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Porownanie wydajnosci metod izolacji DNA
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Comparison of the DNA extraction methods efficiency from needles and wood
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Streszczenie. Izolacja DNA jest czesto pierwszym etapem w analizach molekularnych drzew.
Celem pracy byto porownanie wydajnosci szeSciu wybranych metod izolacji DNA z materiatu
wyjsciowego, ktory stanowity igly modrzewia europejskiego zebrane na poczatku oraz pod koniec
okresu wegetacyjnego (w kwietniu i we wrzesniu), a takze drewno bielaste i twardzielowe. Ste¢ze-
nie i czysto$¢ wyizolowanych preparatow DNA poddano ocenie spektrofotometryczne;j.
Po przeanalizowaniu wynikow wybrano najlepsze (sposrod testowanych) metody do izolacji DNA
z igiet modrzewia oraz drewna bielastego. Testowane metody nie pozwolity na wyizolowanie
dobrze oczyszczonego DNA z drewna twardzielowego.

Stowa kluczowe: Larix decidua, izolacja DNA, drewno, iglty

WSTEP

Modrzew europejski (Larix decidua Mill.), razem z pozostatymi gatunkami laso-
tworczymi w Polsce, wymaga lepszego poznania struktury genetycznej, kluczowej
w zachowaniu réznorodnosci biologicznej w lasach. Analizy DNA pozwalajg nie tylko
na lepsze zbadanie poszczegdlnych gatunkéw drzew na poziomie wewnatrz-
i miedzypopulacyjnym, lecz takze na identyfikacje i badanie tozsamosci leSnego materia-
hu rozmnozeniowego, hodowlg selekcyjna wspierang markerami czy weryfikacje przyna-
leznosci taksonomicznej, szczegdlnie wazng w przypadku gatunkéw drzew tatwo krzyzu-
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jacych sie, tworzacych liczne mieszance migdzygatunkowe [Jagielska 2008, Nowakow-
ska i in. 2010, Chatupka i in. 2011].

Pierwszym etapem analiz molekularnych drzew jest zwykle izolacja catoSciowego
(genomowego) DNA. Sposob, w jaki DNA zostanie wyekstrahowane, ma istotny wpltyw
na przebieg pozniejszych analiz i doswiadczen. Ilo$¢ i1 jako$¢ wyizolowanego DNA zale-
zy m.in. od typu i wieku tkanki oraz od metody wykorzystanej do ekstrakcji DNA [War-
ner 1996]. Tkanki drzew stanowig trudny materiat do izolacji DNA ze wzgledu na duza
zawarto$¢ polisacharydow i metabolitow wtornych, m.in. polifenoli, Zywic, gum oraz
garbnikow [Wilkie 1997, Sharma i in. 2002, Stomski i in. 2004]. Te substancje akumulu-
ja si¢ w tkankach drzew podczas rozwoju wegetatywnego i moga utrudniaé przeprowa-
dzenie analiz molekularnych ze wzgledu na hamowanie bialek enzymatycznych, takich
jak polimeraza DNA czy enzymy restrykcyjne [Ostrowska i in. 1998, Sharma i in. 2002].

Pomimo czgstego wykorzystywania igiet i lisci drzew jako materialu wyjsciowego
do izolacji DNA réwnie wazne jest znalezienie optymalnej metody pozyskiwania DNA
z tkanek zdrewniatych, poniewaz w przypadku kradziezy drewna wiasnie ta tkanka sta-
nowi podstawowy materiat dowodowy w postgpowaniu sgdowym [owakowska i in. 2010,
Nowakowska i Pasternak 2014].

Poszczegdlne gatunki drzew lesnych roznig si¢ zawarto$cig metabolitow wtornych
w tkankach, w zwigzku z czym istnieje konieczno$¢ doboru odpowiedniej metody eks-
trakcji DNA do badanego gatunku drzewa. W zwigzku z tym celem pracy byto poréwna-
nie wydajnosci wybranych metod izolacji DNA z materiatu wyjsciowego, ktory stanowi-
ty igly modrzewia europejskiego zebrane na poczatku oraz pod koniec okresu wegeta-
cyjnego, a takze drewno bielaste i twardzielowe.

MATERIAL IMETODY

Materiat roslinny

Materiat do badan pobrany zostat z 6 okazow modrzewia europejskiego (L. decidua
Mill.), ktore stanowity powtdrzenia biologiczne. Do analiz wykorzystano igly modrzewia
oraz tkanki zdrewniate. Igty pobrano pod koniec kwietnia, kiedy byly juz w pehni rozwi-
nigte (6 probek, po jednej probce z kazdego drzewa) oraz na poczatku wrzesnia, przed
ich opadnigciem (6 probek, jak wyzej). Ze Scigtych drzew otrzymano krazki
o przekroju poprzecznym, z widocznie oddzielajacg si¢ warstwa bielu i twardzieli.
W krazkach wywiercono otwory (osobno dla bielu i twardzieli — ryc. 1), a uzyskane
w ten sposob widry drzewne stanowily material wykorzystywany do dalszych badan.
Probki bielu pobrano okoto 1 cm od warstwy kambium. Analizowano 6 probek drewna
bielastego (po jednej probce z kazdego drzewa) i 6 probek drewna twardzielowego

(jak wyzej).
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Ryec. 1. Przekroj pniaka z widocznymi miejscami, z ktorych za pomocg wiertta pobierano tkanki
drewna do izolacji DNA (fot. A. Jaruga)

Izolacja DNA

Do czasu przeprowadzenia analiz material przechowywano w temperaturze —30°C.
Izolacje DNA przeprowadzano ze 100 mg tkanki roztartej w ciektym azocie. Testowano
6 metod izolacji DNA:

1. Wedtug Keb-Llanesa i in. [2002] z dodatkowym etapem trawienia RNazg A o ste-
zeniu 1 mg/ml w iloéci 5 ul na probke.

Roztartg tkanke przeniesiono do 2 ml probéwek Eppendorfa zawierajacych 100 pl
20% roztworu SDS. Dodano 300 pl buforu A (2% CTAB; 100 mM Tris — HCI, pH 8,0;
20 mM EDTA, pH 8.0; 4% PVP-40 000; 1,4 M NaCl; 0,1% kwas askorbinowy; 10 mM
B-merkaptoetanol) i 900 ul buforu B (100 mM Tris — HCI, pH 8,0; 50 mM EDTA,
pH 8,0; 100 mM NaCl; 10 mM B-merkaptoetanol). Probki inkubowano (10 min/65°C).
Dodano 410 ul zimnego 5 M octanu potasu i wymieszano przez inwersje. Zwirowano
(15 min/12 900 rpm/ 4°C). Supernatant przeniesiono do nowych probéwek. Dodano
0.6 V zimnego izopropanolu. Inkubowano na lodzie przez 20 min. Zwirowano
(10 min/10 000 rpm). Osad przemyto 70% etanolem, wysuszono i zawieszono w 600 pl
buforu TE. Dodano 60 pl 3 M octanu sodu i 360 ul zimnego izopropanolu. Inkubowano
na lodzie przez 20 min. Probki zwirowano (10 min/10 000 rpm) i powtorzono phukanie
70% etanolem, rozpuszczanie w buforze TE i1 wytracanie. Osad rozpuszczono w 50 ul
buforu TE. Dodano 5 ul RNazy A (1 mg/ml) i inkubowano (1 h/37°C).
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2. Wedtug Deshmukha i in. [2007] z modyfikacjami — zastosowano 100 mM Tris —
HCI zamiast 100 mM HEPES w skladzie buforu pluczacego oraz trawienie RNaza A
o stezeniu 1 mg/ml w ilosci 5 pl na probke.

Roztartg tkanke przeniesiono do 2 ml probowek Eppendorfa. Dodano 1000 pl bufo-
ru pluczgcego (100 mM Tris — HCI, pH 8.0; 0,1 % PVP-40 000; 4% B-merkaptoetanol)
i zworteksowano. Zwirowano (3 min/11 400 rpm). Przemywanie roztartej tkanki powto-
rzono cztery razy, w celu usunigcia lepkich zanieczyszczen. Dodano 1 000 ul buforu
ekstrakcyjnego (15% sacharoza; 50 mM Tris — HCI, pH 8.0; 50 mM EDTA, pH 8.0;
500 mM NacCl). Zwirowano (5 min/ 9 600 rpm). Supernatant wylano. Do osadu dodano
450 ul buforu zawieszajacego (20 mM Tris — HCI, pH 8.0; 10 mM EDTA, pH 8.0)
1 80 pl 10% SDS. Inkubowano (15 min/70°C). Ostudzono do temperatury pokojowej
i dodano 300 ul 7.5 M octanu amonu. Inkubowano na lodzie przez 30 min. Zwirowano
(15 min/11 400 rpm). Przeniesiono gorng warstwe do nowych proboéwek. Dodano
1 V zimnego izopropanolu. Zwirowano (15 min/11 400 rpm). Osad dwukrotnie przeptu-
kano 70% etanolem. Wysuszony osad rozpuszczono w 150 pl buforu TE. Dodano
5 pul RNazy A (1 mg/ml) i inkubowano (1h/37°C). Dodano 1 V mieszaniny chloroformu
z alkoholem izoamylowym (24 : 1) i zmieszano. Zwirowano (10 min/11 400 rpm).
Gorng warstwe przeniesiono do nowych probéwek. Dodano Y10 V 7.5 M octanu amonu
oraz 2 V zimnego absolutnego etanolu. Inkubowano (20 min/-30°C). Zwirowano
(10 min/12 800 rpm). Osad przemyto 70% etanolem. Rozpuszczono w 50 pl buforu TE.

3. Wedhug Novaesa i in. [2009] z modyfikacjami — zastosowano trawieniec RNaza A
o stezeniu 1 mg/ml w ilosci 5 pl na probke.

Roztartg tkanke przeniesiono do 2 ml probowek Eppendorfa zawierajacych 1 ml bu-
foru ekstrakcyjnego (2% CTAB; 1,4 M NaCl; 100 mM Tris — HCI, pH 8,0; 20 mM
EDTA, pH 8,0; 2% PVP-40 000). Zamieszano przez inwersj¢. Dodano 35 pl proteinazy
K (1 mg/ml) i 35 ul 20% SDS. Zmieszano przez inwersj¢. Inkubowano (1 h/60°C), od
czasu do czasu mieszajac. Dodano 600 pl mieszaniny chloroformu z alkoholem izoamy-
lowym (24 : 1) i mieszano przez inwersj¢ (5 min). Zwirowano (15 min/15 300 rpm).
Przeniesiono supernatant do nowych probéwek. Dodano 140 pl 10% CTAB 1280 ul 5 M
NaCl. Wymieszano. Powtdrzono ekstrakcj¢ mieszaning chloroformu z alkoholem izoa-
mylowym. Dodano 1 V zimnego izopropanolu i inkubowano przez cala noc w temperatu-
rze —20°C. Zwirowano (10 min/15 300 rpm). Osad trzykrotnie przemyto zimnym 70%
etanolem. Rozpuszczono w 50 pl buforu TE. Dodano 5 pl RNazy A (1 mg/ml) i inkubo-
wano (1 h/ 37°C).

4. Wedlug Ziegenhagena i in. [1993] z modyfikacjami — zastosowano trawienie
RNaza A o stezeniu 1 mg/ml w ilosci 5 pl na probke oraz trzykrotng ekstrakcjg¢ za pomo-
ca 350 pl mieszaniny fenolu z chloroformem i alkoholem izoamylowym (25 : 24 : 1)
zamiast oddzielnych ekstrakcji za pomoca fenolu, mieszaniny fenolu z chloroformem
oraz chloroformu.

Roztartg tkanke przeniesiono do probowek Eppendorfa o pojemnosci 2 ml zawiera-
jacych 800 pl buforu ekstrakcyjnego (100 mM octanu sodu, pH 5,2; 50 mM EDTA,
pH 8,0; 500 mM NaCl; 2% PVP-40 000; 1,4% SDS) podgrzanego do temperatury
65°C. Inkubowano (20 min/65°C). Zwirowano (15 min/14 000 rpm). Supernatant prze-
niesiono do nowych probowek. Dodano /3 V 5 M octanu potasu. Inkubowano na lodzie
(30 min). Zwirowano (10 min/10 000 rpm/ 4°C). Przeniesiono supernatant do nowych
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probowek. Dodano 0.6 V izopropanolu. Inkubowano (30 min/—20°C). Zwirowano
(15 min/ 14 000 rpm/ 4°C). Osad rozpuszczono w 350 pl buforu TE. Dodano 5 pl RNazy
A (1 mg/ml) i inkubowano (30 min/37°C). Przeprowadzono trzykrotng ekstrakcje doda-
jac za kazdym razem 350 pl mieszaniny fenolu z chloroformem i alkoholem izoamylo-
wym (25 : 24 : 1). Po dodaniu mieszaniny ekstrakcyjnej mieszano przez inwersj¢, wiro-
wano (10 min/14 000 rpm) i przenoszono goérng warstwe do nowej probowki. Dodano
350 pl mieszaniny chloroformu z alkoholem izoamylowym (24 : 1), mieszano przez
inwersje i zwirowano (10 min/14 000 rpm). Do supernatantu dodano 2.5 V 96% etanolu
i Y10 V 3 M octanu sodu. Inkubowano w temperaturze —20°C przez catg noc. Zwirowano
(30 min/14 000 rpm/4°C). Osad przeptukano 70% etanolem. Wysuszony osad rozpusz-
czono w 50 pul buforu TE.

5. Wg Porebski i in. [1997] z modyfikacjami — zmiana skali izolacji z makro na mikro.

Roztarta tkanke przeniesiono do probowek Eppendorfa o pojemnosci 2 ml. Dodano
800 pl buforu ekstrakcyjnego (100 mM Tris — HCI, pH 8,0; 1,4 M NaCl; 20mM EDTA,
pH 8,0; 0,2% CTAB; 0,3% p-merkaptoetanol; 1 % PVP-40 000). Inkubowano
(1h /60°C). Dodano 800 pl mieszaniny chloroformu z alkoholem izoamylowym (24 : 1)
i mieszano przez inwersj¢ (20 min). Zwirowano (20 min/3000 rpm). Przeniesiono
gorng warstwe do nowej proboéwki. Dodano 2V 5M NaCl. Wymieszano. Dodano
2V zimnego 96% etanolu. Zamieszano. Inkubowano w lodzie przez 20 min. Zwirowano
(10 min/10 000 rpm). Przeptukano 70% etanolem. Osad rozpuszczono w 300 pl buforu
TE przez noc (4°C). Dodano 5 pl RNazy A (1 mg/ml). Inkubowano (1 h/37°C). Dodano
3 ul proteinazy K (1 mg/ml). Inkubowano (30 min/37°C). Dodano 300 pl mieszaniny
fenolu z chloroformem i alkoholem izoamylowym (25 : 24 : 1). Mieszano przez inwersje
(5 min). Zwirowano (12 min/14 000 rpm). Przeniesiono gérna warstwe do nowych pro-
bowek. Przeprowadzono reekstrakcje, dodajac 50 pl buforu TE do fazy organiczne;j.
Dodano Y10 V 3M octanu sodu i 2V zimnego, absolutnego etanolu. Zamieszano. Inku-
bowano przez noc w —30°C. Zwirowano (20 min/14 000 rpm). Przeptukano 70% etano-
lem. Osad rozpuszczono w 50 pl buforu TE.

6. Wg Sharmy i in. [2002] z modyfikacjami — zmiana skali izolacji z makro na mikro.

Dodano 600 pl roztworu do homogenizacji (5 M NaCl; 2% sarkozyl). Zamieszano
i zwirowano (15 min/9000 rpm). Przeniesiono supernatant do nowych probéowek. Doda-
no 1 V mieszaniny chloroformu z alkoholem izoamylowym (24 : 1). Zwirowano
(15 min/6000 rpm). Przeniesiono goérna fazg¢ do nowych probowek. Dodano 2 V buforu
ekstrakcyjnego (100 mM Tris — HCI, pH 8,0; 20 mM EDTA, pH 8,0; 1,4 M NaCl;
2% CTAB). Inkubowano (35 min/60°C). Dodano 1 V mieszaniny chloroformu z alkoho-
lem izoamylowym (24 : 1). Zwirowano (15 min/6000 rpm). Przeniesiono gorng warstwe
do nowych proboéwek. Dodano /3 V 3 M octanu sodu. Dodano 0.6 V izopropanolu.
Zmieszano i zwirowano (10 min/10 000 rpm). Osad przeptukano 70% etanolem i roz-
puszczono w 500 pl buforu TE. Dodano 5 pl RNazy A (1 mg/ml) i inkubowano
(1h/37°C). Dodano 1 V mieszaniny chloroformu z alkoholem izoamylowym (24 : 1).
Zwirowano (10 min/14 000 rpm). Przeniesiono goérng warstwe do nowej probowki. Do-
dano 2 V zimnego absolutnego etanolu. Zwirowano (10 min/10 000 rpm). Osad przeptu-
kano 70% etanolem. Rozpuszczono w 50 pl buforu TE.
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Ocena preparatow DNA

Stezenie 1 czysto$¢ wyizolowanego DNA oznaczono przy uzyciu spektrofotometru
NanoDrop 2000c¢ (Thermo Scientific). Pomiar prowadzono na probkach DNA o objeto-
ci 1 pl. Stezenia okre$lono, korzystajac z zatozenia, ze absorbancja ma wartos¢ 1 dla
dsDNA o stezeniu 50 pg/ml. Czystos¢ DNA okreslano na podstawie wartosci wspot-
czynnika Azso/Azso (stosunek absorbancji przy dtugosciach fali 260 nm i 280 nm) oraz
wspOtczynnika Azeo/Azso (Stosunek absorbancji przy dtugosciach fali 260 nm i 230 nm).
Interpretacja wspotczynnika Azeo/Azso pozwala na okreslenie stopnia zanieczyszczenia
probki biatkiem. Warto$¢ wspotczynnika Ageo/Azeo W granicach 1,8-2,0 oznacza brak
zanieczyszczenia probki biatkiem. Warto$¢ ponizej tego zakresu wskazuje na obecno$é
zanieczyszczen biatkowych w probce. Interpretacja wspotczynnika Azgo/Azso pozwala na
okreslenie zanieczyszczenia probek substancjami absorbujacymi promieniowanie o diu-
goscei fali 230 nm — gléwnie polisacharydami oraz odczynnikami wykorzystywanymi do
izolacji DNA, takimi jak EDTA oraz etanol. Warto$¢ wspotczynnika AzeolAzzo dla czys-
tych preparatow DNA powinna zawieraé si¢ w zakresie 1,8-2,0. Mniejsza wartos$¢
wspotczynnika wskazuje na zanieczyszczenie probki zwigzkami wykazujacymi absor-
bancje przy dlugosci fali 230 nm. Warto$¢ wspotczynnika Azeo/Azzo wicksza niz
2,0 wskazuje natomiast na obecno$¢ w probce innych komponentéw komorkowych
[Tibbits i in. 2006, Gryzinska i in. 2013, Nowakowska i Pasternak 2014].

WYNIKI

Testowano 6 metod izolacji DNA z igiet i drewna modrzewia europejskiego (L. de-
cidua Mill). Badania przeprowadzono na 6 probkach igiet zebranych na poczatku sezonu
wegetacyjnego, 6 probkach igiet pochodzacych z konca sezonu wegetacyjnego, 6 prob-
kach bielu i 6 probkach twardzieli modrzewia. Srednie wyniki z analizy spektrofotome-
trycznej uzyskane dla badanych powtorzen biologicznych, obrazujace stezenie i czysto§é
preparatow DNA przedstawiono w tabeli 1.

Sposrod wszystkich testowanych metod izolacji DNA najlepsza wydajnos¢ w przy-
padku igiet z obu termindéw zbioru uzyskano z wykorzystaniem metod wedlug Novaesa
i in. [2009] oraz Porebski i in. [1997]. Z igiet zebranych w kwietniu, stosujac metode
Novaesa i in. [2009], wyizolowano $rednio 90,83 pg DNA ze 100 mg tkanki. Srednia
ilo§¢ DNA wyizolowanego metoda Porebskiego i in. [1997] byla trzykrotnie mniejsza.
Wyizolowane tymi metodami preparaty DNA byly pozbawione zanieczyszczen biatko-
wych (warto$¢ wspotczynnika Azeorso W zakresie 1,8-2,0), jednak zawieraty inne kom-
ponenty komodrkowe (warto$¢ wspotczynnika Aoeoaso przekraczata 2,0).

Metody wedlug Keb-Llanesa i in. [2002] oraz Deshmukha i in. [2007] pozwolity na
uzyskanie z igiel czystych preparatéw DNA, o warto$ciach obu wspotczynnikoéw absor-
bancji mieszczacych si¢ w zakresie 1,8-2,0 lub bliskich tym wartosciom. Wydajnos¢
metody opracowanej przez Keb-Llanesa i in. [2002] byta $rednio czterokrotnie wyzsza
niz metody opracowanej przez Deshmukha i in. [2007] (tab. 1).

Przy izolowaniu DNA z drewna bielastego najlepsza wydajno$¢ uzyskano, stosujac
protokét wedlug Novaesa i in. [2009]. DNA uzyskane tg metoda wolne bylo od zanie-
czyszczen biatkowych (warto$¢ wspotczynnika Aszeorgo 0SCylowata w okolicy 1,8), jednak
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preparaty DNA byly zanieczyszczone zwigzkami absorbujacymi promieniowanie o diu-
gosci fali 230 nm (np. polisacharydami, etanolem, EDTA), o czym $wiadczy warto$é
wspotczynnika Azeo230, Wynoszaca srednio 1,45.

W poréwnaniu z metoda wedtug Novaesa i in. [2009] protokoét Porebski i in. [1997]
pozwolit uzyskaé dwukrotnie mniejsza ilos¢ DNA z drewna bielastego, jednak preparaty
te charakteryzowaly si¢ wysoka czystoscia (warto$¢ obu wspotczynnikdéw absorbancji na
poziomie 1,8).

Tabela 1. Wyniki analiz spektrofotometrycznych uzyskanych preparatow DNA
($rednie z 6 powtdrzen biologicznych). Ilo§¢ DNA podano w pg na 100 mg tkanki
Table 1. Results of spectrophotometric analysis of DNA samples (mean of 6 biological replicates).
DNA quantity is given in pg of DNA per 100 mg of tissue

~ N S 8
()]
s | 5 S| 8] 2| g
X : £ = =
Metoda izolacji £ = = = = £
. — - 4 < [ -
Extraction method 2 X = = 2 g
g 2 = £ = 5
[} o <
2 s | 8| % & | &
o Q a r:_l)
ilos¢ DNA
Igly zebrane FOSEPRA | 90,83 | 31,57 | 2020 | 445 | - _
- DNA quantity
w kwietniu
Needles collected | Azeor280 2,02 1,96 1,84 1,84 — —
in April
P Jo— 228 | 225 | 193 | 213 - -
. ilos¢ DNA
Igty zebrine . 35,74 20,88 17,19 3,92 - -
DNA quantity

we wrzesniu
Needles collected | A2eo280 1,98 1,87 1,91 1,82 - -
in September

A260/230 2,25 2,28 1,90 1,94 - —
ilos¢ DNA
DNA quantit 8,37 3,87 4,53 1,14 — -
Biel quantity
Whitewood A260/280 1,78 1,80 1,72 1,72 - -
A260/230 1,45 1,80 1,28 2,11 - —
ilos¢ DNA
DNA quantit 154 252 B - B B
Twardziel g y
Heartwood A260/280 0,77 0,99 - — - -
A260/230 0,09 0,19 — - - -
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Metoda wedtug Keb-Llanesa i in. [2002] pozwolita uzyskaé¢ ze 100 mg drewna bie-
lastego $rednio 4,53 pg DNA, przewyzszajac pod wzgledem wydajno$ci metodg Poreb-
ski i in. (1997). Jednak preparaty otrzymane ta metoda zanieczyszczone byly zwigzkami
absorbujacymi przy dlugoséci fali 230 nm (np. EDTA, etanolem, polisacharydami),
o czym $wiadczy warto$¢ wspotczynnika Azeozo, wynoszaca $rednio 1,28. Niskag wydaj-
nos¢ izolacji dla bielu uzyskano, stosujac metode Deshmukha i in. [2002] — $rednio
1,14 pg DNA ze 100 mg tkanki. Preparaty te jednak byly stosunkowo dobrze oczyszczo-
ne, na co wskazuje warto$¢ obu wspotczynnikow absorbancji bliska zakresowi 1,8-2,0.

Na izolacje niewielkiej ilosci DNA z drewna twardzielowego pozwolily jedynie meto-
dy wedlug Porebski i in. [1997 oraz Novaesa i in. [2009]. Przy zastosowaniu tych metod
uzyskano odpowiednio 2,52 pg i 1,54 pg DNA ze 100 mg twardzieli. W przypadku obu
tych metod warto$ci wspotczynnikow absorbancji byly bardzo male (Srednie wartosci
w zakresie 0,09-0,99), co $wiadczy o duzym stopniu zanieczyszczenia preparatow DNA
bialkami oraz substancjami pochtaniajagcymi promieniowanie o dhugosci fali 230 nm.

Dwie sposrdd testowanych metod, protokoty wedlug Sharmy i in. (2002) oraz
Ziegenhagena i in. (1993), nie pozwolity na wyizolowanie DNA z Zadnej z badanych tkanek.

DYSKUSJA

W zaleznosci od terminu zbioru igiel protokoty izolacyjne moga pozwalaé na uzy-
skanie preparatow DNA o réznym stezeniu i czystosci. Najlepsze wyniki izolacji DNA
z drzew mozna uzyska¢ dla igiet mtodych. Ekstrakty DNA z igiet zebranych na poczatku
okresu wegetacyjnego zawieraja najmniej niepozadanych substancji, ktore moga byé
inhibitorami reakcji PCR. Termin zbioru igiel przektada si¢ bezposrednio na wydajnosé
izolacji DNA — ilos¢ wyizolowanego DNA ze 100 mg tkanki igiet zebranych na poczatku
sezonu wegetacyjnego jest wigksza niz igiet zebranych we wrze$niu. Sposrod testowa-
nych metod najlepsza wydajno$¢ w przypadku igiet uzyskano metoda wedtug Novaesa
i in [2009], otrzymujac preparaty o bardzo wysokim stezeniu cato§ciowego DNA. Jedno-
cze$nie ta metoda bardzo wyraznie pokazuje r6znice w koncentracji DNA w preparatach
uzyskanych z igiel o réznych terminach zbioru — ilos¢ DNA wyizolowanego z igiel mto-
dych jest 3 razy wicksza niz z igiet zebranych pod koniec okresu wegetacyjnego.

Na izolacj¢ dobrze oczyszczonego DNA z drewna bielastego pozwalaja metody we-
dtug Porebski i in. [1997] oraz Deshmukha i in. [2007].) Protokot wg Porebski i in.
[1997] w porownaniu z metoda Deshmukha i in. [2007] jest bardziej czasochlonny (czas
trwania izolacji wynosi odpowiednio 3 dni oraz 1 dzien), pozwala jednak na izolacje
$rednio trzykrotnie wigkszej ilosci DNA z bielu. Niska w poréwnaniu z innymi metodami
wydajnos¢ protokotu wedtug Deshmukha i in. [2007] moze by¢ spowodowana kilkakrot-
nym przemywaniem roztartej tkanki buforem ptuczacym. Ten etap prowadzi do znacz-
nych strat w koncentracji DNA, jednak pozwala na bardzo dobre usunigcie lepkich za-
nieczyszczen, dzieki czemu wyizolowane DNA ma wspotczynnik Ajsorso, bliski warto-
$ciom z zakresu 1,8-2,0 zarowno dla igiet jak i dla drewna bielastego.
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Twardziel jest tkanka, w ktérej $ciany zaimpregnowane sg substancjami twardzie-
lowymi, tj. Zzywicami, gumami i garbnikami. Ponadto zawiera alkaloidy oraz barwniki
kwercetynowe — taksyfoling i aromadendryne. Zbudowana jest z komoérek martwych,
niepetniacych funkcji przewodzacych [Krzysik 1974, Surminski 1986, Tomanek 1997].
Niewielkie ilosci bardzo silnie zanieczyszczonego DNA udato si¢ wyizolowaé z twar-
dzieli za pomoca metod wedtug Novaesa i in. [2009] oraz Porebski i in. [1997]. Ta tkan-
ka nie jest odpowiednia do izolacji DNA testowanymi metodami.

Testowane metody izolacji roznily si¢ migdzy soba pod wzgledem uzytych odczyn-
nikow, zastosowanych warunkow i etapow izolacji, dajac preparaty DNA o réznym ste-
zeniu i czystosci. Wszystkie protokoly rozpoczynaja si¢ etapem rozcierania tkanki
w obecnosci cieklego azotu. W wigkszosci testowanych metod roztarta tkanka poddawa-
na jest nastgpnie inkubacji w buforze ekstrakcyjnym, w podwyzszonej temperaturze
(od 60°C do 70°C), podczas ktorej dochodzi do degradacji bton komoérkowych i uwol-
nienia DNA do roztworu. Wydtuzenie czasu inkubacji roztartej tkanki z buforem eks-
trakcyjnym w podwyzszonej temperaturze prowadzi do zwigkszenia wydajnosci izolacji
(metody wedtug Novaesa i in. [2009] oraz Porebski i in. [1997].

W przypadku metody Sharmy i in. [2002] roztarta tkanka poczatkowo zawieszana
jest w roztworze do homogenizacji, ktory zawiera 2% sarkozylu, jednak nie podlega
inkubacji w podwyzszonej temperaturze. Inkubacja w temperaturze 60°C z buforem
zawierajagcym CTAB nastepuje dopiero po odwirowaniu homogenatu, usunigciu szczatek
roztartej tkanki i ekstrakcji mieszaning chloroformu z alkoholem izoamylowym, przez co
nie spetnia swojej roli. Taka kolejnos¢ etapdw w protokole mogta by¢ jednym z powo-
doéw braku uzyskania DNA w preparatach izolowanych ta metoda.

Etap ekstrakcji przy uzyciu mieszaniny chloroformu z alkoholem izoamylowym
(24 : 1) oraz fenolu z chloroformem i alkoholem izoamylowym (25 : 24 : 1) pozwala na
usuni¢cie zanieczyszczen biatkowych z preparatow. Zastosowanie Kilkukrotnej ekstrakcji
prowadzi do zwigkszenia wartosci wspotczynnika Aozeoso, jednoczesnie obserwuje si¢
jednak obnizenie wydajnosci izolacji (Somma 2006). Zastosowanie kilkukrotnej ekstrak-
cji (odpowiednio trzy- i czterokrotnej) za pomocg wyzej wymienionych mieszanin mogto
przyczyni¢ si¢ do niepowodzenia w wyizolowaniu DNA z badanych tkanek modrzewia
metodami wedtug Sharmy i in. [2002] oraz Ziegenhagena i in. [1993]. Kolejnym czynni-
kiem wyjasniajacym niepowodzenie zastosowania tych metod mogt by¢ brak uzycia
B-merkaptoetanolu, ktory hamuje aktywnos$¢ enzyméw nukleolitycznych.

WNIOSKI

1. Sposrod testowanych metod najlepsza metodg izolacji DNA z igiel modrzewia jest
metoda wedlug Novaesa i in. [2009].

2. Sposrod testowanych metod najlepsza metodg izolacji DNA z drewna bielastego
jest metoda opracowana przez Porebski i in. [1997].

3. Twardziel jest tkankg nieodpowiednig do izolacji DNA testowanymi metodami.
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Summary. As DNA extraction is often the first step in molecular analyses of forest trees, the aim
of this study was to assess the efficiency of six DNA isolation protocols. The research material
consisted of European larch (Larix decidua Mill.) needles (collected in April and September) and
wood (whitewood and heartwood separately). Analyses of DNA quantity and purity were conduc-
ted spectrophotometrically. Results of the analysis allowed to identify the best (out of all methods
tested) DNA extraction protocols for larch needles and whitewood. DNA isolation methods used
in this study were proved to be unsuitable for good quality DNA extraction from heartwood.
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