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Ocena wybranych metod izolacji DNA
pod wzgledem ich przydatnosci
w hodowli pszenicy

Evaluation of selected DNA isolation methods for wheat breeding purposes

Opracowano wiele metod izolacji ro§linnego DNA. Jednak wigkszo$¢ z nich nie jest powszechnie
wykorzystywana do selekcji wspomaganej markerami zuwagi na zlozono$¢ procedur, duza
czasochtonno$¢ 1 wysokie koszty. Poréwnano przydatnos¢ trzech metod izolacji DNA pod katem
wykorzystania ich w masowej selekcji w hodowli pszenicy. Zastosowano metody: zestaw DNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen), DNAzol Direct (Molecular Research Center) oraz lize¢ alkaliczna oparta
o NaOH. Wszystkie matryce przechowywane byly w jednakowych warunkach. Aby oceni¢ trwatos¢
preparatow, do reakcji PCR pobrano DNA po jednym, dziesigciu, trzydziestu i czterdziestu dniach od
izolacji. W analizie molekularnej acznie wykorzystano dwanascie markerow mikrosatelitarnych
(SSR). Ocena przydatnosci kazdej ztrzech metod izolacji DNA polegata na analizie liczby
zamplifikowanych produktow w reakcji PCR, przeprowadzonej po czterech réznych okresach
przechowywania DNA, a takze na analizie uzyskanych produktow pod wzgledem ich intensywnosci.
Otrzymane wyniki wykazaly, ze najbardziej stabilnym uktadem oprocz referencyjnej metody opartej
o zestaw DNeasy Plant Mini Kit, okazaly si¢ matryce po tak zwanej szybkiej ekstrakcji z udziatem
NaOH. Wykorzystanie tej metody do selekcji opartej o mikrosatelity moze by¢ z powodzeniem
stosowana, poniewaz jest niezawodna, szybka i znacznie obniza koszty programéw hodowlanych.
Natomiast przy izolacji DNA za pomocg odczynnika DNAzol Direct otrzymano inne wyniki od
opisywanych w literaturze.

Stowa kluczowe: izolacja DNA, pszenica

There are many methods of plant DNA isolation. However, most of them are unacceptable for
marker assisted breeding since their procedures are long, complex and expensive. Therefore, we
evaluated three methods that could be used in marker assisted selection in wheat breeding: DNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen), DNAzol Direct (Molecular Research Center) and alkaline lysis based on
NaOH. All isolated DNA were kept in the same conditions. In order to evaluate stability of DNA
matrices, they were tested in PCR reaction after one, ten, thirty and forty days of storage. Each DNA
sample was amplified in PCR with twelve SSRs (Simple Sequence Repeats). Three DNA isolation
methods were assessed based upon number of the amplified PCR products and their intensity after
various periods of DNA storage. Besides the reference method DNeasy Plant Mini Kit, the most stable
and acceptable results were obtained with fast DNA extraction method based on NaOH. The last
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method coupled with microsatellite assisted selection seems to be the most reliable and cost effective
in breeding programs, whereas DNAzol Direct method gave results different to that described in the
literature.

Key words: DNA isolation, wheat
WSTEP

We wspolczesnej hodowli roslin, markery molekularne czesto sa wykorzystywane jako
narzedzie diagnostyczne w selekcji materiatu ro§linnego (ang. marker-assisted selection,
MADS). Korzysci wynikajace z zastosowania markeréw DNA widoczne sg szczegdlnie przy
wprowadzaniu pojedynczych gendow (recesywnych) droga krzyzowan wypierajacych
icech oniskiej odziedziczalno$ci. W porownaniu do metod konwencjonalnych,
zastosowanie markerow DNA umozliwia szybsza selekcj¢ w obrebie segregujjacych
populacji z uwzglednieniem pozadanego genu lub kombinacji genéw (Ribaut i Hosington,
1998).

Rozwdj biologii molekularnej sprawil, Ze obecnie dostgpne sg odpowiednie systemy
markerowe gwarantujagce wykrywanie polimorfizmu DNA badanych osobnikéw. Jednak
koszty selekcji na masowg skalg sg nadal zbyt wysokie (Paris i Carter, 2000; Koebner i in.,
2003). Dlatego tez, powinno dazy¢ si¢ do redukcji kosztow jednostkowych, przede
wszystkim zwigzanych zsamym etapem izolacji DNA, poniewaz s one zazwyczaj
najwyzsze w procesie selekcji wspomaganej markerami.

Obecnie na rynku istnieja gotowe zestawy do izolacji genomowego DNA (np. Qiagen,
USA; Autogen, USA; A&A Biotechnology, Polska) za pomoca, ktdrych otrzymywane
DNA jest dobrej jakos$ci, a procedury sa mato skomplikowane. Jedyna wada jest wysoki
koszt przypadajacy na jedna probke, dlatego tez wykorzystanie tych metod izolacji
w programach hodowlanych (MAS) nie znajduje powszechnego zastosowania.

Innym waznym zagadnieniem jest wybor odpowiedniej metody uwzgledniajacej
wielko$¢ analizowanej populacji, czasochtonnos¢ izolacji, ztozono$¢ procedury i docelowe
wykorzystanie uzyskanego DNA. Do selekcji materialu hodowlanego za pomocy
markeréw DNA, gdy w krotkim czasie trzeba przebadac setki (a czasem tysigce) obiektow,
przede wszystkim nalezy wybiera¢ metody niezawodne, tanie i szybkie. W literaturze
opisano wiele szybkich metod ekstrakcji DNA, a otrzymane DNA jest wykorzystywane do
reakcji amplifikacji PCR (Wang i in., 1993; Thomson i Henry, 1995; Haymes, 1996; Lange
11n., 1998; Tuvesson i in., 1998; Paris 1 Carter, 2000; Warner i in., 2001; Burr i in., 2001;
Stein iin., 2001; Werner iin., 2002; Ata-ur-Rehman iin., 2003; Post iin., 2003).
W metodach tych, otrzymany ekstrakt zawiera¢ moze wiele inhibitorow reakcji PCR
pochodzacych z zanieczyszczen roslinnych, tj.: taniny, polisacharydy, pigmenty. Wszystko
to sprawia, ze wspomniane wyzej metody nie znalazly szerszego zastosowania
w systemach markerowych, ktore wymagaja wigkszych ilosci DNA 1iobejmuja etap
trawienia enzymami restrykcyjnymi (RFLP, AFLP) (Peist iin., 2001; Kourakousis
i Langridge, 2003).

W ostatnich latach pojawity sie réwniez na rynku gotowe roztwory alkaliczne do
izolacji DNA (DNAzol Direct, Molecular Research Center, USA; DNAzol ES, Molecular
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Research Center, Inc., USA; DNAzol Reagent, Invitrogen Corp., USA; Plant DNAzol, Life
Technologies, USA), za pomoca ktorych technika ekstrakcji DNA stata si¢ bardzo szybka
i prosta w wykonaniu. W ich sktad wchodzg alkaliczne detergenty, odpowiedzialne za
uszkodzenie $cian komorkowych ibton jadrowych. W literaturze opisano wiele
przyktadow wykorzystywania gotowych odczynnikéw do izolacji roslinnego DNA (Peng
iin., 2000; Ching iin., 2002; Rudnéy i in., 2002; Caldwell iin., 2004; Hong i Hwang,
2005; Konishi i in., 2005; Hu i in., 2005; Navajas-Pérez i in., 2005; Yamane i Kawahara,
2005). Z danych literaturowych wynika, ze wyizolowane DNA za pomoca odczynnika
DNAzol ES (Extra Strenght) jest z powodzeniem wykorzystywane w takich systemach
markerowych jak: AFLP, RAPD, SSR, RFLP (Peng i in., 2000) jak réwniez do klonowania
genow (Hu i in., 2005).

Celem pracy byto poréwnanie efektywnosci trzech rdznych metod izolacji DNA pod
katem mozliwo$ci zastosowania do masowej selekcji materialtdow hodowlanych przez
obnizenie kosztow i czasu izolacji DNA.

MATERIAL I METODY

Do izolacji DNA uzyto siewki 5 odmian pszenicy ozimej: Bogatka, Kobra, Nadobna,
Lexus, Satyna, ktore wykorzystywane sa w programach hodowlanych jako dawcy cech
wysokiej wartosci uzytkowej 17 odmian/linii: Pavon76, translokowana linia 6VS/6AL
Yangmai 5, KS9OWGRC10, KS96WGRC36, KS91WGRC11, KS92WGRC16 i linia
zawierajgca gen Pm29, bedace zrodltami gendéw odpornosci na choroby, ale o niskiej
warto$ci innych cech uzytkowych.

Z wszystkich badanych odmian izolowano DNA trzema metodami. Pierwsza z nich
(referencyjna) polegata na wyizolowaniu DNA przy pomocy zestawu DNeasy Plant Mini
Kit (Qiagen Inc., 27220 Turnberry Lane, Valencia, CA 91355, USA). W tym celu
z kazdego obiektu pobrano 200 mg mtodej tkanki roslinnej, ktorg homogenizowano
w buforze ekstrakcyjnym przy uzyciu mitynka miksujgcego MM301 (Retsch, Verder,
Katowice, Polska), przy ustawieniu czgstotliwosci wytrzasania 30 tys./min. w dwoch
cyklach pigciominutowych. Po zakonczeniu pierwszego etapu izolacji procedura przebie-
gata zgodnie z zaleceniami podanymi przez producenta zestawu DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen). Spektrofotometryczny pomiar ilo§ci UV zaabsorbowanego przez zasady w DNA
oznaczono przy uzyciu aparatu Genesys 10 (ThermoSpectronic, Rochester, NY 14625,
USA).

Druga metoda izolacji zostata przeprowadzona wedtug protokotu opracowanego przez
Warner i wspotpracownikow (2002). Z kazdego obiektu pobrano okoto 20 mg dwutygo-
dniowej tkanki ro§linnej. Material roslinny nastgpnie homogenizowano w 0,2 ml
probowkach (Multi Ultra Strip Tubes & Caps, Sorenson™ Bioscience, Inc., 6507 South
400 West Salt Lake City, Utah 84107, USA) w obecnosci roztworu alkalicznego 250mM
NaOH, przy uzyciu mtynka miksujacego MM301 i czgstotliwosci wytrzgsania 30 tys./min.
w dwoch powtorzeniach trzydziestosekundowych. Po wstepnym ucieraniu materiat
roSlinny inkubowano przez 1 minute w temperaturze 95°C, wykorzystujagc do tego
termocykler UNO II (Biometra GmbH, Rudolf-Wissell-Str. 30, D-37079 Gottingen,
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Niemcy) i ponownie ucierano miynkiem miksujacym MM301. Nast¢pnie do roztworu
lizatu w celu uzyskania lekko zasadowego pH dodano 100 mM TRIS-HCI, pH 8,3. Po
zakonczeniu tego etapu otrzymany supernatant inkubowano przez 1 dobg w temperaturze
4°C.

W trzeciej metodzie do izolacji DNA wykorzystano odczynnik DNAzol Direct
(Molecular Research Center, MRC, USA). Z kazdego obiektu pobrano okoto 20 mg mtode;j
tkanki roslinnej, a nastepnie homogenizowano ja w 0,2 ml probowkach (Sorenson™
Bioscience) w obecnosci alkalicznego roztworu DNAzol Direct. Do homogenizacji
materialu roslinnego uzyto mtynka miksujacego MM301 przy ustawieniu czestotliwosci
wytrzasania 30 tys./min. w dwoch powtorzeniach trzydziestosekundowych. Po wstepnym
ucieraniu probki inkubowano przez 1 minutg w temperaturze 95°C, wykorzystujac do tego
termocykler UNO II, ponownie ucierano mtynkiem miksujacym MM301, a nastepnie
pozostawiono je przez 1 dobe w temperaturze pokojowe;j.

Jakos¢ iilos¢ DNA uzyskanego w trzech metodach izolacji sprawdzono
elektroforetycznie na 0,7% zelu agarozowym zawierajacym bromek etydyny (Agarose
NEEO ultra-quality, ROTH), przy napigciu 200 V w buforze 0,5 x TBE. Obraz rozdziatu
elektroforetycznego sfotografowano na transiluminatorze UV za pomocg Kodak Gel Logic
200 Imagine System (Eastman Kodak Company, Rochester, NY 14650, USA),
wykorzystujac do tego program Kodak Molecular Imaging Software, Version 4.0 (Eastman
Kodak Company, Rochester, NY 14650, USA).

W celu poréwnania efektywnosci izolacji DNA wszystkie matryce przechowywano
w temperaturze 4°C przez 30 dni, a nastgpnie, w celu przyspieszenia degradacji DNA,
umieszczono je w temperaturze pokojowej na 10 dni. Do reakcji amplifikacji PCR (ang.
Polymerase Chain Reaction) pobrano dwanascie matryc kolejno po 1, 10, 30 i 40 dniach
od izolacji. Lacznie wykorzystano dwanascie markeroéw mikrosatelitarnych (SSR, ang.
Simple Sequence Repeats): Xgwmli36 (oczekiwany produkt 275 pz — par zasad),
Xgwm550 (156 pz), Xbarc66 (112 pz), Xbarci47 (105 pz), Xbarci35 (239 pz), Xgwm369
(184 pz), Xgwm95 (105 pz), Xbarci124 (250 pz), Xgwm257 (190 pz), Xgwm169 (193 pz),
Xgwm613 (114 pz), Xbarcl83 (166 pz) (Rdder iin., 1998; Pestsova i in., 2000; Somers
iin., 2004; Song 1iin., 2005). W kazdej parze starterow amplifikujacych loci
mikrosatelitarne jeden ze starteréw na koncu 5’ byl wyznakowany jednym z trzech
barwnikoéw fluorescencyjnych ABI (6-FAM, HEX lub TET). Reakcje amplifikacji
przeprowadzono przy wykorzystaniu niskoprofilowanych cienkosciennych probowek
(MJResearch, Inc., 149 Grove Street, Watertown, MA 02172, USA) w termocyklerze
Mastercycler ep (Eppendorf AG, 22331, Hamburg, Niemcy). Catkowita objetos¢
mieszaniny reakcyjnej wyniosta 20 ul, a w jej sktad wchodzity nastgpujace komponenty: 1
x bufor (MBI Fermentas, V. Graiciuno g. 8, 02241 Wilno, Litwa), 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM
dNTPs, 0,5 uM startera i1 jednostka polimerazy Tag (MBI Fermentas). Ponadto
w zaleznosci od metody izolacji DNA mieszanina reakcyjna zawierata: 24 ng DNA
roslinnego wyizolowanego za pomoca zestawu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), 3 ul
supernatantu pochodzacego po ekstrakcji metodg NaOH i 2 pl supernatantu uzyskanego po
izolacji za pomoca odczynnika DNAzol Direct (MRC). W zaleznosci od temperatury
przyklejania si¢ startera do matrycy zastosowano trzy rozne profile termiczne reakcji PCR
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prowadzonej w termocyklerze Mastercycler ep (Eppendorf AG, Hamburg, Niemcy). Dla
markerow: Xgwmli36, Xgwm369, Xgwmb613, Xgwm95, Xgwm257 warunki amplifikacji
przebiegaty wedlug nastepujacego programu: 94°C/2 min. denaturacji wstgpnej, 10 cykli
sktadajacych si¢ 94°C/30 sek., 60°C/30 sek., 72°C/1 min., a takze 30 cykli 90°C/30 sek.,
60°C/30 sek., 72°C/1 min. Dla markerow: Xgwm550, Xbarc66, Xbarci183 poszczegdlne
etapy reakcji PCR rdznily sie tylko temperaturg przyklejania startera do matrycy, ktora
wynosita 55°C/30 sek., a dla markerow: Xbarci24, Xbarcl47, Xbarcl35, Xgwml69
temperatura hybrydyzacji wynosita 50°C/30 sek. W ostatnim cyklu reakcji PCR, etap
elongacji zostat wydtuzony o 5 min. Temperature pokrywy grzewczej w termocyklerze
ustawiono na 105°C we wszystkich uzytych programach. Produkty PCR przed
naniesieniem na zel odpowiednio rozcienczono i denaturowano w obecno$ci formamidu
(Sigma-Aldrich sp. zo. o., ul. Szelaggowska 30, 61-626 Poznan, Polska) z temperatura
pokrywy grzewczej 105°C i temperaturg bloku 95°C przez 3 min., wykorzystujac do tego
termocykler UNO II (Biometria, Gottingen, Niemcy).

Rozdziat produktow amplifikacji PCR przeprowadzono na analizatorze DNA ABI
377XL (Applied Biosystems, Foster City, CA 94404, USA) na 4,75% denaturujagcym zelu
polyakrylamidowym (Long Ranger® Gel Soulution, Cambrex Bio Science Rockland, Inc.,
Rockland, USA).

Intensywno$¢ produktow reakcji PCR oceniano na podstawie ilo$ci prazka (zajmowane;j
powierzchni na zelu w jednostkach wzglednych) za pomocg programu WinCAM 2004a
Color Area Meter (Instruments Régent Inc., 2672, Chemin Sainte-Foy, Quebec, Qc G1V
1V4, Kanada).

WYNIKI

Stwierdzono, ze liczba otrzymanych produktow reakcji PCR przy uzyciu tego samego
markera (Xgwm95, Xgwm?257, Xbarci83, Xgwmli69, Xgwm369, Xbarcl35, Xbarcl47,
Xgwm550, Xbarcl24, Xgwml36), dla poszczegdlnych metod jest taka sama i zmienia si¢
nieznacznie wraz z uptywem czasu (po 1, 10 i 30 dni) przechowywania w temperaturze
4°C (rys. 1). Po 40 dniach od izolacji (30 dni/4°C + 10 dni/temp. pokojowa)
przeprowadzona ocena liczby produktow wykazata, ze prawie zadna z matryc otrzymanych
po izolacji Qiagen i tzw. szybkiej metodzie (NaOH) pod wptywem temperatury nie ulegla
degradacji i uzyskano taka sama liczbe¢ produktow reakcji PCR (rys. 1). Wérod matryc po
izolacji metoda NaOH zauwazono nieznaczng ich degradacje. Dla markerow: Xgwm95,
Xgwm257, Xbarcl83, Xgwml69, Xbarci47, Xgwm550, otrzymano srednio o dwa
produkty mniej, natomiast tylko dla czterech uktadow: Xgwm369, Xbarcl35, Xbarci24,
Xgwml36 nie otrzymano zadnych produktow (rys. 1). Matryce po izolacji za pomoca
DNAZzol Direct, podczas przechowywania przez 10 dni w temperaturze pokojowej, ulegty
degradacji do tego stopnia, ze dla markerow: Xgwm95, Xgwm257, Xbarci183, Xgwml69
liczba uzyskanych produktéw byta znacznie nizsza. Natomiast az w siedmiu kombinacjach
(Xgwm369, Xbarcl35, Xbarcl47, Xgwm550, Xbarci24, Xgwml36, Xbarc66) nie
otrzymano zadnych produktow amplifikacji loci mikrosatelitarnych (rys. 1).

63



Aleksandra Pietrusinska ...

120
108
*
96 + L
84 i d t
| - b4
4 Fy
72 4
b
60 - d——
4
48 i {1«
36 - oo oo
oo 5
24 + . o
5 L .
0 -
Dzien; Day 1 10 30 40 1 10 30 40 1 10 30 40
Dni; D
s Days Qiagen NaOH DNAzol Direct

Metoda izolacji DNA
DNA isolation method

H# Xbarc183
| Xgwm613
% Xgwm169
E Xgwm257
& Xbarc124
B Xgwm95

B Xgwm369
E Xbare135
= Xbarc147
O Xbarc66

o Xgwm550
O3 Xgwm136

Rys. 1. Liczba produktéw PCR uzyskanych w trakcie amplifikacji DNA uzyskanego po izolacji

réznymi metodami

Fig. 1. Number of PCR products generated with the use of DNA extracted with different methods

Analiza uzyskanych produktéw w reakcji PCR pod wzgledem ich intensywnosci az dla
dziewieciu z dwunastu uktadéw mikrosatelitarnych (Xgwm95, Xgwm257, Xbarci§3,
Xgwml169, Xgwm369, Xbarci35, Xbarci47, Xgwm550, Xbarci24) wykazata znaczna
roéznicg pomigdzy matrycami wyizolowanymi przy pomocy trzech metod (rys. 2). Rdznica
w intensywnos$ci produktow PCR byla najbardziej widoczna pomi¢dzy metodami Qiagen
i NaOH a metoda DNAzol Direct. Dla niektorych metod izolacji DNA (Qiagen i NaOH)
intensywno$¢ uzyskanych produktow (niezaleznie od wieku matryc isposobu ich
przechowywania) byta bardzo wysoka, co czasami utrudnialo ich doktadng analizg.
Natomiast dla matryc po izolacji odczynnikiem alkalicznym (DNAzol Direct) dla
wszystkich dwunastu uktadow mikrosatelitarnych, uzyskane produkty reakcji PCR byly
znacznie mniej intensywne, a w niektorych przypadkach byty bardzo trudno dostrzegalne

(Xbarci24, Xbarc66, Xgwm369), co znacznie utrudnito ich analizg.
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Rys. 2. Intensywnos¢ (jednostki wzgledne) produktéow PCR uzyskanych w trakcie amplifikacji DNA
uzyskanego po izolacji r6znymi metodami
Fig. 2. Intensity (relative units) of PCR products generated with the use of DNA extracted with
different methods

DYSKUSJA

W celu zastosowania w selekcji materiatlu hodowlanego efektywnych, szybkich i tanich
metod izolacji DNA w badaniach wykorzystano dwie metody ekstrakcji: za pomoca
alkalicznego buforu NaOH i gotowego odczynnika DNAzol Direct. Okazalo si¢, ze jedynie
za pomoca ekstrakcji w obecnosci roztworu NaOH otrzymane matryce nie ulegly tak
szybko degradacji pod wptywem uplywu czasu i sposobu przechowywania, jak miato to
miejsce w przypadku matryc po izolacji odczynnikiem DNAzol Direct. Dokonywana po
réznym czasie przechowywania wyizolowanego DNA, ocena efektywnosci trzech roznych
metod izolacji dla dwunastu markerow mikrosatelitarnych (SSR) potwierdzita, ze
ekstrakcja DNA za pomoca NaOH jest metoda, ktora daje dobre wyniki, a przy tym jest
szybka, prosta, atakze tania. Wybodr tej metody ekstrakcji DNA do przeprowadzenia
izolacji duzej liczby obiektéw w krotkim czasie jest jak najbardziej uzasadniony. Wedtug
Warner i wspolpracownikéw (Warner iin., 2001) za pomoca ckstrakcji w obecnosci
NaOH, w ciagu jednego dnia roboczego jedna osoba jest w stanie wyizolowac az 400
probek ros§linnych, podczas gdy za pomocg zestawu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, USA)
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tylko 48 probek (obserwacje wlasne). Zasadnicza zaleta tej metody jest bardzo niski koszt
jednostkowy. Wedlug Warner i1 zespdt (Warner i in., 2001) wyizolowanie jednej probki za
pomoca metody NaOH kosztuje w przyblizeniu 0,54 $, podczas gdy za pomocg gotowych
zestawow koszty, w zalezno$ci od producenta, wynoszg ponad 4,00 $ za jedng probke.
Jednak jakos¢ i czysto$¢ otrzymanego DNA za pomocg ekstrakcji w obecnosci NaOH jest
czynnikiem znacznie ograniczajagcym wykorzystanie tej metody izolacji w technikach
molekularnych sktadajacych si¢ z wielu etapow (AFLP, RFLP), a przez to wymagajacych
znacznie wigkszych ilo§ci DNA, pozbawionego jakichkolwiek zanieczyszczen, bedacych
inhibitorami reakcji PCR (Peist i in., 2001; Warner 1 in., 2001; Kourakousis i Langridge,
2003).

Wedlug zebranej literatury na temat zastosowania do izolacji roslinnego DNA
gotowego odczynnika alkalicznego (DNAzol Direct, Molecular Research Center, USA;
Plant DNAzol, Life Technologies, USA) wynika, ze do niektorych procedur wprowadzono
dodatkowy etap zwigzany z oczyszczaniem wyizolowanego DNA (Ching in., 2002;
Caldwell iin., 2004). Moze to sugerowac, ze w celu uzyskania DNA lepszej jakosci,
konieczne jest wprowadzenie tego punktu do procedury izolacji za pomoca tego
odczynnika. Jednak oznacza to, ze wykorzystanie tej metody do izolacji z duzej liczby
obiektéw roslinnych, moze znacznie przedhuzy¢ selekcje wspomagang markerami, na co
nie zawsze mozna sobie pozwolic.

WNIOSKI

1. Metoda izolacji za pomocg NaOH data poréwnywalne wyniki w stosunku do referen-
cyjnej metody izolacji za pomocg zestawu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).

2. Ze wzgledu na wysokg efektywnosc¢ szybkiej ekstrakcji DNA za pomocg alkalicznego
buforu NaOH, zastosowanie tej metody izolacji do selekcji wspomaganej markerami
mikrosatelitarnymi (MAS), wydaje si¢ jak najbardziej uzasadnione, gdyz znacznie
obniza koszty analizy i skraca jej czas.

3. Metoda izolacji DNA za pomocg odczynnika DNAzol w naszych do§wiadczeniach nie
data oczekiwanych wynikow.
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