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Summary

The aim of the study was to evaluate the parameters of genetic variability at the MHC class II DRB1
and DQAT loci in 112 brown hares from 4 regions of Poland. Disturbances in the Hardy-Weinberg (HW)
equilibrium associated with an increase in homozygocity at these loci may lead to an increase in the propor-
tion of females whose fetuses have compatible MHC haplotypes. This compatibility may result in abortion,
which diminishes the reproductive success of the species. The extraction of nuclear DNA from peripheral
blood Iymphocytes was performed with GenElute Blood Genomic DNA Kit manufactured by Sigma-Aldrich.
DNA isolation from muscles was performed with Sherlock AX set manufactured by A&A Biotechnology.
Primers and PCR conditions for the second DQA gene exon were conducted according to (34). Alleles
obtained were analyzed for polymorphism by the SSCP method with modifications according to (34). The
following primers were used to obtain exon 2 of the DRB gene: DRB2F 5° — GAG TGT CAT TTC TAC AAC
GGG A -3 , DRB2R 5’ — CTC CCG AAC CCC GTA GTT GTG TTT GC - 3’. Other reaction conditions
were the same as for the DQ gene. Alleles obtained were analyzed with the Arlequin 3.5 program (20). The
following parameters were analyzed: expected and observed heterozygocity, the inbreeding level (FIS), and
the fixation index (FST). The number of alleles in the population, the number of private alleles, the number of
homozygotes and heterozygotes, as well as the allelic richness (R) were determined with the FSTAT v.2.9.3.2
program (23). FIS for the DRBI1 locus revealed an HW disequilibrium with a significant excess of DRB1
homozygotes, especially in the Kalisz region. FIS for the DQA 1 locus revealed an HW equilibrium in the
Kalisz and O$wigcim regions, whereas in the other regions (Ciechan6w and Plock) there was a slight excess of
heterozygotes. These results are the first findings for the MHC class II DRB1 and DQA1 loci in a population
of Polish hares living in the wild. The above picture of changes in the frequency of genes and DRB1 and DQA1
genotypes shows tendencies towards decreasing heterozygocity and increasing homozygocity. This reveals the
local incidence of highly unfavorable phenomena associated with an inadequate gene exchange, resulting in
a disturbed HW equilibrium. These findings suggest that poor reproductive performance of Polish hares may
be indirectly related to a disturbed HW equilibrium and a significant increase of homozygocity at the MHC
class II DRB1 locus.
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Utrzymanie szerokiego zakresu zmienno$ci gene-
tycznej wewnatrz gatunku jest kluczowe dla jego prze-
trwania (4, 46). W szczego6lno$ci wazna jest zmien-
no$¢ w loci zwiazanych z procesem adaptacji, bowiem
maja one podstawowe znaczenie dla utrzymania indy-
widualnej sprawnosci z konsekwencjami na poziomie
populacji 1 gatunku (33), jednakze rola zmiennos$ci
genetyczne] w adaptacji jest nadal stabo poznanym
zagadnieniem. Skutkiem udanej adaptacji jest sukces
reprodukceyjny, ktory z kolei jest wypadkowa wielu
czynnikow, m.in. sprawnosci indywidualnej (fitness)

oraz wielkosci i zr6znicowania genetycznego popula-
cji (46). Wyjasnienie mechanizméw lezacych u pod-
staw sukcesu reprodukcyjnego pozwoli na zrozumie-
nie interakcji migdzy zachowaniami zwierzat, takimi
jak wybor partnera 1 systemow rozrodczych, a czynni-
kami dziatajacymi wewnatrz populacji 1 gatunku (4).
Perspektywicznym kandydatem do badania zwiazku
miedzy adaptacyjna zmienno$cia genetyczna, spraw-
noscia indywidualna oraz zywotnos$cia populacji sa
geny gtownego uktadu zgodnosci tkankowej (MHC).
Region MHC zawiera ponad sto gendw z wysokim
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poziomem allelicznego bogactwa, ktorych produkty
chronig ustréj przed pasozytami i chorobami zakaz-
nymi (37, 38, 44, 49) oraz odgrywaja wazna role
w doskonaleniu adaptacji organizmu w wyniku dzia-
fania uktadu immunologicznego (6, 11, 21, 28) i w
zwiazku z tym idealnie nadaje si¢ do testowania natu-
ry 1 zakresu wyboru gendw zaangazowanych w proces
adaptacji 1 reprodukcji (8) Wyniki badan klinicznych
na ludziach wskazuja, ze sukces rozwoju ptodu jest
Scisle zwiazany z ekspresja genow MHC w tkankach
taczacych matke z ptodem (29, 40). Stworzono hipo-
tezg, ze prawidtowy rozwoj tozyska wymaga inicjo-
wania odpowiedniej odpowiedzi immunologicznej
poprzez istnienie niezgodnosci w loci MHC miedzy
matka i plodem (9, 27). Mechanizm tkwiacy u podto-
za tej koncepcji jest nadal niejasny, ale wielokrotnie
wykazano, ze gdy u plodu ulegaja ekspresji antygeny
MHC pochodzace od ojca i sa one takie same, jak an-
tygeny pochodzace od matki, reakcja powstajaca na
tozyskowe komorki trofoblastu jest niewystarczajaca
1 powstaje niedostateczna bariera immmunologiczna
na styku matka—ptéd (9, 29). W badaniach zyjacej
w niewoli populacji makakow wykazano, ze wskutek
zinbredowania populacji i wzrostu homozygotycz-
nosci wystegpujace czgsto u potomstwa zgodne rodzi-
cielskie antygeny MHC byly przyczyna 72% samoist-
nych poronien (32). Wysoki poziom polimorfizmu
w genach MHC wskazuje, Ze sa one efektem selekcji
réwnowazacej 1 w naturalnej populacji sa niezwykle
elastyczne (46). Najszerszy polimorfizm wystgpuje
glownie w regionie kodujacym miejsce wigzania anty-
genu (PBR — Peptide Binding Region), znajdujacym
si¢ w rowku czasteczki MHC prezentujacej antygen
na powierzchni komorki (43, 48). Zmienno$¢ w PBR
jest kluczowym czynnikiem umozliwiajacym czastecz-
kom MHC wiazanie r6znych klas patogenéw (2, 12,
48). Wielokrotnie wykazano, ze kolejnos¢ nukleo-
tydow w sekwencji PBR odbiega od mozliwosci ich
neutralnego ewoluowania (1, 31). Drugi ekson genu
DQAL oraz drugi ekson genu DRB1 MHC klasy II
przyciagaja najwigcej uwagi, poniewaz wykazuja naj-
szerszy z wszystkich badanych /oci ustroju ssaka za-
kres polimorfizmu (3, 12, 14, 34), osiagnigty najpraw-
dopodobniej pod wptywem atakow roéznych pasozy-
tow (51) 1 potencjalnie takze pod wptywem r(')Znych
infekcji (48). Ponadto rozne loci MHC sa zwigzane
z odmlennyml 1waznymi cechami biologicznymi, taki-
mi jak m.in. interakcja matki z ptodem i wynik ciazy
(8, 13, 41). Nie sposob oceni¢ liczbg przypadkoéw nie-
donoszonych ciaz w populacji zwierzat dzikich, wol-
no zyjacych na duzym obszarze. Mozna takie badania
prowadzi¢ jedynie wsrod zwierzat zyjacych w zam-
knigtej kolonii. Wsrdd zajgcy europejskich zyjacych
w zamknigtych koloniach w Austrii 1 Belgii taki
eksperyment przeprowadzono (46). W wyniku anali-
zy szeregu czynnikoOw prognostycznych zwigzanych
z kondycja osobnicza w badaniach tych wykazano, ze
wraz ze wzrostem homozygotycznosci w locus DQA
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oraz DRB MHC klasy Il samic zmniejszat si¢ ich suk-
ces reprodukeyjny (46). Europejski zajac szarak ide-
alnie nadaje si¢ do tego typu badan. Z uwagi na fakt,

iz gatunek ten jest zar6wno w Polsce, jak 1 Europie
zagrozony wyginigciem (18), jego przedstawiciele zyja
zardwno na wolnosci, jak 1 w licznych os$rodkach ho-
dowlanych w catej Europie. Zajace sa zagniazdowni-
kami, bardzo szybko rosnacymi od pierwszych dni po
por0d21e Zycie na powierzchni ziemi, niewielki sto-
pien ochrony przed surowym $rodowiskiem, samot-
no$¢ oseskéw odwiedzanych przez matke tylko raz
dziennie na bardzo krotki okres ssania, narazenie na
naglte zmiany $rodowiska praktycznie bez ochrony
matki (25, 45) sugeruja bardzo wydajny uktad odpor-
nosciowy przedstawicieli tego gatunku. Sprawno$¢
uktadu odpornosciowego w trudnych warunkach $ro-
dowiska moze mie¢ decydujace znaczenie dla udane;j
reprodukcji samic (36).

Biorac pod uwagg powyzsze przestanki, celem ba-
dan bylo okreslenie zasobow polimorﬁzmu w loci
DRB1 oraz DQA1 MHC klasy II dziko zyjacych zaj g-
cy i na tej podstawie oszacowanie parametrow zmien-
nosci genetycznej, ktore przeanalizowano i w efekcie
oceniono ryzyko zwigzane z zagrozeniem sukcesu re-
produkcyjnego samic zajecy w badanej populacji.

Materiat i metody

Probki krwi obwodowej oraz migéni pochodzace od 112
zajecy szarakow (Lepus europaeus) pozyskano w latach
2005-2008 od mysliwych z 4 miejsc odtowu zlokalizowa-
nych w poblizu Ciechanowa, Kalisza, O$wigcimia oraz
Torunia. Miejsce pozyskania prob i ich liczebnos¢ przed-
stawiono na ryc. 1.

Nomenklatura. Haplotyp MHC klasy II krggowcow
moze zawiera¢ wigcej niz jeden gen zardwno DQ, jak i DR.
Rowek wiazacy antygen jest uformowany wspdlnie przez
tancuch zewngtrzny 1 kodowany przez locus DQAI, jak
i tancuch zewnetrzny 1 kodowany przez locus DRB1. Nie
ma dowodow na ekspresj¢ genu DQA2, obecnego u wielu
krggowcow, natomiast istnieja dowody na ekspresj¢ dodat-
kowych domen w locus DR: DRB3, DRB4 i DRB5 (16).
Na przyktad liczba loci DRB rezusa (Macaca mulatta)

Ryc. 1. Mapa miejsc odlowu zajecy: (1) Ciechanéw (24 osob-
niki), (2) Kalisz (30 osobnikéw), (3) Oswig¢cim (28 osobnikow),
(4) Torun (30 osobnikow)



wynosi od 2 do 7, cztowieka od 1 do 4. Jesli wystepuje
tylko jeden gen DRB, to jest to zawsze DRB1 (17). Ponie-
waz nie jest znana ogolna liczba loci DQA oraz DRB zaje¢-
cy ulegajaca ekspresji, w niniejszej pracy zbadano zawsze
aktywne i najbardziej zmienne drugie eksony genéw DQA1
oraz DRBI.

Analiza genetyczna. Ekstrakcje genomowego DNA ko-
morki z limfocytow krwi obwodowej wykonano przy po-
mocy zestawu GenElute Blood Genomic DNA Kit firmy
Sigma-Aldrich. Izolacjg DNA z tkanki mig$niowej wyko-
nano z zastosowaniem zestawu Sherlock AX firmy A&A
Biotechnology. Primery i warunki reakcji PCR dla eksonu
drugiego genu DQA prowadzono wg (34). Wielkosci pro-
duktéw PCR wyniosty, odpowiednio, 250 pz dla eksonu 2
genu DQA oraz 230 dla eksonu 2 genu DRB. Uzyskane
allele r6zniace si¢ dhugoscia 1 konformacja poddano anali-
zie polimorfizmu metoda SSCP zmodyfikowana przez (34).
Do uzyskania eksonu 2 genu DRB uzyto primeréw: DRB2F
5’-GAG TGT CAT TTC TAC AAC GGG A-3’, DRB2R
5’-CTC CCG AACCCCGTAGTTGTGTTT GC-3’. Wa-

Ryec. 2. Elektroforetogram zbiorczy zdenaturowanych i rozdzielonych fragmen-
téw eksonu 2 genu DQA (u goéry) oraz eksonu 2 genu DRB (u dolu) pochodzacych
z probek uzyskanych od dziewigetnastu zajecy, ponumerowanych u dotu fotogra-
fii. Rozdzielone fragmenty polozone na tej samej wysokosci w réznych kolum-
nach w gornej cze$ci Zelu oznaczaja jednakowe allele (oznaczone cyframi 1-9).
Na fotografii zebrano wszystkie mozliwe allele i genotypy, jakie zidentyfikowano
w badanej populacji

runki reakcji PCR oraz dalsze postgpowanie bylo analo-
giczne jak dla genu DQA.

Analiza statystyczna. Uzyskane allele analizowano sta-
tystycznie przy uzyciu programu Arlequin 3.5 (20). Oszaco-
wano heterozygotycznos¢ oczekiwang oraz obserwowana,
wspotczynnik inbredu (F ), a takze wspotczynnik odreb-
nosci genetycznej (Fy ). Ponadto korzystajac z programu
FSTAT v.2.9.3.2 (23) okreslono liczbg alleli w populacji,
liczbg alleli prywatnych oraz liczb¢ homozygot i heterozy-
got, a takze okre$lono bogactwo alleliczne (R).

Wyniki i omowienie

Uzyskane wyniki sg pierwszymi otrzymanymi dla
loci DRB1 1 DQA1 MHC klasy II w dziko zyjacej po-
pulacji zajgcy polskich. Sa one wstgpnymi wynikami
prowadzonych analiz, gdyz nie zostalo jeszcze zakon-
czone sekwencjonowanie analizowanych préb. Na
ryc. 2 przedstawiono elektroforetogramy obrazujace
wszystkie znalezione haplotypy SSCP dla genow DRB
1 DQA. Warto$ci wskaznikéw zmiennosci beda wigc

stanowi¢ material poréwnawczy dla
. nastepnych badan monitorujacych za-
grozona populacj¢ zajecy krajowych.
W tabelach 1 oraz 2 przedstawiono
wszystkie wyniki dotyczace wartosci
9 parametrow zmiennosci genetycz-
nej badanych zajecy. W tab. 3 14 za-
warto dane dotyczace frekwencji al-
leli, odpowiednio, DQAT1 oraz DRBI.

Wyniki poréwnawcze loci DQA
1 DRB. Lacznie zbadano probki po-
chodzace od 112 zajecy. W przypad-
ku locus DRB1 czg$¢ prob nie dawa-
ta jednoznacznego obrazu i ostatecz-
nie wzigto pod uwage proby od 94
osobnikow. Liczba alleli (L) zidenty-
fikowana w locus DRB1 byta wyzsza
(12 alleli na 94 badane zajace) niz
w locus DQAL1 (9 alleli na 112 zajg-
cy). Wartos¢ wskaznika szacujacego
sredni stosunek homozygot do hete-
rozygot (h/H) §wiadczy o przewadze
heterozygot nad homozygotami za-
rowno w locus DQAL, jak i DRBI1
(odpowiednio, 20/92 oraz 26/68).
Z jednej strony, wskazuje to na ist-
nienie znaczacej heterozygotycznosci
w catej badanej populacji ztozonej
z 4 subregiondw, z drugiej — (po po-
réwnaniu warto$ci nastepnych dwoch
parametréw — $redniej heterozygo-
tycznosci oczekiwanej (He) i Sredniej
heterozygotyczosci obserwowane;j
(Ho) dla obu loci) $wiadczy o prze-
ciwnie dzialajacych i istotnych tren-
dach wewnatrz poszczegdlnych sub-
populacji, bowiem na catym badanym
obszarze $rednia warto$¢ (He) byta
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Tab. 1. Liczebno$¢ prébek pobranych z poszczegolnych regionéw Polski (N), liczba
wykrytych alleli w obrebie tych probek (L), stosunek homozygot do heterozygot (h/H),
bogactwo alleliczne (R) oraz liczba alleli prywatnych w poszczegélnych populacjach
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wiem wielko$¢ proby, przyrow-
nujac ja do populacji o najmniej-
szej liczebnosci. Poniewaz mig-

(Np) dzy wielko$ciami prob nie byto
il N L hH R N, znaczggys:h roznic, wartosci
DOA | DRE | DOA | DRB | DOA | DRB | DOA | DRB | DOA | DRB | Wskaznikow R oraz L byly do

Ciechanow 24 24 4 9 222 | 4/20 | 40 | 88 0 2 siebie zblizone. Wartos¢ wskaz-
Kalisz 30 | 2 7 6 | 1020 | 1016 | 69 | 59 | 1 1 nika szacujacego liczbg alleli
’ ’ prywatnych charakterystycz-

0$wigcim 28 | 18 7 7 | 622 | eA2 | 70 | 70 | 1 1| nychtylko dla badanej subpopu-
Torufi 30 6 6 5 2/28 | 620 | 59 | 49 1 1 lacji (Lp), wykazata, iz wigcej
sumafrednia | 112 | 94 | 9 | 12 | 2002 | 2668 | 83 | 98 | 3 | 5 | »cndemicznych”allelijestzwia-

Tab. 2. Heterozygotyczno$¢ oczekiwana (He) i obserwowana (Ho), wspolczynnik inbre-

du (F ) oraz wspélczynnik utrwalenia (F )

zanych z locus DRB1 (5 alleli)
niz z locus DQA1 (3 allele), przy
czym obszarem, na ktorym wy-
stapita najwigksza dywersyfika-

He Ho Fs Fsr cja alleli prywatnych, byt region
Regi ) ! I
S0t DOA DRB DOA DRB DOA DRB DOA DRB 1 Z(CICCIE;‘HOA“{)- Wbreiglorue tym
z locus ni zZwigzan
Ciechanow 067* | 084* | 092* | 058 | -0,38 | 031* | 0,10* | 0,09 | . Q coy azany
zaden allel prywatny, natomiast
Kalisz 0,78* | 081* | 067 | 0,46 015 | 044* | 0,09* | 0,09 | ; /ocus DRBI — dwa. Paramet-
0$wigcim 0,85* | 0,78* | 0,78* | 0,66 0,08 | 0,5 0,09* | 0,10* | rem,ktory najbardziej zréznico-
Torui 080* | 077* | 093 | 05 | -017 | 031+ | oper | o0+ | Wal wyniki oceny zmiennosci
o genetycznej dla obu /oci byt
suma/Srednia 0,84* 0,87 0,82 0,55 0,02 0,36 0,09 0,09 . e
wspotczynnik inbredu (FIS).

Objasnienia: * —p < 0,05

Tab. 3. Frekwencje poszczegolnych alleli locus DQA1 w badanych populacjach

Migdzy $rednimi warto$ciami
FIS dla loci DQAT i DRBI od-
notowano bardzo znaczaca roz-
nicg. Warto$¢ FIS dla loci DQA1

Populacja h1 h2 h3 h4 h5 h6 h7 h8 h9 byta bliska zeru (0,02) i nieistot-
Ciechanéw 0,00 | 013 | 000 | 000 | 000 | 008 | 000 | 033 | 046 | ha, natomiast dla locus DRBI
Kalisz 013 | 043 | o000 | 000 | 003 | 040 | 007 | 013 | o0 | Wysoka(0,36)iistotna. Swiad-

czy to, ze w przypadku locus
0s$wigcim 007 | 018 | 014 | 000 | 007 | 021 | 000 | 014 | 018 | DOy calym obszarze badafi
Torun 0,27 0,07 0,00 0,17 0,07 0,00 0,00 0,30 0,13 ustalita SiQ r(’)wnowaga Hardy-
Cata populacja | 043 | 013 | 0,04 | 005 | 005 | 018 | 002 | 022 | 021 | -Weinberga (HW), natomiast
w przypadku locus DRB1, prze-
ciwnie, wystepowala duza nie-
Tab. 4. Frekwencje poszczegolnych alleli locus DRB1 w badanych populacjach réwnowaga charakteryzujaca sig

Populacia | 01 | h2 | ha | na | n5 | he | n7 | he | no | nio | ni1| w2 | istotnymnadmiarem homozygot
Ciechandw 013 | 0,08 | 0,08 | 033 | 0,04 | 0,08 | 0.00 | 0.04 | 0,00 | 0,00 | 0,04 | 047 | DRBI, z kumulacja w regionie

_ 2 (Kahsz) Warto$ci wspotczyn-
Kalisz 0,04 | 015 | 0,23 | 0,12 | 0,27 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 019 | 0,00 | 0,00 | v iwalenia FST, okredla-
0Swigeim 0,06 | 0,11 | 0,22 | 0,39 | 0,00 | 0,06 | 0,00 | 0,06 | 0,11 | 0,00 | 0,00 | 0,00 ja((;e pozi()m dystansu genetycz-
Toruii 0,23 | 0,31 | 0,23 | 0,04 | 0,00 | 0,00 | 0,19 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | Nego i w ten sposob oceniajace
Cata populacia | 0.12 | 0.17 | 0.19 | 0,20 | 0,09 | 0,03 | 0,05 | 0,02 | 0,02 | 0,05 | 0,01 | 0,00 | Stopien odrebnosci genetyczne;

istotnie wyzsza dla obu /oci od $redniej wartosci (Ho).
Te wartosci z kolei dowodza, ze frekwencja gendéw
1 genotypow w badanej populacji jako catosci wyka-
zuje silne 1 istotne odchylenia od rownowagi Hardy-
-Weinberga. Warto$¢ wskaznika bogactwa allelicznego
(R) niewiele odbiegata od parametru (L), szacujacego
liczbg alleli na catym badanym obszarze. Brak zasad-
niczych roznic migdzy wskaznikami R i L wynikat ze
sposobu szacowania warto$ci wskaznika R w stosun-
ku do wspotczynnika L. Wskaznik R uwzglednia bo-

badanych subpopulaql byty
srednie 1 bardzo wyrdwnane
dla obu badanych /oci DQA1 i DRBI (od 0,09-0,1).
W efekcie warto$¢ srednia FST byta taka sama dla obu
loci (0,09) 1 miata istotny charakter. Sw1adczy to, 1z
wewnatrz czterech subpopulacji, jak 1 w badanej po-
pulacji jako calo$ci, w odniesieniu zar6wno do loci
DQAI, jak i DRB1 istniat $redni poziom zréznicowa-
nia genetycznego, co wskazuje na przecigtny poziom
wymiany genOw na badanym obszarze (52).

Wyniki szczegélowe dla locus DQA1. W badane;j
populacji liczacej 112 zajecy, zidentyfikowano 9 alle-
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li eksonu 2 genu DQAI, ktorych frekwencje podano
w tab. 3.

Trzy allele (h2, h8 1 h9) wykryto we wszystkich sub-
populacjach, natomiast allele h1 i h5 we wszystkich
z wyjatkiem Ciechanowa. Najbardziej zmiennymi re-
gionami byly Kalisz 1 Oswigcim (po 7 alleli), najmniej
zmiennym Ciechanow (4 allele). Zidentyfikowano trzy
allele prywatne: allel h3 byl obecny tylko w O$wig-
cimiu, allel h4 jedynie w Toruniu, natomiast allel h7
w Kaliszu. Najczesciej wystepowat allel 9, stwierdzo-
no go we wszystkich regionach, przy czym w okoli-
cach Ciechanowa osiagnat frekwencj¢ najwyzsza ze
wszystkich (0,46), natomiast im bardziej na zachod
tym frekwencja jego byta nizsza, w Kaliszu wyniosta
zaledwie 0,1. Z kolei w Kaliszu najbardziej popular-
nym okazal si¢ allel h6, ktorego czgstotliwos¢ wynio-
sta 0,40 1 spadala w kierunku wschodnim; najnizsza
byta w Ciechanowie (0,08). Allel h8 byt za to szeroko
rozpowszechniony, wystgpowat rownie czgsto w oko-
licach Ciechanowa (0,33), jak i1 Torunia (0,30). Naj-
mniejsza frekwencj¢ odnotowano dla allelu hS w Ka-
liszu (0,03) oraz po 0,07 dla alleli h1 w O$wigciumiu,
h5 w Oswiecimiu i Toruniu oraz h7 w Kaliszu. Anali-
za warto$ci wskaznikéw Ho 1 He wewnatrz 4 subpo-
pulacji, wskazata na duze r6znice migdzy nimi: w re-
gionach Ciechanow i Torun nastapit istotny wzrost
wskaznika Ho w stosunku do He, natomiast w regio-
nach Kalisz i O$wigcim przeciwnie — istotny spadek
Ho w odniesieniu do He. Wartosci FIS oszacowane
dla subpopulacji Kalisz i O§wigcim bytly bliskie zeru
(odpowiednio 0,151 0,08), a w pozostatych regionach
ujemne, o nlsklej wartosci 1 nieistotne. Wartosci te
oznaczaja, iz w reglonach Kalisz 1 O$wigcim utrzy-
mywat si¢ stan rownowagi HW, natomiast w pozosta-
tych — niewielkie rozchwianie z powodu nadmiaru
heterozygot. Srednia warto$é FIS dla catego regionu
badanego (Polska) byta bliska zeru (0,02) i nieistotna,
co $wiadczy o zachowaniu rownowagi H-W w bada-
nej populacji jako catosci. Warto$¢ $rednia FST dla
catosci badanej populacji wyniosta 0,09, podobnie
w poszczegdlnych subpopulacji (0,09-0,1), co $wiad-
czy 0 przecigtnym poziomie wymiany genow.

Wyniki szczegolowe dla locus DRB1. W [ocus
DRBI zidentyfikowano 12 alleli, ich frekwencj¢ po-
dano w tab. 4.

Cztery allele (h1-h4) wykryto we wszystkich sub-
populacjach, dwa allele (h5 i h6) byly obecne tylko
w 2 subregionach, natomiast 5 alleli (h7 oraz h9-h12)
bylo obecnych tylko W Jednym subregionie. Najbar-
dziej zmlennyml reg10nam1 byty Kalisz i O$wigcim
(po 7 alleli), najmniej zmiennym Ciechanow (4 alle-
le). Najwyzsza frekwencje¢ osiagnat h4 (0,39 w Oswig-
cimiu i1 0,33 w Ciechanowie) oraz h2 (0,31 w Toru-
niu). Najnizsza frekwencja, jaka odnotowano, wynio-
sta 0,04 1 dotyczyta kilku alleli w r6znych regionach.
Wykryto 5 alleli prywatnych (od h8-h12). Niektore
osiagnely znaczaca frekwencjg, np. allel h10 — 0,19,
a h12 — 0,17. Najbardziej zr6znicowanym subregio-
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nem byl Ciechan6w, na jego terenie zidentyfikowano
u zajecy az 9 alleli w stawce 24 badanych osobnikdw.
We wszystkich regionach odnotowano istotny spadek
heterozygotycznosci obserwowanej w stosunku do
oczekiwanej. Oszacowane wartosci FIS byty wysokie,
istotne 1 miescily si¢ w zakresie od 0,15 do 0,44. Tak
wigc, we wszystkich subregionach wystgpowat duzy
1 istotny nadmiar homozygot DRB1. Srednia warto$¢
wskaznika FIS wyniosta 0,36 i rowniez byta istotna.
Swiadczy to o zaburzeniu rownowagi H-W i znacz-
nym nadmiarze homozygot DRB1 na catym badanym
obszarze. Warto$¢ wskaznika FST w badanych subre-
gionach miescila si¢ w zakresie 0,09-0,1 i1 byta istot-
na, co $wiadczy o srednim przeptywie genéw w locus
DRBI.

Dyskusja

Wartos¢ wskaznika odrebnosci FST dla obu bada-
nych loci 1 wszystkich subpopulacji (0,09-0,1) §wiad-
czy, 1z zarowno wewnatrz subregionow, jak i na ca-
tym obszarze badan istnieje przeptyw gendéw o prze-
cigtnym natezeniu. Z pozoru wydaje sig, ze w tej
sytuacji nie dzieje si¢ nic groznego w populacji zaje-
cy, Jednakze analiza warto$ci innych wskaznikow
zmienno$ci wskazuje, ze w poszczegdlnych subpopu-
lacjach dokonaly sig znaczace i niekorzystne zmiany.
W locus DRBI na catym obszarze badan oraz w po-
szczegolnych subpopulacjach nastapit istotny spadek
heterozygotyczno$ci 1 wzrost homozygotycznosci.
W locus DQA1 w dwoch subregionach nastapit istot-
ny spadek heterozygotycznosci (Kalisz i Oswigcim),
a w pozostatych dwoch istotny wzrost. Swiadczy to
o wystgpowaniu lokalnych silnych i niekorzystnych
zjawisk zw1qzanych Z niewystarczajacym pozmmem
wymiany genow, skutkujacych rozchwianiem rowno-
wagi Hardy-Weinberga (H-W), najcz¢$ciej prowadza-
cych do ograniczenia zasobow zmienno$ci genetycz-
nej, wzrostu homozygotycznosci oraz powstawania lo-
kalnych endemizmow (10, 42). W pewnym momen-
cie, w najbardziej zmienionych siedliskach niemozli-
wa staje si¢ kompensacja zaszlych zmian, szczegolme
gdy populacja nie wymienia juz z innymi genow.
W niniej SZC] pracy, w opisanym obrazie zmian frek-
wencji genow 1 genotypodw przewazaja tendencje do
spadku heterozygotycznosci i wzrostu homozygotycz-
nosci. Porownanie wynikow wiasnych z wynikami
Smitha i wsp. (46), sugeruje, iz staby sukces repro-
dukcyj ny zajecy polskich w ostatnich latach (47) moze
mie¢ posredni zwiazek z rozchwianiem rownowagi

H-W w loci DQA1 oraz DRB1 MHC klasy II. Smith
1 wsp. wykazali bowiem, ze stada zajecy homozygo-
tycznych w loci DQA 1 DRB mialy wyzszy udziat
nieptodnych samic i nizsza $rednig liczbg potomstwa
w poréwnaniu z heterozygotami. Wzrost homozygo-
tycznos$ci populacji prowadzi do czgstszego pojawie-
nia si¢ samic, ktorych ptody maja haplotypy MHC
takie same, jak matka. U wielu gatunkow zwierzat
oraz u cztowieka, wykazano ze zgodnos$¢ haplotypow
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matki i ptodu, szczeg6lnie w locus DRB, prowadzi
czesto do samoistnej utraty ciazy (16, 30, 32). Z kolei
w odniesieniu do locus DQA sugerowano nawet, Ze
zgodnos¢ haplotypow matki i piodu prowadzi do tak
wezesnej samoistnej aborcji, iz ciaza pozostaje nie-
zauwazona i trudno o uchwycenie relacji migdzy jej
utrata, a wariantem MHC ptodu (41). W okresie mig-
dzy kopulacja a narodzinami potomstwa samice wielu
gatunkow zwierzat potrafia zakonczy¢ ciazg samo-
istna aborcja (49), aby nie dopusci¢ do urodzenia po-
tomstwa, ktére miatoby gorsza sprawnos¢ z powodu
zmniejszonej odpornosci na choroby, genetycznych
niezgodnos$ci lub depresji inbredowej (2, 5). Z ewo-
lucyjnego punktu widzenia eliminacja takiego ,,mniej
pasujacego” potomstwa jest zjawiskiem adaptacyjnym,
nie patologicznym (5, 39). Ostatnio pojawily si¢ wy-
niki badan wspierajace tez¢ o korzysciach bycia hete-
rozygota w haplotypach MHC klasy II, uwzglqdnlaj a-
ce aktywny udzial samca w ZWleSZElIllu zmiennosci
genetycznej. Dzikim kogutom Gallus gallus przedsta-
wiono jednoczesnie samice z haplotypami MHC po-
dobnymi i niepodobnymi do ich wiasnych. Samce
ujawnily ,.tajemnicze” preferencje, przydzielajac wig-
cej plemnikow do kur o najbardziej odmiennych od
ich wtasnych haplotypach MHC. Wyniki te stanowia
pierwszy eksperymentalny dowdd, ze samce takze maja
wplyw na tworzenie heterozygotycznego potomstwa
w loci MHC klasy II poprzez sterowanie ilo$cia plem-
nikow w ejakulacie (22). Tak wigc w literaturze prze-
wazaja wyniki badan, w ktorych potwierdza sig ist-
nienie tendencji do ujemne;j korelacji migdzy spadkiem
heterozygotycznos$ci/wzrostem homozygotycznosci
a sukcesem reprodukcyjnym populacji ludzi i zwie-
rzat. Nalezy przy tym zauwazy¢, iz parametry hetero-
zygotycznos$ci 1 homozygotycznosci oraz zasoby poli-
morfizmu w loci MHC w badaniach ptodnos$ci popu-
lacji byly dotad stabo kojarzone z jej sukcesem repro-
dukcyjnym i przez to niedoceniane. Jednakze wigkszo$¢
autorOw uwaza, 1z znaczenie optymalnego poziomu
heterozygotycznosci osobnika polega na tym, iz wply-
wa on na wszystkie sfery zycia: jego jako$¢ i dlugos¢
przez utrzymanie zdrowia (15, 26), warunkuje dobra
ptodnos¢ 1 sukces reprodukeyjny (19) oraz utrzyma-
nie ,,dobrych genow” (good genes) w populacji (24,

36). W badanej przez nas populacji zajecy zidentyfi-
kowano 9 polimorféw w locus DQA oraz 12 w locus
DRB. Badacze w Austrii (45) wykryli w locus DQA
(podobnie jak my w Polsce) — 9 alleli, natomiast
w Belgii 7 alleli tego genu. W locus DRB, wykryto
w Austrii 11 alleli (my w Polsce 12), natomiast w Bel-
gii, podobnie jak w locus DQA, wykryto 7 odmian
tego genu. W innych badaniach zidentyfikowano
w Austrii oraz Belgii 13 alleli locus DQA (17). W ba-
daniach polimorfizmu locus DQA w Europie, w pro-
bie 674 zajecy szarakow pochodzacych z 11 krajow
europejskich, wykryto tylko 10 alleli tego genu (34).

Nalezy przy tym pamigtag, iz liczba alleli w populacji
nie wzrasta proporcjonalnie do wielko$ci proby, co
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obrazuje dobrze warto$¢ wskaznika bogactwa allelicz-
nego R, ktory mierzy liczbg alleli niezaleznie od wiel-
kosci proby (35). Wyniki zasobdéw polimorfizmu w loci
DRB1 i DQATI zajecy polskich w postaci bogactwa
allelicznego byly zblizone do analogicznych wskazni-
kéw zajeey z innych krajow europejskich.

Reasumujac, w badanych loci MHC klasy I w wigk-
szosci subpopulacji zajecy odnotowano odstgpstwa od
réwnowagi Hardy-Weinberga, szczegdlnie w odniesie-
niu do locus DRB1, w ktérym u przewazajacej czgsci
osobnikéw stwierdzono istotny wzrost homozygotycz-
nosci. W odniesieniu do samic, wysoki poziom ho-
mozygotycznosci w locus DRB1 moze skutkowaé
pogorszeniem ich ptodnosci.
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