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IDENTYFIKACJA OBSZAROW HETEROCHROMATYNOWYCH
ORAZ REJONOW JADERKOTWORCZYCH
W CHROMOSOMACH KONIA

Ewa Wojcik, Katarzyna Andraszek, Elzbieta Smalec

Akademia Podlaska w Siedlcach

Streszczenie. Kariotyp konia domowego charakteryzuje diploidalna liczba chromosomow rowna
64 (13 par metacentrycznych i submetacentrycznych, 18 par akrocentrycznych autosomow oraz
para heterochromosomow). Satelity na jednej parze chromosomow i przewezenia wtorne na
chromosomach 28 i 31 sa widoczne i utatwiaja ich identyfikacj¢ bez barwien prazkowych. Celem
badan byta charakterystyka kariotypu konia pod wzgledem wielkosci i rozmieszczenia blokow
heterochromatyny konstytutywnej oraz lokalizacji i liczby obszaréw jaderkotwoérczych. W chro-
mosomach konia prazki C zlokalizowano w okolicach centromerowych wszystkich badanych
chromosomow, z wyjatkiem jedenastej pary. Na chromosomie plci X, oprocz proksymalnego
prazka C, obserwowano dodatkowy prazek w czesci interstycjalnej ramienia . Chromosom Y
byt w 44% heterochromatynowy. Aktywne NOR zidenntyfikowano w terminalnych czgéciach
ramienia pierwszej pary chromosomow oraz w subcentromerowej czesci ramienia q par 28.131.
Srednia liczba NOR w komoérce wynosita 3,61+1,03. Najczesciej obserwowano komérki posia-
dajace trzy lub cztery aktywne NOR.

Stowa kluczowe: heterochromatyna, kariotyp, kon, NOR, obszary jaderkotworcze, prazki C

WSTEP

Aktualny, miedzynarodowy wzorzec kariotypu konia opracowano we Francji, w Jouy—Josas,
w roku 1989. Jest to jedyny standaryzowany kariotyp dla gatunku Equus caballus od czasu po-
wotania programo6w standaryzacji kariotypow zwierzat domowych na I Migdzynarodowej Kon-
ferencji Standaryzacji Prazkowych Kariotypoéw Zwierzat Domowych w Reading w Anglii,
w 1980 roku [Richer i in. 1990]. Diploidalna liczba chromosoméw konia domowego (Equus ca-
ballus) wynosi 2n = 64. Sposrod 32 par chromosomow 31 stanowig autosomy (13 par meta-
centrycznych i submetacentrycznych oraz 18 par akrocentrycznych). Trzydziesta drugg para sa
chromosomy ptci. Chromosom X jest jednym z wigkszych chromosomdw w kariotypie, chro-
mosom Y jednym z najmniejszych [McFelly 1990, Richer i in. 1990, Bowling i in. 1997].
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Chromosomy u konia mozna zidentyfikowac przy uzyciu barwienia prazkowego, jed-
nak pewne cechy morfologiczne, takie jak satelity na pierwszej parze chromosomow czy
przewe¢zenia wtorne na dwoch parach chromosoméw akrocentrycznych, to jest 28. 1 31.
sg widoczne i ulatwiajg ich identyfikacje bez barwien prazkowych [McFelly 1990, Kubien 1992,
Kubien i Opiela 2002]. Najwiecej informacji na temat kariotypu okreslonego gatunku
mozna uzyskaé podczas bezposredniej obserwacji chromosoméw uzyskiwanych z dzie-
lacych si¢ komoérek. Analizg cytogenetycznej identyfikacji chromosoméw homologicz-
nych przeprowadza si¢ na podstawie réznych technik prazkowania replikacyjnego badz
strukturalnego, ujawniajacego specyficzne obszary chromosomu, takie jak heterochro-
matyna konstytutywna (CBG) czy obszary jaderkotworcze — (ang. Nucleolar Organizer
Regions) — NOR [Holmquist 1992].

Strukturalng cze¢scig prazkow C jest heterochromatyna konstytutywna, ktora jest pdzno
replikujaca i bardzo polimorficzna oraz zawiera bardzo niewiele genéw. Ponadto stwier-
dzono, ze DNA znajdujace si¢ w blokach heterochromatyny konstytutywne;j jest rejonem
niewykazujagcym genetycznej ekspresji [Zuckerkandl i Hennig 1995, Arrighi i Brown 1996].
Wedtug Manueldisa [1990], Jenuweina [2001], Spectora [2003] heterochromatyna kon-
stytutywna charakteryzuje si¢ wysokim stopniem kondensacji, zblizonym do wspotczyn-
nika upakowania chromosomu metafazowego. Kondensacja heterochromatyny
konstytutywnej wynika z modyfikacji nici DNA, to jest metylacji w obr¢bie wysp CpG
oraz potranslacyjnych modyfikacji histonéw rdzenia nukleosomu [Wegel i in. 2005]. He-
terochromatyna konstytutywna w poszczegolnych chromosomach moze rézni¢ si¢ wiel-
koscig zajmowanego obszaru. W chromosomach pici stwierdzono jednak rdznice
dotyczace molekularnej natury heterochromatyny konstytutywnej. W chromosomie X pra-
zek C wybarwia si¢ chromomycyna, a zatem jest bogaty w pary G-C, natomiast hetero-
chromatyna chromosomu Y nie wykazuje powinowactwa do zadnego z barwnikow
fluorescencyjnych i ujawniana jest jedynie technika prazkéw C.

Podstawowa funkcjg heterochromatyny jest ttumienie transkrypcji i rekombinacji po-
wtarzalnych sekwencji DNA. Zdolno$¢ heterochromatyny konstytutywnej do wptywania
na organizacje jadra zostala wykorzystana ewolucyjnie do wywotywania interakcji mig-
dzy elementami regulacyjnymi, ktore sg zdolne do wywierania regionalnej kontroli na od-
legtos¢ i ich docelowych /oci. Biatka, tworzace strukturalng organizacje heterochromatyny,
bezposrednio uczestniczg w aktywacji genow [Grewal i Jia 2007]. Biatka heterochro-
matynowe zwigzane z transkrybowanymi genami modyfikuja strukture chromatyny po
procesie transkrypcji, co jest konieczne, by uniknaé btgdnych transkryptow z krytycz-
nych miejsc startowych, dzigki czemu zostaje utrzymana integralno§¢ genomu [Carrozza
i in. 2005]. Heterochromatyna konstytutywna wspotdziata z wieloma biatkami i kom-
pleksami efektorowymi, ktore zaznaczaja i potgguja poczatek replikacji [Murzina i in.
1999, Maison i Almouzni 2004]. Heterochromatyna utatwia angazowanie tych biatek
w regulacji replikacji i promowaniu dziedziczenia epigenicznego, réwniez posredniczy
we wlasciwej segregacji chromosomow. Wady w tworzeniu heterochromatyny oddziatuja
na regiony pericentryczne, powodujac niewlasciwa segregacje¢. Heterochromatyna cen-
tromerowa ulatwia segregacje achiazmatyczng chromosomow podczas mejozy [Karpen
iin. 1996, Bernard i in. 2001]. Podczas podziatu tworzy asocjacje w ciagu catej profazy
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I az do metafazy I, co jest szczegdlnie wazne przy niewielkiej ilosci tworzacych sie¢ w tym
rejonie chiazm lub ich zupetnym braku. Przypisuje si¢ jej takze role w ukierunkowaniu
przemieszczania si¢ chromosoméw homologicznych do dwoch biegunéw wrzeciona po-
dziatowego [Dernburg i in. 1996]. Heterochromatyna sktadajaca si¢ z powtarzalnych sek-
wencji satelitarnego DNA o duzym stopniu konserwatywnos$ci mogla mie¢ znaczenie
w procesach ewolucji, prowadzacych do réznicowania si¢ podgatunkow.

Obszary jaderkotworcze zorganizowane sg jako bloki tandemowo powtarzajacych
si¢ jednostek, ktorych rozmieszczenie, tj. liczba loci chromosomowych i liczba genéw
w kazdym locus, jest cecha stata i charakterystyczng dla danego gatunku [Weisenberger
i Scheer 1995]. Standardowa metoda stosowang w analizie obszarow jaderkotworczych
jest barwienie z wykorzystaniem azotanu srebra (AgNO;) w roztworze ochronnym for-
maliny [Goodpasture i Bloom, 1975] lub zelatyny [Howell i Black 1980]. Podstawa sto-
sowania tej metody jest powinowactwo NOR do metali cigzkich. W efekcie
wysrebrzania ujawniajg si¢ zo6ttobrazowe chromosomy z czarnymi depozytami srebra
odpowiadajacymi lokalizacji obszarow jaderkotworczych. Barwienie azotanem srebra
nie ujawnia wszystkich obszarow zawierajacych geny rRNA, lecz tylko miejsca ak-
tywne przy tworzeniu jaderek w poprzedzajacej mitoze interfazie [Babu i Verma 1985,
Verma i Babu 1995].

Epigenetyczne mechanizmy dzialajace na poziomie metylacji DNA i modyfikacji his-
tondw zmieniajg strukture chromatyny i kontroluja wzajemny stosunek aktywnych i nie-
aktywnych genow rRNA. Geny kodujace rRNA istnieja w dwoch formach. Ich
konformacja ,,otwarta” jest aktywna transkrypcyjnie, natomiast konformacja ,,zamknigta”
jest zwigzana z tzw. procesem zatamania transkrypcji. Ostatnie badania dowiodly, ze wy-
ciszaniu mogg ulegaé cale rejony NOR lub tylko niektore geny organizatorow jaderka
[Grummt i Pikaard 2003].

Analiza preparatow barwionych w kierunku identyfikacji NOR wykazata zrézni-
cowane wielko$ci depozytow srebra w obrebie pary chromosomoéw homologicznych.
Cecha ta wystepuje we wszystkich analizowanych metafazach i podlega dziedzicze-
niu mendlowskiemu. Zmiennos¢ ta, podobnie jak zmienno$¢ wielkosci blokow hete-
rochromatyny konstytutywnej, jest traktowana jako polimorfizm chromosomowy,
a warianty réznigce si¢ wielkoscig NOR lub prazkéw C traktowane sa jako markery
chromosomowe.

Celem badan byta charakterystyka kariotypu konia pod wzglgdem wielkosci i roz-
mieszczenia blokow heterochromatyny konstytutywnej oraz lokalizacji i liczby obszarow
jaderkotworczych.

MATERIAL I METODY

Aby osiagnac cel analizowano budowe morfologiczng chromosomoéw, uktad blokow
heterochromatyny konstytutywnej oraz identyfikowano rejony jaderkotworcze NOR
w chromosomach konia domowego. Materiatem doswiadczalnym byta krew obwodowa
10 koni. Preparaty chromosomowe, uzyskane z prowadzonej in vitro hodowli limfocytow
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krwi obwodowej, poddano dwom standardowym technikom barwienia: CBG [Sumner 1972]
i Ag-NOR [Howell i Black 1980]. Szczegdtowym analizom cytogenetycznym poddano 20
plytek metafazowych uzyskanych od kazdego osobnika. W chromosomach analizowano
lokalizacje 1 wielko$¢ prazkow heterochromatynowych oraz liczbe i lokalizacjg¢ NOR.
Uzyskane wyniki scharakteryzowano statystycznie.

WYNIKI

Zastosowana technika CBG umozliwita okreslenie wzoru prazkow C na chromoso-
mach konia domowego (fot. 1a). Okreslono polozenie oraz wielkos$¢ poszczegolnych praz-
kéw heterochromatynowych, jako warto$ci wzglednej w stosunku do calej dlugosci
chromosomu. Lacznie na trzydziestu dwoch parach chromosomdw ujawniono 66 blokow
heterochromatyny konstytutywnej. Prazki heterochromatynowe zlokalizowano w okoli-
cach centromerowych wszystkich badanych chromosoméw autosomalnych z wyjatkiem
jedenastej pary. Na chromosomie ptci X, oprocz duzego prazka w okolicy proksymalnej,
zarejestrowano niewielki prazek heterochromatyny konstytutywnej w czgsci interstycjal-
nej ramienia q chromosomu (fot. 1b). Chromosom Y byt w znacznej czgsci heterochro-
matynowy. Potozenie prazkow na poszczegoélnych chromosomach przedstawiono w formie
ideogramu (rys. 1).

Fot. 1. Plytki metafazowe — barwienie CBG; a — ogier, b — plytka metafazowa z zazna-
czonymi prazkami C w cze$ci proksymalnej chromosomu (strzatka otwarta) i w in-
terstycjalnej (strzatka zamknigta)

Photo 1. Metaphase plates — CBG banding; a — a — stallion, b — metaphase plate with C

bands indicated in the proximal (open arrow) and interstitial (closed arrow) part
of the chromosome
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Rys. 1. Ideogram chromosoméw konia — barwienie CBG
Fig. 1. Ideogram of the chromosomes of horse — CBG banding

W analizowanych chromosomach metacentrycznych i akrocentrycznych zaobserwo-
wano wyrazne zroéznicowanie pod wzgledem rozleglosci obszarow heterochromatynowych.
W wykonanych pomiarach wielko$ci blokéw heterochromatyny konstytutywnej w sto-
sunku do catej dlugosci chromosomu, na autosomach metacentrycznych od pierwszego do
trzynastego zlokalizowano najmniejszg warto$¢ $rednig na chromosomie pierwszym
(12,64%), a najwigksza na chromosomie trzynastym (28,24%). W chromosomach od pierw-
szego do szostego ciemne zabarwienie w regionach proksymalnych obejmowato od 13%
do 18% powierzchni chromosomu. W kolejnych chromosomach (siodmy do trzynastego) od
19% do 28%. Wyjatkiem byt chromosom jedenasty, na ktérym nie zidentyfikowano prazkow C.
W chromosomach od czternastego do trzydziestego pierwszego ciemne zabarwienie w re-
gionach proksymalnych obejmowato od 19% do 37% powierzchni chromosomu. Ciemne
bloki heterochromatyny konstytutywnej chromosomu X stanowity 15% catego chromo-
somu. Heterochromatyna umiejscowiona interstycjalnie stanowita 8% powierzchni chro-
mosomu X. Chromosom Y w 44% zbudowany byt z heterochromatyny (tab. 1).

Zastosowane barwienie Ag-NOR ujawnito aktywne obszary jaderkotworcze na chro-
mosomach znajdujacych si¢ w roznych etapach metafazy. Analizowano zaréwno ptytki
metafazowe z chromosomami nie podzielonymi na chromatydy, charakterystyczne dla
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wczesnej metafazy (fot. 2a), jak i podzielone na chromatydy chromosomy charaktery-
styczne dla poznej metafazy (fot. 2b). Na chromosomach w pozniejszych etapach meta-
fazy NOR widoczny byl w postaci dwoch ziaren srebra, po jednym na kazdej chromatydzie.

Tabela 1. Wielko$¢ blokéw heterochromatyny konstytutywnej w chromosomach
Table 1. Size of constitutive heterochromatin blocks in chromosomes

Obszar chromosomu/ Obszar chromosomu/

lci‘;gfn;i?my charaktery§tyka st.at)"styczna » Chromosomy charaktery§tyka st_atystyczna o
Chro;‘nosomes Chromosome region/statistical description 14-31 Chromosome region/statistical description
1-13: XY proksymalny interstycjalny Chromosomes proksymalny interstycjalny
’ proximal intersicial 14-31 proximal intersticial
X+S X+S XS XS
1 12,64 +3,91 - 14 19,31 £ 6,26 -
2 15,73 £4,42 - 15 20,80 + 6,64 -
3 16,32 4,36 - 16 20,29 + 6,52 -
4 16,74 + 4,45 - 17 20,52 +6,27 -
5 17,48 +4,77 - 18 22,27 +6,22 -
6 18,12 +5,24 - 19 22,2+6,93 -
7 18,72 +£5,07 - 20 23,08 +5,91 -
8 19,60 + 6,12 - 21 24,63 +7,77 -
9 20,42 +5,23 - 22 26,43 +9,15 -
10 21,56 £ 6,91 - 23 27,90 +£9,33 -
11 - - 24 28,38 + 8,02 -
12 27,15 +38,85 - 25 2891 +7,82 -
13 28,24 + 8,96 - 26 29,28 +7,98 -
X 1491 + 3,87 8,31 +3,88 27 30,61 +9,38 -
Y 44,40 + 10,53 - 28 32,79+9,35 -
29 32,46 +9,34 -
30 3527+ 11,07 -
31 36,92 11,15 -
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Fot. 2. Plytki metafazowe — barwienie Ag-NOR; wczesna metafaza (a), pézna metafaza (b).
Przyktadowe NOR zaznaczono strzatkami
Photo 2. Metaphase plates — Ag-NOR banding; early metaphase (a), late metaphase (b).
Exemplary NORs are indicated by arrows
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Zastosowanie barwienia azotanem srebra umozliwito zlokalizowanie aktywnych obsza-
réw jaderkotworczych na 1., 28. 1 31. parze chromosomow. Na pierwszej parze chromoso-
mow obszary jaderkotworcze zidentyfikowano w czgséci terminalnej ramienia p, natomiast
chromosomy par 28. i 31. posiadaja aktywne NOR w okolocentromerowym obszarze ra-
mienia. g. Schematyczne potozenie NOR na chromosomach konia przedstawiono na rys. 2.

&
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Rys. 2. Schemat lokalizacji NOR w chromosomach konia domowego
Fig. 2. Diagram of NOR location in domestic horse chromosomes

Lacznie, w ogdlnej liczbie 200 komodrek poddanych analizie cytogenetycznej, stwier-
dzono 702 aktywne obszary jaderkotworcze. Liczba NOR w komdrkach badanych osob-
nikdéw byta zréznicowana i wahata si¢ w granicach od 64 do 80 w obrebie osobnika.
Obserwowano rdzne wartosci minimalnej i maksymalnej liczby NOR w komarkach. Na
poziomie komorki stwierdzono od jednego do szeSciu obszaréw jaderkotworczych. Naj-
liczniejsza grupe komorek stanowity komorki posiadajace trzy lub cztery aktywne ob-
szary jaderkotworcze, odpowiednio 32% i 38% wszystkich komorek. Srednia liczba NOR
w komorce wynosita 3,51 + 1,03. Stwierdzono zréznicowanie w wybarwianiu si¢ NOR na
poszczegdlnych chromosomach. Najczesciej obszary jaderkotwodrcze obserwowano na
pierwszej parze chromosomo6w, w obrebie obu chromosoméw homologicznych. Na pierw-
szej parze chromosomoéw stwierdzono ogdtem 364 aktywne NOR. Srednia liczba obsza-
réow jaderkotworczych na tej parze wyniosta 1,82 + 0,39. Kolejna, pod wzgledem
czestotliwosci wystepowania obszarow jaderkotworczych, byta 31. para chromosomow.
Ogodtem, na 31 parze chromosomoéw zidentyfikowano 220 obszaréw jaderkotworczych.
Srednia liczba NOR na tej parze wyniosta 1,10 + 0,059. Na 28. parze chromosoméw od-
notowano najmniejsza czegstos¢ wystepowania NOR, w sumie, na 28. parze chromoso-
méw zidentyfikowano 118 obszarow jaderkotworczych. Srednia liczba NOR na tej parze
wyniosta 0,59 + 0,66. Szczegdétowe wyniki dotyczace analizy liczby i lokalizacji NOR
w komorkach oraz w obrebie osobnika, a takze charakterystyki statystyczne analizowa-
nych parametréw zestawiono w tab. 2.
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Tabela 2. Zestawienie liczby NOR w komdrkach badanych zwierzat
Table 2. Numbers of NORs in the cells of examined animals

Liczba NOR
NOR number
Osobnik chromosom .
Individual chromosome komérka
1 28 31 cell
n X*S n X*S n X£S n X*S min.— max
1 37 1,85+0,37 20 1,00 £ 0,65 23 1,15+0,59 80 4,00+0,73 3-5
2 37 1,85+ 0,37 15 0,75 + 0,64 27 1,35+ 0,59 79 3,95+ 1,10 26
3 37 1,85+ 0,37 10 0,50+0,61 24 1,20 £0,52 71 3,55+ 0,83 2-5
4 38 1,90 = 0,31 10 0,50+0,61 18 0,90 + 0,45 66 3,30 + 0,80 2-5
5 37 1,85+0,37 15 0,75 +0,79 17 085+£049 69 3,45+0,89 2-5
6 38 1,90 = 0,31 11 0,55 + 0,69 23 L15£059 72 3,60 + 0,88 36
7 36 1,80 = 0,41 7 0,35 +0,59 21 1,05 = 0,61 64 320+ 1,15 1-6
8 34 1,70 = 0,47 10 0,50+0,61 23 1,15£0,59 67 335+ 1,14 2-6
9 35 1,75+ 0,44 8 0,40 + 0,60 21 105+£0,69 64 3204+ 1,32 1-6
10 35 1,75+ 0,44 12 060+ 068 23 1L15£0,59 70 3,50+ 1,15 1-6
?(i‘;iem 364 1824039 118 0,59+0,66 220 1,10£0,59 702 3,61+ 1,03 1-6
DYSKUSJA

Heterochromatyna konstytutywna tworzy wazng cz¢s¢ chromosomu — mianowicie
okolice okotocentromerowg. Moze wystepowac w rejonie telomerowym oraz interkalar-
nie, a takze moze obejmowac cale rami¢ chromosomu. Bloki heterochromatyny konsty-
tutywnej w poszczegdlnych chromosomach réznig si¢ wielko$cig. Zmiennosé dtugosci
odcinkéw heterochromatynowych nie wptywa na fenotyp, moze jednak réznicowaé mor-
fologi¢ chromosomoéw gatunku. Rola heterochromatyny w procesie podziatu komorki jest
bardzo wazna, wliczajac transkrypcje, segregacje chromosomoéw i interakcje chromaty-
nowe w rozlegtym zakresie [Kleczkowska 1982, Grewal i Jia 2007].

W badaniach wlasnych heterochromatyne konstytutywna w postaci prazkéw C zaob-
serwowano na wszystkich analizowanych chromosomach w rejonie proksymalnym (procz
11. pary), a takze na ramieniu q chromosomu X. Kubien i Opiela [2002], analizujac chro-
mosomy konika polskiego pod wzglgdem rozmieszczenia heterochromatyny, stwierdzili
wystepowanie prazkow C w okolicach centromerowych wszystkich chromosoméw, w re-
jonie telomeréw wraz z satelitami w parze pierwszej, jak tez prazka na ramieniu q chro-
mosomu X. Chromosom Y wyzej wymienieni autorzy uznali jako caty
heterochromatynowy. W badaniach wlasnych nie zaobserwowano prazkéw C w rejonach
telomerowych analizowanych chromosomoéw. Nie stwierdzono takze prazka heterochro-
matynowego w czesci satelitarnej pierwszej pary autosomalnej. Autosom jedenastej pary
byt pozbawiony heterochromatyny. Na podstawie wykonanych pomiarow wielkosci bloku
heterochromatyny konstytutywnej, w stosunku do catej dlugosci chromosomu, stwierdzono
W niniejszej pracy, ze chromosom ptci Y jest w 44% heterochromatyczny. Richer i in. [1990]
opracowali standard kariotypu konia. Charakterystyki dokonali na podstawie barwienia
RBG, GTG, CBG, NOR. W szczegdtowym opisie identyfikacji prazkow C podaja, ze chro-
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mosomy w kariotypie konia pozytywnie wybarwily si¢ we wszystkich centrycznych i pa-
racentrycznych regionach chromosomow z wyjatkiem autosomu jedenastego. Odnotowali
réwniez indywidualne zmiany w dlugos$ci centrycznych i paracentrycznych rejonach chro-
mosomu pierwszego, dwunastego i trzynastego oraz w dhugosci heterochromatycznej czg-
$ci na dlugim ramieniu chromosomu Y. Ponadto zaobserwowali dodatkowy prazek na
trzecim, co do dtugosci, ramieniu chromosomu X. McFelly [1990] stwierdzit, ze zmienna
szeroko$¢ odcinkow centromerowych prazkow C $wiadczy o wystepowaniu nieidentycz-
nej wielkosci heterochromatyny.

Bowling i in. [1997] podaja, ze sposrod 32 par chromosomdw konia, trzydziesta druga
par¢ chromosomoéw stanowig heterochromosomy X i Y. Chromosom X jest drugim z naj-
wickszych submetacentrykdw, a chromosom Y jest jednym z mniejszych akrocentrykow.
Duze zawarto$ci heterochromatyny w matych autosomach i podobne rozmiary mogty spo-
wodowaé mylne zaklasyfikowanie tych dwoch chromosoméw do poszezegolnych grup.
Idealnym rozwiazaniem byloby zastosowanie techniki fluorescencyjnej hybrydyzacji
in situ (FISH), ktora w 100% pozwolitaby wytoni¢ chromosom Y z kariotypu.

W badaniach wtasnych dokonano pomiaréw wielkosci blokow heterochromatyny kon-
stytutywnej w stosunku do calej dtugosci chromosomoéow wszystkich analizowanych chro-
mosomow. Wyniki pomiaréw wykorzystano do charakterystyki kariotypu konia, jako
oceng obiektywna. Switonski [1988] i Stota [1998] subiektywnie ocenili wielkosci blokow
heterochromatynowych za pomocg znakow ,,+”, charakteryzujac kariotypy réznych ga-
tunkow zwierzat. W niniejszej pracy charakterystyki kariotypu dokonano w sposdb $ci-
slejszy, podajac wyniki pomiarow scharakteryzowanych za pomoca podstawowych
parametrow statystycznych, ktore umozliwity ogoélne okreslenie zmiennosci budowy chro-
mosomow konia w odniesieniu do obszaréw heterochromatynowych.

W ramach prowadzonych badan obszary jaderkotworcze u przedstawicieli konia domo-
wego zidentyfikowano na chromosomach par 1., 28. 1 31. Uzyskana lokalizacja aktywnych
NOR jest zgodna z przedstawiong w standardzie kariotypu konia oraz w innych pracach do-
tyczacych identyfikacji obszarow jaderkotworczych w chromosomach roznych ras koni [Ri-
cher i in. 1990, Switonski i in. 1994, Loginova i in. 1996, Kubien i Opiela 2002]. Jedynie
w pracach Loginova i in. [1996] i Derjusheva i in. [1998] aktywne NOR zidentyfikowano
na 27. 1 28. parze chromosomdw u koni zimnokrwistych i konika polskiego.

Analizujac uzyskane w pracy wyniki, stwierdzono, ze NOR najczgséciej wybarwiat
si¢ na pierwszej parze chromosomoéw, natomiast najmniej NOR obserwowano na 28.
parze chromosomow. Poréwnujac wyniki wlasne z wynikami innych opracowan, stwier-
dzono, ze mata aktywnos$¢ 28. chromosomu na srebro jest cecha charakterystyczng chro-
mosoméw konia. Switonski i in. [1994] oraz Richer i in. [1990] potwierdzaja najnizsza
aktywno$¢ chromosomow 28. pary i jednoczes$nie bardzo duza zmienno$¢ w reakcji na
srebro potwierdzong po zastosowaniu techniki FISH z sonda 18S—5,8S-28S [Loginova
iin. 1996].

W przeprowadzonych badaniach najczgsciej wystepowaty komorki posiadajgce trzy
lub cztery aktywne NOR. Sporadycznie obserwowano komorki z kompletem NOR (sze$¢
osadow srebra). W publikacji Richer i in. [1990] stwierdzono, ze sze$¢ aktywnych NOR
wystepuje bardzo rzadko. Najczeséciej w komorkach obserwuje si¢ cztery aktywne NOR.
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Badania nad aktywno$cia NOR u innych gatunkéw potwierdzaja, ze nie jest ona jed-
nakowa dla wszystkich NOR-chromosomoéw. Przyjmuje sig, ze liczba wybarwionych NOR
w mitozie zalezy od aktywnosci transkrypcyjnej rtDNA. U koztéw obszary jaderkotwor-
cze najczesciej obserwowano na najwigkszych, posiadajacych NOR chromosomach par 2.
i 3. oraz chromosomie pary 28. Natomiast na chromosomie pary 5. NOR obserwowany byt
sporadycznie i czgsto tylko na jednym homologu [Andraszek i in. 2009]. W podobnych ba-
daniach prowadzonych u bydta obserwowano najwigksza czestotliwosé na trzecim, pod
wzgledem wielkoS$ci, chromosomie z aktywnym NOR oraz na najmniejszym NOR-chro-
mosomie [Mayr i in. 1989]. Ponadto w metafazach tego samego osobnika istnieje mig-
dzykomoérkowe zroznicowanie ekspresji NOR, ktére dotyczy ilosci, wielkoSci
i intensywnosci barwienia osadow srebra [Weisenberger i Scheer 1995].

Liczba aktywnych NOR oraz ich lokalizacja w chromosomach jest cechg charaktery-
styczng kazdego gatunku. U koni NOR zlokalizowane na pierwszej parze wystepowaty
w terminalnej czgSci ramienia p, natomiast NOR par 28. i 31. w subcentromerowym re-
gionie ramienia q. Subcentromerowe NOR obserwowano takze u myszy oraz nornika bu-
rego [Goodpasture i Bloom 1975, Henderson i in. 1976]. Obszary jaderkotworcze u innych
gatunkow zwierzat moga wystgpowac takze w terminalnych odcinkach chromosomow
lub w przewgzeniach wtdrnych [Goodpasture i Bloom 1975, Henderson i in. 1976, Hen-
derson i1 Bruere 1980, Richer i in. 1990, Solinas Toldo i in. 1992, Mellink i in. 1994,
ISCNDB 2000].

WNIOSKI

Przeprowadzone badania pozwolity scharakteryzowac kariotyp konia (Equus cabal-
lus L.) pod wzgledem wzoru prazkéw C oraz liczby i lokalizacji aktywnych NOR. Na
podstawie wykonanych analiz sformutowano nastepujace wnioski:

Chromosomy konia réznity si¢ wielkoscig i morfologig. Chromosomy par od pierwszej
do trzynastej i chromosom X byly metacentryczne. Pozostale chromosomy byly akrocen-
tryczne. Prazki heterochromatynowe zlokalizowano w okolicach centromerowych wszyst-
kich badanych chromosomdéw, z wyjatkiem jedenastej pary. Na chromosomie plci X, oprocz
prazka C w rejonie proksymalnym, zaobserwowano dodatkowy prazek w czesci intersty-
cjalnej ramienia q chromosomu. Chromosom pici Y byt w 44% heterochromatynowy.

Zidentyfikowano aktywne obszary jaderkotworcze: w terminalnych czg¢sciach ramie-
nia p pierwszej pary chromosomoéw oraz w subcentromerowej czg¢éci ramienia q chromo-
soméw par 28.131. Srednia liczba NOR w komérce wynosita 3,61 + 1,03. Aktywny NOR
najczgsciej obserwowano na chromosomach pierwszej pary, najrzadziej na chromosomach
pary 28. W ogolnej liczbie 200 analizowanych komorek najczgsciej wystgpowaly komorki
z trzema lub czterema aktywnymi NOR.
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IDENTIFICATION OF HETEROCHROMATIN REGIONS AN WELL
AS NUCLEOLAR ORGANISER REGIONS IN HORSE CHROMOSOMES

Abstract. The domestic horse karyotype is characterized by the diploid number of chromo-
somes that equals 64 (13 metacentric and submetacentric pairs, 18 pairs of acrocentric auto-
somes and a pair of heterochromosomes). Satellites on the first pair of chromosomes as well as
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secondary restrictions on acrocentric chromosomes 18 and 31 are visible and make it easier to
identify them without banding. The aim of the study was to describe the horse karyotype in re-
spect of the size and location of constitutive heterochromatin as well as the location and num-
ber of nucleolar organizer regions. C bands in horse chromosomes have been found in
centromeric regions of all the examined chromosomes, excluding the 11. pair. Apart form a prox-
imal band C, an additional band in the interstitial part of the ¢ arm was found on the X sex chro-
mosome. Forty-four per cent of the Y chromosome was made up of heterochromatin. Active
NORs were identified in the terminal parts of p arm of the 1. chromosome as well as in the sub-
centromeric part of g arm of pairs 28 and 31. The average NOR number in a cell was 3.6141.03.
The most often observed cells had 3 or 4 active NORs.

Key words: C-band, heterochromatin, horse, karyotype, NOR, nucleolar organizer regions
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