.78 143.7 2.16 234.1 1.81 178 1.69
24 96 1.91 173.9 1.78 179 1.84 100 1.67
25 355.2 1.89 80.9 1.64 165 1.9 45 1.55
Srednia 236.75 1.86 191.75 1.88 161.50 191 115.91 1.85
Mean

Reakcje RAPD-PCR kazdorazowo przeprowadza-
no w objetosci 12,5 pl mieszaniny w sktadzie:
woda dejonizowana; DreamTaq PCR Master Mix
(2X) firmy ThermoScientific; starter firmy Operon
Technologies o stezeniu — 20 pm/ul; ekstrakt DNA
o stezeniu — 25 ng/ul. Przy amplifikacji zostat wy-
korzystany termocykler T Professional Basic Gra-
dient firmy Biometra. Warunki reakcji RAPD-PCR
zamieszczono w Tabeli 2. Amplifikacja byta po-
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wtarzana dwukrotnie dla kazdej préby, a w zesta-
wieniu wynikdw umieszczono tylko powtarzalne
analizy.

Elektroforeze produktéw PCR w kazdym przypad-
ku przeprowadzanow 1,5% zelu agarozowym z do-
datkiem 1 pl roztworu bromku etydyny przez 2 h
pod napieciem 100 V. W celu identyfikacji mas
molekularnych wykorzystano marker wielkosci
O’RangeRuler 100 bp firmy Fermentas o zakresie
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Tabela 2 Warunki reakcji RAPD-PCR
Table 2 Conditions for RAPD-PCR reaction

Etap Temperatura (°C) Czas (sek.)
Denaturacja wstepna 94 60
Denaturacja 94 30
Wigazanie starterow 35 30
Synteza 72 30
Liczba cykli 10

Denaturacja 94 30
Wigzanie starterow 37 30
Synteza 72 60
Liczba cykli 30

Synteza koricowa 72 180
Przechowywanie 4 oo
Wozrost temperatury 1°C/s

identyfikacji mas molekularnych od 100 do 1500
par zasad. Rozdzielone fragmenty DNA byty uwi-
daczniane pod Swiattem ultrafioletowym i reje-
strowane na zdjeciach. Na podstawie analiz zdjeé
okreslono masy molekularne produktow ampli-
fikacji RAPD-PCR za pomocg programu UVIBand
v.12.14.

3. WYNIKI

Sposrod 50 testowanych starterow oligonukle-
otydowych wybrano 10 dajgcych najwiecej pro-
duktéw amplifikacji (Tab. 3). Startery te analizo-
wano dwukrotnie dla kazdej z 4 metod izolacji
DNA. Liczba produktéw amplifikacji byta zalezna

Tabela 3 Srednia liczba produktéw amplifikacji wygenerowanych przez kazdy z uzytych starteréw
w zaleznosci od zastosowanej metody izolacji DNA

Table 3 Mean number of amplification products generated by each of the primers used depending
on the method of DNA isolation

Sekwencja
nukleotydowa 5’-3’ . s e
Nr startera starteréw Quiagen DNeasy | Genomic Mini AX | Maxwell® 16 LEV Thomson
Primer no. ) oy Plant Kit Plant Plant DNA Kit & Henry
Sequences 5’-3
of primers
OPA 04 AATCGGGCTG 7,1 6,2 6,4 3,2
OPA 07 GAAACGGGTG 5,2 5,3 5,2 4,7
OPA 10 GTGATCGCAG 6,5 6,1 4,8 2,5
OPA 14 TCTGTGCTGG 8,5 4,3 7,1 51
OPB 04 GGACTGGAGT 8,2 7,5 3,6 5,3
OPB 17 AGGGAACGAG 5,7 6,8 4,5 3,9
OPF 12 ACGGTACCAG 9,1 4,9 4,9 5,7
OPG 12 CAGCTCACGA 7,5 7,1 3,8 2,9
OPH 20 GGGAGACATC 9,3 4,5 4,0 5,0
OPJ 08 CATACCGTGG 9,6 7,5 4,5 2,6
Srednia 7,67 6,02 4,88 4,09
Mean
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od metody izolacji DNA. Srednio najwieksza licz-
be produktow amplifikacji uzyskano przy zastoso-
waniu sposobu izolacji DNA metoda kolumienko-
wag Quiagen DNeasy Plant Kit, nieco mniejszg przy
uzyciu kitu Genomic Mini AX Plant firmy A&A, na-
tomiast najmniej produktéw otrzymywano po
wykorzystaniu zestawu Maxwell oraz metody
Thomsona i Henry’ego [6]. Dodatkowo ilos¢ uzy-
skanych produktéw scisle wigzata sie z sekwencjg
starterow. Przyktadowe elektroforogramy obra-
zujgce produkty amplifikacji otrzymane po izola-
cji DNA réznymi metodami przedstawiono na Ry-
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Rysunek 1 Elektroforogram produktéw amplifikacji DNA
wykonany technikg RAPD-PCR z zastosowaniem DNA
izolowanego metoda kolumienkowg przy pomocy kitu

Quiagen DNeasy Plant Kit (1), metodg Thomsona
i Henry’ego (2), metoda kolumienkowa Genomic Mini AX
Plant firmy A&A Biotechnology (3), przy pomocy zestawu
Maxwell (4)

Figure 1 The electropherogram of DNA amplification
products yielded by the RAPD-PCR method using DNA
isolated with a Quiagen DNeasy Plant Kit (1), according to
Thomson and Henry (2), using the Mini AX Plant from
A&A Biotechnology (3), and using a Maxwell set (4)

Otrzymane dendrogramy podobienstwa gene-
tycznego linii pszenicy ozimej zalezaty od zasto-
sowanej metody izolacji DNA. Przy zastosowaniu
kitu Quiagen DNeasy Plant Kit podobienstwo ge-
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netyczne miedzy analizowanymi obiektami waha-
to sie miedzy 45% a 88%, przy metodzie Thomso-
na i Henry’ego [3] od 42% do 93%; przy metodzie
kolumienkowej od 27% do 94%, natomiast przy
pomocy zestawu Maxwell od 28% do 90% (Rys. 2).
Pomimo wykorzystania identycznych starterdéw,
metoda izolacji DNA rzutowata na ilos¢ i sktad
grup podobienstwa genetycznego badanych li-
nii pszenicy ozimej. Przy zastosowaniu kitu Quia-
gen DNeasy Plant Kit wyodrebni¢ mozna 2 gtéw-
ne grupy zréznicowania genetycznego, przy czym
w sktad pierwszej wchodzg tylko 4 genotypy, na-
tomiast w drugiej mozna wyrdznic trzy duze pod-
grupy obejmujgce pozostate 21 genotypow psze-
nicy ozimej. Po izolacji DNA metodg Thomsona
i Henry’ego [6] 25 badanych genotypdéw utwo-
rzyto 2 réznigce sie grupy o podobnej liczebno-
$ci, natomiast linia 19 okazata sie odmienna ge-
netycznie od pozostatych testowanych obiek-
tow. Po zastosowaniu metody kolumienkowej na
dendrogramie widoczne byty dwie grupy: pierw-
sza ztozona z 9 genotypdw i druga sktadajgca sie
z 15 podobnych pod wzgledem genetycznym linii
oraz réznigca sie od wszystkich pozostatych linia
4. Przy zastosowaniu automatycznej izolacji DNA
za pomocg zestawu Maxwell wyodrebnita sie gru-
pa ztozona z dwéch genotypdw (18 i 24) oraz gru-
pa sktadajgca sie z kilku podgrup, obejmujgca
wszystkie pozostate analizowane linie.

4. DYSKUSJA

Problem wyboru metody izolacji DNA jest w lite-
raturze omawiany od kilku lat. Na decyzje o wy-
borze konkretnej metody izolacji majg wptyw ta-
kie czynniki jak: ilo$¢ analizowanych préb, rola ja-
kosSci uzyskanego DNA, koszty wykonania poje-
dynczej analizy oraz czas potrzebny na wykonanie
izolacji. Oczywiscie ciggle ulepsza sie metody izo-
lacji DNA zmierzajgc do uzyskania metod tanich,
z ktérych bedzie pochodzi¢ duza ilos¢ DNA wyso-
kiej jakosci uzyskana w mozliwie krétkim czasie
przy matym naktadzie pracy.

Varma i wsp. [7] wymieniajg jako gtéwne czyn-
niki wptywajgce na wydajnosc izolacji DNA Zré-
dto materiatu roslinnego (typ tkanki i wiek, spo-
sob pozyskania oraz przechowywanie) i proce-
dure (gtéwnie proces homogenizacji) oraz obec-
nos$¢ zanieczyszczen (polisacharyddéw, polifenoli,
biatek, RNA i pozajgdrowego DNA pochodzgcego
z chloroplastéw i mitochondriéw). Autorzy wska-
Zuja, ze zastosowanie gotowych zestawdw do izo-
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Rysunek 2 Dendrogramy podobienstwa genetycznego pomiedzy analizowanymi obiektami — analiza wykonana przy uzyciu
DNA izolowanego metoda kolumienkowa przy pomocy kitu Quiagen DNeasy Plant Kit (1) , metodg Thomsona i Henry’ego
(2), metodg kolumienkowg Genomic Mini AX Plant firmy A&A Biotechnology (3), przy pomocy zestawu Maxwell (4)
Figure 2 Dendrograms of genetic similarity between the analyzed objects — analysis performed using DNA
isolated by a Quiagen DNeasy Plant Kit (1), according to Thomson and Henry (2), using the Mini AX Plant from
A&A Biotechnology (3), and using a Maxwell set (4)

lacji genomowego DNA jest preferowane przez
biologdw molekularnych, poniewaz sg one tatwe
W uzyciu i prowadzg do szybkiego otrzymania do-
brej jakosci DNA. Ponadto DNA po izolacji jest do-
brze oczyszczone, gdyz zestawy zawierajg bufory
lityczne, RNAze, a biatka i polisacharydy sg usu-
wane przez precypitacje i wirowanie. Wybér me-
tody izolacji DNA powinien uwzgledniaé wielkos¢
badanej populacji, czas izolacji, stopier skompli-
kowania procedury i przeznaczenie izolatu DNA
[8].

Sposréd wielu dostepnych metod izolacji DNA
niektdre cieszg sie duzg popularnoscig. Nalezg do
nich miedzy innymi: Murray i Thompson [9], Doy-
le i Doyle [10], Rogers i Bendich [11], Lodhi i wsp.
[12]. Niestety zadna z tych metod nie jest uniwer-
salna i nie moze zosta¢ zastosowana do wszyst-
kich gatunkéw roslin [7]. Wiaze sie to miedzy in-
nymi z obecnoscig $ciany komdrkowej, barwni-
kéw, réznorodnych metabolitow wtdérnych. Cze-
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sto inne metody izolacji wykonuje sie dla roslin
jednolisciennych i dwulisciennych. Williams i Ro-
nald [13] opisujg metode izolacji DNA z lisci bez
koniecznosci homogenizacji tkanek — metode po-
mocng w sytuacji, gdy liscie danego gatunku sg
widkniste, a homogenizacja bardzo pracochtonna.
Zhang i wsp. [14] zaproponowali metode ekstrak-
cji DNA opartg na recyklingu. Podstawowym za-
tozeniem tej metody jest to, ze pojedyncza préb-
ka tkanki roslinnej zawraca do ekstrakcji DNA do
czterech razy i odpowiednio 4 razy nastepuje wy-
tragcanie DNA. Metode te zastosowano do takich
gatunkow jak pszenica, sorgo, jeczmien, kukury-
dzairyz, a w rezultacie uzyskano wysokiej wydaj-
nosci i dobrej jakosci probki DNA.

Zestawy do izolacji DNA dostepne sg przez takie
firmy jak: Quiagen, Promega, Epibio, Cartagen,
Roche. W zestawie Maxwell firmy Promega spe-
cjalnie dobrany sktad buforéw wigzacych i ptu-
czacych pozwala uzyskaé DNA o bardzo wysokiej
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jakosci i czystosci. Izolowany DNA nie ulega frag-
mentacji w trakcie procesu oczyszczania. Metoda
jest bardzo efektywna, nawet w przypadku izola-
cji z niewielkiej ilosci tkanki. Brak inhibitoréw re-
akcji nastepczych pozwala na bezposrednie za-
stosowanie oczyszczonych kwaséw nukleinowych
w innych technikach biologii molekularnej, ta-
kich jak: sekwencjonowanie DNA (zautomatyzo-
wane i manualne), defosforylacja, fosforylacja, li-
gacja, badanie oddziatywan DNA-biatko, trawie-
nie enzymami restrykcyjnymi. Ztoza magnetycz-
ne, w odréznieniu od standardowych zt4z stoso-
wanych do izolacji i oczyszczania DNA, umozliwia-
ja petna automatyzacje tego procesu. Procedura
nie wymaga uzycia specjalistycznego sprzetu, ta-
kiego jak wiréwka lub pompa prézniowa.

Przy zastosowaniu zestawdw do izolacji czysty
DNA moze by¢ uzyskany w przyblizeniu w ciggu
godziny, jednak wiekszos¢ z tych produktéw jest
stosunkowo droga. Wysokie koszty komercyjnych
zestawow do izolacji DNA badz stosunkowo mata
ilos¢ uzyskiwanego DNA sprawiajg, ze poszukuje
sie mozliwosci zoptymalizowania metody izola-
cji DNA roslinnego. Zastosowana przez Pietrusin-
skg i Czembora [8] izolacja genomowego DNA (kit
Quiagen i szybka metoda NaOH) nie powodowa-
ta degradacji kwasu nukleinowego pod wptywem
temperatury, a liczba otrzymanych produktéw re-
akcji PCR byta taka sama. Ponadto intensywnos¢
produktéw reakcji (prazkow) byta bardzo wysoka.
Xin i Chen [1] w swojej pracy analizowali metode
izolacji DNA bedacy pofaczeniem metody CTAB
z MagAttract Kit. Uzyskali DNA w duzej ilosci i wy-
sokiej jakosci dla takich gatunkdéw jak sorgo, psze-
nica, kukurydza czy bawetna. Dodatkowym atu-
tem tej modyfikacji byta duza ilos¢ izolacji wyko-
nanych przez jedng osobe — autorzy zapewniali,
Ze w ciggu jednego dnia pojedynczy pracownik
wykona dwie ptytki na 96 prébek kazda.

Dobrzycka i Broda [15] wykazali, ze stezenie DNA
otrzymanego po izolacji metodg Thomsona-Hen-
ry’ego wynosito od 2147 pug/ml do 2513 pg/ml,
a w przypadku DNA izolowanego metoda kolu-
mienkowg za pomocg Quiagen DNeasy Plant Kit
stezenie DNA wynosito od 2492 ug/ml do 3465
ug/ml. Tamari i wsp. [2] zaobserwowali, ze $red-
nia koncentracja DNA po izolacji zalezata od za-
stosowanej metody i byta wyzsza dla metody
Edwardsa (od 300,0 pg/ul do 1558,3 pg/ul) niz
dla powszechnie stosowanej metody CTAB, w
ktérej zawartos¢ DNA wynosita od 341,7 ug/ul do
897,2 ug/ul. W omawianej pracy ilos¢ otrzymane-
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go DNA zalezata od metody izolacji i byta najwyz-
sza dla zestawu Quiagen DNeasy Plant Kit, a naj-
nizsza dla metody Thomsona i Henry’ego [6]. Po-
nadto Tamari i wsp. [2] wskazujg na to, ze izolacja
DNA z tkanek generatywnych lub aktywnych mi-
totycznie podnosi wydajnos¢ procesu, poniewaz
tkanki te zawierajg wyzszg ilo$¢ genomowego
DNA, a najwyzszg efektywnosc izolacji DNA wy-
kazaty paki kwiatowe cztery dni przed pyleniem.

Najczesciej napotykanym problemem przy postu-
giwaniu sie technikg RAPD-PCR jest niska powta-
rzalnos¢ wynikédw. Obecnie powszechnie uznaje
sie, ze w celu uzyskania powtarzalnych zespo-
téw profili na zelu niezbedne jest utrzymanie nie-
zmiennych warunkdéw reakcji [16]. Liczne bada-
nia wykazaty, ze ilos¢ i powtarzalnos¢ produktéw
otrzymanych w technice RAPD-PCR zalezy od ste-
zenia chlorkédw magnezu, Taq polimerazy, kon-
centracji DNA czy metody izolacji DNA [17-21].
Dobrzycka i Broda [15] wykazali, ze liczba pro-
duktéw otrzymanych w wyniku reakcji RAPD-PCR
byta zalezna od metody izolacji DNA — zastosowa-
nie Quiagen DNeasy Plant Kit spowodowato pra-
wie dwukrotnie wyzszg liczbe prazkéw niz po izo-
lacji metodg Thomsona i Henry’ego [6] oraz wpty-
wa na obraz produktéw otrzymanych po anali-
zie RAPD-PCR i wynik analizy podobienstwa ge-
netycznego lucerny przedstawiony na dendrogra-
mach. Starke i wsp. [22] wskazujg, ze na wyniki
pirosekwencjonowania majg wptyw metoda izo-
lacji DNA i wybor startera. Potwierdzajg to otrzy-
mane wyniki — najwyzszy polimorfizm produk-
tow reakcji PCR otrzymano po izolacji genomo-
wego DNA pszenicy ozimej za pomocg zestawu
Quiagen DNeasy Plant Kit i startera OPJ 08. Ce-
lem badan przeprowadzonych przez Gurudeeban
i wsp. [23] byto zminimalizowanie i uproszczenie
procedury izolacji DNA do oceny réznorodnosci
genetycznej wsrdd roslin Suaeda sp. przy uzyciu
markeréw RAPD-PCR. Rosliny te zawierajg wyjat-
kowo duze ilosci polifenoli, garbnikdw i metabo-
litow wtornych, takich jak alkaloidy, flawonoidy
i fenole, ktére mogtyby zakitécaé procedury izola-
cji DNA. Autorzy modyfikujgc metody ekstrakcji
uzyskali od 2 do 12 produktéw reakcji w zalezno-
$ci od wykorzystanego startera.

5. PODSUMOWANIE
Ze wzgledu na jako$¢ otrzymanych obrazéw elek-

troforetycznych najlepszg metodg izolacji DNA
byta metoda izolacji kitem Genomic Mini AX
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Plant. Metodg szybka i tanig jest metoda Thom-
sona i Henry’ego, natomiast metoda o najwiek-
szym zréznicowaniu ilosci otrzymanego DNA byta
izolacja z wykorzystaniem zestawu Maxwell. Ja-
kos¢ DNA otrzymanego po izolacji za pomocg
Quiagen DNeasy Plant Kit byta najwyzsza, jak

réwniez otrzymano po tej metodzie izolacji naj-
wyzszej jakosci elektroforogramy z jednoczesnie
najwyzszg iloscig otrzymanych produktow. Jest to
jednak metoda izolacji DNA najdtuzsza i najdroz-
sza, co ogranicza jej wykorzystanie przy duzej licz-
bie badanych genotypow.
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