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Influence of different methods of bacterial nucleic acid isolation
on sensitivity of the PCR assay

Wptyw réznych sposobow izolacji kwasdw nukleinowych z bakterii
na czutos¢ testu PCR

Wtodzimierz Przewodowski*, Chotuj Joanna, Przewodowska Agnieszka

Summary

Isolation of nucleic acids of different plant pathogens is one of the most important stages, which have influence on the correct
molecular diagnosis of these pathogens. This study investigated the suitability of two different DNA isolation techniques used in the
diagnosis of Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (Cms) — quarantine bacteria responsible for potato ring rot. The quality of the
isolated DNA and the sensitivity of the two methods were assessed by spectrophotometric analysis, respectively/and the sensitivity of
electrophoretic DNA PCR (polymerase chain reaction) assay. Two methods of DNA extraction were compared. The first of them with
CTAB (cetyltrimethylammonium bromie) method allowed to remove the components of plant tissues and while destructing
membranes released nucleic acids from bacterial cells (method 1). In the second method extraction of genomic DNA was done in the
presence of high concentrations of salt, which involved the selective precipitation of nucleic acids (method 2). In addition to the
efficiency of the compared extraction methods the impact of bacterial slime and buffer components on the quality of the obtained
DNA were also assessed. It has been shown that the best quality of DNA and PCR sensitivity was obtained using the CTAB method. The
high mucoid level of tested strains only marginally reduced the detection of bacteria Cms in PCR assay.
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Streszczenie

Izolacja kwasow nukleinowych patogendw roslin jest jednym z najwazniejszych etapow warunkujgcych prawidtowa diagnostyke
molekularng tych patogendw. W pracy badano przydatnos$é réznych technik izolacji DNA kwarantannowych bakterii Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus (Cms) — sprawcy bakteriozy pierscieniowej ziemniaka, stosowanych w diagnostyce bakteryjnych
patogendéw ziemniaka. Jako$¢ wyizolowanego DNA oraz czuto$¢ obu metod oceniano na podstawie odpowiednio analizy
spektrofotometrycznej/elektroforetycznej DNA oraz czutosci testu PCR (polymerase chain reaction — taricuchowej reakcji polimerazy).
Poréwnywano dwie rézne metody izolacji DNA. Pierwsza z nich — metoda z wykorzystaniem CTAB (cetyltrimethylammonium bromie —
bromek cetylotrimetyloamoniowy) umozliwia usuniecie komponentéw tkanek roslinnych oraz destrukcje bton i uwolnienie kwaséw
nukleinowych z komaérek bakterii (metoda 1). W drugiej z poréwnywanych metod ekstrakcje genomowego DNA przeprowadzano
w obecnosci wysokiego stezenia soli powodujgcego selektywne wytracanie kwasow nukleinowych (metoda 2). Oprécz efektywnosci
metod ekstrakcji oceniano réowniez wptyw $luzéw bakteryjnych oraz komponentéw buforéw na jakos$é uzyskanych preparatéw DNA.
Wykazano, iz najlepsza jako$¢ DNA i czutos¢ testu PCR uzyskano stosujgc metode CTAB, a wysoka mukoidalnos¢ badanych szczepdw
jedynie w nieznacznym stopniu obnizyta wykrywalnos¢ bakterii Cms testem PCR.

Stowa kluczowe: Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus; izolacja DNA; PCR; CTAB
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Wstep / Introduction

Izolacja kwasow nukleinowych (DNA/RNA) patoge-
now ro$lin jest waznym poczatkowym etapem wielu
procedur diagnostycznych stosowanych w biologii mole-
kularnej, warunkujagcym poprawnos¢ identyfikacji tych
patogenoéw. Jednym z najwazniejszych elementow pozwa-
lajacych na uzyskanie wysokiej czulosci testu moleku-
larnego jest odpowiednia jako$¢ wyizolowanego materiatu
genetycznego oraz mozliwo$¢ usunigcia substancji, ktore
moglyby niekorzystnie wplywaé na wynik reakcji PCR
(polymerase chain re action — tancuchowej reakcji polime-
razy). Oba te parametry w znacznym stopniu uzaleznione
sg od sposobu izolacji kwaséw nukleinowych (Mak i Ho
1992). W przypadku izolacji DNA bakteryjnego z prob
roslinnych, a szczegbélnie bulw ziemniaka zawierajacych
znaczng ilo$¢ komponentow aktywnych enzymatycznie,
efektywno$¢ procesu izolacji oraz czysto$¢ otrzymanych
preparatow jest zalezna od zastosowanej metody ekstrakcji
kwasow nukleinowych (Van Bechoven i wsp. 2002).
Dodatkowo obecno$¢ $luzéw zawierajacych egzopolisa-
charydy, ktérymi pokryte sa komorki bakterii Clavibacter
michiganensis ssp. sepedonicus (Cms) oraz inhibitoréw
reakcji PCR pochodzenia roslinnego moze znaczaco obni-
zy¢ czuto$¢ testow molekularnych.

Jedng z czgsciej stosowanych metod izolacji DNA
z tkanek roslinnych jest technika opracowana przez Doylle
i Doylle (1987), z uzyciem jonowego detergentu CTAB
(cetyltrimethylammonium bromie — bromek cetylotrimety-
loamoniowy) oraz mieszaniny chloroformu i alkoholu
izoamylowego. W metodzie tej na skutek zastosowanych
odczynnikoéw dochodzi do rozerwania bton komérkowych,
a nastgpnie oddzielenia kwaséw nukleinowych znajdu-
jacych sie w fazie wodnej od pozostatych komponentéw
zawartych w fazie organicznej. Metoda jest szczegolnie
polecana do analizy probek bogatych w polisacharydy i za-
nieczyszczenia polifenolowe. Alternatywna metoda eks-
trakcji DNA opracowana przez Ewardsa i wsp. (1991)
opiera si¢ na wykorzystaniu innego detergentu o nazwie
dodecylosiarczan sodu (SDS), proteinazy K i wysokiego
stezenia soli NaCl. Jest to metoda prostsza w wykonaniu
i tansza w poréwnaniu z metodg CTAB. W prezentowane;j
pracy porownano wydajnos¢ obu metod izolacji DNA,
a otrzymane preparaty kwasow nukleinowych oceniano
pod wzgledem czystosci i przydatnosei do testu PCR.

DNA izolowano z komorek gram dodatnich bakterii
Cms, sprawcy bakteriozy pierScieniowej ziemniaka. Ze
wzgledu na specyfike tego patogenu, obecnos$¢ egzopoli-
sacharydow bakteryjnych otaczajacych bakterie Cms,
a takze obecno$¢ wielu substancji towarzyszgcych
w ekstraktach z bulw ziemniaka, efektywna izolacja DNA
moze by¢ utrudniona. Ponadto obecnos¢ inhibitoréw re-
akcji PCR moze dawaé wyniki falszywie ujemne w testach
molekularnych.

Materiaty i metody / Materials and methods
DNA izolowano z komorek bakteryjnych dwoch skraj-

nie zroznicowanych mukoidalnie szczepéw Cms przygoto-
wanych w postaci $wiezo sporzadzonych 48-godzinnych

zawiesin bakteryjnych. Czulo$¢ metod oceniano sporza-
dzajac zawiesiny bakterii o stezeniu od 100 do 10 min
jednostek tworzacych kolonie w mililitrze (jtk/ml) w roz-
nych mediach, takich jak: sterylna woda, ekstrakt roslinny
z bulw ziemniaka oraz bufor fosforanowy. Ekstrakt ros-
linny przygotowano z bulw odmiany Baszta umytych
i osuszonych papierowym recznikiem, ktore przecierano
wraz ze skorka na plastikowej tarce. Ciecz znad osadu
migzszu zlewano i przesaczano przez sterylng gazg. Tak
uzyskany ekstrakt porcjowano do 2 ml probowek Eppen-
dorff i dodawano bakterie Cms uzyskujac oczekiwane
stezenie komorek w objetosci 1 ml.

Do badan stosowano dwie metody izolacji DNA.
W pierwszej metodzie z wykorzystaniem odczynnika
CTAB, przygotowane zawiesiny wirowano 10 min
10 000 x g, usuni¢to supernatant pozostawiajac 100 pl
cieczy nad osadem. Osad rozpuszczono w buforze 400 pl
1 x PBS (bufor fosforanowy) z 0,2% BSA (albumina
wolowa), dodano 800 pl podgrzanego do 60°C buforu
CTAB z 0,2% Me, a nastgpnie calo$¢ intensywnie
mieszano i inkubowano 20 min w 60°C w tazni wodnej od
czasu do czasu mieszajac. Dodano 600 pl mieszaniny
chloroform:alkohol izoamylowy (24:1), mieszano ener-
gicznie i wirowano 10 000 x g przez 10 min. Supernatant
przeniesiono do nowej probowki i dodano réwnowazna
objeto$¢ zimnego izopropanolu. Calo$¢ dobrze wymiesza-
no i umieszczono na okoto 30 min w —20°C, a potem
wirowano 10 000 x g przez 10 min. Uzyskany osad prze-
plukano 500 pl objetoscig 80% EtOH i po usunigciu alko-
holu, suszono w termobloku w temperaturze 55°C. DNA
rozcienczano w 50 pl sterylnej H,O.

W drugiej z metod, wysokosolnej, przygotowane
zawiesiny zwirowano wstepnie, podobnie jak w metodzie
CTAB, odebrano 800 pl z kazdej probowki, pozostawiajac
docelowo 200 pl zawiesiny ze zwirowanym osadem.
Dodano 200 pl 200 mM Tris-Cl pH 8,0 (zawierajacego
0,8 M NaCl i 4 mM EDTA). Do kazdej z préb dodano
40 ul 10% SDS-u oraz 8 pl proteinazy K (0,4 mg/ml)
i calo§¢ inkubowano w temperaturze 62°C cala noc we
wytrzasarce laboratoryjnej. Dodano 300 pl 6 M NaCl (do
stezenia 5 M). Proby intensywnie mieszano przez 30 s przy
maksymalnych obrotach, nastgpnie wirowano 30 min
10 000 x g. Supernatant przeniesiono do nowej probéwki
i dodano okoto 800 ul zimnego izopropanolu. Calo$é
dobrze wymieszano przez odwracanie probowek. Proby
inkubowano przez 1 h w -20°C, a nastgpnie wirowano
20 min w 10 000 x g. Osad przemyto (pozostawiono na
5 min) 200 pl 70% etanolu. Po ostroznym usunigciu
etanolu osad suszono (okoto 5 min) w temperaturze 55°C
w termobloku przy wilaczonym wyciggu. DNA
rozcienczano w 50 pl dejonizowane;j i sterylnej wody.

Ilo$¢ otrzymanego DNA oznaczono za pomoca spek-
trofotometru  mikroptytkowego Epoch (BioTek) na
podstawie stosunku absorbancji A260/A280 (tab. 3). Pre-
paraty DNA rozdzielano w 1,5% zelu agarozowym sto-
sujac napiecie 140 V przez 40 minut (rys. 1). Test PCR
prowadzono wedlig warunkoéw opisanych przez Pastrik
i Maiss (2000). Jako kontrole¢ negatywna do testu PCR
stosowano media bez zawiesin Cms. DNA ze wszystkich
proéb izolowano trzykrotnie, kazda prébe w dwoch pow-
torzeniach.
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Tabela 1. Czutos¢ testu PCR dla niskomukoidalnego szczepu bakterii Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms)
Table 1. The sensitivity of the PCR assay for low mucous strain of Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms) bacteria

Szczep nlskomuk0|d_alny Sok z bulw — Tuber extracts 1 x PBS H,O

Low mucous strain
Cms [jtk/ml] 107 | 10° | 10° | 10* | 10% | 10% | 107 | 10° | 10° | 10* | 10° | 10? | 107 | 10° | 10° | 10* | 10° | 102
Metoda 1 — Method 1 + + + + + + + + + + — — + + + + + —
Metoda 2 — Method 2 + + + + + + + + + + + - + + + + — —
PBS — bufor fosforanowy — phosphate buffer
Tabela 2. Czutos$¢ testu PCR dla szczepu mukoidalnego bakterii Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms)
Table 2. The sensitivity of the PCR assay for mucous strain of Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms) bacteria

Szczep mukmdglny Sok z bulw — Tuber extracts 1 xPBS H,O

Mucous strain

Cms [jtk/ml] 107 | 10° | 10° | 10* | 10°® | 10? | 107 | 10° | 10° | 10* | 10® | 10° | 107 | 10° | 10° | 10* | 10® | 102
Metoda 1 — Method 1 + + + + + - + + + + + - + + + + + -
Metoda 2 — Method 2 + + |+ + |+ | - |+ + |+ + ]+ | - |+ + + + | - | -

PBS — bufor fosforanowy — phosphate buffer

Tabela 3. Porownanie iloSci DNA wyizolowanego z mukoidalnego (M) i niskomukoidalnego szczepu bakterii Clavibacter michi-

ganensis subsp. sepedonicus (Cms)

Table 3. Comparison of the amounts of DNA isolated from mucous (M) and low mucous strain of Clavibacter michiganensis subsp.

sepedonicus (Cms) bacteria

Metoda 1 Metoda 2
. . . Method 1 Method 2
Materiat do izolacji DNA ——
Material for DNA isolation llos¢ wyizolowanego DNA
amount of isolated DNA
[ug/ul]
Szczep nlskomuk_0|dalny bakterii pms w soku ziemniaka 0.354+0,025 0,089-0,012
Low mucous strain of Cms bacteria in tuber extract
Szczep muk(_)ldalny bakterii er_]s w soku ziemniaka 0.404=0,076 0.118+0,022
Mucous strain of Cms bacteria in tuber extract
Szczep niskomukoidalny bakterii Cms w 1 x PBS
Low mucous strain of Cms bacteria in 1 x PBS 0,023+0,003 0,006+0,001
Szczep mukoidalny bakterii Cms w 1 x PBS
Mucous strain of Cms bacteria in 1 x PBS 0,029+0,009 0,012+0,004
Szczep niskomukoidalny bakterii Cms w wodzie
Low mucous strain of Cms bacteria in water 0,030+0,005 0,020+0,003
Szczep muk(_)ldalny bakterii (_er_ls w wodzie 0,026+0,007 0,0640,006
Mucous strain of Cms bacteria in water

PBS - bufor fosforanowy — phosphate buffer

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Szybkie, czute i specyficzne metody identyfikacji pato-
gendw bakteryjnych s3 szczegdlnie wazne w przypadku
patogendéw powodujacych grozne, kwarantannowe choro-
by, skutkujace wysokimi stratami ekonomicznymi. Wiary-
godno$¢ testow molekularnych, w ktorych DNA identyfi-
kowanego patogenu jest amplifikowane w reakcji PCR,
zalezy w znacznym stopniu od jakosci matrycy DNA
wyizolowanej z badanej proby. Ekstrakty roslinne bogate
w polisacharydy, komponenty fenolowe oraz inne meta-

bolity wtorne moga hamowac reakcje PCR lub taczy¢ si¢
z DNA po lizie komérek (John 1992). Opracowano wiele
metod izolacji kwaséw nukleinowych pozwalajacych wy-
eliminowa¢ niekorzystny wptyw komponentéw roslinnych
na wydajnos$¢ tego procesu oraz wynik testu diagnostycz-
nego (Doyle i Doyle 1987, 1990; Sharma i wsp. 2002).
Jedng z czgsciej stosowanych metod w izolacji DNA
z tkanek roslinnych jest metoda z uzyciem kationowego
detergentu (CTAB). Technika ta zostata pierwotnie opra-
cowana przez Doyle i Doyle (1987), a nastepnie wielo-
krotnie modyfikowana i zaadaptowana do izolacji DNA
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DNA izolowane metoda wysokosolng z SDS
DNA isolated by high salt method with SDS
sok ziemniaka H.0
tuber extract 2
NM

M1 M2 NM NM M M NM M M

M1

DNA izolowane metodg CTAB
DNA isolated by CTAB method
sok ziemniaka H.0
tuber extract 2
NM

M2 NM NM M M NM M M

NM — DNA izolowane ze szczepu niemukoidalnego Cms — DNA isolated from low mucinous strain of Cms
M — DNA izolowane ze szczepu mukoidalnego Cms — DNA isolated from mucinous strain of Cms

M1 — Nova 100 bp DNA Ladder, Novazym

M2 — Nova 1kb DNA Ladder, Novazym

SDS - dodecylosiarczan sodu — sodium lauryl (dodecyl) sulfate

Rys. 1. Jako$¢ DNA izolowanego metoda wysokosolng i CTAB (cetyltrimethylammonium bromie — bromek cetylotrimetyloamoniowy)
z dwoch zroznicowanych mukoidalnie szczepow bakterii Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms)
Fig. 1. The quality of DNA isolated by CTAB (cetyltrimethylammonium bromie) and high salt method with mucinous differentiated

Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms) bacteria

z 16znych roslin. Metoda z uzyciem wysokiego stezenia
dodecylosiarczanu sodu (SDS) znalazla rowniez szerokie
zastosowanie w ekstrakcji materiatu genetycznego z wielu
r6znych roélin, np.: tytoniu (Nicotiana), soi (Glycine max)
i petunii (Petunia) (Dellaporta i wsp. 1983). Izolacja DNA
ta metoda byla mozliwa nawet z tak trudnych tkanek, jak:
igly $wierkowe, liScie ryzu czy wodorostow (Guillemaut
i Maréchal-Drouard 1992; Csaikl i wsp. 1998; Wattier
i wsp. 2000).

Opracowano rowniez wiele gotowych zestawow do
izolacji kwasoéw nukleinowych z tkanek roslinnych opar-
tych na kolumienkach wirowkowych wypehlionych zto-
zem. Jednak ich wykorzystanie w przypadku testowania

duzej liczby préb nie zawsze jest mozliwe ze wzgledu na
relatywnie wysokie koszty wykonania ekstrakcji.

Izolacja DNA z bulw ziemniaka jest szczegolnie trudna
ze wzgledu na obecno$¢ w ekstraktach tkankowych poli-
fenoli i polisacharydow, ktore hamuja dziatanie polimerazy
Taq DNA (Pastrik i Maiss 2000; Kotchoni i wsp. 2003).
Dodatkowo podczas maceracji bulw komponenty fenolowe
utleniajg sie i faczg z biatkami oraz kwasami nukleinowy-
mi tworzac trwate kompleksy, obnizajac w ten sposob
jakos$¢ uzyskanego DNA, czynigc go nieprzydatnym do
amplifikacji technikg PCR (Porebski i wsp. 1997).

W prezentowanych badaniach porownywano dwie roz-
ne metody izolacji DNA, z ktorych pierwsza (z dodatkiem
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CTAB) opierala si¢ na usunigciu komponentéw tkanek
roslinnych oraz destrukcji blon i uwolnieniu kwasow
nukleinowych z komorek bakterii. Ekstrakcje genomo-
wego DNA przeprowadzano réwnocze$nie metoda wyso-
kosolng, w ktorej zachodzi selektywne wytragcanie kwaséw
nukleinowych w obecnos$ci wysokich stezen soli. Aby
oceni¢ wptyw stopnia mukoidalnosci badanych bakterii na
efektywnos¢ izolacji DNA, do badan wykorzystano dwa
skrajnie zroznicowane mukoidalnie szczepy Cms w za-
wiesinach o stezeniu od 100 do 10 min jednostek
tworzacych kolonie w mililitrze (jtk/ml). Najwicksza ilos¢
DNA otrzymano przez izolacje metoda CTAB z bakterii
Cms o wysokiej mukoidalnosci zawieszonych w soku
ziemniaka. Nieco mniejsza wydajnos$¢ uzyskano przy izo-
lacji z bakterii zawieszonych w soku, ale charaktery-
zujacych si¢ nizsza §luzowatoscig. W poréwnaniu z me-
toda wysokosolna, izolacja z CTAB pozwolita uzyskaé
ponad trzykrotnie wigksza ilo§¢ DNA dla bakterii zawie-
szonych w soku ziemniaka, niezaleznie od stopnia mu-
koidalno$ci badanych szczepow. W przypadku zawiesin
bakteryjnych w pozostalych mediach (bufor fosforanowy
z NaCl oraz sterylna woda) wydajno$¢ izolacji DNA ta
metoda byta zdecydowanie nizsza od metody CTAB, ktoéra
utrzymywata si¢ na jednakowym poziomie 0,023—
0,030 ug/ul. Jedynie w przypadku izolacji z bakterii silnie
mukoidalnych zawieszonych w wodzie metoda wysoko-
solna wykazala wicksza wydajno$¢ od metody z uzyciem
CTAB (tab. 3).

Jako$¢ uzyskanych preparatow DNA oceniano na pod-
stawie rozdziatlow elektroforetycznych w zelu agarozowym
(rys. 1). Preparaty izolowane z bakterii zawieszonych
w wodzie wykazywaty podobny stopien czystosci i degra-
dacji niezaleznie od zastosowanej metody izolacji. Naj-
wigkszy stopien degradacji i duzg ilo$¢ fragmentow o wiel-
kosci ponizej 500 pz obserwowano w preparatach DNA
izolowanych z zawiesiny bakterii w soku ziemniaka
metodg CTAB (rys. 1), ale wydajno$¢ tej metody byta zde-
cydowanie wyzsza w porownaniu z metoda wysokosolng
(tab. 3).

Czulos¢ testu PCR dla zawiesin bakteryjnych o steze-
niu 10°-10" jtk/ml oceniano wedlug warunkéw opisanych
przez Pastrik (2000), zalecanych przez EPPO (European
and Mediterranean Plant Protection Organization) do ruty-
nowej kontroli fitosanitarnej pod katem obecnos$ci bakterii
Cms (OEPP/EPPO 2006). W przypadku preparatow DNA
pochodzacych z zawiesin w soku ziemniaka skutecznos¢
identyfikacji dla obu metod byla identyczna i zachodzila
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w pelnym zakresie rozcieficzen (10°-107 jtk/ml) dla szcze-
pu niskomukoidalnego i (10°-10" jtk/ml) w przypadku
szczepu o niskim stopniu §luzowatosci. Test PCR z uzy-
ciem DNA pochodzacego z komoérek bakteryjnych zawie-
szonych w 1 x PBS pozwolit wykryé 10° jtk dla szczepu
niskomukoidalnego zaréwno przy izolacji z uzyciem
CTAB, jak i w warunkach wysokosolnych. Jedynie
w przypadku DNA ze szczepu o niskiej Sluzowatosci za-
wieszonego w 1 X PBS izolowanego technikg wysokosolna
uzyskano czulo$¢ wigkszg o jeden rzad wielkosci w po-
rownaniu z DNA izolowanym technika CTAB. Czulosé
testu PCR z uzyciem DNA izolowanego z bakterii
zawieszonych w wodzie byla taka sama dla obu technik
i obu badanych szczepéw wynoszac odpowiednio 10® jtk/ml
dla metody z uzyciem CTAB oraz 10* jtk/ml dla metody
wysokosolnej.

Z danych literaturowych wynika, ze wybor optymalnej
metody izolacji DNA jest zalezny od rodzaju rosliny
i tkanki, ktora jest poddawana izolacji. Poréwnanie o$miu
metod izolacji DNA z surowych i przetworzonych bulw
ziemniaka wykazalo, Ze najlepsza wydajnoscia izolacji
z surowych bulw charakteryzuje si¢ metoda CTAB, a naj-
lepsza jako$¢ matrycy DNA uzyskano uzywajac czastek
magnetycznych Kingfisher. Natomiast przy izolacji DNA z
suszonych  produktéw  ziemniaczanych  najbardziej
wydajny okazat si¢ zestaw Wizard Magnetic DNA Puri-
fication for Food, Promega (Smith i wsp. 2005). Nie-
zaleznie od rodzaju badanej proby (bulwy ziemniaka,
suszone plastry i ptatki ziemniaczane, mgka ziemniaczana,
skrobia i chipsy ziemniaczane) uzyskane DNA bylto dobrej
jakosci i moglo by¢ wykorzystane do amplifikacji technikg
PCR.

Whnioski / Conclusions

1. Zastosowana metoda izolacji DNA z komoérek bakterii
Cms wplywa na czulo$¢ testu PCR 1 jest zalezna od
medium, w jakim zawieszone sa komorki bakteryjne.

2. Najlepsza jako$¢ DNA i czuloé¢ testu PCR w wykry-
waniu bakterii zawieszonych w soku ziemniaka uzys-
kano przy izolacji DNA technika CTAB.

3. Mukoidalno$¢ badanych szczepow nie miata istotnego
wplywu na efektywno$¢ izolacji DNA. Obnizenie czu-
Toéci testu PCR wystepowalo jedynie w przypadku
szczepu silnie mukoidalnego, zawieszonego w soku
ziemniaka, przy izolacji DNA technikg wysokosolna.
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