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he Robertsonian translocation, also known as

centric merge of chromosomes, is a common
type of chromosomal abnormalities. It is defined
as the connection of two acrocentric non-homo-
logical chromosomes in the centromeric regions
resulting in the emergence of the single metacen-
tric chromosome. This leads to the reduction of
the overall number of chromosomes in the karyo-
type to 59 for heterozygous and 58 for homo-
zygous carriers instead of a normal value of 60
chromosomes.

The first description of the Robertsonian
translocation was made in 1964 by 1. Gustavsson
and G. Rockborn. They defined it as the merge of
the first and the twenty-ninth chromosomes (RT
1/29) in Swedish Red and White breed. The Rob-
ertsonian translocation was found in at least 20
other breeds of cattle from 12 different countries
after that Popescu i Pech (1991), Pollock i Bow-
man (1974), Yimer i Rosnina (2014), Nicolas i in.
(1995), Rangel-Figueiredo i lannuzzi (1991), Du-
cos i in. (2008).

Nowadays we know over 50 described
types of the Roberstsonian translocations in cat-
tle, and they were formed by different autosomes:
15 and 25 (Iannuzzi et al., 1992), 16/18 (Iannuzzi
et al., 1992), 21 and 27 (Berland et al., 1988),
25 and 27 (De Giovanni et al., 1979), 4 and 10
(Bahri-Darwich et al., 1993), 19 and 21 (Pinton
et al., 1997), 13 and 21 (Kovacs et al., 1973), 1
and 25 (Stranzinger and Foster, 1976), 3 and 4
(Popescu, 1977), 14 and 24 (Di Berardino et al.,
1979), 16 and 20 (Rubes et al., 1996).

According to the numerous researchers,

the heterozygous animals-carriers of the Robert-
sonian translocations are phenotypically normal,
in general. However they can often be infertile be-
cause of the emergence of the aneuploid gametes.
This leads to the forming of unbalanced sex cells
from segregation at meiosis of trivalents in het-
erozygous carriers and zygotes with monosomy
and trisomy (Tateno and Miyake, 1994; Molteni
et al., 2005).

At the same time, the researchers note
the negative influence of the Robertsonian trans-
locations, particularly — an impact of the translo-
cations 1/29 on the cattle fertility (Schmutz i in.,
1991). Thus, the cows carrying the RT 1/29 need
a higher mean number of services per conception
and a lower conception rate at the first service
(Kovacs i in., 1992).

In this paper we made an attempt to com-
pare the fertility of the RT 1/29 carriers and the
cows with a normal karyotype, and we announce
about the new Robertsonian translocation in
Ukrainian Red and White Dairy cattle breed with
its phenotypic effect.

Materials and methods

As a part of a cytogenetic monitoring, 91
cows of Red and White dairy breed were studied
at the State Enterprise Research Farm «Khrysty-
nivka» (Khrystynivka, Ukraine) and at the Insti-
tute of Animal Breeding and Genetics nd.a. M.
V. Zubets of NAAS (Chubynske, Ukraine). The
preparation of the culture of lymphocytes and
chromosomes samples were held by the Moor-
head method (Moorehead i in., 1960).
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According to this method, 1 ml of animal
peripheral blood was added into 5 ml of RPMI
1640 cell culture medium (‘Sigma’, USA) pre-
mixed with the cattle fetal serum and 0.1 ml of
phytohemagglutinin (FGA), (‘Sigma’, USA). The
culture had been cultivated for 48 hours at +37°C.

A 0.05%-solution of colchicine (‘Serva’,
Germany) was added in 2 hours before the end of
the cultivation process. The post-centrifugation
cell residue had been treated with the hypoton-
ic KCI solution (0.75 M) for 20 min at +37°C.
The material was fixated and washed with metha-
nol-acetic fixative (3:1) after that.

The G-differential staining was per-
formed according to the M. Seabright method
(1971) with modifications.

35-40 metaphases, stained with Giem-
sa mixture (Merk, Germany), were analyzed for
each of the animals, using a ‘Carl Zeiss’ binocular
microscope (Germany).

The coefficient of reproductive capacity of
cows was calculated using the following formula:

CoRC - 365/ICP, where:

365 —number of days in a year;

ICP — inter-calve period.

Results and discussion

The mitotic chromosomes were studied
in 91 cows of Ukrainian Red and White dairy
breed within a single herd. The study revealed
83 animals with a modal chromosome number of
2n=60, 8 animals with a chromosome number of
2n=60, 7 of which had a Robertsonian transloca-
tion 1/29 (Fig. 1). The translocation 1/29 could
be spotted even using a routine staining process,
as this translocation engaged the smallest and the
largest chromosomes in the karyotype. The cen-
tromere constitutive heterochromatin could be
seen in translocated cells behind a G-banding.
All acrocentric chromosomes contained typi-
cally large white constitutive heterochromatin
blocks inside of centromeric areas, as opposed to

X-chromosomes, where such blocks were practi-
cally absent. This fact was considered as an ad-
ditional proof of the emerged translocation. The
frequency of the Robertsonian translocations was
at 8.79% for the given herd. All of 7 cows with
RT 1/29 were offspring of one particular bull.

Fig. 1. The karyotype of a cow with the Robertsonian
translocation 1/29. Scale 100x10

No homozygous animals having the
translocation 1/29 and with the number of chro-
mosomes of 2n=58 were found in our research.

Our analysis of animal fertility proved
the fact that the cows with the 1/29 transloca-
tion had a longer service period by 41.66 days
(P<0.001) and an average insemination index was
twice higher in comparison to the animals with
a normal karyotype (Table 1). The reproductivi-
ty capacity index and the number of services per
conception were higher as well.

The negative effect of RT 1/29 on animal
fertility had been confirmed by other researchers
(Schmutz i in., 1991). According to Bonnet-Gar-
nier et al. (2008), the number of unbalanced gam-
etes in such animals is 2.76% in sperm and 4.06%
in eggs.
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Table 1. The karyotype distribution in cattle

Avgrage SEIVICE | I semination index — Coefficient Number of
period duration . . S
Karyotype n afier the first number of services of reproductive stillbirths,
calving per conception (SPC) | capacity of cows miscarriages
Normal karyotype 83 89.78+5.60 1.60 0.88+0.05 -
Rob (1;29) 7 131.44+7,0 3.33 0.76+0.02 2.0

As a result of study, it was stated that out
of 8 cows with identified translocations, one cow
(inventory number 6040) had the Robertsonian
translocation, which appeared from merging of
two other autosomes with a set of 59 chromo-
somes. More than 100 mitoses were analyzed and
it was found that 45 of them contained 59 chro-
mosomes, moreover, one chromosome differed
from X-chromosomes as well as from RT 1/29.
The G-banding proved that the translocated chro-
mosome was dicentric and it was produced with
help of 13 and 23 chromosomes. Thus, we had
found a new translocation RT 13/23. We could
assume that this translocation appeared de novo
during hematogenesis or embryogenesis, and this
was the first animal from the family to develop an
anomaly without passing it to offspring (Fig. 2).

During the period of the farm exploita-
tion of this cow 6040, two phenotypically healthy
calves (a bull and a heifer) were born, and one
pregnancy was terminated by miscarriage. One of
the offspring of this cow (the heifer) did not inher-
it the translocation from the mother. The karyo-
type analysis of the bull could not be performed
due to its departure from the herd. The karyotype
analysis of the mother (the cow Boyka 8644) did
not reveal such a translocation. We couldn’t find
out whether the mutation was inherited from the
father (Dyplomat 401497), however. It should
be noted that the cytogenetic testing of this fe-
tus’ four daughters did not reveal the presence of
a translocated chromosome. Any of cytogenetic
studies of the eight half-sisters of this animal also
did not display any chromosomal abnormalities.

The cow, in which we detected the RT
13/23, yielded 6787 kg during the first lactation,
the service period was 188 days after the first
calving, and the inter-calve period was 470 days.

Fig. 2. The metaphase plate of Ukrainian Red-and
-White dairy breed of cattle with RT 13/23

We did not find any reports in the litera-
ture noting the translocation involving chromo-
somes 13 and 23 in cattle. Apparently, the RT
13/23 we found is either a little-studied or yet un-
explored translocation.

Resume. The article compares fertility
of the RT 1/29 carriers as well as cows with nor-
mal karyotype. It was found that animals with RT
1/29 had a longer service period by 41.66 days
(P<0.001) and an average insemination index was
twice higher in comparison to the animals with a
normal karyotype.
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Ukrinskie bydto mleczne — Ukrainian dairy cattle breed
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Translokacje robertsonowskie i ich wptyw
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Translokacja robertsonowska (RT), zwana ina-
czej fuzja centryczng jest czgsto spotykanym
zaburzeniem chromosomowym. Okreslana jako
potaczenie dwoch niehomologicznych chromo-
somow akrocentrycznych w rejonie centromeru,
powoduje powstanie pojedynczego chromosomu
metacentrycznego. Prowadzi to do zmniejszenia
catkowitej liczby chromosomoéw w kariotypie
z normalnych 60 do 59 w przypadku osobnikow
heterozygotycznych i do 58 w przypadku osobni-
kéw homozygotycznych.

Translokacje robertsonowska opisali po
raz pierwszy l. Gustavsson i G. Rockborn w 1964
r., okreslajac ja jako fuzje chromosomow nr 1129
(RT 1/29) u bydta rasy szwedzkiej czerwono-bia-
fej. Od tego czasu stwierdzono ja w ponad 20 ra-
sach bydta w 12 krajach (Popescu i Pech, 1991;
Pollock i Bowman, 1974; Yimer i Rosnina, 2014;
Nicolas i in., 1995; Rangel-Figueiredo i lannuzzi,
1991; Ducos i in. (2008).

Jak dotad, opisano u bydta ponad 50
rodzajow translokacji robertsonowskich, utwo-
rzonych przez nastgpujace autosomy: 15 1 25
(Iannuzziiin., 1992), 16/18 (lannuzzi i in., 1992),
21127 (Berland i in., 1988), 25127 (De Giovanni
1in. 1979), 4 1 10 (Bahri-Darwich i in., 1993), 19
i 21 (Pinton 1 in., 1997), 13 i 21 (Kovacs i in.,
1973), 1 1 25 (Stranzinger i Foster, 1976), 3 i 4
(Popescu, 1977), 14124 (Di Berardino i in., 1979)
oraz 16 1 20 (Rubes i in., 1996).

Wedhug wielu badaczy, osobniki hetero-
zygotyczne — nosiciele translokacji robertsonow-
skich sa generalnie osobnikami o normalnym fe-
notypie, jednak czesto sa nieptodne ze wzgledu na
wystepowanie gamet aneuploidalnych. Prowadzi

to do powstania niezrownowazonych komorek
plciowych wskutek mejotycznej segregacji triwa-
lentéw u nosicieli heterozygotycznych oraz zygot
z monosomig i trisomig (Tateno i Miyake, 1994;
Molteni i in., 2005).

Jednoczesnie, autorzy zwracaja uwage na
negatywne efekty translokacji robertsonowskich,
w szczeg6lnosci translokacji 1;29 na ptodnosé
bydta (Schmutz i in., 1991). Tym samym, krowy
bedace nosicielami translokacji 1;29 potrzebuja
srednio wigkszej liczby inseminacji na zacielenie
i charakteryzuja si¢ nizszg skuteczno$cig pierw-
szej inseminacji (Kovacs i in., 1992).

Niniejsza praca poréwnuje ptodnos¢ no-
sicieli translokacji robertsonowskiej 1;29 oraz
krow o normalnym kariotypie, jednoczesnie opi-
sujac pojawienie si¢ nowej translokacji robertso-
nowskiej u bydta mlecznej rasy ukrainskiej czer-
wono-biatej wraz z jej efektem fenotypowym.

Material i metody

W ramach monitoringu cytogenetycznego
przebadano 91 krow mlecznej rasy czerwono-biatej
w Przedsigbiorstwie Panstwowym Gospodarstwie
Badawczym  , Khrystynivka”  (Khrystynivka,
Ukraina) oraz w Instytucie Hodowli i Genetyki
Zwierzat Narodowej Akademii Nauk Rolniczych
Ukrainy (Chubynske, Ukraina). Przygotowanie
hodowli limfocytéw 1 probek chromosomoéw
przeprowadzono wedlug metody Moorheada
(Moorehead i in., 1960).

Zgodnie z metoda, 1 ml krwi obwodowej
zwierzat dodano do 5 ml podtoza RPMI 1640
(Sigma, USA), wczesniej zmieszanego z surowi-
cg ptodow bydlecych i 0,1 ml fitohemaglutyniny
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(FGA) (Sigma, USA). Pozywke¢ hodowano przez
48 h w temperaturze +37°C.

Na 2 godziny przed zakonczeniem ho-
dowli dodano roztwor 0,05% kolchicyny (Serva,
Niemcy). Po odwirowaniu, pozostato$ci komor-
kowe poddano dziataniu hipotonicznego roztwo-
ru KCI (0,75 M) przez 20 min w temperaturze
+37°C. Nastgpnie, materiat przemywano i utrwa-
lano metanolem i kwasem octowym (3:1).

Barwienie roznicujace wedlug Giemsy
przeprowadzono metoda Seabrighta (1971) wraz
z modyfikacjami.

Dla kazdego z osobnikow analizowano
35-40 ptytek metafazowych barwionych miesza-
ning Giemsy (Merck, Niemcy) przy uzyciu mi-
kroskopu stereoskopowego (Carl Zeiss, Niemcy).

Wskaznik uzytkowosci rozptodowej
krow obliczono za pomocg wzoru:

CoRC — 365/ICP,
gdzie:
365 — liczba dni w roku,
ICP — okres migdzywycieleniowy.

Whyniki i ich omowienie

Chromosomy mitotyczne zbadano u 91
krow rasy ukrainskiej czerwono-biatej pocho-
dzacych z jednego stada. Zidentyfikowano 83
osobniki z modalng liczbg chromosoméw 2n=60,
8 osobnikow z liczbg chromosomow 2n=60,
z ktorych 7 bylo nosicielami translokacji robert-
sonowskiej 1;29 (rys. 1). Translokacja 1;29 byta
widoczna nawet przy zastosowaniu rutynowego
barwienia, poniewaz dotyczyla najmniejszych
i najwigkszych chromosomow w Kkaryotypie.
Konstytutywna heterochromatyne centromerowsg
zlokalizowano w translokowanych komorkach
za prazkami G. Wszystkie chromosomy akro-

centryczne zawieraty zazwyczaj duze biate blo-
ki heterochromatyny konstytutywnej wewnatrz
obszaréw centromerycznych w przeciwienstwie
do chromosoméw X, w ktérych takie bloki prak-
tycznie nie wystgpowaty. Fakt ten stanowi do-
datkowe potwierdzenie powstatej translokacji.
Translokacja robertsonowska wystepowata w sta-
dzie z czestoscig 8,79%. Wszystkie 7 krow z RT
1;29 pochodzito od jednego buhaja.

Rys. 1. Kariotyp krowy z translokacja robertsonowska
1;29. Skala 100x10

Podczas badan nie stwierdzono osobni-
kow z translokacja 1;29 1 liczbg chromosomow
2n=58. Przeprowadzona analiza plodnosci wy-
kazata, ze krowy bedace nosicielami transloka-
cji 1;29 charakteryzowaly si¢ okresem ustugi
dtuzszym o 41,66 dni (P<0,001) oraz dwukrot-
nie wyzszym $rednim wskaznikiem insemina-
cji w poréwnaniu do osobnikow o normalnym
kariotypie (tab. 1). Réwniez wyzszy byt indeks
zdolnosci reprodukeyjnej oraz liczba inseminacji
potrzebnych do zacielenia.
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Tabela 1. Rozktad kariotypoéw u bydta

Sredni okres ustugi Wskazniki Wspotczynnik | Liczba urodzen
Kariotyp n po pierwszym inseminacji — liczba zdolnosci martwych
wycieleniu inseminacji reprodukcyjnej i poronien
na zacielenie (SPC) krow
Kariotyp prawidtowy | 83 89,78+5,60 1,60 0,88+0,05 -
Rob (1;29) 7 131,44+7,0 3,33 0,76+0,02 2,0

Niekorzystny wptyw RT 1;29 na ptod-
nos$¢ zwierzat potwierdzili inni autorzy (Schmutz
iin., 1991). Wedtug Bonnet-Garnier i in. (2008),
liczba niezrownowazonych gamet u takich osob-
nikow wynosi 2,76% u samcow i 4,06% u samic.

Badania witasne wykazaty, ze sposrod 8
krow obarczonych translokacjami jedna (nr 6040)
byta nosicielem translokacji robertsonowskiej po-
wstalej wskutek fuzji dwoch innych automoso-
méw z zestawem 59 chromosomdw. Analiza po-
nad 100 mitoz pokazata, ze w 45 z nich wystepo-
wato 59 chromosomdw; co wiecej, jeden chromo-
som r6znit sie od chromosomow X, jak rowniez od
RT 1;29. Na podstawie barwienia wedlug Giemsy
stwierdziliSmy, ze translokowany chromosom
byt dicentryczny i powstat przy pomocy 13 i 23
chromosomoéw. Tym samym, zidentyfikowalismy
nowg translokacje RT 13;23. PrzyjeliSmy, Ze trans-
lokacja ta powstala de novo podczas hematogene-
zy lub embriogenezy i ze byl to pierwszy osobnik
w rodzinie z tym zaburzeniem, ktorego nie przeka-
zal swojemu potomstwu (rys. 2).

Podczas uzytkowania krowy nr 6040
w gospodarstwie urodzily si¢ dwa fenotypowo
normalne cieleta (buhaj i jatowka), a jedna cigza
zakonczyta si¢ poronieniem. Jeden z potomkow
tej krowy (jatowka) nie odziedziczyt translokacji
po swojej matce. Analizy kariotypu buhaja nie
przeprowadzono ze wzgledu na jego eliminacje
ze stada. Analiza kariotypu matki (krowa Boyka
8644) nie wykazala obecnosci takiej translokacji,
jednak nie udato nam si¢ stwierdzi¢, czy muta-

cja zostala odziedziczona po ojcu (Dyplomat
401497). Nalezy zauwazy¢, ze cytogenetyczne
analizy czterech pochodzacych od niego corek
nie wykazaly obecno$ci translokowanego chro-
mosomu. Zadne z badan cytogenetycznych o$miu
potsidstr tego osobnika nie ujawnito nieprawidto-
wosci chromosomowych.

Krowa, u ktérej zidentyfikowali§my RT
13;23, wyprodukowata 6787 kg mleka w pierw-
szej laktacji, jej okres ustugi po pierwszym ocie-
leniu wyniost 188 dni, a okres miedzywycielenio-
wy trwat 470 dni.

Fig. 2. Plytka metafazowa osobnika rasy ukrainskiej
czerwono-biatej z translokacja RT 13;23

W dostepnej literaturze nie znalezliSmy
badan stwierdzajacych translokacje w chromoso-
mach 13 1 23 u bydta. Wydaje sig, ze zidentyfiko-
wana przez nas translokacja RT 13;23 jest stabo
zbadana lub nieznana.
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Podsumowanie kacji 1;29 charakteryzowaty si¢ okresem ushugi
Artykut poréwnuje plodnos¢ nosicie- dhuzszym o 41,66 dni (P<0,001) oraz dwukrot-

li translokacji robertsonowskiej 1;29 oraz krow  nie wyzszym $rednim wskaznikiem inseminacji

o normalnym kariotypie. w poréwnaniu do osobnikéw o normalnym kario-
Osobniki bedace nosicielami translo- typie.
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