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Obecnosc haplotypow mtDNA zwigzanych z ,.klgtwa
matki” jako jedna z mozliwych przyczyn obnizonego
potencjatu reprodukcyjnego zajgca szaraka w Polsce
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Presence of mtDNA haplotypes related to the “mother’s curse” among Polish brown hares
as a possible cause of their reduced reproductive success

Summary

The aim of the study was to identify carriers of the mtDNA sequence related to the “mother’s curse” in the
Polish population of the brown hare. Even slight mtDNA mutations inherited from mothers by their sons may
diminish sperm cell motility by decreasing the synthesis of ATP and thus reduce the reproductive success of
the species. In the literature this phenomenon is referred to as the “mother’s curse” effect. Muscle samples
from 103 hares were collected from hunters in central, southern and eastern Poland. In order to identify hares
with the “mother’s curse”, an mtDNA control region (CR) was selected, amplified according to (26), sequenced
and analyzed phylogenetically along with sequences from the Genbank, using the PhyML program (9). Four
animals were eliminated from mtDNA studies because of heteroplasmy. A tree consisting of 4 clades was
generated. For the purpose of this study, the most important of them was the PW clade, which included
5 Polish hares (females) with sequences characteristic of the “mother’s curse.” This constitutes 5.05% of the
population studied. The geographical origins of the hares with the “mother’s curse” were dispersed over
almost the entire area under investigation. Two hares came from the Plock region, and the others from the
Konin, Zamos$¢ and Nowy Sacz regions. A small fragment of the mtDNA sequence proved sufficient for the
identification of an important functional effect of mutation in the mtDNA on the condition of an individual
and the whole population. For the first time a screening method proved effective in the identification of hares
with “mother’s curse” mtDNA mutations in a population of animals living in the wild. By then this had
only been achieved in captive colonies. The identified group of female carriers, constituting 5.05% of the
investigated sample, which persists in the population regardless of selection, may through their sons further
compromise the effective size of a constantly decreasing and endangered population of the brown hare in
Poland.
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Zajac szarak (Lepus europaeus P.) jest zarbwno
w Polsce (6), jak 1 w Europie zagrozony wyginigciem
(24). Czynniki zagrazajace istnieniu gatunku sa wie-
lorakie: zmiany klimatu, rozbudowa sieci autostrad,
choroby, drapieznictwo, nadmierne polowania oraz
pogorszenie jakosci srodowiska (6, 7, 23, 24). W sy-
tuacji zagrozenia wyginigciem optymalna plodnos¢
zajecy jest wigc cecha kluczowa dla ich przetrwania.
Ostatnio u zajecy europejskich zidentyfikowano mu-
tacje w mitochondrialnym (mt) DNA, ktéore moga
W znaczacy sposob obnizac ich sukces reprodukcyjny
(25). Plemniki maja nieproporcjonalnie wigksze za-
potrzebowanie na energi¢ niz np. komorki somatycz-

ne badz oocyty. Mimo wysokiego wskaznika zuzycia
energii napgdzajacej ich ruchliwos¢, plemniki posia-
daja tylko utamek liczby mitochondriow wystgpuja-
cych w wigkszos$ci innych komorek (16, 22). Podczas
doboru naturalnego z reguty nastgpuje szybkie usu-
wanie z populacji wigkszosci szkodliwych mutacji,
ale w genomach osobnikow (zarowno jadrowym, jak
1 mtDNA) moga egzystowac nieznacznie szkodliwe
mutacje (11, 19). MtDNA koduje podjednostki kom-
plekséw biatkowych pochodzenia zaréwno jadrowe-
go, jak 1 mitochondrialnego r6znych etapdéw fosfory-
lacji oksydacyjnej (OXPHOS — Oxidative Phosphory-
lation) (1, 29). Nawet niewielkie mutacje w mtDNA
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odziedziczone od matki przez jej synow, obnizajac
efektywnos¢ OXPHOS, moga ogranicza¢ ruchliwos$é
ich plemnikéw (16, 22). Zmutowane samce produku-
ja plemniki, ktéorym nie starcza energii na dotarcie do
oocytow i odnosza mniejszy sukces reprodukcyjny
w stosunku do samcéw nie zmutowanych. Samce ta-
kie moga gina¢ bezpotomnie, ale mutacje beda i tak
przechowywane w populacji ze wzgledu na ich dzie-
dziczenie od matek (8, 13, 34). Sytuacj¢ taka w bi-
bliografii okresla si¢ jako ,,efekt matczynej klatwy”
(,,mother’s curse effect”) (8). Mutacje w mtDNA nie
maja wpltywu na zywotno$¢ komorek jajowych ze
wzgledu na ich wymagana nizsza energig (3). Ptod-
no$¢ samic pozostaje zatem bez zmian.

Smith 1 wsp. (25) przeprowadzili w Austrii badania
p10dnos<:1 samcow i samic 7 pokolen zajecy szarakow
w powiazaniu z wybranymi sekwencjami mtDNA.
Zajace utworzyly dwie haplogrupy: A oraz B. Stwier-
dzono, ze tylko 47% samcow haplogrupy (hg) B wy-
kazywato prawidtowa ptodnos¢ w poréwnaniu do 90%
samcow hg A. Samce hg B dziedziczyly po swych
matkach zmutowany mtDNA zwiazany z ,klatwa
matki”. Tak wigc efekt klatwy utrzymywat si¢ u zajg-
cy mimo 7 lat kojarzen i tworzenia si¢ u potomstwa
réznych kombinacji biatek pochodzenia mitochondrial-
nego z biatkami pochodzenia jadrowego. Samice prze-
noszace klatwe nie wykazaty r6znic w sukcesie repro-
dukcyjnym w poréwnaniu do innych samic. Nie stwier-
dzono, by pigtno matki roznicowato $rednig wielkos¢
miotu mi¢dzy ojcami zmutowanymi i pozostatymi.
Sugeruje to, ze skutki energetyczne réznic zwiazanych
z mtDNA, ograniczajac szans¢ ptodnosci samca, nie
wptywaja na wielko$¢ miotu (plennosc¢), bowiem gdy
plemniki zdotaja dotrze¢ do oocytdw, formuje si¢ miot
o prawidtowej wielkosci (25). Dowody na ,klatwe
matki” stwierdzono takze u innych gatunkow zwie-
rzat (2, 31) oraz ludzi (1, 18, 29). Dlaczego wigc teo-
retycznie prawdopodobne zjawisko jest tak rzadko
identyfikowane? Sugeruje sig, iz brak wykrywalnos$ci
tego zjawiska to skutek oceny niskiej p10dn0s01 jako
Jedynle chw110weg0 przejawu ograniczonej sprawno-
$ci samcow lub/oraz istnienia mechanizméw kompen-
sacyjnych, ktore maskuja efekty ,,matczynej klatwy”
(5, 8) poprzez interakcje z licznymi genami jadro-
wymi, zaangazowanymi w syntez¢ ATP na szlaku
OXPHOS (1, 2). W przypadku gdy nastapi wymiesza-
nie znacznie rdzniacych si¢ od siebie populacji, moze
ono zakléci¢ wzajemne adaptacyjne dostosowanie
komplekséw genoéw jadrowych z mitochondrialnymi
i ukaza¢ wplyw okreslonego mtDNA (dodatni badz
ujemny) na plodnos¢ samcow (2, 5, 18). Taka sytuacja
moze na przyklad wystapi¢ w zamknigte] hodowli
zwierzat (25), gdy osobniki nie moga bazowacé na do-
borze naturalnym. Duzo trudniej takie zjawisko wy-
kry¢ w populacji zwierzat dziko zyjacych. Efekt bufo-
rowy, zaciemniajacy dziatanie obecnych w mtDNA
mutacji moze takze wywotywac heteroplazmia (4, 30),
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zwiazana z obecno$cia wigcej niz jednego rodzaju
mtDNA w tej samej komorce. Stanem prawidlowym
1 powszechnym jest homoplazmia, w ktorym wszyst-
kie czasteczki mtDNA pochodzace od matki sa iden-
tyczne. Przyczyna heteroplazmii u krggowcow sa mu-
tacje zachodzace w mtDNA. Wyniki Smitha i wsp. (25)
dotyczace identyfikacji w populacji zajecy austriac-
kich samcéw z haplotypami mtDNA obarczonymi
,.klatwa matki” sktonity do podjecia badan nad poszu-
kiwaniem zmutowanych zajecy w aktualnie badanej,
wolno zyjacej populacji zajgcy polskich (27). ,,Mat-
czyna klatwa” wykryta w populacji zajgcy polskich
bytaby chociaz czgsciowym wyjasnieniem stabej re-
generacji zajecy krajowych, nawet w regionach, w kto-
rych od kilku lat rezygnuje si¢ z ich pozyskania. W tym
znaczeniu konsekwencje odkrycia Smitha 1 wsp. (25)
dla ochrony przyrody sa wazne. Mutacje mtDNA zwa-
ne klatwa matki nastapily u zajecy prawdopodobnie
na obszarze Wtoch w okresie postglacjalnym i stam-
tad rozpoczeta si¢ ich migracja (25). W Polsce nie ma
dowodow na zakup zajecy z innych krajow niz Cze-
chy czy Stowacja. Austri¢ i Polske dzieli jednak tylko
100 km odlegtosci, zatem istnieje realne prawdopo-
dobienstwo, iz w Polsce zyja zajace z ,.klatwa” mi-
grujace droga naturalng badz nie, z opisywanych w li-
teraturze refugiow np. z péinocnych Wtoch (19, 20),
z ktérego pochodza ,,napigtnowane” zajace zidentyfi-
kowane w Austrii (25) albo z kierunku Europy potud-
niowo-wschodniej (12, 26). Zajac szarak to gatunek,
ktory w Polsce i w catej Europie zyje nie tylko na wol-
nosci, ale coraz czesciej takze w zamknigtych hodow-
lach, w ktorych uzyskuje si¢ przychdéwek liczacy ty-
sigce osobnikow rocznie (21, 32). Obecnos¢ w nich
zajecy posiadajacych mtDNA z . klatwa matki”, moze
by¢ przyczyna uzyskania znacznie gorszych wynikow
rozrodu. Ponadto, zajace urodzone w Polsce sprzeda-
je si¢ do innych krajow Europy, co moze umozliwié¢
ich dalsze rozprzestrzenianie na drodze odnotowanej
w Austrii (25) lub inne;j.

Celem badan byta identyfikacja w populacji zajecy
polskich osobnikéw obciazonych ,klatwa matki”,
wskazanie ich lokalizacji oraz ocena skali wystepo-
wania tego zjawiska w Polsce. Mozliwo$¢ wzglednie
prostej identyfikacji zajecy-mutantoéw mtDNA, po-
zwolitaby na eliminacj¢ matek przekazujacych ,.klat-
we” swym synom oraz ich samych z osrodkow ho-
dowli, a takZze umozliwilaby wykrywanie i eliminacj¢
samcow z ,.klatwa matki” podczas zakupu materiatu
hodowlanego z innych krajéw Europy.

Materiat i metody

Probki migsni pochodzace od 103 zajecy pozyskano w la-
tach 2005-2008 od mysliwych z terenu Polski centralne;j,
potudniowej i wschodniej. Lokalizacjg i liczebno$¢ prob
przedstawiono na ryc. 1. Do charakterystyki genetycznej
zajecy wykorzystano region kontrolny (control region — CR)
najbardziej zmienny region mtDNA, wybrany do identyfi-
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kacji zajgey z ,.klatwa matki” w Austrii (25).
Smith i wsp. dodatkowo przeprowadzili anali- =
z¢ dwoch genow kodujacych biatka biorace
udziat w OXPHOS. Byty to geny ND2 oraz
ATPS, jednakze do konstrukcji drzewa filo-
genetycznego zawierajacego klad osobnikow
obarczonych ,,klatwa matki” uzyto wylacznie
sekwencji CR, ktore okazatly sig¢ wystarczajace
do identyfikacji tych osobnikow. Ekstrakcje
catego genomowego DNA z limfocytow krwi
obwodowej wykonano z uzyciem zestawu
GenElute Blood Genomic DNA Kit (Sigma-
-Aldrich), a izolacj¢ DNA z tkanki migsniowe;
przy uzyciu zestawu Sherlock AX firmy A&A
Biotechnology. Region kontrolny mtDNA am-
plifikowano wg (26), nastepnie zsekwencjono-
wano na obu niciach i oceniono by eye. W ni-
niejszej pracy uzyto fragmentu CR o dlugosci
392 pz. Uzyskane sekwencje CR mtDNA prze-
analizowano filogenetycznie za pomocg progra-
mu Phyml (9) z uzyciem modelu substytucji
GTR zasugerowanego przez program MrAIC
7).

Drzewo najwyzszej wiarygodno$ci zostato
oszacowane przy uzyciu sekwencji zajaca bie-
laka jako korzenia drzewa. Wartos$¢ bootrstrap
zostata okre$lona dla 10 000 iteracji. W celu
weryfikacji wynikoéw ten sam zestaw sekwencji zostat za-
nalizowany takze z uzyciem metod przylaczenia sasiada
oraz parsymonii.

Wyniki i omowienie
Na 392 pz. CR uzyskane w wyniku sekwencjono-
wania u 99 zajecy, 122 miejsca w sekwencji okazaty
si¢ by¢ zmienne. Do konstrukcji drzewa wzigto pod
uwage sekwencje CR mtDNA pochodzace od 99 za-

jecy (u 4 wykryto heteroplazmig) (numery akcesyjne
Genbank GU452838-GU452946). Przyrownane mig-
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Ryc. 1. Mapa miejsc odlowu zajecy (wielko$¢ punktéw oznaczajacych
pochodzenie préby jest skorelowana z liczba osobnikéw): (1) Bialystok
(5 osobnikéw), (2) Bielsko-Biala (4 os.), (3) Chelm (7 os.), (4) Ciechanow
(6 os.), (5) Kalisz (6 os.), (6) Kielce (8 os.), (7) Konin (8 os.), (8) Lublin
3 0s.), (9) Lomza (6 os.), (10) L6dz (7 os.), (11) Nowy Sacz (4 os.),
(12) Oswigcim (18 os.), (13) Plock (6 os.), (14) Torun (4 os.), (15) Zamos$¢
(11 os.). Gwiazdkami oznaczono miejsca, w ktérych stwierdzono obecnos$é
osobnikow z ,,klatwa matki”

dzy soba oraz do sekwencji pobranych z Genbanku,
pozwolily na wygenerowanie drzewa zlozonego z 4
kladow (ryc. 2), z ktorych najwazniejszy dla realizacji
celu badan okazat si¢ klad PW (potnocne Wiochy).
W kladzie tym znalazlo si¢ 5 zajgcy (wylacznie samic)
majacych sekwencje markerowe zwiazane z ,.klatwa
matki”. Sekwencje CR mtDNA pigciu polskich zajecy
znalazty si¢ w kladzie PW wraz z sekwencjami Leul
i Leu2 (20) oraz z sekwencjami B-52 do B-55 (12), do
ktérych odniodst si¢ Smith 1 wsp. (25) identyfikujac
zajace z ,,klatwa matki” w Austrii. Lokalizacja zajecy,
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Ryec. 2. Drzewo filogenetyczne 99 sekwencji CR zajgca szaraka oraz sekwencji CR zajaca bielaka — shuzacej do ukorzenienia
drzewa, z wyszczegolnieniem kladu PW. Przy wezlach podano wartosci bootstrap
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ktorych sekwencje mtDNA zidentyfikowano jako prze-
noszace ,.klatwe matki” (oznaczone zostaly gwiazd-
kami na mapie), objeta prawie caly badany obszar
Polski (ryc. 1). Dwa zajace pochodzily z okolic Ptoc-
ka, po jednym zlokalizowano w okolicach Konina,
Zamoscia oraz Nowego Sacza.

Dzigki markerowej sekwencji CR mtDNA zidenty-
fikowano w populacji zajecy dziko zyjacych 5 osob-
nikéw — samic przenoszacych klatwe matki (na 99
osobnikow), co stanowi 5,05% badanej populacji.
Dotychczas podobna identyfikacja udawata si¢ jedy-
nie u zwierzat zyjacych w zamknigtych koloniach.
Okazato sig, ze niewielki fragment sekwencji mtDNA
moze mie¢ wazne znaczenie diagnostyczne dla stwier-
dzenia funkcjonalnego efektu mutacji w mtDNA
w odniesieniu do kondycji osobniczej oraz populacji.
Przodkowie zajecy wykrytych przez Smitha i wsp. (25)
w Austrii, dziedziczacy po swych matkach zmutowane
sekwencje CR mtDNA zwane ,,klatwa”, pochodzili
najprawdopodobniej z refugium potnocnych Wioch
(25). Z tego powodu na drzewie zajecy polskich, naj-
wazniejszym byt klad PW (pin. Witochy), ktéry oka-
zat si¢ tozsamy z subkladem B-III z pracy Smitha
1wsp. (25). Na tozsamo$¢ kladow wskazal wynik przy-
réwnania uzyskanych sekwencji mtDNA pigciu pol-
skich zajecy do sekwencji zajecy zwanych Leul i Leu2
z centralnych 1 pénocnych Wioch (20) oraz do sekwen-
cji B52, B53, B54 zajecy ze wschodniej Macedonii
i B55 z Lefkada Island (12), poniewaz okreslit ich
najwyzsze i istotne (w poréwnaniu z innymi) podo-
bienstwo.

Czy sekwencje CR wykryte w niniejszych badaniach
u 5 polskich samic zajaca szaraka sa rzeczywiscie
markerowymi dla zmutowanych gendw mitochondrial-
nych odpowiedzialnych za obnizenie potencjatu re-
produkcyjnego ich synow? Dotychczasowa wiedza na
temat mtDNA dostarcza dowodéw na Sciste dziedzi-
czenie mtDNA od matki, prawidtowa 1 powszechna
w zwiazku z tym homoplazj¢ oraz brak rekombinacji
w obrebie haplotypow mtDNA. Mimo tej ogdlnej pra-
widtowosci, nawet w niniejszych badaniach zidenty-
fikowano 4 zajace obarczone heteroplazmia, czyli
obecnoscia u jednego osobnika réznych wzorcow
haplotypéw mtDNA. Przyczyna heteroplazmii sa
najprawdopodobniej mutacje zachodzace w mtDNA,
ale nie mozna wykluczy¢ rekombinacji z ojcowskim
mtDNA, ktorej mozliwos¢ zajscia ostatnio wykazano
(14, 15). Ojcowski mtDNA moze dostac si¢ do oocytu
na drodze wycieku z mitochondriow oplatajacych
plemnik i unikna¢ planowej eliminacji. To jest najbar-
dziej prawdopodobna droga od heteroplazmii do re-
kombinacji w obrgbie mtDNA (33), jednakze dotych-
czas nie udokumentowano zadnego przyktadu rekom-
binacji mtDNA w jakiejkolwiek populacji wolno zy-
jacych kregowcow ladowych (28). Poznano jedynie
posrednie efekty sladow rekombinacji u nizszych kreg-
gowcow (28). Bardzo rzadko pojawiaja si¢ informacje
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opisujace historyczne $lady rekombinacji w obrgbie
mtDNA ludzi (10). Nalezy zatem uzna¢, iz wykryte
w niniejszych badaniach sekwencje markerowe CR sa
trwale sprzezone ze zmutowanymi loci mtDNA zwa-
ne ,,klatwa matki”.

Pozostaje kwestia, czy zidentyfikowany w badane;j
populacji zajecy odsetek osobnikow z ,,klatwa matki”
moze by¢ przyczyna stabej regeneracji populacji zaje-
cy krajowych? Dziesiatki lat temu, gdy populacja kra-
jowa zajecy byta wielokrotnie wigksza (6) i nieznacz-
nie zagrozona antropopresja, ta niewielka grupa osob-
nikow (5,05%) byta zapewne artefaktem bez istotne-
go znaczenia. Jednakze w warunkach trwatego spad-
ku liczebno$ci zajecy, rozbiciu populacji na mniejsze,
przerwaniu ciagtos$ci migdzy subpopulacjami (ktore juz
nie moga wymienia¢ ze soba genow), niska ptodnos¢
lub wrecz bezptodnos$é czegsci samcoOw rozsianych na
terenie prawie catej Polski jest znaczacym i niekorzyst-
nym czynnikiem, zdecydowanie pogarszajacym sytu-
acje, a by¢ moze nawet przesadzajacym o braku moz-
liwosci zwigkszenia liczebnosci populacji do granic
gwarantujacych jej przetrwanie. Zatem ta niewielka
stawka zajecy z ,.klatwa matki”, ktéra utrzymuje sig
w duzej mierze niezaleznie od selekcji (29), moze jesz-
cze bardziej zmniejszy¢ efektywny rozmiar matych
populacji w poréwnaniu do liczebno$ci oczekiwane;j
na podstawie spisu liczby zwierzat. Zastanawiajacym
jest fakt wykrycia w badanej populacji jedynie samic
nosicielek ,,klatwy”. Niestety, na obecnym etapie ba-
dan istnieje zbyt mata ilo$¢ informacji koniecznych
do wyjasnienia tego intrygujacego zjawiska. Konklu-
dujac, potrzebne sa dalsze badania monitorujace za-
rOWno zajace rozmnazajace si¢ w niewoli, jak i popu-
lacje wolno zyjace, w celu zebrania informacji o rze-
czywistej liczbie zajgcy z ,,klatwa matki” oraz rozpo-
wszechniania wiedzy o jej efektach, jako czynnika
potencjalnie odpowiedzialnego za staba regeneracjg
zagrozonych populacji.
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