
1. In tro duc tion              *            

Wild life fo ren sics is a new and fast de vel op ing area 
in fo ren sic sci ence. Typ i cal phys i cal ev i dence that is
sub jected to anal y sis by wild life fo ren sic lab o ra to ries
usu ally co mes from il le gal hunt ing and smug gling of
prod ucts of an i mal or i gin as well as other crimes
against an i mals. The United Na tions Con ven tion on
In ter na tional Trade in En dan gered Spe cies (CITES)
ob li gates the jus tice sys tem to pro tect en dan gered spe -
cies. How ever, a fun da men tal prob lem linked to wild -
life fo ren sic stud ies is that a wide range of iden -
tification mark ers com pat i ble with many dif fer ent spe -

cies is needed. More over, some times it is nec es sary to
dis tin guish be tween closely re lated spe cies such as
wolf and dog or cat and wild cat. The re sults of re search 
that has been con ducted on one en dan gered spe cies –
the Eu ro pean wild cat show that one of the sig nif i cant
threats to the wild cat is hy bridi sa tion with the do mes -
tic cat (Felis catus L.) [1, 3, 13, 16]. More over, the ex -
is tence of “pure” wild cats is of ten ques tioned. Some
re search ers sug gest that wild cats and do mes tic cats
had lived in sympatry for thou sands of years be fore the 
spe cies was de scribed by Schreber in 1775 [1]. There -
fore, it is pos si ble that introgression oc curred a long
time ago in the spe cies his tory. Sumiñski sug gested,
on the ba sis of mor pho log i cal and bi o log i cal fea tures
that pure-blood wild cats no lon ger ex ist in Eu rope, and 
thus pres ent pop u la tions con sist only of do mes tic cat-
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wild cat hy brids [20, 21]. It has been shown, how ever,
that anal y sis of mor pho log i cal fea tures is not a re li able 
tool for wild cat/do mes tic cat dif fer en ti a tion [1, 3, 20].
Re cently, Randi et al. found that wild and do mes tic
cats liv ing in It aly can be ge net i cally dis tin guished and 
there is only a lim ited gene flow be tween sympatric
pop u la tions of the do mes tic cat and wild cat [1].

In Po land, the spe cies has been pro tected since
1952, but it is still con sid ered a threat ened spe cies and
in cluded in the Pol ish Red Data Book of An i mals [24]. 
In a sur vey car ried out re cently in Po land by Okarma
et al. the oc cur rence of a pu ta tive wild cat was con -
firmed only for the Bieszczady Moun tains, Pogórze
Prze myskie, and Beskid Niski Moun tains [14].

Tak ing into con sid er ation the above in for ma tion,
a de tailed study of the ge netic vari a tion within and be -
tween wild and do mes tic cats liv ing in Po land is very
im por tant for wild cat con ser va tion. This pa per pres -
ents pre lim i nary re sults of the re search con ducted.

Mi to chon drial DNA (mtDNA) has been widely
used as a ge netic marker in pop u la tion and evo lu tion -
ary stud ies [e.g. 4, 15, 23]. Anal y sis of the fast evolv -
ing con trol re gion (CR) of mtDNA is par tic u larly
use ful when closely re lated spe cies are stud ied [22].
It is known, how ever, that the un am big u ous se quenc -
ing of the most vari able HV1 seg ment in felids may be
ex tremely dif fi cult due to re pet i tive se quences which
are re spon si ble for high heteroplasmy as re ported by
[4, 5]. The main ob jec tive of the pres ent study was to
as sess mo lec u lar ge netic vari a tion in the Felis catus
spe cies us ing a por tion of mtDNA con trol re gion se -
quence ex clud ing trou ble some re pet i tive mo tifs. The
pos si ble ap pli ca tion of the method to wild cat and do -
mes tic cat dif fer en ti a tion use ful in wild life fo ren sic
stud ies is also dis cussed.

2. Ma te ri als and meth ods

2.1. Sam ples

We ana lysed sam ples from 58 do mes tic cats: from
29 in di vid u als from the Krakow area and its sur round -
ings col lected in vet er i nary prac tices and from 29 an i -
mals be long ing to in hab it ants of the area of Pogórze
Przemyskie and Beskid Niski. We also ana lysed blood
sam ples and hairs col lected from two wild cats liv ing
in Krakow Zoo (two male sib lings, 3 years old), from
one road killed wild cat (the an i mal had pre vi ously
been caught and ra dio-col lared), and one bone sam ple
(tooth) from the Pogórze Przemyskie re gion. We also
col lected more sam ples from wild cat pelts, but due ei -
ther to DNA ex trac tion prob lems or con tam i na tion

with other DNAs, these data are not pre sented in this
pa per. DNA was ex tracted from blood, sa liva, soft tis -
sues, an i mal hairs and bone us ing the stan dard or ganic
method [18]. Bone was crushed in liq uid ni tro gen us -
ing Freezer Mill 6750 ap pa ra tus (Glen Creston, UK).
Sam ples were sub jected to over night di ges tion in 10 mM
Tris-HCl (pH 8.0), 100 mM NaCl, 10 mM EDTA,
2% SDS, 39 mM DTT, 0.5 mg/ml proteinase K, fol -
lowed by dou ble phe nol-chlo ro form-isoamyl al co hol
ex trac tion. DNA was quan ti fied us ing a fluorimetric
dye, PicoGreen (Mo lec u lar Probes, Neth er lands), and
Fluoroskan As cent FL ap pa ra tus (Labsystems, Fin -
land). Sam ples with a small amount of ge netic ma te rial 
were ad di tion ally con cen trated on Microcon 100
(Milli pore, USA) con cen tra tors.

2.2. DNA amplification

Us ing a se quence pub lished in the GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov; Ref. No. NC 001700) [10],
we de signed the fol low ing prim ers span ning a 277 bp
frag ment of the con trol re gion and a 34 bp frag ment of
gene cod ing proline t-RNA (be tween po si tions 589
and 889 ac cord ing to the ref er ence se quence): 
– primer 1:

5’ – CACGCGAACGCTTTAATTTAAG – 3’;
– primer 2:

5’ – TAGGCATTTTCAGTGCCTTGC – 3’.
The PCR re ac tion mix ture was made up of 1.25 U

Taq poly mer ase, 200 mM dNTP, 1.25 mM of each of
the prim ers, 2.0 ml 10 ´ con cen trated PCR buffer,
1.5 mM MgCl2 (Fermentas, Lith u a nia or Promega,
USA) and usu ally 1-10 ng of DNA for 20 ml re ac tions.

Am pli fi ca tions were per formed in a GenAmp 9700 
thermocycler (Applera). The re ac tion con di tions were
as fol lows: 2 min at 94oC – ini tial de na tur ation, 32 cy -
cles of 20 s at 94oC, 30 s at 58oC, 40 s at 72oC and fi nal
elon ga tion step for 10 min at 72oC. In the case of sam -
ples con tain ing low amounts of DNA the num ber of
cy cles was in creased to 36. The PCR prod ucts were
ver i fied by stan dard agarose gel elec tro pho re sis in
TBE buffer.

2.3. DNA sequencing

Am pli fi ca tion prod ucts were pu ri fied us ing a Qia -
gen PCR Pu ri fi ca tion Kit (Qiagen, Ger many) ac cord -
ing to the man u fac turer’s in struc tions. Se quenc ing re -
ac tions were per formed in a GenAmp 9700 thermo-
cycler (Applera) us ing the BigDye Ter mi na tor Cy cle
Se quenc ing Kit v. 1.1 (Ap plied Biosystems, UK).
5 ´ Se quenc ing Buffer (Ap plied Biosystems, USA)
was used for di lu tion of the BigDye Ter mi na tor Ready
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Re ac tion Pre mix. The re ac tion mix ture con sisted of
4 ml Ready Re ac tion Pre mix, 2 ml of 5 ´ se quenc ing
buffer, 3.2 pmol of PCR primer and about 30 ng of
PCR prod ucts. Se quenc ing re ac tions were per formed
at 96oC for 10 s, 50oC for 5 s and 60°C for 2 min for
25 cy cles. The se quenc ing prod ucts were ana lysed
with an ABI 3100 cap il lary ge netic analyser us ing
a 36 cm long cap il lary set (rapid run mod ule). The se -
quenc ing data were ana lysed with ABI Prism DNA se -
quenc ing anal y sis soft ware ver sion 3.7.

2.4. Phylo gen etic analyses and statistics

Con sen sus se quences of all in di vid u als, the Gen-
Bank ref er ence se quence and the se quence of nu clear
in sert oc cur ring in cats were aligned us ing the
ClustalX pro gram [6]. Phylo gen etic and mo lec u lar
evo lu tion ary anal y ses were con ducted us ing MEGA
ver sion 2.1 [9]. A phylo gen etic neigh bour-join ing tree
was gen er ated by the MEGA pro gram and with Ki-
mura’s two-pa ram e ter model, which as sumes dif fer -
ences in tran si tion/transversion rate. Ge netic dis tances 
be tween all pairs of taxa were estimated using the
same model.

Anal y ses of nu cle o tide vari a tion were per formed
with the DnaSP, ver. 3.95 pack age [17]. Vari a tion
within a spe cies was de scribed as nu cle o tide di ver sity
p the av er age num ber of nu cle o tide dif fer ences be -

tween two se quences. Haplotype fre quen cies be tween
the two pop u la tions of do mes tic cat were com pared
with the c2 test. Due to the small num ber of wild cat
sam ples no interspecific anal y ses were per formed. Ge -
netic di ver sity for the ana lysed frag ment was cal cu -
lated ac cord ing to D pi= - å1 2, where p – frequen-
cies of the ob served haplotypes [7].

3. Re sults and discussion

The ob jec tive of this work was to eval u ate the level 
of vari a tion within a frag ment of the con trol re gion of
mi to chon drial DNA char ac ter is tic for the do mes tic cat
as well as to as sess the pos si bil ity of dif fer en ti a tion be -
tween do mes tic cats and wild cats by means of se -
quence anal y sis of this marker. Ta ble I gives a sum -
mary of the poly mor phism in the lo cus stud ied. Site
num bers re fer to the ref er ence se quence pub lished in
GenBank. The set of prim ers used in the study failed to 
am plify DNA of cats be long ing to Per sian and
Siamese breeds (5 in di vid u als). The ap pro pri ate PCR
prod ucts are, how ever, gen er ated from wild cat DNA.
The con structed neigh bour-join ing tree re veals two
dis tinct clades, one of which in cludes both ana lysed
wild cat haplotypes. Be cause there was a risk of am pli -
fi ca tion of the nu clear in sert of mi to chon drial DNA
which was re ported to oc cur on chro mo some D2 in
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TA BLE 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
individuals

Poly morp hic si tes

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

H1 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 . . . .

H5 1 . . A C C C . . . C . A . .

H6 1 . G A C C C . . . C . . G .

H7 1 . . A C C C . A . C . . . .

H8 0 + 1 (wildcat) . . A . C . . . . C . . . T

H9 1 . . A . C . . . . C . . . .

H10 1 . . A C C C . . . C C . . .

H11 1 . . A C C C C . . C . . . .



cats [10], we com pared our re sults with its se quence
ob tained from GenBank (Ref. no. U20754.1). The po -
si tion of NuMt on the phylo gen etic tree as well as min -
i mum Kimura’s dis tance much greater than the
max i mum dis tance be tween ob tained se quences
(0.0484 and 0.0203 re spec tively) clearly indicate that
the analysed fragment is in fact the mitochondrial
control region (Figure 1).

Among ana lysed do mes tic cats we found 10 dif fer -
ent haplotypes (Fig ure 1). In Felis catus there were
10 nu cle o tide poly mor phic sites (no indels) with
9 tran si tions and one transversion T « A (Ta ble I).
The Kimura dis tance be tween se quences ranged from
0.0033 (1 sub sti tu tion) to 0.0203 (6 sub sti tu tions). In -
ter est ingly, our study did not re veal a haplotype iden ti -
cal with the ref er ence se quence. The most com mon
mi to chon drial haplotype (H1) in the ana lysed part of
mtDNA dif fers from the ref er ence se quence in 5 nu -
cle o tide po si tions (Ta ble I).

The fre quency of haplotype H1 was sim i larly high
for do mes tic cats from the Krakow area (76%) and for
do mes tic cats from the Pogórze Przemyskie Land -
scape Park re gion (71%). The fre quency of this
haplotype did not dif fer sig nif i cantly be tween the two
study ar eas (c2 = 1.47, p = 0.23 - value cal cu lated
against other haplotypes). The sum mary of vari a tion

within do mes tic cats pop u la tions is pre sented in Ta -
ble II. Our re sults in di cate that there is a low vari a tion
among cats within the ana lysed mi to chon drial frag -
ment, with one very com mon and nine rare haplotypes
(Ta ble I). The cal cu lated ge netic di ver sity of the marker
equals D = 0.43. 

Se quence anal y sis of the wild cats from Krakow
Zoo re vealed an iden ti cal haplotype (H8) in both sam -
ples, con firm ing the re la tion be tween the two in di vid -
u als. Sam ples from Pogórze Przemyskie – both the
road-killed wild cat and the skull sam ple - pos sessed
haplotype H3, which was also ob served for 2 do mes tic
cats from the Krakow area and 1 in di vid ual from the
Pogórze Przemyskie re gion (Ta ble I). The ana lysed
sam ples col lected from wild cats had rare haplotypes;
how ever, we are aware that the very low num ber of
ana lysed sam ples does not al low us to draw re li able
con clu sions. The haplotype iden ti fied as H8 is char ac -
ter is tic ex clu sively of wild cats from Krakow Zoo. The
two haplotypes, one unique to wild cats (H8) and one
to wild and do mes tic cats (H3), dif fer in two nu cle o -
tide po si tions, which in di cates their com mon and close 
evo lu tion ary ancestor sequence, as shown on the
phylogenetic tree (Figure 1).

Re search into ge netic dif fer en ti a tion of wild and
do mes tic cats has yielded con flict ing re sults. Daniels
et al. and Beau mont et al., on the ba sis of microsatellite 
data, sug gest that the con tem po rary Scot tish pop u la -
tion of wild cats is a re sult of long-term in ter breed ing
be tween wild cats and fe ral do mes tic cats, there fore no
di ag nos tic test of a true wild cat based on ge netic data
can be pro posed [1, 2]. Con versely, ac cord ing to data
pub lished by Randi et al. (2001), all mtDNA haplo-
types, with one sin gle ex cep tion char ac ter is tic for
wild cats and do mes tic cats in It aly, are com pletely
sep a rate for these two spe cies. Data pre sented by
Randi et al. for STR mark ers sup port the sug ges tion
that wild and do mes tic cat species can be identified
using genetic markers [16].

To con clude, the se quence vari a tion de ter mined in
the ana lysed part of the CR char ac ter is ing do mes tic
cats is low. The ana lysed sam ples col lected from wild
cats re vealed rare (H3) or unique (H8) haplotypes.
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TA BLE II. A SUMMARY OF VARIATION WITHIN DOMESTIC CAT POPULATIONS

Population No. of samples 
analysed

No. of
haplotypes

Haplotype
diversity

p

Kraków and surroundings 24 6 0.500 0.0039

Pogórze and Beskid Niski Mountains 29 7 0.429 0.0034

All 53 10 0.457 0.0036

Fig. 1. Neigh bour-join ing tree of do mes tic and wild cat
haplotypes based on 301 bp mtDNA frag ment (277 bp of the
con trol re gion and 34 bp frag ment of a gene for t-RNA Pro).
Lo ca tion of wild cat haplotypes is in di cated by an as ter isk.



These haplotypes are in cluded in the com mon clade in
the con structed phylo gen etic tree. Eval u a tion of wild -
cats and their hy brids with do mes tic cats us ing the
pres ent mi to chon drial marker should be ver i fied by
fur ther stud ies cov er ing a wider pop u la tion of wild -
cats. On the ba sis of data pub lished thus far, one could
draw a con clu sion that in or der to dis tin guish be tween
the two spe cies more re li ably, there is a need to ex pand 
the ana lysed mtDNA se quence as well as to study ad -
di tional nu clear mark ers (e.g. STR). We showed, how -
ever, that the method is sen si tive enough to en able
anal y sis of a sin gle tooth, hence the de scribed meth od -
ol ogy can be ap plied to ma te rial ac ces si ble in mu se -
ums and we will be able to com pare pres ent and past
vari a tions in this lo cus. As this pa per pres ents only
pre lim i nary data, fur ther anal y sis and research must be 
performed in order to assess the “genetic picture” of
Polish wildcats.
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1. Wst êp           *      

Ba dan ia s¹dowe pro wad zone w celu ochrony przy -
rody to nowa, szyb ko roz wij aj¹ca siê dzie dzina wie dzy,
w³¹cza na do sze roko ro zum iany ch nauk s¹do wych. Ty -
powy ma ter ia³ do wod owy pod leg aj¹cy ba dan iom w la -
bor ato ria ch s¹do wych powo³anych dla po trzeb ochrony
przy rody za zwyc zaj po chod zi z nie leg alny ch pol owañ,
han dlu pro dukt ami po chod zenia zw ierz êcego lub te¿ z in -
nego typu pr zes têpstw wo bec zwierz¹t. Fir mow ane przez 
Organizacjê Narodów Zjed noc zony ch po roz umi enie
w spra wie miêd zynarodowego han dlu to war ami po cho -
dz¹ cymi z ga tunków za gro¿onych nak³ada na wy miar spra -
wi edliwoœci obo wi¹zek ochrony gatunk ów zagro ¿ onych.
Pod staw owa tru dnoœæ bad añ pro wad zony ch w celu ochr o -
ny przy rody zwi¹zana jest z koni ecz noœci¹ sto sow ania
wie lu mar kerów ident yfi kac yjn ych spe cyf iczny ch dla
od mienn ych ga tunków ro œlin i zwierz¹t. Po nadto nie -
rzadko ist nieje po trzeba ró ¿nico wania po miêdzy  gatun -
ka mi o du ¿ym stop niu pokr ewieñstwa, jak na przyk³ad
wilk i pies czy te¿ kot i ¿bik. Wy niki ba dañ  przeprowa -
dzo nych nad jed nym z gat unków zag ro¿onych –  ¿bi -
kiem – po kaz uj¹, ¿e jed nym z istotn ych zagro¿ eñ dla tego 
ga tunku jest hy bryd yza cja jego przed staw ici eli z ko tem
do mow ym (Fe lis ca tus L.) [1, 3, 13, 16]. Ist nien ie „ czys -
tych” ge net ycznie ¿b ików jest pod daw ane w w¹tpl iwo œæ.
Nie któ rzy wska zuj¹, ¿e ¿biki i koty do mowe ¿y³y obok
sie bie przez tysi¹ce lat, za nim ga tun ek ¿b ika zo sta³ opis a -
ny przez Schre bera w 1775 roku [1]. Nie wyk lucz one za -
tem, ¿e do przep³ywu genów pomiêdzy tymi dwo ma
ga tunk ami zwierz¹t dosz³o bar dzo daw no temu. Sum iñ -
ski, opier aj¹c siê na da nych mor fol ogi cznych oraz ce -
chach bio log iczny ch, su ger owa³, ¿e w Eu rop ie nie ma
czy stej krwi ¿bi ków, a obecne po pul acje sk³adaj¹ siê
z hy bryd kota do mow ego i ¿b ika [20, 21]. Jed nak z dru -
giej stro ny udow odni ono, ¿e anal iza cech mor fol ogi cz -
nych nie jest wia ryg odnym nar zêd ziem do ró¿ nic owan ia
¿bi ka i kota [1, 3, 20]. Ostatn io Ran di i in. stwier dzili, ¿e
¿biki i koty ¿yj¹ce na te ren ie W³och mog¹ byæ ró ¿ni -
cowane za po moc¹ te stów ge net yczny ch. W swo jej pra cy 
wy kaz ali, ¿e przep³yw genów pomiêdzy zaj muj¹cymi te
same te reny po pul acj ami ¿b ika i kota do mow ego na le¿y
uz naæ za nie znaczny [1].

W Pol sce ga tun ek ¿b ika jest pod ochron¹ od 1952 ro -
ku, ale mimo to wci¹¿ jest uznaw any za ga tun ek zagro ¿o -
ny, umieszc zony w Pol skiej Czer won ej Ksiê dze Zwie -
rz¹t [24]. Nie dawno prze prow adz one ba dan ia wy kaza³y,
¿e wy stê powanie do mniem any ch przed staw ici eli ga tun -
ku ¿b ika ogran icz one jest do teren ów Biesz czad, Pogór za 
Prze mys kiego oraz Be skidu Ni skiego [14]. Maj¹c na
 wzglê dzie po wy¿sze dane, wy daje siê, ¿e dla ochrony
¿bika istotne zna czen ie po siad aj¹ sz czegó³owe ba dan ia
nad zm ien noœci¹ ge net yczn¹ w ob rêb ie ga tun ków ¿b ika
i kota do mow ego, za mieszk uj¹cych te reny Pol ski. Ni -
niejs za pra ca przed staw ia wstêp ne wy niki ba dañ po djê -
tych nad tym za gadn ieni em.

Mi toc hondr ialny DNA jest sze roko sto sow any w cha -
rakt erze mar kera ge net yczne go w ba dan iach po pul acy j -
nych i nad ewol ucj¹ gatu nków [4, 15, 23]. W ba dan iach
nad ga tunk ami bli sko spo krewn iony mi szc zegól nie u¿y -
teczna jest anal iza re gionu kon trol ne go (CR) mtD NA,
któ ry pod lega szc zeg ólnie szyb kiej ewol ucji [22]. Wia -
domo jed nak, ¿e uzys kanie se kwenc ji DNA dla  najbar -
dziej zmien nego seg mentu HV1 mtD NA kot ów mo¿e
byæ spr awiaæ ogromne trudno œci w zwi¹zku z obecno œci¹ 
se kwenc ji po wtar zalny ch, od pow iedz ialnych za opis y -
wan¹ w li ter atu rze znaczn¹ heteroplazmiê [4, 5]. Pod -
staw owym ce lem pra cy by³o wiêc oszac owa nie zmien -
noœci ge net ycznej frag mentu re gionu kon trol ne go
mtDNA (z wy³¹cze niem pro blem aty cznych reg ionów po -
wtar zalny ch) cha rakt ery sty cznej dla ga tunku Fe lis ca tus.
Prze dysk uto wany zo sta³ ró wnie¿ pro blem za stos owa nia
tej me tody anal izy w ba dan iach nad ochron¹ przy rody do
ró¿n ico wania osob nik ów nale¿¹cych do dwóch gatu n -
ków – ¿bika i kota do mow ego.

2. Ma ter ia³y i me tody

2.1. Pr óbki

Ba dan iu pod dano 58 oso bni ków nal e¿¹cych do ga -
tunku kota do mow ego: 29 ko tów z re gionu Kra kowa
i okol ic (prób ki ze brano w zak³ad ach we ter yna ryj nych)
i 29 zwierz¹t nale¿¹cych do mieszkañców Pogórza Prze -
mys kiego i Be skidu Ni skiego. Anal izie pod dano rów nie¿
pró bki krwi i sie rœæ po bran¹ od dw óch ¿b ików z  krakow -
skiego ogrodu zoo log iczne go (3-let nie rod zeñstwo p³ci
mês kiej), od ¿bi ka za bit ego na dro dze (zwi erzê by³o
 wczeœ niej z³apane i œled zone za po moc¹ od biorn ika ra -
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diow ego) oraz jedn¹ pr óbkê kostn¹ (z¹b) od osobn ika
z re gionu Po górza Prze mys kiego. Ze brano ró wnie¿ pr ób -
ki z fu ter ¿b ików, lecz w zwi¹zku z pro blem ami z eks -
trakcj¹ DNA lub praw dop odo bn¹ kon tam ina cj¹ wspó ³czes-
nym DNA, dane te nie zo sta³y za prez ento wane w  ni niej -
s zej pra cy. Izo lacjê DNA z krwi, œli ny, tka nek miê kkich,
sie rœci i zêb ów pro wad zono z za stos owa niem stan dard o -
wej me tody or gan icznej [18]. Tk ankê kostn¹ kru szono
w cie k ³ym azoc ie z za stos owa niem apar atu  Fre e z er
Mill 6750 (Glen Cre ston, Wiel ka Bry tan ia). Pró b ki pod -
daw ano ca ³o nocn emu tra wien iu w bu for ze o sk³adzie:
10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 
2% SDS, 39 mM DTT, 0,5 mg/ml pro tei na zy K, a nas -
têpnie pod wój nej eks trakc ji mie szan in¹ fe nol- chlo ro-
 form-al koh ol izoa mylo wy. Po miar st ê¿enia DNA pro -
wad zono z  zastosowaniem barw nika flu orym etr ycznego
Pi coG reen (Mo le c ular Pro bes, Ho land ia) i apar atu Flu oro -
s can Ascent FL (Lab syst ems, Fin land ia). Pró bki za wier a -
j¹ce ni skie st ê ¿enia DNA by³y do datk owo za gêsz cza ne
na  kolumien kach Micro con 100 (Mil lip ore, Sta ny  Zjed -
no czo ne).

2.2. Am plif ika cja DNA

Star tery re akc ji PCR po zwal aj¹ce na am plif ikacjê fra g -
mentu re gionu kon trol ne go o d³ugo œci 277 pz i frag mentu 
genu ko duj¹cego t-RNA dla pro liny o d³ugo œci 34 pz za -
proj ekto wano w oparc iu o sekwe ncjê opub liko wan¹
w ba zie Gen Bank (www.ncbi.nlm.nih.gov) o nu mer ze re -
fer ency jnym NC 001700 (frag ment pomi êdzy po zyc jami
589 a 889 zgod nie z se kwencj¹ re fer ency jn¹) [10]. Se k -
wenc je st arter ów by³y na stêpuj¹ce:
– starter 1: 5’ – CACGCGAACGCTTTAATTTAAG – 3’;
– starter 2: 5’ – TAGGCATTTTCAGTGCCTTGC – 3’.

Mie szan ina re akc yjna z³o¿ ona by³a z 1,25 U Taq po -
lim era zy, 200 mM dNTP, 1,25 mM ka ¿de go z st art erów,
2,0 ml 10 ´ st ê¿o nego bu foru do PCR, 1,5 mM MgCl2

(Fer ment as, Li twa lub Pro mega, Sta ny Zjed czone) i za -
zwyc zaj 1-10 ng ma tryc owe go DNA w ca³ko wit ej  objê -
toœci 20 ml. Re akc je PCR pro wad zono w ter moc ykl erze
Ge nAmp 9700 fir my Ap plera. Sto sow ano nas têp uj¹ce
wa runki am plif ika cji: 2 min/94oC – de nat ura cja ws têp na,
32 cy kle: 20 s/94oC, 30 s/58oC, 40 s/72oC i wyd³u¿ anie
ko ñcowe 10 min/72oC. W przy padku prób ek za wier a -
j¹cych ni skie st ê¿enia DNA li czbê cy kli re akc ji PCR pod -
nos zono do 36. Pro dukty PCR spraw dzano po przez stan -
dar dow¹ ele ktroforezê w ¿el ach agar ozo wych i bu for ze
TBE.

2.3. Se kwenc jono wan ie DNA

Pro dukty am plif ika cji oczyszc zano z za stos owa niem
ze stawu Qia gen PCR Pu rif ica tion Kit (Qia gen, Niem cy)
zgod nie z pro toko³em do starc zonym przez pro duc enta.
Re akc je se kwenc jono wan ia pro wad zono w ter moc ykl e -

rze Ge nAmp 9700 (Ap plera), sto suj¹c ze staw Big Dye
Ter min ator Cyc le Sequ enc ing Kit v. 1.1 (Ap plied Bio -
syst ems, Wiel ka Bry tan ia). Bu for ro zcieñczaj¹cy (5 ́  bu -
for do se kwenc jono wan ia) sto sow ano w celu roz cieñ-
cze nia mie szan iny se kwenc yjnej (Big Dye Ter min ator
Re ady Re act ion Pre mix). Mie szan ina re akc yjna z³o¿ ona
by ³a z 4 ml mie szan iny se kwenc yjnej, 2 ml bu foru roz -
cieñ czaj¹cego, 3,2 pmo le star tera re akc ji PCR i oko³o
30 ng oczyszc zone go pro duktu PCR. Se kwenc jono wan ie 
pro wad zono z za stos owa niem pro filu tem per atu row ego:
96oC/10 s, 50oC/5 s i 60oC/2 min przez 25 cy kli. Pro dukty 
se kwenc jono wan ia anal izo wano z za stos owa niem anal i -
za tora ge net yczne go ABI 3100 i ze stawu ka pil ar o  d³u-
 goœ ci 36 cm (szyb ki modu³ elekt rofo rezy). Uzys kane wy -
niki se kwenc jono wan ia anal izo wano z za stos owa niem
oprog ramo wan ia ABI Prism, wer sja 3.7.

2.4. Anal izy fi log ene tyc zne i sta tys tyczne

Se kwenc je uzys kane dla ba dan ych os obn ików, se k -
we ncjê re fer ency jn¹ z bazy da nych Gen Bank oraz od po -
w ied ni¹ ws taw kê z DNA j¹dro wego cha rakt ery sty czn¹
dla kot ów z³o¿o no z za stos owa niem pro gramu Clu -
stalX [6]. Prze prow adz one anal izy z za kresu fi log ene tyki 
i ewol ucji mo lek ula rnej prze prow adz ono, sto suj¹c pro -
gram MEGA, wer sja 2.1 [9]. Do utwor zenia drze wa fi -
log ene tyc znego me tod¹ przy³¹cza nia s¹sia da z za sto so-
wa niem pro gramu MEGA wy brano dwu par ame try czny
mo del Ki mury, kt óry zak³ada ró ¿ni ce w tem pie zmian
typu tran zyc je i trans wers je. Dy stanse ge net yczne po miê -
dzy po szc zegól nymi pa rami tak son omi cznymi oszac o -
wa no z za stos owa niem tego sa mego mo delu. An ali zê
zm ien noœci nu kleo tydo wej prze prow adz ono, u¿yw aj¹c
pa kietu pr ogra mów DnaSP, wer sja 3.95 [17]. Zmi ennoœæ
wewn¹trz gat unko wa zo sta³a opis ana jako zró¿ nic owanie
nu kleo tyd ów p – œr ednia licz ba ró¿n ic nu kleo tydo wych
po miêd zy dwie ma  sekwencjami. Fre kwenc je  haploty pów
cha rakt ery sty czne dla dwó ch po pul acji kota do mow ego
po rów nano za po moc¹ te stu c2. W zwi¹zku z nie wielk¹
liczb¹ próbek po chodz¹cych od ¿b ików nie prze prow a -
dz ono anal iz  po miêdzy ga tunk ami. Zm ienn oœæ ge net ycz -
na cha rakt ery zuj¹ca ba dany frag ment DNA by³a  osza -
co wana za po moc¹ wzo ru D p i= å 2 , gdzie p – czêstoœci
ob serw owa nych ha plot ypów [7]. 

3. Wy niki i ich dys kus ja

Ce lem ni niejs zej pra cy by³a ocena po ziomu  zmien -
noœci frag mentu re gionu kon trol ne go mi toc hondr ialnego
DNA kota do mow ego oraz oszac owa nie mo¿li woœ ci za -
stos owa nia anal izy se kwenc ji tego mar kera do ró¿ nic o -
wania kota do mow ego i ¿b ika. Ta bela I przed staw ia dane
na te mat po lim orfi cznych po zyc ji oznac zony ch w  bada -
nym lo kus. Nu mery po zyc ji nu kleo tydo wych ok reœl ono
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wz glêd em re fer ency jnej se kwenc ji opub liko wan ej w ba -
zie Gen Bank. Za proj ekto wane star tery re akc ji PCR nie
po zwala³y na am plif ikacjê pr óbek po chodz¹cych od ko -
tów per skich oraz sy jams kich (5 os obni ków).  Prawid³o -
we pro dukty PCR uzys kiwa no dla ¿bika. Utwor zone me -
tod¹ przy³¹cza nia s¹sia da drze wo fi log ene tyc zne po siada
dwa od rêbne kla dy. W jed nym z nich zna laz³y siê oby d -
wa ha plot ypy na le¿¹ce do ¿b ików. W zwi¹zku z  ryzy -
kiem am plif ika cji j¹dro wej wstaw ki mi toc hondr ialnego
DNA (tzw. nuc lear mi toc hondr ial DNA – Numt), kt óra
zo sta³a opis ana dla ga tunku kota na chro mos omie D2 [10],
do kon ano ró wni e¿ po rów nan ia z od pow iadaj¹c¹ temu re -
gion owi DNA se kwencj¹ uzys kan¹ z bazy Gen Bank
(nr re fer ency jny U20754.1). Po zyc ja zaj mow ana przez
sekwencjê DNA Numt na drze wie fi log ene tyc znym oraz
wa rto œæ tzw. mi nim alne go dy stansu Ki mury znacz nie
wiêks za ni¿ mak sym alny dy stans po miêdzy uzys kany mi
se kwenc jami DNA (od pow iednio 0,0484 i 0,0203) wska -
zuj¹, ¿e anal izo wany frag ment DNA jest w rz ecz ywis -
toœci frag ment em re gionu kon trol ne go mi toc hon drial-
nego DNA (ry cina 1).

W anal izo wan ej po pul acji ko tów stwier dzono obec -
no œæ 10 ró¿nych haplot ypów (ry cina 1). Dla ga tunku Fe -
lis ca tus wy kaz ano ob ecn oœæ 10 po lim orfi cznych po zyc ji
nu kleo tydo wych (nie stwier dzono obecno œci in serc ji, ani
de lec ji), w tym 9 tran zyc ji i jedn¹ tran swe rsjê T « A (ta -
bela I). 

Dy stans Ki mury po miê dzy se kwenc jami za wiera³ siê
po miêd zy 0,0033 (1 pod staw ienie) a 0,0203 (6 podsta -
wieñ). Co cie kawe, ba dan ia nie ujawni³y ha plot ypu zgod -
nego z ha plot ypem cha rakt ery sty cznym dla se kwenc ji
re fer ency jnej. Na jcz êsts zy ha plot yp mi toc hondr ialnego
DNA oznac zony dla ba dan ych pr óbek (H1) ró ¿ni³ siê
 wzglê dem se kwenc ji re fer ency jnej w 5 po zyc jach nu -
kleo tydo wych (ta bela I). Cz êst oœæ ha plot ypu H1 by³a
rów nie wy soka dla po pul acji ko tów z re jonu Kra kowa
(76%), jak i dla po pul acji z re jonu par ku kra job razo wego
Pog órza Prze mys kiego (71%). Czês toœæ tego ha plot ypu
nie ró ¿ni³a siê znacz¹co pomiêdzy dwo ma ba dan ymi re -
jon ami geo graf iczny mi (c2 = 1,47, p = 0,23 - war toœæ li -
czona wz glêd em po zos ta³ych ha plo typów). Dane na te -
mat zm ien noœci ge net ycznej cha rakt ery sty cznej dla ba -
dan ych po pul acji kota ze brano w ta beli II. Uzys kane wy -
niki wska zuj¹, ¿e zmie nnoœæ anal izo wan ego frag mentu
mi toc hondr ialnego DNA jest ni ska. Wy kaz ano ob ecn oœæ
jed nego bar dzo czê stego oraz dzi ewiêæ rzad kich hapl o -
typów (ta bela I). Wa rto œæ wspó³czyn nika zmie nno œci ge -
net ycznej dla ba dan ego mar kera by³a rów na D = 0,43. 

Anal iza se kwenc ji DNA ¿b ików z kra kows kiego
ogro du zoo log iczne go wy kaza³a ob ecn oœæ ta kiego sa -
mego ha plot ypu (H8) w obu pr óbka ch, co po twierd zi³o
po krewie ñstwo po miêdzy dwo ma osobn ika mi. Próbki
po chodz¹ce od dw óch ¿b ików z re gionu Po górza Prze -
mys kiego (od osobn ika za bit ego na dro dze oraz z cza sz -
ki) po siada³y ha plot yp H3, kt óry by³ ró wnie¿  obser wo -

wany u 2 ko tów do mow ych z po pul acji kra kows kiej oraz
u 1 osobn ika z re jonu Po gór za Prze mys kiego (ta bela I).
Pod dane anal izie prób ki po chodz¹ce od ¿b ików mia³y
rzad kie ha plot ypy; na le¿y jed nak pam iêtaæ, ¿e ma³a licz -
ba anal izo wan ych prób ek nie po zwala na wyci¹gn iêcie
wia ryg odny ch wni osk ów. Ha plot yp oznac zony jako H8
jest spe cyf iczny dla ¿bi ków z kra kows kiego ogrodu zoo -
log iczne go. Dwa ha plot ypy, je den unik ato wy dla ¿bik ów
(H8), a dru gi cha rakt ery sty czny dla ¿bi ków i kot ów do -
mow ych (H3), ró ¿ni¹ siê w za led wie dw óch po zyc jach
nu kleo tydo wych. Jak wy nika z drze wa fi log ene tyc znego
(ry cina 1), ha plot ypy te po siad aj¹ ws póln¹, ewol ucy jnie
blisk¹ sekwencjê DNA. 

Ba dan ia nad zm ien noœci¹ ge net yczn¹ ¿b ika i kota do -
mow ego do prow adzi³y do sprzecz nych wyników. Nie -
któ rzy au tor zy, po leg aj¹c na da nych z anal izy mi kro -
sa tel ita rnego DNA, su ger uj¹, ¿e wspó³cze sna szkoc ka
po pul acja ¿b ików sta nowi wy nik trwaj¹cego wie le lat
 krzy ¿owania siê pom iêdzy ¿bi kami a dzi ko ¿yj¹cymi ko -
tami do mow ymi, co spra wia, ¿e nie jest mo¿l iwe oprac o -
wa nie te stu ge net yczne go po zwal aj¹cego na ró¿ nicowa-
nie tych dw óch ga tunk ów [1, 2]. Dane opub liko wane
przez in nych au torów wska zuj¹ z ko lei, ¿e z jed nym
wyj¹tkiem ha plot ypy mi toc hondr ialnego DNA s¹ ca³ko -
wic ie spe cyf iczne dla ga tunku ¿b ika i kota do mow e -
go [16]. Ró w nie¿ dane uzys kane dla mark erów STR
wska zuj¹, ¿e te dwa ga tunki mog¹ byæ ident yfi kow ane za
po moc¹ te stów ge net yczny ch [16].

Pod sum owuj¹c, nal e¿y stw ier dziæ, ¿e zmi enn oœæ ge -
net yczna cha rakt ery sty czna dla anal izo wan ego frag -
mentu re gionu kon trol ne go mtD NA jest ni ska. Anali -
zo wane pr óbki ¿b ików po siada³y rzad kie (H3) lub unik a -
to we ha plot ypy (H8). Ha plot ypy te zlo kal izo wane s¹ we
wsp óln ym kla dzie w utwor zonym drze wie fi log ene tyc z -
nym. Mo ¿li woœæ ró ¿ni cow ania ¿b ików oraz mi esz añc ów
¿b ika i kota do mow ego po przez za stos owa nie anal izo -
wan ego frag mentu mi toc hondr ialnego DNA po winno
po d leg aæ dal szym ba dan iom wi êks zej licz by prób ek po -
chodz¹cych od ¿b ików. Anal izuj¹c do tychc zas opub liko -
wane dane, nale ¿y stwi erdz iæ, ¿e w celu wia ryg odne go
ró¿ nic owan ia tych dwó ch gat unk ów zwierz¹t nale¿a³oby
poszerzyæ ob szar anal izy mi toc hondr ialnego DNA, jak
ró wni e¿ si êgn¹æ po do datk owe mar kery DNA j¹dro wego
(np. STR). Jak wy kaz ano, oprac owa na me toda jest wy -
starc zaj¹co czu³a, aby um o¿liw iæ an alizê po jed ynczego
zêba, a za tem mo ¿liwe jest jej za stos owa nie do anal izy
ma ter ia³u o cha rakt erze mu zea lnym. Po zwoli to na do -
kon anie po rów nan ia po miê dzy wspó³cze snym i prze sz³ym 
po ziom em zm ienn oœci w anal izo wan ym lo kus. Ni niejs za
pra ca pre zent uje wst êpne dane, na tom iast w celu uzys -
kania pe³nego „ob razu ge net yczne go” pol skich ¿bi ków
ko nieczne jest prze prow adz enie dal szych bad añ.
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Pod ziêkowania
Au tor zy sk³adaj¹ po dzi êkowania wszyst kim, którzy po mog -
li w zbie ran iu prób ek dla po trzeb prze prow adz onych badañ.
Szcz egól ne wy razy wd ziê cznoœci za ud ost êpnienie  ma -
teria³u po chodz¹cego od ¿b ików kie row ane s¹ do  dyrekcji
Ogrodu Zoo log iczne go w Kra kow ie.     

Problems of Forensic Sciences 2006, LXVII, 279–288

288 W. Branicki, A. Olszañska, M. K. Konopiñski


