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Prace nad ustaleniem kariotypow ptakow
staly sie podstawa do cytogenetycznej charak-
terystyki kazdego ich gatunku i okreslenia po-
limorfizmu wewnatrzgatunkowego, jak rowniez
do identyfikowania odmian mieszancowych
nieznanego pochodzenia (1, 2, 5, 9, 11, 14).

Badania cytogenetyczne pozwalajg ponadto
na wykrycie aberracji chromosomowych, wig-
zacych sie z wystepowaniem zaburzen rozwoju
i niektorych wad wrodzonych oraz ze zmiang
podatnosei lub odpornosci na rbézne choroby
(2, 3). Szczegdlnie przydatnymi okazujg sie
badania cytogenetyczne w wyjasnianiu przy-
czyn $miertelnosci zarodkow we wczesnych
okresach rozwoju embrionalnego, zamierania
pisklgt w pierwszych dniach po wylegu (1, 2,
3, 6) oraz zaburzen roéznicowania pici osobni-
kéw, prowadzacych do powstania réznych
stopni interseksualizmu, warunkujacego nie
tylko zdolnos¢ reprodukeyjna osobnikéw, ale
rowniez wystepowanie korzystnych lub nieko-
rzystnych cech uzytkowych.

Na etapie obecnie prowadzonych prac hodo-
wlanych badania cytogenetyczne mogg miec
praktyczne zastosowanie przy udoskonalaniu,
a nawet tworzeniu nowych odmian o pozada-
nych dla produkcji cechach reprodukcyjnych
i uzytkowych.

Technika hodowli

Jako wstepny etap do wlasciwych badan cytogene-
tycznych opracowano metode hodowli leukocytow w
oparciu o doniesienia wielu autoréw (4, 6, 7, 8, 9, 10,
13, 16).

Krew do hodowli pobierano z zyly skrzydlowej kur-
czat w wieku 8 tygodni. Ogélem wykonano 32 dos-
wiadczenia i zalozono okolo 200 hodowli leukocytow.

W oparciu o przeprowadzone badania opracowano
nastgpujacy optymalny schemat hodowli leukocytéw
kur in vitro:

1. Pobranie od jednego osobnika 10 ml krwi do
heparynizowanej strzykawki (0,2 ml heparyny bez do-
datkow konserwujgcych 500 j/ml).

2. Przeniesienie krwi do jalowych naczyn zawicra-
jacych po 0,2 ml PHA-M.

3. Doktadne wymieszanie i pozostawienie préby z
krwig przez 10—15 min. w celu przyspieszenia agluty-
nacji erytrocytow.

4. Wirowanie krwi przy 300—500 rpm przez 10—
20 min.

5. Zebranie osocza zawierajacego leukocyty (liczba
leukocytéw w 1 ml powinna wynosié 1,5-2 milio-
now).

6. Dowirowanie préb z krwig przy 1000 rpm przez
5 min. w celu uzyskania surowicy wlasnej.

7 Zakladu Genetyki Czlowiecka PAN
w Poznaniu

7. Przeniesienic leukocytéw do medium o nastepu-
jacym sktadzie:

osocze antologiczne 15%
surowica wlasna 15%
L-Glutamina 10%
piyn Parkera 60%

0,03 ml na ml medium
0,01 ml na ml medium

kanamycyna
PHA-P

8. Doprowadzenie pH medium do 6,8—7,2 uiywaj_ac
roztworu 1IN HCl lub 5% mieszaniny CO, z powiec-
trzem.

9., Przyniesienie 10 ml medium hodowlanego do jalo-
wych naczyn o pojemnosci 25 ml i szezelne zamknie-
cie korkami gumowymi.

10. Inkubowanie zalozonych hodowli przez 48 do
72 godz. w cieplarce, w temperaturze 38°C (+1°C).

11. Dodanie 10—50 pg kolcemidu w objetosci 0,2—
0,5 ml/4 ml medium na 3 godz. przed zakonczeniem
okresu inkubacji.

12. Przeniesienie hodowli leukocytéow do probdéwek
wirdwkowych i zwirowanie przy 1000 rpm przez
5 min.

13. Odrzucenie supernatantu.

14. Dodanie 0,45% roztworu cytrynianu sodu (5—7
ml) i inkubowanie przez 15 min. w cieplarce, w tem-
peraturze 37°C.

15. Wirowanie prob przy 1000 rpm przez 5 min.

16. Utrwalenie komoérek mieszaning kwasu octowe-
go lodowatego i metanolu 1 :3 przez okres 30 min. w
temperaturze 4°C (utrwalenie powtérzyé 2—3-krot-
nie).

17. Zwirowanie proby przy 1000 rpm przez 5 min.

18. Odrzucenie supernatantu.

19. Dodanie 1—5 kropli $wiezego utrwalacza i do-
bre wymieszanie osadu.

20. Rozlozenie zawiesiny komorek na odtluszczone
szkietka podstawowe i suszenie na powietrzu.

21. Wstepna ocena preparatéw przy uzyciu fazokon-
trastu.

22. Barwienie preparatow z duza iloscig dobrze roz-
proszonych mitoz barwnikiem Giemzy, kwa$ng orcei-
na, hematoksyling zelazista lub fuksyna karbolowa.

23. Przykrycie szkietkamj nakrywkowymi prepara-
téw przeznaczonych do fotografowania, montujgc je
balsamem kanadyjskim,

Stosujac opisang metode uzyskano w polowie za-
lozonych hodowli preparaty nadajgce sie do oceny
kariotypu Gallus domesticus. Chromosomy sklasyfi-
kowano oceniajac ich calkowitg dlugo$é i lokalizacje
centromeréw (ryc. 1 i 2).

Przy ocenie kariotypdéw przyjeto system klasyfikacji
wedtug Schoffnera (13).

W piytkach metafazalnych latwo wyroznia sie 9 par
makrochromosoméw, w tym 8 par autosoméw i 1 pa-
re chromosomoéw plciowych.

Grupa A — 1 i 2 para, duze chromosomy metacen-
tryczne.

Grupa B 3 para, Srednie chromosomy akrocen-
tryczne.

Grupa C — 4 para, $rednie chromosomy submeta-
centryezne.

Grupa D — 5 para, chromosomy plci ZZ i ZW
$rednie chromosomy metacentryczne.

Grupa E —— 6 i 7 para, male chromosomy akrocen-
tryczne.
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Grupa F — 8 i 9 para, chromosomy metacentrycz-
ne, trudne do rozrdznienia.
Grupa G — 10—39 para, mikrochromosomy (ze

wzgledu na wielko$é trudno je sklasyfikowad).

W przeprowadzonych doSwiadczeniach przebadano
szereg odczynnikéw i pozywek, badajac ich przydat-
no$¢ w badaniach cytogenetycznych u kur.

Heparyna — stosowano heparyne ,Polfa” (przygo-
towana w pracowni przez rozpuszczenie heparyny in
substantia w jalowym 0,9% chlorku sodowym, nastep-
nie sterylizowang drogg sgczenia przez filtry Seitza)
w stezeniu 100 j./ml krwi. Wyzsze stezenia powodo-
waly zaburzenia wzrostu komérek az do catkowitego
zahamowania proliferacji i wystgpienia toksycznych
zmian w komorkach.

Jako medium hodowlane stosowano plyn Parkera
(medium 199) produkcji Lubelskiej Wytwoérni Suro-
wic i Szczepionek. Plyn Parkera wzbogacano autolo-
giczng surowica kurzg, badz tez autologicznym o0so-
czem kurzym w iloSci 25—30% oraz L-glutaming
0,3 mg/ml. Medium to stanowilo najodpowiedniejsza
pozywke, w ktérej uzyskiwano najwyzsze indeksy mi-
totyczne hodowanych leukocytow (1,6—2%/godz. kol-
cemidu). Stosujgc plyn Hanksa lub piyn Parkera bez
glutaminy uzyskiwano hodowle o nizszym indeksie
mitotycznych, wskutek tego trudniejsze do oceny ka-
riotypu.

Jako ostone antybiotykowsg stoscwano kanamycyne
w dawce 30 ug/ml hodow!li. Dobre wyniki uzyskiwano
réwniez stosujac penicyling 100 j/ml i streptomycyne
1 ng/ml. Przy tej ostonie antybiotykowej zakazenia
hodowli zdarzaly sie sporadycznie i nie przekracza-
y 1%.

Stymulacji mitoz dokonywano nastepujacymi pre-
paratami mitogennymi:

a) fazeoling (otrzymywang w Zakladzie wediug me-
tody podanej przez Razavi'ego (12),

b) PH-P (Difco),

¢) PHA (Wellcome).

Z wymienionych stymulatoréw najlepsze wyniki w
przeliczeniu na godzine inkubacji z kolcemidem uzy-
skiwano przy uzyciu PHA-P (2,3%) oraz PHA ,Well-
come” (1,28%). Hodowle stymulowane fazeoling wy-
kazywaly bardzo niskie indeksy mitotyezne (0,35—
0,5%/godz. kolcemidu). We wszystkich doSwiadcze-
niach stosowano kolcemid (Ciba) w stezeniu 0,2—
5,0 ug/ml. Kolcemid stosowano w roznych okresach
czasu, w przedziale od 1—4 godz. Z naszych obserwa-
cji wynika, ze wystarczajgcg liczbe podzialéow uzy-
skuje sie juz po 2 godz. dzialania preparatu. Srednie
warto$ci indeksdéw mitotycznych zamykaly sie w gra-
nicach 1,6—2,3%/godz. kolcemidu. Indeksy mitotyczne
po uplywie 4 godz. byly o 54% nizsze i wynosily $red-
nio 0,41%/godz. kolcemidu. Stosowanie dluzszych okre-
sow inkubacji powodowalo zie rozproszenie i brak
wyrazistosci figur podzialowych. Podobny efekt zlego
rozproszenia chromosoméw jak rowniez znacznego ich
obkurczenia wystepowal pod wplywem zwiekszonego
stezenia kolcemidu (5 wg/ml).

Wprowadzono réwniez szereg odmian konczenia ho-
dowli zmieniajgc roztwory hipotoniczne i utrwalacze.
Przetestowano nastepujgce roztwory hipotoniczne:
chlorek potasu 0,075 M, cytrynian sodu 0,45%, suro-
wice wilasng z woda destylowang w stosunku 1:7
oraz medium hodowlane réwniez rozcienczone woda
destylowana w stosunku 1:7. Najlepsze efekty roz-
proszenia chromosoméw uzyskano stosujac 0,45% cy-
trynian sodu. W wyniku stosowania pozostatych roz-
tworéw hipotonicznych obserwowano gorsze rozpro-
szenie chromosoméw. Jest {o zgodne z poprzednimi
doniesieniami stosowania roztworéw hipotonicznych
w hodowlach limfocytow drobiu (9, 10, 13, 14),

Ocena przydatnoSci hodowli leukocytow do badan
chromosomdw piasich

Hodowle mozna uznaé za przydatng do ana-
lizy garnituru chromosomowego, jezeli w pre-
paratach mozna znalezé okolo 50 dobrze roz-
proszonych figur podziatowych, w ktorych
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szczegdly budowy chromosoméw sg wystarcza-
jaco wyrazne (15, 16).

Wartosei indekséw mitotycznych uzyskiwa-
ne w przeprowadzonych do$wiadczeniach wa-
haty sie w granicach 1,6—2,3%/godz. kolcemi-
du, co odpowiada $rednim wartosciom indeksu
mitotycznego leukocytéw w hodowlach krwi
czlowieka (15). Wartosci te odpowiadajg wyzej
wymienionym wymogom i sg wystarczajgce do
przeprowadzenia analizy chromosomdw.

W hodowlach, w ktérych indeks mitotyczny
jest nizszy niz 1%/godz. kolcemidu, wystepuje
bardzo malo mitoz i sg one z reguty stabo roz-
proszone, tak, ze ocena Kkariotypu jest utrud-
niona lub wrecz niemozliwa. Nalezy w takim
przypadku hodowle powtorzyé.

Stwierdzono réwniez, ze mimo stosowania
standardowych warunkéw  doswiadczalnych
uzyskuje sie zmienne wartosci indekséw mito-
tycznych dla hodowli konczonych w tym sa-
mym czasie. Spowodowane jest to szeregiem
czynnikow zwigzanych z przeprowadzeniem
hodowli, jak i osobniczo zmienng kinetyka od-
dziatywania komoérek na PHA. Szczyt mito-
tyczny przypada w hodowlach leukocytéw kur
migdzy 48—72 godz. hodowli (10, 14, 16). W
wiekszosci przypadkéw najlepsze wyniki uzy-
skiwano konczac hodowle w 48 godz. Niemniej
jednak w niektérych wypadkach wskazane jest
konczenie hodowli zaréwno w 48 jak i 72 godz.,
celem uchwycenia opoznionego szezytu mito-
tycznego. W szeroko zakrojonych badaniach
cytogenetycznych moznaby jako regule suge-
rowa¢ konczenie hodowli w tych dwoéch ter-
minach, co z jednej strony pozwala na uzyska-
nie odpowiednich warto$ci indeks6w mitotycz-
nych dla hodowli w wypadku przesuniecia sie
szezytu mitotycznego, z drugiej za$ strony sta-
nowi dodatkowe zabezpieczenie w przypadku
niepowodzenia hodowli konczonej w pierwszym
terminie.
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CeBuspcka M., Cranbumada B. M. — Ajanrauus
MCTO2 KYJILTYPBI JIEHKONMTOB nepudepnueckoit KpoBu
VI OLEHKHM KAapPpUOTHIA KYPHIBI.

VYeTaHOBUAN, YTO METOJ KYJNBTYDbI JIEHKOLUMTOB Iie-
pudepruIeCcKoit KPOBM MOIKHO INPUMeHATb AJdA OUEHKU
KapuoTuna Kypuibl. BeJauuyuHbl MUTOTUYECKUX MHICK-
COB, YCTAHOBJIEHHBbIE B IIPOBEJEHHBIX MCCJIeTOBAHUAX
kolebanmucr B mpesenax 1,6—2,3%/gac KOIbIEMUAa,
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UTO OTBEYAET CPEJHMM BeIMUYMHAM MUTOTMUECKOTLO MH-
AeKca JeMKOLUMTOB B KYJbTyPax KPOBM UeJIOBEKA, DTU
BEeJMYMHBI ABJIAIOTCA JOCTATOYHBIMU AJIA NPOBEICHUA
aHaIM3a XPOMOCOM M MASHTUMUKAIINU XPOMOCOMOBBIX
abepparmit.

Swiderska M., Stalzmann W. M. — Adaptation of pe-
ripheral blood leukocyte cullure techmigue for hen
karyotype analysis.

Peripheral blood leukocyte culture technique can
be fully adapted for hen karyotype analysis. The va-
lue of mitotic indices obtained in the experiments was
1.6—2.3%/hr, calcemide. These values corresponded to
the mean values of mitotic indices of leukocytes in
human blood cultures. The obtained values suffice
for analysis of chromosomes and studies on chromo-
some abberations.

FIZJOLOGIA | PATOLOGIA ROZRODU
ORAZ SZTUCZNE UNASIENIANIE

JOZETFT ROMANIUK

Badania nad wystgpowaniem torbielowatosci jajnikdw
u krow w gospodarstwach wielkostadnych

7 Zaktadu Fizjopatologii Rozrodu i Inseminncji Instylulu Weterynarii Oddziat w Bydgoszezy

Zaburzeniem reprodukeyjnym, ktére stano-
wi jedna =z czestych przyczyn nieplodnosci
krow mlecznych i ktorego wystepowanie uwa-
runkowane jest zaréwno dyspozycja dziedzicz-
ng jak réowniez i czynnikami zewnetrznymi sa
torbiele jajnikowe (1, 9, 21). Panujace u nas
»Wwarunki hodowlane” — a mianowicie inten-
sywna selekcja zmierzajaca do poprawy dziel-
nosci uzytkowej krow, przy nie zawsze nada-
zajagcej poprawie warunkow zywieniowych,
stwarzajg sytuacje wzmozonej podatno$ci na
zachorowania.

W poprzednich naszych wieloletnich bada-
niach (20) przeprowadzonych w 6 oborach
wielkostadnych wykazaliSmy, ze schorzenie to
wystepowato Srednio po 13,1% wycielen, a w
niektérych gospodarstwach wskaznik ten byt
bliski 17%. Czestotliwoéé wystepowania torbie-
lowatosci jajnikow uwarunkowana byla tylko
W nieznacznym stopniu wysokoécig produkcji
mlecznej, natomiast istotng role odgrywalo zy-
wienie i warunki $rodowiskowe. Przeprowa-
dzone badania wykazaly rowniez, ze w obser-
wowanym poglowiu w okresie 10 letnich ob-
serwacji dalo sie zauwazy¢ zwiekszenie zacho-
rowalno$ci na torbielowato$é jajnikéw nie-
wspblmierne do zwiekszenia wydajnosci mlecz-
nej kréw. Fakt ten sklonit nas do kontynuowa-
nia badan nad wystepowaniem torbielowato$ci
jajnikéw u krow przez okres nastepnych 5-ciu
lat. Badaniami tymi postanowiliémy obja¢
znacznie wiekszy i bardziej zréznicowany pod
wzgledem wydajnosci mleczne] material zwie-
rZecy.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 2198 krowach rasy nch
rozmieszezonych w 10 oborach nalezacych do gospo-

darstw uspolecznionych. Zwierzeta te byly pod nad-
zorem autora pirzez okres od 4—14 lat. Weterynaryjna
opicka nad rozrodem polegata na comiesiecznej kon-
troli reprodukciji w oborach, w czasie ktérej przepro-
wadzano badanie na cigze, badanie narzadéw rozrod-
czych krow podejrzanych o nieplodnosé oraz leczenie
sztuk nieptodnych. Niezaleznie od tego prowadzono
systematyczne leczenie zaburzen ukladu rozrodczego
w okresie poporodowym. Obserwacje objely lgeznie
6463 cykle rozrodcze.

Diagnoze schorzenia ustalano na podstawie badania
zewnetrznego i wewnetrznego narzadow rodnych oraz
zachowania plciowego krowy. Za krowe dotknietg tor-
bielowato$cig uznawano taka, u ktérej stwierdzano na
jednym lub obu jajnikach obecnos$é torbieli przy row-
noczesnej atonii macicy oraz zaburzemiach cyklu pteio-
wego w postaci stalego popedu plciowego, wystepo-
wanie rui w nieregularnych odstepach czasu lub cal-
kowitym braku popedu plciowego. Zwracano takze
uwage na takie objawy jak zwiotczenie wigzadel
krzyzowo-kolcowo-guzowych, fajkowate odsadzenie na-
sady ogona oraz charakterystyczny wyplyw =z drog
rodnych w postaci silnie opalizujgcego $luzu.

W analizie wynikéw przeprowadzonych badan nie
uwzgledniano podziatu torbieli na pecherzykowe, lu-
teinowe oraz ciatka zdllego.

Wynikii omdédwienie

Przeprowadzone badania wykazaly, ze w
kontrolowanym poglowiu torbielowatosé jajni-
kow byla zjawiskiem do$¢ czestym. W grupie
2198 kréow poddanych wieloletniej obserwacji
667 (30,3%) sztuk wykazalo to zaburzenie re-
produkcyjne, z tego 533 sztuki jeden raz, 108
— dwa razy, 23 — trzy razy i 3 krowy 4-ro
krotnie wykazaly to schorzenie w okresie swe-
go zycia. Wskaznik krow, u ktorych zdiagnozo-
wano torbielowato§¢ jajnikéw ksztaltowal sie
réznie w poszezegbdlnych oborach — od 15,6%
w oborze A do 46,7% w oborze F. W omawia-
nej grupie krow torbiele jajnikowe wystapity
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