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Abstrakt

Celem pracy bylo zbadanie wydajnosci izolacji DNA krolikow termondzkich biatych w zalez-
nosci od rodzaju pobranego materiatu biologicznego. Doswiadczenie przeprowadzono w Sta-
¢ji Doswiadczalnej Katedry Genetyki, Hodowli i Etologii Zwierzqt Uniwersytetu Rolniczego
w Krakowie. Material badawczy stanowily krew, wlosy, mocz oraz slina pobrana od szesciu
samcow krolikow rasy termondzkiej bialej. W 84. dniu zZycia zwierzqt, pobrano od nich przy-
zyciowo Sling i wlosy, a w czasie obrobki poubojowej krew oraz mocz. Izolacji DNA z pobra-
nych tkanek dokonano z zastosowaniem komercyjnego zestawu do izolacji kwasow nukleino-
wych GeneMATRIX Tissue DNA Purification Kit (EURx). Wyizolowane DNA poddano ocenie
przy uzyciu spektrofotometru UV-VIS przy diugosci fali rownej 260 i 280 nm. Okreslono czy-
stos¢ i zawartos¢ badanego DNA. Badania wykazaly, Ze rodzaj pobranego materiatu biolo-
gicznego wplywa na zawartosé i czystos¢ DNA. Najwyzszq zawartoscig DNA cechowaty sie
probki kwasu wyizolowane z krwi. Najwiekszq czystoscig charakteryzowaly sie preparaty
DNA wyizolowane z moczu.

Stowa kluczowe: krolik, DNA, izolacja
Wstep

Izolacja 1 oczyszczanie DNA jest kluczowym etapem wigkszosci procedur stosowanych w
biologii molekularnej. Celem tych dziatan jest uzyskanie wysokiej jakosci i czystos$ci materia-
hu biologicznego wykorzystywanego do prowadzenia dalszych analiz (Stryer, 1999). Pierwsza
opisana metoda izolacji kwasow nukleinowych jest procedura izolacji ,,nukleiny” opracowana
przez Mieschera w 1869 roku. Wyr6zniono w niej dwa etapy, na ktore sktadato sie przygoto-
wanie komorek oraz izolacja poprzedzona uzyskaniem jader komoérkowych (Gabryelska i in.,
2009). W dzisiejszych czasach istnieje wiele metod izolacji kwaséw nukleinowych, a ciagle
opracowywane s3 nowe 1 bardziej wydajne procedury. Ponadto dazy si¢ do tego, aby wyko-
nywac jak najwigksza liczbg analiz jednocze$nie (Kapinska i Szczerkowska, 2004; Stomski,
2008).

Obecnie metody izolacji DNA dzieli si¢ na trzy grupy. W pierwszej, do izolacji DNA
wykorzystuje si¢ mieszaning fenolu z chloroformem stosowang do odbiatczania preparatow.
Druga grupa metod przebiega z wysoleniem biatka z otrzymanych lizatow komorek. Nato-
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miast w trzeciej grupie metod wykorzystuje si¢ odpowiedni nosnik, ktérego zadaniem jest
wigzanie DNA, nastgpnie odmycie zanieczyszczen i uwolnienie wigzanego DNA. Przez wie-
lu, w tym Ryszarda Stomskiego, autora ksigzki Analiza DNA (2008), nadal jedna z najlep-
szych i najbardziej efektywnych metod izolacji DNA pozostaje metoda z wykorzystaniem
fenolu i chloroformu. Dostarcza ona preparaty charakteryzujace si¢ wysokim stopniem czy-
stosci, ktore mozna z powodzeniem wykorzysta¢ do dalszych analiz, klonowania czy reakcji
PCR.

Zgodnie z ustawg z dnia 15 stycznia 2015 roku (Dz.U., 2015) dotyczaca ochrony
zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych, do§wiadczeniem nau-
kowym wymagajacym zgody Lokalnej Komisji Etycznej nie s3: ,,czynnosci, ktore zgodnie ze
sztukg lekarsko-weterynaryjng nie powodujg u zwierzecia bolu, cierpienia, dystresu lub trwa-
tego uszkodzenia organizmu, w stopniu rownym uktuciu iglg lub intensywniejszym”.

Ustawa ogranicza zakres zabiegdw, ktore mozna wykonywac na zwierzetach, co rodzi
problem polegajacy na braku mozliwo$ci pobierania przyzyciowo materiatu biologicznego od
zwierzat. Obecnie poszukuje si¢ alternatywnych metod pozyskiwania materiatu do badan na-
ukowych, stad tez celem niniejszej pracy byto zbadanie wydajnosci izolacji DNA krolikow
termondzkich bialych w zalezno$ci od rodzaju pobranego materiatu biologicznego.

Material i metody

Doswiadczenie przeprowadzono w Stacji Doswiadczalnej Katedry Genetyki, Hodowli i Eto-
logii Zwierzat Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kolataja w Krakowie. Material do-
swiadczalny stanowily krew, wlosy, mocz oraz §lina pobrana od sze$ciu samcéw krolikow
rasy termondzkiej biatej. Przez pierwszych 35. dni Zycia kroliki przebywaty z matkami w
metalowych klatkach zaopatrzonych w domki wykotowe. Hala, w ktorej przebywaty zwierze-
ta, byla wyposazona w instalacj¢ wodng (poidia smoczkowe) 1 oswietleniowa (14L:10D) oraz
wentylacje wymuszong. Od chwili odsadzenia w 35. dniu Zycia, az do 84. dnia zwierz¢ta
utrzymywano w tej samej hali w systemie bateryjnym przeznaczonym do towarowego od-
chowu krolikow, w metalowych klatkach pozbawionych $ciotki. Zaréwno przy matkach, jak i
W pozniejszym okresie zycia kroliki zywiono do woli komercyjng granulowang pasza petno-
porcjowa, o zawartosci 10,2 MJ energii metabolicznej, 16,5% bialka ogdlnego oraz 14%
wldkna surowego. Takie zywienie pokrywato zapotrzebowanie zwierzat na skladniki pokar-
mowe, podane w normach zywieniowych (Gugotek in., 2011).

W dniu uboju od kazdego bioracego udziat w doswiadczeniu krolika pobrano probke
Sliny, dokonujac wymazu z jamy ustnej przy pomocy drewnianych wymazdéwek (Polnet, Po-
znan). Od tych samych zwierzat pobrano takze probki wlosow zakonczonych cebulkami. Za-
réwno probki $liny, jak 1 wloséw umieszczono w plastikowych probéwkach wiréwkowych.

Kroliki poddano ubojowi i obroébce poubojowej w 12. tygodniu zycia, przy masie ciata
wynoszacej okoto 2,6 kg, po 24-godzinnym glodzeniu ze statym dostepem do wody pitne;.
Zwierzeta oszatamiano, skrwawiano, skorowano 1 patroszono. W czasie skrwawiania od kro-
likow pobrano krew do probdéwek typu Eppendorf o pojemnosci 2 ml, do ktdrych wczesniej
dodano kwas wersenowy (EDTA). Po skérowaniu, ale przed wypatroszeniem tuszek, przy
uzyciu jednorazowych strzykawek o pojemnosci 2 ml pobrano mocz z pecherzy moczowych
krolikow, ktory rowniez umieszczono w dwumililitrowych probowkach Eppendorfa. Wszyst-
kie zgromadzone probki pakowano do woreczka zbiorczego, a nastgpnie mrozono przez 72 h
w temperaturze —18°C.

Izolacji DNA z pobranych tkanek dokonano z zastosowaniem GeneMATRIX Tissue
DNA Purification Kit (EURX).
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Izolacja DNA z krwi

Z kazdej pobranej probki odmierzono 200 pl krwi i przeniesiono ja do probowek typu Eppen-
dorf o pojemnosci 1,5 ml. Po pigciominutowej inkubacji w temperaturze pokojowej do krwi
dodano 10 pl proteinazy K.

Izolacja DNA ze sliny

Doktadnie oddzielono wate od drewnianej czesci wymazowki, a nastgpnie przeniesiono ja do
probéwki typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml. Do prébek dodano 350 ul buforu do lizy T
oraz 20 pl proteinazy K. Probki umieszczono na bloku grzewczym nastawionym na 56°C |
inkubowano przez okoto godzing.

Izolacja DNA z moczu

Do 1,5 ml probéwek Eppendorfa odmierzono okoto 1 ml moczu z kazdej pobranej probki.
Nastegpnie probki poddano wirowaniu 1 oddzielono powstaty supernatant od pelletu. Do od-
dzielonych komoérek dodano 350 pl buforu do lizy T 1 10 pl proteinazy K. Przygotowane
probki inkubowano w temperaturze pokojowe;j.

Izolacja DNA z wlosow

Z pobranych wtoséw oddzielono cebulki, ktére przeniesiono do 1,5 ml probowek typu
Eppendorf. Do przygotowanych wloséow dodano 350 ul buforu do lizy T, 20 ul proteinazy K i
20 pl IM DTT. Probki inkubowano przez okoto godzing w temperaturze 56°C.

Po uprzednim przygotowaniu probek, do kazdej z nich dodano bufor Sol T, a nastep-
nie inkubowano przez 10 minut w temperaturze 70°C. Po inkubacji do probéwek dodano 96%
etanol 1 wirowano, aby kolejno przenie$¢ ich zawarto$¢ do kolumny ze ztozem krzemionko-
wym. Dokonano wielokrotnego wirowania kolumn na zmian¢ z ptukaniem z16z krzemionko-
wych buforami ptuczacymi w celu oczyszczenia genomowego DNA z wczesniej uzytych
srodkoéw chemicznych takich jak etanol. Oczyszczone DNA poddano elucji z zastosowaniem
buforu elucyjnego.

Wyizolowane DNA oceniono przy uzyciu spektrofotometru UV-VIS przy diugosci fali
réwnej 260 1 280 nm. Stosunek warto$ci absorpcji A260 do A280 pozwolil na okreslenie czy-
stosci 1 zawartosci badanego DNA.

Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca pakietu statystycznego SAS (2014).
Wykonano jednoczynnikowg analize¢ wariancji, gdzie czynnik doswiadczalny stanowit rodzaj
pobranego materialu biologicznego. Istotno$¢ réznic migdzy uzyskanymi Srednimi zbadano
testem Tukeya.

Wyniki

Jak wynika z tabeli 1, badane materiaty biologiczne r6znig si¢ miedzy sobg iloscia DNA.
Stwierdzono istotne roznice w ilosci DNA miedzy probkami wyizolowanymi z krwi 1 moczu,
moczu 1 wlosow oraz z wlosoéw 1 $liny. Krew i wlosy nie rdznity si¢ ilosciag wyizolowanego
DNA. Stosujagc GeneMATRIX Tissue DNA Purification Kit (EURx) najwyzsze wartosci ilo-
sci DNA mozna uzyskac izolujac ten kwas z krwi. Najnizsze warto$ci uzyskano podczas izo-
lacji DNA z moczu i $liny.

Uzyskane niskie wartosci wynikaja z niewielkiej zawartosci komorek w obydwu ba-
danych ptynach biologicznych. Slina w duzej mierze sktada si¢ z wody (94-99,5%), a pozo-
statg czgs$¢ zajmuje element staty, gdzie gldownym skladnikiem organicznym sg substancje
biatkowe, takie jak enzymy, biatka surowicy krwi, mucyny, immunoglobuliny, substancje
grupowe krwi, kalikreina czy laktoferyna, Zadna z wymienionych substancji nie zawiera ma-
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terialu genetycznego, wiec DNA pozyska¢ mozna jedynie ze ztuszczonych komorek nablonka
jamy ustnej (Szydlarska i in., 2008). Podobne utrudnienie pojawia si¢ podczas izolacji DNA z
moczu. Substancjami organicznymi wystepujacymi w moczu sg: albuminy, mocznik, amo-
niak, kreatynina i glukoza. Tak jak w przypadku $liny, Zadna z powyzszych substancji nie jest
nosnikiem materiatu genetycznego. Stad tez w fizjologicznym moczu zroédlem kwaséw nukle-
inowych moga by¢ jedynie komorki zluszczonego nabtonka wyscielajacego drogi uktadu mo-
czowego (Okragta i in., 2014).

Tabela 1. Zawarto$¢ wyizolowanego DNA w zaleznos$ci od rodzaju badanego materiatu biologicznego
Table 1. The content of isolated DNA depending on the type of biological material tested

Tlos¢ DNA (ng/ul)

Materiat biologiczny Amount of DNA (ng/ul)
Biological material Srednia .

Mean SD Min-Max
Krew a
Blood 55,86 66,00 14,25 - 192,62
'L\J"‘?CZ 5,35 2,24 3,05-10,20
Urine
Slina 8,37 3,99 4,12 14,42
Saliva
Wiosy 37,37 21,54 8,72 - 61,06
Hair

Objasnienie: a, b — $rednie w wierszach oznaczone réznymi literami r6znig sig¢ istotnie (P<0,05)
Explanation: a, b — means marked with different letters are significantly different (P<0.05)

Zauwazono duze rozbiezno$ci osobnicze w ilosci pozyskanego DNA w poszczegol-
nych tkankach. Najwicksze roznice pojawity si¢ podczas izolowania DNA z krwi, gdzie wy-
bitnie wysoka warto$¢ pozyskanego kwasu wynosita 192,62 ng/ul, a najnizsza zaledwie 15,66
ng/pl. Najbardziej jednorodne wyniki uzyskano w grupie, w ktorej izolowano DNA z moczu 1
sliny. Po przeanalizowaniu wynikoéw dotyczacych ilosci pozyskanego DNA z réznych mate-
riatow biologicznych nie stwierdzono, aby ktory$ z badanych krolikow wykazywat najwyzsze
lub najnizsze stg¢zenie badanego kwasu we wszystkich pobranych materiatach. Powtorzenie
doswiadczenia na wigkszej grupie badawczej mogloby da¢ bardziej miarodajne wyniki, ktore
moglyby wykluczy¢ ewentualne uwarunkowania osobnicze. Wykonanie powtdrnych analiz w
oparciu o inne tkanki, np. watroby czy nerek mogloby dostarczy¢ wielu nowych informacji,
ktére pomoglyby potwierdzi¢ lub wykluczy¢ wnioski zamieszczone w niniejszej pracy.

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata, ze rodzaj pobranego materiatu biolo-
gicznego wplywa istotnie na czystos¢ uzyskanego w wyniku izolacji DNA. Stwierdzono sta-
tystycznie istotne roznice w tym aspekcie pomiedzy krwig a moczem, moczem 1 wtosami,
moczem i $ling oraz wlosami 1 $§ling. Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazata istot-
nych réznic pomigdzy krwig a wlosami oraz krwig a §ling.

Wiasno$ci spektroskopowe makroczasteczek pozwalaja na okreslenie przyblizonej
czystosci preparatow kwasow nukleinowych. Czystos¢ ustala si¢ dokonujac obliczen na pod-
stawie wartosci stosunku absorbancji przy dtugosci fali 260 nm i 280 nm (A260/A280). Wol-
ny od zanieczyszczen dwuniciowy DNA (dsDNA) ma warto§¢ wspotczynnika A260/A280
réwna 1,8. Wartos¢ wigksza od 1.8 $wiadczy o zanieczyszczeniu preparatu RNA, natomiast
gdy warto$¢ wspotczynnika A260/280 jest mniejsza od 1,8 mozna przypuszczac, ze wyizolo-
wany DNA zostat zanieczyszczony biatkami (biochigen.slam.katowice.pl/praktikum/013.pdf).

Z tabeli 2 wynika, ze najbardziej zblizong do 1,8 $rednig warto$¢ uzyskano izolujac
DNA z moczu. Roéwniez w tej grupie uzyskano najwigksze roznice pomiedzy uzyskanymi
wynikami (najnizsza wartos¢ — 1,20, najwyzsza wartos¢ — 2,44). Poréwnywalne rozbieznosci
uzyskano w grupie, w ktorej izolowano DNA z krwi. Niejednorodno$¢ wynikéw stosunku
absorbancji 260/A280 w obydwu grupach moze wynika¢ ze zlego doboru kitu do izolacji
DNA. GeneMATRIX Tissue DNA Purification Kit (EURX) nie jest przeznaczony do stoso-
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wania na materiale Swiezym, daje lepsze wyniki, gdy z jego wykorzystaniem izoluje si¢ DNA
z plam pochodzenia biologicznego, takich jak plamy krwi czy nasienia.

Tabela 2. Czysto$¢ wyizolowanego DNA w zaleznos$ci od rodzaju badanego materiatu biologicznego
Table 2. Purity of isolated DNA depending on the type of biological material tested

Stosunek absorbancji A260/A280

Materiat biologiczny Absorbance ratio A260/A280
Biological material Srednia sD Min-Max
Mean

Krew 2

Blood 1,28 0,28 0,93 -1,66
Mocz 1,68° 0,46 1,20 2,44
Urine

Slina 1,37° 0,14 1,24 1,64
Saliva

Whosy 1,18° 0,21 1,02-1,60
Hair

Objasnienie: a, b — $rednie w wierszach oznaczone réznymi literami rdznig sig istotnie (P<0,05)
Explanation: a, b — means marked with different letters are significantly different (P<0.05)

Najbardziej powtarzalne wyniki uzyskano w grupie, w ktorej dokonano izolacji DNA
ze $liny, jednak warto$ci wspotczynnika absorbancji A260/A280 nie sa bliskie 1,8. Wynosza
srednio 1,37, co moze §wiadczy¢ o zanieczyszczeniu preparatoOw biatkiem. Réwniez w przy-
padku DNA wyizolowanego z wlosow mozna zauwazy¢, ze zostato Ono zanieczyszczone, a
uzyskana §rednia warto$¢ wynosi 1,18.

Omowienie wynikow

Z przegladu literatury zarowno polskiej, jak 1 §wiatowe] wynika, ze do tej pory nikt nie zbadat
réznic w wydajnosci izolacji DNA w zaleznosci od rodzaju pobranego materiatu biologiczne-
go u krolikow, dlatego niemozliwe jest porOwnanie otrzymanych w badaniu wynikow z in-
nymi, uzyskanymi dla tego gatunku.

Metodami izolacji genomowego DNA zaje¢li si¢ Ghatak i in. (2013). Badacze dokonali
analizy preparatow, ktore uzyskali podczas izolacji DNA z ludzkiej krwi, §liny, moczu 1 wto-
sow. W przeprowadzonym do$wiadczeniu uzyskano nastepujace $rednie zawartosci DNA w
poszczegolnych grupach probek: krew — 86 ng/ul, $lina 83 ng/pl, mocz — 31 ng/ul, wlosy — 49
ng/ul. Podobnie jak w badaniach wiasnych najnizszg zawarto$¢ uzyskano izolujac DNA z
moczu. Wszystkie otrzymane przez wspomnianych autoréw wartosci sa wyzsze, niz te, ktore
uzyskano podczas izolacji DNA kroliczego. W badaniach Pro$niaka i in. (2006) dokonano
poréwnania i oceny wydajnosci réznych metod izolacji DNA z plam nasienia, krwi i $liny
pochodzacych od ludzi metodg QuantiBlot. W przeprowadzonym do$wiadczeniu stosowano
r6ézne metody izolacji, w tym réwniez wykorzystano komercyjne zestawy do izolacji kwasow
nukleinowych (Fast DNA, Sherlock, DNeasy, Wizard Genomic Purification Kit—-Promega). Z
krwi ludzkiej wyizolowano DNA, ktorego srednie ilosci wynosity kolejno 11,25 ng/ul, 27,00
ng/ul, 90,00 ng/ul, 2,44 ng/ul. Kitu Sherlock oraz Wizard Genomic Purification Kit uzyto do
wyizolowania DNA z ludzkiej $liny. Otrzymane $rednie wartosci wynosity: 2,06 ng/ul 1 0,37
ng/ul. Poréwnujac do otrzymanych wynikow wiasnych, zawartosci DNA wyizolowanego z
krwi byty podobne, natomiast ilos§¢ DNA uzyskana ze §liny w do$wiadczeniu wykonanym
przez zespo6t Prosniaka 1 in. (2006) byta znacznie nizsza. Matodobra 1 in. (2011) podjeli sig
proby sprawdzenia wydajnosci trzech komercyjnych zestawoéw do izolacji DNA i RNA ze
zroznicowanego materialu klinicznego i dowodowego, przy uzyciu automatycznej stacji Ja-
nus. W przeprowadzonym doswiadczeniu wyizolowano DNA z pelnej, mrozonej krwi ludz-
Kiej, a jego $rednie stezenie wynosito 14,7 ng/ul. W badaniu wlasnym uzyskano wyzsze $red-
nie wartosci ilo§ci DNA. Di Pietro i in. (2011) wykonali do§wiadczenie, w ktorym izolowali
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genomowe DNA z pelnej krwi ludzkiej przechowywanej w temperaturze —20°C. DNA izolo-
wano na dwa sposoby: z wykorzystaniem mieszaniny fenol-chloroform i z wykorzystaniem
kolumn ze ztozem krzemionkowym. Srednia zawartosé DNA wyizolowanego metoda kolu-
mienkow3a byta nizsza niz w badaniu wlasnym i wynosita 10,85 ng/ul.

Ghatak i in. (2013) w badaniach nad metodami izolacji ludzkiego genomowego DNA
okreslili takze jako$¢ uzyskanego kwasu deoksyrybonukleinowego. W swoim badaniu doko-
nali analizy probek DNA uzyskanego z krwi, wloséw, moczu i liny. Srednie wartosci wspot-
czynnika absorbancji wynosily kolejno: 1,86; 1,72; 1,48 i 1,57. W przeciwienstwie do wyni-
kow uzyskanych w doswiadczeniu witasnym, DNA uzyskane z moczu cechowalo si¢ najniz-
szg czystoscig. DNA izolowane z wlosow posiadato wysokg warto§¢ wspolczynnika absor-
bancji, kiedy preparaty DNA z wloséw kroliczych charakteryzowaly si¢ niska czystoscia.

Di Pietro i in. (2011) badajac wydajnos¢ izolacji genomowego DNA z pelnej krwi
ludzkiej przechowywanej w temperaturze —20°C metodg fenol-chloroform i przy uzyciu ko-
lumn ze zlozem krzemionkowym dokonali analizy czystosci uzyskanego DNA. Wspotczyn-
nik absorbancji A260/A280 dla DNA wyizolowanego metoda kolumnowa wynosi $rednio
1,98. DNA w badaniu Di Pietro in. (2011) jest mniej zanieczyszczone i jako$ciowo lepsze niz
DNA uzyskane z krwi krolicze;j.

W badaniach Salazara i in. (1998) dokonano poréwnania jakosci DNA wyizolowane-
go ze $wiezej krwi z dodatkiem EDTA, skrzeptej krwi oraz poddanej kriokonserwacji krwi
ludzkiej. Krew z dodatkiem antykoagulantu, jakim jest EDTA, posiadata $rednig warto$¢
wspotczynnika absorbancji 1,96. W pordéwnaniu z wyizolowanym DNA kroliczym, DNA
wyizolowane z krwi ludzkiej cechuje si¢ lepsza jako$cig i czystoscia.

W doswiadczeniu Matodobrej 1 in. (2011) dotyczacym sprawdzenia wydajnosci trzech
komercyjnych zestawoéw do izolacji DNA 1 RNA wykazano, ze warto§¢ wspolczynnika ab-
sorbancji A260/A280 dla petnej, mrozonej krwi ludzkiej wynosi $rednio 1,04. Wynik nie jest
zblizony do idealnej warto$ci wspotczynnika A260/A280, jednak jest porownywalny z wyni-
kami, ktére uzyskano w przeprowadzonym badaniu wlasnym.

Podsumowanie

Nawigzujac do wspomnianej w niniejszej pracy ustawy dotyczacej ochrony zwierzat wyko-
rzystywanych do celow naukowych lub edukacyjnych, niezbgednym jest posiadanie zgody
Lokalnej Komisji Etycznej do wykonywania czynnos$ci, ktore powoduja u zwierzecia bol,
cierpienie, dystres lub trwale uszkodzenie organizmu, w stopniu rownym uktuciu igla lub
intensywniejszym. Jak potwierdzaja przeprowadzone badania wlasne, pozyskane preparaty
DNA z alternatywnych materiatow biologicznych cechuja si¢ nizsza zawarto$cia tego kwasu,
niz preparaty wyizolowane z krwi, stanowigcej typowy ptyn biologiczny wykorzystywany
powszechnie w badaniach naukowych.

Pomimo istniejagcych mozliwosci pozyskania kwasow nukleinowych z niekonwencjo-
nalnych materialéw biologicznych, ktorych pobranie nie wptywa na dobrostan zwierzecia, to
najlepsza wydajnos¢ uzyskano dla materiatu biologicznego pozyskanego metoda inwazyjna,
w przypadku niniejszych badan — krwi.
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ANALYSIS OF DNA ISOLATION EFFICIENCY DEPENDING ON THE TYPE OF
BIOLOGICAL MATERIAL COLLECTED FROM RABBITS

Zuzanna Siudak, Sylwia Palka
SUMMARY

The aim of the study was to examine the efficiency of DNA isolation in Termond White rab-
bits depending on the type of collected biological material. The experiment was conducted in
the Experimental Station of the Department of Genetics, Animal Breeding and Ethology of
the University of Agriculture in Krakow. The research material was blood, hair, urine and
saliva collected from six male Termond White rabbits. Saliva and hair were collected ante-
mortem from animals at 84 days. Blood and urine were collected during post-mortem treat-
ment. DNA isolation was done using the commercial GeneMATRIX Tissue DNA Purification
Kit (EURX). The isolated DNA was evaluated using a UV-VIS spectrophotometer at a wave-
length of 260 and 280 nm. The purity and content of the tested DNA were determined. Stud-
ies have shown that the type of biological material affects the content and purity of DNA. The
highest content of DNA was in samples isolated from blood. The highest purity was detected
in DNA preparations isolated from urine.

Key words: rabbit, DNA, isolation
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