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В статье описывается удобный метод выделения ДНК из сухих фрагментов растений, хранившихся в гер#
барных коллекциях в течение 50–90 лет и имеющих высокое содержание вторичных метаболитов. Описан#
ная процедура выделения ДНК занимает не более двух часов, состоит из трех последовательных стадий (ли#
зис, осаждение нуклеиновых кислот изопропиловым спиртом, очистка на магнитных сорбентах) и не тре#
бует применения высоколетучих веществ (фенола, хлороформа, жидкого азота). Предлагаемый метод выде#
ления ДНК позволяет получать из фрагментов листьев сухих гербарных образцов весом ~30 мг препараты
высокого качества с концентрацией ДНК до 4 мкг. Показана возможность использования полученной пред#
лагаемым методом ДНК для амплификации с последующим секвенированием маркерных последователь#
ностей ядерного и хлоропластного геномов (фрагментов генов 5S рРНК и rbcL) при проведении филогене#
тических исследований.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: выделение ДНК, гербарий, ПЦР, маркерные последовательности, 5S рРНК, rbcL.

В настоящее время для установления систе#
матической принадлежности и родственных свя#
зей между различными группами растений наря#
ду с анатомо#морфологическими признаками и
изучением их эволюционной направленности
активно используют нуклеотидные последова#
тельности участков ядерного и хлоропластного
геномов [1]. Вместе с филогенетическими иссле#
дованиями данные о строении маркерных пос#
ледовательностей используются для паспортиза#
ции диких видов и сортов культурных растений
[2–4]. Одним из важнейших источников, свя#
занных с изучением биологического разнообра#
зия растений, являются гербарные хранилища.

По всему миру насчитывается не менее 3400
официально зарегистрированных гербариев, в
которых находится ~350 млн образцов растений
(New York Botanical Garden’s Virtual Herbarium,
http://sweetgum.nybg.org/ih/), собранных преи#
мущественно в течение последних 200 лет. Со#
хранность гербарных образцов не всегда идеаль#
на, что связано с особенностями сбора и сушки
растений, а также методами обработки и хране#
ния материала [5]. Кроме того, с течением вре#
мени как геномная, так и пластидная ДНК рас#
тений разрушается [6], что существенно затруд#
няет использование старых образцов для секве#
нирования нуклеотидных последовательностей
маркерных участков. Качество выделенной ДНК
также зависит от химического состава содержи#
мого клеток растений, для многих из которых ха#
рактерно наличие большого количества вторич#
ных метаболитов, полисахаридов и других ве#
ществ, препятствующих проведению ПЦР [6] и,
следовательно, секвенированию.

В настоящее время известно значительное
количество методов выделения тотальной ДНК
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из клеток растений. Наиболее широко исполь#
зуют метод выделения с применением бромида
цетилтриметиламмония (ЦТАБ) [7] и различные
его модификации, позволяющие наиболее эф#
фективно выделять ДНК из растительных кле#
ток, в т.ч. с высоким содержанием фенолов или
полисахаридов [8, 9]. Тем не менее в связи с вы#
шеперечисленными трудностями, возникаю#
щими при выделении ДНК из сухих гербарных
образцов, остаются актуальными работы по оп#
тимизации и разработке новых методик, позво#
ляющих быстро и без применения специального
оборудования или расходных материалов полу#
чать ДНК нужного качества [10].

Предлагаемый в данной работе способ выде#
ления ДНК является модификацией метода, осно#
ванного на применении ЦТАБ, и методов выде#
ления ДНК на магнитных частицах. Разработан#
ный метод позволяет получать качественные пре#
параты ДНК растений, содержащих большое ко#
личество вторичных метаболитов, из гербарных
образцов, собранных не позднее 60#х гг. ХХ века.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В качестве образцов использовали фрагмен#
ты сухих листьев растений, относящихся к роду
Scorzonera (Asteraceae), из гербариев МГУ им.
М.В. Ломоносова (акроним – MW) и Главного
ботанического сада РАН (MHA). Образцы (12 экз.)
были собраны в 1920–1960 гг. (табл. 1). Для каж#
дого образца было проведено выделение тоталь#
ной ДНК с помощью трех нижеперечисленных
методов:

1) метод 1 – выделение с применением лизи#
рующего буфера с ЦТАБ и смеси хлороформа и
изоамилового спирта (по Стеуарт с соавт. [8]);

2) метод 2 – выделение ДНК по методу 1, до#
полненному последующей очисткой получен#
ных препаратов с помощью магнитных частиц
Agencourt AMPure XP («Beckman Coulter», США),
разведенных в 4 раза буфером A;

3) метод 3 – выделение ДНК с применением
лизирующего буфера с ЦТАБ и очисткой препа#
ратов с помощью магнитных частиц Agencourt
AMPure XP («Beckman Coulter», США), разве#
денных в 4 раза буфером A, без использования
хлороформа и изоамилового спирта.

Состав лизирующего буфера: 2% ЦТАБ, 100 мМ
Tris#НCl (рН 8,0), 20 мM ЭДТА, 1,4 M NaCl, 1%
PVP40.

Состав буфера А: 18%#ный PEG#8000 (w/v), 1 M
NaCl, 10 мM Tris#HCl (рН 8,0), 1 мM EDTA (рН 8,0).

При помощи каждого метода выделяли то#
тальную ДНК из 12 образцов. Навеска для каж#
дого выделения составляла 30 мг.

Метод 1. Необходимые реагенты:
1) лизирующий буфер;
2) смесь хлороформа и изоамилового спирта

(24 : 1);
3) изопропиловый спирт;
4) 80%#ный водный раствор этилового спирта;
5) деионизированная вода.
1. Навеску образца растительного материала

(30 мг) вручную растереть в бумажном конверте
до состояния мелкого порошка и поместить в
пробирку объемом 1,5 мл.

2. Добавить к образцу 500 мкл лизирующего
буфера, аккуратно перемешать.

3. Инкубировать образец в течение 1 ч при
60°, перемешивая каждые 10–15 мин.

4. К лизату добавить 500 мкл смеси хлоро#
форма с изоамиловым спиртом, аккуратно пере#
мешать путем переворачивания пробирки в те#
чение 15–30 с.

5. Центрифугировать в течение 5 мин при
13 400 об/мин (12 100 g).

6. Водную фазу перенести в новую пробирку
объемом 1,5 мл, повторить пп. 4–6.

7. Добавить к водной фазе равный объем изо#
пропилового спирта, аккуратно перемешать и ин#
кубировать при комнатной температуре 10 мин.

8. Центрифугировать смесь в течение 10 мин
при 13 400 об/мин (12 100 g). 

9. Супернатант удалить, к осадку добавить
500 мкл 80%#ного этанола, центрифугировать
2 мин, супернатант удалить. Промывку провес#
ти 2 раза.

10. Высушить осадок в течение 3–5 мин при 60°.
11. Растворить осадок в 30 мкл деионизиро#

ванной воды и прогреть 5 мин при 60°.
Метод 2. Необходимые реагенты:
1) лизирующий буфер;
2) смесь хлороформа и изоамилового спирта

(24 : 1);
3) изопропиловый спирт;
4) 80%#ный водный раствор этилового

спирта;
5) деионизированная вода;
6) магнитные частицы Agencourt AMPure XP,

приготовленные для использования согласно
инструкции производителя;

7) буфер А.
Выделение ДНК провести по методу 1, пп. 1–11.
12. Ресуспендировать магнитные частицы

Agencourt AMPure XP до гомогенного состоя#
ния, отобрать аликвоту AMPure XP, поместить в
новую пробирку. Добавить в ту же пробирку бу#
фер А в объеме, равном 3× объему аликвоты
AMPure XP. Повторно ресуспендировать.

13. К водному раствору нуклеиновых кислот
добавить приготовленное разведение AMPure
XP в соотношении 1 : 1 (v/v).
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14. Аккуратно перемешать и инкубировать
5 мин при комнатной температуре.

Далее все процедуры проводить с использо#
ванием магнитного штатива.

15. Поместить пробирки на магнитный шта#
тив, выдержать 2 мин и, не вынимая пробирки
из штатива, удалить супернатант.

16. Добавить 200 мкл 80%#ного этилового
спирта, промыть осажденные магнитные части#
цы, покрутив пробирку, убрать спирт. Повто#
рить промывку 2 раза.

17. Тщательно удалить остатки этилового
спирта. Высушить образец в течение 1–5 мин на
столе при комнатной температуре.

18. Вынуть пробирки из штатива, добавить 30 мкл
деионизированной воды, инкубировать 5 мин.

19. Поместить пробирки в магнитный шта#
тив, выдержать 2 мин (до осаждения магнитных
частиц) и, не вынимая их из магнитного штати#
ва и не касаясь магнитных частиц, перенести су#
пернатант в новую пробирку. 

Метод 3. Необходимые реагенты: 
1) лизирующий буфер;
2) изопропиловый спирт; 
3) 80%#ный водный раствор этилового спирта;
4) деионизированная вода; 
5) магнитные частицы Agencourt AMPure XP;
6) буфер А.
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ных нуклеиновых кислот из гербарных образцов растений рода Scorzonera различными методами
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1. Навеску образца растительного материала
(30 мг) вручную растереть в бумажном конверте
до состояния мелкого порошка и поместить в
пробирку объемом 1,5 мл.

2. Добавить 500 мкл лизирующего буфера,
перемешать и инкубировать 1 ч при 60°, переме#
шивая образец каждые 10–15 мин.

3. Центрифугировать в течение 5 мин при
13 400 об/мин (12 100 g).

4. Перенести супернатант в новую пробирку
объемом 1,5 мл и добавить равный объем изо#
пропилового спирта.

5. Аккуратно перемешать полученную
смесь и инкубировать при комнатной темпера#
туре 10 мин.

6. Центрифугировать смесь в течение 10 мин
при 13 400 об/мин (12 100 g).

7. Супернатант удалить, к осадку добавить
500 мкл 80%#ного этанола, центрифугировать
2 мин, супернатант удалить. Промывку провес#
ти 2 раза.

8. Высушить осадок в течение 3–5 мин.
9. Растворить осадок в 30 мкл деионизиро#

ванной воды и прогреть при 60° в течение 5 мин.
10. Ресуспендировать магнитные частицы

Agencourt AMPure XP до гомогенного состоя#
ния, отобрать аликвоту AMPure XP, поместить в
новую пробирку. Добавить в ту же пробирку бу#
фер А в объеме, равном 3× объему аликвоты
AMPure XP. Повторно ресуспендировать.

11. К растворенному осадку добавить приго#
товленное разведение AMPure XP в соотноше#
нии 1 : 1.

12. Аккуратно перемешать полученную смесь.
Инкубировать 5 мин на столе.

Далее все процедуры проводить на магнит#
ном штативе.

13. Поместить пробирку на магнитный шта#
тив, выдержать 2 мин и, не вынимая пробирки
из штатива, удалить супернатант.

14. Добавить 200 мкл 80%#ного этилового
спирта, промыть осажденные магнитные части#
цы, покрутив пробирку, убрать спирт. Повто#
рить промывку 2 раза.

15. Тщательно удалить остатки этилового
спирта. Высушить в течение 1–2 мин на столе
при комнатной температуре.

16. Вынуть пробирки из штатива, добавить
30 мкл деионизированной воды, инкубировать
5 мин.

17. Поместить пробирку в магнитный шта#
тив, выдержать 2 мин (до осаждения магнитных
частиц) и, не касаясь магнитных частиц, пере#
нести супернатант в новую пробирку.

При выделении ДНК использовали следую#
щее оборудование: твердотельный термостат
СН#100 («BioSan», Латвия), миницентрифугу

MiniSpin Plus («Eppendorf», Германия), ротор
F#45#12#11 («Eppendorf», Германия), магнитный
штатив («ИзоГель», Россия).

Оценку концентрации суммарных нуклеи#
новых кислот и чистоты полученных образцов
проводили при помощи спектрофотометра
NanoDrop 2000c («Thermo Scientific», США) и
флуориметра Qubit 2.0 («Invitrogen», США). Сте#
пень фрагментированности ДНК определяли
путем электрофоретического разделения в
0,8%#ном агарозном геле с последующим окра#
шиванием бромистым этидием. Оценку распре#
деления длин фрагментов выделенной ДНК
проводили с помощью Agilent Bioanalyser 2100
(«Agilent Technologies», США).

Полученные препараты оценивали на при#
годность использования в качестве матрицы для
идентификации последовательностей ядерного
и хлоропластного геномов, использующихся
при проведении филогенетических исследова#
ний – фрагментов генов 5S рРНК и rbcL. После#
довательности олигонуклеотидных праймеров,
использованных при проведении ПЦР, приведе#
ны в табл. 2.

Для проведения ПЦР использовали Taq ДНК#
полимеразу («New England Biolabs», США).
Смесь для ПЦР готовили согласно инструкции
производителя. Матрицу нормировали путем
разведения до 10 нг/мкл (концентрация суммар#
ных нуклеиновых кислот), количество матрицы
в реакционной смеси – 50 нг/мкл. ПЦР с ис#
пользованием праймеров 5SluA#F/5SluA#R и
rbcLa#F/rbcLa#R проводили по программе: 95° –
10 мин; 30 циклов: 95° – 5 с, 57° – 30 с, 72° – 30 с;
72° – 5 мин. ПЦР с использованием праймеров
UrbcL1/UrbcL2 проводили по программе: 95° –
10 мин; 30 циклов: 95° – 5 с, 50° – 30 с, 72° – 35 с;
72° – 5 мин. Реакция осуществлялась в амплифи#
каторе T#100 Thermal Cycler («Bio#Rad», США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Препараты нуклеиновых кислот, выделен#
ные методом 1, представляют собой смесь фраг#
ментов ДНК размером 100–12 000 п.н. с при#
месью РНК. Высокая степень фрагментирован#
ности ДНК объясняется долгим сроком хране#
ния растительного материала в условиях герба#
рия (возраст самого молодого образца составля#
ет >50 лет). Метод 2 отличается от метода 1 на#
личием стадии дополнительной очистки препа#
рата ДНК на магнитных частицах, что приводит
к удалению фрагментов ДНК размером <200 п.н.
Сходные результаты получаются при использо#
вании метода 3. Оценка качества препаратов,
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проведенная с помощью биоанализатора Agilent
2100, показала, что введение стадии очистки
ДНК с помощью магнитных частиц приводит к
увеличению содержания фрагментов геномной
ДНК размером >300 п.н. (рис. 1), что в итоге по#
ложительно сказывается на результатах ампли#
фикации целевых последовательностей. Дан#
ный эффект особенно заметен на поврежденных
образцах, изначально содержащих сильно фраг#
ментированную геномную ДНК.

Спектрофотометрическая оценка значений
концентраций препаратов нуклеиновых кислот,
полученных из одного и того же гербарного об#
разца, показала, что стандартная методика (ме#
тод 1) позволяет получить препараты с высокой
(94,7–1566 нг/мкл) концентрацией ДНК. До#
полнительная очистка при помощи магнитных
частиц (метод 2), а также использование при вы#
делении ДНК из гербарных образцов только
магнитных частиц без применения хлороформа
(метод 3) приводит к снижению показателей
концентрации ДНК, соответственно, в 12–18 раз:
5,3–133,4 нг/мкл и 5,9–146,6 нг/мкл (табл. 1).
Однако флуориметрическое измерение концен#
траций ДНК, основанное на методе примене#
ния интеркалирующего красителя (Qubit 2.0),
показало существенно меньшие значения в тех
же препаратах образцов, выделенных методом 1.
При этом значения концентраций в образцах,
выделенных всеми тремя методами, оказались
сопоставимы (табл. 3). Измерение концентра#
ций ДНК в тех же образцах, проведенное с по#
мощью биоанализатора Agilent 2100, подтвер#
дило показания Qubit 2.0 (данные не представ#
лены).

Оценка качества полученных препаратов по
соотношению значений поглощения при 260/280
и 260/230 нм позволяет утверждать, что приме#

нение традиционного метода выделения ДНК
(метод 1) не позволяет получить достаточно чис#
тые препараты: OD260/280 у большей части не по#
падает в диапазон 1,7–2,0, который соответству#
ет «чистой» ДНК. Применение при выделении
ДНК магнитных частиц, несмотря на снижение
количества ДНК на выходе, позволяет получить
более чистые препараты (OD260/280 в диапазоне
1,7–2,0 у 10 из 12 препаратов ДНК при выделе#
нии методом 2, а также у 9 из 12 при выделении
методом 3) (табл. 1).

Ранее было показано, что применение рас#
пространенного метода выделения ДНК с ис#
пользованием буфера с цетавлоном и очисткой
хлороформом позволяет получать препараты с
довольно высокой концентрацией нуклеиновых
кислот. Однако при анализе препаратов ДНК
методом электрофореза оказалось, что концент#
рация, которая определяется по абсорбции при
260 нм, не является отражением реальной кон#
центрации нуклеиновых кислот в препарате.
Скорее всего, при применении метода 1 в пре#
паратах остаются компоненты лизирующего бу#
фера, в частности ЦТАБ, которые могут давать
погрешность при измерении концентраций с
помощью спектрофотометрических методов
[11].

Для оценки возможности использования
ДНК, полученной с помощью предлагаемого в
данной статье метода 3, для секвенирования
маркерных последовательностей, используемых
при проведении филогенетических исследова#
ний [12], была проведена амплификация участ#
ков ядерного и хлоропластного геномов на при#
мере фрагментов генов 5S рРНК (400–750 п.н.)
и rbcL (~600 п.н.). В результате проведения ПЦР
с праймерами, предназначенными для ампли#
фикации фрагментов генов 5S рРНК для образ#
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Название праймера

5SluA#454#F*
5SluB#454#R*

rbcLa#F**
rbcLa#R**

UrbcL1**
UrbcL 2**

Последовательность праймера

5'#TTTCCCAGTCACGACGTTAGTGCTGGTATGATCGCACC#3'
5'#TAATACGACTCACTATAGGGCATGCACCGGATCCCATCAGA#3'

5'#ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC#3'
5'#GTAAAATCAAGTCCACCRCG#3'

5'#TGTCACCAAAAACAGAGACT#3'
5'#TTCCATACTTCACAAGCAGC#3'

Ожидаемый размер
ПЦР#продукта, п.н.

400–750

600

1200

Таблица 2. Последовательности олигонуклеотидных праймеров для амплификации участков генов 5S рРНК и rbcL

* Олигонуклеотиды 5SluA#F и 5SluA#R разработаны для высокопроизводительного секвенирования фрагментов генов 5S
рРНК растений на платформе 454 («Roche», Швейцария) и любезно предоставлены Н.А. Мельниковой.
** Дизайн олигонуклеотидов rbcLaF, rbcLaR, UrbcL1 и UrbcL2 выполнен в соответствии с работами Кресс с соавт. [3] и Ле#
вина с соавт. [10]; синтез произведен компанией «Синтол» (Россия).
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Рис. 1. Результаты капиллярного электрофореза, проведенного на приборе Agilent Bioanalyser 2100. Номера образцов со#
ответствуют номерам гербарных образцов в табл. 1. Тонкими серыми линиями обозначены электрофореграммы образцов
нуклеиновых кислот, выделенных методом 1, тонкими черными линиями – методом 2, толстыми черными линиями – ме#
тодом 3. По оси Y – значение флуоресценции. По оси Х – число п.н.
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цов 3, 6 и 8, выделенных методом 1, продуктов
амплификации получено не было. Выделение
ДНК с дополнительной очисткой при помощи
магнитных частиц (метод 2) позволило получить
целевой продукт при амплификации образцов 3
и 6. Достигнуть положительного результата
при проведении ПЦР с теми же условиями для
образца 8 удалось только при применении
третьего метода выделения ДНК. Для остальных
образцов продукты амплификации длиной
400–750 п.н. при проведении ПЦР с праймера#
ми 5SluA#F/5SluA#R были получены при ис#
пользовании любого из описанных методов
(рис. 2).

При амплификации последовательностей,
кодирующих фрагмент гена rbcL, целевой про#
дукт был получен для восьми образцов, выде#
ленных методом 1, и для 11 образцов, выделен#
ных методами 2 и 3, что также свидетельствует в
пользу необходимости введения стадии очистки
геномной ДНК с помощью магнитных частиц.

Растениям рода Scorzonera свойственно нали#
чие большого количества различных вторичных
метаболитов [13]. Улучшение результатов ПЦР,
проведенной в присутствии в качестве матрицы
препаратов ДНК, полученных с использованием
методов, включающих очистку на магнитных час#
тицах, может быть связано с более эффективной
очисткой от различных веществ, которые ингиби#
руют работу ферментов [14]. Аналогичный эф#
фект может оказывать увеличение средней длины
фрагментов выделенной тотальной геномной
ДНК, что, как было показано в настоящей рабо#
те, достигается применением магнитных частиц
для очистки препаратов ДНК от примесей.

Амплификация участков хлоропластного
генома, кодирующих полные последователь#
ности большой субъединицы гена rbcL разме#
ром ~1200 п.н., в образцах, ДНК которых была
выделена с помощью метода 1, привела к обра#
зованию ожидаемого продукта только в одном
случае (образец 7). Использование методов 2 и 3
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Номер
образ#

ца

1

2

3

метод 3

36,8

8,3

146,6

50,0

79,1

3,3

Таблица 3. Значения концентраций ДНК, полученные с помощью спектрофотометра NanoDrop 2000c и флуориметра
Qubit 2.0

метод 2

63,9

9,2

128,8

51,0

98,6

9,2

Прибор

NanoDrop 2000c

Qubit 2.0

NanoDrop 2000c

Qubit 2.0

NanoDrop 2000c

Qubit 2.0

Год сбора

1929

1946

1958

Вид растения

Scorzonera latifolia

Scorzonera humilis

Scorzonera rosea

Гербарий

MW

MW

MW

метод 1

563,1

11,9

558,5

28,0

1566,3

9,1

Способ выделения

концентрация ДНК, нг/мкл

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов амлификации фрагментов гена 5S рРНК. Номера дорожек 1–12 соответствуют но#
мерам гербарных образцов в табл. 1. М – ДНК#маркер GeneRuler, 1000 п.н. («Thermo Scientific», США)
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позволило получить продукт амплификации для
двух образцов (4 и 7). Тот факт, что продукты
амплификации гена rbcL не удалось получить
для большинства полученных препаратов ДНК,
скорее всего, связан с тем, что ДНК часто силь#
но деградирует при хранении гербарных образ#
цов. При этом степень фрагментации ДНК не
зависит от возраста гербарного образца. В част#
ности, фрагменты хлоропластного генома, ко#
дирующие полные последовательности гена
rbcL, удалось получить с применением в качест#
ве матрицы ДНК, выделенной из сборов 1920 и
1934 гг., но не удалось – для образцов, заложен#
ных на хранение на четверть века позже. Анало#
гично к выводам об отсутствии прямой зависи#
мости деградации ДНК от сроков хранения
пришли ранее исследователи, также работавшие
с гербарными образцами представителей других
систематических групп растений [6, 15].

Применение метода выделения ДНК с по#
мощью магнитных частиц без очистки хлоро#

формом позволяет получать препараты ДНК с
качеством, достаточным для дальнейшего их ис#
пользования в качестве матрицы при ПЦР. По#
лученные препараты ДНК могут быть использо#
ваны для успешной амплификации маркерных
последовательностей ядерного и хлоропластно#
го геномов в диапазоне 400–750 п.н. и, с мень#
шей вероятностью, для проведения амплифика#
ции фрагментов генома размером >1000 п.н.
Поскольку предложенный способ выделения
ДНК занимает сравнительно мало времени и не
включает реактивов, требующих специальных
условий хранения или использования, его мож#
но применять в большинстве лабораторий для
одновременного выделения ДНК из значитель#
ного количества образцов, в т.ч. с целью прове#
дения паспортизации видов растений, храня#
щихся в гербарных фондах.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РНФ (грант 14#50#00029).
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In this work, we report a rapid and cost#effective method for the extraction of total DNA from herbarium specimens
up to 50–90 years old. This method, based on the use of AMPure XP magnetic beads diluted by PEG#8000 contai#
ning buffer, takes about 2 hours, does not require volatile components like chloroform, phenol and liquid nitrogen,
and yields up to 4000 ng of total DNA with high purity from about 30 mg of dry material. The quality of the extracted
DNA was tested by PCR amplification of 5S rRNA and rbcL genes (nuclear and chloroplast DNA markers) and com#
pared with traditional chloroform:isoamyl alcohol method. Our results demonstrate that use of magnetic beads for
DNA extraction from herbarium specimens is crucial for successful PCR amplification, since it decreases concentra#
tion of inhibitors, reduces concentration of short DNA fragments and increases median DNA fragment length.

Key words: DNA extraction, herbarium, PCR, 5S rRNA, rbcL, genomic markers, sequence


