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Zaj¹c szarak (Lepus europaeus P.) jest zarówno
w Polsce (6), jak i w Europie zagro¿ony wyginiêciem
(24). Czynniki zagra¿aj¹ce istnieniu gatunku s¹ wie-
lorakie: zmiany klimatu, rozbudowa sieci autostrad,
choroby, drapie¿nictwo, nadmierne polowania oraz
pogorszenie jako�ci �rodowiska (6, 7, 23, 24). W sy-
tuacji zagro¿enia wyginiêciem optymalna p³odno�æ
zajêcy jest wiêc cech¹ kluczow¹ dla ich przetrwania.
Ostatnio u zajêcy europejskich zidentyfikowano mu-
tacje w mitochondrialnym (mt) DNA, które mog¹
w znacz¹cy sposób obni¿aæ ich sukces reprodukcyjny
(25). Plemniki maj¹ nieproporcjonalnie wiêksze za-
potrzebowanie na energiê ni¿ np. komórki somatycz-

ne b¹d� oocyty. Mimo wysokiego wska�nika zu¿ycia
energii napêdzaj¹cej ich ruchliwo�æ, plemniki posia-
daj¹ tylko u³amek liczby mitochondriów wystêpuj¹-
cych w wiêkszo�ci innych komórek (16, 22). Podczas
doboru naturalnego z regu³y nastêpuje szybkie usu-
wanie z populacji wiêkszo�ci szkodliwych mutacji,
ale w genomach osobników (zarówno j¹drowym, jak
i mtDNA) mog¹ egzystowaæ nieznacznie szkodliwe
mutacje (11, 19). MtDNA koduje podjednostki kom-
pleksów bia³kowych pochodzenia zarówno j¹drowe-
go, jak i mitochondrialnego ró¿nych etapów fosfory-
lacji oksydacyjnej (OXPHOS � Oxidative Phosphory-
lation) (1, 29). Nawet niewielkie mutacje w mtDNA
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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 P³ock region, and the others from the
Konin, Zamo�æ and Nowy S¹cz 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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odziedziczone od matki przez jej synów, obni¿aj¹c
efektywno�æ OXPHOS, mog¹ ograniczaæ ruchliwo�æ
ich plemników (16, 22). Zmutowane samce produku-
j¹ plemniki, którym nie starcza energii na dotarcie do
oocytów i odnosz¹ mniejszy sukces reprodukcyjny
w stosunku do samców nie zmutowanych. Samce ta-
kie mog¹ gin¹æ bezpotomnie, ale mutacje bêd¹ i tak
przechowywane w populacji ze wzglêdu na ich dzie-
dziczenie od matek (8, 13, 34). Sytuacjê tak¹ w bi-
bliografii okre�la siê jako �efekt matczynej kl¹twy�
(�mother�s curse effect�) (8). Mutacje w mtDNA nie
maj¹ wp³ywu na ¿ywotno�æ komórek jajowych ze
wzglêdu na ich wymagan¹ ni¿sz¹ energiê (3). P³od-
no�æ samic pozostaje zatem bez zmian.

Smith i wsp. (25) przeprowadzili w Austrii badania
p³odno�ci samców i samic 7 pokoleñ zajêcy szaraków
w powi¹zaniu z wybranymi sekwencjami mtDNA.
Zaj¹ce utworzy³y dwie haplogrupy: A oraz B. Stwier-
dzono, ¿e tylko 47% samców haplogrupy (hg) B wy-
kazywa³o prawid³ow¹ p³odno�æ w porównaniu do 90%
samców hg A. Samce hg B dziedziczy³y po swych
matkach zmutowany mtDNA zwi¹zany z �kl¹tw¹
matki�. Tak wiêc efekt kl¹twy utrzymywa³ siê u zajê-
cy mimo 7 lat kojarzeñ i tworzenia siê u potomstwa
ró¿nych kombinacji bia³ek pochodzenia mitochondrial-
nego z bia³kami pochodzenia j¹drowego. Samice prze-
nosz¹ce kl¹twê nie wykaza³y ró¿nic w sukcesie repro-
dukcyjnym w porównaniu do innych samic. Nie stwier-
dzono, by piêtno matki ró¿nicowa³o �redni¹ wielko�æ
miotu miêdzy ojcami zmutowanymi i pozosta³ymi.
Sugeruje to, ¿e skutki energetyczne ró¿nic zwi¹zanych
z mtDNA, ograniczaj¹c szansê p³odno�ci samca, nie
wp³ywaj¹ na wielko�æ miotu (plenno�æ), bowiem gdy
plemniki zdo³aj¹ dotrzeæ do oocytów, formuje siê miot
o prawid³owej wielko�ci (25). Dowody na �kl¹twê
matki� stwierdzono tak¿e u innych gatunków zwie-
rz¹t (2, 31) oraz ludzi (1, 18, 29). Dlaczego wiêc teo-
retycznie prawdopodobne zjawisko jest tak rzadko
identyfikowane? Sugeruje siê, i¿ brak wykrywalno�ci
tego zjawiska to skutek oceny niskiej p³odno�ci jako
jedynie chwilowego przejawu ograniczonej sprawno-
�ci samców lub/oraz istnienia mechanizmów kompen-
sacyjnych, które maskuj¹ efekty �matczynej kl¹twy�
(5, 8) poprzez interakcje z licznymi genami j¹dro-
wymi, zaanga¿owanymi w syntezê ATP na szlaku
OXPHOS (1, 2). W przypadku gdy nast¹pi wymiesza-
nie znacznie ró¿ni¹cych siê od siebie populacji, mo¿e
ono zak³óciæ wzajemne adaptacyjne dostosowanie
kompleksów genów j¹drowych z mitochondrialnymi
i ukazaæ wp³yw okre�lonego mtDNA (dodatni b¹d�
ujemny) na p³odno�æ samców (2, 5, 18). Taka sytuacja
mo¿e na przyk³ad wyst¹piæ w zamkniêtej hodowli
zwierz¹t (25), gdy osobniki nie mog¹ bazowaæ na do-
borze naturalnym. Du¿o trudniej takie zjawisko wy-
kryæ w populacji zwierz¹t dziko ¿yj¹cych. Efekt bufo-
rowy, zaciemniaj¹cy dzia³anie obecnych w mtDNA
mutacji mo¿e tak¿e wywo³ywaæ heteroplazmia (4, 30),

zwi¹zana z obecno�ci¹ wiêcej ni¿ jednego rodzaju
mtDNA w tej samej komórce. Stanem prawid³owym
i powszechnym jest homoplazmia, w którym wszyst-
kie cz¹steczki mtDNA pochodz¹ce od matki s¹ iden-
tyczne. Przyczyn¹ heteroplazmii u krêgowców s¹ mu-
tacje zachodz¹ce w mtDNA. Wyniki Smitha i wsp. (25)
dotycz¹ce identyfikacji w populacji zajêcy austriac-
kich samców z haplotypami mtDNA obarczonymi
�kl¹tw¹ matki� sk³oni³y do podjêcia badañ nad poszu-
kiwaniem zmutowanych zajêcy w aktualnie badanej,
wolno ¿yj¹cej populacji zajêcy polskich (27). �Mat-
czyna kl¹twa� wykryta w populacji zajêcy polskich
by³aby chocia¿ czê�ciowym wyja�nieniem s³abej re-
generacji zajêcy krajowych, nawet w regionach, w któ-
rych od kilku lat rezygnuje siê z ich pozyskania. W tym
znaczeniu konsekwencje odkrycia Smitha i wsp. (25)
dla ochrony przyrody s¹ wa¿ne. Mutacje mtDNA zwa-
ne kl¹tw¹ matki nast¹pi³y u zajêcy prawdopodobnie
na obszarze W³och w okresie postglacjalnym i stam-
t¹d rozpoczê³a siê ich migracja (25). W Polsce nie ma
dowodów na zakup zajêcy z innych krajów ni¿ Cze-
chy czy S³owacja. Austriê i Polskê dzieli jednak tylko
100 km odleg³o�ci, zatem istnieje realne prawdopo-
dobieñstwo, i¿ w Polsce ¿yj¹ zaj¹ce z �kl¹tw¹� mi-
gruj¹ce drog¹ naturaln¹ b¹d� nie, z opisywanych w li-
teraturze refugiów np. z pó³nocnych W³och (19, 20),
z którego pochodz¹ �napiêtnowane� zaj¹ce zidentyfi-
kowane w Austrii (25) albo z kierunku Europy po³ud-
niowo-wschodniej (12, 26). Zaj¹c szarak to gatunek,
który w Polsce i w ca³ej Europie ¿yje nie tylko na wol-
no�ci, ale coraz czê�ciej tak¿e w zamkniêtych hodow-
lach, w których uzyskuje siê przychówek licz¹cy ty-
si¹ce osobników rocznie (21, 32). Obecno�æ w nich
zajêcy posiadaj¹cych mtDNA z �kl¹tw¹ matki�, mo¿e
byæ przyczyn¹ uzyskania znacznie gorszych wyników
rozrodu. Ponadto, zaj¹ce urodzone w Polsce sprzeda-
je siê do innych krajów Europy, co mo¿e umo¿liwiæ
ich dalsze rozprzestrzenianie na drodze odnotowanej
w Austrii (25) lub innej.

Celem badañ by³a identyfikacja w populacji zajêcy
polskich osobników obci¹¿onych �kl¹tw¹ matki�,
wskazanie ich lokalizacji oraz ocena skali wystêpo-
wania tego zjawiska w Polsce. Mo¿liwo�æ wzglêdnie
prostej identyfikacji zajêcy-mutantów mtDNA, po-
zwoli³aby na eliminacjê matek przekazuj¹cych �kl¹t-
wê� swym synom oraz ich samych z o�rodków ho-
dowli, a tak¿e umo¿liwi³aby wykrywanie i eliminacjê
samców z �kl¹tw¹ matki� podczas zakupu materia³u
hodowlanego z innych krajów Europy.

Materia³ i metody
Próbki miê�ni pochodz¹ce od 103 zajêcy pozyskano w la-

tach 2005-2008 od my�liwych z terenu Polski centralnej,
po³udniowej i wschodniej. Lokalizacjê i liczebno�æ prób
przedstawiono na ryc. 1. Do charakterystyki genetycznej
zajêcy wykorzystano region kontrolny (control region � CR)
najbardziej zmienny region mtDNA, wybrany do identyfi-
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kacji zajêcy z �kl¹tw¹ matki� w Austrii (25).
Smith i wsp. dodatkowo przeprowadzili anali-
zê dwóch genów koduj¹cych bia³ka bior¹ce
udzia³ w OXPHOS. By³y to geny ND2 oraz
ATP5, jednak¿e do konstrukcji drzewa filo-
genetycznego zawieraj¹cego klad osobników
obarczonych �kl¹tw¹ matki� u¿yto wy³¹cznie
sekwencji CR, które okaza³y siê wystarczaj¹ce
do identyfikacji tych osobników. Ekstrakcjê
ca³ego genomowego DNA z limfocytów krwi
obwodowej wykonano z u¿yciem zestawu
GenElute Blood Genomic DNA Kit (Sigma-
-Aldrich), a izolacjê DNA z tkanki miê�niowej
przy u¿yciu zestawu Sherlock AX firmy A&A
Biotechnology. Region kontrolny mtDNA am-
plifikowano wg (26), nastêpnie zsekwencjono-
wano na obu niciach i oceniono by eye. W ni-
niejszej pracy u¿yto fragmentu CR o d³ugo�ci
392 pz. Uzyskane sekwencje CR mtDNA prze-
analizowano filogenetycznie za pomoc¹ progra-
mu Phyml (9) z u¿yciem modelu substytucji
GTR zasugerowanego przez program MrAIC
(17).

Drzewo najwy¿szej wiarygodno�ci zosta³o
oszacowane przy u¿yciu sekwencji zaj¹ca bie-
laka jako korzenia drzewa. Warto�æ bootrstrap
zosta³a okre�lona dla 10 000 iteracji. W celu
weryfikacji wyników ten sam zestaw sekwencji zosta³ za-
nalizowany tak¿e z u¿yciem metod przy³¹czenia s¹siada
oraz parsymonii.

Wyniki i omówienie
Na 392 pz. CR uzyskane w wyniku sekwencjono-

wania u 99 zajêcy, 122 miejsca w sekwencji okaza³y
siê byæ zmienne. Do konstrukcji drzewa wziêto pod
uwagê sekwencje CR mtDNA pochodz¹ce od 99 za-
jêcy (u 4 wykryto heteroplazmiê) (numery akcesyjne
Genbank GU452838-GU452946). Przyrównane miê-

dzy sob¹ oraz do sekwencji pobranych z Genbanku,
pozwoli³y na wygenerowanie drzewa z³o¿onego z 4
kladów (ryc. 2), z których najwa¿niejszy dla realizacji
celu badañ okaza³ siê klad PW (pó³nocne W³ochy).
W kladzie tym znalaz³o siê 5 zajêcy (wy³¹cznie samic)
maj¹cych sekwencje markerowe zwi¹zane z �kl¹tw¹
matki�. Sekwencje CR mtDNA piêciu polskich zajêcy
znalaz³y siê w kladzie PW wraz z sekwencjami Leu1
i Leu2 (20) oraz z sekwencjami B-52 do B-55 (12), do
których odniós³ siê Smith i wsp. (25) identyfikuj¹c
zaj¹ce z �kl¹tw¹ matki� w Austrii. Lokalizacja zajêcy,

Ryc. 1. Mapa miejsc od³owu zajêcy (wielko�æ punktów oznaczaj¹cych
pochodzenie próby jest skorelowana z liczb¹ osobników): (1) Bia³ystok
(5 osobników), (2) Bielsko-Bia³a (4 os.), (3) Che³m (7 os.), (4) Ciechanów
(6 os.), (5) Kalisz (6 os.), (6) Kielce (8 os.), (7) Konin (8 os.), (8) Lublin
(3 os.), (9) £om¿a (6 os.), (10) £ód� (7 os.), (11) Nowy S¹cz (4 os.),
(12) O�wiêcim (18 os.), (13) P³ock (6 os.), (14) Toruñ (4 os.), (15) Zamo�æ
(11 os.). Gwiazdkami oznaczono miejsca, w których stwierdzono obecno�æ
osobników z �kl¹tw¹ matki�

Ryc. 2. Drzewo filogenetyczne 99 sekwencji CR zaj¹ca szaraka oraz sekwencji CR zaj¹ca bielaka � s³u¿¹cej do ukorzenienia
drzewa, z wyszczególnieniem kladu PW. Przy wêz³ach podano warto�ci bootstrap
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których sekwencje mtDNA zidentyfikowano jako prze-
nosz¹ce �kl¹twê matki� (oznaczone zosta³y gwiazd-
kami na mapie), objê³a prawie ca³y badany obszar
Polski (ryc. 1). Dwa zaj¹ce pochodzi³y z okolic P³oc-
ka, po jednym zlokalizowano w okolicach Konina,
Zamo�cia oraz Nowego S¹cza.

Dziêki markerowej sekwencji CR mtDNA zidenty-
fikowano w populacji zajêcy dziko ¿yj¹cych 5 osob-
ników � samic przenosz¹cych kl¹twê matki (na 99
osobników), co stanowi 5,05% badanej populacji.
Dotychczas podobna identyfikacja udawa³a siê jedy-
nie u zwierz¹t ¿yj¹cych w zamkniêtych koloniach.
Okaza³o siê, ¿e niewielki fragment sekwencji mtDNA
mo¿e mieæ wa¿ne znaczenie diagnostyczne dla stwier-
dzenia funkcjonalnego efektu mutacji w mtDNA
w odniesieniu do kondycji osobniczej oraz populacji.
Przodkowie zajêcy wykrytych przez Smitha i wsp. (25)
w Austrii, dziedzicz¹cy po swych matkach zmutowane
sekwencje CR mtDNA zwane �kl¹tw¹�, pochodzili
najprawdopodobniej z refugium pó³nocnych W³och
(25). Z tego powodu na drzewie zajêcy polskich, naj-
wa¿niejszym by³ klad PW (p³n. W³ochy), który oka-
za³ siê to¿samy z subkladem B-III z pracy Smitha
i wsp. (25). Na to¿samo�æ kladów wskaza³ wynik przy-
równania uzyskanych sekwencji mtDNA piêciu pol-
skich zajêcy do sekwencji zajêcy zwanych Leu1 i Leu2
z centralnych i pó³nocnych W³och (20) oraz do sekwen-
cji B52, B53, B54 zajêcy ze wschodniej Macedonii
i B55 z Lefkada Island (12), poniewa¿ okre�li³ ich
najwy¿sze i istotne (w porównaniu z innymi) podo-
bieñstwo.

Czy sekwencje CR wykryte w niniejszych badaniach
u 5 polskich samic zaj¹ca szaraka s¹ rzeczywi�cie
markerowymi dla zmutowanych genów mitochondrial-
nych odpowiedzialnych za obni¿enie potencja³u re-
produkcyjnego ich synów? Dotychczasowa wiedza na
temat mtDNA dostarcza dowodów na �cis³e dziedzi-
czenie mtDNA od matki, prawid³ow¹ i powszechn¹
w zwi¹zku z tym homoplazjê oraz brak rekombinacji
w obrêbie haplotypów mtDNA. Mimo tej ogólnej pra-
wid³owo�ci, nawet w niniejszych badaniach zidenty-
fikowano 4 zaj¹ce obarczone heteroplazmi¹, czyli
obecno�ci¹ u jednego osobnika ró¿nych wzorców
haplotypów mtDNA. Przyczyn¹ heteroplazmii s¹
najprawdopodobniej mutacje zachodz¹ce w mtDNA,
ale nie mo¿na wykluczyæ rekombinacji z ojcowskim
mtDNA, której mo¿liwo�æ zaj�cia ostatnio wykazano
(14, 15). Ojcowski mtDNA mo¿e dostaæ siê do oocytu
na drodze wycieku z mitochondriów oplataj¹cych
plemnik i unikn¹æ planowej eliminacji. To jest najbar-
dziej prawdopodobna droga od heteroplazmii do re-
kombinacji w obrêbie mtDNA (33), jednak¿e dotych-
czas nie udokumentowano ¿adnego przyk³adu rekom-
binacji mtDNA w jakiejkolwiek populacji wolno ¿y-
j¹cych krêgowców l¹dowych (28). Poznano jedynie
po�rednie efekty �ladów rekombinacji u ni¿szych krê-
gowców (28). Bardzo rzadko pojawiaj¹ siê informacje

opisuj¹ce historyczne �lady rekombinacji w obrêbie
mtDNA ludzi (10). Nale¿y zatem uznaæ, i¿ wykryte
w niniejszych badaniach sekwencje markerowe CR s¹
trwale sprzê¿one ze zmutowanymi loci mtDNA zwa-
ne �kl¹tw¹ matki�.

Pozostaje kwestia, czy zidentyfikowany w badanej
populacji zajêcy odsetek osobników z �kl¹tw¹ matki�
mo¿e byæ przyczyn¹ s³abej regeneracji populacji zajê-
cy krajowych? Dziesi¹tki lat temu, gdy populacja kra-
jowa zajêcy by³a wielokrotnie wiêksza (6) i nieznacz-
nie zagro¿ona antropopresj¹, ta niewielka grupa osob-
ników (5,05%) by³a zapewne artefaktem bez istotne-
go znaczenia. Jednak¿e w warunkach trwa³ego spad-
ku liczebno�ci zajêcy, rozbiciu populacji na mniejsze,
przerwaniu ci¹g³o�ci miêdzy subpopulacjami (które ju¿
nie mog¹ wymieniaæ ze sob¹ genów), niska p³odno�æ
lub wrêcz bezp³odno�æ czê�ci samców rozsianych na
terenie prawie ca³ej Polski jest znacz¹cym i niekorzyst-
nym czynnikiem, zdecydowanie pogarszaj¹cym sytu-
acjê, a byæ mo¿e nawet przes¹dzaj¹cym o braku mo¿-
liwo�ci zwiêkszenia liczebno�ci populacji do granic
gwarantuj¹cych jej przetrwanie. Zatem ta niewielka
stawka zajêcy z �kl¹tw¹ matki�, która utrzymuje siê
w du¿ej mierze niezale¿nie od selekcji (29), mo¿e jesz-
cze bardziej zmniejszyæ efektywny rozmiar ma³ych
populacji w porównaniu do liczebno�ci oczekiwanej
na podstawie spisu liczby zwierz¹t. Zastanawiaj¹cym
jest fakt wykrycia w badanej populacji jedynie samic
nosicielek �kl¹twy�. Niestety, na obecnym etapie ba-
dañ istnieje zbyt ma³a ilo�æ informacji koniecznych
do wyja�nienia tego intryguj¹cego zjawiska. Konklu-
duj¹c, potrzebne s¹ dalsze badania monitoruj¹ce za-
równo zaj¹ce rozmna¿aj¹ce siê w niewoli, jak i popu-
lacje wolno ¿yj¹ce, w celu zebrania informacji o rze-
czywistej liczbie zajêcy z �kl¹tw¹ matki� oraz rozpo-
wszechniania wiedzy o jej efektach, jako czynnika
potencjalnie odpowiedzialnego za s³ab¹ regeneracjê
zagro¿onych populacji.
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