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ИЗПОЛЗВАНИ СЪКРАЩЕНИЯ 

 

Кирилица 

 

БЛМ - блеомицин 

ДВС - двойноверижни скъсвания 

ЕВС - едноверижни скъсвания 

ЙР - йонизираща радиация 

кб - килобази 

ЛПЕ - линеен пренос на енергия 

НОР – нуклеолусен (ядърцев) организатор  

НХВК - нехомоложно възсъединяване на краищата 

ОЛМ - обобщени линейни модели 

рДНК – рибозомна ДНК 

рРНК – рибозомна РНК 

 

Латиница 

 

FISH - флуоресцентна in situ хибридизация (Fluorescence In Situ Hybridization) 

FL -Fraction Length  

mG – милигеноми 
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I. УВОД 

 

Геномът на растенията, като основен компонент на живи системи с неподвижен 

начин на съществуване, е подложен на непрекъснатото въздействие на различни фактори 

от околната среда, в това число и на различни типове радиационни въздействия. 

Въздействайки върху естествения статус на заложената генетична информация, те 

повлияват на неговия интегритет и геномна стабилност. Способността за поддържане на 

геномния интегритет и едновременно с това осигуряване на неговата пластичност, са 

основните фактори за еволюционното развитие и преживяемост на всеки вид. За да се 

гарантира висококачествен пренос на генетична информация, клетките са развили 

механизми, които им служат като монитор за наблюдение на интегритета на генома. 

Един от най-важните аспекти за поддържане на геномната цялост е прецизната регулация 

на индуцираните и конститутивни механизмите на репарация на ДНК, отговорни за 

поддържане на интактната геномна организация при висшите растения. 

Счита се, че висшите растения са по-толерантни към облъчване с йонизиращи 

лъчения, отколкото клетките на бозайниците, което вероятно се дължи на липсата на p53-

зависим апоптотичен отговор към индукцията на двойноверижни скъсвания (ДВС), 

независимо от факта, че съществува механизъм за спиране на клетъчния цикъл и при 

растенията. Очакваният положителен или отрицателен ефект от дадено въздействие 

зависи от капацитета на таргетния геном и неговата чувствителност в зависимост от типа 

на индуцираните първични повреди в ДНК. 

Резултатите, които са представени в настоящия труд, са показателни за 

съществуването на различия в чувствителността на генома, и типа на индуцираните 

преустройства в зависимост от природата на йонизиращата радиация (ЙР). Проведените 

анализи показват, че рекомбинационните механизми на възстановяване силно се 

повлияват, както от типа на първично възникналите повреди в ДНК, така и от генома на 

съответния реконструиран кариотип.  

 

II. ЦЕЛ И ЗАДАЧИ  

 

Целта на настоящата дисертация е да се изследва влиянието на 

радиационно-индуцирани повреди върху структурната организация и интегритета 

на генома при реконструирани кариотипи ечемик.  
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За реализиране на тази цел бяха поставени следните конкретни експериментални 

задачи:  

1. Локализиране на местата на радиационно-индуцираните транслокационни и 

инверсионни скъсвания при реконструирани кариотипи ечемик посредством 

флуоресцентна in situ хибридизация (FISH) с повторени ДНК последователности. 

2. Адаптиране на техниката за неутрална и алкална електрофореза на единични ядра 

(кометен анализ) като подходяща методология за оценка на индукцията и ранните 

етапи от репарацията на ДНК-скъсванията в генома на ечемика. 

3. Приложение на неутралния и алкалния вариант на кометния анализ за оценка на 

първичната индукция и репарацията на едно- и двойноверижните ДНК скъсвания:  

• предизвикани след облъчване с йонизираща радиация с висок (7Li-йони) и нисък 

(гама лъчи) линеен пренос на енергия (ЛПЕ) на кариотипи ечемик с подходяща 

хромозомна конституция.  

• индуцирани в генома на ечемика след третиране на коренови прорастъци с 

радиомиметичния агент блеомицин.  

4. Оптимизиране на методите за статистическа обработка на получените резултати от 

кометния анализ.  

 

III. МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 

 

III. 1. Експериментален материал 

III. 1. 1. Растителен материал 

В изследванията са използвани линии ечемик от създадената в бившия Институт 

по генетика колекция от структурни мутанти, получени чрез облъчване с γ-лъчи (дози 

между 100Gy и 200Gy) на сухи семена от стандартния кариотип двуреден пролетен 

ечемик сорт Freya и по-нататъшната насочена комбинативна селекция на кариотипи с 

подходяща хромозомна реконструкция. В анализите са използвани следните линии 

ечемик - T-1586, D-29/46, T-21, PК 88-19 и PК 180-19, а за контрола - родителският сорт 

Freya.  

В зависимост от характера на хромозомната реконструкция, тези линии се 

разделят в три групи: транслокационни линии (Т-1586 и Т-21), дупликационна линия (D-

29/46) и мултиреконструирани кариотипи (PК 88-19 и РК 180-19). Профилът на Гимза N-
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оцветяването на някои от посочените кариотипи, представящ разпределението на 

хетерохроматиновите участъци в хромозомите, е представен на фиг. 1. 

 

Фиг. 1. Профили на разпределение 

на хетерохроматиновите участъци при 

ечемика, получени след прилагане на Гимза 

N-оцветяване: (А) Стандартен кариотип 

Freya; (Б) Транслокационна линия Т-1586; 

(В) Транслокационна линия Т-21; (Г) 

Дупликационна линия D-29/46; (Д) 

Мултиреконструирана линия PК 88-19 (по 

Gecheff 1978; 1989; Gecheff et al., 1996; 

2003; 2008). 

 

III. 1. 2. ДНК проби, използвани в 

хибридизационните анализи 

При провеждане на FISH анализите 

бяха използвани следните ДНК сонди: 

1 Клон pTa71, съдържащ EcoRI 

фрагмент на 18S - 5.8S - 26S рибозомна 

ДНК (рДНК) транскрипционната единица 

(10 килобази (кб)), изолирана от пшеница (Triticum aestivum L.) (Gerlach and Bedbrook, 

1979). 

2. Клон pAs1 представлява първия субфамилен клон на тандемно повторените 

секвенции на Afa-family (Nagaki et al., 1995), съдържащ повторена ДНК 

последователност с дължина 1кб, изолиран от Aegilops squarrosa (Rayburn and Gill, 1986). 

3. Микросателитната ДНК последователност GAA (Pedersen et al., 1996) е 

амплифицирана от геномна ДНК на ечемик. 

4. Клон HvT01 представлява субтеломерна тандемно повторена последователност, 

изолирана от ечемик (Belostotsky and Ananiev, 1990). 

 

III. 2. Методи 

III. 2. 1. Подготовка на препарати с метафазни хромозоми 

III. 2. 2. Изолиране и пречистване на геномна ДНК 
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За изолиране на геномна ДНК от ечемик, пшеница и Aegilops е използвана 

стандартна фенол/хлороформ екстракция, съгласно протокола на Sharp et al. (1988). 

III. 2. 3. Определяне концентрацията на ДНК 

Количеството и чистотата на изолираната ДНК са определени 

спекторофотометрично с помощта на NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). 

III. 2. 4. Белязане на ДНК-пробите с digoxigenin и biotin чрез ник - транслация 

Клон pTa71, клон pAs1, микросателитната ДНК последователност GAA и клон 

HvT01 са белязани чрез ник-транслация (Roche, Mannheim, Germany) с digoxigenin-16-

dUTP и/или с biotin-11-dUTP, при условия, препоръчани в инструкциите на 

производителя. 

III. 2. 5. Флуоресцентна in situ хибридизация (FISH) 

Хибридизацията и визуализацията на сигналите са проведени съгласно протокола 

на Molnár-Lang et al. (2000). 

След детекция на хибридизационния сигнал, белязаните с digoxigenin-16-dUTP 

проби генерират зелен цвят, а белязаните с biotin-11-dUTP - червен цвят. Смесването на 

двете белязани проби продуцира жълт цвят върху хромозомите.  

III. 2. 6. Анализ на изображенията 

Визуализацията на хромозомните препарати е извършена чрез Zeiss Axioscope 2 

епифлуоресцентен микроскоп.  

Профилът на разпределение на хибридизационните сигнали е съставен чрез 

подразделяне на целия ечемичен геном на 1000 единици или милигеноми (mG) (Künzel et 

al., 2000). Локализирането на хибридизационните сигнали, както и на хромозомните 

участъци с възникнали преустройства, е съобразено с публикувания профил на 

нормалния кариотип на ечемика  като е преизчислен, съобразно стойностите, получени 

чрез FISH техниката. Сигналите, представени върху идиограмите се наблюдават в 98% от 

анализираните хромозоми.  

III. 2. 7. Третиране с блеомицин (БЛМ) 

Третирането с БЛМ (50, 100, 150 и 200μg/ml) се извършва на тъмно при 

температура 37ºC за 2 часа. Част от третираните с БЛМ ядра бяха инкубирани за 

възстановяване в термостат при 25ºC, на тъмно при репаративни интервали от 15, 30 и 60 

мин. 

III. 2. 8. Облъчване с литиеви йони -7Li  
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Сухи семена от ечемик бяха облъчени с 7Li-йони. Енергията на приложеното 

лъчение е 42.3MeV като бяха използвани две дози съответно - 55Gy и 110Gy (при 

мощност на дозата 8Gy/мин). 

III. 2. 9. Облъчване с гама радиация 

Гама източник Цезий-137 (GOU-3M), излъчващ гама лъчи с доза от 146Gy/час, е 

използван за облъчване на сухи семена и коренови прорастъци от ечемик, с дози 55Gy и 

110Gy, използвани като референтни.  

III. 2. 10. Тест за жизнеспособност и кинетика на прорастване на семената 

За определяне на кинетиката на прорастране на семената от две линии ечемик Т-

1586 и D-29/46 беше проследен броя на покълналите семена на 24-ия час и на 72-ия час 

като се отчита поява на 1 мм колеориза. Семената са облъчени с 55Gy и 110Gy гама лъчи.  

III. 2.11. Електрофореза на единични ядра (кометен анализ) 

III. 2. 11. 1. Изолиране на ядра 

За изолиране на ядра от коренови прорастъци от ечемик е използвана процедурата 

на Van’t Hoff’s (1975) с малки изменения.  

III. 2. 11. 2. Подготовка на препаратите за кометен анализ 

III. 2. 11. 3. Неутрален протокол на кометния анализ 

Използвания в дисертационния труд протокол се базира на няколко публикувани 

преди това протокола на неутралния вариант на кометния анализ при растенията (Koppen 

and Cerda, 1997; Koppen and Angelis, 1998; Koppen et al., 1999). 

III. 2. 11. 4. Алкален протокол на кометния анализ 

Използваната в дисертацията алкална процедура на комения анализ се базира на 

общоприетите протоколи при растенията (Koppen and Verschaeve, 1996, 2001; Gichner et 

al., 1999), но при по-слабо алкални условия за електрофореза- pH 12.6. 

III. 2. 11. 5. Анализиране на кометите 

 

III. 3. Експериментален дизайн 

III. 3. 1. Експериментален дизайн на експериментите с БЛМ  

III. 3. 2. Експериментален дизайн на радиационните експерименти 

 

III. 4. Статистически анализ на резултатите 

III. 4. 1. Основни статистически подходи при коментия анализ 

Всички статистически анализи на експерименталните данни и графичното 

представяне на резултатите е извършено с помощта на софтуерен пакет SPSS v. 15.0. 
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Основният метод за анализ, който е приложен за експериментите с БЛМ, 7Li - йони и 

гама радиация е на базата на т.нар. Обобщени Линейни Модели (ОЛМ) (Lovell et al., 

1999) като подходящ за посочения експериментален дизайн. 

Използваният модел е, както следва: 

 
y=(η)Xb+ ε, 

 
където y е векторът на наблюдавания параметър (% ДНК в опашката), η е свързващата 

функция, X е моделна матрица на наблюденията, b е вектор на фиксираните ефекти 

(концентрацията/дозата и времето за възстановяване), и ε е вектора на случайните 

неотчетени грешки. 

Всички различия, при които се отхвърля нулевата хипотеза, са обсъждат само при 

статистическа достоверност до P<0.05. 

III. 4. 2. Алтернативни подходи за представяне на резултатите 

III. 4. 2. 1 Описателна статистика 

III. 4. 3. Параметричен и непараметричен анализ 

III. 4. 3. 1. Дизайн на статистическия анализ 

III. 4. 3. 2. Дисперсионен анализ 

III. 4. 3. 3. Тест на Крускал - Уолис 

III. 4. 4. Анализ на статистическото разпределение 

Изследването се базира на анализ на най-типичното статистическо разпределение 

на стойностите на параметъра, получен при изчисляване на кометите. За оценката на 

разнообразието от разпределения е проведен тест за качество на приближението 

(„Goodness of fit”) въз основа на непараметричния критерий на Колмогоров - Смирнов и 

параметричния критерий χ2 („хи квадрат”). 

 

IV. РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ 

IV. 1. Молекулярно-цитогенетична характеристика на стандартния кариотип Freya 

и реконструираните линии ечемик- Т-1586, D-29/46, Т-21, РК 88-19 и РК 180-19 чрез 

флуоресцентна in situ хибридизация (FISH) 

В настоящото изследване е приложена FISH техниката за определяне на 

физическата организация на стандартния кариотип на ечемика Freya и реконструираните 

линии Т-1586, D-29/46, T-21, PK 88-19 и PК 180-19.  

IV. 1. 1. Физическа организация на стандартния кариотип Freya  
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Стандартният кариотип Freya е анализиран с помощта на FISH чрез използването 

на четири повторени последователности – GAA, Afa family, pTa71 и HvT01 (фиг. 2 A; Б). 

Разположението и броят на сигналите, генерирани от три от използваните проби (GAA, 

Afa family, pTa71), бяха сравнени със сигнали в публикувани идиограми при ечемика, 

представящи профила на посочените проби в ечемични хромозоми. (Pedersen et al., 1996; 

Tsujimoto et al., 1997; Pedersen и Linde-Laursen, 1994). 

IV. 1. 1. 1. Индивидуална характеристика на ечемичните хромозоми 

IV. 1. 1. 1. 1. Характеристика на хромозома 1Н 

Пробата GAA хибридизира основно в перицентромерните участъци и в средата на 

дългото рамо на 1Н хромозома (фиг. 2А). Профилът на тази проба съответства на 

посочения преди това от Pedersen et al. (1996), с изключение на един сигнал в дългото 

рамо (определен на позиция FL 86 (англ. Fraction Length), който е наличен при сорт Emir 

и липсва при Freya. 

Пробата Afa family хибридизира с ДНК последователности, близо до 

субтеломерната област в късото рамо на хромозомата. Освен тях, се наблюдават два 

малки сигнала в дългото рамо. Сравнителният анализ на сигналите при Freya показва, че 

те съвпадат с тези наблюдавани при сорт Betzes. Тяхната позиция е измерена в 

милигеноми и е представена в идиограмата  (фиг. 3). 

 

  
 

Фиг. 2. FISH на стандартен кариотип Freya. Локализация на повторените 

последователности: (А) GAA (зелен сигнал), Afa family (червен сигнал) и pTa71 (жълт 

сигнал). (Б) Afa family (червен сигнал), HvT01 (зелен сигнал) и pTa71 (жълт сигнал). 
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IV. 1. 1. 1. 2. Характеристика на хромозома 2Н 

Освен перицентромерните GAA сигнали, в тази хромозома при Freya се 

наблюдават още пет сигнала. Два от тях са в късото рамо, а останалите три са 

позиционирани в дългото рамо. В дългото рамо, на анализирания от нас стандартен 

кариотип на ечемика- Freya, на разстояние от центромерата 59mG (фиг. 2), има ясен GAA 

сигнал. На тази позиция липсва сигнал от профила, получен след прилагане на N-

бендинга (фиг. 1). 

Сигналите от Afa family пробата също са пет, като три от тях са характерни за 

субтеломерните участъци - съответно един силен блоков сигнал на късото рамо и два по-

слаби на позиция 69mG и 80mG от центромерата на дългото рамо. Със значително по-

нисък интензитет са наблюдаваните два сигнала от тази проба на позиция 18mG и 39mG 

в късото рамо на 2Н хромозома. Тяхната позиция е представена в идиограмата на  фиг. 3. 

IV. 1. 1. 1. 3. Характеристика на хромозома 3Н 

Освен сигналите от GAA пробата в перицентромерния участък на 3Н хромозома, 

наблюдавахме още пет сигнала от тази проба, два, от които са в късото рамо на позиция 

17mG и 28mG. Останалите три сигнала от тази проба са в дългото рамо и са видими на 

позиции 28mG, 47mG и 61mG. (фиг. 3).  

Освен крайните блокови сигнали от Afa family пробата, 3Н хромозома е наситена 

с малки хибридизационни участъци от тази проба. В късото рамо на 3Н хромозома са 

установени четири сигнала, разпръснати на разстояние от по 10mG. В дългото рамо се 

наблюдават два сигнала от тази проба, съответно на позиция 8mG и 12mG от 

центромерата. Всички посочени сигнали, получени при нашите експерименти, и тези 

посочени в литературата, характерни за ечемика, съвпадат. Изключение прави 

терминалния Afa family сигнал в дългото рамо при Freya, който е един, докато при сорт 

Emir на същата позиция са отдиференцирани два (Tsujimoto et al., 1997). 

В субтеломерните области на късото рамо на 3Н хромозома има един сигнал от 

проба HvT01, докато в дългото рамо се наблюдават два хибридизационни сайта на тази 

проба. Това е предпоставка за лесното разпознаване на тази хромозома при използването 

на проба HvT01. 

Пробата рТа71 не хибридизира с тази хромозома. 

IV. 1. 1. 1. 4. Характеристика на хромозома 4Н 

4Н хромозома е лесно различима на фона на останалите поради изключителната 

си наситеност с пробата GAA в перицентромерната област (фиг. 2А). Освен тези сигнали, 

в късото рамо на разстояние 13mG и 23mG, също се наблюдават GAA сигнали. В дългото 
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рамо тази проба хибридизира на разстояние 18mG, 27mG и 69mG от центромерата. При 

сравняване на профила, който наблюдаваме при Freya с профила от тази проба в други 

сортове ечемик наблюдавахме различия, отнасящи се до три малки сигнала (FL 24 и FL 

72) в късото рамо и един (FL 23) в дългото рамо (Pedersen et al., 1996), които не са 

характерни за изследвания от нас кариотип, представен на фиг. 2. При Freya има един 

допълнителен сигнал от тази проба в дългото рамо на позиция 69mG от центромерата, 

който липсва като сигнал при N бендинга (фиг. 1). 

 

 
 

Фиг. 3. Локализация на повторените последователности в метафазни хромозоми 

от стандартния кариотип Freya на ечемика. Схематично са представени позициите на 

сигналите GAA (зелен цвят), pTa71 (жълт цвят), HvT01 (лилав цвят) и Afa family (червен 

цвят) и N бендовете в хромозомите на ечемика. Съвпадащите сигнали от GAA сондата 

и N бендинга са отбелязани в зелен цвят и щриховани. Сигналите, характерни само за 

GAA пробата, са оцветени само в зелено. Означените в зелено милигеноми отразяват 

края на съответния сигнал. 

 

Afa family сигналите в хромозома 4Н са разпръснати по цялата хромозома. Три от 

тях са в късото рамо, а останалите шест, в дългото рамо.  
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4Н хромозома има по един сигнал от проба HvT01 в субтеломерните области и на 

двете си рамена.  

рТа71 пробата има един хибридизационен сайт в късото рамо, намиращ се на 

разстояние 27mG от центромерата. 

IV. 1. 1. 1. 5. Характеристика на хромозома 5Н 

В 5Н хромозома се визуализират хибридизационни сайтове от GAA пробата в 

перицентромерните участъци, както и един в късото рамо на разстояние 17mG и два 

допълнителни в дългото рамо в позиции 19mG и 60mG (фиг. 2). Установеният сигнал в 

късото рамо на разстояние 17mG от центромерата отсъства при N-бендинга (фиг. 1). 

Afa сигналите са общо три - един блоков, характерен за сателита и два малки, 

слабо изразени и идентифицирани в дългото рамо на разстояние 62mG и 86mG.  

В субтеломерните области на късото рамо на 5Н хромозома има един сигнал от 

проба HvT01, докато в дългото рамо не се наблюдават сигнали от тази проба.  

рТа71 пробата хибридизира с тази хромозома и дава много ясен сигнал в областта 

на нуклеолусния (ядърцев) организатор (НОР)-а. 

IV. 1. 1. 1. 6. Характеристика на хромозома 6Н 

Пробата GAA хибридизира в перицентромерната област, в сателита на разстояние 

59mG от центромерата и на разстояние 23mG в дългото рамо (фиг. 2). Сигналът от GAA 

пробата в областта на сателита е характерен само за Freya и видим само чрез FISH 

анализа. 

Пробата Afa family показва общо пет сигнала. Единствено Afa family сигнал в 

дългото рамо (46mG) не е характерен за сорт Betzes (Tsujimoto et al., 1997). 

Пробата HvT01 хибридизира в субтеломерните области и на двете рамена на 

хромозомата.  

Пробата рТа71 хибридизира с тази хромозома и дава много ясен сигнал в областта 

на НОРа. Този сигнал е с по-нисък интензитет от наблюдавания в аналогичния район на 

5Н хромозомата. 

IV. 1. 1. 1. 7. Характеристика на хромозома 7Н 

Пробата GAA хибридизира в перицентромерната област, в късото рамо на 

разстояние 24mG и 41mG и в дългото рамо на позиция 15mG от центромерата (фиг. 2). 

Последният сигнал не е наблюдаван нито при останалите ечемични сортове, нито е 

видим при стандартния кариотип Freya след прилагане на N-бендинг техниката (фиг. 1). 

Пробата Afa family хибридизира в четири основни локуса - два в субтеломерните 

области и два, локализирани перицентромерно (10mG и 18mG), в късото рамо на 
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хромозомата, точно до сигналите от GAA пробата. Малки хибридизационни сигнали от 

тази проба бяха наблюдавани и в дългото рамо на позиция 29mG и 49mG от 

центромерата.   

Пробата HvT01 хибридизира в субтеломерните области на двете рамена на 

хромозома 7Н. 

Пробата рТа71 има един хибридизационен сайт в късото рамо, намиращ се на 

разстояние 31mG от центромерата (фиг. 2А; Б). 

IV. 1. 1. 2. Общ преглед на профила на получените сигнали при стандартния 

кариотип Freya 

Последователността GAA за пръв път е изолирана от Dennis et al. (1980) и е 

класифицирана като микросателитна ДНК последователност, която е характерна за 

хетерохроматиновите участъци на хромозомите при висшите еукариоти. Използването 

на FISH техниката с помощта на полипуриновия мотив (GAA)7 или ДНК клонове, богати 

на GAA повтори, продуцират профил, които е подобен на този, получен при C- и N-

бендинга, с изключение на C- негативни и N-позитивните сигнали в центромерните 

участъци, теломерните сигнали при С-бендинга и НОР-ите (Pedersen and Linde-Laursen, 

1994; Pedersen et al., 1996). В дисертационният труд е извършен сравнителен анализ на 

профила от N-бендинга (фиг. 1) с този, който дава GAA сондата (фиг. 2; 3). 

Общият преглед на позицията на сигналите, получени след прилагането на GAA 

сондата показва, че тази последователност основно хибридизира в центромерните и 

перицентромерните участъци на хромозомите, като размера и интензитета на тези 

сигнали са различни. Сравнителният анализ между хибридизационните сигнали от N-

бендинга и тези от GAA сондата показват, че FISH анализа е подход с по-висока 

чувствителност от N-бендинга. Допълнителни сигнали с приблизително еднакъв 

интензитет от GAA пробата установихме в медиалните части на дългите рамена на 

хромозомите 2H, 3H, 4H, в перицентромерната област на късото рамо на 5H и в дългото 

рамо на 7H, както и в субтеломерната област на късото рамо на 6H хромозома (фиг. 1; 2; 

3). 

Високо повторената Afa family последователност е изолирана за първи път при 

Aegilops squarrosa L. и е описана като високо специфична повторена последователност - 

pAs1, характерна за D-генома (Rayburn and Gill, 1986). Нашите резултати от FISH анализа 

с Afa family пробата показват, че сигналите, които тя дава, са разпръснати неравномерно 

във всички хромозоми на ечемика. Само в някои хромозоми има Afa family сигнали в 

средните участъци на хромозомните рамена (2H, 4H и 7Н) (фиг. 2 А; Б). Следва да се 
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отбележи, че в стандартния кариотип на ечемика Freya, най-силните блокове от Afa 

family сигнали са разположени в близост до местата на локализация на рибозомалните 

гени, в късите рамена на 5H и 6H хромозомите (фиг. 2А).  

Геномът на ечемика съдържа 118 тандемно повторени базови двойки сателитна 

ДНК (Belostotsky and Ananiev, 1990), като тези последователности принадлежат към 

семейството на теломерно-свързаните последователностти - HvRT. Прилагането на FISH 

техниката с помощта на тези субтеломерни последователностти (НvT01) показва, че те 

се идентифицират основно в терминалните участъци на дванадесет ечемични хромозоми 

(Röder et al., 1993; Szakács and Molnar-Lang, 2006), поради факта, че сигналите в дългите 

рамена на 2Н и 5Н хромозомите са много малки и не се проявяват при FISH (фиг. 2 Б). 

IV. 1. 1. 3. Анализ на локализацията на рибозомните РНК гени. Нови допълнителни 

хомоложни локуси на рибозомните гени, установени в стандартния кариотип Freya 

Рибозомните РНК гени при висшите еукариоти са организирани в две ясно 

отличими мултигенни семейства. Първият клас е представен от 45S рибозомна ДНК, 

която съдържа високо консервативните транскрибиращи се субединици за 18S, 5.8S и 

25/28S рибозомни РНК (рРНК)-и. Транскрипционните единици са разделени една от 

друга чрез силно вариабилен междугенен спейсер (Sajdak et al., 1998). Заедно те са 

представени чрез множество копия и участват във формирането на нуклеолусните 

организатори. Вторият клас кодира 5S рРНК и съдържа високо консервативна 

кодираща последователност от 120 базови двойки (Gerlach and Dyer, 1980; Martins et al., 

2000).  

Клонът рТа71 (18S-5.8S-25S) съдържа кодиращите последователности рДНК 

(18S-5.8S-25S) и регулаторните участъци (Gerlach and Bedbrook, 1979). Хибридизацията 

на пшеничната рДНК проба в хромозомите на ечемика дава възможност да бъдат 

диференцирани ясно двата основни локуса на рибозомните РНК гени, разположени в 

НОР-и на хромозомите 5Н и 6Н, а също така и четири по-малки рибозомни локуси 

(18S-25S pДНК) в 1Н, 2Н, 4Н и 7Н хромозомите (фиг. 4). 

В нашите изследвания, освен посочените повтори, бяха установени малки 

повтори, които показаха близка хомология с рТа71 пробата. Те са локализирани в 

дългите рамена на 2Н (31mG), 5Н (34mG) и 6Н (55mG) (фиг. 4 А; Б; В). Тези повтори са 

с  ниска честота (под 8%) и са видими само след допълнителна обработка (увеличаване 

на контраста) на флуоресцентните сигнали. Ниската честота и слабата флуоресценция, 

дори по-ниска от сигналите от тази проба в късото рамо на 4Н хромозома, ни дава 

основание да предположим, че тези повтори не представят рДНК гени, а псевдогени с 
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висока близост до рДНК гените (фиг. 4 В). Друга логична обосновка на тези резултати е 

степента на чувствителност на приложения метод. Позицията на тези сигнали беше 

изчислена и представена в идиограмата при сорт Freya (фиг. 3). 

 

 
 

Фиг. 4. Метафазни хромозоми от ечемик от стандартния кариотип Freya (А) 

FISH с рибозомната ДНК проба (pTa71 - червен сигнал). Със звездички са маркирани 

малки рДНК хибридизационни сайтове в 1Н, 2Н, 4Н и 7Н хромозомите. Новият сигнал 

от пробата в 2Н хромозома е белязан със стрелка. (Б) FISH с рибозомната ДНК проба 

(pTa71). Новите сигнали от пробата в 5Н и 6Н хромозоми са белязани със звездичка. (В) 

Увеличени образци от хромозоми 2Н, 5Н и 6Н в дългите рамена, на които са 

наблюдавани допълнителни малки рДНК хибридизационни локуси. 

 

IV. 1. 2. 3. Анализ на наблюдаваните сигнали в реконструиран кариотип T-1586. 

Локализиране на възникналите преустройства чрез FISH 

IV. 1. 2. 3. 1. Характеристика на реконструирани хромозоми 3Н4Н и 4Н3Н 

Определянето на точната позиция на скъсването в 3Н хромозомата е възможно 

благодарение на струпването на сигнали от GAA пробата, част от които се прехвърлят в 

дългото рамо на 4Н хромозомата (фиг. 5 А). От друга страна появата на Afa family сигнал 

на позиция 16mG от центромерата в късото рамо на 3Н хромозомата (фиг. 5 А; Б), близо 

до перицентромерните GAA сигнали ясно определя, че мястото на скъсването, в резултат 

на което възниква транслокацията, се намира в непосредствена близост до този сигнал и 

определя прехвърляне на участък с дължина около 20mG от 4Н върху 3Н хромозомата. 

Това ни позволи да определим, че мястото на транслокационното скъсване в късото рамо 

на оригиналната 3Н хромозома е на позиция 14mG от центромерата. 
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Въз основа на резултатите от FISH анализа беше построена идиограма на 

реконструираните хромозоми от кариотип Т-1586, като позициите на сигналите са 

представени в милигеноми на фиг. 5 В. 

  

   
 

Фиг. 5. FISH на метафазни хромозоми от линия Т-1586. Локализация на 

повторените последователности: (А) GAA (зелен сигнал) и pTa71 (червен сигнал). (Б) 

Afa family (червен сигнал), pTa71 (жълт сигнал) и НvT01 (зелен сигнал). (В) Схематично 

представяне на позицията на сигналите GAA (зелен цвят), pTa71 (жълт цвят), HvT01 

(тъмно зелен цвят) и Afa family(червен цвят) в реконструираните хромозоми 3Н4Н и 

4Н3Н от линия Т-1586. Горещите точки на индуцираните транслокационни скъсвания 

са отбелязани в идиограмата със стрелка: ► 

 

IV. 1. 3. Анализ на наблюдаваните сигнали в реконструиран кариотип T-21. 

Локализиране на възникналите преустройства чрез FISH 

Реконстуираният кариотип Т-21 (фиг. 6) съдържа две реципрочни транслокации. 

Едната е  между 3Н и 4Н хромозоми (Gecheff, 1989) и е идентична на описаната за 

кариотип Т-1586, а другата е между сателитните хромозоми 5Н и 6Н.  

IV. 1. 3. 1. Характеристика на реконструирани хромозоми 5Н6Н и 6Н5Н 

Мястото на транслокационното скъсване се намира под НОР-а на 5Н хромозома, 

като самият НОР на 5Н хромозома се прехвърля в 6Н. Както е показано на фиг. 6, част от 

рибозомните гени остават в късото рамо на 5Н. Транслокационното скъсване в 6Н 

хромозома е разположено под сигнал от рТа71 пробата и се намира в участък, в който 
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няма близки хибридизационни сигнали от нито една от четирите използвани проби. 

Затова мястото на транслокационното скъсване в 6Н се определя след измерване на 

разстоянието между двата рТа71 сигнала в новата 5Н6Н хромозома (фиг. 6). 

Хибридизацията с НvT01 спомага за лесната идентификация на двете сателитни 

хромозоми, тъй като сигнал от тази проба липсва в дългото рамо на оригиналната 5Н 

хромозома, а е наличен в 6Н хромозомата (фиг. 6 Б). 

На фиг. 6 В е представена идиограма, която отразява начина, по който се 

получават преустройствата в линия Т-21. 

   
 

Фиг. 6. FISH на метафазни хромозоми от линия Т-21. Локализация на 

повторените последователности: (A) GAA (зелен сигнал), Afa family (червен сигнал) и 

pTa71 (жълт сигнал). (Б) Afa family (червен сигнал), НvT01 (зелен сигнал) и pTa71 

(жълт сигнал). (В) Схематично представяне на позицията на сигналите (GAA, Afa 

family, HvT01 и pTa71) в реконструираните 3Н4Н, 4Н3Н, 5Н6Н и 6Н5Н хромозоми в линия 

Т-21 Горещите точки на индуцираните транслокационни скъсвания са отбелязани в 

идиограмата със стрелка: ► 

 

IV. 1. 4. Анализ на наблюдаваните сигнали в реконструиран кариотип D-29/46. 

Локализиране на възникналите преустройства чрез FISH  

D-29/46 е вторично реконструирана линия, произхождаща от кръстосването на две 

транслокационни линии Т-29 и Т-46, като съдържа 4Н6Н хромозома от линия Т-46 и 6Н4Н 

хромозома от линия Т-29 (Gecheff et al., 1996). Определянето на позиция на скъсванията 

в хромозомите на дупликационната линия D-29/46 става по-лесно, ако се проследят 

местата на транслокационните скъсвания в хромозомите на изходните линии Т-29 и Т-46. 

IV. 1. 4. 1. Характеристика на реконструирани хромозоми 4H6H и 6H4H 
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Сигналът GAA на позиция 69mG от оригиналната 4Н хромозома на Freya се 

премества в реконструираната хромозома 6Н4Н (фиг. 7 А). Именно този сигнал, заедно 

със следващия от Afa family пробата, успяват да ограничат участъка, в който е 

установена транслокацията. От линия Т-46 е пренесена само 4Н6Н хромозома. 

Пренесената от линия Т-29 6Н4Н хромозома е образувана чрез индуциране на скъсване на 

същата позиция в оригиналната 4Н хромозома при Freya, както и при другата линия (Т-

46). Значително по-трудно е определянето на позицията на транслокационното скъсване 

в 6Н хромозомата, поради липсата на близко разположени сигнали и от трите използвани 

проби. 

Използването на НvT01 пробата спомага за бързата идентификация на 

сателитната хромозома 5Н, но няма отношение към възникналите преустройства, тъй 

като и 4Н6Н и 6Н4Н съдържат сигнал от тази проба и в двете си рамена (фиг. 7 Б). 

 

    
 

Фиг. 7. FISH на метафазни хромозоми от дупликационна линия D-29/46. 

Локализация на повторените последователности: (А) GAA (зелен сигнал), Afa family 

(червен сигнал) и pTa71 (жълт цвят). (Б) HvT01 (зелен сигнал), GAA (червен сигнал) и 

pTa71 (жълт сигнал). (В) Схематично представяне на позицията на сигналите GAA 

(зелен цвят), pTa71 (жълт цвят) и Afa family (червен цвят), HvT01 (лилав цвят) в 

хромозомите 4Н6Н и 6Н4Н на дупликационна линия D-29/46. Горещите точки на 

индуцираните преустройства също са отбелязани със стрелки. 
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Новата линия D-29/46 притежава дуплициран участък с дължина от 12mG, който е 

характерен и за двете реконструирани хромозоми. В единия случай той е разположен в 

дългото рамо на 4Н6Н хромозома, но е и характерен и за късото рамо на 6Н4Н хромозома 

(фиг. 7). 

Идиограма на реконструираните хромозоми е представена на фиг. 7 В. 

IV. 1. 2. 6. Анализ на наблюдаваните хибридизационни сигнали в 

мултиреконструиран кариотип РК 88-19. Локализиране на възникналите 

преустройства чрез FISH 

Реконструираният кариотип РК 88-19 е представен на фиг. 8. 

IV. 1. 2. 6. 1. Характеристика на реконструираните хромозоми 1H5H и 5H1H 

 Реконструираните хромозоми 1H5H и 5H1H са получени в резултат на реципрочна 

транслокация. Резултатите от FISH анализа (фиг. 8 А; Б) показват, че точките на 

скъсванията са локализирани между GAA сигнал (29mG) и Afa family сигнал (51mG) в 

дългото рамо на 1H хромозома при Freya и в участъка над GAA family сигнал (60mG) 

в дългото рамо на 5H хромозома. Доказателство за обмена между двете рамена е 

допълнителният сигнал от GAA (55mG) пробата в реконструираната 1H5H хромозома, 

който е характерен за 5H от  стандартния  кариотип  Freya.  При  това  преустройство  

става  обмен  на  участъци  с различна дължина, като и двете рамена от 1Н и от 5Н 

притежават два характерни Afa family сигнала, които разменят позициите си 

(съответно на позиция 59mG и 81mG в реконструираната 1H5H  хромозома и на 

разстояние 56mG и 74mG в реконструираната 5H1H хромозома). В участъка между 

GAA сигнала от 1H (29mG) и Afa family сигнал (51mG), както и между двата GAA 

сигнала с позиция 19mG и 60mG в дългото рамо на 5H хромозома, не са идентифицирани 

други GAA или Afa сигнали. Това показва, че FISH техниката не може да стесни 

областта, в която е възникнало скъсването в по-голяма степен, отколкото N-бендинга. 

Вероятната област, която беше определена е с дължина 23mG чрез измерване на 

дължините на разменените сегменти между 1Н и 5Н хромозома, както и разстоянието 

между сигналите (фиг. 8 А; Б; В). 

IV. 1. 5. 2. Характеристика на реконструирани  хромозоми 2H7H и 7H2H 

Пряко доказателство за възникналата транслокация между 2Н и 7Н, е 

прехвърлянето на GAA сигнал, оригинално разположен на разстояние 36mG от 

центромерата на 2H при сорт Freya. В реконструираната 7Н2Н хромозома този сигнал се 

намира на разстояние 58mG от центромерата. Точната позиция на скъсването в 2H е 

ограничено в участъка между два GAA сигнала (14mG и 36mG).  
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А   Б  

 

В  

Фиг. 8. Локализация на повторените последователности в метафазни 

хромозоми от линия РК 88-19. (А) FISH с пробите GAA (зелен сигнал), Afa family 

(червен сигнал) и pTa71 (жълт сигнал). (Б) FISH с Afa family (червен сигнал), pTa71 

(жълт цвят) и НvT01 повторите (зелен сигнал). (В) Схематично представяне на 

позицията на сигналите GAA (зелен цвят), pTa71 (жълт цвят), HvT01 (лилав цвят) и 

Afa family (червен цвят). Участъците, съдържащи транслокационни и инверсионни 

скъсвания, са отбелязани със стрелки. ► Транслокационно скъсване; ∆ Инверсионно 

скъсване 
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Локализирането на транслокационното скъсване в дългото рамо на 7H е възможно 

с FISH, поради наличието на сигнал от Afa family пробата (49mG). Обменът на не 

еднакви по-големина участъци между двете хромозоми, води до значителното 

намаляване на дължината на дългото рамо на реконструираната 2H7H хромозома (52mG) 

(фиг. 8). 

Освен това данните показват, че точката на скъсване се намира непосредствено 

под GAA (14mG) в 2H хромозома и в областта от около 5-6mG под Afa family сигнала 

(49mG) от 7H. В този случай FISH техниката е много по-информативна за осъщественото 

преустройство и стеснява участъка, в който се намират скъсванията в двете хромозоми. 

IV. 1. 5. 3. Характеристика на реконструирани хромозоми 3H4H и 4H3Hi 

Транслокациите 3Н4Н и 4Н3Н са анализирани в раздел 1.2.3.1 за линия Т-1586. 

Освен описаната транслокация в 4Н3Н хромозома, чрез допълнително облъчване с гама 

радиация, е получена и инверсия, като точната локализация на инверсионните скъсвания 

става благодарение на Afa family сигналите. Afa family сигналите в късото рамо на 

позиция 38mG от центромерата и на 58mG в дългото рамо спомагат за определяне на 

дължината на инвертирания фрагмент в реконструираната хромозома. В резултат от 

инверсията дължината на късото рамо на реконструираната хромозома се скъсява с 

20mG. 

IV. 1. 5. 4. Характеристика на реконструирана хромозома 6Hi  

Резултатите от проведения анализ показват, че точката на скъсване в 6Н 

хромозомата се намира между сигналите с позиция 5mG и 11mG, разположени в късото 

рамо и съответно над Afa family сигнала (46mG) от дългото рамо в 6H хромозомата. 

GAA сигналът (11mG) е на близко разстояние до перицентромерния GAA сигнал (5mG) 

в 6Н хромозома и чрез него може точно да бъде установено мястото на скъсването в 

дългото рамо. Точките на скъсванията са отбелязани в идиограмата (фиг. 8 В). 

 

IV. 1. 6. Анализ на наблюдаваните сигнали в мултиреконструиран кариотип PК 

180-19. Локализиране на възникналите преустройства чрез FISH  

Резултатите от FISH анализа на линия РК 180-19 са представени на фиг. 9 А; Б.  

В този кариотип има две не описани досега хромозоми- 2Нi и 5Нi, които са 

разгледани по-долу. Описание за останалите хромозоми е представено, както следва - 1Н 

в раздел IV. 1. 1. 1. 1 (характеристика на Freya), 3Н4Н в раздел IV. 1. 2. 1. (характеристика 

на Т-1586), 4Н3Hi в раздел IV. 1. 5. 3. (характеристика на РК 88-19), 6Нi в раздел IV. 1. 5. 

4. (характеристика на РК 88-19), 7Н в раздел IV. 1. 1. 1. 7. (характеристика на Freya). 
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А    

В  

 

Фиг. 9. Локализация на повторените последователности в метафазни 

хромозоми от линия РК 180-19. (А) FISH с пробите GAA (зелен сигнал), Afa family 

(червен сигнал) и pTa71 (жълт сигнал). (Б) FISH с Afa family (червен сигнал), HvT01 

(зелен сигнал) и pTa71 (жълт сигнал). (В) Схематично представяне на позицията на 

сигналите GAA (зелен цвят), pTa71 (жълт цвят), HvT01 (лилав цвят) и Afa family 

(червен цвят) в реконструиран кариотип РК 180-19. Участъците, съдържащи 

транслокационните и инверсионните скъсвания, са отбелязани със стрелки. ► 

Транслокационно скъсване; ∆  Инверсионно скъсване 
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IV. 1. 2. 7. 1. Характеристика на реконструирана хромозома 2Hi 

Наблюдаваната перицентрична инверсия променя профила на стандартната 

хромозома 2Н. Натрупването на сигнали от GAA (35mG) и Afa family (39mG) сондите 

близо до областта на скъсване в късото рамо при Freya (фиг. 9 А) спомага да бъде 

определена точната му позиция, означена в идиограмата. 

Точката на скъсването в дългото рамо е между два GAA сигнала на позиция 14mG 

и 36mG в стандартната хромозома. 

Хибридизацията с HvT01 сондата ясно показва преместването на сигнала от 

късото в дългото рамо в реконструираната хромозома (фиг. 9 Б; В). 

IV. 1. 2. 7. 2. Характеристика на реконструирана хромозома 5Hi 

Реконструираната хромозома 5Hi е със забележимо променена морфология (фиг. 9 

В) в сравнение със стандартната хромозома 5Н, като хромозомните рамена променят 

дължината си, съответно на 62mG и 88mG. Скъсването в късото рамо на 5Н на 

стандартния кариотип е близо до теломера, в областта наситена със сигнали от Afa family 

сондата, като отделя съвсем малка част от хромозомата, в която е характерен сигнала от 

HvT01 пробата. Най-вероятната точка на скъсването в дългото рамо е между Afa family 

сигналите с позиция 62mG и 86mG в 5Н от стандартния кариотип. След преместването 

на този участък от хромозомата, сателита на 5Нi се удължава, като достига размер с 

близка дължина на тази на късото рамо и останалата част от дългото рамо (съответно 

46mG, 42mG и 62mG). В резултат от инверсията, в реконструираната 5Нi хромозома, се 

наблюдава натрупване на сигнали в края на късото рамо, а именно GAA (60mG), Afa 

family (61mG) и теломерния сигнал HvT01 (62mG) (фиг. 9 Б; В). Посочените 

преустройства са изобразени в представената идиограма на фиг. 9 В. 

 

IV. 2. Оценка на ДНК скъсвания в генома на ечемика, индуцирани чрез 

радиомиметика БЛМ и чрез радиация с висок (7Li - йони) и с нисък (гама лъчи) 

ЛПЕ, посредством кометен анализ. Анализ на способността за възстановяване на 

повредите 

IV. 2. 1. Фенотипна характеристика на реконструираните кариотипи Т-1586 и D-

29/46 

На фиг. 10 са представени два реконструирани кариотипа при ечемика Т-1586 и 

D-29/46, използвани в експериментите за анализ на индуцираните скъсвания и тяхната 

репарация. При двете линии има видими разлики във физиологичния статус, изразяващи 
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се в забавяне на растежа при D-29/46. Линия Т-1586 не показва видими различия в 

развитието си при сравнение със стандартния сорт Freya, от който произлиза. 

 

 

Фиг. 10. Фенотипни характеристики 

на транслокационната линия ечемик Т-1586 

(дясно) и дупликационната линия ечемик D-

29/46 (ляво). 

 

IV. 2. 2. Разработване и оптимизиране на кометния анализ при растителни тест 

системи като тест за анализ на скъсвания в ДНК след радиационни въздействия 

Кометният анализ при растенията е подход, служещ за отчитане на нивата на 

скъсвания в ДНК, като позволява лесно им и бързо отчитане на ниво единични ядра. 

Едно от предимствата на метода е съществуването на алкален и неутрален вариант, което 

позволява разграничаването на едноверижните (ЕВС) от ДВС в молекулата на ДНК. 

Модификациите на двата протокола на кометния анализ при растенията, приложени в 

настоящия дисертационен труд, са свързани с методологията за изолиране на ядрата от 

връхна коренова меристема при ечемик, промяна в условията на лизис, електрофореза и 

визуализация на получените комети.  

IV. 2. 3. Изследване ефекта от третиране с 7Li -йони и гама радиация върху 

покълването на семената и преживяемостта 

За разрешаване на тази експериментална задача бяха избрани два подхода. При 

първият подход бяха анализирани броят на семената, развили се до първи лист и при 

двете линии 72 часа след стартирането на експеримента.  

Фиг. 11. Кинетика на 

прорастрането, получена въз 

основа на броя покълнали семена 

(отчита се поява на коренче) към 

приложената доза гама радиация 

на семена от мутантите линии 

ечемик Т-1586 и D-29/46. Всяка 

точка е въз основа на 100 

изследвани семена. 
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Във вторият панел от експерименти беше отчетена появата на коренче на 24-ия час 

и на 72-ия час от началото на експеримента (фиг. 11). Резултатите показват сравнително 

по-бавно покълване на дупликационната линия D-29/46 в сравнение с транслокационната 

Т-1586, както в контролите, така и в облъчените варианти. При D-29/46 се наблюдава 

обаче засилване на растежа 48 часа след стартиране на експеримента в сравнение с 

контролната линия. Установихме, че тази тенденция се запазва и на 72-ия час. 

 

IV. 2. 4. Оценка на индуцираните чрез радиационни лъчения с висок (7Li -йони) и 

нисък (гама лъчи) ЛПЕ скъсвания на ДНК в генома на ечемика с помощта на 

алкален кометен анализ 

В предишни изследвания е показано, че облъчването с йони с висок ЛПЕ 

индуцират директни повреди в ДНК (Lin et al., 1996). Освен това съществуват 

изследвания, които показват по-висока биологична ефективност на тези йонни лъчения в 

растителния геном в сравнение с гама лъчите (Tanaka et al., 1997; Kikuchi et al., 2009). За 

да се потвърди или отхвърли тази хипотеза, бяха проведени експерименти, базирани на 

алкалния протокол на кометния анализ. 

A  Б  

 

Фиг. 12. Ефект от прилагането на дози от 55Gy и 110Gy (А) 7Li- йони и (Б) 

гама радиация при мутантните линии ечемик-T1586 и D-29/46 чрез алкалния вариант 

на кометния анализ. *ОЛМ (P < 0.001). Error bars представя стандартната грешка. 

 

Нивото на повреди в ДНК е изобразено на фиг. 12 А. Резултатите показват, че и 

двете приложени дози от 7Li-йони имат дозово-зависимо изменение на стойностите на 

изследвания параметър (% на ДНК в опашката). Двете мутантни линии, участващи в 

изследването, демонстрират чувствителност и акумулиране на ЕВС и ДВС, като тази 
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чувствителност е по-силно изразена при дупликационната линия D-29/46. Повишената 

чувствителност на тази линия е изразена още в контролните групи, съответно 10% за Т-

1586 и 14% за D-29/46. Облъчването с по-високата доза 7Li- йони запазва установената 

зависимост доза/отговор.  

Зависимостите доза/отговор, изразяващи се в увеличаване на количеството на 

ДНК в опашките на кометите след прилагането на кореспондиращи дози гама радиация, 

са обобщени на фиг. 12 Б. Тенденцията, на плавно увеличаване на честотата на 

повредите, се запазва след прилагането на по-ниската доза (55Gy). По-високата 

чувствителност на D-29/46 отново се проявява по неоспорим начин. Прилагането на по-

високата доза гама радиация води до увеличаване на контраста в наблюдавания ефект 

при тази линия, като достига стойности приблизително 30% за D-29/46. Това вероятно е 

последица от индуцирането и на друг тип повреди при по-високата доза (110Gy) гама 

радиация. 

Като цяло стойностите на изследвания параметър са по-високи след облъчването с 
7Li-йони. Способността на алкалния кометен анализ да визуализира предимно ЕВС дава 

възможност да се направи извода, че ниските дози гама радиация и 7Li-йони 

предизвикват предимно ЕВС. Увеличаването на дозата обаче, води до акумулирането и 

изявата и на ДВС след прилагането на гама радиация. 

Направените визуални наблюдения на кометите, наблюдавани след прилагане на 
7Li-йони и гама радиация показват, че съществува минимална разлика в профила на 

кометите, получени след облъчване с 7Li- йони и тези, получени след облъчване с гама 

радиация, като тази разлика се отнася най-вече за плътността и интензитета на опашката 

на кометите (фиг. 13). 

 

Фиг. 13. Представителни 

изображения на комети, 

получени в контролата (A), при 

облъчване на семена с 7Li-йони 

(Б, В, Г) и гама лъчи (Д, Е, Ж, З). 

 

IV. 2. 5. Оценка на индуцираните чрез радиационни лъчения с висок (7Li -йони) и 

нисък (гама лъчи) ЛПЕ скъсвания на ДНК в генома на ечемика с помощта на 

неутрален кометен анализ. Анализ на способността за възстановяване на повредите 
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Сравнителната оценка на процента на индуцираните ДВС е представена на фиг. 

14. Резултатите показват по-силно изразената чувствителност на реконструирания 

кариотип D-29/46 по отношение на контролната линия Freya и Т-1586 и при двата типа 

облъчване (7Li -йони и гама лъчи). Тази чувствителност е по - ясно отличима след 

прилагане на 110Gy гама лъчи (фиг. 14 Б). Относителната честота на повредите е много 

по-висока за гама лъчите, което вероятно се дължи на акумулирането на ДВС в ДНК.  

При облъчването със същите дози 7Li -йони, въпреки известна разлика между T-

1586 и D-29/46 по отношение на индукцията на ДВС в контролите, при облъчените 

варианти тенденцията на индукция на скъсванията е почти еднопосочна (фиг. 14 А). 

 

A Б  

 

Фиг. 14. Анализ на ДНК скъсванията в суперспирализираните бримкови домени 

след облъчване с (А) 7Li -йони и (Б) гама радиация на линии Freya, D-29/46, T-1586 чрез 

неутралния вариант на кометния анализ.*ОЛМ (P < 0.001). 

 

Като цяло резултатите показват различия в отговора между двата реконструирани 

кариотипа в зависимост от приложената доза облъчване. Представената фиг. 14 Б показва 

тенденцията на слабо увеличаване на нивото на повредите при линни Freya и T-1586. 

Индукцията на повреди при D-29/46 е много по-ясно изразена след прилагането на доза 

от 110Gy гама лъчи (фиг. 14 Б). Това потвърждава направения по-горе извод, че 

облъчването на сухи семена с 7Li -йони и гама радиация води до формирането на 

скъсвания, както ЕВС, така и ДВС в ДНК на клетките от кореновата меристема на 

ечемика по време на покълването (фиг. 14).  
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Експерименталната схема на нашето проучване показва, че облъчването с 7Li- 

йони на сухи семена от ечемик се проявява в пострадиационно индуциране на ЕВС и 

ДВС по време на покълването на семената, като съотношението на двата типа скъсвания 

варира в зависимост от дозата. Освен наблюдаваната разлика в чувствителността на 

двете линии беше установена и разлика в структурата на кометите, получени след 

прилагане на една и съща доза 7Li -йони (фиг. 15 А, Б). 

Специфичният отговор на реконструирания кариотип D-29/46 спрямо 7Li -йони 

може да се дължи и на различните механизми на първичната индукция на повредите в 

ДНК, в сравнение с гама лъчите. Облъчването на сухи семена от ечемик с 7Li-йони 

доведе до приблизително еднакъв процент на ЕВС и ДВС и при двете линии, в сравнение 

с ефекта на съответните дози на ЙР. Тези изследвания са в подкрепа на получените по-

рано резултати показващи, че облъчването на плазмид pMTa4 с 7Li -йони индуцира 

предимно ДВС, които се наблюдават предимно в обогатени на гуанин - цитозин участъци 

(Humtsoe et al., 2003). Що се отнася до наблюдавания уеднаквен отговор на двата 

кариотипа след облъчване с йони с висок ЛПЕ (7Li- йони), това вероятно е свързано със 

специфични репарационни активности или с различни нива на молекули, обезвреждащи 

радикалите, или с промени на хроматиновата компактизация.  

 

 
 

Фиг. 15. Представителни микрофотографии на типичните профили на миграция 

на ДНК, получени след прилагане на неутралния кометен анализ на мутантни линии 

ечемик (A) T-1586 и (Б) D-29/46, след облъчване с 55Gy 7Li -йони. 

 

IV. 2. 6. Анализ на кинетиката на репарация на индуцирани повреди след 

прилагане на 100Gy гама лъчи върху ядра от реконструираните кариотипи Т-1586 и 

D-29/46 чрез неутрален вариант на кометния анализ  

Фиг. 16 представя степента на възстановяване на предизвиканите скъсвания след 

облъчване със 100Gy гама радиация през ранните периоди за възстановяване - 30 и 60 

минути. Представените данни показват, че поведението на двата кариотипа се различават 
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значително. Наблюдавахме сравнителна бързо, макар и слабо намаляване на 

количеството на геномните повреди при използваната в изследването контролната линия 

T-1586. Обратно при D-29/46 е показана почти пълна липса на потенциал за 

възстановяване на повредите дори и час след облъчването. При тази линия е характерна и 

тенденция към постепенно натрупване на повреди в хода на репаративната инкубация. 

Резултатите от първичната индукция на скъсванията в ДНК-веригите след 

облъчване с гама лъчи показват по-висока чувствителност на реконструирания кариотип 

D-29/46 в сравнение с родителските, която се илюстрира от наклона на съответните 

криви доза-отговор (фиг. 14). Очевидно е, че репаративния потенциал на тази линия за 

ДВС, също е засегнат (фиг. 16). Подобни изследвания съществуват при БЛМ третираните 

растения Arabidopsis, при които експресията на AtKU70 и AtKU80 гени е свързано с 

механизмите на нехомоложното възсъединяване на краищата (НХВК) (Tamura et al., 

2002). 

 

Фиг. 16. Ранна кинетика на репарация 

на ДВС след облъчване с 100Gy гама лъчи в 

геномна ДНК на ечемичните линии T-1586 и 

D-29/46, анализирани чрез неутрален кометен 

анализ. 

*ОЛМ (P < 0.05) n.s., няма статистически 

значима разлика. 

 

 

IV. 3. Оценка на индукцията и кинетиката на репарация на предизвиканите от 

БЛМ скъсвания в генома на ечемика чрез неутрален кометен анализ  

IV. 3. 1. Индукция на ДВС след третиране с БЛМ 

 

 

Фиг. 17. Стойности на средното на параметъра ‘% 

ДНК в опашката’ (±SE) получени след третиране с 

четири различни концентрации БЛМ (50, 100, 150 и 

200μg/ml) в съответните кометни популации. *ОЛМ 

(P < 0.001). 
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Резултатите от неутралния вариант на кометния анализ, получени от контролни и 

изолирани непосредствено след третирането с различни концентрации БЛМ коренови 

връхчета ечемик от линия Т-1586, са представени на фиг. 17.  

Данните показват, че дори и най-ниската приложена концентрация БЛМ (50μg/ml) 

е достатъчна да утрои базовото ниво на повреди в ДНК. От фигурата се вижда, че 

количеството на индуцирани повреди в ДНК съответства на приложените концентрации 

БЛМ и има почти линеен дозово-зависим характер. Типичният профил на комети, 

получени при неутрални условия, е показан на фиг. 18. 

 

 
 

Фиг. 18. Представителни изображения на различни типове комети, показващи 

постепенното нарастване на повредите в ДНК, получени след прилагането на 

неутралния вариант на кометния анализ. 

 

IV. 3. 2. Репарационна кинетика на ДВС, получени след третиране с БЛМ 

Резултатите от изследваната репарационна кинетика на ДВС, получени след 

третиране със 100μg/ml, 150μg/ml и 200μg/ml БЛМ, са представени на фиг. 19 А; Б; В.  

 

 
 

Фиг. 19. Репарация на ДВС, базирана на параметъра % ДНК в опашката (±SE) 

при коренови връхчета от ечемик при различни периоди на възстановяване след 

третиране с БЛМ. (A) 100μg/ml; (Б) 150μg/ml; (В) 200μg/ml.  
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*ОЛМ (р < 0.001). n.s., няма статистически значима разлика. 

Наблюдава се ефективна репарация на ДВС още след първите 15 мин след 

обработката с БЛМ на кореновите прорастъци от ечемик in vivo. Процентът на 

невъзстановените повреди след 1 час репарация е около 50% от първоначалните след 

третирането с по-ниските концентрации БЛМ. Изненадващо е, че дори след прилагането 

на най-високата концентрация БЛМ, е наблюдавано ясно изразено възстановяване. 

Възможно обяснение за наблюдаваното бързо възстановяване на индуцираните 

БЛМ повреди може да е свързано с дизайна на извършените експерименти. 

Наблюдаваният ефект силно наподобява на механизми, които не са описани все още за 

растенията като т. нар. “delayed plating” или “liquid-holding recovery“, но са съобщени при 

животински клетки и дрожди (Roberts and Aldous, 1949; Kiefer and Wienhard, 1980). Тези 

явления са свързани с увеличаване на преживяемостта на облъчени клетки, поставени в 

буфер, дължащо се на частично възстановяване на индуцираните повреди. Последни 

аналогични изследвания ясно очертават функционирането и на двата основни 

репарационни механизма – хомоложна рекомбинация и НХВК (Nunes et al., 2008). 

IV. 3. 3. Индукция и репарация на ЕВС, получени след третиране с БЛМ 

Фиг. 20 илюстрира резултатите, получени чрез анализ посредством алкалния 

вариант на кометния анализ след третиране с две различни концентрации БЛМ. Данните 

показват, че честотата на първоначално индуцираните скъсвания в ДНК не съответстват 

напълно на приложените концентрации БЛМ (фиг. 20 А). Въпреки наблюдаваното 

насищане на първичния ефект с увеличаване на концентрацията БЛМ, нашите данни са в 

съгласие с данни, получени при третиране на епидермални белодробни клетки в същия 

концентрационен порядък (He et al., 2001). Съпътстващият скрининг за наличие на ДВС 

и ЕВС е доказан и в предишни проучвания, разкриващи запазването и на двата типа 

повреди след третиране на коренови прорастъци от ечемик с БЛМ (Manova et al., 2006). 

Съществуват и доказателства за способността на БЛМ да индуцира и двата типа повреди 

над определен концентрационен праг (Benitez-Bribiesca and Sanchez-Suarez, 1999; Chen 

and Stubbe, 2004). 

Репарационната кинетика на ЕВС е представена на фиг 20 (Б) и (В). 

Наблюдаваната репарационна способност е значително по-висока след прилагане на 

50μg/ml БЛМ непосредствено след третирането, като тази тенденция се запазва и в 

последствие. След прилагането на 100μg/ml беше необходим най-малко 1 час 

възстановяване, за да достигне нивото повредите в ДНК това, наблюдавано 15 мин след 

третиране с по-ниската концентрация БЛМ. 
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Забавената репарация на повредите, наблюдавана след анализа с алкалния вариант 

на кометния анализ, в сравнение с възстановяването на ДВС, вероятно се повлиява от по-

широкия спектър от повреди, който се анализират при алкални условия и съответно от 

необходимостта от активиране на повече репарационни механизми, необходими за 

тяхното възстановяване. 

 

A Б В   

 

Фиг. 20. Първична индукция (А) и кинетика на възстановяване (Б, В) на 

скъсвания в ДНК, индуцирани чрез БЛМ и анализирани чрез алкален вариант на 

кометния анализ. *ОЛМ (P < 0.001). n.s., няма статистически значима разлика. 

 

Представителни изображения за всяка една категория комети, получени чрез 

алкалния вариант на кометния анализ, са представени на фиг. 21. 

 

 
 

Фиг. 21. Представителни изображения на различни типове комети, 

представящи постепенното нарастване на повредите в ДНК, получени след 

прилагането на алкалния вариант на кометния анализ. 

 

IV.4. Статистически подходи за анализ на данните - описателна статистика, оценка 

на варирането, избор на разпределeние, параметрични и непараметрични 

статистически тестове  
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Коректната статистическа обработка на резултатите, получени в резултат от 

прилагането на кометния анализ, е от важно значение за правилната интерпретация на 

наблюдаваните ефекти. 

Тестът за качество на приближението („Goodness of fit”) е статистическа 

характеристика, която описва разпределението, което най-добре пасва на дадена 

извадка от данни. Нашето изследване е фокусирано върху сравнение на два критерия - 

на непараметричния Колмогоров-Смирнов и параметричния критерий χ2, използвани за 

анализ на разпределението на данните. Тези статистически подходи могат да бъдат 

използвани като статистическо приложение след обработката на изображенията. 

Тяхното прилагане разширява и влияе върху интерпретацията на резултатите. 

Върху фиг. 22 е направен обобщен преглед на резултатите, получени при 

сравнението на различните типове разпределение на данните, съответно: ограничени, 

неограничени, не отрицателни и сложни. 

 Сравнителният преглед на данните контролите показва, че най-подходящите 

разпределения са от непрекъснат тип. Например според непараметричния Колмогоров 

Смирнов критерии, разпределението на Дагум (Dagum) е едно от най-подходящите, 

докато според χ2 критерият повече пасват разпределенията на Джонсън SB (Johnson SB), 

Обобщено Парето (Generalized Pareto) и разпределението на Гумбел (Gumbel Max).  

В нашия анализ на данните най-подходящо разпределение, описващо резултатите 

от третирането с концентрация 50μg/ml БЛМ е Обобщено разпределение на Парето. Това 

разпределение е уместно при описание на крайностите (най-големите или най-малките 

стойности). В случаите на по-слаб ефект от третирането с БЛМ, част от популациите от 

комети се състоят от такива, чийто параметър е с ниски стойности, а друга част образува 

група с по-високи стойности в сравнение с предишната. Въз основа на подбора по ранг, 

разпределенията Джонсън SB и Дагум също са приемливи за описание на данните, 

получени след третиране с 50μg/ml БЛМ. 

При третиране с по-високи концентрации на БЛМ (100μg/ml, 150μg/ml и 

200μg/ml) ясно се отличава пасването на ограничения тип разпределение на Джонсън SB, 

което е гъвкаво. Теоретично неговата функция на разпределение на плътността на 

вероятността е удобна за характеризиране на съотношения, или на случайни величини 

ограничени от екстремни стойности. Това разпределение често се използва в 

изследванията, отнасящи се до влиянието на различни фактори от околната среда върху 

човека, разпределението на валежите, в областта на епидемиологията и в лесовъдството 

(Flynn, 2004). В обобщение можем да посочим, че във всички случаи независимо рангът, 
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който е определил теста за качество на приближението при двата критерия Колмогоров 

Смирнов и χ2, нулевата хипотеза на разпределението на Джонсън SB не може да бъде 

отхвърлена (фиг. 22). 

IV. 4. 1. Обобщени линейни модели  

Използваните в дисертационния труд ОЛМ до голяма степен решават 

съществуващите проблеми с оценките и изменчивостта на резултатите от кометния 

анализ въз основа на различни ефекти – различни концентрации БЛМ, вариране на 

средната стойност на изследвания параметър между отделните препарати и др. ОЛМ 

предоставя регресионен анализ и анализ на дисперсията за една зависима промелива или 

няколко фактора (независими) промеливи. Променливата дели популацията от данни на 

групи. ОЛМ тества нулевата хипотеза за ефекта на другите променливи върху средните, 

проучва взаимодействията между факторите и ефектите на индивидуалните фактори, 

някои, от които могат да са случайни. 

От друга страна е изключително важно подбраният от нас статистически тест да е 

гъвкав и да може да се прилага върху данни, които не са нормално разпределени т.е да не 

се влияе от от вътрешното разпределение на извадката от данни. ОЛМ е именно такъв 

тест и често векторът на изследвания параметър (y) може да бъде описан за почти всяко 

разпределение, включително и за различни експотенциални разпределения като 

нормалното, бинормалното, Poisson (Пуасон), гама разпределение Вейбул и др. (Venter, 

2008). Едно от предимствата на този статистически подход, който определя и неговата 

гъвкавост е, че разпределения със сходни отклонения на средното могат да имат 

различни “tail” характеристики на остатъците, включително и различни коефициенти на 

асиметрия и моменти на оценка на варирането от по-висок порядък (дисперсии, 

корелации) (англ. higher moments) (Venter, 2008).  

В това изследване ние показахме няколко удобни подходи, при които 

разпръснатите и вариращи по стойности данни, получени след използването на 

кометния анализ, могат и следва да бъдат приложени в зависимост от типа на 

участващите в изследването данни. Проведените проучвания показват, че за описание 

на данните от кометния анализ при растенията, най-подходящата от използваните 

процедури се оказва χ2 Джонсън SВ. Установеното при анализа на данните SВ 

разпределение на Джонсън представя данните чрез логит трансформация на случайните 

променливи, което довежда в крайна сметка до нормалност (Flynn, 2004). Използването 

на ОЛМ правят възможно описанието на скритите ефекти, явяващи се в резултат от 

дадено въздействие.  
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Фиг. 22. Разпределителна честота въз основа на χ2 теста върху наблюденията 

от параметъра % ДНК в опашката и сравняване на реалните разпределения с най-

висок ранг. (A) контрола, (Б) 50μg/ml БЛМ, (В) 100μg/ml БЛМ, (Г) 150μg/ml БЛМ, (Д) 

200μg/ml БЛМ. Нормалното разпределение е представено само за сравнение. 
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Акценти от глава IV. 1   

Прилагането на молекулярно-цитогенетични подходи (FISH техниката) в 

настоящата дисертация позволи съставянето на информативни физични карти на 

ечемичните линии - Freya, T-1586, T-21, D-29/46, PK 88-19 и PK 180-19. Изучаването на 

сигналите от подбраните за изследването проби (GAA, pTa71, Afa family и HvT01) 

позволи:  

• Характеристика на хромозомите на стандартния кариотип Freya и сравняване на 

профила на разпределение на GAA пробата с гимза N бендинга. Разлики в 

сравнените профили бяха установени в дългите рамена на 2Н (59mG), 3Н (47mG 

и 61mG), 4Н (69mG) и 7Н (15mG), както и в късите рамена на 5Н (17mG) и 6Н 

(59mG), където FISH техниката отчете сигнали.  

• Установяване на допълнителни сигнали на рибозомните РНК гени в дългите 

рамена на хромозоми 2Н (31mG) 5Н (34mG) и 6Н (55mG) на стандартния 

кариотип Freya.  

• Характеристика на участъците, в които са възникнали транслокационните 

скъсвания в реконструираните хромозоми 3Н4Н, 4Н3Н (Т-1586) и 5Н6Н, 6Н5Н (Т-

21).  

• Характеристика на реконструираните хромозоми 4Н6Н, 6Н4Н в реконструиран 

кариотип D-29/46 и установяване на участъците, в които са възникнали 

транслокационните скъсвания и дължината на дуплицирания участък (12mG).  

• Характеристика на реконструираните хромозоми 1H5H и 5H1H (РК 88-19), 2Hi 

(РК 180-19), 2H7H и 7H2H (РК 88-19), 4H3Hi (РК 88-19; РК 180-19), 5Hi (РК 180-

19) и 6Hi (РК 88-19) в мултиреконструираните кариотипи ечемик и установяване 

на участъците, в които са възникнали транслокационните и инверсионните 

скъсвания. 

 

Акценти от глави IV. 2 и IV.3.  

През последното десетилетие изучаването на ефекта от радиационните 
облъчвания с висок и нисък ЛПЕ придоби изключителна актуалност. Изследванията в 
това направление на радиационната биология са от важно значение за контрола и 
оценката на риска от определени лъчения. В настоящата дисертация бяха разгледани 
ефектите, които се наблюдават след прилагане на гама радиация, лъчения от тежкия 
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изотоп на лития (7Li) и радиомиметика БЛМ. Оценката от ефекта от посочените агенти 
беше извършен върху два типа мутантни линии – транслокационна и дупликационна. 
Икономическите ефекти на тези мутантни вариетети ще си останат скрити, тъй като се 
нуждаят от реални полеви експерименти. Информацията за промяната в 
чувствителността е ясна индикация за нарушение на генетичните и метаболитните 
механизми при изследваните кариотипи. Проследяването на чувствителността на 
ечемичните кариотипи с геномно преустройство (транслокация или дупликация), се 
базира на анализ на първичната индукция на повреди, главно скъсвания в ДНК (ЕВС и 
ДВС). В настоящата дисертация са оптимизирани методиките на кометния анализ, чрез 
които са:  

• анализирани количеството и типа на скъсванията в генома на ечемика след 
облъчване с ЙР с висок (7Li-йони) и нисък (гама радиация) ЛПЕ, като е доказано, 
че 7Li-йони индуцират и двата типа скъсвания.  

• установени са различия в отговора на двата структурни мутанта- Т-1586 и D-
29/46, като дупликационната линия показа по-висока чувствителност към 
индуциране и на двата типа скъсвания, като показва и загуба на репарационен 
капацитет.  

• проследени са ефектите от третирането с БЛМ, което води до индуциране на 
ЕВС и ДВС в генома на ечемика и е наблюдавана е ефективна репарация на ДВС 
в кратки времеви интервали, непосредствено след третирането 

 

Акценти от глава IV. 4. 

Известно е, че всеки организъм, било то растителен, животински или друг, се 

стреми да се справи с въздействията от околната среда като се наблюдава тенденция 

към увеличаване на взаимния информационен обмен между генотипа, въздействието на 

околната среда и проявения фенотип (Wagensberg, 2000). Навлизането в областта на 

феномиката, като отражение на взаимовръзката между тези три компонента, е едно от 

най-новите предизвикателства на нашия век (Houle et al., 2010). В настоящата 

дисертация са представени само някой аспекти на актуалните проблеми за 

взаимовръзката между фенотипната пластичност, структурната генотипна 

комплементарност и чувствителността на генома към изменение на факторите на 

околната среда. Взамодействията на тези основни компоненти са основната движеща 

сила на еволюционния процес (Andrade, 2005).  
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За да бъдат проследени тези аспекти е необходимо използването на правилни 

подходи за дизайн и оценка на отчетените ефекти. Затова в настоящата дисертация бяха 

представени основните статистически подходи и чрез тях се установи, че:  

• статистическото разпределение, описващо данните на параметъра %ДНК в 

опашката от кометния анализ при растенията, е Джонсън SВ по критерия χ2, поради 

неговата гъвкавост и способността му да описва съотношения или случайни 

величини ограничени от екстремни стойности.  

• използването на ОЛМ са удачен подход за анализ на резултатите от кометния 

анализ при ечемика, тъй като чрез тях е възможно да бъдат сравнявани данни, които 

имат сходни отклонения на средното, различни “tail” характеристики на остатъците, 

различни коефициенти на асиметрия и моменти на оценка на варирането от по-

висок порядък (дисперсии, корелации). 
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V. ИЗВОДИ  

 

Въз основа на получените резултати, могат да бъдат формулирани следните 

основни изводи:  

1. Установена е физическата локализация на повторените последователности 

GAA, Afa-family, рТа71 и HvT01 в стандартния кариотип Freya и 

реконструираните кариотипи ечемик Т-1586, Т-21, D-29/46, РК 88-19 и РК 

180-19. Прецизирани са участъците на транслокационните и инверсионните 

скъсвания.  

2. Анализирани са честотата и типа на ДНК скъсванията в генома на ечемика 

след облъчване с ЙР с висок (7Li-йони) и нисък (гама радиация) ЛПЕ. 

Доказано е, че 7Li-йони индуцират както ЕВС, така и ДВС.  

3. Характеризирани са различията в радиационния отговор на структурните 

мутанти Т-1586 и D-29/46. Реконструираният кариотип D-29/46 проявява 

по-висока чувствителност по отношение и на двата типа скъсвания в ДНК, 

както и нисък репаративен потенциал.  

4. Наблюдавана е ефективна репарация на ДВС, индуцирани от блеомицин в 

генома на ечемика непосредствено след третирането, като честотата на 

невъзстановените повреди 1 час след третирането е около 50% от първично 

индуцираните.  

5. Джонсън SВ е най-типичното статистическо разпределение, описващо 

данните на параметъра „%ДНК в опашката” от неутралния кометен анализ 

при растенията. Обобщените линейни модели са подходящ подход за 

обективна оценка на статистическата достоверност на резултатите от 

кометния анализ при ечемика. 
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VI. ПРИНОСИ 

 

 Локализацията на радиационно-индуцираните хромозомни 

преустройства в серия реконструирани кариотипи ечемик 

предпоставя ефективното им използване като моделни системи в 

цитогенетичния анализ на тази култура. 

 Идентифицирани са три нови минорни рДНК локуса в генома на 

ечемика, хомоложни на рибозомните РНК гени.  

 Оптимизиран е неутралният вариант на кометния анализ при 

ечемика. Този подход позволява анализ на интегритета на ДНК 

непосредствено след мутагенната обработка.  

 За първи път e извършен комплексен анализ на статистическото 

разпределение на данните от кометния анализ при растенията и са 

използвани Обобщените линейни модели за проверка на 

статистическата достоверност.  
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