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Celem pracy bylo ustalenie warto§ci C-DNA zawartego w jadrach réznych komérek gesi
domowej Anser anser f. domesticus. Analizowano komoérki pluc, skory, trzustki, nerki, $le-
dziony, watroby, serca, mézgu, krwi, jajnika i jadra. Zawarto$¢ jadrowego DNA ustalono
stosujac densytometryczg analize obrazu preparatéw poddanych reakcji Feulgena. Jako
material referencyjny wykorzystano erytrocyty Gallus gallus f. domesticus. Zawarto$é DNA
oznaczono lacznie w 2201 komoérkach. Srednig zawarto$é C-DNA u Anser anser [ domesticus
ustalono na poziomie 1,306 £0,327 pg. Obserwowano duze zrdéznicowanie zawartoéei jadro-
wego DNA w poszezegélnych komoérkach.

SEOWA KLUCZOWE: gesi Anser anser / genom / masa DNA

Badania nad wielko$cia genomow rozpoczeto ponad pot wieku temu, jeszcze przed
odkryciem czasteczkowej budowy DNA. Genom potrakiowany jako catkowita liczba
loci okreslany jest wzgledng jednostka — centymorganem (cM) i charakteryzuje jego
strukturg. Genom traktowany jako catkowita wielko$¢ DNA zawartego w haploidalnym
zestawie chromosomow okreslany jest liczba par zasad (pb) i poznawany jest w proce-
sie mapowania fizycznego. Rozmiar tak definiowanego genomu mozna wyrazié takze
masg DNA, okre§lang jako C-DNA (1C) i wyrazang w pikogramach (pg).

Na wynik pomiaréw C-DNA ma wplyw szereg czynnikow. Okreélenie wielkosci
genomu w jednostkach wagowych (pg) przeprowadzane jest z wykorzystaniem reakcji
biochemicznych, densytometrii, densytometrycznej analizy obrazu, fluorometrii sta-
tycznej, cytometrii przepltywowej i innych metod [6, 9, 20, 24]. Zastosowanie w bada-
niach oceny wielkosci genomu mikroskopu konfokalnego wprowadzito dodatkowy
czynnik zmiennosci, jakim jest zanikanie §wiatia fluorescencyjnego w trakcie analizy
preparatow [11]. Zaréwno metoda oceny, jak i tkanka, w ktérej dokonuje sie pomiaru,
wplywa na uzyskane wartoéci okreélajace wietko$¢ genomu [2]. Halle [19] obserwowal
zroznicowanie zawarto$ci DNA w réznych typach leukocytow tego samego osobnika.
W przypadku komorek z réznych tkanek lub narzadéw, oszacowana zawartosé zwiaza-



na jest z rézng wielkodciag komérek i jadra komdrkowego oraz roznym stopniem upa-
kowania chromatyny [20]. Zawarto$¢ DNA w komorkach aktywnych mitotycznie moze
sic waha¢ od 2 do 4 C w zalezno$ci od etapu interfazy i stopnia zawansowania repli-
kacji [26]. Ponadto na oszacowang zawarto$¢ C-DNA moga wplywaé inne czynniki,
np. czas przechowywania preparatu.

Wielkos¢ genomow réznych organizmow jest zroéznicowana od okolo 1073 do 103
pg [15]. Genom ptakow stanowi okoto jedng trzecig wielkoSci genomu cziowieka i jest
jednym z najmniejszych wérdd kregowcdw {3, 7, 16]. Srednia wielko$é genomu pta-
kow, charakteryzowana jako ilo$¢ C-DNA, wynosi $rednio 1,45 £0,01 pg i waha sie od
0,97 pg u bazanta (Fascianus colchicus) do 2,16 pg u strusia (Strutio camelus) [33].

Baza danych [33] zawiera charakterystyke genomow 4317 organizmow, w tym
2963 pozycje reprezentujy kregowce. Klase ptakow, na kidra skiada sig ponad 10
tysiecy gatunkow, reprezentuje w bazie 206 przedstawicieli. Jedynie 26 danych charak-
teryzuje osobniki z rodziny Anatidae, w tym 3 osobniki reprezentuja 3 gatunki gesi.

Celem badafi bylo okreélenie wielkosci genomu europejskiej gesi domowej na
podstawie zawartoéci jadrowego DNA w rdznych typach komorek.

Material i metody

Przedmiotem badan byly jadra komdrkowe wyizolowane z erytrocytdow i komorek
wybranych narzadéw gesi domowej. Skrawki ptuca, skory, trzustki, nerki, $ledziony,
watroby, serca, mozgu i jajnika pobrano od jednego osobnika wraz z probka krwi
obwodowej. Dodatkowo od drugiego osobnika pobrano probke z jadra. Oceniona liczba
diploidaina chromosomdw wynosiia u obu osobnikéw 2n=80. Preparaty z jajnika, jadra,
krwi oraz preparat wzorcowy z krwi kurzej wykonano technikg rozmazu. Preparaty
z pozostalych tkanek wykonano technika parafinowa [34]. Preparat wzorcowy z krwi
kury sluzyl w dalszej analizie jako material referencyjny. Analizowane preparaty pod-
dano reakcji Feulgena, ktérg przeprowadzono sugerujic sie metodyka wykorzystywana
do oznaczania zawarto$ci jadrowego DNA w tkankach ro$linnych [4, 23], Warunki
reakeji przystosowano do analiz densytometrycznych stosowanych do szacowania wiel-
kosci genomoéw zwierzat [14, 20]. Wybrane fragmenty preparatow zapisywano w pa-
mieci komputera, stosujac system Multiscan. Do oznaczenia zawarto$ci C-DNA w jad-
rach komadrkowych postuzono sie programem pomiarowym Cytofotometr, pracujacym
w $rodowisku programu Microscan.

Zapisane obrazy mikroskopowe wybarwionych preparatow histologicznych oraz
wygenerowane przez system Microscan obrazy referencyjne stanowily material wyj-
$ciowy przeznaczony do pomiaréw. Korzystajac z programu Cytofotometr zakre$lano
powierzchnig¢ poszezegdlnych jader komérkowych 1 przenoszono je na neufralne to
obrazu referencyjnego. Mase DNA w pikogramach (pg) przeliczano z masy referencyj-
nej na podstawie zmian gestosei optycznej, stosujac formule Dolezela 1 wsp. [10].

Wyniki pomiaréw ilosci DNA w komdrkach przeliczano na warto$¢ 1C. Wygene-
rowane przez program Cytofotometr wartodci C-DNA scharakteryzowano statystycznie.
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Lacznie pomiarami objeto 2201 jader komérkowych, od 195 do 205 z kazdego narzadu
oraz krwi.

Wyniki i dyskusja

Zgodnie z przedstawiong metodyka dokonano analizy zawartosci jadrowego DNA
w komorkach narzadéw oraz w erytrocyteh gesi domowej. Wyniki pomiarow oraz pod-
stawowe statystyki przedstawiono w tabeli.

Komérki pluc charakteryzowala $rednia zawarto§¢ C-DNA réwna 1,334 pg. Zmien-
nod¢ zawartodci jadrowego DNA okreflono na poziomie 20%. W obrebie pluc nie
stwierdzono komoérek o zawartodci C-DNA powyzej 2,0 pg. Najliczniejsza grupe stano-
wily komarki o zawartodci jadrowego DNA od 1,0 do 2,0 pg, w sumie 82,09%.

Srednia zawartos¢ C-DNA w komorkach skéry, w poréwnaniu komorkami innych
narzaddw, byla stosunkowo niska i wynosila 1,192 pg. Komorki skéry charakteryzowal
rowniez niski wspdlczynnik zmiennodci zawartoéci DNA w Jadrze (CV=16,74%), a
81,54% wszystkich komorek charakteryzowalo sie zawartoscia jadrowego DNA
w przedziale od 1,0 do 1,5 pg.

W komorkach trzustki $rednig zawarto§¢é C-DNA ustalono na poziomie 1,332 pg,
przy wspolczynniku zmienno$ei wynoszacym 18,19%. W obrebie komorek trzustki
69,27% stanowity komorki o zawartosei jadrowego DNA w granicach od 1,0 do 1.5 pg,
pojawialy si¢ tez komorki o zawarto$ei C-DNA powyzej 2,0 pg (0,98%).

Srednia zawarto§¢ C-DNA w nerce wynosila 1,335 pg. Wspolezynnik zmiennosci
tej cechy oszacowano na poziomie 19,70%. Najliczniejsza grupe (64,14%) stanowily
komorki o zawartodci jadrowego DNA od 1,0 do 1,5 pg. W obrebie nerki stwierdzono
takze liczne komorki (26,77%) charakieryzujace sie zawartoécia C-DNA powyzej 1.5 pg.

Zawarto$¢ jadrowego DNA w komérkach $ledziony byla zréznicowana
(CV=24.5%). Wystepowaly komorki, w ktorych zawartos¢ C-DNA byla mniejsza niz
1.0 pg (22.33% analizowanych komorek), ale réwniez takie, gdzie zawartoéé wynosila
powyzej 2,0 pg (2,92%); przy $redniej zawartodei 1,255 pg.

Komorki watroby, wirdd wszystkich analizowanych tkanek, charakteryzowaly sie
najwyzszg Srednig zawartoscia jadrowego DNA réwng 1,715 pg i najnizszym wspol-
czynnikiem zmiennosci tej cechy - 15,07%. W komérkach watroby stwierdzono naj-
wigkszy udzial komorek o zawartosci C-DNA od 1,5 do 2,0 pg i powyzej 2,0 pg,
odpowiednio 66,17% 1 13,44%.

Komérki serca charakteryzowaly si¢ najnizsza zawartoécia jadrowego DNA, rowng
1,014 pg. W obrebie serca stwierdzono takze komorki o minimalnej zawarto$ci C-DNA
na poziomie 0,471 pg. Komérki o zawartoéei jadrowego DNA ponizej 1,0 pg stanowily
47,45%, natomiast komorki o zawartoéei C-DNA powyzej 1,5 pg - 1,53% wszystkich
analizowanych komérek serca.

Srednia zawartosé Jadrowego DNA w jadrach komérek mozgu wynosila 1,468 pe.
Zmiennos¢ zawartosei jadrowego DNA ustalono na poziomie 19,74%. W obrebie moz-
gu, komorki o zawartodei C-DNA do 1.0 pg wystepowaly nielicznie i stanowily 1,48%
wszystkich komorek. Najliczniejsza grupa byly komorki zawierajace C-DNA w grani-
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cach od 1,0 do 1,5 pg oraz od 1,5 pg do 2,0 pg, odpowiednio 59,90% i 32.67%.
Stwierdzono takze 5,95% komorek o C-DNA ponad 2,0 pg.

Jadra erytrocytdw krwi obwodowej charakteryzowaly sie érednia zawartoScig C-
-DNA wynoszacg 1,207 pg i najnizszy ze wszystkich tkanek wspolczynnik zmiennogci
tej cechy — 15,54%. Najliczniejsza grupe (75,74%) stanowily komorki o zawartosci
Jjadrowego DNA od 1,0 do 1,5 pg.

Komorki jajnika charakteryzowaly si¢ zawartoscia jadrowego DNA rowng 1,438 pg.
W obrebie jajnika stwierdzono komorki o najwiekszej zawartoéci C-DNA ~ na pozio-
mie 2,256 pg. Komérki o zawartodci jadrowego DNA w granicach od 1,0 do 1,5 pg
stanowity 50,05%. Stwierdzono takze obecno$é komérek o zawartoéci C-DNA powyzej
2,0 pg — 5,60% wszystkich komérek jajnika. W komérkach jajnika obserwowano réw-
niez duzg zmienno$¢ zawartosci C-DNA (CV=24,57%).

Srednia zawartode jadrowego DNA w komorkach jadra byla niska i wynosila 1,065 pe.
Ceche t¢ charakteryzowala najwieksza zmienno$¢ w poréwnaniu z innymi tkankami.
Wspdlezynnik zmiennoéci zawartosei C-DNA w komoérkach jadra ustalono na poziomie
25.,53%. W obrebie jadra przewazaly komorki o zawartoscei jadrowego DNA do 1,0 pg
i w granicach od 1,0 do 1,5 pg, odpowiednio 46,7% i 45,7%.

Laczna analiza wynikéw jadrowego DNA pozwolila na ustalenie Sredniej zawar-
todci C-DNA w komérkach europejskiej gesi domowej na poziomie 1,306 +0,327 pg.
Wsrod 2201 ocenianych komoérek, ponizej 1,0 pg zawartoéci C-DNA rejestrowano w
17.13% komorek, migdzy 1,0 a 1,5 pg w 57,34% komérek, o zawartosci 1,5 do 20w
22,63% oraz powyzej 2,0 pg w 2,90% analizowanych komorek.

Jak podaje Gregory [33], do charakterystyki genomu za optymalng uznaje sig
liczebno$¢ 5 osobnikéw. Mimo takiej rekomendacji, zawarto§¢ C-DNA opisywana
W pismiennictwie jest najczgdciej charakteryzowana u pojedynczego osobnika [18, 27,
32]. Z klasy Aves rzedu Anseriformes, gatunek Anas platyrhynchos reprezentujg przed-
stawione odrgbnie wyniki z pomiarow C-DNA szeéciu osobnikéw, zaé Cairina moscha-
ta — pie¢ ptakow.

Liczebno$¢ proby uzalezniona jest tez od organizmu. U organizméw wielokomor-
kowych liczba pomiaréw w rdznych komérkach powinna wynosi¢ od 50 do 500, nato-
miast u organizméw prostych, jak np. Daphnia, liczba osobnikéw podlegajacych ocenie
wynosi od 20 do 160 [22]. Gregory [17] sugeruje, aby w analizie statystycznej odrzucié¢
warto$ci skrajne, ktorych warto$¢ wynika by¢ moze z malo pordwnywalnych cech
preparatu. W pracy przedstawiono wszystkie wyniki, prezentujac je w czterech klasach
zmiennosci: ponizej 1,0 pg, w przedziale od 1,0 do 1,5 pg, miedzy 1,5 a 2,0 pg oraz
powyzej 2,0 pg. Najliczniej (ponad 57%) reprezentowana byla grupa komérek o zawar-
tosci C-DNA migdzy 1,0 a 1,5 pg.

Wielko$¢ genomu jest cecha gatunkowa. W bazie danych [33] scharakteryzowa-
no miedzy innymi reprezentantow trzech gatunkdw gesi: Anser rossi (wartodé C-
-DNA=1,08 pg) [27], Cereopsis naovahollandie (wartoéé C-DNA=1 42 pg) [28] oraz
jednego osobnika o nieznanym pochodzeniu o éredniej zawartosci C-DNA=1,08 pg (u
ktorego wartodei C-DNA w 11 typach komérek wahaty sie od 0,06 do 5,70 pg) [16].
We wspomnianej bazie danych [33], przy charakterystycznej dla gatunku warto$ei
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C-DNA podawany jest rowniez typ komorek, w ktorych przeprowadzono analize.
Wiekszosé badan prowadzona jest w komorkach erytrocytow, ale wiele z 633 pozycji
pi$miennictwa wykorzystywanego w bazie danych podaje wyniki pomiarow w czter-
dziestu innych typach komoérek. W prezentowanych badaniach stwierdzono wysoki
stopief zréZnicowania zawartosei jadrowego DNA w analizowanych komorkach, wy-
noszacy ponad 25%. O ile w erytrocytach 75% badanych komorek stanowily komorki
o zawartosci od 1,0 do 1,5 pg, to w komérkach watroby jedynie 19,90% badanych
komdrek charakteryzowala zawarto§¢ C-DNA w tym przedziale. Hardie i wsp. {20]
przyznaja, ze komorki watroby nie s najlepszym zrodlem informacji, ze wzgledu na
ich potencjaina ploidalno$¢. Mimo to liczni autorzy (24 pozycje pismiennictwa) wyko-
rzystywali komérki watroby w ocenie ptasiego genomu [33].

Wybér metody oceny zawartosci C-DNA w komorkach réwniez wplywa na uzy-
skiwane wartoéci. U ptakoéw 38,18% prezentowanych analiz prowadzono metoda den-
sytometrii z wykorzystaniem reakcji Feulgena, a 47,64% — w cytometrze przeplywo-
wym [33]. Technika densytometrii preparatow barwionych odczynnikiem Feulgena,
z zastosowaniem komputerowej analizy obrazu, jest obecnie uznawana za obarczong
najmniejszym bledem i wykorzystywana réwniez w diagnostyce medycznej [5, 12].

Badania nad okre$leniem wielkosci genomu w jednostkach fizycznych (pg) rozpo-
czeto jeszcze przed odkryciem czasteczkowej budowy DNA. Mimo ze tzw. paradoks
wartoéci C po poznaniu genomu czlowieka zostal rozwigzany, oszacowanie wielko$ci
C-DNA nastrecza wiele kiopotoéw [17, 31]. Punktem odniesienia zawartoSci C-DNA,
niezaleznie od wybranej techniki pomiarowej, jest wzorzec o znanej zawartosci DNA.
Wybér tkanki referencyjnej, jak podajg Hardie i wsp. [20], moze stanowi¢ dodatkowe
zrodlo zmienno$ci. W niniejszej pracy jako wzorzec do pomiarOw C-DNA gesi wyko-
rzystano erytrocyty kury. Jednak w przypadku poréwnywania ze wzorcem innych tka-
nek, warto§¢ oszacowania moze si¢ zmienia¢. Przeprowadzone przez Vinogradova
i wsp. [30] odniesienie komorek watroby myszy do erytrocytow kurzych wskazywalo
na 0,22 pg roéznicy wartosci C-DNA, niz gdy odnoszono komdrki watroby myszy do
komdrek watroby kury. Rownoczeénie jednak wielko$é genomu Drosophila melanoga-
ster, oceniona na podstawie poréwnan z erytrocytami kury [25], pozostaje w calkowitej
zgodzie z danymi uzyskanymi po zsekwencjonowaniu genomu tego organizmu [1].
W prezentowanych badaniach warto§¢ C-DNA w komorkach erytrocytow krwi gesi,
poréwnywana z erytrocytami krwi kury, wynosifa 1,207 £0,188 pg.

Nalezy zaznaczy¢, ze wielko$¢ jadra komoérkowego jest ciSle zwigzana z wielko-
scig komarki [16]. Komorki z rdéznych narzaddw charakteryzuje rdzna wielko$¢. Nie
stwierdzono natomiast, by wiek czy stan fizjologiczny osobnika byly zwiazane z za-
wartoécig C-DNA w poszezegdinych komorkach. U ptakdw stwierdzono jednak ujemna
korelacje miedzy tempem metabolizmu a wielkoscig genomu [16, 29]. Natomiast
w czasie barwienia metoda Feulgena rézny jest stopien hydrolizy DNA w rdznej wiel-
kosci jadrach komdrkowych i zwigzanym z tym stanem zaawansowania replikacji DNA
[8,21]. W éwietle przeprowadzonych rozwazaf uzyskane wyniki wymagaja ostroznego
traktowania i dalszej analizy. Jak przyznaja Gregory [18] 1 Greilhuber [13], duza czes¢
wariancji zwiazana jest z bledem eksperymentalnym (metoda oceny, tkanka, wielkos¢
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komorki/jadra, stan zaawansowania replikacji, kondensacja chromatyny, tkanka refe-
rencyjna).
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Katarzyna Andraszek, Elzbieta Smalec
The content of nuclear DNA in cells of domestic goose Anser anser

Summary
The work aimed at determining C-DNA content in different types of cells of domestic goose

Anser anser. Cells from: lung, skin, pancreas, kidney, spleen, liver, heart, brain, blood, ovary and
testicle were examined. The content of nuclear DNA was estimated by Foulgen image densito-
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metry analysis. Chicken red blood cells were used as a reference material. An average C-DNA
content of 2201 goose cells amounted 1.306 +£0.327 pg. High variability of nuclear DNA content
was observed in examined cells.
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