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ity analysis made with RAPD technique

S u m m a r y

The study purpose was to examine the influence of DNA isolation’s method

on result of genetic similarity analysis made with RAPD technique. Two meth-

ods of DNA isolation were used – the Tomson-Henry method, which provides

low purified DNA, and the column method, which provides high purified DNA.

By using DNA isolated with these two methods the RAPD analysis of genetic dis-

tance was executed. It was noticed, that using high purified DNA resulted in

higher number of amplification’s products, and consequently in larger accuracy

of analysis.
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1. Wstêp

Markery molekularne RAPD (ang. Random Amplified Polymor-

phic DNA) wykorzystywane s¹ do ró¿nego typu analiz, m.in. do

badania dystansu lub podobieñstwa genetycznego pomiêdzy od-

mianami, gatunkami lub pojedynczymi osobnikami. W metodzie

tej wykorzystuje siê dziesiêcionukleotydowe startery do amplifi-

kacji losowo rozproszonych po genomie odcinków DNA. Celem

badañ by³o sprawdzenie wp³ywu metody izolacji DNA na wynik

analizy RAPD – PCR. Przeprowadzono dwie analizy podobieñ-

stwa genetycznego z zastosowaniem techniki RAPD, wykorzy-
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stuj¹c ró¿ne metody izolacji DNA: metodê Thomsona-Henry’ego oraz metodê kolu-

mienkow¹. Metoda kolumienkowa jest metod¹ d³u¿sz¹ i bardziej skomplikowan¹,

ale umo¿liwia otrzymanie DNA o wysokiej czystoœci. Jest ono pozbawione RNA po-

przez traktowanie RNaz¹ oraz filtrowane na kolumienkach w celu oddzielenia zanie-

czyszczeñ. Metoda Thomsona-Henry’ego jest metod¹ prost¹ i szybk¹ – polega ona

na dodaniu buforu TPS do materia³u roœlinnego (1). W przypadku tej metody DNA

nie jest w ¿aden sposób oczyszczane i zawiera zwi¹zki wystêpuj¹ce w komórkach

roœlinnych.

W przypadku obu analiz podobieñstwa u¿yto tych samych starterów. Nastêpnie

porównano ich wyniki, zwracaj¹c szczególn¹ uwagê na otrzyman¹ w obu przypad-

kach liczbê produktów amplifikacji.

2. Materia³ i metody

Materia³em roœlinnym by³o 16 populacji lucerny siewnej (Medicago sativa L. sl.),

pochodz¹cych z kolekcji Katedry Genetyki i Hodowli Roœlin Uniwersytetu Przyrodni-

czego w Poznaniu. By³y to: 2 ekotypy (27, 212); 4 odmiany (Radius, Du Puits, Sitel,

Vernal); 2 populacje syntetyczne (Syn 9-3, Syn 7-3); 2 linie wsobne S5 (B10, F); 2 mie-

szañce pojedyncze (B10 x F, F x B10); 3 mutanty (‘lp’ – d³ugogroniasty, ‘br’ – wie-

chowaty, ‘tf’ – samokoñcz¹cy); odmiana Ulstar (d³ugogroniasta, wyhodowana z mu-

tanta ‘lp’). Materia³ roœlinny do izolacji DNA pobierano w przypadku ka¿dej z popu-

lacji z 10 roœlin rosn¹cych w warunkach szklarniowych. DNA izolowano dla ka¿dej

z roœlin osobno, a nastêpnie sporz¹dzano próbê zbiorcz¹ reprezentuj¹c¹ dan¹ po-

pulacjê.

Izolacjê DNA przeprowadzano dwiema metodami. Pierwsz¹ by³a metoda Thom-

sona-Henry’ego (1). Dyski liœciowe o powierzchni 50 mm2 traktowano 200 �l buforu

TPS o sk³adzie: 100 mM Tris-HCl o pH 9,5; 1 M KCl; 10 mM EDTA. Inkubacjê przepro-

wadzono w probówkach Eppendorfa, w ³aŸni wodnej w temperaturze 95°C przez

15 minut. Po inkubacji zbierano ekstrakt DNA znad osadu resztek tkanki roœlinnej

i umieszczano w nowych probówkach. Koñcowa objêtoœæ buforu w którym rozpusz-

czone by³o DNA wynosi³a 200 �l.

Drug¹ wykorzystan¹ metod¹ izolacji by³a metoda kolumienkowa z wykorzysta-

niem kitu Qiagen DNeasy Plant Kit. Fragmenty liœci o powierzchni 50 mm2 umiesz-

czano w probówkach z ciek³ym azotem i rozcierano tkankê roœlinn¹ na proszek. Do

ka¿dej probówki dodawano 400 �l buforu AP1 oraz 3 �l RNazy. Nastêpnie inkubo-

wano próby przez 30 minut w temperaturze pokojowej i 30 minut w 65°C. Po inku-

bacji dodawano po 130 �l buforu AP2 i mieszano na vortexie. Nastêpnie umieszcza-

no próby na lodzie i po 15 minutach wirowano przez 20 minut w 14 000 obrotów.

Po zwirowaniu zbierano supernatan, który nanoszono na kolumienki, do których

dodawano 60 �l buforu AP3. Próby wirowano przez 2 minuty w 8000 obrotów, a na-

stêpnie dodawano 450 �l buforu AW i 50 �l buforu AE. Wyizolowane DNA przecho-
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wywano w temperaturze -20°C. Koñcowa objêtoœæ buforu w którym rozpuszczone

by³o DNA wynosi³a 500 �l.

W przypadku obu metod izolacji mierzono stê¿enie otrzymanego ekstraktu DNA

pos³uguj¹c siê fluorymetrem Gene Quant II firmy Pharmacia Biotech. Nastêpnie

sporz¹dzano rozcieñczenia ekstraktów DNA w celu wyrównania stê¿eñ wszystkich

prób. Po przeprowadzeniu izolacji DNA metod¹ Thomsona-Henry’ego (metoda I)

zmierzone stê¿enie waha³o siê od 2147 �g/ml do 2513 �g/ml. W przypadku DNA

izolowanego metod¹ kolumienkow¹ (metoda II) stê¿enie wynosi³o od 2492 �g/ml

do 3465 �g/ml. W obu przypadkach rozcieñczono otrzymane ekstrakty DNA, dopro-

wadzaj¹c je do stê¿enia 1000 �g/ml.

Reakcjê ³añcuchow¹ polimerazy (PCR) z wykorzystaniem DNA izolowanego obie-

ma metodami przeprowadzono w objêtoœci 12,5 �l mieszaniny o sk³adzie: woda de-

jonizowana; 1 M Tris-HCl, MgCl2 (25 mM), BSA (20 mg/ml), dNTP (2 mM), starter, Taq

polimeraza (5U/�l), ekstrakt DNA. Amplifikacjê DNA przeprowadzono za pomoc¹

termocyklera T3 firmy BIOMETRA. Na przebieg reakcji PCR sk³ada³o siê 45 cykli; de-

naturacja DNA zachodzi³a w 94°C, przy³¹czanie starterów w 37°C, natomiast synteza

nowych nici w 72°C. Nastêpnie próby sch³adzane by³y do temperatury 4°C. Analizê

dystansu genetycznego technik¹ RAPD przeprowadzano w nastêpuj¹cy sposób: elek-

troforezê produktów amplifikacji prowadzono w 1,5% ¿elu agarozowym z dodat-

kiem bromku etydyny. Zdjêcia produktów amplifikacji wykonywane by³y na transilu-

minatorze w œwietle UV. Analizê z ka¿dym ze starterów powtarzano dwa razy, wy-

bieraj¹c do dalszego opracowania jedynie pr¹¿ki powtarzaj¹ce siê. Analiza umo¿li-

wiaj¹ca okreœlenie podobieñstwa genetycznego (GS) pomiêdzy badanymi obiektami

w formie dendrogramu zosta³a sporz¹dzona przy u¿yciu programu komputerowego

UVIMAP wykorzystuj¹cego funkcjê podan¹ przez Nei i Li (2).

Dla obu analiz podobieñstwa (wykonanych na DNA wyizolowanych ró¿nymi me-

todami) policzono liczbê produktów amplifikacji wygenerowanych przez u¿yte

w doœwiadczeniu startery.

3. Wyniki

Spoœród 35 przetestowanych starterów oligonukleotydowych wybrano 10, które

dawa³y najwiêcej produktów amplifikacji. Na wybranych 10 starterach wykonano

dwie serie analiz podobieñstwa, z wykorzystaniem DNA izolowanego dwiema meto-

dami. Startery oraz ich sekwencje nukleotydowe tworz¹ce polimorfizm zamieszczo-

no w tabeli 1.
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T a b e l a 1

Startery i ich sekwencje nukleotydowe tworz¹ce polimorfizm

Numer startera Sekwencja nukleotydowa 5’-3’

OPA 01 CAGGCCCTTC

OPA 03 AGTCAGCCAC

OPA 04 AATCGGGCTG

OPA 07 GAAACGGGTG

OPB 07 GGTGACGCAG

OPC 08 TGGACCGGTG

OPC 18 TGAGTGGGTG

OPE 14 TGCGGCTGAG

OPI 02 GGAGGAGAGG

OPJ 20 AAGCGGCCTC

W zale¿noœci od metody izolacji DNA u¿ytego do reakcji PCR otrzymano ró¿n¹

liczbê produktów amplifikacji. Stosuj¹c DNA izolowane metod¹ Thomsona-Henry’ego

najmniejsz¹ liczbê produktów amplifikacji uzyskano przy zastosowaniu startera

OPB 07 (œrednio 3,5 w przeliczeniu na populacjê) (tab. 2). Najwiêksz¹ liczbê produk-

tów amplifikacji wygenerowano stosuj¹c starter OPA 01 (6,3 w przeliczeniu na po-

pulacjê). W przypadku gdy mieszaninê przygotowano u¿ywaj¹c DNA izolowane me-

tod¹ kolumienkow¹, liczba produktów dla jednej populacji wynosi³a œrednio od 6,7

przy u¿yciu startera OPE 14 do 10,6 w przypadku startera OPB 07. Zauwa¿ono, ¿e

przy wykorzystaniu DNA izolowanego metod¹ kolumienkow¹ œrednia liczba wyge-

nerowanych pr¹¿ków by³a prawie dwukrotnie wy¿sza ni¿ w przypadku gdy wykorzy-

stano DNA izolowane metod¹ Thomsona-Henry’ego (tab. 2).

T a b e l a 2

Œrednia liczba produktów amplifikacji wygenerowanych dla jednej populacji przez ka¿dy z u¿ytych starterów

Starter Metoda I Metoda II

1 2 3

OPA 01 6,3 9,1

OPA 03 5,3 9,7

OPA 04 4,4 8,8

OPA 07 4,1 6,8

OPB 07 3,5 10,6

OPC 08 4,1 7,2

OPC 18 5,2 8,9
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1 2 3

OPE 14 4,2 6,7

OPI 02 5,1 8,5

OPJ 20 4,0 7,7

Œrednia 4,6 8,4

Porównanie dwóch analiz podobieñstwa genetycznego z wykorzystaniem tego

samego startera (OPB 07) przedstawiono na fotografiach 1 i 2.

Kolejnoœæ œcie¿ek odpowiada nastêpuj¹cym genotypom:

1. Ekotyp 27, 2. Ekotyp 212, 3. Du Puits, 4. Radius, 5. Sitel, 6. Vernal, 7. Syn 7-3, 8. Syn 9-3, 9. Linia

B10, 10. Linia F, 11. Mieszaniec F x B10, 12. Mieszaniec B10 x F, 13. Mutant ‘br’, 14. Mutant ‘tf’, 15. Mutant

‘lp’, 16. Odmiana Ulstar, W – wzorzec – 1KB DNA Ladder.
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Fot. 2. Elektroforogram produktów amplifikacji DNA wykonany technik¹ RAPD-PCR z zastosowa-

niem startera OPB 07 o sekwencji: 5’ GGTGACGCAG 3’. DNA izolowano metod¹ kolumienkow¹.

Fot. 1. Elektroforogram produktów amplifikacji DNA wykonany technik¹ RAPD-PCR z zastosowa-

niem startera OPB 07 o sekwencji: 5’ GGTGACGCAG 3’. DNA izolowano metod¹ Thomsona-Henry’ego.



Wynik analizy podobieñstwa genetycznego metod¹ RAPD-PCR tak¿e ró¿ni³ siê

w zale¿noœci od metody izolacji DNA. Przy wykorzystaniu DNA izolowanego metod¹

Thomsona-Henry’ego badane populacje utworzy³y cztery grupy zró¿nicowania ge-

netycznego, a podobieñstwo miêdzy nimi waha³o siê od 45 do 78% (rys. 1). W grupie

pierwszej znalaz³y siê linia B10, linia F oraz dwa mieszañce: F x B10 i B10 x F. Podo-

bieñstwo genetyczne pomiêdzy tymi obiektami waha³o siê od 56 do 78%. Grupê

drug¹ utworzy³y odmiany Du Puits, Radius, Sitel, Vernal oraz ekotyp 212, pomiêdzy

którymi podobieñstwo waha³o siê od 58 do 72%. Grupê trzeci¹ utworzy³y mutanty

br, tf oraz lp, wykazuj¹ce podobieñstwo w granicach 62-78%. W grupie czwartej zna-

laz³y siê dwie populacje syntetyczne – Syn 9-3 i Syn 7-3 oraz ekotyp 27. Najmniej-

Wp³yw metody izolacji DNA na wynik analizy podobieñstwa genetycznego wykonanej technik¹ RAPD

BIOTECHNOLOGIA 3 (86) 182-191 2009 187

Rys. 1. Dendrogram podobieñstwa genetycznego pomiêdzy analizowanymi obiektami – analiza

wykonana przy u¿yciu DNA izolowanego metod¹ Thomsona-Henry’ego.

Rys. 2. Dendrogram podobieñstwa genetycznego pomiêdzy analizowanymi obiektami – analiza

wykonana przy u¿yciu DNA izolowanego metod¹ kolumienkow¹.



sze podobieñstwo genetyczne do wszystkich badanych obiektów wykazywa³a od-

miana Ulstar wyhodowana z mutanta ‘lp’ – wynosi³o ono 45%.

W przypadku gdy do badania podobieñstwa genetycznego metod¹ RAPD-PCR

u¿yto DNA izolowanego metod¹ kolumienkow¹ wynik analizy by³ inny ni¿ wówczas

gdy u¿ywano DNA izolowanego metod¹ Thomsona-Henry’ego. Obiekty na dendro-

gramie bêd¹cym wynikiem tej analizy utworzy³y trzy grupy podobieñstwa genetycz-

nego, którego wartoœæ waha³a siê od 23 do 52% (rys. 2.). W grupie pierwszej zna-

laz³y siê linia B10, mieszañce F x B10, B10 x F, mutanty lp, tf, br oraz odmiana Ulstar

podobieñstwo miêdzy nimi waha³o siê od 27 do 52%. Grupê drug¹ utworzy³y odmia-

ny Du Puits, Radius, Sitel i Vernal oraz ekotypy 27 i 212, pomiêdzy którymi podobieñ-

stwo wynosi³o od 36 do 48%. W grupie trzeciej znalaz³y siê populacje syntetyczne

Syn 7-3 i Syn 9-3 oraz linia F; podobieñstwo genetyczne miêdzy tymi obiektami

waha³o siê od 36 do 43%.

4. Dyskusja

W przeprowadzonych badaniach testowano wp³yw metody izolacji DNA na wy-

nik analizy podobieñstwa genetycznego technik¹ RAPD – PCR. Markery RAPD wy-

korzystywane s¹ m.in. do: okreœlenia pochodzenia materia³ów mieszañcowych,

identyfikacji gatunków oraz odmian hodowlanych (3,4), oceny dystansu lub podo-

bieñstwa genetycznego (5), identyfikacji markerów sprzê¿onych z genami warun-

kuj¹cymi korzystne cechy iloœciowe (6) oraz jakoœciowe – m.in. odpornoœci na pa-

togeny (7), badania polimorfizmu wewn¹trz- i miêdzygatunkowego u wielu gatun-

ków (8). Segregacje markerów RAPD wg praw Mendla oraz ich dziedziczenie obser-

wowano, np. u jêczmienia, lucerny oraz soi (9,10).

Najczêœciej napotykanym problemem przy pos³ugiwaniu siê technik¹ RAPD jest

niska powtarzalnoœæ uzyskanych wyników, wynikaj¹ca z wra¿liwoœci tej metody na

zmiany warunków amplifikacji (11). Liczba, powtarzalnoœæ i intensywnoœæ produk-

tów otrzymanych w technice RAPD s¹ funkcj¹ wielu parametrów: stê¿enia chlorku

magnezu, trójfosforanów deoksynukleotydów, Taq polimerazy DNA, koncentracji

oraz metody izolacji DNA, liczby cykli, temperatury przy³¹czania starterów oraz

typu termocyklera (12-15). Wp³yw stê¿enia próbki DNA na analizê RAPD zosta³ od-

notowany, ale obserwacje ró¿ni³y siê doœæ znacznie. Niektórzy autorzy odnotowali,

¿e stê¿enie DNA nie wp³ywa istotnie na powtarzalnoœæ analiz RAPD, a jedynie na in-

tensywnoœæ pr¹¿ków (16,17). Równie¿ Ellsworth i in. (18) zaobserwowali jedynie

spadek intensywnoœci pr¹¿ków wraz z rozcieñczeniem próbki DNA, bez pojawiania

siê nowych produktów. Inne wyniki uzyskano prowadz¹c badania wp³ywu koncen-

tracji DNA na wynik analizy technik¹ RAPD przy u¿yciu 2 ró¿nych starterów i 9 pró-

bek DNA (12). Autorzy zaobserwowali, ¿e przy wysokich stê¿eniach (1-100 ng/�l)

liczba wyraŸnych pr¹¿ków by³a najwy¿sza i waha³a siê od 1 do 6. Przy ni¿szych stê-

¿eniach DNA wiêkszoœæ pojawiaj¹cych siê wczeœniej wyraŸnych pr¹¿ków nie by³a wi-
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doczna, natomiast pojawi³y siê œrednio i s³abo wyraŸne pr¹¿ki ró¿nych rozmiarów.

Autorzy sformu³owali tezê, ¿e pojawiaj¹ siê one, gdy relatywnie wiêksza zawartoœæ

startera umo¿liwia³a efektywn¹ amplifikacjê miejsc, które by³y niedostêpne w przy-

padku wy¿szych stê¿eñ próbek. Obserwacje te wskazuj¹ na istotny wp³yw stê¿enia

próbki na reakcjê PCR.

Przy rozpatrywaniu wp³ywu metody izolacji DNA na wynik analizy RAPD-PCR re-

zultaty otrzymane przez autorów zajmuj¹cych siê tym problemem ró¿ni¹ siê od sie-

bie. Colton i Clark (19) przeprowadzali izolacjê DNA z przechowywanych w ró¿nych

warunkach tkanek Drosophila melanogaster trzema metodami. Nie zauwa¿yli oni istot-

nych ró¿nic w wynikach reakcji PCR dla trzech zastosowanych metod izolacji DNA –

zaobserwowane przez nich ró¿nice mia³y zwi¹zek jedynie ze sposobem przechowy-

wania tkanek przed izolacj¹. Inne wnioski przedstawili autorzy badaj¹cy wp³yw me-

tody izolacji DNA na wynik analizy RAPD u Staphylococcus epidermis i Streptococcus faecalis

(20). Testowali oni 3 metody izolacji (Chelex, microwave oraz fenol/chloroform). W przy-

padku ka¿dej z trzech analiz otrzymano znacz¹co ró¿ny rozk³ad produktów. Techni-

ka microwave generowa³a najbardziej powtarzalny wzór i wed³ug autorów jest najod-

powiedniejsza przy wykorzystywaniu techniki RAPD dla bakterii gramdodatnich.

Wp³yw metody izolacji zarówno na intensywnoœæ, jak i liczbê produktów bada³

Weder (21). Testowa³ on 11 metod izolacji DNA i ich wp³yw na rezultat analizy

RAPD-PCR dla czterech gatunków roœlin: soi, soczewicy, pszenicy i ¿yta. Zaobserwo-

wa³, ¿e w zale¿noœci od metody izolacji uzyskiwano produkty o ró¿nej intensywno-

œci (wyraŸne, œrednio i s³abo wyraŸne). W przypadku liczby wygenerowanych pro-

duktów zaobserwowane w obrêbie jednego gatunku ró¿nice dla jedenastu metod

izolacji by³y znaczne, np. u ry¿u przy jednej z testowanych metod nie zaobserwowa-

no ¿adnych produktów, natomiast przy zastosowaniu innej metody uzyskano bar-

dzo wyraŸne pr¹¿ki. Najwiêcej wyraŸnych i œrednio wyraŸnych produktów uzyskano

u soi. Zaobserwowane przez autora ró¿nice w rezultatach analiz RAPD-PCR w zale¿-

noœci od u¿ytej metody izolacji pokrywaj¹ siê z wynikami uzyskanymi w tej pracy.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ¿e w przypadku wykorzystania dwóch

metod izolacji – Thomsona-Henry’ego oraz kolumienkowej, obraz produktów

otrzymany po analizie RAPD ró¿ni siê znacznie (fot. 1 i 2). W przypadku analiz RAPD

wykonanych na DNA izolowanym metod¹ Thomsona-Henry’ego, która jest metod¹

prost¹ i szybk¹, jednak daj¹c¹ DNA o niskiej czystoœci, liczba otrzymanych produk-

tów by³a niewielka i wynosi³a œrednio 4,6 na œcie¿kê (wartoœæ œrednia dla dziesiêciu

testowanych starterów). Wartoœæ ta by³a porównywalna do liczby produktów otrzy-

manych w analizach RAPD przez innych autorów. Yu i Pauls (22) studiowali zale¿noœ-

ci genetyczne miêdzy odmianami lucerny na próbach zbiorczych DNA (bulked DNA)

z u¿yciem 10 starterów, które generowa³y œrednio po 5 produktów. W przypadku

analiz wykorzystuj¹cych DNA izolowane metod¹ kolumienkow¹, która jest metod¹

d³u¿sz¹ i bardziej skomplikowan¹, lecz daj¹c¹ DNA o du¿ej czystoœci, liczba uzyska-

nych po reakcji PCR produktów amplifikacji by³a prawie dwukrotnie wy¿sza – wy-

nosi³a œrednio 8,4 produktu na œcie¿kê (dla dziesiêciu testowanych starterów). Ró¿-
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nica ta jest najbardziej widoczna w przypadku startera OPB 07 – w przypadku me-

tody Thomsona-Henry’ego otrzymano dla niego najmniejsz¹ liczbê produktów (3,5),

a w przypadku metody kolumienkowej – najwiêksz¹ liczbê pr¹¿ków (10,6). Trudno

jest jednoznacznie okreœliæ przyczynê tak du¿ej ró¿nicy w liczbie uzyskanych pr¹¿-

ków – prawdopodobnie jest to zwi¹zane z wy¿sz¹ czystoœci¹ DNA uzyskanego me-

tod¹ kolumienkow¹. Podczas tej metody izolacji DNA traktowane jest RNaz¹ oraz

oczyszczane na kolumienkach, co nie wystêpuje w przypadku metody Thomso-

na-Henry’ego (gdzie materia³ roœlinny jest jedynie traktowany buforem TPS i ogrze-

wany – nie nastêpuje oczyszczanie otrzymanego ekstraktu). Mo¿liwe jest, ¿e w za-

nieczyszczonym DNA nie wszystkie miejsca startu amplifikacji s¹ dostêpne dla star-

tera – mog³oby to t³umaczyæ mniejsz¹ liczbê produktów amplifikacji.

Izolacjê DNA metod¹ kolumienkow¹ wykorzystano równie¿ w doœwiadczeniu,

w którym porównywano 4 metody izolacji DNA z homogenatu nasion soi (23). Po-

równano DNA izolowane metod¹ kolumienkow¹ (z u¿yciem kitu Qiagen DNeasy

Plant Kit), metodê CTAB oraz 2 inne metody wykorzystuj¹ce popularne kity do izola-

cji DNA. Zauwa¿ono, ¿e u¿yta metoda izolacji mia³a wp³yw na jakoœæ genomowego

DNA, a co za tym idzie na jakoœæ obrazu uzyskan¹ po elektroforezie tego DNA na

¿elu agarozowym wybarwionym bromkiem etydyny. Metoda CTAB mia³a najwiêksz¹

wydajnoœæ (pozwala³a uzyskaæ najwiêksz¹ liczbê produktów), jednak masa uzyska-

nych fragmentów DNA by³a bardzo ma³a w porównaniu do fragmentów otrzyma-

nych po zastosowaniu innych metod izolacji. Autor sugeruje, ¿e w zale¿noœci od

dalszego zastosowania DNA, preferowana mo¿e byæ metoda daj¹ca mniejsz¹ liczbê

produktów, jednak o wiêkszych masach molekularnych.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ¿e zastosowana metoda izolacji

DNA mia³a wp³yw nie tylko na liczbê otrzymanych produktów amplifikacji, ale rów-

nie¿ na koñcowy wynik analizy podobieñstwa genetycznego, przedstawiony na den-

drogramach podobieñstwa (rys. 1 i 2). W przypadku analizy z wykorzystaniem DNA

izolowanego metod¹ Thomsona-Henry’ego obiekty na dendrogramie utworzy³y

4 grupy podobieñstwa genetycznego, przy czym odmiana Ulstar nie znalaz³a siê

w ¿adnej z tych grup i by³a najmniej podobna do innych badanych obiektów (rys. 1).

Wynik ten by³ zaskakuj¹cy ze wzglêdu na fakt, ¿e odmiana Ulstar wyprowadzona zo-

sta³a z mutanta d³ugogroniastego ‘lp’ i posiada wiele cech tego mutanta, m.in.

wspomnian¹ cechê d³ugogroniastoœci. W przypadku wykorzystania DNA izolowane-

go metod¹ kolumienkow¹, obiekty na dendrogramie utworzy³y 3 grupy podobieñ-

stwa genetycznego. Zwa¿ywszy, ¿e dendrogram utworzony na podstawie wyników

analizy wykorzystuj¹cej DNA izolowane metod¹ kolumienkow¹ powsta³ na podsta-

wie prawie dwukrotnie wiêkszej liczby danych (produktów amplifikacji), mo¿emy

uwa¿aæ go za dok³adniejszy. O bardziej wiarygodnym wyniku analizy z DNA izolo-

wanego metod¹ kolumienkow¹ z u¿yciem kitu Qiagen mo¿e te¿ œwiadczyæ fakt, ¿e

na dendrogramie drugim odmiana Ulstar znalaz³a siê w jednej grupie podobieñstwa

z mutantem ‘lp’, z którego zosta³a wyprowadzona (rys. 2). Wyniki analizy podobieñ-

stwa otrzymane przy wykorzystaniu metody RAPD z DNA izolowanym metod¹ kolu-
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mienkow¹ pokrywaj¹ siê zatem z danymi na temat pochodzenia badanych obiek-

tów. W przypadku badañ podobieñstwa genetycznego lucerny metod¹ RAPD nale-

¿a³oby zatem poleciæ wykorzystywanie DNA o wy¿szej czystoœci, tj. izolowanego,

np. metod¹ kolumienkow¹.

5. Wnioski

1. Reakcja PCR przeprowadzona z DNA izolowanym metod¹ kolumienkow¹ da³a

prawie dwa razy wiêcej produktów amplifikacji ni¿ w przypadku DNA izolowanego

metod¹ Thomsona-Henry’ego.

2. Na wiêksz¹ liczbê otrzymanych produktów amplifikacji ma prawdopodobnie

wp³yw wiêksza czystoœæ DNA izolowanego metod¹ kolumienkow¹, a zatem wiêksza

dostêpnoœæ startera do miejsca pocz¹tku amplifikacji.

3. Wiêksza liczba produktów amplifikacji zwiêksza dok³adnoœæ analizy dystansu

genetycznego, a zatem wykorzystanie DNA izolowanego metod¹ kolumienkow¹ po-

zwala otrzymaæ bardziej wiarygodne wyniki.
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