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Ocena zroznicowania genetycznego 1 zawartosci
neurotoksyny B-ODAP w wybranych gatunkach
z rodzaju Lathyrus

Estimation of genetic variability and of p-ODAP neurotoxin content in chosen
species of the genus Lathyrus

Celem pracy bylo zbadanie zrdznicowania genetycznego pomiedzy wybranymi gatunkami z
kolekcji rodzaju Lathyrus z wykorzystaniem polimorficznych losowo amplifikowanych fragmentow
DNA oraz ocena zawartosci kwasu B-N-oxalyl-L-a-B-diaminopropionowego (B-ODAP). Materiat do
badan stanowily rosliny reprezentujace cztery gatunki: L. sativus, L. cicera, L. tingitanus i L. gorgoni.
Przeprowadzono reakcje RAPD-PCR dla 28 dziesigcionukleotydowych starterow o losowej sekwencji,
otrzymujac polimorfizm na poziomie 97%. Obliczone wspolczynniki podobienstwa wg Nei’a
pomigdzy gatunkami przyjmowaty wartosci od 0,21 dla pary L. tingitanus - L. cicera do 0,53 dla
L. sativus - L. cicera. Najwyzsze podobienstwo wewnatrz gatunkéw obserwowano u roslin z gatunku
L. sativus (0,84), najmniejsze u L. tingitanus (0,38). Uzyskane wyniki przedstawiono w postaci
dendrogramu. Analiza zawartosci B-ODAP przeprowadzona zostata z wykorzystaniem specyficznej
reakcji z aldehydem o-ftalowym (OPT) i pomiaru absorbancji przy 425 nm. Najwyzsza zawartos¢
neurotoksyny w suchej masie nasion wykryto u L. tingitanus i L. gorgoni wynosita ona u obu tych
gatunkow ponad 1g/kg s.m. Ponad dwadzie$cia razy nizsza zawarto$¢ f-ODAP odnotowano u jednej z
form kolekcyjnych nalezacej do gatunku L. sativus.

Stowa kluczowe: Lathyrus, p-ODAP, podobienstwo genetyczne, RAPD

The aim of the study was to estimate of genetic variability among species chosen from the Lathyrus
collection with the use of polymorphic random amplified DNA fragments and to analyze f-N-oxalyl-
L-a-B-diaminopropionic acid content (3-ODAP) of seeds. Plants of four species: L. sativus, L. cicera,
L. tingitanus and L. gorgoni were evaluated. RAPD-PCR reaction for twenty-eight 10- nucleotide
primers (with random sequence) showed 97% polymorphism. Coefficients of genetic similarity,
calculated according to Nei’s method, ranged from 0.21 for a pair L. tingitanus - L. cicera to 0.53 for
L. sativus - L. cicera. The highest intraspecies similarity was observed for accessions of L. sativus
(0.84), and the lowest one for accessions of L. tingitanus (0.38). Content of f-ODAP neurotoxin was
analyzed with the use of specific reaction with o-phthalaldehyde (OPT) and absorbance measured at by
425 nm. The highest content of neurotoxin in dry matter of seeds (1g/kg d.m.) was found in L. tingitanus
and L. gorgoni. Comparatively, the content of neurotoxin recorded for seeds of one of the accessions
derived from L. sativus was 20- fold lower.
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WSTEP

Rodzaj Lathyrus nalezacy do rodziny Fabaceae obejmuje ponad 180 gatunkow,
zaré6wno jednorocznych jak i wieloletnich. W Polsce reprezentowany jest przez okoto 15 z
nich, a do bardziej znanych naleza: groszek pachnacy (Lathyrus odoratus L.), groszek
takowy (Lathyrus pratensis L.) i ledzwian le$ny (Lathyrus sylvestris L.). Jednak tylko dwa
gatunki majg znaczenie uzytkowe, jest to ledzwian siewny (L. sativus L.) uprawiany dla
nasion i paszy oraz wycofany w latach 60. lgdzwian afrykanski (L. tingitanus L.),
stosowany glownie jako roslina pastewna. Z innych gatunkéw waznych z punktu widzenia
upraw na swiecie wymieni¢ nalezy rowniez L. cicera, L. ochrus i L. sylvestris.

Gatunki z rodzaju Lathyrus, zwlaszcza ledzwian siewny, jest bardzo odporny na stres
suszy i moze by¢ z powodzeniem uprawiany na terenach o srednich rocznych opadach od
380 do 650 mm, a jednoczesnie bardzo dobrze znosi silne opady potaczone z czasowym
zalewaniem (Campbell 1 in., 1994). Bardzo dobrze rozwinig¢ty system korzeniowy
dochodzacy nawet do 1,5 m glebokosci (Dziamba, 1997) i wystepujaca u straczkowych
zdolno$¢ do wigzania azotu atmosferycznego umozliwia jego uprawe na glebach niskiej
klasy. Ledzwian charakteryzuje tez niska podatno$¢ na choroby i szkodniki (Dziamba,
1997). Z racji wyzej wymienionych zalet Lathyrus sativus uznany zostal za rosling
modelowa dla zréwnowazonego rolnictwa ( Vaz Patto i in., 2006).

Czynnikiem ograniczajgcym wprowadzenie ledzwianu do szerszej uprawy jest
zawarto$¢ zwiazkow antyzywieniowych, a w szczegolnosci kwasu B-N-oxalyl-L-a-B-
diaminopropionowego (-ODAP), ktéry znany jest ze swojego neurotoksycznego dziatania
na osrodkowy uktad nerwowy ludzi i zwierzat (Hanbury i in., 2000). Wiele krajéw nisko
rozwini¢tych, gdzie ledzwian jest spozywany bez wstepnej obrobki termicznej, zakazato
jego uprawy (Campbell i in., 1994). Dlugotrwala dieta zawierajagca 30-50% nasion
ledzwianu siewnego wywotuje zespo6t objawdw znany pod nazwa neurolatyryzmu (Spencer
i in., 1993; Studzinski i Grela, 1997) na ktoéry skltadajg si¢ takie dolegliwosci, jak:
sztywnos¢ miegsni szkieletowych konczyn dolnych, ogdlna stabo$¢ mig$niowa oraz
porazenia spastyczne migsni ndg (Spencer i in., 1986). Ostatnia opisana epidemia
latyryzmu miata miejsce w 1997 roku w Etiopii i dotkneta blisko 2000 Iudzi (Getahun i in.,
1999). Jest to choroba endemiczna ograniczajaca si¢ do rejonow, ktore uprawiajg ledzwian
na wigksza skale, a sg to: Indie, Bangladesz, Etiopia i Nepal (Hanbury i in., 2000). Prace
zmierzajace do obnizenia zawartosci f-ODAP prowadzone sa juz od wielu lat zarbwno
przy wykorzystaniu krzyzowan, jak i indukowanych mutacji (Briggs i in., 1983; Campbell
i Briggs, 1987; Roy i in., 1993; Addis i Narayan, 1994; Rybinski, 2003). Uzyskane tymi
drogami linie o obniZonej zawarto$ci neurotoksyny nie zawsze byly stabilne (Addis i
Narayan, 1994; Santha i Mehta, 2001). Zasadne s3, zatem dalsze prace zmierzajace do
catkowitego lub chociaz czgsciowego pozbawienia ledzwianu kwasu B-N-oxalyl-L-o-p-
diaminopropionowego.

Celem pracy bylo zbadanie zroéznicowania genetycznego wewnatrz i pomig¢dzy
wybranymi gatunkami z kolekcji rodzaju Lathyrus z wykorzystaniem polimorficznych
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losowo amplifikowanych fragmentow DNA (RAPD) oraz ocena zawartosci w nasionach
kwasu f—N-oxalyl-L-a-B-diaminopropionowego (f—ODAP).

MATERIAL I METODY

Materiat do badan (tab. 1) stanowity wyréwnane fentypowo rosliny uzyskane po trzech
cyklach rozmnozen szklarniowych, reprezentujace cztery gatunki z rodzaju Lathyrus:
L. sativus, L. cicera, L. tingitanus i L. gorgoni pochodzace z Polski, Grecji i1 Izraela (tab.
1). Dla kazdego gatunku badane byly po trzy akcesy a wyjatek stanowit L. gorgoni,
reprezentowany przez dwa akcesy. Do badan zbierano liscie z 5 ro$lin dla kazdego z
akcesow tworzac w ten sposdb probe zbiorcza.

Tabela 1
Material roslinny
Plant material
Gatunek Odmiana / numer akcesyjny Kraj pochodzenia Zr6dto nasion
Species Cultivars/ accession number Country of origin Source of seeds
. Derek Polska Nochowo
Lathyrus sativus Krab Poland
Mutant AR Lublin
LAT/206/79 Greci
Lathyrus cicera LAT/207/84 Grr:g: 2
LAT/208/79
Nieznany
LAT/109/74 Unknown
L Nieznany IPK Gatersleben,
Lathyrus tingitanus LAT/110/79 Unknown Niemey
LAT/140/75 Polska Germany
Poland
LAT/101 grr::iz
Lathyrus gorgoni
LAT/166 Izrael

Analize¢ polimorfizmu DNA prowadzono z uzyciem markerow RAPD. Potrzebny do
badan DNA izolowano z 15 dniowych siewek rosngcych w szklarni metodg CTAB (Murray
i Thompson, 1980, z modyfikacjami). Liscie rozkruszone w cieklym azocie ucierano z
buforem CTAB z dodatkiem 0,4% [-merkaptoetanolu i poddawano dziataniu RNazy A w
temperaturze 20°C przez 30 minut. Nastgpnie, dwukrotnie dodawano mieszaning
chloroform oktanol (24:1) po pierwszym podaniu probowki ogrzewano w 65°C przez 25
minut, po drugim podaniu wytrzasano i odwirowywano przez 10 minut w 11 tys. rpm. Z
fazy wodnej przez 12—-16 godzin wytragcano DNA przy uzyciu 95% etanolu o temperaturze
—20°C. DNA umieszczono nastgpnie na 10 minut w octanie sodu z 76% etanolem. Tak
przygotowane DNA rozpuszczono w buforze TE.

Reakcje RAPD-PCR przeprowadzano przy uzyciu 28 dziesigcionukleotydowych
starterow wedtug nastepujacego schematu: 94°C przez 3 min, 36°C przez 1 min, 72°C
przez 2 min, 40 cykli: 94°C — 50s, 36°C — 60s i 72°C — 120s, a nastgpnie 94°C przez 2
min, 36°C przez 1 min oraz 72°C przez 10 min. Produkty amplifikacji rozdzielano w 1,5%
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zelu agarozowym zawierajacym bromek etydyny w stezeniu 0,5 mg/L przy napigciu 110
V przez 100 minut. Obecno$¢ prazka oznaczono symbolem 1, a jego brak symbolem 0.
Wyniki analizowane byly przy uzyciu programu UVIMAP w funkcji Nei i Li (1979):
2N,
GS, = v
N, +N;

gdzie 2Nj; oznacza liczbg prazkow wystepujacych w obu genotypach, natomiast V; oraz
N; oznaczajg liczbe prazkow charakterystycznych dla danego genotypu. Wartos¢ GSj
oznacza indeks podobienstwa pomigdzy dwoma badanymi genotypami. Uzyskane wyniki
przedstawiono w formie dendrogramu.

Zawarto$¢ neurotoksyny B-ODAP okreslano wedlug metody opracowanej przez Rao
(1978), a zmodyfikowanej przez Briggs i wsp. (1983). Pot grama zmielonych nasion
bedacych mieszankg z pigciu roslin danej akcesji poddano homogenizacji i ekstrakcji w
60% etanolu przez 30 min i przefiltrowano. Ekstrakt podzielono na dwie proby, z ktorych
jedna hydrolizowano przez 30 minut z uzyciem 3N KOH w celu przeksztalcenia ODAP w
DAP (kwas diaminopropionowy). Do obu prob w celu wywotania reakcji barwnej dodano
odczynnik  OPT (aldehyd o-ftalowy, 95% etanol, merkaptoetanol, bufor
boranowopotasowy) i1 ogrzewano w tazni przez 2 godziny w temperaturze 40°C. Wartos¢
absorpcji mierzono na Spekolu 11 przy dlugosci fali 425 nm, pomiar powtarzano
trzykrotnie dla proby $lepej oraz proby badanej. Krzywa wzorcowa uzyskano z kolejnych
rozcienczen kwasu diaminopropionowego.

WYNIKI I DYSKUSJA

Badania dotyczace zroznicowania genetycznego pomigdzy czterema gatunkami
z rodzaju Lathyrus prowadzono z wykorzystaniem reakcji RAPD — PCR. W wyniku
uzycia 28 starterow uzyskano 257 prazkow, z ktorych 251 (97,6%) byto polimorficznych.
Srednia liczba produktéw amplifikaciji uzyskanych przy uzyciu kazdego startera wynosita
13, a $rednia liczba prazkéw polimorficznych 12,7. Podobny wynik uzyskat Chtourou-
Ghorbel i wsp. w 2002 (95,3%) a duzo nizszy polimorfizm (50%) wykazat Croft (1999).
Tak wysoki stopien polimorfizmu uzyskany w naszych badaniach byt efektem kierun-
kowego doboru starterow. Na rysunku 1 przedstawiono przykladowy obraz rozdziatu
zamplifikowanych fragmentow DNA dla startera TCCCGCCTAC.

Prazki gatunkowo specyficzne obserwowano u wszystkich gatunkéw jednak z rézng
czestoscia, tylko jeden taki marker wyrdzniono u L. cicera i L. tingitanus, trzy u L. dativus,
natomiast u L. gorgoni bylo ich az pigtnascie, co stanowi ponad 5,8%. Wysokie
podobienstwo genetyczne L. sativus i L. gorgoni pokrylo si¢ z najwyzsza liczba wspolnych
specyficznych dla tych gatunkow markerow: 7 co stanowi 2,7%. Wysokie podobienstwo
L. sativus 1 L. gorgoni przedstawil w swoich badaniach Croft i wsp. (1999).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
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Rys. 1 Wyniki rozdzialu fragmentéw RAPD u badanych gatunkéw z rodzaju Lathyrus dla startera
TCCCGCCTAC (M- marker wielko$ci, 1-3 - L. sativus, 4-6 - L. cicera, 7-9 - L. tingitanus, 10-11 - L. gorgoni)
Fig. 1. Results of RAPD analysis for cosen species of genus Lathyrus using primer TCCCGCCTAC (M-

DNA ladder, 1-3 - L. sativus, 4-6 - L. cicera, 7-9 - L. tingitanus, 10-11 - L. gorgoni)

Najwyzsze wspoOlczynniki podobienstwa wewnatrz gatunku obserwowane byly dla
ro$lin L. sativus (od 0,80 do 0,84), najnizsze (0,39-0,58) u L. tingitanus. Obliczone
wspotczynniki podobienstwa pomiedzy gatunkami przyjmowaty wartosci od 0,17 dla pary
L. tingitanus - L. gorgoni do 0,65 dla L. sativus - L. cicera. Wysokie podobienstwo
pomigdzy L. sativus i L. cicera opisat Chtourou-Ghorbel i wsp. (2002) a takze Belaid i wsp.
(2006). W tabeli 2 przedstawiono zakresy wspolczynnikow podobienstwa genetycznego
wewnatrz 1 pomiedzy badanymi gatunkami Lathyrus. Dendrogram obrazujacy
podobienstwo genetyczne badanych gatunkow przedstawiono na rysunku 2.

Tabela 2
Zakresy wspolczynnikéw podobienstwa genetycznego wewnatrz i miedzy badanymi gatunkami rodzaju
Lathyrus
Ranges of coefficients of genetic similarity for intra- and interspecies comparisons in genus Lathyrus
| L. sativus | L. cicera | L. tingitanus | L. gorgoni
L. sativus 0,80-0,84
L. cicera 0,40-0,65 0,45-0,71
L. tingitanus 0,22-0,38 0,21-0,44 0,39-0,58
L. gorgoni 0,39-0,45 0,41-0,53 0,17-0,45 0,76

Badania dotyczace zroznicowania genetycznego pomig¢dzy czterema gatunkami
Lathyrus prowadzono z wykorzystaniem techniki RAPD. Metoda ta wymaga przepro-
wadzania reakcji PCR, co réwnocze$nie pozwala na uzycie $ladowych ilosci DNA.
Z powodu zastosowania losowych dziesi¢cionukleotydowych sekwencji w starterach byto
mozliwe zbadanie praktycznie catego genomu. Technika RAPD zaliczana jest rowniez do
tanich 1 szybkich metod identyfikacji polimorfizmu genetycznego i znalazta szerokie
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zastosowanie zarOwno przy badaniu sprzezenia markerow z cechami uzytkowymi, takimi
jak odpornos¢ na patogeny, w badaniach ewolucyjnych, uzupetnianiu map genetycznych,
a w szczegolnosci do oceny podobienstwa i dystansu genetycznego. W prezentowanej
pracy wykorzystano markery RAPD do badania podobienstwa genetycznego zaréwno
wewnatrz gatunkow, jak 1 migdzy nimi.

10

I I 1
025 040 055 0.70 085

Rys. 2 Hierarchiczne grupowanie gatunkow z rodzaju Lathyrus na podstawie podobienstwa genetycznego
Fig. 2. Hierarchical grouping of species from genus Lathyrus on the basis of genetic similarity (1-3 -
L. sativus, 4-6 - L. cicera, 7-9 - L. tingitanus, 10-11 - L. gorgoni)

Pod wzglegdem zawartosci B-ODAP wyrdéznic mozna dwie grupy akcesow. Do
pierwszej z nich zaliczy¢ mozna L. sativus i L. cicera o niskiej $redniej zawartosci
B-ODAP wynoszacej 0,26 g/kg s.m., natomiast do drugiej L. tingitanus i L. gorgoni
o $rednich wartosciach wynoszacych 0,96 1 0,97 g/kg s.m. Zakres zmienno$ci zawartosci
B-ODAP miedzy akcesami w obrgbie L. sativus 1 L. cicera wynosit kolejno: od 0,05 do
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0,42 g/kg s.m.i0d 0,16 do 0,31 g/kg s.m., a dla L. tingitanus i L. gorgoni od 0,83 do 1,04
g/kg s.m. 1 od 0,83 do 1,10 g/kg s.m. Zawartos¢ w nasionach neurotoksyny B-ODAP w
odniesieniu do kazdego obiektu kolekcyjnego przedstawiono szczegdtowo na rysunku 3.
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Rys 3. Zawartos$¢ p-ODAP (g/kg s.m.) w nasionach badanych gatunkéw z rodzaju Lathyrus
Fig. 3. Content of B-ODAP (g/kg d.m.) in seeds of analyzed species of Lathyrus genus

W badaniach pod uwagg wzigto zawarto$¢ neurotoksyny B-ODAP jako kluczowego
zwigzku antyzywieniowego w rodzaju Lathyrus. Analizy z ostatnich lat wskazujg, iz
zawarto$¢ kwasu p-N-oxalyl-L-a-B-diaminopropionowego moze bardzo si¢ r6znic
zarowno pomie¢dzy gatunkami Lathyrus, jak i wewnatrz nich, a sam wplyw srodowiska nie
jest tak istotny jak genotyp (Hanbury i in., 1999). Badania Hussain i wsp. (1997) dowiodly,
ze stres suszy lub wysokiego zasolenia gleby moze wplywaé na wzrost zawartosci [3-
ODAP. Wedtug Hanbury (2000) nasiona L. sativus zawieraja wigkszg ilos¢ p-ODAP niz
L. cicera. W naszych badaniach $rednia zawarto$¢ neurotoksyn byla zblizona w obydwu
tych gatunkach, a zbyt mala liczba akceséw nie pozwala na potwierdzenie powyzszego
wniosku. Wyzsza zawarto$¢ f-ODAP w nasionach L. tingitanus i L. gorgoni w porownaniu
z L. sativus 1 L. cicera moze mie¢ zwigzek migdzy innymi ze znacznie nizszg popularnoscia
tych gatunkdéw w uprawie i mniej intensywnymi pracami prowadzonymi nad genetycznym
udoskonaleniem tych gatunkéw. Obecnie w wielu osrodkach naukowych prowadzone sa
intensywne prace nad uzyskaniem form lgdzwianu siewnego wolnych od neurotoksyn lub
przynajmniej o ich §ladowej zawartosciach w nasionach. Zagadnienie to jest o tyle ztozone,
ze wszystkie przeanalizowane dotad obiekty w $wiatowych zasobach genowych
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charakteryzowaly si¢ obecnoscig B-ODAP, aczkolwiek przy zréznicowanym, czesto
wysokim poziomie zawartosci. Analizujagc obiekty kolekcyjne ledzwianu siewnego
Campbell (1997), wykazal, iz zawartos¢ B-ODAP wynosita od 0,22 do 7,2 g/kg s.m., a 18
linii charakteryzowato si¢ zawartoscig ponizej 1 g/kg s.m., natomiast 24 linie powyzej 4
g/kg s.m. Stad uzyskanie rekombinantow pozbawionych neurotoksyn, czy o ich sladowej
zawarto$ci w nasionach jest bardzo utrudnione i tylko nieliczne prace wskazuja na taka
mozliwos¢ (Jeswani i in., 1970; Campbell, 1987; Mehra i in., 1995). Inni autorzy sugeruja
wykorzystanie zmienno$ci somoklonalnej (Roy i in., 1993; Santha i Mechta, 2001).
Bardziej efektywne wydaje si¢ wykorzystanie w tym celu metody indukowanych mutacji
(Waghmare 1 Mehra, 2000; Rybinski i Grela, 2007), a w dalszej perspektywie metod
inzynierii genetycznej (Vaz Patto i in., 2006).

WNIOSKI

1. Na postawie uzyskanych wspotczynnikow podobienstwa genetycznego mozna
wnioskowaé, iz poziom zrdéznicowania genetycznego badanych gatunkéw byt
niejednakowy.

2. Najmniejsze podobienstwo genetyczne wewnatrz gatunkéw obserwowano u
L. tingitanus, a najwigksze u L. sativus , natomiast migdzy gatunkami najmniejsze
podobienstwo genetyczne stwierdzono migdzy L. tingitanus i L.sativus.

3. Niska zawartos$cig p-ODAP charakteryzowaty si¢ materialy kolekcyjne L. sativus i L.
Cicera, a wyraznie wyzsza L. tingitanus 1 L. gorgoni.
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