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Streszczenie. W przeprowadzonych badaniach poréwnywano sekwencj¢ nukleotydowa regionu
kodujacego genu a-globiny gotebia domowego i sierpoéwki. Do badan wykorzystano trzy (wy-
rozniajace si¢ w lotach konkursowych) gotebie pocztowe, trzy gotebie ras niepocztowych (king,
strasser 1 pawik) oraz jedna sierpowke (Streptopelia decaocto). Materiat do izolacji RNA stano-
wita petna krew obwodowa. Amplifikowano region kodujacy genu a*-globiny z wykorzysta-
niem techniki RT-PCR. Produkty PCR zsekwencjonowano, uzyskane sekwencje nukleotydowe
poréwnywano za pomocg programu BLAST®2. Nie wykazano réznic w sekwencji kodujacej
genu a”-globiny pomiedzy gotebiami pocztowymi i niepocztowymi. Zaobserwowano istnienie
substytucji nukleotydowych (w 11 pozycjach) pomi¢dzy gotebiem domowym a sierpowka, co
w przypadku gatunkéw nieodlegtych filogenetycznie jest do$¢ zaskakujace.

Slowa kluczowe: a-globina, Columba livia, DNA, RT-PCR, Streptopelia decaocto

WSTEP

Gloéwnym etapem ewolucji, pozwalajacym na wykorzystanie nowych zasobow ener-
gii, byto przejscie z beztlenowej do tlenowej formy zycia. U kregowcodw wyksztalcity sie
mechanizmy zapewniajace komorkom odpowiedni doptyw tlenu. Pierwszy z nich to uktad
krazenia, drugi — wykorzystanie czasteczek przenoszacych tlen. Ewolucje umozliwiaja
zmiany w sekwencjach gendéw, zachodzace na skutek mutacji, rekombinacji genetycznej
badz btedow w procesie replikacji. Ze wzgledu na to, ze geny ewoluuja, gromadzac stop-
niowo zachodzace zmiany, liczba réznic migdzy sekwencjami nukleotydowymi genow
dwoch gatunkoéw powinna wskazac, jak dawno temu istniat ich wspdlny przodek. W celu
ustalenia ewolucyjnego powinowactwa migdzy organizmami mozna porownywac sek-
wencje nukleotydowe pojedynczych genow lub catych genomow, co jest mozliwe dzigki
upowszechnieniu sekwencjonowania DNA [Brown 2001].
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Odpowiednie zaopatrzenie organizmu w tlen wplywa na zwigkszenie jego mozliwosci
poddania go duzemu wysitkowi fizycznemu, co ma szczegolne znaczenie dla zwierzat o bar-
dzo aktywnym trybie Zycia i szybkim metabolizmie [Sultana i in. 1989]. Geny a- i 3-globiny
ssakow i1 ptakow, zmapowane na r6znych chromosomach, zorganizowane sa w tandemy
poszczegblnych gendw strukturalnych, ktore oskrzydlaja regiony niekodujace, zawierajace
elementy regulatorowe [Higgs i in. 1990, Sjakste i Sjakste 2002]. W przypadku niektorych
domen utworzenie i utrzymanie otwartej domeny funkcjonalne;j jest zadaniem spetnianym
przez sekwencje DNA zwang regionem kontrolujagcym locus (LCR) [Brown 2001]. Wyka-
zano, ze LCR B-globinowy sktada si¢ z przynajmniej trzech sekwencji (dtugosci 200-300 pz)
rozpoznawanych przez biatka wigzace DNA [Engel i Tanimoto 2000].

Rodzing genéw a-globin ptakow tworza trzy Scisle ze soba sprz¢zone geny. Dwa
z nich, a® i aP ulegajg ekspresji w pierwotnych (2—5-dniowe zarodki) i ostatecznych
(od 6. dnia) liniach komérkowych. Trzeci gen, n-globiny (embrionalny), ulega ekspresji
tylko w pierwotnych liniach komodrek. Geny globin utozone sa zgodnie z kolejnoscig ich
ekspresji 5’-m-0. P-a. A -3’ [Ikehara i in. 1997]. Wiekszoé¢ gatunkéw ptakow posiada dwa
typu a-globiny (A i D). W przypadku gotebi, doroste osobniki nie posiadajg biatka
aP-globiny, za$ ekspresja genu a”-globiny zachodzi tylko w péznym stadium rozwoju em-
brionalnego [Sultana iin. 1989].

Gen a-globiny gotebia (Columba livia) koduje bialko skiadajace sie ze 142 aminokwa-
sow. Zbudowany jest z trzech eksonow, przedzielonych intronami o dtugosci 156 i 104 pz
(GenBank AB001981) — Ikehara iin. 1997. W przypadku sierpowki (Streptopelia deca-
octo) brak szczegdtowych informacji o sekwencji oraz organizacji genu o*-globiny.

Celem niniejszego opracowania bylo ustalenie sekwencji nukleotydowej genu a*-glo-
biny sierpowki (regionu kodujacego), poréwnanie jej z sekwencja genu a-globiny gote-
bia domowego oraz analiza zaobserwowanych roéznic.

MATERIAL I METODY

Badaniami objeto trzy gotebie pocztowe (wyrdzniajace si¢ w lotach konkursowych),
utrzymywane w gotebniku Zaktadu Cytogenetyki Molekularnej Zachodniopomorskiego
Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie, trzy gotebie ras niepocztowych (po jed-
nym osobniku z rasy king, strasser i pawik) pochodzace z prywatnej hodowli potozone;j
w okolicach Pyrzyc oraz jedna sierpowke (Streptopelia decaocto).

Materiatem biologicznym do izolacji RNA byta petna krew obwodowa (5 pl), pobrana
z jednej z zyt skoku. Izolacje catkowitego RNA przeprowadzano z wykorzystaniem ze-
stawu MasterPure™ (Epicentre® Biotechnologies). Po izolacji RNA przeprowadzano reak-
cje odwrotnej transkrypcji (RT-PCR), do ktorej wykorzystano zestaw odczynnikoéw
Two-step RT-PCR-&GO™ (Qbiogene). Synteze cDNA wykonano w mieszaninie reak-
cyjnej o objetosci 20 ul, ktéra zawierata: 8 ul RT-&GO™ Master mix (zawierajacy od-
wrotng transkryptaze¢ M-MuLV, bufor RT, inhibitor RNazy, DTT, dNTPs), 1 ul startera
(dT),5V (40 uM), 2 pul DTT (100 mM), 4 pl wody z dodatkiem DEPC oraz 5 ul preparatu
RNA. Mieszaning inkubowano w temperaturze 42°C przez jedng godzing, a nast¢pnie
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w temperaturze 70°C przez 15 minut (inaktywacja odwrotnej transkryptazy). Po ostudze-
niu probek, do kazdej z nich dodawano 80 pl wody dejonizowane;.

Amplifikacje regionu kodujacego genu a-globiny (RT-PCR) przeprowadzono z wy-
korzystaniem sekwencji starterowych zaprojektowanych (Primer3) na bazie sekwencji
nukleotydowej numer AB001981 (GenBank):

AGcDNAF 5’-CTGTCTGCCAACGACAAGAG-3’
AGcDNAR 5’-AACGGTACTTGGCAGTAAGGAC-3’

Mieszanina reakcyjna PCR (20 pl) zawierata bufor dla polimerazy Tag, 0,2 mM mie-
szaning nukleotydow, 2 mM MgCl,, po 20 pmol kazdego ze starterow, 0,6 jednostki poli-
merazy (Fermentas), 5 pul cDNA oraz wode¢ dejonizowang (uzupetnienie do 20 pl).
Zastosowano nast¢pujacy profil termiczny reakcji: denaturacja wstgpna matryc cDNA
95°C przez 2 minuty, nastepnie 35 cykli: denaturacja whasciwa 95°C przez 30 sekund,
przylaczanie starterow 59°C przez 30 sekund, synteza DNA 72°C przez 60 sekund oraz
synteza koncowa DNA — 72°C przez 5 minut.

Produkty amplifikacji rozdzielano elektroforetycznie w 1,5% zelu agarozowym
(1 x TBE, 90 volt przez 45 minut), a nastepnie wybarwiano bromkiem etydyny. Wyniki od-
czytywano w swietle UV. Matryce do sekwencjonowania (produkty PCR) izolowano z zelu
agarozowego za pomocg zestawu DNA Gel-Out (A&A Biotechnology). DNA sekwen-
cjonowano w Pracowni Sekwencjonowania i Syntezy Oligonukleotydow Instytutu Bio-
chemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie. Wyniki odczytywano
zwykorzystaniem programu Chromas® (v. 2.31). Uzyskane sekwencje nukleotydowe genu
a’-globiny poréwnywano miedzy sobg z wykorzystaniem programu BLAST®2.

WYNIKI I DYSKUSJA

Wykonanie reakcji PCR na matrycy cDNA umozliwito specyficzng i wydajng ampli-
fikacje fragmentu genu a*-globiny dhugosci 421 par zasad (rys. 1).

- e e e e e e e

Rys. 1. Produkty amplifikacji genu a-globiny gotebia domowego oraz sierpowki

Fig. 1. Amplification products of alpha A-globin gene of Domestic Pigeon and Eurasian
Collared-Dove

M — DNA Ladder Plus (Fermentas).
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Sekwencjonowanie produktoéw PCR umozliwito bezbledne ustalenie sekwencji kodu-
jacej genu a-globiny badanych gotebi. Poréwnanie sekwencji nukleotydowej gotebi po-
cztowych 1 niepocztowych nie wykazato migdzy nimi zadnych roéznic. W przypadku
analizy regionu kodujacego genu o”-globiny gotebia domowego oraz sierpowki
(BLAST®2) wykazano istnienie réznic w 11 pozycjach nukleotydowych (rys. 2).

Query 1 CTGTCTGCCAAC GACAAGAGC AACGTGAAGGCCGTCTTC GGCAAAATCGGCGGCCAGGLC B0

. LLECreerrrrer et e e et et et e el
Sbject 1 CTGTCTGCCAAC GACAAGAGL AACGT GAAGGCCGECTTCGGCARAATCGECGGLCAGECC 60

Query 01 GGTGACTTGGGTGGTGAAGCCCTGGAGAGGTTGTTCATCACCTACCCCCAGACCAAGACC 120

X LT TEEEE e et ey ||I||I|III||I||I|I||II|||I|I]
sbjct 61  GGTGATTTGGGTGGTGAAGCCCTGGAGAGGATGTTCATCACCTACCCCCAGACCAAGACC 120

Query 121 TACTTCCCCCACTTCGACCTGTCACATGGCTCCGCTCAGATCAAGGGECACGGLAAGAAG 180

. ELEETEEET et e e e et e e ey I||I|I||I|II
sbjct 121 TACTTCCCCCACTTCGACCTGTCACATGGCTCCGCTCAGATCAAGGCACACGGCAA 180

Query 1Bl GTGGCGGAGGCACTGGTTGAGGCTGCCAACCACATCGATGACATCGCTGGTGCCCTCTCC 240

FEEEEEEE Tt e et e e Peer e e eyt
Sbjct 181 GTGGCGGATGCGCTGGTTGAGGCTGCCAACCACGTCGATGACATCGCTGGTGCCCTCTCC 240

Query 241 AAGCTGAGCGACCTCCACGCCCAAMAGCTCCGTGTGGACCCCGTCAACTTCAAACTGCTG 300

X III||I||I|IIII|I||I|I||III||I|I||IIII|I||||I||III||I|I||III]
Sbjct 241 AAGCTGAGCGACCTCCACGCCCAAAAGCTCCGTGTGGACCCCGTCAACTTCAAACTGCTG 300

Query 301 GGTCACTGCTTCCTGGTGGTCGTGGECCGTCCACTTCCCCTCTCTCCTGACCCCGGAGGTE 360
PECrrrererrer et errer ceeret  trrer e e et e e e el
sbjct 301 GETCACTGCTTCCTGGTGGTGGTGECCACCCACTTCCCCTCTCTCCTGACCCCGGAGGTS 360

Query 361 CATGCTTCCCTGGACAAGTTCGTGTGTGCCGTGGGCACCGTCCTTACTGCCAAGTACCGT 420

. FEEEEErErt et e e e e ey
Sbjct 361 CATGCTTCCCTGGACAAGTTCGTGTGTGCCGTGGGCACCGTCCTTACTGCCAAGTACCGT 420

Query 421 T 421
|
sbjct 421 T 421

Rys. 2. Poréwnanie sekwencji kodujacej genow a’*-globiny: Query — golab domowy,
Subjct — sierpowka

Fig. 2. Comparison of coding sequence of alpha A-globin gene: Query — Domestic
Pigeon, Subjct — Eurasian Collared-Dove

W przypadku szesciu pozycji nukleotydowych wystgpowaly roznice, ktore przekta-
daty si¢ na kodowany aminokwas. Lokalizacje substytucji nukleotydowych oraz ich
wplyw na kodowane biatko przedstawiono w tab. 1.
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Tabela 1. Lokalizacja substytucji nukleotydowych oraz wptyw na kodowane biatko
Table 1. Localization of nucleotide substitutions and influence on coded protein

Pozycja nukleotydu

o . Numer kodonu o )
Position of nucleotide Columba livia Streptopelia decaocto

Mumber of codon

(GenBank AB001981)
4955 14 GTC (Ala) GCC (Val)
4986 24 GAT (Asp) GAC (Asp)
5166 33 TTG (Leu) ATG (Met)
5242/5243 58 GGG (Gly) GCA (Ala)
5264 65 GAG (Glu) GAT (Asp)
5267 66 GCA (Ala) GCG (Ala)
5289 74 ATC (Ile) GTC (Val)
5500 109 GTC (Val) GTG (Val)
5507/5508 112 GTC (Val) ACC (Thr)

Hodowla gotebi pasjonujg si¢ miliony ludzi na catym $wiecie. Selekcja sztuczna do-
prowadzita do wytworzenia setek ras gotebi, w tym golebi pocztowych (sportowych),
u ktorych nastapito utrwalenie takich cech jak: orientacja w przestrzeni, szybko$¢ i wy-
trzymato$¢ lotu [Nowicki i Pawlina 1997]. Ogromny wplyw na wydolno$¢ fizyczng or-
ganizmu odgrywa dostepnos$¢ tlenu, za§ kluczowa role w jego rozprowadzaniu
w organizmie petni hemoglobina [Kubicz 1999]. Badania hemoglobiny kusacza wykazato
istnienie delecji aminokwaséw w pozycjach 18-20 a*-globiny, w regionie taczenia helisy
I11I [Eguchi i Eguchi 2001]. Fascynujacym gatunkiem sa gesi tybetanskie, ktore potrafia
przelatywac nad Himalajami. Wykazano, ze krew tych ptakoéw ma wyzszg zdolno$¢ wia-
zania tlenu niz gesi szarej, blisko z nimi spokrewnionej. Odpowiedzialna za t¢ zdolnos¢
jest subtelna substytucja zaledwie jednego aminokwasu, ktorego nie majg inne gatunki
ptakoéw (ProH2a«>Ala) — Perutz 1983, Weber 2007.

Przeprowadzona w niniejszej pracy analiza sekwencji nukleotydowej regionu koduja-
cego genu a-globiny golebi pocztowych i niepocztowych nie wykazata réznic pomiedzy
nimi, co sugeruje, ze doskonata wydolnos¢ fizyczna gotebie pocztowe nie zawdzigczaja
dzigki hemoglobinie o lepszych wtasciwosciach wigzania i oddawania tlenu. Badania czgs-
tosci substytucji aminokwasdéw zachodzace w biatkach w czasie ewolucji daly podstawy
koncepcji ,,zegara molekularnego”, ktora zaktada, ze zmiany molekularne zachodza w sta-
tym tempie, ktore jest odmienne dla réznych biatek i wynika z petnionej przez nie funkcji
[Zuckerkandl i Pauling 1965]. W przypadku hemoglobiny, szacowany czas wymagany do
podstawienia jednego aminokwasu wynosi $rednio 5,8 milionow lat [Bajaj i Blundell 1984].

Analiza substytucji aminokwasowych w tancuchu a*-globiny pomiedzy gotebiem
a sierpowka pozwolita na wskazanie podstawien nukleotydowych bedacych wynikiem
ewolucji. Stwierdzono, ze w pozycji 14. sekwencji aminokwasowej a*-globiny golebia
domowego wystepuje walina (aminokwas hydrofobowy), podobnie jak u kaczki domo-
wej, gesi gegawej, tabedzia niemego czy orta przedniego. U innych gatunkow ptakow
(kura domowa, bazant, strus) we wskazanej pozycji wystepuje izoleucyna. Co ciekawe, je-
dynie u sierpowki w pozycji tej znajduje si¢ alanina, ktora jest jednym z najmniejszych
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aminokwasoéw o charakterze hydrofobowym. W pozycji 33. sekwencji aminokwasowej
a’-globiny u wiekszo$ci badanych ptakoéw (w tym takze sierpowki), a takze cztowieka,
wystepuje metionina, bedaca duzym aminokwasem siarkowym (hydrofobowym), zas u go-
Iebia — leucyna (duzy, hydrofobowy aminokwas).

Kolejne réznice pomigdzy tancuchami a”-globiny gotebia i sierpoéwki dotycza ami-
nokwasow 58. 74.1112. U wigkszosci gatunkow ptakow (w tym sierpowki) w 58. pozy-
cji wystepuje alanina, u badanych gotgbi — glicyna. W przypadku 74. pozycji
aminokwasowej powszechnie wystepuje izoleucyna (obecna u gotebi oraz wigkszosci ga-
tunkow ptakow); u sierpowki wykazano obecnos¢ waliny w tym regionie biatka. W 112.
pozycji tancucha a-globiny gotebia domowego wystepuje walina, u sierpowki treonina,
natomiast u zdecydowanej wigkszosci gatunkow ptakow — izoleucyna.

W opublikowanych wczesniej badaniach z tego zakresu [Sultana iin. 1989] wykazano
istnienie substytucji aminokwasowych w a”-globinie gotebia domowego w pozycjach:
5.(A—N),8.(T—S),12. (G— A)115.(S — A). Pozycje te nie wydaja si¢ jednak za-
angazowane w kontakty migdzy tancuchami a i B. Dos¢ istotne substytucje wystapily na-
tomiast w pozycjach 34.: treonina — hydrofilowa na izoleucyng¢ — hydrofobowa,
35. — seryna — treonina, 36. — fenyloalanina — tyrozyna, 115. — alanina — seryna i 117.
— fenyloalanina — leucyna. Regiony te odpowiedzialne sa za kontakt tancuchow alp1.

W zakresie podobienstwa sekwencji aminokwasowej gotab domowy (Columba livia)
jest filogenetycznie najblizszy rzedowi Anserioformes, za$ posiadanie pojedynczego kom-
ponentu hemoglobiny przybliza go do Psitaciformes. Poréwnanie ancucha a-globiny
gotebia domowego z biatkiem cztowieka i aligatora wykazato mniej réznic pomiedzy go-
Iebiem a aligatorem (35) niz gotebiem a cztowiekiem (42), co jest zgodne z dowodami pa-
leontologicznymi [Sultana iin. 1989].

PODSUMOWANIE

W niniejszym opracowaniu zaobserwowano dos¢ duze roznice w sekwencji nukleoty-
dowej regionu kodujacego genu o*-globiny pomiedzy gotebiem domowym a sierpowka
(gatunkami nieodlegtymi filogenetycznie), co moze by¢ potwierdzeniem, iz roznice w sek-
wencji aminokwasowej biatka, nawet tak istotnego dla procesow zyciowych jak hemo-
globina, nie zawsze musza przektada¢ si¢ na zasadnicza zmiang jego wlasciwosci.
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ANALYSIS OF CODING REGION SEQUENCES OF a*-GLOBIN GENE
OF DOMESTIC PIGEON (COLUMBA LIVIA VAR. DOMESTICA)
AND EURASIAN COLLARED-DOVE (STREPTOPELIA DECAOCTO)

Abstract. In this study, the nucleotide sequence of coding region of alpha A-globin gene of do-
mestic pigeon (Columba livia) and Eurasian Collared-Dove (Streptopelia decaocto) was com-
pared. Three homing pigeons (with good racing performance), three non-homing pigeons (King,
Strasser and Fantail) and one Eurasian Collared-Dove were included in this study. Total RNA was
isolated from whole blood samples. The coding region of alpha A-globin gene was amplified using
RT-PCR method. PCR products were sequenced and compared using BLAST®2. No differences
in nucleotide sequences between homing and non-homing pigeons were observed. Some nucleotide
substitutions (in eleven positions) between Domestic Pigeon and Eurasian Collared-Dove were
observed, which is quite surprising when filogenetically close species are considered.

Key words: a”-globin, Columba livia, DNA, RT-PCR, Streptopelia decaocto
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