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Abstract

The aim of this study was to assess the genetic variation of a portion of the mitochondrial control region in Felis catus and to
check the possibility of using this region for species differentiation between domestic cats and wildcats Felis silvestris. Our re-
sults indicate that there is low variation among cats within the analysed mitochondrial fragment with one very common
(above 70%) and ten rare haplotypes. Analysed wildcat samples revealed rare haplotypes belonging to a separate clade of the con-

structed phylogenetic tree compared with the most popular haplotype.
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1. Introduction

Wildlife forensics is a new and fast developing area
in forensic science. Typical physical evidence that is
subjected to analysis by wildlife forensic laboratories
usually comes from illegal hunting and smuggling of
products of animal origin as well as other crimes
against animals. The United Nations Convention on
International Trade in Endangered Species (CITES)
obligates the justice system to protect endangered spe-
cies. However, a fundamental problem linked to wild-
life forensic studies is that a wide range of iden-
tification markers compatible with many different spe-

* The project was supported by The State Committee for Scien-
tific Research in Poland, No. 6P04A 076 20.

cies is needed. Moreover, sometimes it is necessary to
distinguish between closely related species such as
wolfand dog or cat and wildcat. The results of research
that has been conducted on one endangered species —
the European wildcat show that one of the significant
threats to the wildcat is hybridisation with the domes-
tic cat (Felis catus L.) [1, 3, 13, 16]. Moreover, the ex-
istence of “pure” wildcats is often questioned. Some
researchers suggest that wildcats and domestic cats
had lived in sympatry for thousands of years before the
species was described by Schreber in 1775 [1]. There-
fore, it is possible that introgression occurred a long
time ago in the species history. Suminski suggested,
on the basis of morphological and biological features
that pure-blood wildcats no longer exist in Europe, and
thus present populations consist only of domestic cat-
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wildcat hybrids [20, 21]. It has been shown, however,
that analysis of morphological features is not a reliable
tool for wildcat/domestic cat differentiation [1, 3, 20].
Recently, Randi et al. found that wild and domestic
cats living in Italy can be genetically distinguished and
there is only a limited gene flow between sympatric
populations of the domestic cat and wildcat [1].

In Poland, the species has been protected since
1952, but it is still considered a threatened species and
included in the Polish Red Data Book of Animals [24].
In a survey carried out recently in Poland by Okarma
et al. the occurrence of a putative wildcat was con-
firmed only for the Bieszczady Mountains, Pogorze
Przemyskie, and Beskid Niski Mountains [14].

Taking into consideration the above information,
a detailed study of the genetic variation within and be-
tween wild and domestic cats living in Poland is very
important for wildcat conservation. This paper pres-
ents preliminary results of the research conducted.

Mitochondrial DNA (mtDNA) has been widely
used as a genetic marker in population and evolution-
ary studies [e.g. 4, 15, 23]. Analysis of the fast evolv-
ing control region (CR) of mtDNA is particularly
useful when closely related species are studied [22].
It is known, however, that the unambiguous sequenc-
ing of the most variable HV1 segment in felids may be
extremely difficult due to repetitive sequences which
are responsible for high heteroplasmy as reported by
[4, 5]. The main objective of the present study was to
assess molecular genetic variation in the Felis catus
species using a portion of mtDNA control region se-
quence excluding troublesome repetitive motifs. The
possible application of the method to wildcat and do-
mestic cat differentiation useful in wildlife forensic
studies is also discussed.

2. Materials and methods
2.1. Samples

We analysed samples from 58 domestic cats: from
29 individuals from the Krakow area and its surround-
ings collected in veterinary practices and from 29 ani-
mals belonging to inhabitants of the area of Pogorze
Przemyskie and Beskid Niski. We also analysed blood
samples and hairs collected from two wild cats living
in Krakow Zoo (two male siblings, 3 years old), from
one road killed wildcat (the animal had previously
been caught and radio-collared), and one bone sample
(tooth) from the Pogérze Przemyskie region. We also
collected more samples from wildcat pelts, but due ei-
ther to DNA extraction problems or contamination

with other DNAs, these data are not presented in this
paper. DNA was extracted from blood, saliva, soft tis-
sues, animal hairs and bone using the standard organic
method [18]. Bone was crushed in liquid nitrogen us-
ing Freezer Mill 6750 apparatus (Glen Creston, UK).
Samples were subjected to overnight digestion in 10 mM
Tris-HCl1 (pH 8.0), 100 mM NaCl, 10 mM EDTA,
2% SDS, 39 mM DTT, 0.5 mg/ml proteinase K, fol-
lowed by double phenol-chloroform-isoamyl alcohol
extraction. DNA was quantified using a fluorimetric
dye, PicoGreen (Molecular Probes, Netherlands), and
Fluoroskan Ascent FL apparatus (Labsystems, Fin-
land). Samples with a small amount of genetic material
were additionally concentrated on Microcon 100
(Millipore, USA) concentrators.

2.2. DNA amplification

Using a sequence published in the GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov; Ref. No. NC 001700) [10],
we designed the following primers spanning a 277 bp
fragment of the control region and a 34 bp fragment of
gene coding proline t-RNA (between positions 589
and 889 according to the reference sequence):

— primer 1:
5’ — CACGCGAACGCTTTAATTTAAG -3’
— primer 2:

5" - TAGGCATTTTCAGTGCCTTGC - 3".

The PCR reaction mixture was made up of 1.25 U
Taq polymerase, 200 uM dNTP, 1.25 uM of each of
the primers, 2.0 pl 10 x concentrated PCR buffer,
1.5 mM MgCl, (Fermentas, Lithuania or Promega,
USA) and usually 1-10 ng of DNA for 20 pl reactions.

Amplifications were performed in a GenAmp 9700
thermocycler (Applera). The reaction conditions were
as follows: 2 min at 94°C — initial denaturation, 32 cy-
cles 0f 20 s at 94°C, 30 s at 58°C, 40 s at 72°C and final
elongation step for 10 min at 72°C. In the case of sam-
ples containing low amounts of DNA the number of
cycles was increased to 36. The PCR products were
verified by standard agarose gel electrophoresis in
TBE buffer.

2.3. DNA sequencing

Amplification products were purified using a Qia-
gen PCR Purification Kit (Qiagen, Germany) accord-
ing to the manufacturer’s instructions. Sequencing re-
actions were performed in a GenAmp 9700 thermo-
cycler (Applera) using the BigDye Terminator Cycle
Sequencing Kit v. 1.1 (Applied Biosystems, UK).
5 x Sequencing Buffer (Applied Biosystems, USA)
was used for dilution of the BigDye Terminator Ready
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Reaction Premix. The reaction mixture consisted of
4 ul Ready Reaction Premix, 2 ul of 5 x sequencing
buffer, 3.2 pmol of PCR primer and about 30 ng of
PCR products. Sequencing reactions were performed
at 96°C for 10 s, 50°C for 5 s and 60°C for 2 min for
25 cycles. The sequencing products were analysed
with an ABI 3100 capillary genetic analyser using
a 36 cm long capillary set (rapid run module). The se-
quencing data were analysed with ABI Prism DNA se-
quencing analysis software version 3.7.

2.4. Phylogenetic analyses and statistics

Consensus sequences of all individuals, the Gen-
Bank reference sequence and the sequence of nuclear
insert occurring in cats were aligned using the
ClustalX program [6]. Phylogenetic and molecular
evolutionary analyses were conducted using MEGA
version 2.1 [9]. A phylogenetic neighbour-joining tree
was generated by the MEGA program and with Ki-
mura’s two-parameter model, which assumes differ-
ences in transition/transversion rate. Genetic distances
between all pairs of taxa were estimated using the
same model.

Analyses of nucleotide variation were performed
with the DnaSP, ver. 3.95 package [17]. Variation
within a species was described as nucleotide diversity
7 the average number of nucleotide differences be-

tween two sequences. Haplotype frequencies between
the two populations of domestic cat were compared
with the x* test. Due to the small number of wildcat
samples no interspecific analyses were performed. Ge-
netic diversity for the analysed fragment was calcu-
lated according to D =1— Z p?, where p — frequen-
cies of the observed haplotypes [7].

3. Results and discussion

The objective of this work was to evaluate the level
of variation within a fragment of the control region of
mitochondrial DNA characteristic for the domestic cat
as well as to assess the possibility of differentiation be-
tween domestic cats and wildcats by means of se-
quence analysis of this marker. Table I gives a sum-
mary of the polymorphism in the locus studied. Site
numbers refer to the reference sequence published in
GenBank. The set of primers used in the study failed to
amplify DNA of cats belonging to Persian and
Siamese breeds (5 individuals). The appropriate PCR
products are, however, generated from wildcat DNA.
The constructed neighbour-joining tree reveals two
distinct clades, one of which includes both analysed
wildcat haplotypes. Because there was a risk of ampli-
fication of the nuclear insert of mitochondrial DNA
which was reported to occur on chromosome D2 in

TABLE I. VARIABLE POSITIONS IN THE ANALYSED MTDNA FRAGMENT IN COMPARISON TO THE REFERENCE
DOMESTIC CAT SEQUENCE PRESENT IN GENBANK WITH ACCESSION NUMBER NC 001700. FULL
SEQUENCES ARE AVAILABLE IN GENBANK UNDER THE FOLLOWING ACCESSION NUMBERS:

H1 - AY212232, H2 - AY212233, H3 — AY212234 and AY212243 , H4 — AY212235, H5 - AY 212236,
H6 - AY 212237, H7 — AY212238, H8 — AY212239, H9 — AY212240, H10 — 212242 , H11 — AY212241

Haplotype No. of Polymorphic sites
individuals 637 658 676 743 744 746 760 802 807 846 850 853 860 863
NC 001700 T A ¢C T T T T G G T T G A C
HI 39 A C C C C
H2 2 A C C C C G
H3 3+2 (wildcat) A A C C
H4 3 A A C A C
HS 1 A C C C C A
H6 1 . G A C C C C G
H7 1 A C C C A C
HS 0+ 1 (wildcat) A C C T
HY 1 A C C
H10 1 A C C C c C
HIil 1 A C C C C C
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cats [10], we compared our results with its sequence
obtained from GenBank (Ref. no. U20754.1). The po-
sition of NuMt on the phylogenetic tree as well as min-
imum Kimura’s distance much greater than the
maximum distance between obtained sequences
(0.0484 and 0.0203 respectively) clearly indicate that
the analysed fragment is in fact the mitochondrial
control region (Figure 1).

Hé
H5
H9
H3*
H4
- Hs*
NC_001700
Numt/U20754.1

0.005

Fig. 1. Neighbour-joining tree of domestic and wildcat
haplotypes based on 301 bp mtDNA fragment (277 bp of the
control region and 34 bp fragment of a gene for t-RNA Pro).
Location of wildcat haplotypes is indicated by an asterisk.

Among analysed domestic cats we found 10 differ-
ent haplotypes (Figure 1). In Felis catus there were
10 nucleotide polymorphic sites (no indels) with
9 transitions and one transversion T <> A (Table I).
The Kimura distance between sequences ranged from
0.0033 (1 substitution) to 0.0203 (6 substitutions). In-
terestingly, our study did not reveal a haplotype identi-
cal with the reference sequence. The most common
mitochondrial haplotype (H1) in the analysed part of
mtDNA differs from the reference sequence in 5 nu-
cleotide positions (Table I).

The frequency of haplotype H1 was similarly high
for domestic cats from the Krakow area (76%) and for
domestic cats from the Pogoérze Przemyskie Land-
scape Park region (71%). The frequency of this
haplotype did not differ significantly between the two
study areas (y* = 1.47, p = 0.23 — value calculated
against other haplotypes). The summary of variation

within domestic cats populations is presented in Ta-
ble II. Our results indicate that there is a low variation
among cats within the analysed mitochondrial frag-
ment, with one very common and nine rare haplotypes
(Table I). The calculated genetic diversity of the marker
equals D = 0.43.

Sequence analysis of the wildcats from Krakow
Zoo revealed an identical haplotype (H8) in both sam-
ples, confirming the relation between the two individ-
uals. Samples from Pogoérze Przemyskie — both the
road-killed wildcat and the skull sample — possessed
haplotype H3, which was also observed for 2 domestic
cats from the Krakow area and 1 individual from the
Pogoérze Przemyskie region (Table I). The analysed
samples collected from wildcats had rare haplotypes;
however, we are aware that the very low number of
analysed samples does not allow us to draw reliable
conclusions. The haplotype identified as HS is charac-
teristic exclusively of wildcats from Krakow Zoo. The
two haplotypes, one unique to wildcats (H8) and one
to wild and domestic cats (H3), differ in two nucleo-
tide positions, which indicates their common and close
evolutionary ancestor sequence, as shown on the
phylogenetic tree (Figure 1).

Research into genetic differentiation of wild and
domestic cats has yielded conflicting results. Daniels
et al. and Beaumont et al., on the basis of microsatellite
data, suggest that the contemporary Scottish popula-
tion of wildcats is a result of long-term interbreeding
between wildcats and feral domestic cats, therefore no
diagnostic test of a true wildcat based on genetic data
can be proposed [1, 2]. Conversely, according to data
published by Randi et al. (2001), all mtDNA haplo-
types, with one single exception characteristic for
wildcats and domestic cats in Italy, are completely
separate for these two species. Data presented by
Randi et al. for STR markers support the suggestion
that wild and domestic cat species can be identified
using genetic markers [16].

To conclude, the sequence variation determined in
the analysed part of the CR characterising domestic
cats is low. The analysed samples collected from wild
cats revealed rare (H3) or unique (H8) haplotypes.

TABLE II. A SUMMARY OF VARIATION WITHIN DOMESTIC CAT POPULATIONS

Population No. of samples  No. of Haplotype T
analysed haplotypes diversity

Krakow and surroundings 24 6 0.500 0.0039

Pogoérze and Beskid Niski Mountains 29 7 0.429 0.0034

All 53 10 0.457 0.0036
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These haplotypes are included in the common clade in
the constructed phylogenetic tree. Evaluation of wild-
cats and their hybrids with domestic cats using the
present mitochondrial marker should be verified by
further studies covering a wider population of wild-
cats. On the basis of data published thus far, one could
draw a conclusion that in order to distinguish between
the two species more reliably, there is a need to expand
the analysed mtDNA sequence as well as to study ad-
ditional nuclear markers (e.g. STR). We showed, how-
ever, that the method is sensitive enough to enable
analysis of a single tooth, hence the described method-
ology can be applied to material accessible in muse-
ums and we will be able to compare present and past
variations in this locus. As this paper presents only
preliminary data, further analysis and research must be
performed in order to assess the “genetic picture” of
Polish wildcats.
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ZMIENNOSC GENETYCZNA REGIONU KONTROLNEGO
MITOCHONDRIALNEGO DNA W PROBIE POPULACYJNEJ KOTA
DOMOWEGO (FELIS CATUS LINNAEUS) - PERSPEKTYWA
ZASTOSOWANIA DO ROZNICOWANIA KOTA DOMOWEGO I ZBIKA"

1. Wstep

Badania sadowe prowadzone w celu ochrony przy-
rody to nowa, szybko rozwijajaca si¢ dziedzina wiedzy,
wlaczana do szeroko rozumianych nauk sadowych. Ty-
powy materiat dowodowy podlegajacy badaniom w la-
boratoriach sadowych powotanych dla potrzeb ochrony
przyrody zazwyczaj pochodzi z nielegalnych polowan,
handlu produktami pochodzenia zwierzgcego lub tez z in-
nego typu przestgpstw wobec zwierzat. Firmowane przez
Organizacj¢ Narodow Zjednoczonych porozumienie
w sprawie migdzynarodowego handlu towarami pocho-
dzacymi z gatunkow zagrozonych naktada na wymiar spra-
wiedliwosci obowiazek ochrony gatunkow zagrozonych.
Podstawowa trudno$¢ badan prowadzonych w celu ochro-
ny przyrody zwiazana jest z koniecznos$cia stosowania
wielu markeréw identyfikacyjnych specyficznych dla
odmiennych gatunkéw roélin i zwierzat. Ponadto nie-
rzadko istnieje potrzeba réznicowania pomig¢dzy gatun-
kami o duzym stopniu pokrewienstwa, jak na przyktad
wilk i pies czy tez kot i zbik. Wyniki badan przeprowa-
dzonych nad jednym z gatunkéw zagrozonych — Zbi-
kiem — pokazuja, ze jednym z istotnych zagrozen dla tego
gatunku jest hybrydyzacja jego przedstawicieli z kotem
domowym (Felis catus L.) [1, 3, 13, 16]. Istnienie ,,czys-
tych” genetycznie zbikow jest poddawane w watpliwos¢.
Niektorzy wskazuja, ze zbiki 1 koty domowe zyty obok
siebie przez tysiace lat, zanim gatunek zbika zostat opisa-
ny przez Schrebera w 1775 roku [1]. Niewykluczone za-
tem, ze do przeptywu gendéw pomiedzy tymi dwoma
gatunkami zwierzat doszto bardzo dawno temu. Sumin-
ski, opierajac si¢ na danych morfologicznych oraz ce-
chach biologicznych, sugerowal, ze w Europie nie ma
czystej krwi zbikow, a obecne populacje sktadaja sig
z hybryd kota domowego i zbika [20, 21]. Jednak z dru-
giej strony udowodniono, ze analiza cech morfologicz-
nych nie jest wiarygodnym narzedziem do réznicowania
zbika i kota[1, 3, 20]. Ostatnio Randi i in. stwierdzili, ze
zbiki i koty zyjace na terenie Wloch moga by¢ rozni-
cowane za pomoca testow genetycznych. W swojej pracy
wykazali, ze przeptyw gendéw pomiedzy zajmujacymi te
same tereny populacjami zbika i kota domowego nalezy
uzna¢ za nieznaczny [1].

" Badania zostaly sfinansowane ze $rodkéw Komitetu Badan
Naukowych w Polsce, numer grantu 6P04A 076 20.

W Polsce gatunek zbika jest pod ochrong od 1952 ro-
ku, ale mimo to wciaz jest uznawany za gatunek zagrozo-
ny, umieszczony w Polskiej Czerwonej Ksigdze Zwie-
rzat [24]. Niedawno przeprowadzone badania wykazaly,
ze wystgpowanie domniemanych przedstawicieli gatun-
ku zbika ograniczone jest do terenéw Bieszczad, Pogorza
Przemyskiego oraz Beskidu Niskiego [14]. Majac na
wzgledzie powyzsze dane, wydaje sig, ze dla ochrony
zbika istotne znaczenie posiadaja szczegdtowe badania
nad zmiennoscia genetyczng w obrgbie gatunkow zbika
i kota domowego, zamieszkujacych tereny Polski. Ni-
niejsza praca przedstawia wstgpne wyniki badan podjeg-
tych nad tym zagadnieniem.

Mitochondrialny DNA jest szeroko stosowany w cha-
rakterze markera genetycznego w badaniach populacyj-
nych i nad ewolucja gatunkéw [4, 15, 23]. W badaniach
nad gatunkami blisko spokrewnionymi szczegdlnie uzy-
teczna jest analiza regionu kontrolnego (CR) mtDNA,
ktéry podlega szczego6lnie szybkiej ewolucji [22]. Wia-
domo jednak, ze uzyskanie sekwencji DNA dla najbar-
dziej zmiennego segmentu HV1 mtDNA kotéw moze
by¢ sprawia¢ ogromne trudnosci w zwiazku z obecnoscia
sekwencji powtarzalnych, odpowiedzialnych za opisy-
wana w literaturze znaczng heteroplazmig [4, 5]. Pod-
stawowym celem pracy bylo wigc oszacowanie zmien-
nos$ci genetycznej fragmentu regionu kontrolnego
mtDNA (z wylaczeniem problematycznych regiondw po-
wtarzalnych) charakterystycznej dla gatunku Felis catus.
Przedyskutowany zostal rowniez problem zastosowania
tej metody analizy w badaniach nad ochrona przyrody do
réznicowania osobnikow nalezacych do dwoch gatun-
kéw — zbika i kota domowego.

2. Materialy i metody
2.1. Probki

Badaniu poddano 58 osobnikéw nalezacych do ga-
tunku kota domowego: 29 kotow z regionu Krakowa
i okolic (probki zebrano w zakladach weterynaryjnych)
129 zwierzat nalezacych do mieszkancéw Pogorza Prze-
myskiego i Beskidu Niskiego. Analizie poddano rowniez
probki krwi i siers¢ pobrang od dwoch zbikow z krakow-
skiego ogrodu zoologicznego (3-letnie rodzenstwo plci
mgskiej), od zbika zabitego na drodze (zwierzg byto
wczesniej ztapane i §ledzone za pomoca odbiornika ra-
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diowego) oraz jedna probke kostna (zab) od osobnika
zregionu Pogoérza Przemyskiego. Zebrano rowniez prob-
ki z futer zbikéw, lecz w zwiazku z problemami z eks-
trakcja DNA Iub prawdopodobna kontaminacja wspotczes-
nym DNA, dane te nie zostaly zaprezentowane w niniej-
szej pracy. Izolacjg DNA z krwi, $liny, tkanek migkkich,
siersci 1 zgbow prowadzono z zastosowaniem standardo-
wej metody organicznej [18]. Tkanke kostna kruszono
w cieklym azocie z zastosowaniem aparatu Freezer
Mill 6750 (Glen Creston, Wielka Brytania). Probki pod-
dawano calonocnemu trawieniu w buforze o sktadzie:
10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 100 mM NaCl, 10 mM EDTA,
2% SDS, 39 mM DTT, 0,5 mg/ml proteinazy K, a nas-
tegpnie podwojnej ekstrakcji mieszaning fenol-chloro-
form-alkohol izoamylowy. Pomiar stezenia DNA pro-
wadzono z zastosowaniem barwnika fluorymetrycznego
PicoGreen (Molecular Probes, Holandia) i aparatu Fluoro-
scan Ascent FL (Labsystems, Finlandia). Probki zawiera-
jace niskie stgzenia DNA byty dodatkowo zaggszczane
na kolumienkach Microcon 100 (Millipore, Stany Zjed-
noczone).

2.2. Amplifikacja DNA

Startery reakcji PCR pozwalajace na amplifikacjg frag-
mentu regionu kontrolnego o dlugosci 277 pz i fragmentu
genu kodujacego t-RNA dla proliny o dlugosci 34 pz za-
projektowano w oparciu o sekwencj¢ opublikowana
w bazie GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) o numerze re-
ferencyjnym NC 001700 (fragment pomigdzy pozycjami
589 a 889 zgodnie z sekwencja referencyjna) [10]. Sek-
wencje starterow byty nastepujace:

— starter 1: 5 — CACGCGAACGCTTTAATTTAAG - 3’;
— starter 2: 5 — TAGGCATTTTCAGTGCCTTGC - 3.

Mieszanina reakcyjna ztozona byta z 1,25 U Taq po-
limerazy, 200 uM dNTP, 1,25 uM kazdego z starterow,
2,0 ul 10 x stgzonego buforu do PCR, 1,5 mM MgCl,
(Fermentas, Litwa lub Promega, Stany Zjedczone) i za-
zwyczaj 1-10 ng matrycowego DNA w catkowitej obje-
tosci 20 pl. Reakcje PCR prowadzono w termocyklerze
GenAmp 9700 firmy Applera. Stosowano nastgpujace
warunki amplifikacji: 2 min/94°C — denaturacja wstepna,
32 cykle: 20 $/94°C, 30 s/58°C, 40 s/72°C i wydtuzanie
koncowe 10 min/72°C. W przypadku probek zawiera-
jacych niskie stgzenia DNA liczbg cykli reakcji PCR pod-
noszono do 36. Produkty PCR sprawdzano poprzez stan-
dardowa elektroforezg w zelach agarozowych i buforze
TBE.

2.3. Sekwencjonowanie DNA

Produkty amplifikacji oczyszczano z zastosowaniem
zestawu Qiagen PCR Purification Kit (Qiagen, Niemcy)
zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta.
Reakcje sekwencjonowania prowadzono w termocykle-

rze GenAmp 9700 (Applera), stosujac zestaw BigDye
Terminator Cycle Sequencing Kit v. 1.1 (Applied Bio-
systems, Wielka Brytania). Bufor rozcienczajacy (5 x bu-
for do sekwencjonowania) stosowano w celu rozcien-
czenia mieszaniny sekwencyjnej (BigDye Terminator
Ready Reaction Premix). Mieszanina reakcyjna ztozona
byta z 4 pl mieszaniny sekwencyjnej, 2 ul buforu roz-
cienczajacego, 3,2 pmole startera reakcji PCR i okoto
30 ng oczyszczonego produktu PCR. Sekwencjonowanie
prowadzono z zastosowaniem profilu temperaturowego:
96°C/10's, 50°C/5 s160°C/2 min przez 25 cykli. Produkty
sekwencjonowania analizowano z zastosowaniem anali-
zatora genetycznego ABI 3100 i zestawu kapilar o dhu-
gosci 36 cm (szybki modut elektroforezy). Uzyskane wy-
niki sekwencjonowania analizowano z zastosowaniem
oprogramowania ABI Prism, wersja 3.7.

2.4. Analizy filogenetyczne i statystyczne

Sekwencje uzyskane dla badanych osobnikow, sek-
wencjg referencyjna z bazy danych GenBank oraz odpo-
wiednia wstawke¢ z DNA jadrowego charakterystyczna
dla kotéw zlozono z zastosowaniem programu Clu-
stalX [6]. Przeprowadzone analizy z zakresu filogenetyki
i ewolucji molekularnej przeprowadzono, stosujac pro-
gram MEGA, wersja 2.1 [9]. Do utworzenia drzewa fi-
logenetycznego metoda przylaczania sasiada z zastoso-
waniem programu MEGA wybrano dwuparametryczny
model Kimury, ktoéry zaktada roéznice w tempie zmian
typu tranzycje i transwersje. Dystanse genetyczne pomig-
dzy poszczegdlnymi parami taksonomicznymi oszaco-
wano z zastosowaniem tego samego modelu. Analiz¢
zmiennosci nukleotydowej przeprowadzono, uzywajac
pakietu programow DnaSP, wersja 3.95 [17]. Zmiennos¢
wewnatrzgatunkowa zostata opisana jako zréznicowanie
nukleotydéw 1 — $rednia liczba réznic nukleotydowych
pomigdzy dwiema sekwencjami. Frekwencje haplotypow
charakterystyczne dla dwoch populacji kota domowego
poréwnano za pomoca testu . W zwiazku z niewielka
liczba probek pochodzacych od zbikdéw nie przeprowa-
dzono analiz pomigdzy gatunkami. Zmienno$¢ genetycz-
na charakteryzujaca badany fragment DNA byla osza-
cowana za pomoca wzoru D = z p}, gdzie p — czestosci
obserwowanych haplotypow [7].

3. Wiyniki i ich dyskusja

Celem niniejszej pracy byla ocena poziomu zmien-
nosci fragmentu regionu kontrolnego mitochondrialnego
DNA kota domowego oraz oszacowanie mozliwos$ci za-
stosowania analizy sekwencji tego markera do réznico-
wania kota domowego i zbika. Tabela I przedstawia dane
na temat polimorficznych pozycji oznaczonych w bada-
nym lokus. Numery pozycji nukleotydowych okreslono
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wzgledem referencyjnej sekwencji opublikowanej w ba-
zie GenBank. Zaprojektowane startery reakcji PCR nie
pozwalaty na amplifikacje probek pochodzacych od ko-
tow perskich oraz syjamskich (5 osobnikow). Prawidto-
we produkty PCR uzyskiwano dla zbika. Utworzone me-
toda przylaczania sasiada drzewo filogenetyczne posiada
dwa odrgbne klady. W jednym z nich znalazly si¢ obyd-
wa haplotypy nalezace do zbikéw. W zwiazku z ryzy-
kiem amplifikacji jadrowej wstawki mitochondrialnego
DNA (tzw. nuclear mitochondrial DNA — Numt), ktéra
zostata opisana dla gatunku kota na chromosomie D2 [10],
dokonano réwniez porownania z odpowiadajaca temu re-
gionowi DNA sekwencja uzyskang z bazy GenBank
(nr referencyjny U20754.1). Pozycja zajmowana przez
sekwencje DNA Numt na drzewie filogenetycznym oraz
warto$¢ tzw. minimalnego dystansu Kimury znacznie
wigksza niz maksymalny dystans pomigdzy uzyskanymi
sekwencjami DNA (odpowiednio 0,0484 1 0,0203) wska-
zuja, ze analizowany fragment DNA jest w rzeczywis-
tosci fragmentem regionu kontrolnego mitochondrial-
nego DNA (rycina 1).

W analizowanej populacji kotow stwierdzono obec-
no$¢ 10 roznych haplotypow (rycina 1). Dla gatunku Fe-
lis catus wykazano obecno$¢ 10 polimorficznych pozycji
nukleotydowych (nie stwierdzono obecnosci insercji, ani
delecji), w tym 9 tranzycji i jedna transwersje T <> A (ta-
bela I).

Dystans Kimury pomigdzy sekwencjami zawierat si¢
pomigdzy 0,0033 (1 podstawienie) a 0,0203 (6 podsta-
wien). Co ciekawe, badania nie ujawnity haplotypu zgod-
nego z haplotypem charakterystycznym dla sekwencji
referencyjnej. Najczgstszy haplotyp mitochondrialnego
DNA oznaczony dla badanych probek (H1) réznit sig
wzgledem sekwencji referencyjnej w 5 pozycjach nu-
kleotydowych (tabela I). Czgsto$¢ haplotypu H1 byla
rownie wysoka dla populacji kotow z rejonu Krakowa
(76%), jak i dla populacji z rejonu parku krajobrazowego
Pogorza Przemyskiego (71%). Czgsto$¢ tego haplotypu
nie roznita si¢ znaczaco pomiedzy dwoma badanymi re-
jonami geograficznymi (3 = 1,47, p = 0,23 — wartos¢ li-
czona wzgledem pozostatych haplotypow). Dane na te-
mat zmienno$ci genetycznej charakterystycznej dla ba-
danych populacji kota zebrano w tabeli II. Uzyskane wy-
niki wskazuja, ze zmienno$¢ analizowanego fragmentu
mitochondrialnego DNA jest niska. Wykazano obecnos¢
jednego bardzo czgstego oraz dziewie¢ rzadkich haplo-
typow (tabela I). Wartos¢ wspolczynnika zmiennosci ge-
netycznej dla badanego markera byta réwna D = 0,43.

Analiza sekwencji DNA zbikow z krakowskiego
ogrodu zoologicznego wykazata obecnos¢ takiego sa-
mego haplotypu (H8) w obu prébkach, co potwierdzito
pokrewienstwo pomigdzy dwoma osobnikami. Probki
pochodzace od dwoch zbikdéw z regionu Pogorza Prze-
myskiego (od osobnika zabitego na drodze oraz z czasz-
ki) posiadaly haplotyp H3, ktéry byt rowniez obserwo-

wany u 2 kotéw domowych z populacji krakowskiej oraz
u | osobnika z rejonu Pogoérza Przemyskiego (tabela I).
Poddane analizie prébki pochodzace od zbikéw miaty
rzadkie haplotypy; nalezy jednak pamigta¢, ze mata licz-
ba analizowanych prébek nie pozwala na wyciagnigcie
wiarygodnych wnioskoéw. Haplotyp oznaczony jako H8
jest specyficzny dla zbikoéw z krakowskiego ogrodu zoo-
logicznego. Dwa haplotypy, jeden unikatowy dla zbikow
(HS8), a drugi charakterystyczny dla zbikow i kotow do-
mowych (H3), r6znia si¢ w zaledwie dwodch pozycjach
nukleotydowych. Jak wynika z drzewa filogenetycznego
(rycina 1), haplotypy te posiadaja wspdlna, ewolucyjnie
bliska sekwencje DNA.

Badania nad zmienno$cia genetyczna zbika i kota do-
mowego doprowadzily do sprzecznych wynikéw. Nie-
ktorzy autorzy, polegajac na danych z analizy mikro-
satelitarnego DNA, sugeruja, ze wspolczesna szkocka
populacja zbikéw stanowi wynik trwajacego wiele lat
krzyzowania si¢ pomigdzy zbikami a dziko zyjacymi ko-
tami domowymi, co sprawia, ze nie jest mozliwe opraco-
wanie testu genetycznego pozwalajacego na réznicowa-
nie tych dwoch gatunkow [1, 2]. Dane opublikowane
przez innych autoré6w wskazuja z kolei, ze z jednym
wyjatkiem haplotypy mitochondrialnego DNA sa catko-
wicie specyficzne dla gatunku zbika i kota domowe-
go [16]. Rowniez dane uzyskane dla markerow STR
wskazuja, ze te dwa gatunki moga by¢ identyfikowane za
pomoca testow genetycznych [16].

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze zmienno$¢ ge-
netyczna charakterystyczna dla analizowanego frag-
mentu regionu kontrolnego mtDNA jest niska. Anali-
zowane probki zbikow posiadaty rzadkie (H3) lub unika-
towe haplotypy (HS). Haplotypy te zlokalizowane sa we
wspolnym kladzie w utworzonym drzewie filogenetycz-
nym. Mozliwos¢ réznicowania zbikow oraz mieszancow
zbika i1 kota domowego poprzez zastosowanie analizo-
wanego fragmentu mitochondrialnego DNA powinno
podlega¢ dalszym badaniom wigkszej liczby probek po-
chodzacych od zbikow. Analizujac dotychczas opubliko-
wane dane, nalezy stwierdzi¢, ze w celu wiarygodnego
réznicowania tych dwoch gatunkow zwierzat nalezatoby
poszerzy¢ obszar analizy mitochondrialnego DNA, jak
réwniez siggna¢ po dodatkowe markery DNA jadrowego
(np. STR). Jak wykazano, opracowana metoda jest wy-
starczajaco czula, aby umozliwi¢ analizg pojedynczego
zgba, a zatem mozliwe jest jej zastosowanie do analizy
materiatu o charakterze muzealnym. Pozwoli to na do-
konanie poréwnania pomig¢dzy wspolczesnym i przesztym
poziomem zmienno$ci w analizowanym lokus. Niniejsza
praca prezentuje wstgpne dane, natomiast w celu uzys-
kania pelnego ,,obrazu genetycznego” polskich zbikow
konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan.
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Podziekowania

Autorzy sktadaja podzigkowania wszystkim, ktérzy pomog-
li w zbieraniu probek dla potrzeb przeprowadzonych badan.
Szczegdlne wyrazy wdzigeznosci za udost¢pnienie ma-
teriatu pochodzacego od zbikoéw kierowane sa do dyrekcji
Ogrodu Zoologicznego w Krakowie.
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