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Zmiany obrazu fragmentow DNA
po traktowaniu nasion jgczmienia
promieniowaniem laserowym”

The changes of amplified DNA fragment profiles after laser irradiation
of barley seeds

Nasiona dwéch odmian jgczmienia (Hordeum vulgare L.) Klimek i Rataj na$wietlano trzema
dawkami promieniowania laserowego. Analiz¢ DNA otrzymanego z siewek badanych odmian
przeprowadzono metodg PCR z zastosowaniem starterow czesciowo komplementarnych do sekwencji
styku intron-egzon genéw ro$linnych. Porownanie profili powielonych fragmentow DNA wykazato u
obu badanych odmian wyrazny polimorfizm migdzy siewkami z nasion kontrolnych a siewkami z
nasion poddanych naswietlaniu. Otrzymane wyniki wskazuja, Ze na§wietlanie nasion wywotuje zmiany
na poziomie DNA ujawniajace si¢ w okresie wegetatywnego rozwoju roslin. Trwalo$¢ niektorych
zmian DNA sugeruje mutagenne dzialanie promieniowania laserowego.

Slowa kluczowe: jeczmien, nasiona, PCR, promieniowanie laserowe

The seeds of two varieties of barley (Horedeum vulgare L.), Klimek and Rataj were irradiated with
three doses of laser radiation. The semi-specific primers targeting consensus sequences of intron-exon
junction of plant genes were used for PCR analysis of DNA prepared from seedlings of these varieties.
The comparison of amplification profiles of DNA fragments of both varieties revealed distinct
polymorphism between control seedlings and seedlings from the laser treated seeds. The obtained
results indicate, that the irradiation of seeds generates some changes of DNA structure, which appear
during vegetative growth of plants. The persistence of some changes on DNA level suggests the
mutagenic effects of laser radiation.
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WSTEP

Zainteresowanie dzialaniem promieniowania laserowego wynika z szeregu doniesien o
korzystnym wplywie tego promieniowania na warto$¢ siewng nasion oraz plonowanie
roslin uzyskanych z nasion poddanychnaswietlaniu (Zubal, 1990; DziambaiKoper, 1992).
Dostarczenie energii drogg napromieniowania wptywa prawdopodobnie na procesy
fizjologiczne podczas kietkowania nasion, leczmechanizmtego dzialania nie jest poznany.
Podkresla si¢ rowniez, ze stymulujace dziatanie czynnika fizycznego jest bezpieczne, bo
nie wywotuje zadnych zmian srodowiskowych.

Wplyw dziatania$wiatta laserowego moze mie¢ charakter bardziej trwaty, gdyzzmiany
obserwuje si¢ w roznych okresach generatywnego rozwoju roslin wyprowadzonych z
nasion traktowanych promieniowaniem laserowym. Przy wyzszych dawkach nie jest
wykluczone dziatanie mutagenne promieniowania laserowego (Injuszin, 1977; Rybinski i
in., 1993).

Badania zmianna poziomie DNA wywotanych dziataniem promieniowania laserowego
nie byly dotychczas prowadzone. Mozliwos$¢ szybkiej analizy roéznic genetycznych
stwarzaja metody oparte na tancuchowej reakcji polimerazy (PCR). Jedng z metod PCR
jest system z zastosowaniem starterow o sekwencji cz¢sciowo komplementamej do
semikonserwatywnych sekwencji styku intron-egzon genow roslinnych. Uniwersalnos¢ i
czutos¢ tej metody sprawdzono w badaniach dystansu genetycznego linii wsobnych
kukurydzy i zyta, tozsamo$ci odmianowej grochu i soi oraz w poszukiwaniach markerow
tolerancyjnosci na glin u zyta (Rafalski i in., 2000).

Celem niniejszej pracy byto wykorzystanie tej metody dla wykrycia ewentualnych
ro6znic genetycznych miedzy siewkami wyprowadzonymi z nasion kontrolnych i z nasion
poddanych napromieniowaniu.

MATERIAL I METODY

Materiat stanowity nasiona dwoch odmian jgeczmienia Rataj i Klimek poddane
naswietlaniu promieniowaniem lasera helowo-neonowego konstrukcji Kopera i Drygaly
(1993). Analiza DNA obejmowatla proby kontrolne badanych odmian oraz nasiona
naswietlane 2, 4 1 6 dawkami promieniowania przygotowane do oceny laboratoryjnej i
polowej w latach 1998-2000.

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

Amplifikacje fragmentoéw DNA przeprowadzano w uktadzie zawierajacym w objetosci
20 pul: 10 ng DNA roslinnego, 1 x 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). Amplifikacja byta prowadzona dwustopniowo, w pierwszych siedmiu
cyklach temperatura przylgczania starterabyta o 2°C wyzsza od wyliczonej na podstawie
sekwencji 1 dlugosci startera, a w nastgpnych 33 cyklach temperature podwyzszano o
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dalsze 4°C. We wszystkich cyklach powielania denaturacj¢ przeprowadzano przez 40 sek.
w temperaturze 94°C, przylaczanie startera trwato 1 min., a wydhuzanie 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. Fotografie rozdzialow
elektroforetycznych analizowano przy uzyciu programu "Fragment NT" (Molecular
Dynamics, Sunnyvale, CA, USA). Przy uzyciu tego programu tworzono macierz wynikow
przedstawiong systemem dwojkowym, gdzie obecno$¢ fragmentu o okreslonej wielkosci
oznaczano jako "1", a brak tego fragmentu jako "0". Wyniki te stanowity podstawe do
wyliczenia, przy uzyciu programu "Excel", wspotczynnikéw dystansu genetycznego
wedtug wzoru:

DG @ap) =1 - (2Ne@p)/N@ + Ny)),

gdzie 2N, nyoznacza liczbg pasm wspolnych dla genotypow aib,
natomiast (N + N¢,)) liczbg wszystkich pasm wystgpujacych w obu genotypach (Nei i Li,
1979).

WYNIKI

Wyniki oceny dystansu genetycznego badanych préb pochodzg z do§wiadczen PCR, w
ktorych stosowano startery o sekwencjach ukierunkowanych na styki intron-egzon gendéw
roslinnych. Przedstawione wyniki pochodza z 13 doswiadczen, w ktorych zastosowano
cztery startery z grupy ET18 (*ACTTACCTG*********3) {r7y startery z grupy ET15
(CACTTACCTG******3) {rzy startery z grupy IT15 (P*******CAGGTAAG®)i trzy
startery 1IT10 CACGTCCA***3),

Przyktady rozdzialow elektroforetycznych fragmentéw DNA powielonych przy uzyciu
takich starterow przedstawiono na rysunkach 1 i 2. Réznice spektrum powiclonych
fragmentow DNA migdzy probami kontrolnymi a prébami z nasion traktowanych
promieniowaniem widoczne sg na obu rysunkach. Roznice te bardziej wyrazne sg na
rysunku 2, gdzie powielenie do$¢ ograniczonej liczby fragmentow uzyskano przy uzyciu
startera 1T2/10. W tabelach 1-2 przedstawiono wyniki wyliczen dystansu genetycznego
(Nei i Li, 1979) uzyskane w doswiadczeniach prowadzonych w latach 1998-2000.
Wyrazny dystans genetyczny mi¢dzy probami kontrolnymi a probami traktowanymi
laserem wskazuje, ze dziatanie to wywotuje zmiany na poziomie DNA. W obu badanych
odmianach wzrastajace dawki promieniowania powoduja niewielki wzrost dystansu
genetycznego w stosunku do préb kontrolnych.

Zmiany profilu powielonych fragmentow DNA mogg mie¢ charakter trwaty lub
przejsciowy. W celu sprawdzenia, czy réznice w spektrum powielonych fragmentéw DNA
sg trwale, w latach 1999 i 2000 analiza obj¢to rowniez DNA siewek uzyskanych z
potomstwa roslin traktowanych laserem (6 dawek) i potomstwa roslin kontrolnych
jeczmienia odmiany Klimek. Poréwnanie spektrum powielonych fragmentéow wykazato
istnienie dystansu genetycznego réwniez migdzy tymi probami. Indeks dystansu
genetycznego wyliczony na podstawie analizy 214 fragmentéw DNA wynosit 0,17 i byt
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nizszy od indeksu dystansu migdzy kontrolg a probami naswietlanymi, z ktorych DNA
uzyskiwano bezposrednio po traktowaniu laserem.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 M

M — wzorzec wielkoéci DNA (ilo$¢ parnukleotydéw). Odmiana Rataj: 5 — kontrola, 6 — laser 2 dawki, 7 — laser 4
dawki, 8 — laser 6 dawek. Odmiana Klimek: 9 — potomstwo z nasion kontrolnych, 10 — potomstwo z nasion
traktowanych laserem, 11 — kontrola, 12 — laser 2 dawki, 13 — laser 4 dawki, 14 — laser 6 dawek

M — DNA size markers. Variety Rataj: 5 — control,6 — laser 2 doses, 7 — laser 4 doses, 8 — laser 6 doses. Variety
Klimek: 9 — progeny of control plants, 10 — progeny from laser treated seeds, 11— control, 12 — laser 2 doses, 13 —
laser 4 doses, 14 — laser 6 doses

Rys. 1. Wyniki powielania DNA z siewek badanych odmian jeczmienia przy uzyciu startera ET36/15
(®*ACCTACCTGGGGCTC?). Fragment pogrubiony jest komplementarny do sekwencji styku
intron- egzon
Fig.1. Amplification of DNA of two varieties of barley with the use of primer ET36/15
(*ACCTACCTGGGGCTC?®). The bases that match intron-exon sequence are shown in bold type
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M — wzorzec wielkosci DNA (ilo$¢ par nukleotydow). OdmianaRataj:, 5 — kontrola, 6 — laser 2 dawki, 7 — laser 4 dawki,
8 — laser 6 dawek. OdmianaKlimek:, 9 — kontrola, 10 — laser 2 dawki, 11 — laser 4 dawki, 12 — laser 6 dawek.
M — DNA size markers. Variety Rataj: 5 — control, 6 — laser2 doses, 7 — laser 4 doses, 8 — laser 6 doses. Variety
Klimek: 9 — control, 10 — laser 2 doses, 11 — laser 4 doses, 12 — laser 6 doses

Rys.2. Wyniki powielania DNA z siewek badanych odmian j¢czmienia przy uzyciu startera 1T2/10
(*ACGTCCAGGT?). Fragment pogrubiony jest komplementarny do sekwencji styku intron-egzon
Fig.2. Amplification of DNA of two varieties of barley with the use of primer 1T2/10
(*ACGTCCAGGT?). The bases that match intron-exon sequence are shown in bold type

434



Andrzej Rafalski ...

Tabela 1
Indeksy dystansu genetycznego siewek jeczmienia odmiany Rataj otrzymanych z nasion traktowanych
laserem. Dane uzyskane z analizy 331 fragmentéw DNA
The indeces of dissimilarity of barley seedlings var. Rataj grown from the laser treated seeds. The data
are based on analysis of 331 DNA fragments

Kontrola Laser 2 dawki Laser 4 dawki Laser 6 dawek
Control Laser 2 doses Laser 4 doses Laser 6 doses
ég:tt:glla 0 0,16 0,18 0,.22
Loser 4 doses 016
Tabela 2

Indeksy dystansu genetycznego siewek jeczmienia odmiany Klimek otrzymanych z nasion
traktowanych laserem. Dane uzyskane z analizy 319 fragmentéw DNA
The indeces of dissimilarity of barley seedlings var. Klimek grown from the laser treated seeds. The
data are based on analysis of 319 DNA fragments

Kontrola Laser 2 dawki Laser 4 dawki Laser 6 dawek
Control Laser 2 doses Laser 4 doses Laser 6 doses
Kontrola 0 0,21 0,23 0,26
Control
Laser 2 dawki
Laser 2 doses 0.17 0.23
Laser 4 dawki
Laser 4 doses 018
DYSKUSJA

Wptyw dzialania promieniowania laserowego interpretowany jest zwykle jako efekt
czynnika fizycznego dostarczajacego energi¢ powodujaca przerwanie stanu spoczynku
nasion, wzrost energii i zdolnosci ich kietkowania oraz przyspieszenie tempa wzrostu
koleoptylow (Drozd i Szajsner, 1997). Jakkolwiek mechanizm dziatania promieniowania
nie jest poznany, obserwowane efekty interpretuje si¢ zmianami stanu fizjologicznego
nasion po przeksztatceniu energii fizycznej w chemiczng (Drozd i in., 1997). Zmiany stanu
fizjologicznego nie powinny wptywaé na podstawowg struktur¢ DNA, a tym samym na
spektrum fragmentow powielonych technika PCR. Jednak dzialanie promieniowania
laserowego porownywane jest rowniez z dziataniem mutagendw chemicznych, gdzie przy
odpowiednichdawkach obserwuje si¢ wptyw stymulujacy (Rybinskiiin., 1993). Wykrycie
znacznych réznic, wyliczonych jako dystans genetyczny migdzy probami kontrolnymi a
probami z nasion poddanych napromienianiu jest jednak dos¢ zaskakujace tym bardziej, ze
DNA otrzymywano nie z nasion, lecz z cze¢sci zielonych siewek wyprowadzonych z tych
nasion.

Obserwowane rdznice w spektrum powielonych fragmentow DNA, jakkolwiek sg
trudne do wyjasnienia wydaja si¢ by¢ dos¢ dobrze udokumentowane. Stosowane startery
reakcji PCR nie ujawniajg polimorfizmu migdzy formami identycznymi lub blisko
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spokrewnionymi. Poréwnanie spektrum DNA dwoch pokrewnych rodéw soi przy uzyciu
12 starterow wykazato obecnos$¢ tylko dwoch pasm polimorficznych sposrod 146
powielonych fragmentow DNA (Rafalski i in., 2000). Podobnie poréwnanie dwéch rodow
wiechliny tgkowej, u ktorych zjawisko apomiksji powoduje stabilizacje ukladu
genetycznego wykazato, ze ich dystans genetyczny wyliczony z doswiadczen PCR (ponad
400 fragmentow DNA) wynosi tylko 0,04. Przyktad powielania DNA badanych rodow
wiechliny przy uzyciu szesciu starterOw z grupy IT15 przedstawiono na rysunku 3.

M — wzorzec wielkosci DNA (ilo$¢ par nukleotydow), Sciezki 1, 3,5,7,9,11 —rdd 1, $ciezki 2, 4, 6, 8, 10, 12 —réd 2
M — DNA size markers, lanes 1, 3, 5, 7, 9, 11-strain 1, lanes 2, 4, 6, 8, 10, 12 — strain 2

Rys. 3. Wyniki powielania DNA dwéch rodéw wiechliny lakowej przy uzyciu 6 starterow 1T15
(5'*******CAGGTAAG3')
Fig. 3. Amplification of DNA of two strains of Poa pratense with the use of 6 starters 1T15
(5'*******CAGGTAAG3')

Obserwowany polimorfizm wynika¢ moze z rearanzacji trzeciorzgdowej (super-
helikalnej) struktury DNA, ktora zmienia mozliwosc¢ przytaczania starterow reakcji PCR
(Caetano-Annoles i in., 1993). Tego rodzaju zmiany majg charakter przejsciowy i nie
wyjasniaja roznic w spektrum fragmentow DNA, jakie ujawniajg si¢ w potomstwie.
Cytologiczne obserwacje aberracji chromosomowych w zarodkach nasion poddanych
naswietlaniu(Szajsner, 1999) oraz liczne doniesienia o zmianach cech morfologicznych po
naswietlaniu laserem wskazuja na mutagenne dziatanie promieniowania. Dla tego typu
dziatania promieniowania laserowego wprowadzono termin "mutageneza fotoindukcyjna™
(Injuszin, 1977).

WNIOSKI

1. U obu badanych odmian jeczmienia, analiza DNA siewek uzyskanych z nasion
poddanych dziataniu promieniowania laserowego wykazata ich wyrazny dystans
genetyczny w stosunku do siewek z nasion kontrolnych.

2. Przy wrzrastajacych dawkach promieniowania obserwuje si¢ niewielkie zwigkszanie
dystansu genetycznego w stosunku do préb kontrolnych.
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3. Zmiany na poziomiec DNA wywotane najwyzszymi dawkami promieniowania majg
charakter trwaly, co wskazuje na mutagenne dzialanie promieniowania laserowego.
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