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Zmiany profilu fragmentow DNA
po traktowaniu nasion grochu siewnego i fasoli

promieniowaniem laserowym*

The changes of amplified DNA fragments profiles after laser irradiation of pea
and been seeds

Nasiona dwoch odmian fasoli (Phaseolus vulgaris L.), Nida i Prosna oraz dwéch odmian grochu
siewnego (Pisum sativum L. ssp. sativum) Agra i Cyrkon naswietlano trzema dawkami promieniowania
laserowego. Analizg DNA otrzymanego z siewek badanych odmian przeprowadzono technika PCR z
zastosowaniem starterdw ukierunkowanych na sekwencje styku intron-egzon genéw ro$linnych.
Poréwnanie profili powielonych fragmentow DNA ujawnia wyrazny polimorfizm DNA miedzy
prébami kontrolnymi a siewkami, wyprowadzonymi z nasion traktowanych promieniowaniem
laserowym. Wyniki te wskazujg, ze traktowanie nasion wzrastajgcymi dawkami promieniowania
laserowego powoduje wyrazne zmiany struktury DNA ujawniajace si¢ w okresie rozwoju
generatywnego roslin. Czes¢ obserwowanych zmian wydaje si¢ mie¢ charakter trwaly, co wskazuje na
mutagenne dzialanie promieniowania laserowego.

Stowa kluczowe: fasola, groch, nasiona, PCR, promieniowanie laserowe

The seeds of two varieties of bean (Phaseolus vulgaris L.), Nida and Prosna and two varieties of
pea (Pisum sativum L. ssp. sativum) were irradiated with three doses of laser radiation. The semirandom
primers targeting semiconservative sequences of intron-exon junction of plant genes were used for PCR
analysis of DNA prepared from seedlings of these varieties. The comparison of DNA amplification
profiles revealed polymorphism between control and seedlings from the laser treated seeds. The results
obtained indicate, that the irradiation of seeds with increased doses of laser radiation generated some
changes of DNA structure, which were maintained also during vegetative growth of plants. The
durability of some changes on the DNA level suggests mutagenic effects of laser radiation.
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WSTEP

W ostatnich latach ukazato si¢ szereg doniesien o korzystnym wplywie promieniowania
laserowego na warto$¢ siewna nasion roslin uprawnych, plonowanie roslin uzyskanych z
nasion poddanych naswietlaniu lub zmiang elementow struktury plonu (Drozd i in., 1999;
Zubal, 1990; Dziamba i Koper, 1992). Uzyskiwane efekty zalezaty od gatunku rosliny oraz
energii dostarczanej poprzez napromieniowanie (Drozd i in., 1996; Szyrmer i in., 1998).

Jakkolwiek mechanizm biostymulacji promieniowaniem nie jest poznany, najbardziej
prawdopodobny wydaje si¢ by¢ wplyw dziatania $wiatla laserowego na stan energetyczny
i metabolizm nas§wietlanych nasion jako bezposrednie dziatanie czynnika fizycznego. Efekt
dziatania promieniowania laserowego wydaje si¢ mie¢ jednak charakter bardziej trwaty,
gdyz zmiany obserwuje si¢ podczas rozwoju generatywnego roslin wyprowadzonych z
nasion traktowanych tym promieniowaniem. Przy wyzszych dawkach promieniowania nie
jest wykluczone dzialanie mutagenne lub inne zmiany trzeciorzgdowej struktury DNA
(Rybinski i in., 1993). Perforacja $ciany komorkowej pulsami promieniowania laserowego
umozliwia réowniez transformowanie komorek i chloroplastbw DNA plazmidowym
(Weber i in., 1991).

Badania zmian na poziomie DNA wywotanych dziataniem promieniowania laserowego
nie byly dotychczas prowadzone, stad uzasadnione wydaje si¢ wykorzystanie technik
molekularnych w celu wykrycia ewentualnych roéznic genetycznych miedzy siewkami
wyprowadzonymi z nasion kontrolnych i siewkami z nasion traktowanych wzrastajacymi
dawkami promieniowania.

Metody oparte na tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) stwarzajg mozliwos$¢ szybkiej
analizy roznic genetycznych. Powszechnie stosowany system RAPD z zastosowaniem
starterow o sekwencji przypadkowej ma jednak ograniczong zdolno$¢ rozdzielcza, dlatego
za celowe uwaza si¢ poszukiwanie metod alternatywnych. Mozliwosci takie stwarza wzrost
informacji o sekwencjach genomu roslinnego. Jedng z metod PCR jest system z
zastosowaniem  starterow o  sekwencji  cze$ciowo  komplementarnej  do
semikonserwatywnych sekwencji styku intron-egzon genéw roslinnych (Brown, 1986).
Uniwersalno$¢ i czutos¢ tej metody sprawdzono w badaniach dystansu genetycznego linii
wsobnych kukurydzy i zyta, tozsamo$ci odmianowej grochu i soi oraz poszukiwaniach
markerdw tolerancyjnosci na glin u zyta (Rafalski i in., 2000).

MATERIAL I METODY

Materiat stanowily nasiona dwoch odmian fasoli Nida i Prosna oraz dwoch odmian
grochu siewnego Agra i Cyrkon. Nasiona badanych odmian naswietlano promieniami
lasera helowo-neonowego konstrukcji Kopera i Drygaly (1993) emitujgcego wigzke
promieni czerwonych o dtugosci fali 632,8 nm. Naswietlanie nasion nastgpowato podczas
ich swobodnego spadku w obszarze wigzki promieniowania. W miejscu kontaktu z
nasionami gesto$¢ powierzchniowa mocy wynosita 4 mW/cm?. Analiza DNA obejmowata
proby kontrolne badanych odmian oraz nasiona naswietlane 2, 4 1 6 dawkami
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promieniowania przygotowane do oceny laboratoryjnej i polowej w latach 1998-2000.
Nasiona kontrolne i traktowane laserem podawano kietkowaniu w 2—4 dni po naswietlaniu.

Preparatyke DNA przeprowadzano wedlug metodyki opisanej przez Davisa i wsp.
(1986). DNA otrzymywano z lisci 20-25 siewek rosngcych na pozywce plynnej przez
5-7 dni. Stezenie DNA oznaczano fluorymetrycznie zgodnie z instrukcja fluorymetru TKO
100 (Hoefer Scientific Instruments).

Amplifikacje fragmentéw DNA przeprowadzano w uktadzie zawierajacym w objetosci
20 pl: 10 ng DNA roslinnego, 1x bufor (MBI Fermentas, Wilno), 2,5 mM MgCl,, 200 uM
dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 1-1,2 uM startera i 1 jednostke termostabilnej polimerazy
(MBI Fermentas). Powielanie prowadzono w termocyklerze UNO Il (Biometra, Getynga).
Amplifikacja byla prowadzona dwustopniowo, w pierwszych siedmiu cyklach temperatura
przytgczania startera byta o 2°C wyzsza od wyliczonej na podstawie sekwencji i dlugosci
startera, a w nastgpnych 33 cyklach temperature podwyzszano o dalsze 4°C. We
wszystkich cyklach powielania denaturacj¢ przeprowadzano przez 40 sek. w temperaturze
94°C, przytaczanie startera trwato 1 min., a wydluzanie tancuchéw DNA 2 min. w 72°C.
Produkty amplifikacji rozdzielano elektroforetycznie w 1,5% zelu agarozowym w buforze
TBE i wizualizowano przy uzyciu bromku etydyny.

Obrazy (fotografie) rozdziatow elektroforetycznych po obrébce komputerowej
analizowano przy uzyciu programu Fragment NT i przeksztalcano w uktad binarny, gdzie
brak fragmentu o okre§lonym cigzarze czasteczkowym oznaczano jako "0", a obecnos¢
fragmentu oznaczano jako "1". Dane binarne stanowily podstawg do wyliczania
wspotczynnika dystansu genetycznego (Nei i Li, 1979) przy uzyciu programu Excel.

WYNIKI

Wyniki oceny dystansu genetycznego badanych préb pochodzg z dos§wiadczen PCR, w
ktorych stosowano startery o sekwencjach ukierunkowanych na styki intron-egzon genow
ros§linnych. W badaniach dystansu genetycznego linii kukurydzy (Rafalski i in., 1998),
ocenie tozsamo$ci odmianowej partii nasion grochu siewnego (Rafalski i Wisniewska,
2001) oraz w badaniach genetycznego zréznicowania kolekcji odmian fasoli Phaseolus
vulgaris i Phaseolus coccineus (Nowosielski, inf. ustna) stwierdzono znacznie wyzszg
czuto$¢ tej metody w poréwnaniu z powszechnie stosowanym systemem RAPD (Williams
iin., 1990).

W doswiadczeniach PCR zmierzajacych do oceny zmian na poziomie DNA wywota-
nych dzialaniem promieniowania zastosowano 8§ starterow z grupy ET18, w ktorych
sekwencje¢ styku intron-egzon *ACTTACCTG*********5 y7peliono 9 zasadami o
sekwencji przypadkowej, jeden starter z grupy ET15, w ktorym te samg sekwencje
uzupekniono 6 zasadami, 2 startery z grupy IT15 o sekwencji 3*******CAGGTAAG® oraz
starter z grupy ET12 o sekwencji *TGCAGGT*****5'

Przyktady rozdziatow elektroforetycznych fragmentow DNA powielonych przy uzyciu
takich starteréw przedstawiono na rysunkach 1 i 2. W tabelach 1-4 przedstawiono wyniki
wyliczen dystansu genetycznego (Nei i Li, 1979) uzyskane w do$wiadczeniach
prowadzonych w latach 1998-2000. Wyrazny dystans genetyczny migdzy probami
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kontrolnymi a probami traktowanymi laserem wskazuje, ze dzialanie to wywoluje zmiany
na poziomie DNA. W przypadku grochu odmiany Cyrkon (tab. 1) wzrastajagce dawki
promieniowania powoduja wzrost dystansu genetycznego w stosunku do proby kontrolne;.
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M — markery cig¢zaru czasteczkowego. Fasola odm. Prosna: 1 — potomstwo z nasion kontrolnych, 2 — potomstwo z
nasion traktowanych laserem, 3 — kontrola, 4 — laser 2 dawki, 5 — laser 4 dawki, 6 — laser 6 dawek. Fasola odm. Nida:
7 — kontrola, 8 — laser 2 dawki, 9 — laser 4 dawki, 10 — laser 6 dawek. Groch odm. Agra: 11 — potomstwo z nasion
kontrolnych, 12 — potomstwo z nasion traktowanych laserem, 13 — kontrola, 14 — laser 2 dawki, 15 — laser 4 dawki,

16 — laser 6 dawek. Groch odm. Cyrkon: 17 — kontrola, 18 — laser 2 dawki, 19 — laser 4 dawki, 20 — laser 6 dawek.

M — DNA size markers. Bean var.Prosna: 1 — progeny of control plants, 2 — progeny from laser treated seeds, 3 —
control, 4 — laser 2 doses, 5 — laser 4 doses, 6 — laser 6 doses. Bean var. Nida: 7 — control, 8 — laser 2 doses, 9 — laser
4 doses, 10 — laser 6 doses. Peas var. Agra; 11 — progeny of control plants, 12 — progeny from laser treated seeds, 13 —
control, 14 — laser 2 doses, 15 — laser 4 doses, 16 — laser 6 doses. Peas var. Cyrkon: 17 — control, 18 — laser 2 doses,

19 — laser 4 doses, 20 — laser 6 doses.

Rys. 1. Wyniki powielania DNA z siewek badanych odmian grochu i fasoli przy uzyciu startera ET3/18
(*ACCTACCTGGCCAGCTGC?). Fragment pogrubiony jest komplementarny do sekwencji styku
intron-egzon
Fig. 1. Amplification of DNA of the studied varieties of bean and peas with the use of primer ET3/18
(*ACCTACCTGGCCAGCTGC?). The bases that match the intron-exon sequence are shown
in bold type

Podobna tendencja wystepuje w przypadku fasoli odmiany Nida (tab. 4), gdzie wzrost
dystansu genetycznego prob traktowanych wzrastajagcymi dawkami promieniowania jest
mniej wyrazny. W pozostatych odmianach (groch Agra i fasola Prosna) wzrastajgce dawki
promieniowania laserowego nie wywoluja wyraznego wzrostu dystansu genetycznego
badanych prob w stosunku do DNA otrzymanego z siewek kontrolnych (tab. 2 i 3).
Tendencje potwierdza réwniez zmniejszanie si¢ dystansu genetycznego migdzy probami
traktowanymi wzrastajacymi dawkami promieniowania szczegolnie widoczne przy ocenie
spektrum powielonych fragmentow DNA prob naswietlanych 4 i 6 dawkami.
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M — markery cig¢zaru czasteczkowego. Fasola odm. Prosna: 1 — potomstwo z nasion kontrolnych, 2 — potomstwo z
nasion traktowanych laserem, 3 — kontrola, 4 — laser 2 dawki, 5 — laser 4 dawki, 6 — laser 6 dawek. Fasola odm. Nida:
7 — kontrola, 8 — laser 2 dawki, 9 — laser 4 dawki, 10 — laser 6 dawek. Groch odm. Agra: 11 — potomstwo z nasion
kontrolnych, 12 — potomstwo z nasion traktowanych laserem, 13 — kontrola, 14 — laser 2 dawki, 15 — laser 4 dawki, 16
— laser 6 dawek. Groch odm. Cyrkon: 17 — kontrola, 18 — laser 2 dawki, 19 — laser 4 dawki, 20 — laser 6 dawek.

M — DNA size markers. Bean var.Prosna: 1 — progeny of control plants, 2 — progeny from laser treated seeds, 3 —
control, 4 — laser 2 doses, 5 — laser 4 doses, 6 — laser 6 doses. Bean var. Nida: 7 — control, 8 — laser 2 doses, 9 — laser
4 doses, 10 — laser 6 doses. Peas var. Agra; 11 — progeny of control plants, 12 — progeny from laser treated seeds, 13 —
control, 14 — laser 2 doses, 15 — laser 4 doses, 16 — laser 6 doses. Peas var. Cyrkon: 17 — control, 18 — laser 2 doses,
19 — laser 4 doses, 20 — laser 6 doses.

Rys. 2. Wyniki powielania DNA z siewek badanych odmian grochu i fasoli przy uzyciu startera
ET34/15 (* ACCTACCTGGCCGAG?). Fragment pogrubiony jest komplementarny do sekwencji styku
intron-egzon
Fig. 2. Amplification of DNA of the studied varieties of bean and peas with the use of primer ET34/15
(®ACCTACCTGGCCGAG?). The bases that match the intron-exon sequence are shown in bold type

Tabela 1
Indeksy dystansu genetycznego siewek grochu odm. Cyrkon otrzymanych z nasion traktowanych
laserem. Dane uzyskane z analizy 255 fragmentéw DNA
The indices of dissimilarity of pea seedlings var. Cyrkon grown from laser treated seeds. The data are
based on analysis of 255 DNA fragments

Kontrola Laser 2 dawki Laser 4 dawki Laser 6 dawek
Control Laser 2 doses Laser 4 doses Laser 6 doses
Kontrola 0 0,20 0,23 0,35
Control
Laser 2 dawki
Laser 2 doses 0,16 0,24
Laser 4 dawki 0,20

Laser 4 doses

Zmiany profilu powielonych fragmentéw DNA moga mie¢ charakter trwaly lub
przejsciowy. W celu sprawdzenia, czy réznice w spektrum powielonych fragmentow DNA
sg trwale, w latach 1999 i 2000 analiza objeto rowniez DNA siewek uzyskanych z
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potomstwa roslin traktowanych laserem (6 dawek) i potomstwa roslin kontrolnych fasoli
odm. Prosna i grochu odm. Agra. W obu przypadkach stwierdzono réznice w spektrum
DNA. Indeksy dystansu genetycznego wyliczone na podstawie analizy 235 fragmentow
NA (Prosna) i 190 fragmentow (Agra) wynosily odpowiednio 0,17 1 0,16 i byly nizsze od
indeksow dystansu mi¢dzy kontrolg a probami badanymi, z ktérych DNA uzyskiwano

bezposrednio po traktowaniu laserem.

Tabela 2

Indeksy dystansu genetycznego siewek grochu odm. Agra otrzymanych z nasion traktowanych laserem.
Dane uzyskane z analizy 251 fragmentow DNA
The indices of dissimilarity of pea seedlings var. Agra grown from laser treated seeds. The data are
based on analysis of 251 DNA fragments

Kontrola Laser 2 dawki Laser 4 dawki Laser 6 dawek
Control Laser 2 doses Laser 4 doses Laser 6 doses
Kontrola 0 0,17 0,22 0,20
Control
Laser 2 dawki
Laser 2 doses 0.15 0.17
Laser 4 dawki
Laser 4 doses 0,14
Tabela 3

Indeksy dystansu genetycznego siewek fasoli odm. Prosna otrzymanych z nasion traktowanych
laserem. Dane uzyskane z analizy 322 fragmentow DNA
The indices of dissimilarity of bean seedlings var. Prosna grown from laser treated seeds. The data are
based on analysis of 322 DNA fragments

Kontrola Laser 2 dawki Laser 4 dawki Laser 6 dawek
Control Laser 2 doses Laser 4 doses Laser 6 doses
Kontrola 0 021 0,17 0,23
Control
Laser 2 dawki
Laser 2 doses 0.21 0,22
Laser 4 dawki
Laser 4 doses 0,13
Tabela 4

Indeksy dystansu genetycznego siewek fasoli odm. Nida otrzymanych z nasion traktowanych laserem.
Dane uzyskane z analizy 333 fragmentéw DNA
The indices of dissimilarity of bean seedlings var. Nida grown from laser treated seeds. The data are
based on analysis of 333 DNA fragments

Kontrola Laser 2 dawki Laser 4 dawki Laser 6 dawek
Control Laser 2 doses Laser 4 doses Laser 6 doses
Kontrola 0 0,18 0,20 0,25
Control
Laser 2 dawki
Laser 2 doses 0,22 0,20
Laser 4 dawki 017

Laser 4 doses
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DYSKUSJA

Jakkolwiek badane odmiany grochu i odmiany fasoli znacznie roznig sie cechami
genetyczno-hodowlanymi zmiany na poziomie DNA przy najnizszej dawce
promieniowania laserowego byly podobne. Dystans genetyczny prob naswietlanych w
stosunku do kontroli byt zblizony i wynosit od 0,17 do 0,21. Wyzsze dawki
promieniowania powodowaty zwigkszenie dystansu genetycznego w stosunku do kontroli
lub tez jego ustabilizowanie na poziomie okoto 0,2. Wyniki te wskazuja, ze efekt dziatania
promieniowania przynajmniej czeSciowo uwarunkowany jest genetycznie. Podobne
roéznice genotypowe reakcji na wzrastajace dawki promieniowania obserwowano w
badaniach warto$ci siewnej nasion i plonowania 10 odmian pszenicy jarej (Drozd i in.,
1999). Stwierdzono réwniez, ze wzrost poziomu wolnych rodnikéw w napromieniowanych
nasionach pszenicy jarej zalezat od genotypu (Drozd i in., 1997). Zmiany w zarodkach
nasion wywolane dziatlaniem promieniowania w istotnym stopniu wpltywaty na jako$c¢
nasion (Szyrmer i Klimont, 1999) oraz na rozwdj generatywny roslin, w tym plon nasion
roslin badanych odmian (Klimont, 2001). Wplyw dziatania promieniowania laserowego
interpretowany jest zwykle jako efekt czynnika fizycznego powodujgcy zmiane ekspresji
gendw. Zmiany takie nie powinny wplywac na podstawowg struktur¢ DNA, a tym samym
na spektrum fragmentow powielonych technika PCR. Dziatanie promieniowania
laserowego porownywane jest rowniez z dziataniem mutagenéw chemicznych, gdzie przy
odpowiednich dawkach rowniez obserwuje si¢ wptyw stymulujacy (Rybinski i in., 1993).
Wykrycie znacznych roznic, wyliczonych jako dystans genetyczny miedzy probami
kontrolnymi a prébami z nasion poddanych napromienianiu jest jednak dos¢ zaskakujace,
tym bardziej, ze¢ DNA otrzymywano nie z nasion, lecz z cze$ci zielonych siewek
wyprowadzonych z otrzymanych nasion.

Obserwowane r6znice w spektrum powielonych fragmentow DNA, jakkolwiek sg
trudne do wyjasnienia, wydaja si¢ by¢ dos¢ dobrze udokumentowane. Stosowane startery
reakcji PCR nie ujawniaja polimorfizmu miedzy formami identycznymi lub blisko
spokrewnionymi. Poréwnanie spektrum DNA dwaoch pokrewnych rodéw soi (Glycine max,
L.) przy uzyciu 12 starterow wykazato obecno$¢ tylko dwoch pasm polimorficznych
sposrod 146 powielonych fragmentow DNA. Podobnie porownanie dwoch rodow
wiechliny tgkowej (Poa pratensis, L.), u ktorych zjawisko apomiksji powoduje stabilizacje
uktadu genetycznego wykazato, ze ich dystans genetyczny wyliczony z doswiadczen PCR
(ponad 400 fragmentéw DNA) wynosi tylko 0,04 (Rafalski i in., 2001).

Obserwowany polimorfizm DNA wynika¢ moze z rearanzacji trzeciorzgdowe;j
(superhelikalnej) struktury DNA, ktéra zmienia mozliwo$¢ przytaczania starterow reakcji
PCR. Podobne zmiany profilu powielonych fragmentéw DNA obserwuje si¢ po trawieniu
DNA matrycowego enzymami restrykcyjnymi. Trawienie takie powodowato zanikanie
niektorych fragmentow jak rowniez pojawianie si¢ fragmentow, ktdre bez trawienia DNA
matrycowego nie byly powielane. Pojawianie si¢ nowych fragmentéw autorzy tlumacza
zmianami DNA matrycowego, ktore umozliwiaja przylaczenie starter6w w regionach
uprzednio niedostepnych (Caetano-Annoles i in., 1993). Podobnie interpretuje si¢ zmiany
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profilu fragmentow DNA powielonych metoda RAPD wywolane czynnikami $rodo-
wiskowymi u soi (Schatters i in., 1995).

Powyzsza interpretacja nie obejmuje zmian o charakterze trwatym, na ktére wskazuje
dystans genetyczny obserwowany w potomstwie badanych odmian. Na mutagenne dzia-
fanie promieniowania laserowego wskazuje wzrost poziomu wolnych rodnikow w nasio-
nach poddanych napromieniowaniu (Drozd i in., 1997). Obserwacje cytologiczne,
przeprowadzone na dwoch odmianach pszenicy jarej ujawnily znaczne zaburzenia
podziatdow mitotycznych w zarodkach nasion traktowanych promieniami lasera (Szajsner,
1999). U jednej z odmian zaobserwowano istotny wzrost indeksu mitotycznego. Nie-
prawidtowosci podzialu mitotycznego ujawniajace si¢ w najwickszym stopniu w anafazie
polegalty na asynchroniczno$ci i wielobiegunowosci rozchodzenia si¢ chromosomoéw,
utracie fragmentow chromosoméw oraz powstawanie mostkéw chromosomowych.
Zmiany te okre$lane sg mianem mutagenezy fotoindukcyjnej (Injuszin, 1977) i stanowia,
obok wplywu na stan energetyczny i procesy fizjologiczne komorek roslinnych, jeden z
istotnych efektow promieniowania. Na mutagenne dziatanie tego promieniowania
wskazuja réwniez wyniki innych prac migdzy innymi Rybinskiego 1 wsp. (1993).

WNIOSKI

1. U wszystkich badanych odmian grochu siewnego i fasoli, analiza DNA siewek
uzyskanych z nasion poddanych dziataniu promieniowania laserowego wykazata ich
wyrazny dystans genetyczny w stosunku do siewek z nasion kontrolnych.

2. Przy wzrastajacych dawkach promieniowania obserwowane zmiany dystansu gene-
tycznego w stosunku do prob kontrolnych zalezaly od badanego genotypu.

3. Zmiany na poziomie DNA wywotane najwyzszymi dawkami promieniowania majg
charakter trwaty, co wskazuje na mutagenne dzialanie promieniowania laserowego.
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