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METODY ROZNICOWEGO BARWIENIA CHROMOSOMOW

Wstep

Analiza kariotypu jest dzisiaj obok okreslenia somatycznych liczb chromoso-
mow jedna z podstawowych metod stosowanych w cytologii. Dokladne badania
kariotypu maja duze znaczenie dla zrozumienia mechanizméw ewolucji organizmoéow
eukariotycznych, a praktyczne ich stosowanie od dawna ulatwia prace genetykom
i hodowcom, szczegdlnie tym, ktorzy zajmuja si¢ uprawa zboz. Ponadto bardzo
dynamicznie rozwija si¢ analiza kariotypu czlowicka, dzigki ktorej wyjasniono
wiele zagadek dotyczacych migedzy innymi chorob dziedzicznych.

Do niedawna wszystkie konwencjonalne metody analizy kariotypu oparte byly
na analizie morfologii chromosomow barwionych kilku podstawowymi, powszech-
nie uzywanymi barwnikami. Metodyka tych barwien sklada si¢ z dwoch podstawo-
wych etapéw — stosunkowo prostego traktowania wstgpnego majacego najczgsciej
na celu najdogodniejsze dla dalszych badan przykurczenie chromosomoéw i nagroma-
dzenie metafaz w przeznaczonym do analizy materiale, oraz na wlasciwym barwie-
niu jednym z szeroko stosowanych barwnikow. W niektérych badaniach stosowano
jeszcze dodatkowo maceracje materialu w stopniu umozliwiajgcym wykonanie
rozgniotow (tkanki roélinne). Barwienie tego typu daje niezaleznie od uzytego
barwnika efekt jednolitego wybarwienia chromosomoéw prawie na calej ich dhugoscei.
Jedynie strefy przewegzen pierwotnych (centromeroéw) i wtérnych (organizatorow
jaderek) pozostaja niewybarwione lub stabo wybarwione. Ich poloZenie w obrgbie
chromosoméw stanowi obok catkowitej diugo$ci chromosomoéw podstawowe
kryterium klasyfikacji typéw morfologicznych chromosoméw w obrgbie badanego
kompleksu.

W przypadku szerokiej skali zréznicowania chromosoméw w obregbie kompleksu
metody te umozliwiaja przeprowadzenie analizy kariotypu z zadowalajacymi wyni-
kami, w wielu jednak przypadkach zawodza. Tak na przyktad u wielu gatunkow
wystepuja duze grupy chromosomow tak bardzo do siebie zblizonych, zaréwno
pod wzgledem dlugosci jak i polozenia centromeru, ze identyfikacja poszczegdlnych
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par chromosoméw (lub grup chromosomoéw homologicznych w przypadku poli-
ploidow) w materiale barwionym konwencjonalnymi metodami napotyka wielkie
trudnosci (ryc. 1). Skapa liczba punktow orientacyjnych w obregbie chromosomu
dostepnych obserwacji mikroskopowej utrudnia, a niejednokrotnie nawet uniemozli-
wia zaobserwowanie drobniejszych zmian w kariotypie, mimo iz zmiany te moga
odgrywaé duza rolg w ewolucji. Duze trudnosci przedstawia rowniez przy konwencjo-
nalnej analizie kariotypu sprawa pochodzenia kompleksow chromosomowych
gatunkow poliploidalnych i form mieszaicowych oraz ewolucji kariotypu w obrebie
grup gatunkow blisko ze soba spokrewnionych.
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Ryc. 1. Phleum pratense, 2n = 42; Chromosomy barwione orceing octowa

Dodatkowym aspektem utrudniajacym wyciaganie wnioskow natury ewolucyjnej
na podstawie analizy kariotypu prowadzonej konwencjonalnymi metodami jest
wielokrotnie stwierdzony fakt nierownomiernej kontrakcji chromosoméw homolo-
gicznych w obregbie jednej plytki metafazowej (ryc. 2). W zwiazku z tym analiza
kariotypu przeprowadzona by¢ moze jedynie na podstawie pomiarow wielu plytek
metafazowych, a jej wyniki przedstawiane sa w postaci wartosci Srednich. Czesto
nie ulatwia to wecale identyfikacji poszczegdlnych typow chromosomowych w kon-
kretnym preparacie.

Do niedawna istniala tylko jedna metoda badan kariotypu oparta na analizie
wewnetrznej struktury chromosoméw — metoda wyznaczania wzoroéw chromomero-
wych poszczegélnych chromosoméw w pachytenie, a wigc w profazie pierwszego
podziatu mejotycznego [44, 58, 59]. Przyklad wzoru chromomerowego jednego
z B-chromosomow zyta przedstawia ryc. 3. Ze wzgledu na duzy stopieni trudnosci
metoda ta nie znalazla szerokiego zastosowania. Jej podstawowym mankamentem
jest znaczna dlugo$¢ chromosomow pachytenowych (szczegdlnie roslinnych).
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Ryc. 2. Pary wybranych chromosomow homologicznych obserwowanych w obrebie jednej plytki metafa-
zowej. A, B — Phleum alpinum, C—P. Michelii. Barwione wg Feulgena

Ryc. 3. Struktura chromomerowa pachytenowego biwalentu utworzonego przez standartowe B-chromo-
somy zyta, Wg Lima-de-Faria, Hereditas 1949

Dokladna analiza morfologii chromosomoéw mozliwa byla takze w pewnych innych

wyjatkowych wypadkach — np. analiza prazkéw w obrebie chromosomoéw politeni-

cznych.

W ostatnich latach opracowano, a nastgpnie udoskonalono szereg nowych metod
analizy kariotypu. Bazuja one na fakcie, Ze chromatyna organizméw eukariotycz-
nych nie jest frakcja jednorodna, ale jest zréznicowana strukturalnie, chemicznie
i funkcjonalnie. Od dawna dzielono juz chromatyn¢ na eu- i heterochromatyne
[29]. Ostatnio stwierdzono, ze takze i w ich obregbie wystepuje duze zréznicowanie,
ktore znajduje odbicie w ulozeniu poszczegdlnych typoéw chromatyny w obrebie
chromosomow i moze by¢ wykrywane metodami biochemicznymi i cytologicznymi.
Szereg wysoce specyficznych dla okre$lonych typéw chromatyny metod barwienia
chromosomoéw umozliwia (w odréznieniu od metod poprzednio stosowanych)
uzyskanie preparatow, w ktorych chromosomy wykazuja nierownomierne (rozni-
cowe) zabarwienie. Pewne strefy chromosoméw barwia sie stabo, inne za$ obserwo-
wane sa w formie intensywnie zabarwionych prazkow. Poszczegélne typy chromo-
somow, wystepujace u badanego gatunku, wykazuja charakterystyczne utozenie
prazkéw, co umozliwia doktadne rozroznienie par (grup) nawet w wypadku, gdy ich
identyfikacja nie byla mozliwa przy uzyciu metod klasycznych (ryc. 4).
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Ryc 4 a, b. Trzy grupy (D, F, G) chromosomoOw czlowicka: a — barwione metoda klasyczna, b — barwione
metoda G-banding (b wg Hecht, Wyandt i Erbe: New England J. Med. 1972)

Powszechnie uwaza sie, iz poczatek badaniom nad réznicowym barwieniem
chromosomow daly prace Casperssona i wspotpracownikoéw [4] nad fluorescencja
chromosomow Vicia faba barwionych jedna z pochodnych akrydyny. Nalezy jednak
zaznaczyC, iz wiele lat wczesniej Darlington i La Cour [8, 9] opisali metode
roznicowego barwienia chromosomow ro$linnych oparta na traktowaniu materiatu
przeznaczonego do badan niska temperatura. Obiektem ich badan byly chromosomy
Trillium i Paris. Metoda ta ujawnia pewne ja$niej zabarwione segmenty w obrebie
chromosomow i zostanie doktadniej omoéwiona w dalszej czg$ci niniejszego opraco-
wania. Druga, stosunkowo wcze$nie opracowana metodq roéznicowego barwienia
chromosomow jest metoda traktowania materialu goragcymi kwasami. Jej autorem
jest Yamasaki, ktory w 1956 roku [87] zastosowal ja w badaniach nad chromoso-
mami Cypripedium debile (Orchidaceae). Obydwie te metody nie spowodowaly
jednak przelomu w cytogenetyce i dopiero lata siedemdziesiate uzna¢ mozna za
okres, w ktorym metody roznicowego barwienia chromosomoéw zostaly docenione
1 rozwinigte.

Dzisiaj istnieje jui wiele metod réznicowego barwienia roznigcych si¢ znacznie
pod wzglgdem traktowania wstgpnego chromosomow, uzywanych barwnikow
oraz samych wynikéw barwienia. Poniewaz metoda bazujaca na wykorzystaniu
fluorescencji odpowiednio dobranych fluorochroméw wykazuje szereg niedogodno-
§ci, szybko doszio do opracowania innych metod barwienia opartych na barwnikach
niefluorescencyjnych, przede wszystkim na roztworze Giemzy.

Juz w 1970 roku Pardue i Gall opublikowali pracg donoszaca o mozliwosci
roznicowego barwienia chromosomow zwierzgcych roztworem Giemzy, po zastoso-
waniu specjalnie opracowanej metody traktowania wstgpnego chromosomow [65].
Obiektem ich badan byt kariotyp myszy, a opracowana przez nich metodyke okresla
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si¢ dzisiaj powszechnie jako ,,C-banding”. Od 1972 roku zaczgly si¢ pojawia¢ donie-
sienia 0 mozliwosci stosowania tej metody w odniesieniu do chromosomoéw roslin-
nych [49, 72, 85]. Stwierdzono, iz metodyka ta moze znalez¢ zastosowanie w analizie
jader interfazowych, szczegélnie dotyczy to okreSlania iloSci heterochromatyny
konstytutywnej.

Rownolegle ulepszano metody barwienia fluorescencyjnego chromosoméw
zwierzat i roélin, przede wszystkim na drodze wprowadzania nowych, do tej pory
nie stosowanych fluorochromow, rézniacych si¢ zaréwno jasno$cia w promieniach
UV jak i powinowactwem do roznych frakcji DNA i bialek w obrgbie chromoso-
mow.

Dyskusja nad mechanizmami roznicowego barwienia chromosoméw trwa
[2, 5, 12, 31, 52, 54, 55, 88, 89, 90, 91], jednak ze wzgledu na charakter tego
artykutu nie moze byé ona w tym miejscu dokladnie zreferowana.

Obecnie istnieja wigc juz dwie dobrze opracowane i nadal rozwijane grupy
metod réznicowego barwienia chromosomow roslin i zwierzat: jedna z nich bazuje
na fluorochromach, druga za$ na barwnikach niefluorescencyjnych, przede wszy-
stkim na roztworze Giemzy. Wigkszo$¢ powszechnie dzis$ stosowanych do barwienia
chromosoméw fluorochroméw wykazuje dobrze poznane i udokumentowane powi-
nowactwo do okreSlonej frakcji chromatyny, przede wszystkim ze wzgledu na pro-
porcje poszczegdlnych par zasad (AT :GC) w obrgbie DNA [55]. Roztwor Giemzy
nie wykazuje tego typu specyficznosci, wigc o specyficznosci poszczegolnych metod
roznicowego barwienia Giemza wnioskowa¢ mozna jedynie posrednio, przez porow-
nanie z wynikami barwien fluorescencyjnych lub badan biochemicznych. Ciekawe
wyniki daje stosowanie réznych metod na tym samym materiale. Umozliwia ono
po pierwsze ustalenie powinowactwa poszczegolnych barwien niefluorescencyjnych
do okreslonych frakcji chromatyny, po drugie za$ bardziej szczegdlowa klasyfikacje
heterochromatyny wystepujacej w obrgbie chromosomoéw Eukaryota.

Ze wzgledu na specyficzne cechy materialu roSlinnego — przede wszystkim
obecnosé¢ $cian komorkowych — badania chromosomoéw roslinnych wyzej wymie-
nionymi metodami napotykaja szereg trudnosci nie wystgpujacych w wy-
padku materialu zwierzecego. W zwiazku z tym badania te rozwijaja si¢ nieco wolnie;j.
Glowna trudno$cia jest otrzymanie obnazonych chromosomdéw w preparacie, co
jest warunkiem koniecznym dla przeprowadzenia barwien roztworem Giemzy
z zadowalajacymi wynikami. Ponadto pewnych, niezwykle przydatnych metodyk
réznicowego barwienia chromosomow nie udato si¢ przystosowa¢ do badan materiatu
roslinnego. W zwiazku z tym wigkszo$¢ badaczy zajmujacych si¢ problemami roz-
nicowego barwienia szczegdlnie wiele uwagi poswigca chromosomom zwierzecym.
Whioski, ktore zostaly z tych badan wyciagnigte, obowiazuja jednak przypuszczal-
nie w odniesieniu do materialu ro$linnego. Nie ma bowiem podstawy po temu,
aby uwazaé, iz pod wzglgdem struktury i innych waznych cech chromosomy roslinne
roznia si¢ w sposob zasadniczy od chromosoméw zwierzecych. Stad tez, o ile okaze
sie to konieczne przy omawianiu poszczegolnych metod, odwotywac si¢ bede w tym
artykule takze do badan nad chromosomami zwierzat.
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Metody réznicowego barwienia chromosomow

Metoda traktowania chromosomoéw niskimi temperaturami

DarlingtoniLa Cour [8, 9] stwierdzili, iz chromosomy Trillium 1 Paris trakto-
wane przez pewien czas niska temperaturg (ok. O°C) wykazuja roznicowe zabarwie-
nie po uzyciu barwienia metoda Feulgena. Pewne ich segmenty barwia si¢ stabo,
mimo iz niczym nie roznily si¢ od pozostalych czeSci chromosomu przy zastosowa-
niu klasycznych metod barwienia. W tym samym czasie Geitler [17] potwierdzit te
obserwacje badajac chromosomy Adoxa moschatellina. Badania pozniejsze (doklad-
niejsze dane: [25]) potwierdzily przydatnos¢ tej metody w analizie kariotypu roslin.
Stwierdzono, ze najczeéciej jasno barwigce si¢ segmenty ujawnione przy uzyciu
tej metody odpowiadaja heterochromatynie konstytutywnej barwigeej si¢ C-pozy-
tywnie.

Prazki C (C-banding)

Jest to metoda umozliwiajaca identyfikacje heterochromatyny konstytutywnej
w obrebie chromosoméw metafazowych i jader interfazowych. Zostala ona po raz
pierwszy zastosowana przez Pardue i Gall w 1970 roku [65] w badaniach nad
chromosomami myszy. Procedura barwienia opierata si¢ na traktowaniu utrwalo-
nych uprzednio chromosoméw 0.07N NaOH przez kilka minut, a nastepnie
2% SSC (NaCl+-cytrynian sodu) w podwyzszonej temperaturze przez kilkanascie
godzin. Material barwiono roztworem Giemzy. W wyniku tego barwienia wysoko-
repetytywny, satelitarny DNA chromosoméw myszy, zlokalizowany w okolicach
centromerdw barwil sie bardzo intensywnie dajac charakterystyczne prazki. Pozo-
stale czg$ci chromosoméw barwily si¢ stabo. Poczatkowo sadzono, ze rejony silnie
barwiace sie reprezentuja obszary zreasocjowanego, a wigc dwuniciowego DNA.
Zgodnie z tym referowano technike C-banding jako specyficzna procedur¢ oparta
na denaturacji (NaOH), a nast¢pnie renaturacji (2 SSC) DNA. Pozniejsze badania
wykazaly, ze wyzej opisany mechanizm nie moze by¢ odpowiedzialny za powstawa-
nie C-prazkéw w obrgbie chromosomoéw [S].

Metodyka C-banding zostala szybko przystosowana do badan chromosomow
ro§linnych. Vosa i Marchi [85], Schweizer [72] oraz Marks [49] pierwsi stoso-
wali ja z powodzeniem do barwienia chromosomow roslin. W odréznieniu od mate-
riatu zwierzecego, u roslin czgsto poza prazkami w okolicach centromeréw obserwo-
waé mozna ciemno barwiace si¢ segmenty heterochromatynowe na koncach ramion
chromosoméw (heterochromatyna telomeryczna) oraz w innych miejscach (hetero-
chromatyna interkalarna) — ryc. 5.

Badania chromosomoéw roélinnych ta metoda rozwijaja si¢ w ostatnich latach bar-
dzo dynamicznie [1, 12, 13, 24, 27, 28, 36, 38, 62, 75, 92,1 in.]. Czgsto jednak stwierdza
sie, ze w przypadku, gdy wzory prazkowe chromosoméw kompleksu sa podobne,
jak to ma miejsce u gatunkow ubogich w heterochromatyng interkalarng, identy-
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Ryc. 5. C-banding: A — kariotyp Scilla bisotunensis, trzy z pieciu par chromosoméw posiadaja hetero-

chromatyne telomeryczna. B — Kariotyp Scilla greilhuberi, wszystkie typy chromosomowe posiadaja

heterochromatyne interkalarna. Graficzne zroznicowanie w przedstawieniu poszczegolnych prazkow

oddaje roznice w intensywnosci ich zabarwienia w preparatach. Wg Greilhubera i Spety: Plant Syst.
Evol. 1976 '

fikacja poszczegblnych par w materiale barwionym z zastosowaniem metody C-ban-
ding jest bardzo trudna lub nawet niemozliwa [75].

W pewnych, jak do tej pory rzadkich wypadkach stosowanie metodyki C-ban-
ding w szczegdtowej analizie kariotypu moze okazac si¢ jednak niezwykle owocne.
Dobrym przykladem sa badania Fiskesjo [14] nad pochodzeniem Allium proliferum,
co do ktérego istnialo podejrzenie, iz jest mieszaicem pomiedzy A. cepa a A. fistu-
losum. Podobieristwo morfologiczne chromosomow tych trzech gatunkoéw uniemozli-
wilo zweryfikowanie tej hipotezy przy zastosowaniu klasycznej analizy kariotypu.
Autorka stosujac metod¢ C-banding wyréznita w obrebie kompleksow chromoso-
mowych hipotetycznych gatunkow rodzicielskich chromosomy markerowe charak-
terystyczne dla wymienionych gatunkow: trzy pary w obrebie A. fistulosum 1 cztery
w obrebie A. cepa. Markery te zostaly nastgpnie zidentyfikowane w kariotypie
A. proliferum (ryc. 6).

Badania chromosomoéw metafazowych réznych roslin wykazaly, ze nawet
w obrebie jednego gatunku moga mie¢ miejsce pewne zmiany zawartosci hetero-
chromatyny w obrgbie poszczegdlnych typow chromosomowych. Czgsto obserwuje
si¢ heterozygotyczno$¢ strukturalna poszczegdlnych osobnikéw pod wzgledem
2 — Wiadomonsci Botaniczne, t. XXVII1
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Rye. 6. C-banding: Schematyczne przedstawienie chromosomow trzech gatunkow Allium. A — A. fistulo-
sum, B — A. cepa, C — A. proliferum
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Ryc. 7. C-banding. a — kariotyp Scilla hohenackeri. Dwie ostatnie pary chromosomow wykazuja hetero-

zygotyczno$é strukturalna pod wzgledem zawartosci heterochromatyny. Wedlug Greilhubera i Spety:

Plant Syst. Evol. 1976. b — Kariotyp Crepis capillaris. Wszystkie pary chromosomow wykazuja heterozy-
gotyczno$¢ strukturalng. Wedlug Schweizera: Chromosoma 1973

zawartosci heterochromatyny i jej potozenia w obrebie pary chromosoméw homolo-
gicznych [47, 72, 93] (ryc. 7). Sugeruje to, ze heterochromatyna konstytutywna bar-
wigca si¢ C-pozytywnie jest frakcja nie zawierajaca kodujacych genéw i zmiany
iloéciowe w jej obrebie zwykle nie pociagaja za soba ujemnych skutkéw w odrdznie-
niu od zmian w obrgbie euchromatyny, zawierajacej kodujace geny.

Takze blisko ze soba spokrewnione gatunki moga znacznie rozni¢ si¢ migdzy
sobg zawartoscia silnie barwiacej si¢ metoda C-banding heterochromatyny kon-
stytutywnej [26, 28, 75, 92]. Przypuszcza si¢, ze iloSciowe zmiany w zawartoSci tej
frakcji moga odgrywaé duza role w ewolucji [60, 61]. Ryc. 8 przedstawia stosunki
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Ryc. 8. Relacje pomigdzy ogdlng iloScia DNA a zawartoscia heterochromatyny konstytutywnej u roznych
gatunkow Scilla. Gruba linig zaznaczono pozytywnie C-barwigca si¢ heterochromatyne, cienka euchroma-
tyne. Wg Greilhubera: Plant Syst. Evol. 1979

pomiedzy ogdlna zawartoscia DNA a zawartoScig heterochromatyny u roznych
gatunkow Scilla [wg Greilhubera, 26].

Oproécz badan chromosomow metafazowych metoda C-banding bywa stosowana
w coraz wigkszym zakresie w analizach chromosomo6w mejotycznych. Badania te
rzucaja $wiatlo na zagadnienie zachodzenia crossing-over oraz wznawiaja dyskusje
nad zjawiskiem terminalizacji chiazm. Wyst¢gpowanie terminalizacji chiazm u nie-
ktorych gatunkéw jest ostatnio kwestionowane. Loidl [47] postuluje, ze chiazmy
ulegaja rozerwaniu w tym samym miejscu, w ktorym powstaja, a nie przesuwaja
si¢ ku koncom biwalentow. Wniosek ten opiera na podstawie analizy heteromor-
ficznych biwalentow u Allium fistulosum. Niektore osobniki tego gatunku wykazuja
heterozygotyczno$¢ strukturalna pod wzglgdem wystgpowania subterminalnie po-
fozonych segmentow heterochromatynowych w obrgbie chromosoméw homolo-
gicznych (ryc. 9). Morfologia biwalentow barwionych metoda C-banding sugeruje,
ze w obrebie badanego gatunku terminalizacja chiazm nie wystepuje.

W cytologii zwierzat metoda C-banding odgrywa duza rolg w analizie chromo-
somow plci. U wielu gatunkéw chromosomy te sa zbudowane w znacznej czesci
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Ryc. 9. C-banding, Allium fistulosum. A — przypuszezalna morfologia heteromorficznego biwalentu
po zajsciu terminalizacji chiazm. B — obserwowana morfologia heteromorficznych biwalentow. Wg

Loidla: Chromosoma 1979

z heterochromatyny konstytutywnej, barwia si¢ wigc intensywnie, co ulatwia ich
identyfikacje w obrebie plytek metafazowych oraz w obrebie jader interfazowych.

Podsumowujac: C-banding jako metoda umozliwiajgca identylikacj¢ segmentow
chromosomu zbudowanych z konstytutywnej heterochromatyny odgrywa niezwykle
wazna role w analizach struktury, funkcji i ewolucji kariotypu zwierzat i roslin.
Jednak ze wzgledu na mala liczbe C-pozytywnych prazkéw w obrebie chromoso-
mow zwierzecych i niewiele wigksza w obrgbie chromosomow roslinnych metoda
C-banding nie znajduje szerszego zastosowania w bardziej szczegélowej analizie
kariotypu. Zwykle dostarcza ona jednak nieco wigcej informacji na temat jego zroz-
nicowania niz konwencjonalne metody barwienia.

Prazki G (G-banding)

Jest to barwienie niezwykle przydatne w analizie kariotypu zwierzat. Istnicje
szereg réznigcych sie szezegdtami metodyk tego barwienia, z ktorych najpowszech-
niej stosuje si¢ metodyke wprowadzajaca trawienie chromosomow trypsyna [86].
Uwidacznia ono, w odréznieniu do C-banding, duza liczbe interkalarnie potozonych
prazkow, ciemno barwiacych si¢ roztworem Giemzy. Kazdy z typow chromosomow
kompleksu posiada charakterystyczny wzor prazkowy umozliwiajacy jego identy-
fikacje w obrebie analizowanego materiatu. Metodyki G-banding sa nadal ulepszane,
ostatnio doniesiono o mozliwosci otrzymania okoto 1500 prazkow w obrgbie kario-
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typu cziowieka [37]. Tak duza liczba charakterystycznie polozonych prazkéw umoz-
liwia do$¢ dokladne $ledzenie nawet bardzo drobnych zmian w kariotypie, niewy-
krywalnych innymi metodami oraz zupelnie pewna identyfikacj¢ poszczegdlnych
typéw chromosomowych w badanym materiale. Ma to olbrzymie znaczenie, szcze-
golnie w diagnostyce cytogenetycznej czlowieka (np. zwiazek niektorych drobnych
zmian chromosomowych ze zwigkszona sklonnoscia do zapadania na niektore
rodzaje raka) oraz w badaniach dotyczacych ewolucji kariotypu niektorych grup
zwierzat. Szczegdlnie zaawansowane sa badania tego typu w obrebie kariotypow
wyzszych hominoidow [80].

Okada i Comings[64], Comings i Okada[6]oraz Lucianii Morazziani
[48] wykazali, ze G-prazki odpowiadaja $cisle chromomerom obserwowanym w obrg-
bie chromosomow pachytenowych w mejozie.

Niestety, w odniesieniu do roslin metody G-banding nie znajduja zastosowania.
Chromosomy ro$linne traktowane w specyficzny dla G-banding sposéb wykazuja
jednolite wybarwienie roztworem Giemzy. Przez dlugi czas stanowilo to zagadke
dla cytologéw, ktorzy pragneli opracowaé¢ metodyke prazkéow G dla materiatu
roslinnego, a to ze wzgledu na jej wielka przydatno$¢ w analizie kariotypu. Nie
udato si¢ jednak otrzymaé G-prazkow u roslin, a Greilhuber [23] wyjadnit przyczy-
ny tego zjawiska. Jest ono nastgpstwem niezwykle silnej kontrakcji chromosomow
mitotycznych ro$lin w poréwnaniu z ich kontrakcja u zwierzat. W metafazie mito-
tycznej roslin sa one okolo 10 razy krotsze niz w pachytenie i w zwiazku z tym po-
szczegblne, dobrze widoczne w pachytenie obszary chromomerowe zlewaja si¢ ze
soba, dajac w mitozie jednolite, silne wybarwienie calych chromosomow (ryc. 10).
Chromosomy zwierz¢ce sa natomiast w metafazie mitozy $rednio tylko 2.5 raza
krotsze od pachytenowych. Staba ich kontrakcja nie powoduje zlania si¢ poszcze-
g6lnych obszaréw chromomerowych i w konsekwencji mozliwe jest réznicowe
zabarwienie chromosomow. Czasem obserwuje si¢ w materiale zwierzecym fuzje
blisko lezacych chromomeréow w jeden wigkszy G-prazek.
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Ryc. 10. Relacja wielko$ci pomigdzy: a — jednym z chromosomow Vicia faba (C-banding), b — chromo-
somem nr 1 zyta (C-banding) oraz ¢ — barwionym metoda G-banding chromosomem nr 1 czlowieka,
d, e — obliczona teoretycznie wielkos¢ chromosomu nr 1 czlowieka, gdyby ulegl on w metafazie tak silnemu
skroceniu jak chromosomy Vicia faba (d) lub Zyta (e). Wedlug Greilhubera: Plant Syst. Evol. 1977
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Prazki R (R-banding)

Jest to metodyka odwrotna do G-banding. Obszary, ktore w G-banding barwig
si¢ silnie, w R-banding pozostaja stabo wybarwione i na odwrot. Istnieje szereg
znacznie roznigeych si¢ szczegdtowych metodyk tego barwienia, w wigkszosci z nich
jako barwnika uzywa si¢ roztworu Giemzy. Po raz pierwszy R-banding opisali
Dutrillaux i Lejeune w 1971 roku [11]. Analizowali oni ta metoda chromosomy
cztowieka. Modyfikacja R-banding dajaca ciemno barwigce si¢ prazki jedynie w te-
lomerach nosi nazw¢ T-banding [10].

Szereg badan [ref. 5] wykazuje, ze obszary R-prazkoéw odpowiadaja obszarom
euchromatynowym chromosomow o stosunkowo wysokiej zawartosci par GC
w obrebie DNA. Euchromatyna wystepuje zwykle w interfazie w stanie nie skon-
densowanym i jest frakcja kodujaca biatka. Zawiera unikalne i Srednio repetytywne
sekwencje nukleotydow. Tabela przedstawia propozycje klasyfikacji podstawowych
typow chromatyny oparta na ich reagowaniu na metodyki C-, G- i R-banding
(wg Comingsa, [5]). Nieco inna klasyfikacje przedstawia Nagl [60] oraz Sum-
ner [88].

TABELA I

Trzy glowne typy chromatyny w chromosomach

telitarnym DNA I

‘ Centromeryczna, Heterochromatyna” | f
‘ konstytutywna : fiterialarmi | Euchromatyna
heterochromatyna | | |
Typ prazkow ,' C-prazki ‘ G-prazki | R-prazki |
Lokalizacja Najczeiciej okolice cen- | Ramiona | Ramiona |
tromerow | chromosomow | chromosomow
Stopien | _ i
kondensacji Skondensowana | Skondensowana | Rozproszona ;
w interfazie ! |
Aktywnos¢ genetyczna | Nieaktywna ‘ Prawdopodobnie l Zwykle aktywna i
| | nieaktywna | |
| Czas replikacji DNA | PozZna faza S | Pozna faza S | Wezesna faza S
| Zawarto$¢ par AT Bogata w pary GC, neut- | Bogata w pary AT | Bogata w pary GC
w DNA ralna lub bogata w pary | '
AT zawarta czesto w sa- | ;
| |
Stopien repetytywno- : Zwykle satelitarny DNA| Srednio repetytywne | Srednio repetytywne
| §ci DNA ! lub pojedyncze lub pojedyncze
E | sekwencje i sekwencje

Chromosomy traktowane jak w R-banding, barwione nastgpnie oranzem akry-
dyny ujawniaja zielono fluoryzujace obszary Scisle odpowiadajace R-prazkom,
oraz obszary czerwono fluoryzujace, lezace pomigdzy nimi i odpowiadajace Scisle
G-prazkom. Zielone obszary odpowiadaja natywnemu (niezdenaturowanemu) DNA,
natomiast obszary czerwono fluoryzujace odpowiadaja jednoniciowemu, zdenatu-
rowanemu DNA [68, 79].
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Poparciem dla koncepcji, iz R-prazki sa stosunkowo bogate w pary GC, sa
wyniki badain Schweizera [76]. Traktowat on chromosomy antybiotykiem chro-
momycyna A, Zwiazek ten preferencyjnie taczy si¢ z DNA bogatym w pary GC.
Jesli po traktowaniu chromosomoéw chromomycyna inkubowano je w roztworze
DNA-zy i barwiono roztworem Giemzy, to wykazywaly one typowe R-prazki.
Postulowany mechanizm jest prosty. Chromomycyna polaczona z obszarami DNA
bogatymi w pary GC blokuje dostep do nich DNA-zie. Trawieniu ulegaja obszary
DNA nie ostoniete przez chromomycyng, a wigc ubogie w pary GC (stosunkowo
bogate w pary AT) odpowiadajace G-prazkom. Obszary prazkow R, zawierajace
duzo DNA barwia si¢ ciemno roztworem Giemzy, obszary prazkéw G, ktérych
DNA ulegt w znacznym stopniu wytrawieniu, barwig si¢ stabo.

Prazki Hy (Hy-banding)

Jest to metoda roznicowego barwienia chromosomow roslinnych, nie stosowana
w odniesieniu do materiatu zwierzgcego. Bazuje ona na traktowaniu chromosomow
kwasem solnym lub mieszaning kwasow solnego i octowego, oraz barwieniu ich
karminem lub roztworem Giemzy. Po raz pierwszy opisal ja Yamasaki w 1956
roku referujac swoje badania nad chromosomami storczyka Cypripedium debile
[87].

Metodyke tego typu stosowat z powodzeniem w analizie chromosoméw Take-
hisa [82, 83] oraz Greilhuber [20, 21], ktory nazwat ja Hy-banding. W wyniku
jej stosowania chromosomy roslinne wykazuja czgsto szereg interkalarnie potozo-
nych nie barwiacych si¢ lub mocno zabarwionych prazkow. Stosowanie metodyki
Hy-banding oraz C-banding lacznie w analizie chromosomoéw jednego gatunku
[22] umozliwia przeprowadzenie klasyfikacji typéw heterochromatyny wystepu-
jacych w danym materiale (ryc. 11). Klasyfikacja typow heterochromatyny w mate-
riale ro§linnym przy uzyciu innych metod réznicowego barwienia jest utrudniona
[60].

Hy-banding jest metoda niezwykle przydatng w analizie kariotypu. Umozliwia
ona nie tylko wyrdznianie typow chromosomowych wystgpujacych w materiale,
ale i dostarczy¢ moze dodatkowych informacji dotyczacych wystgpowania hetero-
zygotycznoscei strukturalnej chromosomow w obrgbie kompleksu [20] lub pokrewieri-
stwa pewnych typow chromosomowych (ryc. 12). Z powodzeniem moze by¢ stoso-
wana nawet wtedy, gdy kompleks chromosomowy danego gatunku wykazuje maty
stopien zroznicowania przy zastosowaniu metod klasycznej analizy kariotypu.

Mechanizm barwienia metoda Hy-banding nie zostal do tej pory wyjasniony.
Istnieja sugestie, ze na wynik barwienia wplywa rozlozenie bialek niehistonowych
w obrebie chromosomu [20]. Poréwnanie wynikow badan fluorescencyjnych [74]
i badan przeprowadzonych z zastosowaniem metody Hy-banding [22] nad Vicia
faba sugeruje, ze negatywnie barwigce si¢ w HY-banding prazki odpowiadaja DNA
bogatemu w pary AT.
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Rye. 11. Chromosom M Vicia faba. Poréwnanie wzoroéw prazkowych po zastosowaniu metodyki Hy-
i C-banding. Wg Greilhubera: Plant Syst. Evol. 1975

12

Ryc. 12. Hy-banding; a — kariotyp Phleum Bochmeri, b — podobienstwo wzorow prazkowych chromo-
somow typu m (B-chromosom) i chromosomu typu g sugeruje, iz B-chromosomy tego gatunku pochodza
od chromosomow typu g



25
Prazki N (N-banding)

W preparatach barwionych metodami klasycznymi organizator jaderka stanowi
jasny, niezabarwiony obszar chromosomu nazywany czgsto przewezeniem wtornym.
Lokalizacja organizatora jaderka w poszczegolnych plytkach metafazowych moze
napotyka¢ jednak szereg trudnosci. W wielu preparatach przewgzenie wtorne
moze by¢ zupetnie niewidoczne, w wielu innych obserwuje si¢ je w obrebie tylko
jednego z chromosomow homologicznych. W przypadku, gdy organizator jaderka
polozony jest na koncu chromosomu, zaobserwowanie go jest jeszcze trudniejsze.
Istnieja sugestie, ze wiele gatunkow zwierzat moze posiada¢ zwielokrotnione organi-
zatory jaderek, tak male, Ze nie moga by¢ one obserwowane przy uzyciu konwen-
cjonalnych metod analizy kariotypu.

Matsui i Sasaki [51], Matsui [50] i Funaki i wsp. [16] opisali metodg roz-
nicowego barwienia organizatoréw jaderek w chromosomach, nazwana N-banding.
Po zabarwieniu odpowiednio przygotowanych preparatow roztworem Giemzy
obserwowali oni organizatory jaderek w postaci ciemno zabarwionych prazkow
lub punktow. Metoda ta okazata si¢ przydatna w analizie kariotypu zaréwno zwierzat
jak 1 roslin.

Obecnie do barwienia organizatoréw jaderek powszechnie stosuje si¢ metode
srebrowa, Ag staining, opracowana przez Goodpasture i Bloom [19]. Technika
ta jest ostatnio coraz chetniej stosowana w analizie kariotypu [3, 63, 84 i in.].

Metoda réznicowego barwienia chromatyd siostrzanych

Perry i Wolff [66] stwierdzili, ze po inkorporacji bromodezoksyurydyny
przez okres dwoch cykli komorkowych chromosomy wykazuja roznicowe wy-
barwienie chromatyd siostrzanych roztworem Giemzy. Jedna z nich barwi sig
silnie, druga za$ slabo. Umozliwia to obserwacj¢ wymian pewnych odcinkéw pomig-
dzy chromatydami siostrzanymi (SCE) oraz wplywu réznych mutagenéw na ich
czestosé [18, 32, 33, 34, 35, 46, 67, 70, 71, 78, 81, 94]. Kanda i Kato [33] anali-
zujac ta metoda chromosomy mejotyczne u myszy stwierdzili, iz ich wybarwienie
sugeruje brak terminalizacji chiazm u tego gatunku.

Prazki Q (Q-banding)

Badania Casperssona i wsp. [4] wykazaly, ze chromosomy Vicia faba ujaw-
niaja po zabarwieniu atebryna lub jej pochodnymi szereg segmentow jasno fluory-
zujacych w promieniach UV. Sasiaduja one z segmentami wykazujacymi wygaszong
fluorescencje, a ich polozenie jest charakterystyczne dla poszczegélnych typow
chromosomowych wystepujacych w materiale. Barwienie tego typu nazwano Q-band-
ing i znajduje ono szerokie zastosowanie w analizie chromosomow zwierzat i roslin.
Stwierdzono [dokladniejsze dane: 5, 7, 39, 55, 73], ze atebryna faczy si¢ z DNA
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bogatym w pary AT i szczeg6lnie silna fluorescencje¢ po zastosowaniu tego barwnika
wykazuja te rejony chromosomow, ktoére zbudowane sa z wysokorepetytywnych,
bogatych w pary AT heterochromatynowych sekwencji. O ile metoda C-banding
dostarcza nam informacji na temat roztozenia i ilosci calej konstytutywnej hetero-
chromatyny w obrebie chromosomoéw, o tyle metoda Q-banding umozliwia okresle-
nie, ktore z segmentéw heterochromatynowych sa bogate w pary AT. Stanowic to
moze podstawe dla klasyfikacji heterochromatyny i potwierdza, iz nie jest ona
frakcja jednorodna, jak to poprzednio sadzono. Niektore segmenty heterochromatyny
konstytutywnej barwiace si¢ C-pozytywnie nie wykazuja zwigkszonej fluorescenciji
w barwieniu Q. Szczegodlnie dobrze mozna to obserwowa¢ w materiale zwierzecym,
np. u Drosophila [43].

W diagnostyce cytogenetycznej czlowicka barwienie Q znajduje szerokie zastoso-
wanie. Szczegolnie interesujace sa badania dotyczace ludzkiego chromosomu Y.
Jest on w znacznej czeéci zbudowany z heterochromatyny konstytutywnej bogatej
w pary AT. Przy uzyciu Q-banding mozliwa jest jego obserwacja nawet w jadrach
interfazowych [45].

Pozniejsze badania wielu autorow umozliwily zastosowanie szeregu innych
fluorochromoéow do roznicowego barwienia obszarow chromosomow bogatych
w pary AT [30, 40, 41, 42, 56, 57, 74, 77]. W zwiazku z tym termin Q-banding
rozszerzono takze i na inne AT specyficzne barwienia fluorescencyjne chromosomoéw.
Najczesciej stosowanymi w tych badaniach fluorochromami sa DAPI 1 Hoechst
33258, pochodne benzimidazolu.

W przypadku roélin segmenty chromosomow jasno fluoryzujace po zastosowa-
niu jednego z wyzej wymienionych fluorochroméw odpowiadaja segmentom pozy-
tywnie barwiacym si¢ w barwieniu C. Swiadczy to o tym, ze heterochromatyna
konstytutywna roslin zbudowana jest najczesciej z sekwencji bogatych w pary AT.

Barwienie fluorochromami laczacymi si¢ z innymi frakcjami chromatyny

Oprocz fluorochroméw specyficznych dla bogatego w pary AT DNA istnicja,
stosowane w ostatnich latach, fluorochromy barwiace rejony DNA bogate w pary
GC. Dokladniejszych informacji na temat klasyfikacji fluorochroméw dostarcza
praca Moutschena [55], na temat za§ mechanizméw barwienia praca Latta
i wsp. [41]. Jednym z fluorochromow preferencyjnie faczacych si¢ z bogatym w pary
GC DNA jest chromomycyna A, o ktérej wspomniano juz wczesniej, przy omawia-
niu R-banding.

Innym fluorochromem niezwykle przydatnym w badaniach struktury chromoso-
moéw zwierzat i roslin jest oranz akrydyny (AO). Jego zastosowanie moze byc¢
niezwykle szerokie i moze da¢ odpowiedZ na wiele pytan dotyczacych natury i me-
chanizméw dziatania réznego rodzaju technik réznicowego barwienia chromoso-
mow. Zastosowanie tego barwnika umozliwia dokonanie rozréznienia migdzy jedno-
i dwuniciowymi kwasami nukleinowymi. Daje to mozliwos¢ identyfikacji in situ
DNA i RNA, a takze odroznienia zdenaturowanego (jednoniciowego) od niezdena-



27

turowanego (dwuniciowego) DNA. W odpowiednich warunkach pH oranz akrydyny
polaczony z jednoniciowymi kwasami nukleinowymi fluoryzuje czerwono, nato-
miast polaczony z dwuniciowymi zielono.
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