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Celem badamyta ocena wariarite wielkogi regionow jaderkotwaoczych jako markeny
genetycznych przydatnych do charakterystykinsasy putawskiej. Metoda, barwienia
Ag-l i fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) zidentyfikowano polimorfizm wielkos
regionowv jaderkotwaoczych (NOR) u 16win rodzimej rasy putawskiej. Na podstawie
mikroskopowej i komputerowej analizy obrazu sklasyfikowano cztery warianty Wgielkos
sygnafav fluorescencyjnych, specyficznych dla rDNA oraz depozgtebrowych w ob-
szarach jaderkotwmzych. Generalnie, proporcje sygnatorDNA i depozyter sreb-
rowych w chromosomach 8. i 10. pary byly podobne. Uzyskane rezultaty sugeruja,
markery te moga bywykorzystane do charakterystyki rasy putawskiej.

W genomie”wini domowej rybosomalny DNA tworzy dwie klasy tandemowo
powtarzalnych sekwencji. Ghmna klasa, kodujea 18S, 5,8S i 288NA (18S+28S
rRNA) wystgpuje w miejscach drugordewej struktury chromosommo pary 8.
(RNR2, pary 10. RNR3 i pary 16. RNRJ (Toga-Piquet i in., 1984; Miyake i in.,
1988; Bosma i in., 1991; Mellink i in., 1991; 1994; Danielak-Czech i in., 1999
Natomiast druga koduje 58NA i wystepuje tylko na chromosomach 14. pary
(RN5S (Lomholt i in., 1995; Mellink i in., 1996).

Badania przeprowadzone metaiiizorescencyjnej hybrydyzacijn situ (FISH)
ze specyficznasondaDNA wykazaly, 2 lokalizacja sekwencjRNR1i RNR2
odpowiada depozytom srebrowym w miejscu regiwn@aderkotwaczych (Ag-
NOR) (Solinas-Toldo i in., 1992; Danielak-Czech i in., 1999).

* Praca wykonana w ramach dziatalmostatutowej 1Z, temat nr 3210.1.
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Zarowno sygnaly fluorescencyjne rDNA, jak i depozyty srebrowe na chrome
somach charakteryzyggch sieobecnésia regionav jaderkotwaczych, wykazuja
wyrazma zmiennosg wielkosci. Zmiennog sygnafav FISH pod wzgleem wielko-
&ci i intensywndsi jest rezultatem zmiennej liczby powimnych sekwencji rDNA,
podczas gdy Zrmicowanie wielkosi Ag-NOR wigze siez poziomem jej aktywno-
&ci transkrypcyjnej. Zjawisko to, szczélgte w odniesieniu do pary 10., spetnia
kryteria polimorfizmu i w zwigku z tym polimorficzne regiony jerkotwacze
zaliczono do kategorii markenochromosomowych. Polimorfizm wielkosNOR
analizowany byt u licznych rasngh (Mellink i in., 1994; Stota, 1998; Bitohski
iin., 1997 a, b). Take w Polsce, stosyjatechnikeFISH objgo badaniami rasy:
polskabiata zwistoucha Duroc, Pietrain, wielkdiata polskai Hampshire (Danie-
lak-Czech i in., 1999).

Celem badarbyla charakterystykdvehn rasy putawskiej na podstawie mar-
kerow chromosomowych dotyczgich wielkogi regionav jaderkotwaczych.

Materiatl i metody

Analizacytogenetyczn@rzy zastosowaniu technik FISH i Ag-1 olfel6 ‘sih
rasy putawskiej pochodesich z gospodarstw indywidualnych (4 knury) i Gos-
podarstwa Dosiadczalnego (Czestawice) Akademii Rolniczej w Lublinie
(12 loch).

Przedmiotem analiz byly preparaty chromosemuoetafazowych, otrzymanych
po rutynowej hodowli limfocyta in vitro.

Barwienie azotanem srebra przeprowadzono techAd (Bloom i Goodpas-
ture, 1976; Howell i Black, 1980). Depozyty srebrowe oceniano wykorzystuj:
komputerowy system analizy obrazu mikroskopowego MultiScan 6.08 (Polanc

Polimorfizm Ag-NOR wyraano ‘sednia wartoxia wzgledna powierzchni
depozytev srebrowych, wyliczana proporcji powierzchni depozytu srebrowego
do powierzchni catlego chromosomu z regionegejkotwaczym, mierzonej w co
najmniej 10 komdkach. Wartdsi wzglednej powierzchni Ag-NOR zostaly po-
dzielone na cztery kategorie (I: 0,101-0,200; II: 0,201 -0,300; IlI: 0,301 -0,4C
IV: 0,401-0,500 dla chromosomo pary 10. oraz |: 0,051-0,100; Il:
0,101-0,150; HI: 0,151-0,200; IV: 0,201-0,250 dla pary 8.) wediug =z&toz
przyjetych przez Stotg1998).

Hybrydyzacje in situ przeprowadzano zgodnie z metodykgisanaprzez
Pinkela i in. (1986), przy wykorzystaniu ludzkiej biotynylowanej sondy 5, Bk
[I-EcaRl 18S+28S rDNA (Wachtler i in., 1986).

Miejsca hybrydyzacji na chromosomach barwionych DAPI identyfikowan
przy wykorzystaniu awidyny potzonej z FITC i analizowano w mikroskopie
fluorescencyjnym w co najmniej 20 metafazach udego osobnika.

Wielkost sygnatav hybrydyzacyjnych oceniano przy pomocy komputeroweg
programu analizy obrazu mikroskopowego LUCIA-FISH (Laboratory Imaging Ltc
Praga, Czechy).
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Na podstawie mikroskopowej i komputerowej analizy obrazu ustalono wariar
wielkosi i intensywndsi sygnafav FISH specyficznych dla rDNA, okfégac
jako: 1 — maly i staby oraz 2, 3, 4 — dwz mocny (proporcjonalnie do wielkes
i intensywndsi).

Wyniki

Szczegwe wyniki oceny wariaritey wielkosci NOR przedstawiono w tabeli 1.
Na podstawie uzyskanych danych stwierdzono u posZzdéaggo osobnikev
maksymalne Zriicowanie pod wzgldem wielkdsi sygnatav fluorescencyjnych,
ktore sklasyfikowano zgodnie z przygeskala (od 1 do 4). Proporcje te od-
powiadaly wariantom okfésnym na podstawie pomiano Ag-NOR, zaliczonym
réwniez do czterech kategorii wielkas (I-1V), przy skrajnych wielkésiach —
0,109 (1) i 0,477 (IV) dla chromosomo10. pary oraz — 0,075 (1) i 0,245 (IV) dla
pary 8. (tab. 1).

Tabela 1. Sygnaty rDNA FISH i warianty wielkoisAg-NOR na chromosomach 10. i 8. parywis rasy

putawskiej
Table 1. The rDNA FISH-signal and Ag-NOR size variants on 10 and 8 chromosome pairs of Putaw
pigs
Warianty sygnahe Warianty wielkdsi
Osobnik rDNA FISH Ag-NOR
Pig no. |rDNA FISH-signal variants Ag-NOR size variants
10 : 10 : 8 : 8 10 : 10 : 8 : 8

1 4 1 3 1 0.465/1V 0.323/1l1 0.108/11 0.085/1
2 3 1 4 4 0.370/11 0.124/1 0.245/1IvV —
3 4 1 2 1 0.460/1V 0.109/1 0.102/11 —
4 2 1 3 1 0.202/11 0.130/1 0.170/11 —
5 3 1 3 2 0.375/111 0.126/1 0.166/111 0.101/1l
6 4 2 3 2 0.413/IvV 0.270/1 0.198/111 0.135/11
7 3 1 2 2 0.322/111 0.1771 0.106/11 0.114/11
8 3 1 2 1 0.3129/11 0.145/1 — 0.075/1
9 3 1 2 2 0.303/111 0.126/1 0.142/1 —

10 4 3 3 3 0.477/IV 0.319/11 — —

11 2 1 3 2 0.212/1 0.1771 0.170/11 —

12 4 2 2 1 0.474/\V 0.212/1I 0.105/11 —

13 3 2 3 1 0.335/111 0.214/11 0.164/11 —

14 3 3 2 1 0.379/11 0.350/1I1 0.120/11 —

15 3 2 2 2 0.360/111 0.281/1l 0.114/11 0.110/1

16 3 2 3 2 0.320/111 0.219/1 0.160/11 0.148/1

NOR, identyfikowane zargno technikaFISH jak i metodaAg-I1, byly bardziej
intensywne i wj&sze na chromosomach 10. pary w penmaniu z sygnatami
i depozytami srebrowymi na chromosomach pary 8., czego przyklad&atesgorie
wielkosci charakteryzujee osobnika numer 6 (fot. 1, fot. 2, tab. 1).
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Omowienie wynikéw

Hybrydyzacjain situ i barwienie srebrowe potwierdzity lokalizacigeriav rRNA
W przycentromerowym rejonie ramion ksaych chromosofme 8. i 10. pary w karioty-
pie badanychwin rasy putawskiej. Sygnaly fluorescencyjne byly regularnie obse
wowane w czterech regionactdgrkotwaczych (fot. 1), natomiast depozyty srebrowe
rejestrowano w liczbie od 2 do 4 (fot. 2), przy czym ujawnialy sige na trzech
chromosomach: diwetn — pary 10. i jednym — 8. pary (tab. 1). V¥&ze i wyrdne
sygnaly, a takz depozyty srebrowe, zawsze identyfikowane na obu chromosomach
pary, potwierdzajasugerowangrzez Mellinka i in. (1994) prawidtow@s dotyczga
dominujgcej roli chromosormw tej pary w syntezie rybosomalnego RNA wiS.

Fot. 1. Sygnaly fluorescencyjne rDNA w regionaclugakotwaczych chromosome metafazowych
Swini rasy putawskiej (osobnik nr 6). Strzatki wskazgggnaty hybrydyzacyjne na chromosomach 10.
pary (warianty: 4+ i 2+) i pary 8. (warianty: 3+ i 2+)
Figure 1. The rDNA fluorescent signals in nucleolar organizer regions in metaphase chromosome
Putawska pigs (animal no. 6). Arrows show hybridization signals on chromosomes of 10 pair (varial
4+ and 2+) and chromosomes of 8 pair (variants: 3+ and 2+)

n .}_q.

Fot. 2. Depozyty srebrowe w regionactdgakotwaczych u “svini rasy putawskiej (osobnik nr 6).

Strzatki wskazujedepozyty na chromosomach 10. pary (warianty: IV i Il) i pary 8. (warianty: 1l i 1)
Figure 2. The silver deposits in nucleolar organizer regions in the Putawska pig no. 6. Arrows st
deposits on chromosomes of 10 pair (variants: IV and 1) and chromosomes of 8 pair (variants: Ill anc
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U wszystkich analizowanych osobnikoSwif rasy putawskiej, podobnie jak
u innych ras tego gatunku (Bosma i in., 1991; Mellink i in., 1994; Danielak-Czec
i in., 1999), sygnaly FISH w miejscach struktury drugataerej chromosormwe
16. pary wystpowaly tylko sporadycznie i byly trudne do oceny, natomiast bra
depozytev srebrowych wiadczyt o nieaktywnos genav RNR3

Uzyskane wyniki umotiwity okreSlenie polimorfizmu dotyczeego wielkdsi
i liczby regionav jaderkotwaczych u “svif rasy putawskiej. Podobne oceny
zmienndsi NOR, przeprowadzone wczgs] w wielu populacjach sin, zostaty
wykorzystane do charakterystyk rasowych, a eéakkazaly sigrzydatne w okres
laniu dystanSev genetycznych i zwizkow ewolucyjnych (Svitonski i Pietrzak,
1992; Mellink i in., 1994; Liu i in., 1995; ®itohski i in., 1997 a, b; Stota, 1998;
Danielak-Czech i in., 1999).

Zroznicowanie wielkési sygnatav rDNA i Ag-NOR w grupie badanych
zwierzg okazalo sjewystarczajao wyrame, aby sklasyfikowage do czterech
warianfav wielkosci, odpowiadajaych skali przyj¢ej przez Mellinka i in. (1994),
Stote(1998) i Danielak-Czech i in. (1999), Becych markerami cytogenetycznymi
stosowanymi do charakterystykiamych ras win.

U swih rasy putawskiej, podobnie jak u innych polskich ras oraz licznych re
europejskich, zameno warianty wielkési sygnatav fluorescencyjnych, jak i depo-
zytow srebrowych na chromosomach 10. pary, zaliczane byly do kategori wy
szych wart6si niz warianty NOR na chromosomach 8. pary. Jedeakzzypadki
duzych depozytav srebrowych rejestrowano na chromosorngenygm u osobnikey
ras Pietrain i Yorkshire, a takzu przedstawicieli ras prymitywnych: Meishan
i zlotnicka pstra (Mellink i in., 1994; ®itohski i in., 1997 b; Slota, 1998;
Danielak-Czech i in., 1999).

Uzyskane wyniki potwierdzajhipoteze ze polimorfizm wielkdsi sygnafav
rDNA i aktywnych Ag-NOR koresponduje ze zmienaéugoxia tandemowych
powtarzeh sekwencji DNA, kioa jest efektem niesymetrycznego crossing-ove
wynikajacego z nieprawidtowej koniugacji chromosomtomologicznych w me-
jozie (Harding i in., 1992).

Przedstawione markery chromosomowe regiwrjaderkotwaczych — cztery
kategorie wariarite wielkosci sygnatav rDNA i depozyfaw srebrowych, sa
uzupetnieniem charakterystyki genetyczheifsrasy putawskiej, Ktta wczésiej
zostata scharakteryzowana w oparciu o markery heterochromatyny centromerc
(Babicz i in., 2004).
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Evaluation of nucleolar organizer region (NOR) size in Putawska pigs
SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the NOR size variants as markers for genetic characterize
of Putawska pigs. Size polymorphism of nucleolar organizer regions (NOR) in 16 pigs of the Pol
native Putawska breed was identified by Ag-l staining method and fluorestesitu hybridization
(FISH). On the basis of microscope and computer image analysis four rDNA FISH-signal and Ag-N(
size variants were classified. In general, the proportions of rDNA signals and silver deposits in 8
10 chromosome pairs were similar. The results obtained suggest that these markers can be ust
characterization of the Putawska breed.

Key words: pig, Putawska breed, nucleolar organizer regions, FISH, genetic markers



