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DETERMINACIJA POLA PTICA U FUNKCIJI MENADZMENTA PERNATE LOVNE
DIVLJACI
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Sazetak: Determinacija pola ptica je znacajna za ostvarivanje dobrog menadzmenta pernate lovne divljaci.
Uzimajué¢i u obzir ¢injenicu da su mladunci svih vrsta ptica monomorfni, determinacija pola na osnovu
fenotipskih karakteristika kod njih je skoro nemoguca. Pravrovremeno formiranje parova i jata je osnov dobrog
menadzmenta i iz tog razloga je neophodno poznavati pol ptica u lovistu. Cilj rada bio je razvijanje pogodnog
metoda za brzu determinaciju pola baziranog na moleklarnim markerima (CHDZ, CHDW), a koji se moze
primenjivati kod pernate lovne divlja¢i. DNK je izolovana iz perja, a amplifikacija CHD gena je obavljena
koris¢enjem 2550F/2718R seta PCR prajmera. Pol je odreden kod svih testiranih uzoraka poreklom od 7 vrsta
pernate lovne divljaci. Metod razvijen u ovom radu moze se koristiti za uspostavljanje odrzivog menadzmenta
pernate lovne divljaci i za efikasnu determinaciju pola lovnih vrsta ptica.
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Uvod
Determinacija pola zasnovana na fenotipskim karakteristikama je kod ptica izuzetno teska, ako ne i nemoguca, kako
kod odraslih jedinki monomorfnih vrsta, tako i kod mladunaca dimorfnih vrsta ptica. Odgovarajuée znanje o
starosnoj i polnoj strukturi ekonomskog godiSnjeg izlova je esencijelno za pravilan menadzment populacijama
divljaci. Ornitolozi su generalno saglasni da postoje varijacije izmedu odnosa polova kod divljih vrsta ptica [1].
Postoji odnos izmedu odnosa polova i demografije, ponasanja i opstanka populacija. Oblici ponaSanja poput
poligamije, multiple kopulacije, zaStite partnera i zajednic¢ki uzgoj su ¢esto povezani sa odnosima polova i zaista,
mozda su se razvili kao njihova posledica [2]. Uzrok ovakvih variranja od ocekivanog odnosa polova 1:1, koji se
moze na¢i kod veéine vrste sisara, jo§ uvek nije objasnjen [3] [4]. Odstupanja u odnosu polova imaju uticaj na
ekologiju, monitoring i konzervaciju [5].
U odgajivackim centrima se obavlja uzgoj i trgovina velikog broja ptica i za njih je determinacija pola od izuzetnog
znacaja. Kod nekih vrsta ptica neophodno je imati tacno odreden broj jedinki i specifi¢an odnos polova unutar istog
prostora za drzanje. To je potrebno u cilju odrzavanja fizioloskih oblika ponaSanja i preveniranja pojave
poremecenih i patoloskih oblika ponasanja koji ¢esto mogu voditi ka smrti ptice. Kada se jedinke jednog pola nadu
u visku, one nisu sposobne da se bore za teritoriju. Te jedinke ostaju same i nazivaju se ,,plutaju¢im* individuama
[6] [7]. To su najée$¢e mlade i neiskusne Zzivotinje [8]. Nedvosmislena determinacija pola je neophodna za
uspostavljanje legislative u cilju zastite svih ugroZenih vrsta ptica.
Nedvosmislena determinacija pola mladunaca je od znacaja kod mnogih vrsta ptica. Kriterijumi na osnovu kojih se
vr$i odredjivanje pola mogu biti od izuzetne vaznosti kod vrsta kod kojih su muzjaci i Zenke razli¢ite veli¢ine zato
§to neuoceno odstupanje u odnosu polova u uzorku moze izmeniti rezultate istrazivanja rasta, prezivljavanja,
hranidbenog ponasanja i ostalih aspekata biologije vrste.
Kod pojedinih vrsta ptica, odreden broj muzjaka i Zenki se pusta u lovista i uspeSna reprodukcija moze biti
postignuta samo pri specificnom odnosu polova. Medu monogamnim vrstama znacajne su: poljska jarebica (Perdix
perdix), jarebica kamenjarka (Alectoris graeca), prepelica (Coturnix coturnix), lestarka (Tetrastes bonasia), Sumska
Sljuka (Scolopax rusticola), grlica (Streptopelia turtur), gugutka (S. decaocto) divlja guska (Anser anser), zutokljuni
labud (Cygnus cygnus) i jastreb kokosar (Accipiter gentilis). Od poligamnih vrsta najznacajnije su fazan (Phasianus
colchicus), veliki tetreb (Tetrao urogallus) i velika droplja (Otis tarda). Formiranje parova i jata je pozeljno uraditi
$to je pre moguce, dakle neophodno je determinisati pol odmah nakon izleganja. Podjednako je bitno ne povrediti
jedinku tokom uzorkovanja tkiva. Sem toga, u pojedinim zemljama, tokom sezone lova, dozvoljeno je loviti
isklju¢ivo muzjake ili iskljuc¢ivo zenke odredenih vrsta.
Uzimajuéi sve navedeno u obzir, cilj ovog rada bio je razvijanje pogodne metode za brzu determinaciju pola na
osnovu molekularnih markera, koja bi se mogla primenjivati kod pernate lovne divlja¢i. Pri determinaciji pola
primenom molekularnih metoda, naj¢esée koriS¢eni uzorci jesu krv, perje, bris usne duplje ili feces. Uzorkovanje
krvi podrazumeva grubu manipulaciju jedinkama i sveukupno je vrlo stresno za pticu i nosi sa sobom visok nivo
rizika. Uzorkovanje perja i feseca je najpozeljnije jer ne zahteva fizi¢ki kontakt sa jedinkom i ne narusava fizicki i
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psihicki integritet Zivotinje. Pri odredivanju pola mladunaca, krhkih jedinki ili ugrozenih vrsta, od izuzetne je
vaznosti svesti stres prouzrokovan manipulacijom ptice na najmanju moguéu meru [10]. U ovom radu za potrebe
determinacije pola koristili smo perje jer je njegovo uzorkovanje neinvanzivno po pticu.

Materijal i metod rada

Uzorkovanje i ekstrakcija DNK
Test determinacije pola obuhvatio je 35 jedinki iz 7 vrsta ptica: divlja guska (Anser anser), guska glogovnjaca (4.
tabalis), gacac (Corvus frugilegus), prepelica (Coturnix coturnix), poljska jarebica (Perdix perdix), Sumska §ljuka
(Scolopax rusticola) i fazan (Phasianus colchicus). Kod svake vrste, pol je determinisan kod 5 jedinki. Jedno grudno
pero je uzorkovano od svake ptice i stavljeno u obelezen koverat.
DNK je izolovana i pera koris¢enjem KAPA Express Extract seta za izolaciju (KAPA Biosystems, cat No KK7103).
Odsecana je baza pera veli¢ine 2-5 mm i nakon toga izolacija DNK je vrSena po preporukama proizvodaca seta za
izolaciju. Inkubacioni korak protokola na 75°C je produzen na 20 minuta. 50 pL dobijenog izolataje dodato u 200
pL TE pufera. Deset uL tako dobijenog razredenog izolata je koris¢eno u PCR reakciji.
PCR amplifikacija
Za amplifikaciju CHD gena koris¢en je slede¢i set prajmera: 2550F (5'-GTTACTGATTCGTCTACGAGA-3’) i
2718R (5'-ATTGAAATGATCCAGTGCTTG-3") [11].
PCR reakciona smesa, zapremine 25 pL, za amplifikaciju CHD gena sadrzala je 12,5 pL KAPA2G Robust HotStart
ReadyMix (2X), 1,25 pL svakog prajmera (2550F 1 2718R) i 10 puL izolovane DNK.
Koris¢en 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 1 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 kori$é¢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
Razvijeni metod se pokazao uspesnim kod svih uzorkovanih jedinki (N=35) poreklom od 7 vrsta ptica (Slika 1).
Koli¢ina DNK izolovana iz samo 1 pera bila je dovoljna za amplifikaciju polno specificnog CHD gena i za
determinaciju pola. Pod uslovima opisanim u poglavlju Materijal i Metode, set prajmera 2550F/2718R je
amplifikovano razdvojene trake na 2% agaroznom gelu. Sveukupno seksiranje kod svih vrsta ptica obavljeno je
koris¢enjem 2550F/2718R seta prajmera. Kod muskih jedinki se konstantno vizuelizovala samo jedna
amplifikovana traka (CHD-Z) veli¢ine oko 650 bp, dok su se kod Zenki vizuelizovale 2 trake veli¢ine 400 i 650 bp
(CHD-Z and CHD-W).
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 [12]. Kod naSih uzoraka to je bio slucaj kod
uzoraka poreklom od vrsta Anser anser i Phasianus colchicus, a ta pojava je opisana kod Accipitridae, Anatidae,
Falconidae, Gruidae, and Scolopacidae [13].
Prve metode determinacije pola ptica bile su bazirne na posmatranju i prouc¢avanju reproduktivnih oblika ponasanja
i to roditeljskog ponasanja kao najpouzdanijeg. NeSto pouzdanije metode su se bazirale na poredenju razlicitih
morfoloskih entiteta kao $to su tezina ili duzina repa [14], veli¢ina i koloracija perja [15], reproduktivni oblici
ponasanja, duzina glave i kljuna [16].
Teskoce odredivanja pola ptica proisti¢u iz odsustva spoljasnjih reproduktivnih organa. Kloakoskopija je bila ¢esto
koris¢en metod [17], ali je zahtevala obuceno osoblje koje ¢e je izvoditi. Medutim, Cak su i stru¢njaci pravili greske
pri odredivanju pola monomorfnih vrsta. Pored toga, sa izuzetkom pataka i labudova, kod vecine vrsta ptica kloaka
je morfoloski identi¢na kod muzjaka i zenki.
Hirurske metode determinacije pola su laparoskopija i laparotomija. Obe navedene metode omogucuju direktno
posmatranje gonada [18]. Laparoskopija zahteva upotrebu anestezije a pticama je neophodno pruZiti postoperativno
zbrinjavanje nakon intervencije. Laparotomija se izvodi postavljanjem reza na levoj strani abdomena izmedu
poslednja 2 rebra. Rez mora biti dovoljno velik da omogu¢i postavljanje metalnog instrumenta u abdominalnu
duplju kako bi se razmakli organi gastrointestinalnog trakta i omoguc¢ila vizuelizacija gonada. Gonade se nalaze duz
ki¢me, odmah ispod torakalne Supljine. Kod muzjaka se nalaze 2 testisa, dok se kod Zenki u najveéem broju
slu¢ajeva nalazi samo jedan jajnik. Jasnija vizuelizacija gonada se postize pri laparoskopiji, koriS¢enjem
fiberoptic¢kih kablova. Medutim i za ovu proceduru je neophodno napraviti mali rez na abdomenu. Problemi koji
prate ove dve metode jesu atroficne gonade kod jedinki koje se ne koriste za reprodukciju i male gonade kod vrsta
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Slika 1: Prikaz dobijenih rezultata determinacije pola razli¢itih vrsta ptica na agaroznom gelu obojenom u etidijum
bromidu
M — Marker, 1 — Anser anser (Q), 2 — Corvus frugilegus (), 3 — Perdix perdix (3), 4 — Coturnix coturnix (), 5 —
Scolopax rusticola (3), 6 — Phasianus colchicus (?), M — Marker

koje su morfoloski male velil¢ine, kao i kod mladunaca svih vrsta. Mana ovih metoda jeste i to $to samo ispitivanje
moze povrediti jedinku pa Cak biti i letalno [19].

Citogenetika se moze koristiti za determinaciju pola ptica. MuZzjaci ptica su homogametni (ZZ), dok su zenke
heterogametne (ZW). Ovaj metod se bazira na razlici u morfologiji polnih hromozoma. Tokom evolucije, W
hromozom je izgubio veéinu svojih gena i shodno tome veli¢ina mu je redukovana. Nasuprot tome, Z hromozom je
veoma konzervisan i ve¢i je od W hromozoma. Ipak, postoje brojne poteskoce koje prate ovaj metod poput toga da
¢elije krvi ptica ne daju zadovoljavajuce rezultate a i sadrze velik broj hromozoma — od 40 do 126, u zavisnosti od
vrste [20]. Takode, ve¢ina hromozoma ptica su mikrohromozomi i tesko je izbrojati ih precizno [21]. Iako hvatanje i
fiksiranje ptice predstavlja za jedinku izuzetno stresan trenutak, pri kariotipizaciji neophodno je da to 2 puta
ucinimo. Prvi put prilikom ¢upanja pera u cilju uzimanja mladih ¢elija i drugi put pri uzorkovanju celija rastuceg
pera. Iz ovih razloga, kariotipizacija nije metoda izbora za determinaciju pola ptica.

Tokom godina, genetska determinacija pola se sa nivoa hromozoma razvila na molekularni nivo. Griffiths i Tiwari
[22] su otkrili 1995. godine CHD gen na W hromozomu. Vrlo srodna kopija ovog gena ubrzo je otkrivena i na Z
hromozomu od strane Griffiths i Korn [23] 1997. godine. Ova dva gena su kori$¢ena za determinaciju pola kod
velikog broja vrsta. Kod sisara, polno specifi¢na sekvenca je Sry gen. Kod ptica, struktura homologa Sry genu ne
postoji, iako visoko konzervisani CHD1W/CHD1Z geni [24], EE0.6 [25] 1 Wpcki geni [26] mogu biti koris¢eni za
determinaciju pola. Ovi geni predstavljaju odli¢ne markere za determinaciju pola s obzirom da su funkcionalni deo
DNK i da su veoma konzervisani. CHD je zasigurno najznacajniji medu njima jer se moze koristiti kod skoro svih
vrsta ptica, sa izuzetkom trkacica[27]. Reakcija lancane polimeraze (PCR) je pouzdan, ekonomican, brz i ne toliko
komplikovan metod za determinaciju pola kod ptica [28].

Metode determinacije pola su se razvijale u 2 razliCita pravca. Sa jedne strane, bilo je vazno je smanjiti nivo stresa
tokom uzorkovanja bioloSkog materijala na $to je moguce manju meru. Sa druge strane, podjednako je bilo znacajno
razviti metod koji je najtacniji i najpouzdaniji. Kod tradicionalnih metoda osnovni problem je subjektivnost (rezultat
zavisi od posmatraca). Ostali nedostaci ovih metoda jesu nepouzdanost rezultata, neophodnost narusavanja fizickog
i psihickog integriteta jedinke tokom uzorkovanja, rizik za pticu ili osobu koja vr$i uzorkovanje i determinaciju,
dugo trajanje analiza i nemogucnost determinacije kod mladunaca.

Ipak, napredovanje u molekularnoj genetici je omogucilo prevazilazenje ovih problema [29] [30]. Danas, uzorci za
analizu mogu biti koli¢inski vrlo mali, poput jednog pera a sama determinacija moZze biti zavrSena za oko 4 sata, bez
uticaja na pouzdanost testa. Izolacija DNK iz perja pomaze smanjivanju stresa koji prati uzorkovanje, eliminise
nepotrebna krvarenja i umanjuje moguénost razvijanja infekcije i to bez ugrozavanja tacnosti i pouzdanosti
rezultata. Iz ovih razloga, determinacija pola primenom molekularnih metoda se pokazala kao korisno sredstvo pri
ocuvanju divljih vrsta ptica kao dodatak prouc¢avanjima oblika ponaSanja i programa uzgajanja [31].
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Zakljucak

Ravnotezni odnos polova unutar malih populacija je znacajan u menadzmentu konzervacije ugrozenih i lovnih vrsta
ptica [32]. Determinacija pola je neophodna u menadzmentu i konzervaciji lovnih vrsta ptica, za studije ekologije,
ponasanja zivotinja, strukture populacije i prouc¢avanja zivota jedinki.

Tehnike bazirane na analizi DNK su pouzdanije od tradicionalnih. Molekularne tehnike omoguéavaju prednosti
neinvazivnih nacina determinacije pola i ne zahtevaju koriS¢enje anestezije ili grubu manipulaciju jedinkama.
Amplifikacija polno dimorfnih konzervisanih gena je najveca prednost CHD sekvence i CHD gen moze sluziti kao
skoro univerzalni marker za determinaciju pola kod ptica [33]. Metod razvijen u ovom radu olaksava i ubrzava
determinaciju kod lovnih vrsta ptica i doprinosi menadzmentu ocuvanja pernate lovne divljaci.
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