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Kratice

CCh — Carduelis chloris, zelendur

CHD gen — chromo-helicase-DNA-binding gene, kromo- helikaza- DNA vezajuci
protein

CHD-W — CHD gen na W spolnom kromosomu

CHD-Z — CHD gen na Z spolnom kromosomu

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

GF — Gyps fulvus, bjeloglavi sup

HAZU — Hrvatska akademija znanosti i umjetnosti

PA — Phalacrocorax aristotelis, morski vranac

PC — Parus caeruleus, plavetna sjenica

PCR - polymerase chain reaction, lan¢ana reakcija polimerazom

PD — Passer domesticus, vrabac

PE — Psittacus erithacus, zako

PM — Passer montanus, poljski vrabac

PMr — Parus major, velika sjenica

SV — Sturnus vulgaris, ¢vorak
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1. UVOD

U istrazivanju ponasanja i ekologije ptica, a posebice gnijezdenja, odredivanje spola jedna
je od znacajnih sastavnica (primjerice odnos spolova u gnijezdu, povezanost spola sa
redoslijedom neSenja jaja i dr.). Kod velikog broja pti¢jih vrsta prisutan je odredeni stupanj
razlike medu spolovima - spolni dimorfizam (Sutherland i sur. 2004.). Medutim, u vecine
vrsta s prisutnim spolnim dimorfizmom moguénost odvajanja spolova prema biometrijskim
obiljezjima (tezina, duljina krila, repa, kljuna 1 dr.) samo je djelomi¢na jer postoje
podudarnosti medu spolovima. Rjede su vrste s naglasenim spolnim dimorfizmom kod kojih
nedvojbeno mozemo odrediti spol na temelju vanjskih obiljezja (npr. vrabac, kos, divlja patka
i dr.). lako vec¢ina vrapcCarki (red Passeriformes) i neke vrste ptica iz drugih redova ne
pokazuju spolni dimorfizam, ipak medu spolovima postoje manje razlike kao primjerice
refleksija perja (perje muzjaka izgleda sjajnije) ili tzv. “spolni ornamenti* (npr. deblja crna
trbusna pruga u muzjaka velike sjenice). Medutim, kod takvog odredivanja spola moze doc¢i
do problema zbog varijacija medu populacijama pa se teSko moze uopcéavati unutar vrste. U
doba gnijezdenja zenku mozemo razlikovati od muzjaka po gubitku perja na trbusnoj strani
gdje koza postane jace prokrvljena. Budu¢i da je to samo u razdoblju gnijezdenja, takav nacin
odredivanja spola ima mnoge nedostatke. U embrija i mladih u gnijezdu vrlo je tesko ili
nemoguce odrediti spol. U navedenim slucajevima, ako je odredivanje spola klju¢no ili od
izrazite vaznosti za istrazivanje, najbolje je posegnuti za molekularnim metodama odredivanja
spola. Zbog toga su danas u ornitologiji sve prisutnija istrazivanja na molekularnoj razini (npr.
Rejt i sur. 2005., Robertson i Gemmell 2006., Wang i sur. 2006., Laucht i sur. 2008., Ong i
Vellayan 2008., Lifjeld i sur. 2005.). Medutim, u nas takav pristup jos nije zazivio, pa ¢e ovaj
rad imati znaCajan doprinos u ostvarivanju novih spoznaja na podru¢ju ornitologije u

Hrvatskoj.

1.1. Op¢a obiljezja i morfoloSko odredivanje spola istrazivanih ptica

Za ovo israzivanje odabrane su vrste ptica iz reda vrapcarki (Passeriformes) koje su Ceste
u nas: velika sjenica (Parus major), plavetna sjenica (Parus caeruleus), ¢vorak (Sturnus
vulgaris), vrabac (Passer domesticus), poljski vrabac (Passer montanus) i zelendur (Carduelis
chloris). Sve vrste su stanarice, a povremeno i skitalice u potrazi za hranom, te su ¢esti

posjetitelji hraniliSta zimi. Iznimka je ¢vorak koji je selica. Osim zelendura koji gnijezdi
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najcesce u grmlju, sve vrste su dupljasice pa rado ulaze u Skrinjice za gnijezdenje (umjetne
duplje). Osnovni morfoloski 1 biometrijski podaci za istrazivane vrste uzeti su prema Heinzelu
isur. (1997.) i Crampu (1998.).

Velika sjenica naj¢esca je sjenica u Hrvatskoj. Obitava u listopadnim i mjeSanim Sumama,
voénjacima, vrtovima i gradskim parkovima. Velika je 14 cm. Lako je prepoznatljiva po
kombinaciji crnobijele glave, plavozelenog perja na ledima 1 Zutog perja na trbusnoj strani te
crnog podbratka koji se uzduzno proteze trbusnom stranom. U muZjaka je crna trbuSna pruga
Sira nego u zenke pa ih na taj nafin mozemo razlikovati iako ne postoji naglaseni spolni
dimorfizam.

Plavetna sjenica (sl. 1.) Cesta je u bjelogoricnim Sumama, gradskim parkovima i vrtovima.
Velika je svega 11,5 cm, a teSka 9 do 12 grama. PreteZito je plave 1 Zute boje s
karakteristiénim svjetloplavim tjemenom. Muzjak i Zenka vrlo su sli¢ni, ali muzjaka mozemo
razlikovati od Zenke po sjajnijem i intenzivnije plavom perju na glavi, repu i krilima. Ovakvo
odredivanje spola subjektivno je, a time i podlozno pogreskama pa se ne treba iskljuciti
mogucnost pogreSnog odredivanja spola na terenu. Biometrijska obiljezja previse se
podudaraju da bi se spol mogao pouzdano utvrditi (npr. duljina repa u muzjaka je 49-54 mm,

a u zenke 47-52 mm).

Slika 1. Plavetna sjenica (Parus caeruleus)

Cvorak obitava u Sumarcima na ravnic¢arskim poljoprivrednim podruc¢jima, u vrtovima,
vo¢njacima i parkovima. Veli¢ine je 21,5 cm. Perje odraslih jedinki crnkasto je s

ljubicastozelenim odsjajem i svijetlim pjegama. Muzjaka i zenku ne mozemo razlikovati po
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boji perja ili biometrijskim obiljezjima zbog podudaranja (npr. tezina muzjaka je 70-94 g, a
zenke 65-91) ali razlikuju se po boji Sarenice koja je u muzjaka tamnosmeda do crna, a u
zenke siva do sivosmeda.

Vrabac je jedna od najCes¢ih ptica koja obitava u blizini ljudskih naselja, od seoskih
naselja do gradova. Velicine je 14,5 cm. Spolni dimorfizam vrlo je izraZzen pa sa sigurnoséu
mozemo utvrditi kojeg je jedinka spola. Muzjak ima kestenjast plast, sivo tjeme 1 trticu te crno
grlo. Zenka je odozgo smeda, a odozdo sivkaste boje (sl. 2.). Nagladeni spolni dimorfizam
¢ini vrapca vrlo korisnim za ovo istrzivanje jer predstavlja kontrolu za rezultate dobivene
molekularnim metodama.

Poljski vrabac (sl. 3.) Zivi na otvorenim Sumskim podruc¢jima, uz obale rijeka, u vrtovima 1
parkovima; uglavnom u blizini naselja. Velik je 14 cm. Tjeme mu je kestenjasto, trtica
zuckastosmeda, a na krilu ima dvostruku krilnu prugu. U poljskog vrapca ne postoji spolni
dimorfizam pa je muzjaka i Zenku nemoguce razlikovati. Zbog toga je molekularno

odredivanje spola vrlo bitno kod ove vrste.

Slika 2. Zenka vrapca (Passer domesticus) Slika 3. Poljski vrabac (Passer montanus)

Zelendur je ptica koja obitava na rubovima Suma, u vrtovima i parkovima; ¢es¢e na
staniStima s vazdazelenom vegetacijom nego na listopadnim podruc¢jima. Veli¢ine je 14,5 cm.

Muzjaka i zenku trebalo bi razlikovati po obojenosti: muzjak je svjetlije, Zutozeleno obojan



(najvise na podrucju glave i trbuha), dok je zenka uglavnom maslinasta. Medutim, populacije
zelendura uvelike variraju u intenzitetu obojenosti, a 1 obojenost zenke i jednogodisnjeg
muzjaka vrlo je sli¢na te lako moZe do¢i do zabune pri odredivanju spola. Spol se ne moze
odrediti na temelju biometrijskih obiljeZja jer su podudarnosti znatne (npr. krilo muZzjaka je 83

— 92 mm, a krilo zZenke 81 — 90 mm).

U ovo istrazivanje ukljuene su i tri vrste ptica iz tri razli¢ita reda Ciji su uzorci pera
prikupljeni neovisno od ovog rada: morski vranac (Phalacrocorax aristotelis), bjeloglavi sup
(Gyps fulvus) i africki sivi papagaj — zako (Psittacus erithacus).

Morski vranac (red: Pelecaniformes - veslonoske) naseljava stjenovite obale, ponekad
odluta do muljevitih ili pjeS€anih obala, a gnijezdi na liticama ili stijenama. Cijeli je crno
obojen osim na osnovi kljuna i oko oka gdje mu je koza zute boje. MuZzjak i Zenka vrlo su
sli¢ni, ali je muzjak u pravilu veéi od Zenke. Za sigurno utvrdivanje spola jedinki vazno je
naci pouzdanu metodu molekularnog odredivanja spola.

Bjeloglavi sup (red: Falconiformes - sokolovke) najc¢es¢i je veci strvinar u regiji, jedini
svijetlo obojan: uglavnom svjetlosmeckasto s tamnim perjem na krilima i repu te glavom i
vratom prekrivenim bijelim paperjem. U Crvenoj knjizi Hrvatske svrstan je u kategoriju
kriti€no ugrozenih gnijezde¢ih populacija (Radovi¢ i sur. 2003.). Redovito gnijezdi jo§ samo
na kvarnerskim otocima (Cres, Krk, Prvi¢, Pag). U ove vrste nema spolnog dimorfizma pa je
molekularno odredivanje spola od velike vaznosti za ornitoloska istrazivanja (Kocijan 1 sur.
2006.).

Prirodni areal Zakoa (red: Psittaciformes - papige) zapadna je do srednja Afrika (Burnie
2001.). Naseljava ve¢inom nizinske kisne Sume, planinske kisne Sume, plantaze i obradene
povrsine ili vrtove. U dijelovima svog areala joS uvijek je Cesta vrsta usprkos ilegalnom
hvatanju zbog trgovine ku¢nim ljubimcima. Muzjak i Zenka podjednake su grade i obojenosti

pa se spol ne moze morfoloski odrediti.

1.2. Molekularno odredivanje spola u ptica

1.2.1. Spolni kromosomi i CHD gen

Spol ptica je, kao i u vec¢ine kraljeZnjaka, odreden postojanjem spolnih kromosoma.

Spolni kromosomi najvjerojatnije su nastali postupnom promjenom iz autosoma nekog

zajedniCkog pretka kraljeznjaka (Ellegren 2000.). Za razliku od sisavaca kod kojih je muzjak
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heterogametan (XY), a Zenka homogametna (XX), u ptica su Zenke heterogametni spol (ZW),
a muzjaci su homogametni (ZZ). W spolni kromosom znatno je manji od Z spolnog
kromosoma, sadrzi malo gena, a bogat je konstitutivnim heterokromatinom i repetitivnom
satelitskom DNA (Griffiths i sur. 1996.). Takve sekvence ubrzano evoluiraju ¢ak i medu
srodnim vrstama pa bi njihova uporaba kao markera imala vrlo ograni¢enu primjenu. Zbog
toga su se istrazivanja usmjerila pronalasku konzerviranih gena na W kromosomu koji bi bili
prisutni kod vecine ptica.

Prvi takav otkriveni gen bio je CHD-W gen (chromo-helicase-DNA-binding gene),
(Griffiths 1 Tiwari 1995.). Proteini koje kodira CHD gen imaju ulogu u regulaciji transkripcije
na kromatinskoj razini utjeCu¢i na kondenzaciju kromatina pa je taj gen strogo konzerviran
kroz €itav pticji svijet (Griffiths 1 Tiwari 1996.). U genomu ptica postoje dvije kopije CHD
gena, CHD-Z gen vezan za Z kromosom kojeg imaju i Zenke i muZzjaci te CHD-W kopija gena
vezana za W kromosom kojeg imaju samo Zenke. Kodirajuée sekvence oba gena strogo su
konzervirane pa su CHD-Z i CHD-W gen jednake velicine te ih je nemoguce razlikovati na
gelu nakon elektroforeze (Fridolfsson i Ellegren 1999.). Griffiths i1 sur. (1998.) su razvili
metodu istodobnog umnaZanja homolognih dijelova CHD-W i CHD-Z gena reakcijom PCR u
prisustvu specificnih pocetnica. Pocetnice se vezu za konzerviranu eksonsku regiju obje
kopije gena, te dolazi do umnazanja nekodirajué¢eg introna koji je u CHD-Z i CHD-W genu
razli¢ite duljine budu¢i da je intronska regija podlozna brzim promjenama i mutacijama.
Reakcijom PCR nastaju odsje¢ci CHD-Z 1 CHD-W gena koji su razlicite veli¢ine te ih je
moguce razdvojiti elektroforezom u gelu. Nakon elektroforeze i bojanja DNA, u gelu su
vidljive dvije pruge ako se radi o Zenki, a jedna ako se radi o muzjaku. Pomoc¢u ove metode
moguce je odrediti spol vecini vrsta ptica, uz izuzetak bezgrebenki kod kojih se Z 1 W
kromosomi medusobno morfoloski ne razlikuju pa ne postoji niti dimorfizam CHD gena

(Ansari i sur. 1988.).

1.2.2. Lancana reakcija polimerazom

Lancana reakcija polimerazom (PCR, engl. polymerase chain reaction) je molekularna
metoda koja nam omogucuje umnazanje odredenog odsjecka DNA u uvjetima in vitro.
Metoda se pocela koristiti osamdesetih godina proslog stoljeca, a prvi su je opisali Mullis i
Faloona (1987.). Temelji se na aktivnosti enzima 7aq polimeraze koji je izoliran iz bakterije
Thermus aquaticus koja zivi u termalnim izvorima te zbog toga ne gubi sposobnost

umnazanja DNA na visokim temperaturama. Za provodenje reakcije PCR potrebno je
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poznavati redoslijed nukleotida koji omeduju Zeljeni odsje¢ak DNA na temelju Cega se
odabire par pocetnica. Pocetnice su umjetno proizvedeni oligonukleotidni lanci od kojih je
jedan komplementaran 3' kraju odsjecka jednog DNA lanca koji se umnaza u reakciji, a drugi
3' kraju drugog lanca tako da svaka prijanja uz jedan lanac i usmjeruje umnazanje regije
izmedu njih.

Osim pocetnica, u reakcijsku smjesu za PCR potrebno je dodati DNA kalup, enzim
Taq polimerazu, deoksiribonukleotide i1 pufer u kojem se odvija rekcija s enzimskim
kofaktorom magnezijem. Reakcija PCR sastoji se od tri faze: faze denaturacije dvolancane
molekule DNA, faze sparivanja pocetnica i faze produljivanja lanaca. Ponavljaju¢i ove tri
faze n puta, kolicina DNA se povecava 2” puta. Nakon 20 ciklusa koli¢ina DNA se uveca

milijun, a nakon 30 ciklusa milijardu puta.

1.2.3. Elektroforeza

Produkti dobiveni reakcijom PCR razlikuju se veli¢inom i razdvajaju pomocu
elektroforeze u agaroznom gelu. To je standardna metoda koja se koristi za brzu analizu DNA
(identifikaciju, razdvajanje, odredivanje koliine i prociS¢avanje), a temelji se na razlicitoj
brzini kretanja molekula DNA razlicitih veli¢ina u agaroznom gelu pod utjecajem elektricnog
polja. Molekula DNA prirodno je negativno nabijena i u elektricnom polju se kre¢e prema
anodi. Omjer molekulske mase i naboja molekule je konstantan pa se molekule kroz gel kre¢u
brzinom koja ovisi samo o njihovoj veli¢ini. Molekule manje molekulske mase krecu se brze
kroz gel dok se one vece krecu sporije. Na uspjesnost elektroforeze utjeCe i koncentracija
agaroze u gelu; veéa koncentracija agaroze omogucuje bolje razdvajanje manjih odsjec¢aka
DNA dok je manja koncetracija agaroze prikladnija za razdvajanje vec¢ih odsjecaka DNA. U
ovom radu koriStena je vrlo visoka koncentracija agaroze (3g/100ml) jer su umnoZeni
odsjecci veliki svega nekoliko stotina parova baza. Osim toga, umnoZzeni dijelovi CHD-W i
CHD-Z gena ne razlikuju se mnogo svojom veli¢inom pa u slu¢aju rjedeg gela ne bi doslo do

njihovog vidljivog razdvajanja te bi odredivanje spola bilo nemoguce.



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je utvrditi primjenjivost molekularnog odredivanja spola, koje se
temelji na razlikima CHD gena na Z 1 W spolnim kromosomima, na neke od nasih ¢estih ptica
iz reda vrapcarki (velika sjenica, plavetna sjenica, ¢vorak, vrabac, poljski vrabac i zelendur) te
na tri vrste ptica koje su filogenetski udaljenije od odabranih vrapcarki (morski vranac,

bjeloglavi sup i zako).

Specifi¢ni ciljevi ovog rada su:

e Za svaku istrazivanu vrstu utvrditi koji je od dva koriStena para pocetnica (P2/P8 i

2550F/2718R) prikladniji za ovaj nac¢in molekularnog odredivanja spola.

e (Odrediti spol jedinki umnazanjem ciljne DNA izolirane iz uzoraka pera i uzoraka

krvi.

e Usporediti kvalitetu rezultata dobivenih umnazanjem ciljne DNA izolirane iz pera
i DNA izolirane iz krvi, te odabrati koji je od dva tipa bioloskog materijala

prikladniji za daljnja istrazivanja.



3. MATERIJALI I METODE

3.1. Rad na terenu

3.1.1. Lov ptica

U sijecnju 2009. godine na dvije su lokacije postavljena hraniliSta za ptice, na
podru¢ju Mokrica (Hrvatsko zagorje) i MarkuSevca (Prigorje). Tijekom veljace na tim su
lokacijama ptice lovljene pomocu mreza (sl. 4.) 1 klopki na Skrinjicama za gnijezdenje
(umjetne duplje). Sve ulovljene ptice su prstenovane (prsteni Zavoda za ornitologiju HAZU u
Zagrebu), a uzorci krvi 1 pera uzeti su od Sest vrsta reda vrapcarki koje su uklju¢ene u
istrazivanje (tab. 1.). Cvorci su jedina vrsta lovljena pomoéu klopki postavljenih na ulaze
Skrinjica za gnijezdenje (sl. 5.). Pera morskih vranaca i zakoa te izolirana DNA bjeloglavih
supova dobiveni su u Zavodu za animalnu fiziologiju Bioloskog odsjeka PMF-a Sveudilista u

Zagrebu (tab. 2.).

Tablica 1. Uzorkovane vrste ptica iz reda vrapcarki (Passeriformes)

PORODICA VRSTA OZNAKA METODA LOVA TIP UZORKA BROJ JEDINKI
Paridae Parus major PM mreza krv i pero 8
Parus caeruleus PC mreza krv i pero 6
Sturnidae Sturnus vulgaris N\Y% klopka krv i pero 8
Passeridae Passer domesticus PD mreza krv i pero 6
Passer montanus PM mreza krv i pero 12
Fringillidae Carduelis chloris CCh mreza krv i pero 12
UKUPNO: 52

Tablica 2. Uzorci pera i izolirane DNA dobiveni u Zavodu za animalnu fiziologiju Bioloskog odsjeka
PMF-a Sveucilista u Zagrebu

RED PORODICA VRSTA OZNAKA TIP UZORKA BROJ JEDINKI
PELECANIFORMES | Phalacrocoracidae | Phalacrocorax aristotelis PM pero 3
L izolirana
FALCONIFORMES Accipitridae Gyps fulvus PC © 6
) DNA
PSITTACIFORMES Psittacidae Psittacus erithacus SV pero 2
UKUPNO: 11




Slika 4. Zelendur (Carduelis chloris) u mrezi Slika 5. Klopka na $krinjici za gnijezdenje
¢vorka (Sturnus vulgaris)

3.1.2. Sakupljanje uzoraka pera i krvi

Pera su uzeta s podrucja leda. Od svake ptice uzeta su po tri pera. Donji dio badrljice
(scapusa) je odrezan prethodno steriliziranim Skaricama i stavljen izravno u pripremljenu
Eppendorff tubicu. Krv je sakupljena iz bedrene vene na nacin da je sterilnom iglom
napravljena ubodna rana s koje je kap krvi (oko 10 pL) odmah pokupljena pomocu FTA
kartice (FTA Classic Card, Whatman BioScience), (sl. 6.). FTA kartice sadrze kemikalije koje
uzrokuju lizu stanica, denaturiraju proteine te Stite nukleinske kiseline od nukleaza, oksidacije
i ultraljubicastog zracenja. Kartica s uzorkom krvi pohranjena je u Eppendorff tubicu. Na
ranu je primjenjen kratkotrajni pritisak vatom da bi se sprijecilo stvaranje hematoma te
zaustavilo krvarenje prije puStanja. Uzorci krvi 1 pera pohranjeni su na 4°C do trenutka

izolacije DNA.



Slika 6. Uzimanje uzorka krvi poljskog vrapca (Passer montanus) s FTA karticom

3.2. Rad u laboratoriju

3.2.1. Izolacija DNA
DNA iz krvi (na FTA karticama) izolirana je pomocu komercijalno dostupnog kita
Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega) po prilagodenom protokolu proizvodaca.
DNA iz baze pera je izolirana pomocu komercijalno dostupnih kitova Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega) i QIAamp Mini Kit (QIAGEN). U oba kita izolacija DNA se
temelji na metodi isoljavanja kod koje se visokom koncentracijom natrijevog klorida postize
talozenje denaturiranih proteina (Miller 1 sur. 1988.). Za izolaciju DNA iz pera istovremeno

su koriStena po tri pera od svake jedinke kako bi se izolirala dovoljna koli¢ina DNA.

3.2.2. Lancana reakcija polimerazom (PCR)

Odsjecci CHD gena u svakom su uzorku umnazani dva puta: jednom pomocu para

pocetnica P2 1 P8 (P2 = 5-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3'; P8 = 5'-
CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3', Griffits 1 sur. 1998.), te drugi puta pomocu para pocetnica
2550F 1 2718R (2550F = S5'-GTTACTGATTCGTCTACGAGA-3"; 2718R = 5'-

ATTGAAATGATCCAGTGCTTG-3', Fridolfsson i Ellegren 1999.) Reakcijska smjesa je
pripremljena koriste¢i komercijalno dostupan kit Qiagen Multiplex PCR Kit (Qiagen, USA)

prema uputama proizvodaca, uz manje izmjene. Reakcijska smjesa s parom pocetnica P2/P8
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sadrzavala je 2,25 pL reagensa Qiagen Master Mix (sastav: MgCl,, ANTP, Tag polimeraza),
0,21 puL svake pocetnice, 4,83 uL H20 1 2 puL izolirane DNA. S parom pocetnica
2550F/2718R radena je jednaka reakcijska smjesa. Reakcija PCR radena je u GeneAmp®
PCR System 2700 (Applied Biosystems) po programu: pocetna denaturacija na 95°C tijekom
15 minuta; zatim 45 ciklusa: denaturacija na 94°C tijekom 30 sekundi, prijanjanje pocetnica
na 50°C tijekom 60 sekundi te produljenje DNA na 72°C tijekom 60 sekundi. Zavr$no

produljenje lanca trajalo je 10 minuta na 72°C.

3.2.3. Elektroforeza
3 % agarozni gel pripremljen je otapenjem 3 g agaroze u 100 ml TBE pufera (Tris-
borat, EDTA) uz dodatak boje za nukleinske kiseline SYBRSafe (Invitrogen Molecular
Probes) koncentracije 0,2 pL/ml. U svaku jaZicu gela nanesena je smjesa 7 pL PCR produkta
1 3 uL pufera za nanoSenje uzoraka u gel. Elektoforeza se provodila na 90 V u trajanju od 60
minuta, u TBE puferu. PCR produkti su promatrani pod ultraljubi¢astom svjetlos¢u

transiluminatora te fotografirani pomocu uredaja za snimanje agaroznih gelova.
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4. REZULTATI

Uspjesno je odreden spol 63 jedinke, predstavnice 9 vrsta ptica iz 4 razlicita reda (tab.
3.). U velike sjenice, ¢vorka i vrapca, spol odreden molekularnom metodom se podudarao sa
spolom odredenim na terenu na temelju morfoloskih karakteristika. U plavetne sjenice, za
jednog morfoloski odredenog muzjaka molekularnom metodom je utvrdeno da se radi o
zenki. U zelendura je za jednu morfoloski odredenu Zenku molekularnom metodom utvrdeno

da je muzjak. Ostalim vrstama spol nije odreden na temelju vanjskih obiljezja.

Tablica 3. Odnos spolova istrazivanih vrsta odreden prema morfoloskim obiljezjima i odreden
molekularnim metodama

RED PORODICA VRSTA OZNAKA SPOL Q/d
morfoloski odreden molekularno odreden

PELECANIFORMES | Phalacrocoracidae | Phalacrocorax aristotelis PA - 2/1
FALCONIFORMES | Accipitridae Gyps fulvus GF - 3/3
PSITTACIFORMES | Psittacidae Psittacus erithacus PE 0/2 1/1
PASSERIFORMES Paridae Parus major PM 2/6 2/6
Parus caeruleus PC 3/3 4/2

Sturnidae Sturnus vulgaris SV 3/5 3/5

Passeridae Passer domesticus PD 2/4 2/4

Passer montanus PM - 7/5

Fringillidae Carduelis chloris CCh 6/6 5/7

Ukupno: 42 Ukupno: 63

Usporedba pocetnica

S pocetnicama P2/P8 uspjesno je odreden spol svih vrapéarki. Kod Zenki su se vidjele
dvije pruge u gelu, a kod muzjaka jedna pruga (sl. 7.). U vrsta bjeloglavi sup, morski vranac i
africki sivi papagaj, s istim pocetnicama dobivena je jedna pruga u gelu za sve jedinke uslijed
¢ega odredivanje spola nije bilo moguce (sl. 8.bisl. 9.).

Koristenjem para pocetnica 2550F/2718R dobiveni su obrnuti rezultati: u supa,
morskog vranca i africkog sivog papagaja moglo se razlikovati zenku od muzjaka jer su se
jasno vidjele dvije odnosno jedna pruga u gelu (sl. 8.a 1 sl. 9.), dok su sve vrapcarke s ovim

pocetnicama pokazivale samo jednu prugu u gelu (npr. P. caeruleus, sl. 9.).
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FD PO PM PM LJ

Slika 7. Rezultati dobiveni reakcijom PCR s parom pocetnica P2/P8 u vrsta iz reda vrapcarki (Parus
caeruleus—PC, Parus major—-PMr, Carduelis chloris—CCh, Sturnus vulgaris—SV, Passer domesticus—
PD, Passer montanus—PM). L] je biljeg molekulske tezine.

Slika 8. Rezultati dobiveni reakcijom PCR: a) s parom pocetnica 2550F/2718R u bjeloglavog supa
(Gyps fulvus — GF) 1 morskog vranca (Phalacrocorax aristotelis — PA); b) s parom pocetnica P2/P8 u
morskog vranca (PA). LJ je biljeg molekulske tezine.

2550F/ 2550F/
2718R P2/P8 P2/P8 2718R

PE -PE: PE-PE PEFE: PEFe L
(] T (] +h '] T ) T

:F |:'_':| ' |:'_':| .'F |:'_':| .'F |:'_':|

Slika 9. Usporedni prikaz rezultata dobivenih kori$tenjem dvaju razli¢itih parova pocetnica
(2550F/2718R 1 P2/P8) za iste jedinke vrste Psittacus erithacus (PE) 1 Parus caeruleus
(PC). LJ je biljeg molekulske tezine.
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Rezultati usporedbe izolacije pera i krvi

DNA morskih vranaca, bjeloglavih supova i zakoa izolirana je samo iz pera, dok je
DNA vrapcarki izolirana iz krvi 1 iz pera. Svi uzorci DNA izolirani iz krvi davali su vidljive
rezultate na gelu nakon PCR-a kao i uzorci DNA izolirani iz pera morskog vranca,
bjeloglavog supa, zakoa i ¢vorka. Za uzorke DNA izolirane iz pera velike sjenice, plavetne
sjenice, vrapca, poljskog vrapca i zelendura bilo je potrebno napraviti dodatnu reakciju PCR
koriste¢i pritom dobivene PCR produkte, jer je nakon prvih 45 ciklusa vidljivost PCR
produkata u gelu bila isuviSe slaba da bi se sa sigurnoSéu mogao odrediti spol. Nakon
ponovljene reakcije PCR dobro su se vidjele pruge na gelu i mogao se odrediti spol i u tih
vrsta.

U svih jedinki kod kojih je DNA izolirana i iz krvi 1 iz pera dobiveni su isti rezultati za

oba tipa uzorka.
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5. RASPRAVA

Velikom broju pti¢jih vrsta vrlo je teSko pa ¢ak i nemoguce odrediti spol na temelju
vanjskih obiljezja. Veliki je problem i odredivanje spola embrija i mladih ptica u gnijezdu
kod kojih u pravilu nema spolnog dimorfizma. Cak i kod vrsta kod kojih postoji neka
specificna sekundarna spolna karakteristika ili razlika u biometrijskim obiljezjima cesto
postoji odredeni stupanj preklapanja Sto dovodi do moguénosti pogreSnog odredivanja spola

(Sutherland 1 sur. 2004.).

U vrapca se molekularno odreden spol jedinki podudarao s morfoloski odredenim
spolom, §to se 1 o¢ekivalo zbog naglasenog spolnog dimorfizma ove vrste. U velike sjenice i
¢vorka rezultati morfoloskog 1 molekularnog odredivanja spola takoder su se podudarali. Tako
u tih vrsta ne postoji izraziti spolni dimorfizam, Zenku od muzjaka mozemo razlikovati na
temelju manjih morfoloskih razlika (¢vorak — Sarenica oka; velika sjenica - trbusna pruga). U
plavetne sjenice spol je prilikom ulova odreden na temelju razlike inteziteta i sjaja plavog
perja na glavi, repu 1 krilima (u muzjaka je perje intenzivnije plavo). Budu¢i da je odredivanje
spola na taj nacin podlozno subjektivnosti istrazivaca, doslo je do ofekivane moguce greske:
pogresno je odreden jedan muzjak za kojeg je molekularnom analizom ustanovljeno da je
zenka. U zelendura je takoder doSlo do nepodudarnosti rezultata molekularnog odredivanja
spola 1 morfoloski odredenog spola u jedne jedinke. Morfoloski odredena Zenka ispala je
muzjak molekularnom analizom. Spol je odredivan na temelju Zutozeleno obojanog perja koje
u muzjaka prekriva znatno vecu povrsinu tijela nego u Zenke. U ovom se slu€aju vjerojatno
radilo o jednogodi$njem muzjaku koji jo§ nema intenzivno Zutozeleno obojano perje kao
stariji muzjaci pa ga je lako zamijeniti za zenku. Upravo zbog ovakvih pogreSaka, u
istrazivanjima gdje je odredivanje spola klju¢no ili od izrazite vaznosti, pouzdanije je koristiti

molekularne metode odredivanja spola od morfoloskih.

Usporedba rezultata dobivenih razli¢itim parovima pocetnica

Prema Fridolfssonu i Ellegrenu (1999.) par pocetnica 2550F/2718R mozZe se koristiti
za odredivanje spola svih pti¢jih vrsta osim bezgrebenki. U naSem istrazivanju pomocu tog

para pocetnica mogao se odrediti spol morskog vranca, bjeloglavog supa i zakoa. U zenki tih
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vrsta jasno su se vidjele odvojene dvije pruge, a u muzjaka jedna pruga (sl. 8.a i sl. 9.).
Medutim, u Sest vrsta ptica iz reda vrapCarki par pocetnica 2550F/2718R nije davao
zadovoljavajucée rezultate jer je u oba spola dobivena samo jedna pruga u gelu (sl. 9.). Razlog
nepostojanja druge pruge u Zenki mogao bi biti taj da u lan¢anoj reakciji polimerazom uopce
nije doslo do umnazanja odsjeCka CHD-W gena. (Fridolfsson i Ellegren 1999.). Postoji
mogucnost da je slijed nukleotida na mjestu prijanjanja pocetnica za CHD-W gen u toj mjeri
promijenjen u ovdje istrazivanih vrsta iz reda vrapcarki u odnosu na ostala tri reda u kojima je
taj odsjecak uspjeSno umnozen, da ne dolazi do prijanjanja pocetnica a time niti do umnazanja
odsjecka. Ovakva moguénost bi se mogla provjeriti sekvenciranjem i usporedbom dobivenih
DNA sekvenci. Drugi moguci razlog nepostojanja dvije pruge u zenki iz reda vrapcarki je
nedovoljna razlika u duljini umnoZenih CHD-W 1 CHD-Z odsje¢aka, uslijed cega ih nije
moguce razdvojiti elektroforezom u agaroznom gelu (Griffiths i sur. 1998.). Ovu moguénost
bi trebalo ubudude provjeriti elektroforezom u gelu s ve¢om moci razlucivanja, kao Sto je
poliakrilamidni gel (Dawson 2001.). Takoder, postoji moguénost uporabe restrikcijskog
enzima ako u umnozenim odsje¢cima CHD-W 1 CHD-Z gena postoje razlicita restrikcijska

mjesta, ¢ime bi se otkrile njihove razlike i omogucilo odredivanje spola (Sacchia i sur. 2004.).

Jednako kao 1 Fridolffson 1 Ellegren za par pocetnica 2550F/2718R, Griffiths i sur.
(1998.) na temelju svojih rezultata zakljuCuju da bi par pocetnica P2/P8 trebao biti jedinstven
za sve vrste ptica osim bezgrebenki. S parom pocetnica P2/P8 u ovom su radu dobiveni
rezultati obrnuti od onih s parom pocetnica 2550F/2718R; u morskog vranca, bjeloglavog
supa i1 zakoa na gelu se vidi samo jedna pruga kod oba spola (sl. 9.) dok su kod svih
istrazivanih vrsta iz reda vrapcCarki na gelu dobivene dvije pruge u zenki, a jedna pruga u
muzjaka (sl. 7.). Nepostojanje druge pruge u Zenki morskog vranca, bjeloglavog supa i zakoa
nakon lancane reakcije polimerazom s ovim pocetnicama vjerojatno je takoder posljedica ili
neumnazanja CHD-W odsjecka ili nedovoljne razlike u duljini CHD-W i CHD-Z odsjecaka.

Navedene razlike u rezultatima, dobivene koriStenjem dvaju razliCitih parova
pocetnica, mozemo objasniti filogenetskom udaljenos¢u reda vrapéarki od preostala tri

istrazivana reda (Pelecaniformes, Falconiformes i Psittaciformes).

U zenki morskog vranca, bjeloglavog supa, zakoa, velike sjenice, plavetne sjenice i
¢vorka jasno su se vidjele obje pruge koje su bile jednake ili priblizno jednake debljine.
Takoder je na gelu jasno bilo vidljivo da je CHD-Z pruga kod pocetnica 2550F/2718R iznad
pruge s CHD-W odsjeckom, tj. da je u tom slucaju odsjeak CHD-W gena dulji od CHD-Z
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odsjecka, dok je kod pocetnica P2/P8§ CHD-W pruga iznad CHD-Z pruge $to znaci da se tim
pocetnicama dobivaju odsjecci CHD-W gena kra¢i od CHD-Z odsjecaka. U Zenki obje vrste
vrapca pruga CHD-W odsjecka deblja je i naglasenija od CHD-Z pruge. Mogu¢i uzrok tome
je veci afinitet poCetnica P2/P8 za CHD-W gen (Griffiths 1998). Medutim, ¢ak i kada je
CHD-Z pruga zenki jedva primjetna, spol se pouzdano moze odrediti na temelju razli¢itih
duljina CHD-Z 1 CHD-W odsjecaka (sl. 7.). Stoga je u istrazivanjima vrapca 1 poljskog vrapca
u kojima je bitno odredivanje spola preporucljivo u gelu uvijek imati pozitivnu kontrolu za
oba spola. Budu¢i da je izgled pruga u gelu u obje vrste vrabaca jednak, u istrazivanjima
poljskog vrapca (kod kojeg ne postoji morfoloska razlika izmedu muzjaka i Zenke) mozemo
koristiti uzorke DNA oba spola vrapca kao pozitivne kontrole jer je u njega naglaSen spolni
dimorfizam. U Zenki zelendura CHD-Z pruga deblja je 1 naglasenija Sto znaci da je u ove vrste
afinitet pocetnica P2/P8 veci za CHD gen na Z kromosomu (sl. 7.). U zelendura bi, za razliku
od vrapca, moglo do¢i do pogresnog odredivanja spola ukoliko se dogodi da je CHD-W pruga
izrazito slabo primjetna jer je naglasena CHD-Z pruga zenke jednaka CHD-Z prugi muzjaka.
Na slici gela vidljivo je da se odsjecak CHD-W gena zenke zelendura slabije umnaza od
odsjecka CHD-Z gena (pruga je slabijeg intenziteta), ali je dovoljno vidljiv da se mozZe
odrediti spol. Unato¢ tome, ponovljen je PCR s PCR produktima (ukupno 90 PCR ciklusa) da
bi se sa §to ve¢om sigurnosc¢u odredio spol jedinki. Potvrdeni su prethodno dobiveni rezultati.
Da bi se izbjegao ovaj problem, u budu¢im istrazivanjima zelendura u kojima je odredivanje

spola od izrazite vaznosti, valjalo bi dizajnirati par pocetnica specifi¢an za vrstu.

Usporedba rezultata dobivenih iz izolata DNA iz krvi i izolata DNA iz pera

Do danas je naj¢es¢a metoda prikupljanja genetickog materijala za odredivanje spola u
ptica bila uzimanje uzoraka krvi ulovljenih ptica ili mladih u gnijezdu jer je krv izrazito bogat
izvor DNA zbog prisutnosti jezgre u eritrocitima ptica (Harvey i sur. 2005.). U posljednje
vrijeme tezi se §to manje invazivnim metodama uzimanja uzoraka za izolaciju DNA. Izolacija
DNA iz uzorka pera ptice jedna je od takvih metoda (Ong i Vellayan 2008.). Uzimanje uzorka
pera traje vrlo kratko, a postupak je jednostavan i manje stresan za pticu. Pritom se uzimaju
iskljuc¢ivo konturna pera, nikako letna ili repna pera koja su ptici bitna u letenju i kontroli leta.
Osim toga, za prikupljanje uzoraka pera nije potrebna stru¢na osoba. Nadalje, ovaj tip uzoraka

otvara moguénost ne samo odredivanja spola ve¢ 1 zahtjevnijih genetiCkih analiza DNA iz
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uzoraka odbacenih pera, ¢ime se u potpunosti iskljucuje potreba hvatanja ptica, Sto je posebno
vazno u istrazivanjima rijetkih i/ili ugrozenih vrsta (Horvath i sur. 2005.). Nedostatak
izolacije DNA iz pera je taj §to se na bazi badrljice nalazi mala koli¢ina tkiva pa je, u
usporedbi s kolicinom DNA koja se dobije iz uzorka krvi, koli¢ina DNA izolirana iz uzorka
pera znatno manja. U ovom istrazivanju dobiveni su dobri rezultati iz uzorka pera od morskog
vranca, bjeloglavog supa, zakoa i ¢vorka. Razlog tomu je veli¢ina pera navedenih vrsta te s
tim u vezi veca koliina tkiva na badrljici. Za ostale istrazivane ptice, koje su manjih
dimenzija, ponavljao se PCR s ve¢ dobivenim PCR produktima (ukupno 90 ciklusa) nakon
¢ega su se pruge na gelu puno bolje vidjele $to ukazuje na to da je koli¢ina izolirane DNA iz
tih malih pera bila nedovoljna. Moze se ocekivati da bi se bolji rezultati dobili 1 samo jednom

reakcijom PCR kad bi se DNA izolirala iz vise od tri pera koliko smo mi koristili.
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6. ZAKLJUCAK

Metoda molekularnog odredivanja spola pokazala se pouzdanijom od odredivanja spola
jedinki na temelju njihovih vanjskih obiljezja kod vrsti ptica u kojih je spolni dimorfizam
slabo izrazen. Takoder, ta je metoda od velike vaznosti i u istrazivanjima vrsta koje uopcée ne
pokazuju spolni dimorfizam, kao 1 u istrazivanjima u kojima je potrebno odredivanje spola
embrija u jajima, mladih ptica u gnijezdu ili juvenilnih primjeraka.

Usporednim radom s dva razliCita para pocCetnica dobiveni rezultati pokazali su da je par
pocetnica P2/P8 odgovarajuci za svih Sest istrazivanih vrsta iz reda vrap€arki pa se moze
pretpostaviti da bi mogao odgovarati za sve vrste tog reda. Unato¢ tome, preporucujemo da se
za svaku vrstu ptice, kod koje ova metoda odredivanja spola jos nije radena, prije istrazivanja
provjeri metodologija. Par pocetnica 2550F/2718R bio je odgovaraju¢i za preostala tri
istrazivana reda (Pelecaniformes, Falconiformes i Psittaciformes). Iz rezultata mozemo
zakljuciti da se metode koriStene u ovom radu s odgovarajuéim parom pocetnica mogu
upotrijebiti 1 u budu¢im istrazivanjima vrsta koje smo mi istrazivale: velike sjenice (Parus
major), plavetne sjenice (Parus caeruleus), ¢vorka (Sturnus vulgaris), vrapca (Passer
domesticus), poljskog vrapca (Passer montanus), zelendura (Carduelis chloris), morskog
vranca (Phalacrocorax aristotelis), bjeloglavog supa (Gyps fulvus) 1 zakoa (Psittacus
erithacus).

DNA je uspjesno izolirana iz oba tipa prikupljenih uzoraka: iz krvi i iz pera. Medutim, u
manjih vrsta ptica (sjenica, vrabaca i zelendura) koliCina DNA izolirana iz pera bila je vrlo
mala pa je kod nekih uzoraka bilo potrebno ponavljati PCR s PCR produktima. Na taj je nacin
dobivena dovoljna koli¢ina PCR produkata za vizualizaciju u gelu i odredivanje spola.
Ubuducée bi se taj problem mogao rijesiti uzimanjem vecéeg broja pera (vise od tri) u ptica

manjih dimenzija.
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Petra Dolenec, Tanja Sinko:

Molekularno odredivanje spola ptica
na temelju razlika CHD-W 1 CHD-Z gena

Sazetak

Odredivanje spola bitno je u istrazivanjima ponasanja i ekologije ptica te u strategijama
ocuvanja ugrozenih pti¢jih vrsta i njihovom uzgoju u zato€eniStvu. Medutim, kod velikog
broja vrsta, a narocito u jaja i mladih u gnijezdu, vrlo je tesko ili cak nemoguce odrediti spol
na temelju vanjskih obiljezja. U takvim je slucajevima najbolje posegnuti za molekularnim
metodama odredivanja spola koje se temelje na razlikama molekule DNA medu splovima.
KoriStena metoda odredivanja spola zasniva se na razlikama introna visoko konzerviranog
CHD gena na Z i W spolnim kromosomima. Budu¢i da su u ptica muzjaci homogametni (ZZ),
a zenke heterogametne (ZW), nakon umnazanja CHD gena lancanom reakcijom polimerazom
(PCR) sa specificnim parom pocetnica, spolove moZemo razlikovati elektroforezom u
agaroznom gelu zbog razli¢ite pokretljivosti umnoZenih CHD-Z i1 CHD-W odsjecaka.
Primjenjivost molekularne metode odredivanja spola ispitana je na devet vrsta ptica iz Cetiri
razli¢ita reda (Pelecaniformes, Falconiformes, Psittaciformes i Passeriformes), ukupno 63
jedinke. DNA je izolirana iz uzoraka pera 1 krvi. Metodom PCR umnozeni su dijelovi CHD-
W i CHD-Z gena pomocu dva razli¢ita para DNA pocetnica (P2/P8 1 2550F/2718R). Za svaku
je vrstu usporedivano koji je od dva koriStena para pocetnica prikladniji za ovaj nacin
molekularnog odredivanja spola te su usporedivani rezultati dobiveni s DNA izoliranom iz
pera 1 iz krvi. Odreden je spol svih analiziranih jedinki: u 3 vrste ptica spol je uspjesno
odreden samo s parom pocetnica 2550F/2718 dok je u 6 preostalih vrsta spol uspjesno
odreden samo s pocetnicama P2/P8. Takoder, pero se pokazalo kao zadovoljavajuéi izvor
DNA S$to je narocito bitno za istrazivanje rijetkih i ugrozenih vrsta jer je jednostavnija i manje
invazivna metode od uzimanja uzoraka krvi. Istrazivanja ptica na molekularnoj razini sve su
prisutnija u svijetu, dok su u nas jo§ u zacecima, pa ovaj rad smatramo korisnim za daljnja

ornitoloska istrazivanja.

Kljucéne rijeéi: ptice, molekularno odredivanje spola, CHD-Z i CHD-W gen, PCR
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Petra Dolenec, Tanja Sinko:

Bird molecular sexing based on
CHD-W and CHD-Z gene differences

Summary

Identifying the sex of bird species is important for the understanding of numerous
aspects of bird behaviour and ecology and for captive breeding of endangered taxa. However,
in many cases sex is difficult or impossible to assess on the basis of phenotype, especially in
eggs and nestlings which rarely show sex-linked morphology. Molecular methods of sex
determination have proven to be extremely useful in such cases. Method used in this research
is based on highly conserved CHD genes that are located on the avian Z and W sex
chromosomes. The CHD-W gene is located on the W chromosome and is unique to females.
The CHD-Z gene is found on the Z chromosome and therefore occurs in both sexes (female —
ZW, male — ZZ). The test is based on the detection of size difference between CHD-W and
CHD-Z introns. Using specific primers flanking the intron, PCR amplification and agarose gel
electrophoresis, females are characterised by displaying two fragments (CHD-Z and CHD-
W), while males show only one fragment (CHD-Z). We analysed nine avian species from four
different avian orders (Pelecaniformes, Falconiformes, Psittaciformes and Passeriformes), 63
birds in total. Two different sets of primers (P2/P8 and 2550F/2718R) were used for each
species. We also compared the utility and reliability of feather samples to the more traditional
blood samples as sources of DNA for PCR. Feathers proved to be an equally reliable source
of DNA for molecular sexing of birds. All analysed species were sexed successfully: three
species with the primer set 2550R/2718R, and the remaining six species with the P2/P§

primer set.

Key words: birds, molecular sexing, CHD-Z and CHD-W gene, PCR
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drugo mjesto na drzavnom natjecanju pokreta "Znanost mladima" odrzanom u Kastel
Luksicu. Iz tog Sireg interesa postupno sam se usmjerila prema prirodoslovlju te upisala studij
biologije (smjer ekologija) na BioloSkom odsjeku Prirodoslovno — matematickog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu. Kao apsolvent upisala sam razliku kolegija za profesorski smjer. U
suautorstvu objavila sam dva ¢lanka u ¢asopisima s medunarodnom recenzijom. Posebno me
zanimaju zakonitosti ekologije kao 1 biologija temeljena na molekularnim metodama. Stoga

mi je izrada ovog rada bila veliko zadovoljstvo.
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Rodena sam 14. studenog 1983. godine u Cakovcu. Po zavrietku osnovnogkolskog
obrazovanja nastavila sam 3kolovanje u Gimnaziji Cakovec. Sudjelovala sam na raznim
natjecanjima, a najveci uspjeh mi je bilo osvojeno drugo mjesto na drzavnom natjecanju iz
engleskog jezika u Ogulinu 1 prvo mjesto na Reviji animiranog filma s animiranim uratkom
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