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Proiectul 167/2014 ,, Monitorizarea aparitiei bolilor ereditare la bovine prin mijloace de investigatie
citogenetici in scopul asiguririi sandititii genetice a efectivelor”

Nr.inreg.2556/15.12.2014

Director proiect: dr. ing. Ioana Nicolae

Faza [/2014, perioada: 15.09.2014 - 15.12.2014

Obiectivul fazei: Studii privind profilaxia bolilor ereditare Ia bovine prin mijloace de investigatie citogenetici
Activitati realizate:

Activitatea 1.1 Documentarea §i elaborarea unui studiu privind profilaxia bolilor ereditare la bovine prin
mijloace de investigatie citogeneticd.

Activitatea 1.2 Pregdtirea cadrului experimental de lucru in vederea efectudrii investigatiilor citogenetice la
efective de taurine apartindnd celor mai importante rase crescute in Romadnia

Principalele rezultate obtinute in urma deruldrii activititilor specifice etapei 1/2014:

Activitatea 1.1 Documentarea §i elaborarea unui studiu privind profilaxia bolilor ereditare la bovine prin
mijloace de investigatie citogeneticd.

Datid fiind importanta patologiei cromozomale in cresterea animalelor, se impune cu necesitate
identificarea purtitorilor de alteriiri ale materialului genetic §i recomandarea m#surilor adecvate pentru a impiedica
diseminarea lor in populatiile de descendenti. Acesta este, de fapt, obiectivul profilaxiei genetice care nu vizeazi
tratamentul bolilor genetice ci predntdmpinarea lor Sub aspect profilactic ne intereseazi natura aberatiilor
cromozomale implicate in determinarea unei stiri patologice (tulburdri de dezvoltare, mortalitatea embrionara,
dezvoltarea sexuald anormals, diferite grade de infertilitate san chiar sterilitate), modul de transmitere si masurile
de eradicare.

in ciuda marii lor diversitati, configuratiile cromozomale anormale se pot clasifica in dous mari categorii:
Anomalii cromozomale numerice (heteroploidii) si Anomalii cromozomale de structurd.

Cariotipul normal la taurine

Primul numir corect al cromozomilor la specia Bos taurus L. (20=60) a fost comunicat de Krallinger in
1927. Makino (1944) a indentificat, ins3, pentru prima oari cromozomul sexual Y i a stabilit determinismul sexual
corect la aceastd specie. Numeroase cercetiri ulterioare au confirmat urmitoarea configuratie cromozomal :

2n = 58 A + XY pentru mascul;
2n = 58 A + XX pentru femeld.

Cei 58 de autosomi, dispusi in cariotip in ordinea descrescétoare a mirimii lor, sunt de tip acrocentric iar
heterosomii sunt de tip submetacentric. Datoritd morfologiei lor, cromozomii sexului sunt usor de identificat.
Cromozomul X este similar ca lungime cu autosomii din perechea 1 s§i reprezinti aproximativ 5% din
complementul haploid. Cromozomul Y este unul din cei mai mici cromozomi, cu o lungime relativi apropiati de
cele mai mici perechi autosomale.

Cariotipul anormal la taurine

Dintre speciile de fermd, cel mai mult studiate din punct de vedere citogenetic au fost i rimén taurinele.
Chiar dacd num&rul animalelor investigate variazi considerabil de la o rasi la alta si de la o regiune geografica la
alta, numirul total depiseste cu mult ultimele referiri bibliografice in legaturd cu acest subiect (Popescu,1990),
potrivit cirora au fost examinate peste 25000 de animale din peste 80 de rase diferite de pe intreg globul. Evident, la
aga un numdr mare de animale controlate citogenetic §i cazuistica este pe masuri.

Dintre anomaliile cromozomale, cea mai frecvent intilnitd la taurine este translocatia prin faziune
centricd sau Robertsoniani. Au fost raportate 42 de tipuri diferite (tab.3), din care majoritatea detectate prin
metode de bandare. Interesant este c#, din cele 29 de perechi de autosomi ai speciei taurine, numai perechea 17 nu a



fost implicatii in translocatia de tip Robertsonian. Cea mai importantd dintre toate este, indiscutabil, translocatia
1/29, deveniti emblematic# pentru specia taurine.

O alti anomalie cromozomali frecvent intilniti este freemartinismul. fn 90% din cazurile de fitari
gemelare beterosexuale rezulti femele cu chimerism leucocitar XX/XY. Este vorba de sindromul freemartin, ceea
ce inseamn# o gravi afectare a tractusului genital, In sensul masculinizirii loi §i, implicit, sterilitatea definitivi a
femelei.

La bovine, alte anomalii autozomale de structurd se referdi la translocatiile reciproce sau in tandem si
inversiile pericentrice, totdeauna asociate cu o reducere a fertilititii.

Translocatia reciprocii este destul de rar intilnit3 la taurine. Au fost identificate doar citeva cazuri: t rcp
10/14 si 8/15 la rasa Fleckvieh (Mayr si col.,1979;1983); t rcp 2/20 si 8/27 la rasa Frizi (de Schepper si col.,1982);
t rcp (1/5) la rasa Grey Alpine (Iannuzzi i col.,2001).

Translocatia in tandem a fost observatd prima dati la vitele de ras3 Rosie danezi (Hansen,1969,1970). Al
doilea caz, translocatia in tandem 4/21 a fost semnalati in Brazilia de Pinheiro si col. (1995) la o juninci de rasi
Holstein, rezultatd dintr-o fitare gemelard heterosexuald. Al treilea caz, a fost identificat la o vaci de rasi Biljata
cu negru roméneascéd (Nicolae si Livescu,1995).

Inversia pericentricd la autosomi a fost foarte rar descrisd la taurine. La un taur Normandy, normal
fenotipic, examinat din cauza fertilitatii lui reduse, a fost identificati o inversie pericentrici intr-unul din autosomii
de marime medie (Short si col.,1968). De asemenea, Popescu (1976) a identificat o inversie pericentricd pe
cromozomul 14 la o femeli cu fertilitate scizuti.

Anomalii de structurd ale cromozomilor sexuali intdlnite la taurine: Translocatia X/autosom, Deletia X,
Translocatia Y/autosom. Inversia pericentricd.

Anomalii cromozomale numerice. Datoriti naturii lor, heteroploidiile sunt foarte rar intilnite dupi

nagtere, fiind eliminate in timpul vietii embrionare. La taurine, euploid-heteroploidiile pure nu au fost observate.
Doar sub form# de mozaic 2n/4n, 2n/6n au fost detectate la vite cu hipertrofie musculari (Popescu, 1968) sau in
linii selectionate pentru productia de carne (Zartman si Fechheimer,1967).
Avand in vedere numirul mare de factori care pot provoca modificdri in mediul intern, extern sau accidente in
cursul diviziunii celulare, pistrarea homeostaziei cromozomale de la o generafie la alta constituie un atribut
fundamental al organismelor biologice. Modific#ri ale morfologiei sau numé&rului de cromozomi, in timpul mitozei
sau meiozei, constituie stiri anormale, cu consecinje inerente asupra expriméirii normale a caracterelor.

Necesitatea aplicrii masurilor de profilaxie genetici la animale decurge, in primul rand, din faptul ci
unele boli pot atinge usor frecvente ridicate determinénd, astfel, mari pierderi economice. Dar, chiar si atunci,
cand frecventa unor afectiuni genetice este relativ scézutd, datoriti numirului foarte mare al acestor entititi
morbide, ele au o pondere importanti in patologia animali, grevind asupra eficientei activititii economice.
Depistarea purtitorilor unor constitutii cromozomale anormale si hotirdrea misurilor ce se impun, conduce la
cresterea natalititii, asigurarea unui ritm normal al productiilor zootehnice, reducerea tratamentelor si interventiilor
sanitar-veterinare.

Din aceste considerente, investigafia citogeneticd este un instrument de diagnostic si apreciere a
capacitatii reproductive a animalelor de ferm#, demn de luat in seama. Controlul citogenetic sistematic este in
misurd s3 scoati la lumini o serie de defecte ereditare sau neereditare care, odati cunoscute si eliminate, contribuie
la imbunititirea eficientei reproductive in populatia analizat3.

Activitatea 1.2 Pregdtirea cadrului experimental de lucru in vederea efectudrii investigatiilor citogenetice
la efective de taurine apartindnd celor mai importante rase crescute in Romdnia

Cadrul experimental de lucru al proiectului are urmétoarele coordonate tehnice:
1. Stabilirea fermelor de unde se va alege efectivul de taurine ce va fi investigat;

2. Identificarea materialului biologic din rasele de taurine luate in studiu §i completarea datelor de origine
necesare pentru buletinele de analiza citogeneticd ce vor fi eliberate pentru fiecare individ in parte;

3. Stabilirea tehnicilor de lucru i identificarea de noi mijloace si metode moderne, dezvoltarea §i implementarea
acestora in expertiza analizei citogenet

Toate activitifile din aceastd etap3 au fost realizate in conformitate cu planul de realizare al proiectului.

D E PROIECT,
DringNgana NICOLAE
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rezultatelor inregistrate la Proiectul 167/2014 ,,Monitorizarea aparitiei bolilor ereditare la bovine prin
mijloace de investigatie citogenetica in scopul asiguririi sanititii genetice a efectivelor”

Director proiect: dr.ing.Ioana NICOLAE
Faza 11/2015, perioada: 15.12.2014 - 31.08.2015

Obiectivul fazei: Efectuarea investigatiei citogenetice la taurine de rasd Baliata cu Negru
Romaneascd (BNR) si stabilirea masurilor adecvate de profilaxie a bolilor
ereditare identificate.

Activititi realizate:

Activitatea 2.1: Identificarea loturilor de taurine din rasa Bdltatd cu Negru Romdneascd ce vor fi investigate
citogenetic §i completarea datelor de origine. Recoltarea probelor de sdnge, montarea culturilor de leucocite,
prelucrarea acestora si examinarea preparatelor mitotice

Activitatea 2.2: Utilizarea tehnicilor de marcaj cromozomal pentru aprofundarea cercetdrilor si stabilirea
diagnosticului citogenetic pentru fiecare individ din efectivul luat in studiu. Intocmirea buletinului de analizd
citogeneticd si recomandarea mdsurilor de profilaxie genetica adecvate.

Activitatea 2.3: Perfectionare resurse umane implicate in proiect; participare la simpozioane interne §i
internationale; parteneriat international.

Principalele rezultate obfinute in urma derulérii activitifilor specifice etapei 11/2015:

Activitatea 2.1: Identificarea loturilor de taurine din rasa Bdiltatd cu Negru Romdneascd ce vor fi investigate
citogenetic si completarea datelor de origine. Recoltarea probelor de singe, montarea culturilor de leucocite,
prelucrarea acestora §i examinarea preparatelor mitotice

In aceasti etapd, studiul nostru s-a concentrat pe efectuarea controlului de cariotip si stabilirea
diagnosticului citogenetic la taurine de rasd Béliatd cu Negru Roméneascd (BNR). Astfel, au fost examinate 30 de
femele de reproductie, de rasa Biltatd cu Negru Romaéneascd, din ferma 1.C.D.C.B. Balotesti si 20 femele de rasa
BNR, apartinand fermei S.C.D.A. Briila.

Dupa identificarea animalelor si completarea datelor de origine, au fost recoltate aseptic probele de
sange si au fost montate culturile de leucocite in primele 24 de ore de Ia recoltare in Laboratorul de Citogenetici
Animala al I.C.D.C.B. Balotesti.

Pentru fiecare individ investigat s-au montat trei tipuri de culturi: culturi normale, necesare pentru
examinarea 1in lumini directd si tratamente de bandare CBA, culturi cu adaos de BrdU si Hoechst necesare
tratamentelor de bandare RBA si culturi cu adaos de BrdU necesare tratamentelor de bandare SCEs, pe baza
protocoalelor specifice. S-au realizat cite 10 preparate mitotice/individ. In functie de destinagia preparatelor,
acestea au fost colorate conventional (cu solutie Acridine Orange sau Giemsa) sau diferential pentru marcajul
cromozomal.

Preparatele cromozomale obtinute din cele trei culturi au fost examiante la microscopul Nikon Optiphot-
2, dotat cu camerd video. Imaginile microscopice au fost achizitionate si prelucrate cu un program specific de
analiza a imaginii.



Au fost examinate si achizitionate intre 30 si 50 de metafaze pe preparat si s-a stabilit diagnosticul
citogenetic.

Activitatea 2.2: Utilizarea tehnicilor de marcaj cromozomal pentru aprofundarea cercetirilor si stabilirea
diagnosticului citogenetic pentru fiecare individ din efectivul luat in studiu. Intocmirea buletinului de analizi
citogeneticd si recomandarea mdsurilor de profilaxie geneticd adecvate.

Investigatia citogenetici a unui efectiv de 50 femele taurine s-a realizat prin studiul preparatelor
cromozomale in contrast de faza, in lumina directd si fluorescentd. Prin aplicarea tratamentelor de bandare SCEs,
pe baza protocolului specific, au fost analizate preparatele obtinute din culturi tratate cu BrdU. S-au evidentiat
atat configuratii cromozomale normale dar si prezenta anomaliilor cromozomale structurale de tipul rupturilor
cromozomale (breaks, gaps, fragmente, etc.), precum §i numarul schimburilor intercromatidice (SCEs) in celule,
in functie de efectul factorilor modificatori asupra integritatii complementului cromozomal.

Rezultatele investigatiei citogenetice au fost urmitoarele:

in efectivul de 30 de femele de rasi Biltata cu Negru Roméneascd apartinand fermei 1.C.D.C.B.
Balotesti, 27 de femele au fost diagnosticate cu cariotip normal (CN) 2n=60,XX iar 3 femele ( cod 4950, cod
4201, cod 1184) au evidentiat configuratii cromozomale anormale, diagnosticul citogenetic fiind instabilitate
cariotipici. Atat in cazul configuratiilor normale cit si a celor anormale s-au eliberat buletinele de analizi
citogenetica

Din investigatia citogeneticd a lotului de 20 femele de reproductie de rasi Biltati cu Negru Roméneasci
apartindnd fermei S.C.D.A.Braila 19 femele au prezentat cariotip normal, 2n=60,XX iar o femeld a prezentat
instabilitate cariotipic3. Pentru fiecare dintre ele au fost completate buletinele de analiza citogenetica.

Analizdnd situatia de reproductie a femelelor cu instabilitate cariotipici s-a constatat ci acestea au
inregistrat tulburdri de reproductie caracterizate prin monte repetate si lipsa gestatiilor.

In urma analizei preparatelor cromozomale supuse testului SCEs s-a observat, atat la cele 3 femele de la
ICDCB cit si la femela de la SCDB  prezenta unui numdr foarte mare de schimburi intercromatidice/celula (11-
15 SCEs/celuld), comparativ cu cel observat (6-7 SCEs/celuld) in situatii normale. Avand in vedere aceste
rezultate, fragilitatea cromozomald identificatd la taurinele anormale, caracterizatd de o ratd crescuti a
SCEs/celuld ar putea fi legatd de prezenta agentilor toxici in mediul inconjuritor.

In toate cele 4 cazuri, se poate spune ci existi o corelatie intre tulburirile de reproductie si prezenta
complementului cromozomal anormal.

Activitatea 2.3. Perfectionare resurse umane implicate in proiect; participare la simpozioane interne §i
internationale; parteneriat international.

In aceasta etapd am participat la a 10-a Conferinti Europendi de Citogenetici (10th European
Cytogenetics Conference) ce a avut loc la Strasbourg, Franta, in perioada 4-7 iulie 2015. Cu aceast3 ocazie a fost
prezentatd lucrarea “The monitoring of the environmental pollution in Romanian bovine farms by cytogenetic
investigations ”, care a fost inclusd 1in programul conferintei la sectiunea Animal and Plant Cytogenetics.
Lucrarea a fost publicati in revista ,,Chromosome Research”, jurnal consacrat, de larga circulatie internaionald si

cotatie ISI.

Concluzii: Obiectivul propus a fost atins in totalitate, iar activitifile asumate pentru aceastd etapd au fost efectuate
conform planului de realizare prevazut in contractul de finanfare. Din analiza efectuatd rezultd cd 10% din
efectivul de rasi BNR de la ICDCB Balotesti si 5% din efectivul de rasi BNR de la SCDA Briila a fost
diagnosticat cu instabilitate cariotipica. Atét in cazul configuratiilor normale cét si a celor anormale s-au eliberat
buletinele de analiza citogenetici.

DIRECTOR DE PROIECT,
Dr. oana NICOLAE
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rezultatelor inregistrate la Proiectul 167/2014 ,,Monitorizarea aparitiei bolilor ereditare la bovine
prin mijloace de investigatie citogenetici in scopul asiguririi sanititii genetice a efectivelor”

Director proiect: dr.ing.Ioana NICOLAE
Faza 111/2015, perioada: 01.09.2015 - 30.11.2015

Obiectivul  fazei: Efectuarea investigatiei citogenetice la bubaline si stabilirea maésurilor
adecvate de profilaxie a bolilor ereditare identificate.

Activititi realizate:

Activitatea 3.1 : Identificarea loturilor de bubaline ce vor fi investigate citogenetic si completarea datelor de
origine. Recoltarea probelor de sdnge, montarea culturilor de leucocite §i prelucrarea acestora, examinarea
preparatelor mitotice.

Activitatea 3.2: Utilizarea tehnicilor de marcaj cromozomal pentru aprofundarea cercetdrilor si stabilirea
diagnosticului citogenetic pentru flecare individ din efectivul luat in studiu. Intocmirea buletinului de analizi
citogeneticd §i recomandarea mdsurilor de profilaxie geneticd adecvate.

Activitatea 3.3: Perfectionare resurse umane implicate in proiect; participare la simpozioane interne i
internationale; parteneriat international.

Principalele rezultate obtinute in urma deruliirii activitiitilor specifice etapei I11/2015:

Activitatea 3.1 : Identificarea loturilor de bubaline ce vor fi investigate citogenetic si completarea datelor de
origine. Recoltarea probelor de sdnge, montarea culturilor de leucocite si prelucrarea acestora, examinarea
preparatelor mitotice.

in aceasti etapi, cercetarea noastra a vizat efectuarea controlului de cariotip si stabilirea diagnosticului
citogenetic la bubaline pe un esantion de 31 femele de bivol apartindnd S.C.D.C.B. Sercaia. S-a urmdrit nucleul
de reproductie i, in special, femelele cu tulburiri de reproductie pentru a vedea daca este vorba de o etiologie
cromozomald a tulburdrilor semnalate.

Problema cunoagterii frecventei anomaliilor cromozomale si a efectelor acestora este foarte bine
motivati, mai ales in conditiile in care, si la bubaline s-a inceput, deja, si se doreste extinderea insdméntarilor
artificiale. Dac3 luiim in considerare doar efectele anomaliilor cromozomale structurale care, potrivit datelor din
literatura de specialitate, pot provoca o reducere a fertilititii cu 5-10%, iar pentru cresterea fertilititii cu 1% este
nevoie de 10 ani de selectie, interesul pentru acest domeniu este justificat.

O ratd mare a reproductiei permite o mai mare intensitate a selectiei, un interval mai scurt intre
generatii si implicit un mai mare progres genetic.

Depistarea purtitorilor, normali fenotipic, ai unor constitutii cromozomale anormale si hotirirea
masurilor ce se impun, conduce la cresterea natalitéitii, asigurarea unui ritm normal al productiilor zootehnice,
reducerea tratamentelor si interventiilor sanitar-veterinare.

Pornind de la aceste premize teoretice, dupa identificarea animalelor si completarea datelor de origine,
au fost recoltate aseptic probele de sdnge necesare pentru examenul de cariotip.

Pentru fiecare individ investigat s-au montat trei tipuri de culturi: culturi normale, necesare pentru
examinarea in lumind directd si tratamente de bandare CBA, culturi cu adaos de BrdU si Hoechst necesare
tratamentelor de bandare RBA si culturi cu adaos de BrdU necesare tratamentelor de bandare SCEs, pe baza
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protocoalelor specifice. S-au realizat cate 10 preparate mitotice/individ. in functie de destinatia preparatelor,
acestea au fost colorate conventional (cu solutie Acridine Orange sau Giemsa) sau diferential pentru marcajul
cromozomal.

Preparatele cromozomale obtinute din cele trei culturi au fost observate la microscopul Nikon Optiphot-
2, dotat cu camera video color. Imaginile microscopice au fost achizitionate si prelucrate cu un program specific
de analiza a imaginii.

Au fost examinate si achizifionate intre 30 si 50 de metafaze pe preparat si s-a stabilit diagnosticul
citogenetic.

Activitatea 3.2: Utilizarea tehnicilor de marcaj cromozomal pentru aprofundarea cercetdrilor si stabilirea
diagnosticului citogenetic pentru flecare individ din efectivul luat in studiu. Intocmirea buletinului de analizd
citogeneticd si recomandarea mdsurilor de profilaxie geneticd adecvate.

Investigatia citogeneticii a unui efectiv de 31 femele bubaline s-a realizat prin studiul preparatelor
cromozomale in contrast de faza, in lumin# directd si fluorescentd. Prin aplicarea tratamentelor de bandare SCEs,
pe baza protocolului specific, au fost analizate preparatele obtinute din culturi tratate cu BrdU. S-au evidentiat
atit configuratii cromozomale normale dar §i prezenta anomaliilor cromozomale structurale de tipul rupturilor
cromozomale (breaks, gaps, fragmente, etc.), precum §i numérul schimburilor intercromatidice (SCEs) in celule,
in functie de efectul factorilor modificatori asupra integritdtii complementului cromozomal. Stabilirea
diagnosticului citogenetic s-a facut in raport cu cariotipul si idiograma normal3 de specie.

in efectivul de 31 de femele de bivol apartinaind S.C.D.C.B. Sercaia , 26 de femele au fost
diagnosticate cu cariotip normal (CN=50,XX) iar 5 femele (matricol R0O082000080002, matricol
RO085000091963, matricol RO086000140001, matricol RO089000140141, matricol RO088001047062 ) au
evidentiat configuratii cromozomale anormale, diagnosticul citogenetic fiind instabilitate cariotipica.

Din dorinta de a elucida cauzele aparitiei constitutiilor cromozomale anormale am efectuat o anchetz,
urmarind istoricul activitatii de reproductie al fiecéreia dintre cele 5 femele cu instabilitate cromozomal3. Aceste
femele au inregistrat tulburdri ale activititii de reproductie caracterizate prin multe monte repetate (MR). Este cét
se poate de elocvent cé existd o relatie de cauzalitate intre instabilitatea cariotipicd identificati la cele 5 femele si
tulburirile de reproductie inregistrate.

In acest moment ins3, intrucit prezenta, localizarea si frecventa rupturilor cromatidice este un test al
instabilitatii cromozomale, care lLmiteazd activitatea de reproductie se recomandid continuarea investigatiei pe
urmétoarele coordonate:

e  controlul clinic la nivelul tractusului genital;

» ancheta genetica in cadrul familiei;

e 0 analizi chimica riguroasd a solului a furajelor si apei utilizate in hrana animalelor pentru a vedea

care sunt agentii toxici implicati in inducerea instabilitafii cromozomale identificate.

CONCLUZIX

1. Investigatia citogenetica a lotului de 31 de femele de bivol apartindnd S.C.D.C.B. Sercaia, a evidentiat
un procent de 16 % instabilitate cariotipica in efectivul studiat.

2. Toate acestca demonstreazi incd o datd rolul etiologic al bolilor cromozomale in exprimarea
caracterelor de reproductie si evidentiazd ci# singura posibilitate de interventie a citogeneticii in menfinerea
sanatagii genetice a efectivelor este aceea de a identifica genotipurile anormale si de a le elimina din populatie,
inlaturand astfel riscul de diseminare in descendenta.

3. Pentru fiecare dintre femelele examinate citogenetic in aceastd etapd s-au eliberat buletinele de
testare citogeneticd (anexate). Acestea au fost trimise beneficiarului - S.C.D.CB. Sercaia care, pe baza
diagnosticului stabilit va lua mésurile ce se impun.

TOR DE PROIECT,

DIR%TOR" GENERAL , D

Dr.ing:Joina NICOLAE . Toana NICOLAE



