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Badania cytogenetyczne obejmujg analizy aparatu genetycz-
nego komorki, ktérego istotng czescig sg chromosomy beda-
ce gtébwnym nosnikiem informacji genetycznej. Zestaw chro-
mosomow, charakterystyczny pod wzgledem liczby i morfolo-
gii, nosi nazwe kariotypu. Rozwéj badan cytogenetycznych,
przypadajacy na lata sze$cdziesigte naszego stulecia, stat
sie mozliwy dzieki opracowaniu metod hodowli komérkowych
w ptynnych podtozach hodowlanych. Materiat do hodowli sta-
nowig najczesciej limfocyty, ze wzgledu na fatwos¢ sterylne-
go pobierania prébek krwi oraz mozliwoéci pobudzenia tych
komoérek do podziatu odpowiednimi preparatami. Podziat ko-
morek jest blokowany w stadium metafazy, kiedy struktury
chromosoméw stajg sie wyrazne. Po wykonaniu preparatéw
,rozsypanych” chromosomoéw i zabarwieniu ich barwnikiem
Giemsy mozliwa jest obserwacja tych struktur w mikroskopie
Swietinym, a w nastepstwie takiej analizy ustalenie prawidto-
wej dla kazdego gatunku liczby i wtasciwej morfologii.

U bydta liczba diploidalna 2n (liczba chromosomoéw w ko-
morce somatycznej) wynosi 60 struktur — 58 akrocentrycz-
nych, z centromerem potozonym na koncu chromatydy, i 2
ptciowe submetacentryczne, z centromerem dzielgcym chro-
matyde na dwie nieréwne czesci. U $win 2n=38 — 12 struktur
akrocentrycznych, 16 submetacentrycznych (w tym 2 ptcio-
we) i 10 metacentrycznych. Owce posiadajg 54 chromosomy
— 7 meta- i submetacentrycznych oraz 47 akrocentrycznych.
Chromosom piciowy X jest akrocentryczny, a Y metacen-
tryczny. Wiekszg liczbg chromosomow charakteryzujg sie ko-
nie, ktorych kariotyp liczy 64 chromosomy — 27 meta- i sub-
metacentrycznych (w tym jeden chromosom piciowy X) oraz
37 struktur akrocentrycznych z chromosomem Y.

W pierwszym okresie badan, w analizach preparatéow
chromosomowych uzyskiwanych po hodowli limfocytéw, sto-
sowano wylgcznie konwencjonalne metody bawienia, umoz-
liwiajgce wstepnag diagnoze niektérych aberracji chromoso-
mowych, przede wszystkim liczbowych. Nastepnie wprowa-
dzano sukcesywnie techniki barwienia réznicowego. Polega-
ja one najczegsciej na trawieniu utrwalonych struktur chromo-
somowych enzymami, roztworami zasad, soli, a nastepnie
ich barwieniu. W ten sposéb uzyskuje sie wyrazne, powta-
rzalne wzory barwne na catej dtugosci chromatydy lub w o-
kreslonym rejonie.

Intensywny rozwoéj badan cytogenetycznych w ciagu trzy-
dziestu pigciu lat, zaowocowat diagnozg licznych przypadkéw
anomalii chromosomowych u waznych, z ekonomicznego pun-
ktu widzenia, gatunkow zwierzat gospodarskich. Nieprawidto-
wosci kariotypu — liczbowe i strukturalne — stwierdzono u bydta,
$win, owiec, koz, koni, zwierzat futerkowych oraz drobiu.
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Whnikliwe badania osobnikéw obarczonych aberracjami
chromosomowymi wykazaty istotny i niekorzystny wptyw no-
sicielstwa nieprawidtowosci kariotypu, przede wszystkim na
ptodnos¢ oraz rozwoj zwierzat. Uzyskane wyniki byty powo-
dem wzrostu zainteresowania hodowcéw badaniami cytoge-
netycznymi, ktorego efektem byto opracowanie programow
kontroli cytogenetycznej materiatu zarodowego.

Badania cytogenetyczne nabierajg szczego6lnego znacze-
nia w aspekcie coraz powszechniejszego stosowania metod
biotechnologicznych w produkcji zwierzecej, takich jak
sztuczne unasienianie i przenoszenie zarodkéw. Metody te
wykorzystywane sg na szerokg skale w rozrodzie bydta — in-
seminuje si¢ okoto 60% pogtowia krow. Skala stosowania
sztucznego unasieniania $win jest mniejsza i dotyczy okoto
35% pogtowia loch. Inseminacja pozwala na znacznie wiek-
sze wykorzystanie potencjatu rozrodczego samcéw, a réwno-
cze$Snie wymaga zaostrzenia kryteriow selekcji materiatu za-
rodowego.

Metodg pozwalajgcg na lepsze wykorzystanie potencjatu
rozrodczego samic jest superowulacja i przenoszenie zarod-
kow. W Polsce jest ona stosowana u bydta na skale praktycz-
ng jeszcze w ograniczonym zakresie, mozna jednak przy-
puszczac, ze w kolejnych latach ilos¢ ta bedzie rosta. Krowy
dawczynie zarodkéw powinny stanowi¢ najlepszy, wyselek-
cjonowany materiat zarodowy.

W Instytucie Zootechniki analizy cytogenetyczne rozpo-
czeto w roku 1978, obejmujac nimi poczatkowo bydto, a nas-
tepnie owce, $winie i konie. Najliczniejszg grupa zwierzat ob-
jeta badaniami cytogenetycznymi byta populacja bydta, licza-
ca okoto 2500 sztuk, w ktérej zdiagnozowano szereg anoma-
lii chromosomowych. Pierwszg z nich byt chimeryzm leuko-
cytarny 60,XX/60,XY (kilkadziesigt przypadkéw). Chimeryzm
60,XX/60,XY stwierdzano u réznych ras bydfa. Ta kategoria
nieprawidtowoséci kariotypu, polegajgca na obecnosci dwéch
populacji komérek — o kariotypie meskim i zeAskim — w krwi
osobnikéw pochodzgcych z cigz blizniaczych réznoptcio-
wych, jest najczesciej spotykang anomalia chromosomowg
u tego gatunku. Jatowki, nosicielki tej nieprawidtowosci (fry-
martyny), sa bezptodne, podczas gdy buhaje wykazujg cze-
sto obnizenie niektorych parametréw nasienia, przede wszys-
tkim ruchliwosci i koncentracji plemnikéw, w poréwnaniu do
tych samych parametrow u osobnikéw o prawidtowym kario-
typie.

Kolejnymi nieprawidtowoéciami kariotypu charakterystycz-
nymi dla bydta sg translokacje robertsonowskie. Polegajg one
na potaczeniu w miejscu centromeru dwéch chromosomow
akrocentrycznych i utworzeniu struktury meta- lub submeta-
centrycznej. Takie przeorganizowanie kariotypu prowadzi do
zmniejszenia liczby chromosomoéw, przy czym nie zmienia sie
liczba ich ramion. W Instytucie Zootechniki zdiagnozowano
okoto 30 przypadkéw najczesciej wystepujacej translokacji
chromosomow pierwszej i dwudziestej dziewiatej pary oraz
pojedyncze przypadki fuzji chromosomoéw trzynastej i dwu-
dziestej czwartej pary, a takze piatej i dwudziestej drugiej pa-
ry. Wymienione translokacje zdiagnozowano u ras: polskiej
czerwonej, czerwono-biatej i charolaise oraz u mieszancow
krow rasy czarno-biatej z buhajami blonde d’Aquitaine.

Ocena wskaznika niepowtarzalnosci rui u kréw, okreslaja-
ca ptodno$¢ buhajoéw, wykazata obnizenie tego parametru
u trzech buhajow rasy blonde d’Aquitaine — nosicieli translo-
kacji 1,29 — o0 17% w poréwnaniu z buhajami o prawidtowym
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kariotypie. Natomiast dane literaturowe sygnalizuja nieco po-
nad 5% obnizenie tego wskaznika u buhajéw nosicieli oma-
wianej aberracji. Rozbieznosci te moga by¢ spowodowane
niejednakowa liczebnoscig ocenianych grup zwierzat i rézni-
cami rasowymi. Przyczyna obnizenia ptodnosci sg zaburzenia
w przebiegu podziatu mejotycznego i tworzenie sie¢ gamet za-
wierajgcych nadmiar lub brak materiatu genetycznego, co po-
woduje wczesng Smiertelno$¢ zarodkéw o niezréwnowazo-
nym kariotypie.

U dwoch buhajow rasy czarno-biatej oraz jednego rasy pol-
skiej czerwonej zdiagnozowano trisomie chromosomoéw ptcio-
wych. Wszystkie buhaje obarczone zespotem XXY, rowniez
zdiagnozowane w innych osrodkach na $wiecie, wykazywaty
hypoplazje jader, ktorej towarzyszyta azoospermia lub oligo-
spermia, jako wynik ré6znego stopnia degeneracji kanalikow
nasiennych w poszczegdlnych obszarach jader.

W grupie okoto 1300 $win, wsrod aberracji strukturalnych
zdiagnozowano inwersje pericentryczng chromosomu pierw-
szej pary oraz typowe dla tego gatunku translokacje wzajem-
ne, polegajace na wymianie odcinkéw chromatyd pomiedzy
niehomologicznymi chromosomami. Obserwowano wptyw no-
sicielstwa translokacji wzajemnych (7;13, 8;14 oraz 1;5.) na
ptodnos¢ obarczonych nimi osobnikéw. Stwierdzono, ze $red-
nia liczba prosigt w miocie byta nizsza o 25-48%. Przyczyng
obnizenia ptodnosci, podobnie jak w przypadku translokacji
robertsonowskich u bydta, byt nieprawidtowy przebieg mejo-
zy. | tutaj nieprawidtowy rozdziat chromosoméw byt przyczy-
ng powstawania aneuploidalnych gamet i zarodkow obumie-
rajagcych we wczesnych stadiach zycia ptodowego.

Populacja owiec poddanych badaniom cytogenetycznym
byta mniejsza i sktadata sie¢ z okoto 500 osobnikéw réznych
ras. W tej grupie zwierzat zdiagnozowano tylko dwa rodzaje
nieprawidtowosci kariotypu: translokacje wzajemng i przy-
padki chimeryzmu leukocytarnego. Jedna z owiec — nosiciel-
ka chimeryzmu komorkowego — byta bezptodna.

Badania cytogenetyczne u koni rozpoczeto w Instytucie
Zootechniki dopiero dwa lata temu, stad jedynie kilkadziesiat
osobnikoéw objeto analizg kariotypu. U jednej klaczy rasy wiel-
kopolskiej stwierdzono przypadek chimeryzmu komérkowego
64,XX/64,XY. Zewnetrzne narzady piciowe tej samicy byty
rozwiniete jak u normalnej klaczy, jednak do zazrebienia
doszto dopiero w si6dmym roku zycia, po wielu nieskutecz-
nych prébach inseminaciji.

Z przedstawionych wynikow analiz cytogenetycznych moz-
na wyciagnac¢ wniosek, ze aberracje chromosomowe wyste-
puja u wszystkich gatunkéw zwierzat gospodarskich. Réwno-
czesnie trudno jest ustali¢ czesto$¢ wystepowania poszcze-
golnych nieprawidtowosci kariotypu, ze wzgledu na to, ze gru-
py zwierzat objetych badaniami nie stanowity populacji loso-
wych. Mozna tylko zaobserwowac tendencje gatunkowe od-
no$nie nasilenia pewnych aberracji, np. translokacji robertso-
nowskich u bydta i wzajemnych u $win.

Nalezatoby postawi¢ pytanie: jak beda sie ksztattowaé
straty finansowe wynikajgce z uzytkowania w rozrodzie buha-
jow obarczonych wadami kariotypu. Dotychczas w Instytucie
Zootechniki nie przeprowadzono szczegdtowej analizy efek-
tow ekonomicznych wywotanych nosicielstwem aberracji
chromosomowych u bydta. Przy wprowadzaniu badan cyto-
genetycznych do oceny buhajéw przeznaczonych do rozrodu
kierowano sig¢ wynikami uzyskanymi w Szwecji, gdzie straty
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spowodowane nosicielstwem translokaciji 1;29 ksztattowaty
sie na poziomie 2 milionéw koron rocznie.

Dla zobrazowania rozmiaru strat w hodowli trzody chlew-
nej, wynikajgcych z obecnoéci w stadzie osobnikéw obarczo-
nych translokacjg wzajemng powodujaca redukcje wielkosci
miotu 0 48%, nalezy przedstawi¢ wyniki modelu symulacyjne-
go, uwzgledniajacego warunki polskiej hodowli. Jak z niego
wynika, straty ekonomiczne zwigzane z uzytkowaniem w sta-
dzie jednego knura z translokacjg wynoszg okoto 20 000 zt
przy kryciu naturalnym, natomiast ponad 400 000 zt przy sto-
sowaniu inseminacji w populacji aktywnej. Hipotetyczne stra-
ty powodowane uzytkowaniem w inseminacji jednego knura
z translokacjg sg poréwnywalne z: utratg wartosci zysku na
fermie tucznikéw o rocznej skali produkcji 3 380 sztuk, utratg
wartoéci towarowej brutto ze sprzedazy 1560 tucznikéw lub
stratg na skutek padnigcia 11 267 prosiat jednodniowych (O-
kularczyk, 1996).

U owiec straty ekonomiczne mogg wynikac z nosicielstwa
chimeryzmu komoérkowego u osobnikéw pochodzgcych
z cigz blizniaczych lub mnogich, chociaz odsetek takich zwie-
rzat stanowi tylko od okoto pigciu do kilkunastu procent ogol-
nej liczby bliznigt roznoptciowych.

U koni aberracje chromosomowe dotyczg gtéwnie chromo-
somow piciowych, powodujgc zaburzenia ptodnosci. W przy-
padku wystgpienia takich zaburzen hodowca ponosi znaczne
straty zwigzane z utrzymaniem, probami zazrebienia klaczy
lub ewentualnynii prébami leczenia hormonalnego, podejmo-
wanego czasami w takich przypadkach.

Biorgc pod uwage wymienione biologiczne i ekonomiczne
efekty nosicielstwa nieprawidtowosci kariotypu, badania cyto-
genetyczne powinny stanowi¢ jedno z istotnych kryteriéw o-
ceny materiatu zarodowego. Eliminacja osobnikéw obarczo-
nych anomaliami chromosomowymi zapobiega rozprzestrze-
nianiu sie tych wad w duzej populacji potomstwa. Jednocze$-
nie, ze wzgledu na specyfike gatunkowa i r6znorodne aber-
racje chromosomowe wystepujgce z ré6znym nasileniem
u poszczegolnych gatunkéw zwierzat hodowlanych, proponu-
je sie, obok obowigzujgcego juz systemu kontroli cytogene-
tycznej buhajow przeznaczonych do rozrodu, opracowanie
szczegotowych programoéw kontroli kariotypu u $win, owiec
i koni.

W Polsce kontrola kariotypu Swin, majaca na celu elimina-
cje defektow genetycznych, nie wigze sie z nakazem przepi-
sow hodowlanych. Mozliwo$¢ przeprowadzenia takiej analizy
zaktada sie jedynie w ramach przepiséw zawartych w Instruk-
cji Ministerstwa Rolnictwa, obowigzujacych od 1990 roku, do-
tyczacych badan i oceny przydatnosci rozptodowej knuréw,
opracowanych przez K. Rostanowskiego. Rezultaty kalkulacji
ekonomicznych przeprowadzonych w krajach, w ktorych obo-
wigzujg juz centralne systemy kontroli cytogenetycznej, po-
réwnane z wynikami uzyskanymi dla warunkéw polskiej ho-
dowli, sugerujg koniecznos¢:

— wprowadzenia oceny kariotypu, jako dodatkowego kryte-
rium selekcji, uwzglednianego w krajowym programie dosko-
nalenia trzody chlewnej;

— objecia krajowym systemem kontroli cytogenetyczne;j
grupy knuréw zarodowych, wykazujacych tendencje do pro-
dukcji miotow o nizszej liczebnoéci prosigt (na podstawie
wskaznika przyjetego dla populacji krajowej);

— eliminacji z hodowli zarodowej osobnikéw obarczonych
aberracjami chromosomowymi.
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U owiec kontrolg cytogenetyczng proponuje sie objac
przede wszystkim osobniki pochodzace z cigz blizniaczych
i mnogich oraz tryki przeznaczone do wykorzystania w rozro-
dzie (przy zastosowaniu inseminaciji).

Jezeli chodzi o konie, to do analiz cytogenetycznych po-
winny by¢ kierowane przede wszystkim mtode klacze, ktore

planuje sie wykorzysta¢ w dalszej hodowli, a takze wszystkie
osobniki majgce problemy z rozrodem.

Zaktad Immuno- i Cytogenetyki Instytutu Zootechniki po-
siada odpowiednie wyposazenie i kadre naukowg o wysokich
kwalifikacjach, upowazniajacych do prowadzenia wszelkich
analiz cytogenetycznych u zwierzat gospodarskich.
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Genetyczna pte¢ potomstwa ssakéw determinowana jest
w trakcie zaptodnienia. Samica, posiadajgca chromosomy
piciowe XX, wytwarza oocyty z chromosomem X. Samiec, po-
siadajacy komplet chromosoméw piciowych XY, produkuje
plemniki zawierajgce chromosom X lub Y. Zatem to wtasnie
od rodzaju plemnika zalezy pte¢ przysztego ssaka. Podstawy
do teorii o chromosomalnej determinaciji ptci stworzono w la-
tach 1910-1916, gtéwnie dzieki pracom Morgana [13]. W pier-
wszych badaniach, wykonanych na muszkach Drosophila
stwierdzono, ze osobniki z pojedynczym chromosomem X
(XO, XY) sgq samcami, natomiast obecnos¢ dwoch lub wiecej
chromosomoéw X (XX, XXX, XXY) determinuje pte¢ zenska
[32]. Poczatkowo sadzono, ze chromosom Y ssakéw nie po-
siada informacji genetycznej, z wyjatkiem pewnych fragmen-
tébw odpowiedzialnych za ptodnos¢ samcow [30]. Dopiero
dzigki technikom kariotypowania chromosomoéw, opracowa-
nych w latach 60-tych, okazafto sig, ze rozwdj jader ssakow
okresla informacja zawarta w chromosomie Y. Nie ma zatem
znaczenia ilos¢ wystepujgcych chromosoméw X — genetycz-
ne réznice miedzy picig meska i zenskg sa uwarunkowane
obecnoscig chromosomu Y [11].

Termin regulacja ptci moze odnosic si¢ zarowno do sepa-
racji odpowiednich plemnikéw, jak i rozwijajacych sie juz za-
rodkéw o okreslonej uprzednio ptci. Jednak uzyskiwanie za-
rodkoéw, mimo stosowania technik superowulacji czy zaptod-
nienia in vitro, jest czasochtonne i wcigz wigze sie ze znacz-
nymi kosztami. W zwigzku z tym znacznie bardziej efektywna
bytaby mozliwos¢ sterowania picia, poprzez odpowiedni roz-
dziat plemnikéw na dwie frakcje. Plemniki takie mogtyby by¢
wykorzystane do inseminacji lub zaptodnienia in vitro.

Zainteresowanie metodami rozdziatu plemnikéw zwierzat
notuje si¢ juz od czasu wprowadzenia inseminacji do praktyki
hodowlanej. Poczatkowo jednak zasadniczg barierg pozosta-
wat brak wiarygodnych i szybkich metod identyfikacji ,pftci”
plemnikéw, a takze mozliwosci skutecznego odseparowania
»rozpoznanych” juz frakcji. U wiekszoéci gatunkéw ssakow
chromosom Y jest najmniejszym, badz jednym z najmniej-
szych elementéw w catym komplecie [13, 16]. Wiekszo$¢ me-
tod, stosowanych dotad do rozpoznawania plemnikéw niosa-
cych chromosomy X i Y, polegata na wykorzystaniu réznic budo-
wy i wielkosci pomiedzy tymi dwoma chromosomami. Obecnie
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istnieje kilka sposobow rozrézniania plemnikéw niosgcych
chromosomy X i Y. Opierajg sie one badz na zjawisku fluo-
rescencji tzw. ciatek F, znalezionych w zawierajgcych chro-
mosom Y plemnikach cztowieka, knura, krélika, ogiera i psa
[6, 26], badz tez na wykorzystaniu metody podwojnej hybry-
dyzacji in situ [14] lub posredniej analizy chromosomalne;j.
Ta ostatnia metoda polega na rozpoznaniu chromosomu Y,
ktére mozna przeprowadzi¢ po wniknieciu plemnika do oocytu
i utworzeniu przedjadrza [31]. Metody te sg jednak przydatne
raczej do weryfikacji ,ptci” po rozdzieleniu plemnikéw, niz do
oznaczania ich w celu dalszej separaciji.

Roéwnoczesnie z badaniami nad indentyfikacjg ,ptci” plem-
nikbw prowadzono — w przypadku bydta juz od lat piecdzie-
sigtych — préby fizycznego rozdziatu nasienia na frakcje mes-
ka i zenska oraz wykorzystania ich do zaptodnienia.

Biorgc pod uwage roznice w diugosci chromosomow
X i Y zaktadano wystepowanie pewnego zréznicowania
w cigzarze plemnikéw. Zatozenie to probowano wykorzystacé
rozdzielajac plemniki w gradiencie stezen albuminy surowicy
krwi. Plemniki z chromosomem Y, jako lzejsze i w zwigzku
z tym szybsze, powinny fatwiej przenikac¢ przez granice ste-
zen. W poszczegélnych warstwach ptynu powinna zatem za-
znaczy¢ sie przewaga jednej z frakcji. Zastosowanie tej me-
tody do rozdziatu nasienia ludzi [4], buhajéw [3] i krolikow [33]
dato niewielkie, statystycznie nieistotne, odchylenie proporcji
pici. Te same zatozenia starano sie wykorzysta¢ wirujac
plemniki w gradiencie Percollu. Spodziewano sig, ze plemniki
X, jako ciezsze, osadza si¢ w nizszych warstwach ptynu.
Technika ta, zastosowana do separacji nasienia ludzkiego,
pozwolita uzyskac frakcje X o duzej czystosci — 94%. Nieko-
rzystnym zjawiskiem byt jednak maty odzysk tych plemnikow,
wynoszacy 17-30% catej populacji [24]. Proby rozdziatu na-
sienia buhajow tg metoda nie daty pozytywnych rezultatow
[15].

W badaniach nad nasieniem ludzkim stwierdzono, ze bto-
na komoérkowa plemnikéw z chromosomem X ma wyzszy ta-
dunek ujemny niz tych z chromosomem Y, co spowodowane
jest prawdopodobnie wyzszg iloscig glikoprotein zawieraja-
cych kwas neuraminowy na powierzchni ich bton. W trakcie
elektroforezy wolnoprzeptywowej udato sie uzyskac¢ frakcje
zawierajgcg 89% plemnikow Y [24]. Niestety badania innych
autorow przyniosty odwrotne rezultaty — szybszg frakcja, tzn.
z wyzszym tadunkiem ujemnym, okazaty sie plemniki Y [12].
Unasienianie bydta, przeprowadzone nasieniem separowa-
nym elektroforetycznie, nie spowodowato odchylen w propor-
cjach pfci cielgt [7]. Ponadto podwaza sie sam fakt istnienia
réznic tadunku elektrycznego w swobodnie przemieszane;j
populacji komérek nie wykazujacych widocznych objawéw in-
terakc;ji [2].

Do separacji nasienia probowano wykorzystywaé rowniez
metody immunologiczne. Juz w latach 70-tych stwierdzono,
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