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ity analysis made with RAPD technique

Summary

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. Wstep

Markery molekularne RAPD (ang. Random Amplified Polymor-
phic DNA) wykorzystywane sg do réznego typu analiz, m.in. do
badania dystansu lub podobienstwa genetycznego pomiedzy od-
mianami, gatunkami lub pojedynczymi osobnikami. W metodzie
tej wykorzystuje sie dziesiecionukleotydowe startery do amplifi-
kacji losowo rozproszonych po genomie odcinkéw DNA. Celem
badan byto sprawdzenie wptywu metody izolacji DNA na wynik
analizy RAPD — PCR. Przeprowadzono dwie analizy podobien-
stwa genetycznego z zastosowaniem techniki RAPD, wykorzy-
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stujac r6zne metody izolacji DNA: metode Thomsona-Henry'ego oraz metode kolu-
mienkowa. Metoda kolumienkowa jest metodg dluzszg i bardziej skomplikowana,
ale umozliwia otrzymanie DNA o wysokiej czystosci. Jest ono pozbawione RNA po-
przez traktowanie RNazg oraz filtrowane na kolumienkach w celu oddzielenia zanie-
czyszczen. Metoda Thomsona-Henry’ego jest metodg prosta i szybka — polega ona
na dodaniu buforu TPS do materiatu roslinnego (1). W przypadku tej metody DNA
nie jest w zaden sposob oczyszczane i zawiera zwigzki wystepujace w komérkach
roslinnych.

W przypadku obu analiz podobienstwa uzyto tych samych starteréw. Nastepnie
porownano ich wyniki, zwracajac szczegblnag uwage na otrzymang w obu przypad-
kach liczbe produktéw amplifikacji.

2. Material i metody

Materiatem roslinnym byfo 16 populacji lucerny siewnej (Medicago sativa L. sl.),
pochodzacych z kolekcji Katedry Genetyki i Hodowli Roslin Uniwersytetu Przyrodni-
czego w Poznaniu. Byly 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 (B1g, F); 2 mie-
szance pojedyncze (Big x F, F x Byp); 3 mutanty (‘Ip’ — dlugogroniasty, ‘br’ — wie-
chowaty, ‘tf — samokonczgcy); odmiana Ulstar (dlugogroniasta, wyhodowana z mu-
tanta ‘Ip’). Materiat roslinny do izolacji DNA pobierano w przypadku kazdej z popu-
lacji z 10 roslin rosnacych w warunkach szklarniowych. DNA izolowano dla kazdej
z ro$lin osobno, a nastepnie sporzgdzano probe zbiorcza reprezentujaca dang po-
pulacje.

Izolacje DNA przeprowadzano dwiema metodami. Pierwszg byta metoda Thom-
sona-Henry'ego (1). Dyski liSciowe o powierzchni 50 mm? traktowano 200 pul buforu
TPS o sktadzie: 100 mM Tris-HCl o pH 9,5; 1 M KCI; 10 mM EDTA. Inkubacje przepro-
wadzono w probéwkach Eppendorfa, w tazni wodnej w temperaturze 95°C przez
15 minut. Po inkubacji zbierano ekstrakt DNA znad osadu resztek tkanki roslinnej
i umieszczano w nowych probéwkach. Konicowa objetos$¢ buforu w ktérym rozpusz-
czone byto DNA wynosita 200 pl.

Druga wykorzystang metodg izolacji byta metoda kolumienkowa z wykorzysta-
niem kitu Qiagen DNeasy Plant Kit. Fragmenty lisci o powierzchni 50 mm?2 umiesz-
czano w probowkach z ciektym azotem i rozcierano tkanke roslinng na proszek. Do
kazdej probowki dodawano 400 ul buforu AP1 oraz 3 pl RNazy. Nastepnie inkubo-
wano proby przez 30 minut w temperaturze pokojowej i 30 minut w 65°C. Po inku-
bacji dodawano po 130 pl buforu AP2 i mieszano na vortexie. Nastepnie umieszcza-
no proby na lodzie i po 15 minutach wirowano przez 20 minut w 14 000 obrotow.
Po zwirowaniu zbierano supernatan, ktéry nanoszono na kolumienki, do ktérych
dodawano 60 pul buforu AP3. Proby wirowano przez 2 minuty w 8000 obrotéw, a na-
stepnie dodawano 450 pl buforu AW i 50 pl buforu AE. Wyizolowane DNA przecho-
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wywano w temperaturze -20°C. Koncowa objeto$¢ buforu w ktérym rozpuszczone
byto DNA wynosifa 500 pl.

W przypadku obu metod izolacji mierzono stezenie otrzymanego ekstraktu DNA
postugujac sie fluorymetrem Gene Quant Il firmy Pharmacia Biotech. Nastepnie
sporzadzano rozcienczenia ekstraktéow DNA w celu wyréwnania stezen wszystkich
prob. Po przeprowadzeniu izolacji DNA metodg Thomsona-Henry'ego (metoda I)
zmierzone stezenie wahato sie od 2147 pg/ml do 2513 pg/ml. W przypadku DNA
izolowanego metoda kolumienkowg (metoda II) stezenie wynosito od 2492 ng/ml
do 3465 pg/ml. W obu przypadkach rozcienczono otrzymane ekstrakty DNA, dopro-
wadzajac je do stezenia 1000 pg/ml.

Reakcje tancuchowa polimerazy (PCR) z wykorzystaniem DNA izolowanego obie-
ma metodami przeprowadzono w objetosci 12,5 ul mieszaniny o skfadzie: woda de-
jonizowana; 1 M Tris-HCI, MgCl, (25 mM), BSA (20 mg/ml), dNTP (2 mM), starter, Taq
polimeraza (5U/ul), ekstrakt DNA. Amplifikacje DNA przeprowadzono za pomoca
termocyklera T3 firmy BIOMETRA. Na przebieg reakcji PCR sktadato sie 45 cykli; de-
naturacja DNA zachodzita w 94°C, przyltaczanie starteré6w w 37°C, natomiast synteza
nowych nici w 72°C. Nastepnie proby schtadzane byty do temperatury 4°C. Analize
dystansu genetycznego technika RAPD przeprowadzano w nastepujacy sposob: elek-
troforeze produktéow amplifikacji prowadzono w 1,5% zelu agarozowym z dodat-
kiem bromku etydyny. Zdjecia produktéw amplifikacji wykonywane byty na transilu-
minatorze w $wietle UV. Analize z kazdym ze starterow powtarzano dwa razy, wy-
bierajac do dalszego opracowania jedynie prazki powtarzajace sie. Analiza umozli-
wiajaca okreslenie podobienstwa genetycznego (GS) pomiedzy badanymi obiektami
w formie dendrogramu zostafa sporzadzona przy uzyciu programu komputerowego
UVIMAP wykorzystujacego funkcje podang przez Nei i Li (2).

Dla obu analiz podobienstwa (wykonanych na DNA wyizolowanych r6znymi me-
todami) policzono liczbe produktow amplifikacji wygenerowanych przez uzyte
w doswiadczeniu startery.

3. Wyniki

Sposrod 35 przetestowanych starterow oligonukleotydowych wybrano 10, ktére
dawaly najwiecej produktow amplifikacji. Na wybranych 10 starterach wykonano
dwie serie analiz podobienstwa, z wykorzystaniem DNA izolowanego dwiema meto-
dami. Startery oraz ich sekwencje nukleotydowe tworzace polimorfizm zamieszczo-
no w tabeli 1.
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Tabela 1
Startery i ich sekwencje nukleotydowe tworzace 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 zalezno$ci od metody izolacji DNA uzytego do reakcji PCR otrzymano rézna
liczbe produktéow amplifikacji. Stosujac DNA izolowane metodg Thomsona-Henry’ego
najmniejsza liczbe produktéw amplifikacji uzyskano przy zastosowaniu startera
OPB 07 (srednio 3,5 w przeliczeniu na populacje) (tab. 2). Najwieksza liczbe produk-
tow amplifikacji wygenerowano stosujgc starter OPA 01 (6,3 w przeliczeniu na po-
pulacje). W przypadku gdy mieszanine przygotowano uzywajac DNA izolowane me-
toda kolumienkowa, liczba produktéw dla jednej populacji wynosita $rednio od 6,7
przy uzyciu startera OPE 14 do 10,6 w przypadku startera OPB 07. Zauwazono, ze
przy wykorzystaniu DNA izolowanego metoda kolumienkowg srednia liczba wyge-
nerowanych prazkéw byla prawie dwukrotnie wyzsza niz w przypadku gdy wykorzy-
stano DNA izolowane metoda Thomsona-Henry’ego (tab. 2).

Tabela 2
Srednia liczba produktéw amplifikacji wygenerowanych dla jednej populacji przez kaidy z uiytych starteréw

Starter Metoda I Metoda II
1 2 3
OPA 01 63 9,1
OPA 03 53 9,7
OPA 04 44 8,3
OPA 07 4,1 6,8
0OPB 07 3,5 10,6
OPC 08 41 72
OPC 18 52 8,9
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1 2 3
OPE 14 42 6,7
OPI 02 5,1 8,5
0PJ 20 40 77
Srednia 4,6 8,4

Poréwnanie dwoch analiz podobienstwa genetycznego z wykorzystaniem tego
samego startera (OPB 07) przedstawiono na fotografiach 1 i 2.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 W | [p=z]

3054
2036
1636

1018

0.306
0.396
0344
0.208

Fot. 1. Elektroforogram produktéw amplifikacji DNA wykonany technika RAPD-PCR z zastosowa-
niem startera OPB 07 o sekwengji: 5 GGTGACGCAG 3’. DNA izolowano metodg Thomsona-Henry’ego.

[pz]

3.054
2036
1.636

1.018

0.506
0.356
0344
0.258

Fot. 2. Elektroforogram produktéw amplifikacji DNA wykonany technika RAPD-PCR z zastosowa-
niem startera OPB 07 o sekwencji: 5> GGTGACGCAG 3’. DNA izolowano metodg kolumienkows.

Kolejnos¢ sciezek odpowiada nastepujgcym 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
Bio, 10. Linia F, 11. Mieszaniec F x Byg, 12. Mieszaniec Byo x F, 13. Mutant ‘br’, 14. Mutant ‘tf, 15. Mutant
‘Ip’, 16. Odmiana Ulstar, W — wzorzec — 1KB DNA Ladder.
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Rys. 1. Dendrogram podobienstwa genetycznego pomiedzy analizowanymi obiektami — analiza
wykonana przy uzyciu DNA izolowanego metoda Thomsona-Henry’ego.

90 70 6 40 3 10%000%
3
grupa 1 | T
grupa 2 . |
+—
grupa 3 | l,

Rys. 2. Dendrogram podobiefistwa genetycznego pomiedzy analizowanymi obiektami — analiza
wykonana przy uzyciu DNA izolowanego metoda kolumienkowa.

Wynik analizy podobienstwa genetycznego metodg RAPD-PCR takze roéznit sie
w zaleznosci od metody izolacji DNA. Przy wykorzystaniu DNA izolowanego metodg
Thomsona-Henry’ego badane populacje utworzyly cztery grupy zréznicowania ge-
netycznego, a podobienstwo miedzy nimi wahato sie od 45 do 78% (rys. 1). W grupie
pierwszej znalazly sie linia Byg, linia F oraz dwa mieszance: F x By i Bg x F. Podo-
bienstwo genetyczne pomiedzy tymi obiektami wahalo sie od 56 do 78%. Grupe
drugg utworzyly odmiany Du Puits, Radius, Sitel, Vernal oraz ekotyp 212, pomiedzy
ktérymi podobienstwo wahato sie od 58 do 72%. Grupe trzecig utworzyly mutanty
br, tf oraz Ip, wykazujace podobienstwo w granicach 62-78%. W grupie czwartej zna-
lazty sie dwie populacje syntetyczne — Syn 9-3 i Syn 7-3 oraz ekotyp 27. Najmniej-
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sze podobienstwo genetyczne do wszystkich badanych obiektéw wykazywata od-
miana Ulstar wyhodowana z mutanta ‘lp’ — wynosito ono 45%.

W przypadku gdy do badania podobienstwa genetycznego metoda RAPD-PCR
uzyto DNA izolowanego metodg kolumienkowa wynik analizy byt inny niz wéwczas
gdy uzywano DNA izolowanego metodg Thomsona-Henry’ego. Obiekty na dendro-
gramie bedgcym wynikiem tej analizy utworzyly trzy grupy podobienstwa genetycz-
nego, ktérego wartos¢ wahata sie od 23 do 52% (rys. 2.). W grupie pierwszej zna-
lazty sie linia Byg, mieszance F x B;q, Byg x F, mutanty Ip, tf, br oraz odmiana Ulstar
podobienstwo miedzy nimi wahato sie od 27 do 52%. Grupe drugg utworzyly odmia-
ny Du Puits, Radius, Sitel i Vernal oraz ekotypy 27 i 212, pomiedzy ktérymi podobien-
stwo wynosifo od 36 do 48%. W grupie trzeciej znalazly sie populacje syntetyczne
Syn 7-3 i Syn 9-3 oraz linia F; podobienstwo genetyczne miedzy tymi obiektami
wahato sie od 36 do 43%.

4. Dyskusja

W przeprowadzonych badaniach testowano wptyw metody izolacji DNA na wy-
nik analizy podobienstwa genetycznego technikg RAPD — PCR. Markery RAPD wy-
korzystywane sa m.in. do: okreslenia pochodzenia materiatéw mieszancowych,
identyfikacji gatunkéw oraz odmian hodowlanych (3,4), oceny dystansu lub podo-
bienstwa genetycznego (5), identyfikacji markeréw sprzezonych z genami warun-
kujacymi korzystne cechy ilosciowe (6) oraz jakoSciowe — m.in. odpornosci na pa-
togeny (7), badania polimorfizmu wewnatrz- i miedzygatunkowego u wielu gatun-
kéw (8). Segregacje markeréw RAPD wg praw Mendla oraz ich dziedziczenie obser-
wowano, np. u jeczmienia, lucerny oraz soi (9,10).

Najczesciej napotykanym problemem przy postugiwaniu sie technikg RAPD jest
niska powtarzalno$¢ uzyskanych wynikow, wynikajgca z wrazliwosci tej metody na
zmiany warunkéw amplifikacji (11). Liczba, powtarzalnos¢ i intensywno$¢ produk-
tow otrzymanych w technice RAPD sg funkcja wielu parametréw: stezenia chlorku
magnezu, trojfosforanéw deoksynukleotydéw, Taq polimerazy DNA, koncentragcji
oraz metody izolacji DNA, liczby cykli, temperatury przylgczania starterow oraz
typu termocyklera (12-15). Wplyw stezenia préobki DNA na analize RAPD zostat od-
notowany, ale obserwacje réznity sie dos¢ znacznie. Niektorzy autorzy odnotowali,
ze stezenie DNA nie wplywa istotnie na powtarzalno$¢ analiz RAPD, a jedynie na in-
tensywnos$¢ prazkow (16,17). Rowniez Ellsworth i in. (18) zaobserwowali jedynie
spadek intensywnosci prazkéw wraz z rozcienczeniem prébki DNA, bez pojawiania
sie nowych produktow. Inne wyniki uzyskano prowadzgc badania wplywu koncen-
tracji DNA na wynik analizy technikg RAPD przy uzyciu 2 r6znych starteréw i 9 pro-
bek DNA (12). Autorzy zaobserwowali, ze przy wysokich stezeniach (1-100 ng/ul)
liczba wyraznych prazkéw byla najwyzsza i wahata sie od 1 do 6. Przy nizszych ste-
zeniach DNA wiekszo$¢ pojawiajacych sie wczesniej wyraznych prazkéw nie byta wi-
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doczna, natomiast pojawily sie srednio i stabo wyrazne prazki réznych rozmiaréow.
Autorzy sformulowali teze, Ze pojawiaja sie one, gdy relatywnie wieksza zawarto$¢
startera umozliwiata efektywna amplifikacje miejsc, ktore byty niedostepne w przy-
padku wyzszych stezen probek. Obserwacje te wskazujg na istotny wplyw stezenia
probki na reakcje PCR.

Przy rozpatrywaniu wptywu metody izolacji DNA na wynik analizy RAPD-PCR re-
zultaty otrzymane przez autoréw zajmujacych sie tym problemem réznig sie od sie-
bie. Colton i Clark (19) przeprowadzali izolacje DNA z przechowywanych w réznych
warunkach tkanek Drosophila melanogaster trzema metodami. Nie zauwazyli oni istot-
nych r6znic w wynikach reakgji PCR dla trzech zastosowanych metod izolacji DNA —
zaobserwowane przez nich réznice mialy zwigzek jedynie ze sposobem przechowy-
wania tkanek przed izolacjg. Inne wnioski przedstawili autorzy badajgcy wptyw 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 kazdej z trzech analiz otrzymano znaczgco rézny rozktad produktow. Techni-
ka microwave generowata najbardziej powtarzalny wzor i wedtug autoréw jest najod-
powiedniejsza przy wykorzystywaniu techniki RAPD dla bakterii gramdodatnich.

Wplyw metody izolacji zarébwno na intensywnos¢, jak i liczbe produktow badat
Weder (21). Testowat on 11 metod izolacji DNA i ich wplyw na rezultat analizy
RAPD-PCR dla czterech gatunkéw roslin: soi, soczewicy, pszenicy i zyta. Zaobserwo-
wal, ze w zaleznosci od metody izolacji uzyskiwano produkty o réznej intensywno-
Sci (wyrazne, Srednio i stabo wyrazne). W przypadku liczby wygenerowanych pro-
duktéw zaobserwowane w obrebie jednego gatunku réznice dla jedenastu metod
izolacji byly znaczne, np. u ryzu przy jednej z testowanych metod nie zaobserwowa-
no zadnych produktoéw, natomiast przy zastosowaniu innej metody uzyskano bar-
dzo wyrazne prazki. Najwiecej wyraznych i srednio wyraznych produktéw uzyskano
u soi. Zaobserwowane przez autora réznice w rezultatach analiz RAPD-PCR w zalez-
nosci od uzytej metody izolacji pokrywaja sie z wynikami uzyskanymi w tej pracy.
W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze w przypadku wykorzystania dwoch
metod izolacji — Thomsona-Henry’'ego oraz kolumienkowej, obraz produktéow
otrzymany po analizie RAPD rézni sie znacznie (fot. 1i2). W przypadku analiz RAPD
wykonanych na DNA izolowanym metoda Thomsona-Henry’'ego, ktéra jest metoda
prosta i szybka, jednak dajaca DNA o niskiej czystosci, liczba otrzymanych produk-
tow byta niewielka i wynosita srednio 4,6 na $ciezke (warto$¢ srednia dla dziesieciu
testowanych starteréw). Warto$¢ ta byta poréwnywalna do liczby produktéw otrzy-
manych w analizach RAPD przez innych autoréw. Yu i Pauls (22) studiowali zaleznos-
ci genetyczne miedzy odmianami lucerny na prébach zbiorczych DNA (bulked DNA)
z uzyciem 10 starterow, ktére generowaly srednio po 5 produktow. W przypadku
analiz wykorzystujacych DNA izolowane metoda kolumienkowa, ktéra jest metoda
dtuzszg i bardziej skomplikowana, lecz dajacg DNA o duzej czystosci, liczba uzyska-
nych po reakcji PCR produktéw amplifikacji byta prawie dwukrotnie wyzsza — wy-
nosita srednio 8,4 produktu na $ciezke (dla dziesieciu testowanych starteréw). R6z-

BIOTECHNOLOGIA 3 (86) 182-191 2009 189



Agnieszka Dobrzycka, Zbigniew Broda

nica ta jest najbardziej widoczna w przypadku startera OPB 07 — w przypadku me-
tody Thomsona-Henry’ego otrzymano dla niego najmniejsza liczbe produktéw (3,5),
a w przypadku metody kolumienkowej — najwieksza liczbe prazkéw (10,6). Trudno
jest jednoznacznie okresli¢ przyczyne tak duzej réznicy w liczbie uzyskanych praz-
kéw — prawdopodobnie jest to zwigzane z wyzszg czystoscig DNA uzyskanego me-
toda kolumienkowg. Podczas tej metody izolacji DNA traktowane jest RNazg oraz
oczyszczane na kolumienkach, co nie wystepuje w przypadku metody Thomso-
na-Henry’ego (gdzie materiat roslinny jest jedynie traktowany buforem TPS i ogrze-
wany — nie nastepuje oczyszczanie otrzymanego ekstraktu). Mozliwe jest, ze w za-
nieczyszczonym DNA nie wszystkie miejsca startu amplifikacji sa dostepne dla star-
tera — mogloby to ttumaczy¢ mniejszg liczbe produktéow amplifikacji.

Izolacje DNA metoda kolumienkowg wykorzystano rowniez w do$wiadczeniu,
w ktoérym poréwnywano 4 metody izolacji DNA z homogenatu nasion soi (23). Po-
rownano DNA izolowane metoda kolumienkowa (z uzyciem kitu Qiagen DNeasy
Plant Kit), metode CTAB oraz 2 inne metody wykorzystujgce popularne kity do izola-
¢ji DNA. Zauwazono, ze uzyta metoda izolacji miala wplyw na jako$¢ genomowego
DNA, a co za tym idzie na jakos$¢ obrazu uzyskang po elektroforezie tego DNA na
zelu agarozowym wybarwionym bromkiem etydyny. Metoda CTAB miata najwieksza
wydajnos¢ (pozwalata uzyskac najwiekszg liczbe produktéow), jednak masa uzyska-
nych fragmentéw DNA byta bardzo mala w poréwnaniu do fragmentéw otrzyma-
nych po zastosowaniu innych metod izolacji. Autor sugeruje, ze w zaleznosci od
dalszego zastosowania DNA, preferowana moze by¢ metoda dajgca mniejszg liczbe
produktéw, jednak o wiekszych masach molekularnych.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze zastosowana metoda izolagji
DNA miata wplyw nie tylko na liczbe otrzymanych produktéow amplifikacji, ale row-
niez na koncowy wynik analizy podobienstwa genetycznego, przedstawiony na den-
drogramach podobienstwa (rys. 1 i 2). W przypadku analizy z wykorzystaniem DNA
izolowanego metodg Thomsona-Henry’'ego obiekty na dendrogramie utworzyly
4 grupy podobienstwa genetycznego, przy czym odmiana Ulstar nie znalazta sie
w zadnej z tych grup i byta najmniej podobna do innych badanych obiektéw (rys. 1).
Wynik ten byt zaskakujacy ze wzgledu na fakt, ze odmiana Ulstar wyprowadzona zo-
stala z mutanta dlugogroniastego ‘Ip’ i posiada wiele cech tego mutanta, m.in.
wspomniang ceche dfugogroniastosci. W przypadku wykorzystania DNA izolowane-
go metodg kolumienkowa, obiekty na dendrogramie utworzyly 3 grupy podobien-
stwa genetycznego. Zwazywszy, ze dendrogram utworzony na podstawie wynikéw
analizy wykorzystujacej DNA izolowane metoda kolumienkowa powstat na podsta-
wie prawie dwukrotnie wiekszej liczby danych (produktéw amplifikacji), mozemy
uwazaé go za doktadniejszy. O bardziej wiarygodnym wyniku analizy z DNA izolo-
wanego metodg kolumienkowa z uzyciem kitu Qiagen moze tez Swiadczy¢ fakt, ze
na dendrogramie drugim odmiana Ulstar znalazta sie w jednej grupie podobienstwa
z mutantem ‘Ip’, z ktérego zostata wyprowadzona (rys. 2). Wyniki analizy podobien-
stwa otrzymane przy wykorzystaniu metody RAPD z DNA izolowanym metodg kolu-
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mienkowa pokrywajg sie zatem z danymi na temat pochodzenia badanych obiek-
tow. W przypadku badan podobienstwa genetycznego lucerny metoda RAPD nale-
zatoby zatem poleci¢ wykorzystywanie DNA o wyzszej czystosci, tj. izolowanego,
np. metodg kolumienkowa.

5. Wnioski

1. Reakcja PCR przeprowadzona z DNA izolowanym metoda kolumienkowga data
prawie dwa razy wiecej produktéw amplifikacji niz w przypadku DNA izolowanego
metoda Thomsona-Henry’ego.

2. Na wiekszg liczbe otrzymanych produktéw amplifikacji ma prawdopodobnie
wplyw wieksza czystos¢ DNA izolowanego metodg kolumienkowa, a zatem wieksza
dostepnosc¢ startera do miejsca poczatku amplifikacji.

3. Wieksza liczba produktéw amplifikacji zwieksza doktadnos¢ analizy dystansu
genetycznego, a zatem wykorzystanie DNA izolowanego metodg kolumienkowg po-
zwala otrzymacé bardziej wiarygodne wyniki.
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