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Celem badan´ była ocena warianto´w wielkości regionów jąderkotwórczych jako markero´w
genetycznych przydatnych do charakterystyki s´wiń rasy puławskiej. Metodą barwienia
Ag-I i fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) zidentyfikowano polimorfizm wielkos´ci
regionów jąderkotwórczych (NOR) u 16 s´wiń rodzimej rasy puławskiej. Na podstawie
mikroskopowej i komputerowej analizy obrazu sklasyfikowano cztery warianty wielkos´ci
sygnałów fluorescencyjnych, specyficznych dla rDNA oraz depozyto´w srebrowych w ob-
szarach jąderkotwo´rczych. Generalnie, proporcje sygnało´w rDNA i depozyto´w sreb-
rowych w chromosomach 8. i 10. pary były podobne. Uzyskane rezultaty sugerują, z˙e
markery te mogą byc´ wykorzystane do charakterystyki rasy puławskiej.

W genomie s´wini domowej rybosomalny DNA tworzy dwie klasy tandemowo
powtarzalnych sekwencji. Gło´wna klasa, kodujac̨a 18S, 5,8S i 28SRNA(18S+28S
rRNA) występuje w miejscach drugorze˛dowej struktury chromosomo´w pary 8.
(RNR1), pary 10. (RNR2) i pary 16. (RNR3) (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 5SRNA i występuje tylko na chromosomach 14. pary
(RN5S) (Lomholt i in., 1995; Mellink i in., 1996).

Badania przeprowadzone metoda˛ fluorescencyjnej hybrydyzacjiin situ (FISH)
ze specyficzna˛ sondąDNA wykazały, że lokalizacja sekwencjiRNR1 i RNR2
odpowiada depozytom srebrowym w miejscu regiono´w jąderkotwórczych (Ag-
NOR) (Solinas-Toldo i in., 1992; Danielak-Czech i in., 1999).

* Praca wykonana w ramach działalnos´ci statutowej IZ, temat nr 3210.1.



Zarówno sygnały fluorescencyjne rDNA, jak i depozyty srebrowe na chromo-
somach charakteryzujac̨ych sięobecnos´cią regionów jąderkotwórczych, wykazują
wyraźną zmiennos´ć wielkości. Zmiennos´ć sygnałów FISH pod względem wielko-
ści i intensywnos´ci jest rezultatem zmiennej liczby powto´rzonych sekwencji rDNA,
podczas gdy zro´ żnicowanie wielkos´ci Ag-NOR wiąże sięz poziomem jej aktywno-
ści transkrypcyjnej. Zjawisko to, szczego´ lnie w odniesieniu do pary 10., spełnia
kryteria polimorfizmu i w związku z tym polimorficzne regiony jad̨erkotwórcze
zaliczono do kategorii markero´w chromosomowych. Polimorfizm wielkos´ci NOR
analizowany był u licznych ras s´wiń (Mellink i in., 1994; Słota, 1998; S´witoński
i in., 1997 a, b). Takz˙e w Polsce, stosujac̨ technikęFISH objęto badaniami rasy:
polskąbiałą zwisłouchą, Duroc, Pietrain, wielka˛ białą polskąi Hampshire (Danie-
lak-Czech i in., 1999).

Celem badan´ była charakterystyka s´wiń rasy puławskiej na podstawie mar-
kerów chromosomowych dotyczac̨ych wielkości regionów jąderkotwórczych.

Materiał i metody

Analizącytogenetyczna˛ przy zastosowaniu technik FISH i Ag-I obje˛to 16 świń
rasy puławskiej pochodzac̨ych z gospodarstw indywidualnych (4 knury) i Gos-
podarstwa Dos´wiadczalnego (Czesławice) Akademii Rolniczej w Lublinie
(12 loch).

Przedmiotem analiz były preparaty chromosomo´w metafazowych, otrzymanych
po rutynowej hodowli limfocyto´w in vitro.

Barwienie azotanem srebra przeprowadzono technika˛ Ag-I (Bloom i Goodpas-
ture, 1976; Howell i Black, 1980). Depozyty srebrowe oceniano wykorzystujac̨
komputerowy system analizy obrazu mikroskopowego MultiScan 6.08 (Poland).

Polimorfizm Ag-NOR wyraz˙ano średnią wartością względną powierzchni
depozyto´w srebrowych, wyliczana˛ z proporcji powierzchni depozytu srebrowego
do powierzchni całego chromosomu z regionem jad̨erkotwórczym, mierzonej w co
najmniej 10 komo´rkach. Wartos´ci względnej powierzchni Ag-NOR zostały po-
dzielone na cztery kategorie (I: 0,101 – 0,200; II: 0,201 – 0,300; III: 0,301 – 0,400;
IV: 0,401 – 0,500 dla chromosomo´w pary 10. oraz I: 0,051 – 0,100; II:
0,101 – 0,150; III: 0,151 – 0,200; IV: 0,201 – 0,250 dla pary 8.) według załoz˙eń
przyjętych przez Słote˛ (1998).

Hybrydyzację in situ przeprowadzano zgodnie z metodyka˛ opisaną przez
Pinkela i in. (1986), przy wykorzystaniu ludzkiej biotynylowanej sondy 5,2 kbBg/
II-EcoRI 18S+28S rDNA (Wachtler i in., 1986).

Miejsca hybrydyzacji na chromosomach barwionych DAPI identyfikowano
przy wykorzystaniu awidyny połac̨zonej z FITC i analizowano w mikroskopie
fluorescencyjnym w co najmniej 20 metafazach u kaz˙dego osobnika.

Wielkość sygnałów hybrydyzacyjnych oceniano przy pomocy komputerowego
programu analizy obrazu mikroskopowego LUCIA-FISH (Laboratory Imaging Ltd,
Praga, Czechy).
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Na podstawie mikroskopowej i komputerowej analizy obrazu ustalono warianty
wielkości i intensywnos´ci sygnałów FISH specyficznych dla rDNA, okres´lając
jako: 1 — mały i słaby oraz 2, 3, 4 — duz˙y i mocny (proporcjonalnie do wielkos´ci
i intensywnos´ci).

Wyniki

Szczego´łowe wyniki oceny warianto´w wielkości NOR przedstawiono w tabeli 1.
Na podstawie uzyskanych danych stwierdzono u poszczego´ lnych osobniko´w
maksymalne zro´ żnicowanie pod wzgle˛dem wielkos´ci sygnałów fluorescencyjnych,
które sklasyfikowano zgodnie z przyje˛tą skalą (od 1 do 4). Proporcje te od-
powiadały wariantom okres´lonym na podstawie pomiaro´w Ag-NOR, zaliczonym
również do czterech kategorii wielkos´ci (I – IV), przy skrajnych wielkos´ciach —
0,109 (I) i 0,477 (IV) dla chromosomo´w 10. pary oraz — 0,075 (I) i 0,245 (IV) dla
pary 8. (tab. 1).

Tabela 1. Sygnały rDNA FISH i warianty wielkos´ci Ag-NOR na chromosomach 10. i 8. pary u s´wiń rasy
puławskiej

Table 1. The rDNA FISH-signal and Ag-NOR size variants on 10 and 8 chromosome pairs of Puławska
pigs

Osobnik
Pig no.

Warianty sygnało´w
rDNA FISH

rDNA FISH-signal variants

Warianty wielkos´ci
Ag-NOR

Ag-NOR size variants

10 : 10 : 8 : 8 10 : 10 : 8 : 8

1 4 1 3 1 0.465/IV 0.323/III 0.108/II 0.085/I
2 3 1 4 4 0.370/III 0.124/I 0.245/IV —
3 4 1 2 1 0.460/IV 0.109/I 0.102/II —
4 2 1 3 1 0.202/II 0.130/I 0.170/III —
5 3 1 3 2 0.375/III 0.126/I 0.166/III 0.101/II
6 4 2 3 2 0.413/IV 0.270/II 0.198/III 0.135/II
7 3 1 2 2 0.322/III 0.177/I 0.106/II 0.114/II
8 3 1 2 1 0.319/III 0.145/I — 0.075/I
9 3 1 2 2 0.303/III 0.126/I 0.142/II —

10 4 3 3 3 0.477/IV 0.319/III — —
11 2 1 3 2 0.212/II 0.177/I 0.170/III —
12 4 2 2 1 0.474/IV 0.212/II 0.105/II —
13 3 2 3 1 0.335/III 0.214/II 0.164/III —
14 3 3 2 1 0.379/III 0.350/III 0.120/II —
15 3 2 2 2 0.360/III 0.281/II 0.114/II 0.110/II
16 3 2 3 2 0.320/III 0.219/II 0.160/III 0.148/II

NOR, identyfikowane zaro´wno technikąFISH jak i metodąAg-I, były bardziej
intensywne i większe na chromosomach 10. pary w poro´wnaniu z sygnałami
i depozytami srebrowymi na chromosomach pary 8., czego przykładem sa˛kategorie
wielkości charakteryzujac̨e osobnika numer 6 (fot. 1, fot. 2, tab. 1).
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Omówienie wyników

Hybrydyzacjain situ i barwienie srebrowe potwierdziły lokalizacje˛ genów rRNA
w przycentromerowym rejonie ramion kro´tszych chromosomo´w 8. i 10. pary w karioty-
pie badanych s´wiń rasy puławskiej. Sygnały fluorescencyjne były regularnie obser-
wowane w czterech regionach jad̨erkotwórczych (fot. 1), natomiast depozyty srebrowe
rejestrowano w liczbie od 2 do 4 (fot. 2), przy czym ujawniały sie˛ one na trzech
chromosomach: dwo´ch — pary 10. i jednym — 8. pary (tab. 1). Wie˛ksze i wyraz´ne
sygnały, a takz˙e depozyty srebrowe, zawsze identyfikowane na obu chromosomach 10.
pary, potwierdzaja˛ sugerowana˛ przez Mellinka i in. (1994) prawidłowos´ć, dotyczącą
dominującej roli chromosomo´w tej pary w syntezie rybosomalnego RNA u s´wiń.

Fot. 1. Sygnały fluorescencyjne rDNA w regionach jad̨erkotwórczych chromosomo´w metafazowych
świni rasy puławskiej (osobnik nr 6). Strzałki wskazuja˛ sygnały 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 chromosomes of
Puławska pigs (animal no. 6). Arrows show hybridization signals on chromosomes of 10 pair (variants:

4+ and 2+) and chromosomes of 8 pair (variants: 3+ and 2+)

Fot. 2. Depozyty srebrowe w regionach jad̨erkotwórczych u s´wini rasy puławskiej (osobnik nr 6).
Strzałki wskazujądepozyty na chromosomach 10. pary (warianty: IV i II) i pary 8. (warianty: III i II)
Figure 2. The silver deposits in nucleolar organizer regions in the Puławska pig no. 6. Arrows show
deposits on chromosomes of 10 pair (variants: IV and II) and chromosomes of 8 pair (variants: III and II)
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U wszystkich analizowanych osobniko´w świń rasy puławskiej, podobnie jak
u innych ras tego gatunku (Bosma i in., 1991; Mellink i in., 1994; Danielak-Czech
i in., 1999), sygnały FISH w miejscach struktury drugorze˛dowej chromosomo´w
16. pary wyste˛powały tylko sporadycznie i były trudne do oceny, natomiast brak
depozyto´w srebrowych s´wiadczył o nieaktywnos´ci genów RNR3.

Uzyskane wyniki umoz˙liwiły określenie polimorfizmu dotyczac̨ego wielkos´ci
i liczby regionów jąderkotwórczych u s´wiń rasy puławskiej. Podobne oceny
zmiennos´ci NOR, przeprowadzone wczes´niej w wielu populacjach s´wiń, zostały
wykorzystane do charakterystyk rasowych, a takz˙e okazały sie˛ przydatne w okres´-
laniu dystanso´w genetycznych i zwiaz̨ków ewolucyjnych (Świtoński i Pietrzak,
1992; Mellink i in., 1994; Liu i in., 1995; S´witoński i in., 1997 a, b; Słota, 1998;
Danielak-Czech i in., 1999).

Zróżnicowanie wielkos´ci sygnałów rDNA i Ag-NOR w grupie badanych
zwierząt okazało sie˛ wystarczająco wyraźne, aby sklasyfikowac´ je do czterech
wariantów wielkości, odpowiadających skali przyjętej przez Mellinka i in. (1994),
Słotę(1998) i Danielak-Czech i in. (1999), be˛dących markerami cytogenetycznymi
stosowanymi do charakterystyki ro´ żnych ras s´wiń.

U świń rasy puławskiej, podobnie jak u innych polskich ras oraz licznych ras
europejskich, zaro´wno warianty wielkos´ci sygnałów fluorescencyjnych, jak i depo-
zytów srebrowych na chromosomach 10. pary, zaliczane były do kategorii wyz˙-
szych wartos´ci niż warianty NOR na chromosomach 8. pary. Jednakz˙e, przypadki
dużych depozyto´w srebrowych rejestrowano na chromosomie o´smym u osobniko´w
ras Pietrain i Yorkshire, a takz˙e u przedstawicieli ras prymitywnych: Meishan
i złotnicka pstra (Mellink i in., 1994; S´witoński i in., 1997 b; Słota, 1998;
Danielak-Czech i in., 1999).

Uzyskane wyniki potwierdzaja˛ hipotezę, że polimorfizm wielkos´ci sygnałów
rDNA i aktywnych Ag-NOR koresponduje ze zmienna˛ długością tandemowych
powtórzeń sekwencji DNA, która jest efektem niesymetrycznego crossing-over
wynikającego z nieprawidłowej koniugacji chromosomo´w homologicznych w me-
jozie (Harding i in., 1992).

Przedstawione markery chromosomowe regiono´w jąderkotwórczych — cztery
kategorie warianto´w wielkości sygnałów rDNA i depozytów srebrowych, sa˛
uzupełnieniem charakterystyki genetycznej s´wiń rasy puławskiej, kto´ra wczes´niej
została scharakteryzowana w oparciu o markery heterochromatyny centromerowej
(Babicz i in., 2004).
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Św i t o ńs k i M., K o m i s a r e k J., P i e t r z a k A. (1997 a). The Polish Pig Genome Project: III.
Chromosomal markers in generation F1. Anim. Sci. Pap. Rep., 15 (2): 93 – 99.
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Evaluation of nucleolar organizer region (NOR) size in Puławska pigs

SUMMARY

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