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Identyfikowano polimorfizm restrykeyjny eksonu 2 genu DRBI u 374 owiec (135 matek i 239
Jjagnigt) rasy wrzoséwka z DoS$wiadezalnej Fermy Owiec Zakladu Hodowli Owiee i Koz
SGGW. DNA zwierzat izolowanoe z pelnej krwi, ekson 2 genu DRBI amplifikowano metody
PCR, a nastepnie trawiono trzema restryktazami: Rsal, BsuR1 i BstY1. Po rozdziale elektro-
foretycznym w 12% Zelu poliakryloamidowym zele barwiono azotanem srebra. Plugosc
otrzymanych fragmentéw restrykeyjnych analizowano za pomoca pregramu ScanPack 3.0
(Biometra). Ekstensywno$é¢ zarazenia badanych owiec nicieniami zoladkowo-jelitowymi ok-
reSlano na podstawie liczby jaj nicieni w kale tych zwierzat (EPG — €ges per gram), 0Znacza-
nej w latach 1995-1998. Analiza DNA badanych owiec wykazala obecno$é 2 wzoréw restryk-
cyjnych uzyskanych po trawieniu eksonu 2 genu DRBI enzymem BstYI, 10 wzorow po
trawieniu BsuRY oraz 8 wzordw — Rsal. Frekwencja tych wzoréw w grupach matek i jagniat
byla na zblizonym poziomie. Obserwowana w Jocus DRBI heterozygotyczno$é miala nieco
wyzsza warto$é (6,45 do 0,88) od heterozygotycznoSei oczekiwanej (0,41 do 0,78), z wyjatkiem
wzoréw restrykeyjnych uzyskanyeh po trawieniu eksonu 2 enzymem BsuRI w przypadku
Jjagniat. Przeprowadzona za pomoca pakietu SAS 8.01 analiza statystyczna wykazatla istotny
wplyw okreSlonych wzoréw restrykeyjnych eksonu 2 genu DRBI na stopief zarazenia matek
nicieniami zoladkowo-jelitowymi. Wysoko istotnie (P<0,01) na EPG wplywalka obecnosé w ge-
notypie matek wzorow restrykeyjnych: BSTY_2, BSU_L, BSU_6, RSA_5 i RSA_8. Natomiast
statystyeznie istotny (P<0,05) okazal si¢ wplyw wzoréw BSU_4, BSU_8, BSU_10. W przypad-
ku jagnigt nie stwierdzono istetnego wplywu genotypu w locus DRBI na stopicn zarazenia
pasozytami.

SLOWA KLUCZOWE: owce / DRBI / polimorfizm / nicienie Zoladkowo-jelitowe

“Badania zrealizowane w ramach projektu P06 D 013 21 finansowanego przez KBN
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Nicienie zoladkowo-jelitowe oddzialuja niekorzystnie na metabolizm bialek 1 go-
spodarke hormonalng zywiciela, i sy istotng przyczyng strat w hodowli przezuwaczy na
calym $wiecie. Jednym z efektywnych sposobdw ograniczenia inwazji nicieni zotadko-
wo-jelitowych jest wykorzystanie naturalnej odpornoscei zwierzat na pasozyty, w ktorej
istotng role odgrywa giéwny uktfad zgodnodci tkankowej (MHC) {2, 14, 17].

W ostatnich latach uwaga badaczy skupia si¢ na pelimorfizmie genu DRBI, nale-
zacego do klasy I MHC [17, 18]. Szczegbdlnie interesujgcy jest ekson 2 tego genu, gdyz
koduje on domene B1 czgsteczki DR (MHC II), ktéra wraz z domeng ¢l tworzy migjsce
wigzania peptydu. Polimorfizm w obrebie tego eksonu wplywa na intensywnoéé odpo-
wiedzi immunologicznej.

Celem badan byla analiza wplywu polimorfizmu restrykeyjnego eksonu 2 genu
DRBI, nalezacego do genow klasy I gldéwnego uktadu zgodnoéei thkankowej, na podat-
nos¢/odporno$é owiec rasy wrzosdwka na naturalne zarazenie nicieniami zoladkowo-
-jelitowymi.

Material i metody

Doswiadczeniem objeto 374 owcee, w tym 135 matek 1 239 jagniat, rasy wrzosdéwka
z Do$wiadczalnej Fermy Owiec Zakladu Hodowli Owiec i Kbz SGGW w Zelaznej.

Genomowy DNA izolowano metodg fenolowo-chloroformows z petnej krwi bada-
nych owiec. Amplifikacje eksonu 2 genu DRB/ przeprowadzano z zastosowaniem star-
terOw podanych przez Ammer 1 wsp. [ 1], w warunkach opisanych przez Gruszezynska
i wsp. [7]. Produkt amplifikacji trawiono enzymami restrykeyjnymi Rsal (Fermentas),
BsuRI (Fermentas), BstYI (BioLabs). Polimorfizm dtugoscei fragmentow restrykeyjnych
eksonu 2 genu DRB/ okredlano po ich rozdziale w 12% Zelu poliakryloamidowym
w temperaturze 15°C przy napieciu 300V, przez 3 godziny, barwionym po elektrofore-
zie azotanem srebra. Wyniki dokumentowano za pomocy programu GenScan {(Biome-
tra), a do analizy dlugoéci otrzymanych fragmentéw restrykeyjnych wykorzystano
program ScanPack 3.0 (Biometra).

Sekwencja badanego eksonu 2 genu DRBI, z zaznaczonymi miejscami restrykeyj-
nymi dla enzymow Rsal, BsuRI i Bstyl, jest nastepujgca:

S’ - tetetgeageacatttectggagtatactaagaaagagtgtegtticteccaacgggacggageggatgeggticelggaca

Rsald BsuRW Rsald BsuRIL
agt acttccataatggagaagagacectgegeticgacagegactggegg ccagt acegageggtgyg cegagetgen
BsuRlL Rsald BstYld BsuRI¥ Rsall

gcgyg coggacgecaagt actggaacagecagaag gatcteetggagegggegegag cegeegtggacacgt ac

tgcagacacaactacggggteggtgaga — 3’
Informacje dotyczgce liczby jaj nicieni zoladkowo-jelitowych (EPG) w kale bada-
nych owiec rasy wrzoséwka pochodzily z bazy danych, utworzonej w latach 1995-1999

w Zakladzie Genetyki Molekularnej Katedry Genetyki i Ogolnej Hodowli Zwierzat
SGGW, zawierajacej wyniki badaf realizowanych we wspodlpracy z Instytutem Parazy-
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tologii PAN [3, 4, 11, 12]. Badania te przeprowadzono u matek w wieku 2-5 lat,
pigeiokrotnie w ciggu sezonu pastwiskowego w roku 1995 oraz szesciokrotnie w latach
1996-1998 (lacznie 1551 pomiarow) oraz u jagniat w wieku 3-6 miesigey, czterokrot-
nie, od sierpnia do listopada, w latach 1996-1998 (lacznie 814 pomiaréw). W celu
normalizacji rozkladu liczby jaj nicieni zoladkowo-jelitowych w kale badanych owiec
(EPG) wartosci poszezegblnych pomiaréw przeksztalcono za pomocy transformacii
logarytmicznej: EPGr=logio(EPG+1) 2, 15].

Analize zalezno$ci miedzy polimorfizmem restrykcyjnym eksonu 2 genu DRBI
a liczba jaj nicieni zolgdkowo-jelitowych w kale badanych owiec przeprowadzono me-
todg wieloczynnikowej analizy wariancji, za pomocq pakietu SAS 8.01 [16]. W przy-
padku matek analiz¢ przeprowadzono wedlug modelu (_M), uwzgledniajacego, oprocz
odpowiedniego efektu wzoru restrykeyjnego, stale czynniki roku i miesigca, natomiast
dla jagniat (model _J) uwzgledniono dodatkowo stale czynniki plei i typu urodzenia:

Yijopr = U + ZREST j + ro + mop + Sq + tr + €ijopr (ijopgrw)
gdzie:

Yijopr — Warto$é cechy;,

W — $rednia generalna,

REST;j = bsty;j — wystapienie (j = 0, 1) efektu i-tego allelu z grupy BSTY (i = 1..2);
modele IM i 47,

REST:j = bsu;; ~ wystapienie (j
modele 2M 1 57J;

REST;j = rsaij. — wystapienie (j = 0, 1) efektu i-tego allelu z grupy RSA (i = 1..8):
modele 3M 1 6J;

ry — efekt o-tego roku badania parazytologicznego (0 = 1..4);

map ~ efekt p-tego miesigca badania parazytologicznego w obrebie o-tego roku;

sq — efekt g-tej plei (g = 0..1); tylko w modelach dla jagniat;

tr — efekt r-tego typu urodzenia (r = 1..3); tylko w modelach dla jagniat;

¢ijopr — blad losowy w modelach dla matek;

Cijopgrw — blad losowy w modelach dla jagniat.

0, 1) efektu i-tego allelu z grupy BSU (i = 1..10);

W analizie za pomocy kazdego z sze$ciu modeli uwzgledniano jedynie wzory re-
strykeyjne, dla ktdrych dysponowano co najmniej 10 pomiarami cechy, pochodzacymi
od co najmniej trzech roznych osobnikdw.

Heterozygotyczno$¢ w locus DRBI w badanej populacji owiec obliczono wedhug
Nei [13].

Wyniki i dyskusja

Do oceny stanu zdrowotnego matek i jagnigt wykorzystano $rednig liczbe jaj nicieni
(EPG) w ich kale w poszczegblnych badaniach — miesigcach i latach. Ocene stanu
zarazenia pasozytami przeprowadzono oddzielnie dla matek i dla jagniat, co glownie
wynikalo z faktu réznego stopnia dojrzaloéci ukladu immunologicznego zwierzat mio-
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dych 1 doroslych. Dane dotyczace $redniej warto$ci EPG 1 bledu standardowego $re-
dniej, w obu grupach badanych owiec (matek i jagnigt), przedstawiono w tabeli 1.

Tabelal-Table 1

Wartodci Sredniej i blad standardowy $redniej (SE) dla EPG po transformacji logarytmicznej w grupie matek
i jagnigt w poszezegdlnych miesiacach w kolejnych latach

Values of mean and SE for EPG in logarithmic scale in ewes and lambs in consecutive months of
parasitological examination

EPG
Rok Miesiye muatki - ewes jagnieta ~— lambs
Year Month $rednia SE Srednia SE
nmean mean
1995 Vi 2.544 0,168 - -
Vi 3.044 0,173 -
Vil 1,733 0,161 - -
iX 1,248 0,156 - -
X 1,322 0,158 - -
Ogdiem 1995 rok 1,978 0,097 - -
Total 1995
1996 v 2.675 0.144 - -
VI 0.336 0,131 - -
Vi 1,031 0,134 - -
VI 1.813 0,137 1,522 0,260
IX 0,555 0.136 1,799 0.258
X 0.868 0,138 2,010 0.258
X1 - - 3,042 0.264
Ogolem 1996 rok 1,243 0,086 1.824 0,114
Total 1996
1997 A% 0.294 0.189 - -
N 2,051 0,151 - -~
Vil 1.884 0,152 - -
VI 2,186 0,150 1,074 0,248
IX 1,612 0.154 2.263 0,249
X 1.643 0.155 2,173 0,248
X1 - - 1,810 0,249
Ogodlem 1997 rok 1,612 0,090 1,547 0.106
Total 1997
1998 \Y 1,138 0.141 - -
Vi 2,480 0,140 - -
Vil 1,627 0.140 - -
VI 0.721 0,145 1,890 0,251
IX 1,084 0,142 2,003 0,262
X 1,194 0,140 1,947 0,253
X1 - - 1,691 0,253
Ogblem 1998 rok 1,374 0.091 1,613 0,119
Total 1998
Wszystkie badanin 1,525 0.079 1,661 0,101

Total examinuations

Srednia zlogarytmowana warto$¢ EPG dla wszystkich badaf, zarbwno w grupic
matek, jak i jagniat, jest na podobnym poziomie, odpowiednio: 1,525 1 1,661, natomiast
warto$¢ bigdu standardowego §redniej EPG dia grupy matek jest nizsza niz dla jagniat.
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Moze to wynika¢ ze znacznie mniejszej liczby pomiardw EPG przeprowadzonych
u jagniat niz u owiec doroslych, jak rowniez $wiadezy o zréznicowanej zmiennoscei
EPG w obu grupach zwierzat. Szczegdtowe wyniki badan parazytologicznych, m.in.
intensywno$¢ i ekstensywno$¢ zarazenia badanych owiec nicieniami zoladkowo-jelito-
wymi, przedstawiono w pracach Charon i wsp. [3, 4] oraz Moskwy 1 wsp. [11, 12].

Zdolno$ci obronne organizmu przeciwko patogenom w glownej mierze zalezg od
odpowiedzi ukladu immunologicznego, ktérej podstawowym warunkiem jest wlasciwe
rozpoznanie przez czasteczki gtownego ukladu zgodnoéci tkankowej obeych antygenow
oraz prezentacja ich limfocytom T. Polimorfizm czasteczek MHC klasy 11, do ktérej
nalezy badany gen DRBJ, jest zlokalizowany przede wszystkim w tej czeéei czasteczki,
w ktorej znajduje si¢ miejsce wigzania obcego biatka (antygenu). Miejsce to tworza
domeny zewnetrzne lancuchdéw o i B, kodowane przez ckson 2 odpowiedniego genu
klasy II MHC. Polimorfizm w obrebie tego eksonu wplywa na intensywnosé odpowie-
dzi immunologicznej [8]. Najbardziej polimorficznym spoérod gendw MHC klasy 11
jest gen DRB, kodujacy domeng Bl czasteczki DR, oznaczony u owiec symbolem
DRBI, aubydla — DRB3. Dlatego badacze zajmujacy si¢ genetycznym tlem odpornosei
przezuwaczy na nicienie zoladkowo-jelitowe, skupiajg sie przede wszystkim na poli-
morfizmie cksonu 2 genu DRB.

Badania polimorfizmu restrykcyjnego eksonu 2 genu DRBI u owiee prowadzone
sa od niedawna. Wezedniej badania identyfikowaly polimorfizm dlugosei fragmentu
genu DRBI, obejmujacego ekson 2 wraz z sasiadujacy sekwencja mikrosatelitarna,
ktora jest zlokalizowana w intronie 2, w odleglo$ci 30 par zasad od kofica 3” eksonu 2
genu DRBI {14, 17]. Badania prowadzone na owcach rasy soay, na szkockiej wyspie
St. Kilda [14], wykazaly istotne asocjacje niektorych alleli, identyfikowanych u tych
owiec na podstawie polimorfizmu mikrosatelitarnego, z odporno$cia lub podatnoécia na
nicienie zolgdkowo-jelitowe. ROwniez nasze badania [5], prowadzone weze$niej na tych
samych owcach rasy wrzosdwka, wykazaly obecno$é 20 alleli, okre§lonych na podsta-
wie dlugodci sekwencji mikrosatelitarnej facznie z eksonem 2 genu DRB/. Ponadto
stwierdzono [5], ze obecno$¢ niektérych alleli w genotypie badanych owiec miala
istotny (P<0,01) wplyw na odporno$¢ na nicienie przewodu pokarmowego.

Wobec stwierdzonej wysokiej korelacji miedzy polimorfizmem mikrosatelitarnym
w locus DRBI a polimorfizmem sgsiadujacych sekwencji kodujacych — eksonu 2 [14],
w ostatnich latach uwaga badaczy skupia si¢ na polimorfizmie restrykeyinym w eksonie
2 genu DRBI, kiory jest wynikiem mutacji punktowych, najczeéciej substytucii zasad.
Badania prowadzone przez Konnai i wsp. [9] na owcach cheviot, corriedale i suffolk,
z zastosowaniem enzymow restrykcyjnych Rsal, Sacl, Sacll i Haelll, wykazaly 25
wzorow restrykeyjnych, ktérych frekwencja byla w granicach od 0,7% do 17,5%. Pos-
niejsze badania na owcach suffolk, z wykorzystaniem 9 enzymow restrykcyjnych [10],
wykazaly obecnos$¢ 8 wzordw restrykeyjnych po trawieniu zamplifikowanego eksonu 2
genu DRBI enzymem Rsal, 6 — Haelll, 2 — Sacl, 2 — Sacll, 3 — Ddel, 2 — Neil, 2 —
Hinll, 2 — EcoR1 i 2 — BstNI. Z kolei Gutierrez-Espleta i wsp. |8], badajac owce
dlugorogie (Ovis canadensis), wykazali obecno$c 21 alleli genu DRBI, réznigeych sic
pojedynczymi podstawieniami nukleotydow w eksonie 2. Spogrod tych alleli, az 16
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powodowalo zamiang aminokwaséw w miejscu wigzania obcego biatka tafcucha beta
czasteczki DR.

W badanej przez nas populacji owiec rasy wrzosoOwka wystgpowaly 2 wzory re-
strykeyjne po trawieniu zamplifikowanego eksonu 2 genu DRBI enzymem BsitYl, 10
wzorow po trawieniu enzymem BsuR] oraz 8 po trawieniu enzymem Rsal. U matek nie
stwierdzono wzoru BSU_3, a u jagniat wzoréw BSU_9 i BSU_10 (trawienie enzymem
BsuR1). Wszystkie zidentyfikowane wzory restrykeyjne zostaly zobrazowane w pracy
Gruszezynskiej 1 wsp. [7], dwa z nich zostaty zarejestrowane w GeneBank. Frekwencja
zidentyfikowanych wzorow restrykeyjnych u matek i jagniat byla na zblizonym pozio-
mie (tab. 2).

Tabela 2 - Table 2
Frekwencja wzordw restrykeyjnych BstYl, Rsal i BsuRI eksonu 2 genu DRBI w grupie matek i jagnigt
Frequency of restriction patterns BstYl, Rsal and BsuRl in exon 2 of DRB/ gene in ewes and lambs

Wzbr Frekwencja wzoru Wizbr Frekwencja wzony
restrykeyjny Pattern frequency reztrykeyjny Pattern frequency
Restriction matki Jjagnigta Restriction matki jagnieta
pattern ewes fambs pattern ewes lumbs
BSU_1 0,446 0,549 RSA_IL 0,347 0,424
BSU.2 0,250 0,207 RSA_2 0,225 0,286
BSU_3 0,057 0,057 RSA_3 0.073 0,030
BSU_4 0,119 0,139 RSA_4 0,115 0.067
BSU_S 0 0,009 RSA_S 0,034 0,022
BSU_6 0,046 0,031 RSA_G 0,038 0,024
BSU_7 0,039 0,004 RSA_7 0,008 0.000
BSU_8 0,012 0,004 RSA_S 0,160 0,141
BSU_9 0,019 0 BSTY_1 0,711 0,730
BSU_L0 0,012 0 BSTY_ 2 0.289 0,270

Zaobserwowane wigksze zroéznicowanie wystgpowania w badanej populacji zwie-
rzat wzordw restrykeyjnych, zidentyfikowanych po trawieniu badanego fragmentu genu
enzymami Rsal i BsuRI, jest konsekwencjg wickszej liczby miejsc restrykeyjnych dla
tych enzymoéw. W obu przypadkach sekwencja rozpoznawana przez te enzymy w ba-
danym fragmencie DNA wystepuje 4-krotnie, co zwicksza liczbe kombinacji wzorow
restrykcyjnych. Natomiast enzym BsrYI ma tylko jedno miejsce restrykcyjne w eksonie
2 genu DRBI.

W celu okreslenia zréznicowania genetycznego w badanej populacji owiec rasy
wrzosOwka, jak rOwniez sprawdzenia przydatnosci genu DRB/ jako markera odpornoéci
na nicienie zoladkowo-jelitowe, obliczono wspdlczynnik heterozygotycznoséei w bada-
nym locus (stosujac wzér wedlug Nei [13]), wykorzystujac frekwencje zidentyfikowa-
nych wzordw restrykcyjnych. Wartoéet tego wspolczynnika zamieszezono w tabeli 3.
Heterozygotyczno$¢ obserwowana ma nieco wyzsze wartoéci od oczekiwanej, z wyjat-
kiem wzoréw restrykcyjnych uzyskanych po trawieniu eksonu 2 enzymem BsuRI u ja-
gnigt. Heterozygotycznodé obserwowana po trawieniu eksonu 2 enzymami BsuRI i Rsal
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ma wysoka warto$¢, przy czym w grupie matek jest ona nieco wyzsza niz w grupie
jagnigt. Podobng warto$¢ heterozygotycznosei w locus DRBI, wynoszaca 0,742, uzys-
kali Gutierrez-Espeleta i wsp. [8] dla owiec dlugorogich (Ovis canadensis). Autorzy ci
uwazajg, ze heterozygotyczno$¢ w loci MHC zwieksza liczbe gatunkdw pasozytow
rozpoznawanych przez czasteczki MHC. Niska warto$¢ heterozygotycznodei w focus
DRBI po trawieniu eksonu 2 enzymem BstYT wynika z liczby zidentyfikowanych wzo-
row restrykeyjnych (tylko 2 wzory).

Tabela 3 ~Table 3

Oczekiwana i obserwowana heterozygotyczno$é w locus DRB/ (po trawieniu eksonu 2 trzema enzymami
restrykeyjnymi)

Expected and observed heterosigosity in locus DRBI (after digestion of exon 2 with three restriction enzymes)

Wzdr restrykeyiny Matki - Ewes Jagnieta — Lambs
eksonu 2 genu DRBI HET HET HET HET
Restriction patiern oczekiwana obserwowina oczekiwana obserwowana
of DRB] gene HET expected HET observed HET expected HET observed
BSTY 0,4140 0.4519 0,3951 0.4580
BSU 07167 0.7769 0.6445 0.6170
RSA 0,7811 0,8779 0.7229 0.8067

W celu ustalenia ewentualnego zwiazku migdzy obecnoscia w genotypie owey da-
nego wzoru restrykeyjnego eksonu 2 genu DRB/ a liczbg jaj nicieni zoladkowo-jelito-
wych w kale, przeprowadzono analiz¢ statystyczng oddzielnie dla matek i jagniat. W a-
nalizie tej jako cechg zalezng przyjeto liczbe jaj nicieni zoladkowo-jelitowych w 1
gramie katu (EPG) badanych owiec. Uzyskane wyniki wskazujg na istotny wplyw
okreslonych wzordw restrykeyjnych eksonu 2 genu DRBI na stopien zarazenia owiec
tymi pasozytami jedynie w grupic matek. Wysoko istotny (P<0,01) okazal sic wplyw
wzorow restrykeyjnych: BSTY 2 (rys. 1a), BSU_L i BSU_6 (rys. 1b), RSA_5 i RSA_8
{rys. ic), a statystycznie istotny (P<0,05) wplyw wzordw BSU_4, BSU_8, BSU 10 na
liczbe jaj nicieni zoladkowo-jelitowych w kale matek (rys. 1b). W analizie nie uwzgle-
dniono wplywu wzoru restrykcyjnego RSA_7, poniewaz zidentyfikowano go tylko
u jednej matki.

Porownujac uzyskane wyniki z czgstodcig wystgpowania okre$lonych wzorow re-
strykeyjnych badanego eksonu 2 u matek (tab. 2), mozna zauwazy¢, Ze niektdre z tych
wzorow, jak: BSU_L (ok. 45%), RSA_8 (ok. 16%) i BSU_4 (ok. 12%), wystepowaly
w genotypach matek stosunkowo czgsto. Analiza zmiennosci liczby jaj nicieni zolad-
kowo-jelitowych w kale jagniat nic wykazala istotnego wplywu obecnodci w genoty-
pach jagniat zadnego ze zidentyfikowanych wzoréw restrykeyjnych na stopien zaraze-
nia pasozytami. Przyczyng tego moze by¢ mniejsza liczba pomiarow EPG u jagniat (814
pomiardw) w porownaniu z matkami (1551 pomiaréw facznie). Nie bez znaczenia moze
by¢ takze brak u jagniat pelnej dojrzalosci komdrek ukladu immunologicznego, biora-
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a — odchylenie liczby jaj nicieni w kale owiee w skali zlogarytmowanej (EPG7) od $redniej EPGy dla calej
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Rys. L. Polimorfizm restrykeyjuy (a) BseYl, (b) BsuRl, (€) Rsal a EPG u matek
Fig. |. Restriction polymorphism (a) BstY1, (b) BsuRl, (¢) Rsal and EPG in ewes
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cych udzial w odpowiedzi na inwazje pasozytnicze, stwiedzany takze przez innych
badaczy [19, 20]. W analizie pomini¢to wzdr restrykeyjny BSU_S8, gdyz wystapit on
w genotypach tylko dwoch jagniat oraz wzér RSA_7, ze wzgledu na jego bardzo niska
frekwencje w tej grupie jagniat.

Rok i miesiac badania parazytologicznego mialy wysoko istotny lub istotny wplyw
na poziom zarazenia matek i jagniat pasozytami przewodu pokarmowego. Takze ple¢
Jagnigcia istotnie wplywala na podatnoé¢ na inwazje nicient; jarki okazaly si¢ bardziej
odporne na nicienie, tryczki za§ bardziej podatne. Srednia zlogarytmowana liczba jaj
nicieni w kale (EPGr) jarek wynosila 1,58 (+0,11), natomiast w kale tryczkow ~ 1,74
(£0,11). Podobnie Coltman i wsp. [6], badajac owce soay, ktore podlegaja jedynie
selekeji naturalnej, stwierdzili istotne réznice w liczbie jaj nicieni w kale owiec zaleznie
od plei.

Przeprowadzone w stadzie owiec rasy wrzoséwka badania polimorfizmu restryk-
cyjnego eksonu 2 DRBI i analiza jego ewentualnego zwiazku z liczba jaj nicieni w kale
zwierzat wykazaly, Ze:

- frekwencja alleli DRBI (wzoréw restrykcyjnych) w grupach matek i jagniat byla
na zblizonym poziomie; ogolem zidentyfikowano 2 wzory restrykeyjne po trawieniu
cksonu 2 genu DRBJ enzymem BstY1 oraz 10 i 8 wzoréw, odpowiednio po trawieniu
enzymami BsuRI i Rsal,

— spoérod zidentyfikowanych wzordéw restrykeyjnych, jedynie obecno$é¢ wzoru
BSTY_2 byla wysoko istotnie (P<0,01) zwigzana z podatnoscia owiec na inwazje ni-
cieni zolgdkowo-jelitowych, natomiast w przypadku wzoréw RSA_5, RSA_8, BSU_I
i BSU_6 oraz BSU_4, BSU_8 i BSU_10 zanotowano ich korzystny wplyw na odpor-
no$¢ owiec na parazytemie, stwierdzono bowiem statystycznie wysoko istotnie (P<0,01)
lub istotnie (P<0,05) nizszg liczbe jaj nicieni w kale owiec, w DNA ktorych stwierdzo-
no wystepowanie tych wzorow;

— W grupie jagnigt nie stwierdzono istotnych zalezno$ci miedzy ich genotypem
w locus DRBI aliczby jaj nicieni w kale (EPG); potwierdza to znany juz $cisly zwiazek
miedzy dojrzaloécig ukladu immunologicznego a odpowiedzia tego uktadu na inwazje
pasozytow przewodu pokarmowego.
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Summary

Restriction polymorphism in exon 2 of DRBI gene was identified in the population of 374
Polish Heath Sheep (135 ewes and 239 lambs) from the Experimental Flock, Zelazna, belonging
to the Sheep and Goat Production Unit of the Warsaw Agricultural University. Genomic DNA was
isolated using the phenol-chlorophorm extraction from the whole blood. Exon 2 of DRBJ gene was
amplified using the polymerase chain reaction (PCR) followed by digestion with the chosen
restriction enzymes: Rsal, BsuRI i Bst¥1. After electrophoresis of the PCR product in 12% poly-
acryloamide gel the silver staining was applied to visualize DNA fragments. The length of the
restriction fragments was determined with the help of ScanPack 3.0 program (Biometra). The level
of sheep infestation was determined on the basis of the number of gastrointestinal nematode eggs
in the faeces (EPG — eggs per gram) estimated in the years 1995-1998. The analysis of restriction
polymorphism showed the presence of 2 restriction patterns after digestion of amplified exon 2 of
DRBI gene with the BstYI enzyme, 10 patterns after digestion with BsuRl and & Rsal enzymes.
Frequency of identified patterns in both group -ewes and lambs was on the similar level. Observed
heterosigosity in locus DRBJ was slightly higher (0.45-0.88) then expected heterosigosity (0.41-
-0.78), with the exception of restriction patterns obtained after digestion of exon 2 with BsuRI
enzyme in lambs. The conducted analysis with the use of SAS 8.01 program showed statistically
significant effect of the genotype in locus DRBI on the gastrointestinal nematode infection level
of ewes. The presence of BSTY_2, BSU_I, BSU_6. RSA_5 and RSA_8 restriction patterns showed
statistically highly significant (P<0.01) effect, while the presence of BSU_4, BSU_§ and BSU_10
patterns - significant (P<0.05) effect. In case of lambs there was no association between genotype
in locus DRBI and parasite infection.
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