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ANALIZA CHD GENA U CILJU DETERMINACIJE POLA KOD
ZASTICENIH VRSTA PTICA
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Sazetak: Uzimajuéi u obzir da je preko 50% vrsta ptica monomorfno, determinacija pola bazirana na
fenotipskim karakteristikama je kod tih vrsta skoro nemoguca. Determinacija pola kod ptica je veoma znacajan
deo programa zastite i konzervacije ugrozenih vrsta koje su pod zastitom drzave. Primena molekularnih metoda
omogucava pouzdanu, brzu i ckonomi¢nu determinaciju pola kod veéine vrsta ptica. Cilj rada bio je
determinacija pola kod pojedinih vrsta ptica nastanjenih u Srbiji koje se nalaze pod zastitom drzave. DNK je
izolovana iz perja tako da uzorkovanje nije narusavalo fizicki i psihicki integritet jedinke. Amplifikacija visoko
konzervisanog CHD gena je obavljena koris¢enjem 2550F/2718R seta prajmera. Determinacija je bila uspesna
kod svih analiziranih uzoraka poreklom od 10 vrsta ptica. Ova jednostavna procedura moze biti znaCajna za
programe ocuvanja genetickih resursa.
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Uvod
Lovstvo je grana privrede sa potencijalno velikim znaCajem za Srbiju. U naSoj zemlji postoji 321 loviste sa
ukupnom povrsinom od oko 9 miliona ari [1]. U Srbiji se 25 vrsta ptica uzgaja u lovistima. Pod zastitom Zakona o
zastiti prirode [2] u nasoj zemlji se nalazi 21 vrsta pernate lovne divljaci.
Populacije ptica mogu biti ograni¢ene razli¢itim faktorima, kao §to su zalihe hrane, raspoloziva teritorija,
gnezdiliSta, predatori i paraziti. Postoje dva narocito znacajna momenta u zivotnom ciklusu ptica kad jedan ili vise
faktora mogu ogranicCiti gustinu populacije: klimatski uslovi i reproduktivni periodi [3]. Odgovaraju¢i odnos
muzjaka i Zenki je naroCito znacajno znati tokom perioda razmnozavanja. Reprodukcija je mogucéa drzanjem
muzjaka i zenki zajedno u odgovarajué¢em prostoru.
Odnedavno je postalo ocigledno da je determinacija pola postala esencijalan deo ex sifu programa konzervacije
ugrozenih vrsta ptica, ukljucujuéi i one koje se love. Informacije o polu se deo ukupnih podataka potrebnih za
istrazivanja ekologije, oblika ponasanja, genetike i konzervacione biologije [4].
Vise od 50% vrsta ptica je monomorfno [5], Sto Cini determinaciju pola na osnovu njihovih fenotipskih
karakteristika nemogué¢om. Jedna od najveéih poteskoca proizilazi iz odsustva spoljasnjih reproduktivnih organa.
Osim toga, veoma je teSko odrediti pol i kada su u pitanju mladunci dimorfnih vrsta [6]. Kod zasti¢enih vrsta ptica
postoji potreba za determinacijom pola i kod odraslih jedinki monomorfnih vrsta i kod mladunaca dimorfnih vrsta
ptica.
Tradicionalne metode determinacije pola ptica su bazirane na posmatranju i proucavanju polno specificnih oblika
ponasanja i na poredenju razli¢itih morfoloskih entiteta kao Sto su tezina i duzina repa, veliina i boje perja, duzina
glave i kljuna [7] [8] [9] [10]. Kloakoskopija je bila Siroko primenjen metod [11], ali je zahtevala dobro obuceno
osoblje. Medutim, ¢ak i stru¢njaci mogu napraviti greSku pri odredivanju pola monomorfnih vrsta. Osim toga, ne
uzimajuci u obzir patke i labudove, kod vecine ostalih vrsta ptica kloaka je morfoloski identi¢na kod muzjaka i
zenki.
Hiruske metode (laparoskopija i laparotomija), koje omogucavaju direktno posmatranje gonada, iako uspesne u
veéini slucajeva, agresivne su [12], pa ¢ak letalne za ptice [13]. Ultrazvuk se takode moze koristiti za determinaciju
pola kod mnogih vrsta ptica [14], ali dobijanje rezultata primenom ove metode moze biti dosta komplikovano usled
prisustva vazdusnih kesa [15].
Determinacija pola primenom citogenetike se bazira na razlici u morfologiji polnih hromozoma. Kod ptica, za
razliku od sisara, zenke su heterogametne — imaju 2 razli¢ita polna hromozoma (ZW), dok su muzjaci homogametni
(ZZ). Medutim, postoje brojne prepreke koje prate ovaj metod determinacije pola poput toga da cCelije krvi sadrze
velik broj hromozoma — od 40 do 126, u zavisnosti od vrste [16]. Nedavno, jednostavnije, jeftinije i efikasnije
tehnike su razvijene, tako da se citogenetska determinacija pola izuzetno retko koristi [17].
Tehnike bazirane na DNK su mnogo pouzdanije u odnosu na druge tehnike. Najvec¢i broj DNK metoda za osnovu
ima reakciju lancane polimeraze (PCR). U prvim decenijama koriS¢enja, DNK istrazivanja su bila naporna, skupa,
nebezbedna i spora. Ipak, sa razvojem novih metoda, DNK analize su postale jednostavnije, jeftinije, brze i
bezbedne. Razvijanje PCR metode dovelo je do istinske revolucije u genetickim istrazivanjima. Sigurno je da je
PCR metoda postala najznacajnije sredstvo za molekularne biologe [18]. Takode, uzorci mogu biti koli¢inski
izuzetno mali, poput jednog pera ili malih koli¢ina fecesa, a cela determinacija moze biti zavrSena za oko 4 sata ,
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bez uticaja na pouzdanost testa. Izolacija genomske DNK iz perja pomaze smanjivanju stresa koji prati uzorkovanje,
eliminiSe nepotrebna krvarenja i umanjuje mogucnost razvijanja infekcije i to bez ugrozavanja ta¢nosti i pouzdanosti
rezultata.

Ispitivanje hromozoma je tokom vremena usavrSeno sa citogenetskog na molekularni nivo. Najpouzdaniji rezultati
determinacije pola se dobijaju analizom polimorfizma polno specificnog CHD gena. Zahvaljujuéi razlici u veli€ini
CHD W i CHD Z gena i kori§¢enjem CHD specifi¢nih prajmera, PCR amplifikacijom se produkuju dve trake kod
uzoraka poreklom od zenskih jedinki i jedna traka kod uzoraka poreklom od muzjaka.

Cilj rada bio je ispitati mogucénost primene jednog univerzalnog neinvazivnog metoda za determinaciju pola
ugrozenih vrsta ptica, naro€ito onih vrsta zasti¢enih Zakonom o zastiti prirode Republike Srbije [19].

Material i metod rada

Uzorkovanje i izolacija DNK
U ovom radu pol je determinisan kod 30 jedinki poreklom od 10 vrsta ptica: Podiceps cristatus, Platalea
leucorodia, Ciconia ciconia, Anser fabalis, Cygnus olor, Haliaetus albicilla, Falco subbuteo, Aquila heliaca, Buteo
buteo i Corvus frugilegus. Sve navedene vrste se nalaze pod zaStitom Zakona Republike Srbije. Po jedno grudno
pero je isCupano od svake jednike.
DNK je izolovana i perja koris¢enjem KAPA Express Extract seta za izolaciju (KAPA Biosystems, cat No
KK7103). Odsecana je baza pera veliCine 2-5 mm i nakon toga izolacija DNK je vrSena po preporukama
proizvodaca seta za izolaciju DNK. Inkubacioni korak protokola na 75°C je produzen na 20 minuta. 50 pL
dobijenog izolataje dodato u 200 pL TE pufera. Deset pL tako dobijenog razredenog izolata je koris¢eno u PCR
reakciji.
PCR amplifikacija
Za amplifikaciju CHD gena kori$¢en je slede¢i set prajmera: 2550F (5"-GTTACTGATTCGTCTACGAGA-3") i
2718R (5-ATTGAAATGATCCAGTGCTTG-3") [20].
25 uL PCR reakciona smesa za amplifikaciju CHD gena sadrzala je 12,5 pL KAPA2G Robust HotStart ReadyMix
(2X), 1,25 pL svakog prajmera (2550F 1 2718R) i 10 pL izolovane DNK.
Koriséen je preporuceni termalni protokol za KAPA2G Robust HotStart ReadyMix: pocetna denaturacija na 95°C
tokom 3 minuta, 45 ciklusa sastavljenih od denaturacije na 95°C tokom 15 sekundi, hibridizacije na 52°C tokom 15
sekundi i DNK ekstenzije na 72°C tokom 15 sekundi nakon cega je sledila finalna ekstenzija DNK na 72°C tokom 8
minuta.
Vizuelizacija PCR produkata
PCR produkti su vizuelizovani korisé¢enjem UV svetla nakon bojenja 2% agaroznog gela u etidijum bromidu. U cilju
odredivanja polozaja amplifikovanih traka koriS¢en je komercijalni marker O'RangeRuler™ 50bp DNA Ladder
(Fermentas).

Rezultati istraZivanja i diskusija
Koris¢eni protokol se pokazao efikasnim kod svih ispitivanih uzoraka (Slika 1.). Pol je uspesno odreden kod svih
ispitivanih jedinki (N=30) poreklom od 10 vrsta iz slede¢ih redova: Podicipediformes, Ciconiformes, Anseriformes,
Falconiformes i Passeriformes. Do sada nisu postojali objavljeni rezultati za 2 vrste (Anser fabalis i Buteo buteo). Za
vrste roda Platalea i takode kod vrsta familija Accipiteridae i Anatidae dosadasnja ispitivanja nisu davala jasne
rezultate [21] [22]. Sve vrste ispitivane u ovom radu su znacajne za oCuvanje biodiverziteta geografskog podrucja na
kom su nastanjene i zastiCene su Zakonom. Pod uslovima navedenim u poglavlju Materijal i Metode, set prajmera
2550F/2718R amplifikovao je trake koje se razdvajaju na 2% agaroznom gelu. Kod uzoraka poreklom od zenskih
jedinki mogli smo da vizuelizujemo 2 amplifikovane trake veli¢ine oko 400 i 650 bp (CHD-W i CHD-Z), dok se
kod muzjaka vizuelizovala samo jedna traka veli¢ine oko 650 bp (CHD-Z), §to je u saglasnosti sa prethodno
publikovanim podacima za srodne vrste ptica [23].
Dizajn prajmera 2550F/2718R je takav da je W — fragment manji te je moguca determinacija pola cak i kada se
samo jedan fragment vizuelizuje i to usled razlike u veli€ini traka [24]. Kod naSih uzoraka to je bio slucaj kod
uzoraka poreklom od vrste Falco subbuteo i to je prethodno opisano kod Accipitridae, Anatidae, Falconidae,
Gruidae i Scolopacidae [25].
Sa intenzivnim razvojem indrustrije i smanjenjem ekoloske savesti ljudskog drustva, sve je veci broj vrsta ptica koje
izumiru ili su na ivici izumiranja. Postoje brojni programi zastite ptica sa ciljem oCuvanja razlicitih vrsta ptica kroz
intenzivno gajenje. Ti programi svakako podrazumevaju i ta¢no odreden pol jedinki.
Pojedine vrste ptica naseljavaju Citavu severnu hemisferu i status ugrozenosti tih jedinki na globalnom nivou nije
kriti¢an [26]. Medutim, na regionalnom, nacionalnom i lokalnom nivou, mnoge populacije pernate lovne divljaci su
u opadanju i ugrozene su. Najznacajniji faktori koji uti¢u na veli¢inu populacije lovnih vrsta ptica su seca Suma,
uznemiravanje ptica na gnezdili§tima, upotreba hemikalija u poljoprivredi i Sumarstvu, krivolov, Sumski pozari,
degradacija stanista, predatorske vrste, zagadivanje zivotne sredine i klimatske promene [27].
Postoji nekoliko inicijativa za o¢uvanje biodiverziteta Evrope 1 Balkanskog poluostrva koje ukljucuju i Srbiju. Neki
od najznacajnijih ciljeva programa jesu ocuvanje i reintrodukcija populacija mnogih ugrozenih vrsta ptica ovog
podrucja [28] [29].
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Iako zakonodavstvo u Srbiji obuhvata zastiCene vrste ptica, ne postoji klasifikacija statusa i §to je mnogo bitnije,
kazne za ubijanje zasticenih vrsta su daleko od standarda evropskih zemalja. To potvrduje da je potrebno jo§ mnogo
stvari uraditi u cilju izbegavanja daljeg opadanja populacija divljih vrsta ptica. Zaista, zastita pernate lovne divljaci u

Slika 1. Prikaz dobijenih rezultata determinacije pola razli¢itih vrsta ptica na agaroznom gelu obojenom u etidijum
bromidu
M — Ladder, 1 — Corvus frugilegus (), 2 — Buteo buteo (3), 3 — Aquila heliaca (Q), 4 — Falco subbuteo (2), 5 —
Haliaeetus albicilla (), 6 — Cygnus olor (3), 7 — Anser fabalis (3), 8 — Ciconia ciconia (3), M — Ladder

Srbiji je od velikog znacaja za oc¢uvanje divljih vrsta na mnogo Sirem podrucju nego §to je to Srbija koja predstavlja
jedan od 6 centara biodiverziteta Evrope [30] [31].
Zakljucak

Da zaklju¢imo, metod za determinaciju pola prikazan u ovom radu je pouzdan, ekonomican, brz, jednostavan i ne
zahteva agresivno uzorkovanje bioloskog materijala za izolaciju DNK, $to je naroCito bitno kada se radi sa
zaStiCenim vrstama ptica. Rezultati koji su predstavljeni mogu imati znaCaj za brojne programe zastite i
reintrodukcije zastienih vrsta ptica, Sto bi omoguéilo ocuvanje i obogacivanje biodiverziteta Republike Srbije.
Usled visoke konzervisanosti CHD gena, ovaj metod pruza moguénost koris¢enja kod vecine vrste ptica [32],
ukljucujudi zasticene i ugroZene, §to ¢e biti predmet daljih istrazivanja.

Zahvalnost
Istrazivanje je finansirano od strane Ministarstva prosvete i nauke Republike Srbije, projekat br. III 46002, pod
rukovodenjem prof. dr Zorana Stanimirovica.
Eksperiment je u saglasnosti sa trenutno vaze¢im zakonima Republike Srbije, gde je eksperiment u celosti i
obavljen.

Literatura
[1] Rankovic, N., Kecic, Lj., Radosavljevic, A. Sumarstvo, 56, 1-2: 35-48, 2004. [2] Zakon o zatiti prirode, "SluZbeni glasnik
RS", br. 36/2009, 88/2010 i 91/2010. [3] Cote, I., Sunderland, W. Conservation Biology, 11, 2: 395-405, 1997. [4] Lee, M.,
Hong, Y., Park, S., Kim, Y., Choi, T., Lee, H., Min, M. Genes and Genomics, 30: 365-372, 2008. [5] Griffiths, R., Double, M.,
Orr, K., Dawson, R. Molecular Ecology, 7: 1071-1075, 1998. [6] Kahn, N., John, J., Quinn, T. Auk, 115: 1074-1078, 1998. [7]
Tella, J., Torre, 1. Journal of Ornithology, 134: 187-190, 1993. [8] Baker, A.J., Piersma, T. Condor, 101: 887-893, 1999. [9]
Jodice, P.G.R., Lanctot, R.B., Gill, V.A., Roby, D.D., Hatch, S.A. Waterbirds, 23: 405-15, 2000. [10] Mendenhall, C.,
Sekercioglu, C., Brenes, F. Journal of Field Ornithology, 81: 49-63, 2010. [11] Hochbaum, H.A. Trans. N. Amer. Wildl. Conf., 7:
299-307, 1942. [12] Griffiths, R., Phil, D. Semin. Avian. Exot. Pet., 9: 14-26, 2000. [13] Swengel, S.R. National Biological
Service/International Crane Foundation: United States of America, 223-231, 1996. [14] Hildebrandt, Y., Pitra, C., Sommer, P.,
Pinkowski, M. Journal of Zoo and Wildlife Medicine. 26: 367-376, 1995. [15] Jensen, T., Durrant, B. Zoo Biology, 25: 25-34,
2006. [16] Griffiths, R., Phil, D. Semin. Avian. Exot. Pet., 9: 14-26, 2000. [17] Archawaranon, M. Biotechnology, 3: 160—164,

81



Medunarodni simpozijum o lovstvu, »Savremeni aspekti odrzivog gazdovanja populacijama divijaci«
Zemun-Beograd, Srbija, 22. — 24. jun, 2012.
Orginalni nau¢ni rad UDK: 568.2:305

2004. [18] Serensen, K.B. Applied Microbiology And Molecular Biology In Oilfield Systems, 2: 27-31, 2011. [19] Zakon o
zastiti prirode, "Sluzbeni glasnik RS", br. 36/2009, 88/2010 i 91/2010. [20] Fridolfsson, A., Ellegren, H. Journal of Avian
Biology, 30: 116-121, 1999. [21] Wang, L., Chen, C., Lee, H., Li, S., Lir, J., Chin, S, Pu, C., Wang, C. Zoo Biology, 26: 425-
431, 2007. [22] Ong, A., Vellayan, S. Zoo Biology, 27: 62-69, 2008. [23] Ong, A., Vellayan, S. Zoo Biology, 27: 62-69, 2008.
[24] Dawson, D., Darby, S., Hunter, F., Krupa, A., Jones, 1., Burke T Molecular Ecology Notes, 1: 201-204, 2001. [25]
Fridolfsson, A., Ellegren, H. Journal of Avian Biology, 30: 116-121, 1999. [26] Storch, I. Wildlife Biology, 13: 5-12, 2007. [27]
Gati¢, D., Puzovié, S., Zubi¢, G. Sumarstvo, 61, 1-2: 155-167, 2009. [28] Skoric, S., Stefanovic, K., Marinkovic, S. Archives of
Biological Sciences, 59: 5-6, 2007. [29] Tucakov, M. Acrocephalus, 25: 71-78, 2004. [30] Stanimirovic, Z., Vucinic, M.,
Stevanovic, J. Savremena poljoprivreda, 48, 1-2: 17-23, 1999. [31] Radovic, I. Biodiversity Strategy of Serbia for the period
2011 — 2018, Ministry of Environment, Mining and Spatial Planning, 18-33, 2011. [32] Vucicevic, M., Stevanov-Pavlovic, M.,
Stevanovic, J., Bosnjak, J., Gajic, B., Aleksic, N., Stanimirovic, Z. Zoo Biology, DOI: 10.1002/200.21010, 2012.

82



