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Zakres badai i techniki diagnostyki cyto-  w haploidalnym zestawie wydtanych chromo-
molekularnej somow prometafazowych, odpowiagtaj wzor-
com kariotypu, opracowanym dla chromosomow
Przedmiotem badecytogenetycznych jest prometafazowych poszczeg6lnych gatunkow
analiza struktury i funkcjonowania aparatu gene-zwierzt (fot. 1).
tycznego komérki z uwzetinieniem zmian, doty- Techniki barwienia rénicujacego iden-
czcych liczby i morfologii chromosomow, a tak  tyfikujace pary homologicznych chromosomow
fenotypowych efektow nosicielstwa diagnozowa- metafazowych lub prometafazowychy siie-
nych nieprawidtowéci chromosomowych. zbednym elementem badagenomu, obejmuyj
Podstaw konwencjonalnej diagnostyki cych kontro¢ prawidlowdci kariotypu, diagno-
cytogenetycznej jest mikroskopowa ocenazg¢ rearauacji chromosomowych, identyfikac
chromosoméw metafazowych lub prometafazo-miejsc famliwych chromosomow fragile sites
wych (uzyskanych metadhodowli limfocytbw  okreslenie medzygatunkowej homologii i syn-
krwi in vitro) i barwionych nierénicujaco od-  tenicznego konserwatyzmu fragmentéw chromo-
czynnikiem Giemsy. somoéw, fizyczne mapowanie gendw i sekwencji
Kolejny etap diagnostyczny to adicu-  mikrosatelitarnych, konstrukgj gatunkowych
jace barwienie pzkowe QFQ, GTG lub RBA map cytogenetycznych zintegrowanych z ma-
I jego modyfikacje (o rozdzielcZoi 5-10 min  pami genetycznymi i mdzygatunkowych map
par zasad), ktore unliwia identyfikacg po-  poréwnawczych oraz lokalizacjkonstruktow
szczegoblnych par chromosomoéow homologicz-genowych w genomach zwigtz transgenicz-
nych (na podstawie dtuga, morfologii i uktadu  nych. Naley podkréli¢, ze techniki pgzkowe
prazkow Q, G, R). Sa podstawowym naegziziem w cytogenetycz-
Zastosowanie opisanej procedury umo nych badaniach przesiewowych i diagnostyce
liwia ustalenie kariotypu komorek somatycznych nieprawidtowdci chromosomowych u zwiegz
konkretnego osobnika na podstawie poroéwnanidhodowlanych (fot. 1).
osobniczego wzoru ptkowego ze standardo- Istotnym uzupetnieniem klasycznych
wym dla badanego gatunku zwigrzuktadem technik cytogenetycznych, obejmaych jedno-
prazkow Q, G i R (od 300 do 450 w haploidal- rodne lub rénicowe barwienie chromosomow,
nym zestawie chromosoméw), opracowanymstata s¢ analiza molekularna, szczegélnie fluo-
w formie gatunkowo-specyficznego wzorca ka-rescencyjna hybrydyzacja situ (FISH) o roz-
riotypu (Stota i in., 2004). Rozszerzeniem stan-dzielczaci 3—4 min par zasad. Hybrydyzagja
dardowej analizy cytogenetycznep svysoko  situ jest technik, w ktérej chromosom utrwalo-
rozdzielcze techniki pgkowe — HRBT (2-5 ny na preparacie mikroskopowym gie Sk
min par zasad), ktérych efektem jest obraz odz komplementamsond w postaci wyznakowa-
600 do 900 przkow i subpszkéw G lub R nego DNA (fot. 2A). Metoda ta pozwala tak
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na medzygatunkowe hybrydyzacje situ, co  styce defektow genetycznych czy zmian karioty-
umazliwia stosowanie ludzkich sond w diagno- pu u ré@&nych gatunkow zwieet (fot. 2B).

Fot. 1. Chromosomy prometafazowe barwione tech®KG — HRBT: (A) translokacja wzajemna u knura
o kariotypie 38,XY, rcp (10;13)(10916;13g21); (Bntlem fuzja — translokacja u knura o kariotypieX37,
der (14;17)(14929;17910)
Fig. 1. Prometaphase chromosomes stained by GT&BTHechnique: (A) reciprocal translocation in boar
with karyotype 38,XY, rcp (10;13)(10916;139g21); {@&)dem fusion — translocation in boar with karyusy
37,XY,der (14;17)(14929;17910)

Fot. 2. Technika FISH — identyfikacja aberracjiansomowych: (A) fuzja centryczna u buhaja o kgpt
59,XY,rob (1;29) —o6tte sygnaly identyfikyj chromosomy 1. pary, czerwono-fioletowe pary 2B);tandem
fuzja — translokacja u knura o kariotypie 37,XY,d&4;17)(14929;17q10) z wykorzystaniem ludzkichdama-

lujacych: HSA10 (FITC), HSA12 (DIG) oraz HSA20 (Cy3)
Fig. 2. FISH technique — identification of chromposad aberrations: (A) centric fusion in bull with kyatype
59,XY,rob (1;29) — yellow signals identify chrommss of pair 1, red — purple of pair 29; (B) tandfrsion —
translocation in boar with karyotype 37,XY,der (A)(14929;17910) with the use of human paintingopso
HSA10 (FITC), HSA12 (DIG) and HSA20 (Cy3)

Techniki molekularne (FISH,in situ  méw i specyficznych regionéw chromosomo-
PCR, PRINS i panel RH), wprowadzane do dia-wych, fizyczry lokalizacg gendéw i markeréw
gnostyki cytogenetycznej zwialz znacznie genetycznych, identyfikagjrearamacji chromo-
zwickszap zakres i precyzj bada cytogene- somowych oraz ocenpolimorfizmu chromoso-
tycznych, gdy oprocz oceny prawidiowei ka- mowego (fot. 3) (Danielak-Czech i in., 2010,
riotypu umaliwiaja identyfikacg chromoso- 2013). Metody molekularnezywane do mg-
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dzygatunkowych analiz poréwnawczych (meto-oceny konserwatyzmu genetycznego i liafia
da klasyczna — CGH lub technika oparta na midogenetycznych w aspekcie ewolucji kariotypu
kromacierzach — array-CGH) dapodstaw do  (Kozubska-Soboéska i in., 2012).

Fot. 3. Medzygatunkowe hybrydyzacje situ: (A) identyfikacja heterosomoéw u gorala — techrit&H z by-
dlecymi sondami malagcymi; (B) identyfikacja heterosoméw u daniela -hieika FISH z bydicymi sondami
malujgcymi; (C) lokalizacja grupy spezeniowej 6 genéw na chromosomie X konia — technil@z ludzlg
sond, specyficzg dla pgzka Xq13; (D) identyfikacja polimorficznych regionguderkotwdrczych na autoso-
machswini — technika FISH z ludzksond, bakteryjr (BAC); (E) identyfikacja telomeréw na chromosomach
swini — technika PRINS z ludzksond oligonukleotydowy; (F) lokalizacja niestabilnych powténzérzynukleo-
tydowych w sekwencji geneiMR1 na chromosowie X kozy — techniliasitu PCR z ludzkimi sondami oligo-
nukleotydowymi
Fig. 3. Interspecies hybridizations in situ: (Apittification of heterosomes in goral — FISH teclugiquith bo-
vine painting probes; (B) identification of heteooses in fallow deer — FISH technique with bovinm{iag
probes; (C) localization of linkage group of 6 gemm equine chromosome X — FISH technique with huma
probe specific for Xq13 band; (D) identificationpdlymorphic nucleolar organizer regions on pig @dmes —
FISH technique with human bacterial (BAC) probey iientification of telomeres on pig chromosomes —
PRINS technique with human oligonucleotide probg]dcalization of unstable trinucleotide repeatsiMR1
gene sequence on goat chromosome X — in situ REPRigeie with human oligonucleotide probes

Coraz cesciej stosowana w diagnostyce rowniez analiz przebiegu mejozy w preparatach
cytogenetycznej technika fluorescencyjnej hy-uzyskiwanych z fragmentow gonad, azaloce-
brydyzacji in situ znajduje take zastosowanie n¢ zjawiska wczesnej dysocjacji biwalentu hete-
w badaniach nasienia, poniewjest najbardziej rosoméw (fot. 4B) (Rejduch i Kozubska-
wiarygodry metod, identyfikacji chromosomow Sobochska, 2006; Kozubska-Sobdska i Rej-

w gametach (fot. 4A). Metoda FISH unhiovia duch, 2008; Kozubska-Sobdéska i in., 2009).
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Fot. 4. Technika FISH: (A) identyfikacja heterosam@ kozich spermatocytach lgadu i plemnikach; (B)
analiza procesu mejozy — sygnaty hybrydyzacyjneawsk zdysocjowany biwalent ptciowy w stadium
metafazy | spermatogenezy
Fig. 4. FISH technique: (A) identification of hateomes in goat primary spermatocytes and spermatqdBy
analysis of meiosis process — hybridization sigshlsw the dissociated sex bivalent in the metaphsisge
of spermatogenesis

Nieprawidtowosci kariotypu zwierzat w aspe-  prawy tego uszkodzenia, prowadej do utwo-
kcie gatunkowym rzenia daego dwuramiennego chromosomu
i utraty matych okotocentromerowych fragmen-

Badania cytogenetyczne zwigrhodow-  tOw. Fuzje centryczne magvystepowa zarOw-
lanych rozpoogo w Polsce od potowy lat siedem- no w formie dicentrycznej, jak i monocentrycz-
dziesitych ubieglego wieku. Pogtkowo ocely  nej, a postamonocentrycznawiadczy o utrwa-
kariotypu obgto dwa gatunki: bydtodwinie. lonej w kariotypie formie translokaciji.

Kariotyp bydta, ze wzgdu na akrocen- Zdiagnozowano ponad 60 adych
tryczrg morfologe autosomoéw oraz charaktery- translokacji robertsonowskich u wielu ras by-
styczny dla tego gatunku typ aberracji chromo-dta, zaréwno prymitywnych, jak i szlachetnych
somowych, polegagych na fuzjach centrome- (gtdwnie o uytkowosci migsnej). Nosiciele
rowych, ocenia gigtébwnie na podstawie analizy translokacji robertsonowskich nagprawidtowy
chromosoméw metafazowych, barwionych kon-fenotyp. W wekszaici bada u osobnikéw
wencjonalnie barwnikiem Giemsy i tylko w uza- obarczonych fuzjami centrycznymi odnotowano
sadnionych przypadkach stosujeg diechniki  obnizenie ptodnéci, wyrazajace s¢ u buhajoéw
barwienia rénicowego. Z kolei, ocenprawi- nizszym wskanikiem niepowtarzalréi rui,
dlowosci kariotypu $win prowadzi st na pod- natomiast u krow wydkonym okresem mgi
stawie obrazu chromosomoéw metafazowych,dzywycieleniowym.
barwionych technikami pg¢kowymi (GTG, Badania przebiegu mejozy u nosicieli
QFQ i RBA), co umgliwia precyzyjry diagnoz  translokacji robertsonowskich ujawnity w sta-
wyjatkowo czsto wysepujacych u tego gatunku dium pachytenu | podzialu mejotycznego two-
rearartacji chromosomowych typu translokacji rzenie s¢ triwalentu, ztidonego z chromosomu
wzajemnych (fot. 1A). translokowanego oraz dwdoch chromosomow

Wieloletnie badania kilkutyscznej po- z par zaangawanych w translokaej Triwalent
pulacji bydta wykazalyze najczstsz mutachp  zazwyczaj prawidtowo segreguje, czego efektem
chromosomow, wystpujaca u tego gatunkuas jest powstawanie dwdch rodzajow gamet: z pra-
fuzje centryczne, zwane translokacjami robert-widtowg liczbg chromosoméw (n=30) oraz za-
sonowskimi, ktére powstaw wyniku pekniecia  wierajgcych chromosom translokowany (n=29).
dwdéch chromosomow akrocentrycznych w oko-Nieprawidlowa segregacja zachodzi  rzadko
licy centromeru, a nagtnie nieprawidtowej na- idotyczy kilku procent komoérek, dziglych sé
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mejotycznie, a jej efektem jest powstawanie aneujednak pod uwag ze anastomozy powstaj
ploidalnych gamet, ktére po zaptodnieniu odpo-u jednego do kilkunastu procent Apliat ow-
wiadap za powstawanie aneuploidalnych zarod-czych, w konsekwencji €&tas¢ frymartynizmu
kéw, zamierajcych we wczesnym okresie rozwo- u tych gatunkéw ksztattujeesha podobnym po-
ju embrionalnego, co prowadzi do niewielkiego ziomie (Rejduch iin., 2004; Rychlik i in., 2005).
obnizenia ptodnéci, na poziomie okoto 5%. Wsrod  aberracji, dotyeych liczby
Najczscie] diagnozowasm w populacji  chromosomoéw, istotnpozycg zajmup aneuplo-
bydia fuzp centryczig jest translokacja robert- idie heterosomoéw, poleggie na pojawieniu i
sonowska 1;29 (fot. 2A). Pierwsze jej przypadki dodatkowego (trisomia) lub braku (monosomia)
opisano w 1964 r. w populacji szwedzkiego by-chromosomu piciowego w kariotypie nosiciela.
dia czerwono-biatego, a kolejne zdiagnozowanoZ reguly ¢ one przyczyn wad rozwojowych
u bydta ras wioskich: Chianina i Piemonteseuktadu rozrodczego i bezptodiod. Anomalie te
oraz francuskich: Blonde d’Aquitaine, Charolai- powstaj na skutek zaburdeprzebiegu mejozy
se, Limousine). typu non disjunctiou jednego z rodzicoéw, po-
W Polsce fuzj centryczg 1;29 diagno- wodujgc tworzenie gamet z nadliczbowymi
zowano w populacji bydta rasy Charolaise,chromosomami ptciowymi lub z ich brakiem.
u potomstwa trzech buhajéw rasy Blonde Trisomia XXY u buhaja zostala po raz
d’Aquitaine, a take u osobnikédw ras: nizinnej pierwszy opisana w 1965 r. Dotychczas stwierdzo-
czarno-bialej, nizinnej czerwono-biatej i polskiej no kilkangcie przypadkéw nosicieli tego syndro-
czerwonej (fot. 2A). Oprocz fuzji 1;29 w polskiej mu, ktérych kariotyp wyrzony byt trisomj prost,
populacji bydta zidentyfikowano dwie inne trans- chimeryzmem lub mozaik zawsze jednak
lokacje robertsonowskie. W piervaszdiagnozo-  z udziatem linii XXY. Spérdd czterech przypad-
warg U pkcioraczkow rasy czerwono-biatej, zaan- kow zdiagnozowanych w Polsce, u trzech buhaj-
gazowane byly chromosomy z par 13. i 24., nato-kdéw z zespotem XXY aberracja wyptta w po-
miast w drug (dicentryczg) u buhajka rasy czer- staci prostej, hatomiast u czwartego w formie chi-
wono-biatej — chromosomy z par 5. i 22. meryzmu 60,XX/61,XXY (Stota i in., 2003).
Inng kategor¢ wad Kkariotypu, najcz U buhajéw z trisomai XXY stwierdzano hipoplazgj
sciej spotykag u bydta, stanowi chimeryzm leu- jader, r@ny stopié degeneracji kanalikow plem-
kocytarny XX/XY. Polega on na wygiowaniu  nikotworczych, wwkszaci przypadkow brak
we krwi jednego osobnika dwoch populacji ko- spermatogenezy, czasem stabszy rozwoj soma-
mérek o kariotypie gekim i zenskim. Pojawia tyczny. Jedyny przypadek prawidlowego przebie-
sie u bliznigt réznopiciowych i jest wynikiem gu spermatogenezy u buhaja o Kkariotypie
tworzenia s} wspolnego krwiobiegu poprzez 60,XY/61,XXY/59,XO zostat opisany w 1975 r.
anastomozy, czyli petzenia naczyniowe rH Charakterystyczncechy kariotypuswini
dzy btonami ptodowymi wspétdniakéw. Ja- domowej jest wydtkowo czste wysgpowanie
towki — nosicielki chimeryzmu leukocytarnego rearamacji strukturalnych, ktére powstajnaj-
Sa bezptodne, natomiast brak jednoznacznej odezgsciej de novojako rezultat pknie¢ w niesta-
powiedzi dotyczcej ptodndci buhajkéw. Nie-  bilnych regionach genomu (miejscach tamli-
ktorzy autorzy twierdg, ze na ogdét buhaje wych chromosoméw +ragile sited pod wply-
z chimeryzmem nie wykazujpbnizenia ptodno- wem szkodliwego dziatania czynnik@rodowi-
$ci i po doktadnym zbadaniu jaka nasienia skowych. Nie stwierdzono dgt u tego gatunku
mog by¢ warunkowo dopuszczone do rozrodu. dwéch identycznych aberracji strukturalnych
Inni natomiast wskazajna zmiany morfologii, u niespokrewnionych osobnikéw; zaobserwowa-
ruchliwasci i przezywalnasci plemnikow, wady no jednakze s one efektem powtarzgiych sg,
akrosomu, niekiedy azoospermistabe libido, nielosowych pknie¢ chromatyd, zaréwno pod
obnizong zywotnas¢ i koncentragj plemnikow.  wzgledem zaangawania poszczegolnych chro-
Zjawisko cihzy mnogich u bydta dotyczy nie- mosomow, jak i ich regionéw.
spetna 2% urodze natomiast anastomozy roz- Przypadki translokacji wzajemnych, kt6-
wijaja sie u okoto 98% blinigt. Znacznie cg re dominuj wsréd nieprawidtowéci kariotypu
sciej cigze mnogie zdarzajsie u owiec (od 40 $win, dotycz wszystkich chromosoméw auto-
do blisko 100% aizy, zaleznie od rasy). Bigjc  somalnych i heterosomow. Translokacje wza-
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jemne powstaj w wyniku pekniecia dwdch lub  ktérym obgto liczne populacjéwin naswiecie,
wiecej r&nych chromosomow i wzajemnej wy- jest identyfikacja okoto 200 wad Kkariotypu,
miany fragmentéw chromosomowych na skutekgtéwnie strukturalnych aberracji chromosomo-
nieprawidtowe] naprawy tychegnigé. Mutacje  wych (ponad 150 translokacji wzajemnych, 3
te nie powoduyj zmiany liczby chromosomoéw, translokacje Robertsonowskie, 1 tandem-fuzja
lecz zmieniaj ich morfologe, 3 dziedziczne, translokacja, co najmniej kilkafge inwersiji
a czs$¢ opisanych przypadkow powstade novo  para- i pericentrycznych) oraz nielicznych aneu-
(fot. 1A) (Danielak-Czech i in., 2006; Danielak- ploidii (39 XXY, 37 X, 40 XXXY) i kilkunastu
Czech i Stota, 2007). przypadkow chimeryzmu limfocytarnego. Spo-
Najwigkszym problemem hodowlanym $rod opisanych dat u swini mutacji chromo-
s3 dziedziczne zréwnowane translokacje wza- somowych, dziewi¢ zdiagnozowano w Polsce
jemne, drastycznie obdjace liczly prosigt  (wszystkie, z wyjtkiem jednej, w Instytucie
w miotach (5100%, catkowita bezptoddé do-  Zootechniki PIB w Balicach k. Krakowa): dwie
tyczy nosicieli translokacji X;autosom), nieco inwersje, p¢¢ translokacji wzajemnych i jedn
mniejszym translokacje Robertsonowskie lubtandem fuz-translokacg u swini domowej,
fuzje tandemowe (ob#gnie ptodnéci 5-22%), atake translokag Robertsonowsk w formie
czy inwersje (tylko w nielicznych przypadkach hetero- i homozygotycznej u dzika europejskie-
ptodna¢ nieznacznie rsza) (fot. 1) (Danielak- go oraz mieszadw dzika iswini domowe.
Czech i Slota, 2008 a, b). Nosicielstwo wad kariotypu wke sk
Przyczyn obnizenia ptodnéci nosicieli  zwykle z nieptodnécia lub obnizong ptodndcia
wad kariotypu s zaburzenia procesu gameto- (sporadycznie powkars z cechami fenotypu
genezy, spowodowane nieprawidipwoniuga- obojnaczego), przedzapc o niskiej przydatno-
Cja i segregag nietypowych struktur chromo- s$ci rozptodowej zwierst hodowlanych, obar-
somowych (tetrawalent, triwalent, uniwalent czonych tymi nieprawidtow&ciami. Wady te nie
zamiast charakterystycznych biwalentéw), comog by¢ rozpoznane bez przeprowadzenia dia-
prowadzi do powstawania gamet, a po ich zagnostyki cytogenetycznej, ponieswvaa ogot wy-
ptodnieniu — zarodkéw o niezrownowanym  stgpuja u osobnikdw o normalnym eksterierze
kariotypie, ktére s eliminowane we wczesnych (i prawidtowych parametrach nasienia w przy-
etapach rozwoju. W zwiku z tym, w przypadku padku knuréw), a poprzez sztugzimseminacj
knuréw obarczonych aberracjami chromosomo-mog by¢ szybko rozprzestrzeniane w popula-
wymi, do klasycznej diagnostyki cytogenetycznejcjach, powodujc straty w hodowli o istothym
wigcza s¢ dodatkowe procedury analityczne, znaczeniu ekonomicznym. Mioa temu zapo-
umazliwiajace ocer przebiegu spermatogenezy biec poprzez wczesne diagnozowanie i elimina-
w tkankach gder. Procedury te obejmupnaliz  cj¢ zwierat, dotknitych aberracjami chromo-
procesu koniugacji w spermatocytach kda  somowymi, przede wszystkim monitogajcyto-
w stadium pachytenu profazy | podzialu mejo- genetycznie knury inseminacyjne przed ich wy-
tycznego przy #yciu techniki uwidaczniania korzystaniem w rozrodzie.
komplekséw synaptonemalnych w mikroskopie W wielu krajach europejskich funkcjonu-
swietlnym lub elektronowym oraz badanie mikro- ja systemy kontroli kariotypu rozptodnikéw kie-
skopowe prawidlow&ri segregacji chromoso- rowanych do Stacji Hodowli i Unasieniania Zwie-
méw  (barwionych odczynnikiem Giemsy) rzat, natomiast w Polsce w Instytucie Zootechniki
w stadium metafazy | i Il w trakcie konwencjo- PIB w Balicach od 1989 r. realizowany jest moni-
nalnej oceny przebiegu mejozy w spermatocytachtoring cytogenetyczny buhajéw i knuréw zaro-
Zdiagnozowanie zaburze przebiegu mejozy dowych. Skuteczrié funkcjonowania systemu
umazliwito poznanie podiga nieptodnéci lub ob-  kontroli kariotypu uzasadnia potrzekontynuaciji
nizonej ptodnéci osobnikdw obarczonych zréw- i intensyfikacji cytogenetycznych badg@rzesie-
nowazonymi mutacjami chromosomowymi, ze wowych populacji zwierg gospodarskich, ze
szczegblnym uwzgtinieniem nosicieli transloka- szczegolinym uwzgtinieniem miodych samcow
cji konstytutywnych (Rejduch i in., 2003, 2006).  przed ich wykorzystaniem w rozrodzie (Slota
Efektem monitoringu cytogenetycznego, i in., 2004; Danielak-Czech i Stota, 2008 a, b).
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CYTOMOLECULAR DIAGNOSTICS IN MODERN FARM ANIMA L BREEDING
Summary

Molecular genetics techniques (FISH, PRINSsitu PCR) play a significant role in the study of struc
ture, function and changes of metaphase or inteplchromosomes (in somatic, reproductive and emiryo
cells), ensuring considerable progress in strutygaomics of farm animals. Molecular analysis timatudes
FISH techniques finds increasing use in breedirgtpre as complementary to the classical cytogewigigno-
sis, necessary for identification and charactedpabf genetic defects determined by chromosomatrations
and for evaluation of their biological and popuaticonsequences. The new diagnostic tools willrdmurte to
identifying further chromosomal mutations and tor@asing our knowledge of genetic defects in fanimals.
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