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ISTORIJSKI PREGLED METODA DETERMINACIJE POLA PTICA*
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Determinacija pola ptica je komplikovana, prevashodno jer
je preko 50% vrsta monomorfno (nema morfoloskih razlika izmedu
polova). Pre primene molekularno genetickih metoda, koristile su se
brojne metode Cija je glavna karakteristika da su nepouzdane. Zbog
znacCaja analiza, one moraju biti pouzdane, ekonomiéne, bezbedne
i brze. Visokokonzervativni CHD gen je definisan 1995. godine
na W hromozomu ptica, dok je na Z hromozomu definisan dve
godine kasnije. Razlika u duZini intronskih sekvenci CHD gena Z i
W hromozoma, omogucava razlikovanje polova nakon amplifikacije
specifiénih fragmenata primenom specifi¢nih prajmera. Molekularno
geneticke metode imaju primat nad svim ostalim metodama jer osim
toga Sto su bezbedne za izvodenje (i po pticu i po ¢oveka), daju
pouzdane rezultate, a mogu se Koristiti kod svih vrsta ptica.

Kljucne reci: Odredivanje pola, Ptice, CHD gen, PCR, Molekularno
geneticke metode

Uvod / Introduction

Ideje o postojanju polnog dimorfizma Zivog sveta, poreklu i odredivanju
polova stare su viSe od tri hiljade godina. Odredivanje pola kod ptica je znatno
teZe nego kod sisara (Stevanovi¢ i sar., 2009, Stanimirovi¢ i sar., 2012) i izuzetno
je zahtevno jer je preko 50% vrsta ptica monomorfno. Takode, kod bimorfnih
vrsta mladunci ptica se ne razlikuju po nekoj spolja vidljivoj karakteristici, Sto
odredivanje pola na osnovu morfolo3kih razlika €ini neizvodljivim. Mnoge metode
su koriS¢ene za odredivanje pola ptica, mnoge se i danas koriste, ali sa izuzetkom
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molekularnih metoda sve su nedovoljno pouzdane ili je njihovo izvodenje suviSe
skupo i komplikovano (Vucicevi€ i sar., 2010). Identifikacija pola ptica mora biti
pouzdana, brza, ekonomi¢na i bezbedna po jedinku i osobu koja analize obavlja
(BoSnjak i sar., 2013).

Odredivanje pola ptica pra¢enjem njihovog ponasanja /
Avian sex determination by behavior monitoring

Metode koje su se najpre primenjivale u cilju odredivanja pola ptica zasnivale
su se na prouCavanju razli€itih oblika ponaSanja (pa i Citavog etograma), ali
naj¢esce reproduktivnog, tj. pre svega roditeljskog ponasanja kao najpouzdanijeg.
Ovaj metod je delimi€no primenijiv i to uglavhom tokom sezone parenja i u prisustvu
jedinki oba pola (Jodice i sar., 2000). Veliku zabunu pri primeni ove metode moze
uneti sposobnost Zenki mnogih vrsta ptica (u odsustvu muZjaka) da preuzmu
obrasce ponaSanja karakteristicne za muzjake (Elliot, 1978).

Determinacjia pola ptica na osnovu morfoloskih osobina /
Avian sex determination based on morphologic characteristics

Razlikovanje polova na osnovu morfoloskih karakteristika je i danas
najzastupljenija metoda odredivanja pola ptica. Metoda je jednostavna i jeftina
(Eason i sar., 2001), nesto pouzdanija od prou€avanja ponasanja, ali su rezultati
uglavnom daleko od pouzdanih. Razlike u fenotipu mogu biti toliko izrazene da
se muzjaci i zenke smatraju razli¢itim vrstama (npr. Eclectus roratus), ali je to
slu¢aj samo kod malog broja vrsta. Kod viSe od polovine vrsta ptica nije moguce
utvrditi pol polno zrelih jedinki na osnovu morfoloskih karakteristika (Heinsohn i
sar., 2005). U nedostatke metode se ubraja to Sto je potrebno znati kako izgledaju
muzjak i Zenka odredene vrste i drugo, $to je metodu moguce primeniti tek kod
polno zrelih jedinki. Za odredivanje pola mogu se porediti neke od morfoloskih
karakteristika: veli¢ina i masa tela (Kesler i sar., 2006), duZina repa (Martin i sar.,
2000), oblik, veli¢ina i obojenost perja (Baker i Piersma, 1999), duZina glave i
duzina kljuna (Jodice i sar., 2000), debljina osnove kljuna (Lorentsen i Rgv, 1994),
duZina krila od karpalnog zgloba do najudaljenijeg vrha (Quintana i sar., 2003),
duZina ili debljina tarzusa (Reynolds i sar., 2008) ili rastojanje izmedu pubicnih
kostiju (Mendenhall i sar., 2010). Ipak, razlike mogu postojati izmedu istih
polova usled geografskih varijacija (Archawaranon, 2002), doba godine ili faze
reproduktivnog ciklusa (Marks i Leasure, 1992), §to metodu dodatno ¢ini teSko
primenjivom.

Pojedini autori su odredivali pol ptica analizom zvukova koje ptice proizvode
(Volodin i sar., 2009). Medutim, ova metoda se ne moze smatrati pouzdanom i
Siroko primenjivom, jer je bazirana na hipotezi da struktura kljuna i veliina tela
imaju bitnu ulogu pri proizvodnji zvukova (Podos, 2001). Kod muzjaka (vecine
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vrsta) kljun je jadi pa se iz tog razloga oglasavaju bez ponavljajucih zvuénih slogova
(Eda-Fujiwara i sar., 2004). Takode, nedostatak metode jeste da je primenjiva
samo kod odraslih jedinki koje se glasno oglasavaju (Volodin i sar., 2009).

U komercijalnom zivinarstvu za seksiranje pilica koristi se razlika u kloaki
muzjaka i zenki, odnosno utvrduje se prisustvo pseudopenisa. Intenzivno
zZivinarstvo nije u mogucnosti da izdrzi ekonomske troSkove koji nastaju usled
gajenja muzjaka do trenutka kada se mogu razlikovati od Zenki na osnovu
spoljasnjeg izgleda i njihovo isklju€ivanje iz proizvodnje tek u tom trenutku. Ova
jeftina, brza i efikasna metoda se koristi poslednjih 6 decenija i u intenzivnhom
zivinarstvu je nezamenijiva, a moze se koristiti i kod labudova (Hochbaum, 1942).
Uspesnost analize (koja obi¢no traje 2 — 3 sekunde) zavisi od istreniranosti
pregledaca i kre¢e se od 95% kod iskusnih, do 60% kod manje iskusnih i
neiskusnih pregledaca (Bramwell, 2003). Kod divljih ptica (najéeS¢e iz redova
Procellariiformes, Sphenisciformes i Gruiformes) analizira se veliina otvora
kloake jer bi kod Zzenke trebalo da bude veci usled potrebe prolaska jajeta
(Boersma i Davies, 1987). Ogranienja su svakako brojna i odnose se na potrebu
visokoobucéenog osoblja, fazu reproduktivnog ciklusa u kojoj se zivotinja nalazi,
vreme koje je proteklo od noSenja jajeta, potrebu poznavanja kloake muzjaka i
nemogucnost primene kod jedinki koje se ne koriste za reprodukciju (Boersma i
Davies, 1987).

Odredivanje pola ptica analizom fekalnih steroida /
Avian sex determination by analysis of fecal steroids

Analiziranje nivoa fekalnih steroida je metoda odredivanja pola primenjivana
jos od 1978. godine i bazira se na utvrdivanju odnosa koncentracije estrogena
i testosterona u fecesu ptica (Bercovitz i sar., 1978). Uzorak za analizu uvek
mora biti svez, a jedinka od koje se uzima uzorak izolovana od drugih. Nedostaci
se ogledaju u potrebi za poznavanjem referentnih vrednosti nivoa hormona
kod muzjaka i zenki, postojanju sezonskih varijacija u lu¢enju hormona, kao i
znacajnim odstupanjima kod polno nezrelih jedinki (Archawaronon, 1998).

Primena ultrazvuka u odredivanju pola ptica /
Determination of sex in birds by ultrasound

Primena ultrazvuka u odredivanju pola sisara je vrlo efikasna i pre i
postnatalno. Medutim, kod ptica upotrebu ultrazvuka veoma otezava postojanje
vazdusSnih kesa i perja, kao i mali razmak izmedu sternuma i pubicnih kostiju
(McMillan, 1988). Pri primeni transklokalnih sondi neophodno je ispiranje kloake,
dok je tehnicki verovatno najznacajniji nedostatak ove metode potreba za
sondama veoma malih dimenzija.
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HirurSke metode odredivanja pola ptica /
Determination of sex in birds by surgical methods

HirurSke metode odredivanja pola kod ptica (laparoskopija i laparotomija)
su svakako potpuno pouzdane jer omogucavaju direktnu vizuelizaciju gonada.
Medutim, rizik od postoperativnih infekcija i neophodnost primene opste
anestezije Cesto ih Cine nepogodnim za primenu (Jones i sar.,, 1984). Ove
metode podrazumevaju koriS¢enje razli€itih instrumenta poput otoskopa (Ingram,
1980), artoskopa (Greenwood, 1983), mini laparoskopa (Satterfield, 1980) ili
fiberoptiCkih endoskopa (Jones i sar., 1984). Kod mladunaca, ova metoda je vrlo
teSko primenjiva zbog veli€ine jedinki (Garcelon i sar., 1985), kao i kod gojaznih
zivotinja jer masno tkivo onemogucéava vizuelizaciju gonada.

Citogeneti¢ke analize pri odredivanju pola ptica /
Determination of sex in birds by cytogenetic analysis

Citogeneticke analize su nasle Siroku primenu pri razli¢itim analizama kod
sisara (Solari, 1994). Izmedu ostalog, ispitivanjem polnih hromozoma moguce je
utvrditi i pol. Medutim, kod ptica ispitivanje morfologije polnih hromozoma vrlo je
teSko izvodljivo (Stefos i Arrighi, 1971). Muzjaci ptica su homogametni (ZZ), dok
su zenke heterogametne (ZW). Prvi problem sa kojim se ova metoda susrece je
neophodnost uzorkovanja krvi, $to je kod ptica dosta stresan (posledi¢no i rizi¢an)
momenat (Archawaronon, 2004). Dalje, kod ptica se broj hromozoma u kariotipu
kre¢e od 40 do 126 i nemoguce je napraviti univerzalan metod odredivanja
pola analizom Z i W hromozoma. Takode, kod ptica trkacica razlike izmedu Z i
W hromozoma gotovo da ne postoje (Malagé i sar., 2002). Navedene Cinjenice
komplikuju postupak dobijanja jasnog kariotipa i smanjuju preciznost metode
(Griffiths i Phil, 2000).

Primena proto€ne citometrije u odredivanju pola ptica /
Determination of sex in birds by flow cytometry

U cilju odredivanja pola ptica (pretezno u eksperimentalne svrhe) 1990.
godine je razvijena metoda koja primenjuje proto¢nu citometriju (Nakamura i sar.,
1990). Mala, ali merljiva razlika u koli¢ini DNK unutar ¢éelija muzjaka i zenki €ini
osnovu ove metode (Tiersch i sar., 1991). Nakon liziranja ¢éelijskih membrana
jedro se boji fluorescentnim bojama koje interkaliraju u DNK lance. Laserski zraci
potom ekscitiraju molekule boje i emitovana boja posledi¢no biva detektovana, a
podaci obradeni putem raCunara. Ova metoda je primenu nalazila kod vrsta sa
znacajnim razlikama u veli€ini Z i W hromozoma. Medutim, polimorfizmi na nivou
polnih hromozoma ili postojanje repetitivnih sekvenci DNK mogu dosta uticati na
verodostojnost rezultata te se metoda ne moze smatrati pouzdanom (Tiersch i
sar., 1991).
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Molekularno-geneticke metode za odredivanje pola ptica /
Determination of sex in birds by molecular methods

Sve navedene metode (ukljuCujuéi jo§ i UV-rezonantnu Ramanovu
spektroskopiju) traze dosta vremena za dobijanje rezultata, zahtevne su, skupe i
uglavnom su invazivne (Morinha i sar., 2012). Kako bi se ovi nedostaci savladali,
pocetkom poslednje decenije XX veka razvijene su metode odredivanja pola
ptica analizom molekula DNK, odnosno molekularno geneticke metode bazirane
pre svega na polno-specificnim markerima. Razlike u nukleotidnim sekvencama
izmedu W i Z hromozoma ptica letacica omogucile su razvoj nekoliko molekularnih
tehnika koje se poslednje dve decenije uspesno koriste za odredivanje pola
(Fridolfsson i Ellegren, 1999).

Analiza DNK se pokazala kao odli€an osnov za razvoj pouzdane, brze
i ekonomi¢ne metode odredivanja pola ptica. Razvoj PCR (Polymerase Chain
Reaction) tehnike sredinom osamdesetih godina proslog veka oznacio je poCetak
potpuno nove ere u istrazivanjima molekula DNK (Alberts i sar., 2002). Savremena
literatura navodi molekularno geneti¢ka istrazivanja kao najpouzdanija za
odredivanje pola ptica. Prednost molekularno geneti¢kih metoda za determinaciju
pola kod ptica se ogleda i u €injenici da je za izolaciju DNK dovoljan koli€inski vrlo
mali uzorak, poput jednog pera, uzorka fecesa, kapi krvi ili brisa, a i uzorkovanje
pojedinih tkiva ne zahteva uvek direktan kontakt sa jedinkom, hvatanje,
manipulaciju, fiksiranje, a samim tim i stresiranje zivotinje. Determinaciju pola
analizom DNK moguce je izvrsiti i kod embriona, a ne samo kod tek izlezenih
jedinki.

Prvom DNK tipizacijom otkrivena je repetitivha sekvenca na W hromozomu
1991. godine, a istovremeno je utvrdeno da 70 - 90% W hromozoma koko$Ske
¢ine upravo repetitivne sekvence (Saitoh i sar., 1991). Potom je 1992. godine za
odredivanje pola pileCeg embriona primenjen PCR (Petitte i Keglemeyer, 1992)
i usledili su razvoj i primena brojnih metoda: SSCP (Single Strand Conformation
Polymorphism) (Glavac i Dean, 1993), analiza mikrosatelita (Graves i sar., 1993),
upotreba prajmera specificnih za W hromozom (Clinton, 1994), RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) (Sabo i sar., 1994), RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) (Miyaki i sar., 1997), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) (Griffiths i Orr, 1999), amplifikacija mikrosatelita (Nesje i Raed,
2000), ARMS (Amplification Refractory Mutation System) (Chen i Sullivan, 2003)
i Real-time quantitative PCR (Arya i sar., 2005).

Odredivanje pola primenom hibridizacije DNK bazira se na tome da W
hromozom poseduje ponavljajuée sekvence koje se mogu detektovati W specificnim
markerima. Ponavljaju¢e sekvence su sastavljene od mikrosatelita veli€ine 2-6
baznih parova (bp) koji formiraju skupine duzine do 150 bp i minisatelita velic¢ine 10
— 100 bp koji prave grupacije dugacke i do 20 kb (Brown, 2002). Za detektovanje
mikro ili minisatelita neophodno je ise¢i DNK restrikcionim enzimima, nakon ¢ega
se delovi DNK razdvajaju na osnovu veli€ine elektroforezom na agaroznom gelu.
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Sledi Southern blot metod i inkubiranje DNK fragmenata u prisustvu obeleZenih
DNK sekvenci (proba). Genomska DNK hibridizuje sa probama a hibridizacija se
registruje fluoresciraju¢im ili enzimskim reakcijama. Kao proizvod reakcije dobija
se specificni DNK profil koji se uporeduje sa referentnim DNK profilima muzjaka i
Zenki (Miyaki i sar, 1997).

Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) je metoda bazirana na
¢injenici da molekuli jednolan¢ane DNK (Single Stranded DNA) u nedenaturiSu¢im
uslovima zauzimaju odredenu sekundarnu konformaciju zavisnu od nukleotidne
sekvence (Kasuga i sar., 1995). SSCP podrazumeva amplifikaciju ciljne sekvence
uz denaturaciju dvolan¢anog PCR produkta, nakon cega sledi razdvajanje
dobijenih amplifikata elektroforezom na poliakrilamidnom gelu. Tada fragmenti
zauzimaju polozaj na osnovu primarne konformacije i prelaze odredenu razdaljinu.
U zavisnosti od konformacije odreduje se pol ptice, ali je metoda suviSe skupa,
zahteva mnoge optimizacije i komplikovana je za izvodenje (Morinha i sar., 2012).

Odredivanje pola ptica analizom razlika na nivou homologih DNK sekvenci
mogucée je primenom RFLP metode (engl. Restriction Fragment Length
Polymorphism tj. polimorfizam duzine restrikcionih fragmenata) (Parsons i
sar., 1997). Tokom RFLP reakcije DNK sekvence se izlazu delovanju razli€itih
restrikcionih endonukleaza, nakon ¢&ega sledi elekiroforetsko razdvajanje
produkata na agaroznom gelu. lako je metoda dosta jednostavna i brza za
izvodenje, nije nasla znacajniju primenu zbog komplikovanog odabira adekvatnih
restrikcionih mesta usled izuzetne varijabilnosti nukleotidnih sekvenci koje se
koriste kao markeri (Costantini i sar., 2008).

Odredivanje pola primenom RAPD metode (engl. Random Amplification
of Polymorphic DNA) podrazumeva primenu slu¢ajno odabranog pojedinac¢nog,
oligonukleotidnog prajmera koji umnozava delove genomske DNK (Galvéo i
Lages-Silva, 2008). Osnovni problem metode predstavlja nespecificnost reakcije
koja nastaje kao posledica niskih temperatura hibridizacije (najéeS¢e 35 do
40 °C), usled ¢ega se smanjuje i ponovljivost rezultata i pove¢ava mogucnost
amplifikacije Sirokog spektra fragmenata genoma (Williams i sar., 1993). | pored
toga $to je ispitan veliki broj prajmera ukoliko se vizuelizuje traka karakteristiCna
za W vezanu sekvencu (Huang i sar., 2003), nikada sa sigurno$¢u to ne moze
i da se tvrdi te mnogi autori dovode u pitanje pouzdanost primene ove metode
(Ellsworth i sar., 1993).

Odredivanje pola ptica primenom AFLP metode (engl. Amplified Fragment
Length Polymorphism) kombinuje istovremenu primenu PCR i digestije DNK
restrikcionim enzimima (Vos i sar., 1995). Pocletak reakcije podrazumeva
razgradnju DNK delovanjem dve restrikcione endonukleaze. Potom sledi
vezivanje oligonukleotidnih adaptera za kohezivne zavrSetke fragmenata
nastalih delovanjem endonukleaza i amplifikacija selektivnim prajmerima,
komplementarnim oligonukleotidnim adapterima i specificnim nukleotidima
originalne, poCetne sekvence. Na kraju, odvija se selektivna amplifikacija istih
prajmera (najCeSc¢e sa 3’ ekstenzijom). Dobijeni produkti se vizuelizuju na
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agaroznom gelu, a nalik RAPD metodi, identifikacija polno specificnih markera je
komplikovana usled polimorfizma DNK sekvenci (Griffiths i Orr, 1999).

Kod RAPD i AFLP metoda determinacije pola ptica neophodno je Koristiti i
pozitivne kontrole jer se baziraju na detekciji sekvenci na W hromozomu, tj. bez
primene pozitivhe kontrole ne moZemo biti sigurni da li je reakcija neuspela ili
je uzorak poreklom od muzjaka (Griffiths, 2000). Posledi¢no, muzjaci mogu biti
determinisani samo ukoliko nije prisutna traka karakteristicna za Zenke, a prisutan
marker koji oznacava pozitivhu kontrolu. W-specificne sekvence lokalizovane
RAPD i AFLP metodama koristile su se za sintetisanje prajmera za PCR reakcije
u cilju pojednostavljivanja procesa odredivanja pola (Griffiths i Orr, 1999).

Kod ptica je mogucée odredivanje pola i analizom mikrosatelita. Oni su
prisutni i u kodirajuéim i u nekodiraju¢im delovima genoma (Guichoux i sar.,
2011) i pojedini su polno specifiéni. Osnovni nedostatak odredivanja pola ptica
analizom mikrosatelita je neophodnost razvijanja markera specifi¢nih za vrstu, sto
svakako drasti¢no otezava proces optimizacije postupka, ¢ineci ga vrlo zahtevnim
i ogranic¢ene primene u svakodnevnoj praksi (Nesje i Rged, 2000).

ARMS metodom (engl. Amplification-Refractory Mutation System) se
detektuju nukleotidne varijacije selektivnom PCR amplifikacijom alela (Kofiadi i
Rebrikov, 2006). Pri primeni ove metode neophodno je Koristiti jedan prajmer koji
je zajednicki za oba alela i dva alel-specifi¢na prajmera sa razliitim bazama na
3’ kraju u skladu sa mutacijama na ciljnim sekvencama. Na taj nacin, omogucena
je selektivna amplifikacija dva razli¢ita alela (Gaudet i sar., 2009). Primena ove
metode ograniena je varijabilno$¢u unutar intronskog polimorfizma izmedu alela
na Z i W hromozomima jer se zbog toga pol moze odrediti samo kod odredenog
broja vrsta. Metod je jeftin i jednostavan za izvodenje ali se ne moze smatrati

univerzalno primenjivim (lto i sar., 2003).

Pocetni korak priodredivanju pola ptica primenom PCR podrazumevaizolaciju
genomske DNK. Izvor DNK mogu biti krv, perje, uzorak fecesa ili bris, odnosno
bilo koje tkivo (Bantock i sar., 2008). Primenom specifi¢nih prajmera umnozavaju
se aleli na Z i W hromozomima. Amplifikacijom alela i njihovom vizuelizacijom
na agaroznom gelu utvrduje se postojanje intronskih varijabilnosti (duzine i
nukleotidne sekvence) na nivou polno vezanih gena. Metoda je vrlo pouzdana,
jednostavna za primenu, visoko ponovljiva i ekonomicna i 8to je najznacajnije ima
potencijal primene kod svih vrsta ptica (Silva i sar., 2011, Vucicevic i sar., 2013).

Epigenetski mehanizmi su relativho skoro otkriveni kod ptica. Repetitivni
region na Z hromozomu je slabo metilovan i samim tim transkribovan sa jedinog
prisuthnog Z hromozoma kod Zenki, ali izrazito metilovan na oba Z hromozoma
kod muzjaka (ZZ), tako da je kod njih spre€ena transkripcija tog regiona. 1z tog
razloga region je nazvan MHM (Male Hyper Methylated) region (Teranishi i sar.,
2001). Takode, ukoliko je navedeni region uklju€en u determinaciju pola kod ptica,
ocekivano je da bude visoko konzervativan te da se moZze koristiti kao marker kod
vecine vrsta. Glavna prednost ove metode je mogucnost olitavanja rezultata na
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agaroznom gelu, dok je glavni nedostatak metode to §to se do sada primenjivao
samo kod jedinki reda Galliformes.

Definisanje polno specifi¢nih sekvenci (koje najéeS¢e ne u€estvuju u razvoju
pola) na Z i W hromozomu i njihova primena u cilju odredivanja pola ptica
predstavljalo je revoluciju u ovoj oblasti. Sekvence koje su od najveceg znacaja
su: Wpkcei gen (Hori i sar., 2000), EE0.6 gen (Ogawa i sar., 1997), ATP5A1W
gen (Fridolfsson i sar., 1998) i Spindling geni (ltoh i sar., 2001). Medutim,
brojnim analizama je utvrdeno da CHD gen (engl. Chromo Helicase DNA —
binding gene) ima najveci potencijal da se koristi kao univerzalni molekularni
marker za odredivanje pola ptica. CHD-W gen je prvi put opisan 1995. godine
(Griffiths i Tiwari, 1995), dok je CHD-Z otkriven dve godine kasnije (Giriffiths i
Korn, 1997). Visokokonzervativne kodiraju¢e sekvence CHD-Z i CHD-W gena
su jednake duzine i njihovo razlikovanje je nemoguce na agaroznom gelu
(Fridolfsson i Ellegren, 1999). Razlike koje omoguc¢avaju odredivanje pola su na
nivou introna jer je intronska sekvenca podlozna brzim promenama i mutacijama.
CHD gen poseduje veci broj introna (Griffiths i Korn, 1997) ali se jedan od njih
— uzvodni, za Ciju amplifikaciju se koriste prajmeri 2550F/2718R (Fridolfsson i
Ellegren, 1999), koristi pri determinaciji pola ptica. Navedeni prajmeri se vezuju
za visokokonzervativnhu egzonsku sekvencu obe kopije gena i nakon toga se
umnozava nekodirajuci intron (koji je razliCite duzine kod CHD-Z i CHD-W).

Jo§1996. godine Ellegren je postavio hipotezu o primenivisokokonzervativnog
CHD gena kao molekularnog markera za odredivanje pola kod svih vrsta ptica.
Upravo zbog visoke konzervativnosti, analize navedenog gena su znacajne i
za proucavanje evolucije polnih hromozoma ptica i mehanizama nasledivanja i
razvoja pola. Nakon postavljenih osnova, nastavljena su istrazivanja CHD gena,
prouCavanja njegove konzervisanosti i evolucije, a sve u cilju pronalaZenja
protokola za determinaciju pola koji bi bio funkcionalan kod svih vrsta ptica
(Vucicevi¢ i sar., 2012a; Vudi¢evi¢ i sar., 2012b). Za razliku od svih prethodno
navedenih metoda odredivanja pola kod ptica, jedino molekularno geneticke
metode, bazirane na analizi CHD gena, objedinjuju pouzdanost, ekonomicnost
i brzo dobijanje rezultata. Dodatna prednost se ogleda u Cinjenici da se kao
uzorak moze Koristiti koli€¢inski mali uzorak (poput jednog pera, kapi krvi ili brisa
usne duplje) pa uzorkovanje ne mora naruSavati fizi€ki integritet jedinke kojoj se
odreduje pol, a ujedno se izbegava i stresiranje ptice i Cuva njena dobrobit.

Zakljucak / Conclusion

Opisane metode imaju svoje prednosti i nedostatke. Odabir metode zavisi
od opremljenosti laboratorije u kojoj se vrSe analize, dostupnosti uzoraka
tkiva, iskustva i stru¢nosti osobe koja vrsi determinaciju, vrste ptice i razli€itin
nespecificnih faktora.
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Savremena istraZivanja su pokazala da se CHD gen mozZe Koristiti kao

univerzalni molekularni marker za odredivanje pola ptica letadica, da se perje
moze smatrati uzorkom Kkoji je najbolje koristiti za molekularno geneticke analize
pola kod zZivih ptica i da se par prajmera 2550F/2718R kod svih ptica letadica
moze koristiti za odredivanje pola (Stevanov Pavlovi¢ i sar., 2013; Vucicevic i
sar., 2013; Vucicevi¢, 2014). Dalja istrazivanja bi svakako trebalo usmeriti ka
definisanju protokola koji bi omogucio pouzdano odredivanje pola i kod ptica
letaCica, primenom identi¢nih molekularnih markera.
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ENGLISH '

HISTORICAL OVERVIEW OF METHODS FOR SEX DETERMINATION IN BIRDS

Vuéicéevié Milo$, Stevanovié Jevrosima, Sekler Milanko, Resanovié Radmila,
Stanimirovi¢ Zoran

Determining the sex in birds is very difficult, primarily because over 50% of species
is monomorphic (no morphological differences between the sexes). Before the application
of molecular genetic methods, there were used numerous methods all of which were un-
reliable. Because of the importance of the analyses, they have to be reliable, economical,
safe and prompt. Highly conserved CHD gene is defined in 1995. on W chromosome in
birds, while on Z chromosome it was defined two years later. The difference in the length of
the intronic sequences of CHD gene of Z and W chromosomes enables the distinguishing
of the sexes after amplification of specific fragments by the application of specific primers.
Molecular genetic methods have the supremacy over all the other methods because, ex-
cept for being safe (both for birds and people), they provide reliable results, and also can
be applied in all bird species.

Key words: sex determination, birds, CHD gene, PCR, molecular genetic methods

PYCCKWUH '

UCTOPUYECKUIMA OB30P METOAOB ONPEQENEHMA NONA NTUL,

ByuunyeBuy Munow, CteBaHoBu4 EBpocuma, LLieknep Munaxko,
PecanoBu4 Pagmuna, CtaHumupoBsuy 3opaH

OnpepeneHvie nona NTUL, NPEUMYLLECTBEHHO SBMSETCS 3aTpyOHUTENbHbLIM, TaK Kak
cebiwe 50% BMAOB MOHOMOPMHBI (OTCYTCTBYIOT MOPMONorMyeckne pasnuyms Mexay
nonamu). [lo Ha4ana npyMeHeHUs MONEKYNSPHO-FreHETUYECKUX METOA0B UCMOMb30Banuch
MHOrOYMCNEHHbIE METOAbl, OCHOBHOW XapaKTepPWCTUKON KOTOPbIX SABMSMNOCh OTCYTCTBME
HageXHOCTU. 3HAaYMMOCTb pe3yNnbTaToB aHanm3a TpebyerT, YTOObl OH ABNANCA HAAEXHbIM,
3KOHOMMWYHbIM, 6e30nacHbIM 1 BbICTPLIM. BbicokokoHcepBaTHBHbIM reH CHD Obin oTKpbIT B
1995 r. Ha W-xpomocome nTuL, a Ha Z-XpOMOCOME OTKPbIT ABYMS rogamm noadxe. PasHuua
B ANvHEe nocrnenoBaTernbHocTen MHTpoHoB reHa CHD Z- n W-xpomocoMm obecneumBaet
andbdepeHumaumnio NonoB nocne amnnudukaumm cneumnuiecknx parmMeHToB nytem
MCMnonb3oBaHUA cneundunyeckux npanmepo. MonekynsapHo-reHeTu4eckme MeToabl UMeT
npumat HaZ BCEMU OCTallbHbIMW METOAAMM, NMOCKONbKY KpOME CBOeW 6e3onacHoCTy npu
npoBeaeHun (M Anst NTuL, 1 Anst YENoBekKa), XapakTepuayrTcs HaaeXHbIMU pesynsTaTtamu,
1 MOTYT UCMONb30BaThCA NPUMEHUTENBHO KO BCEM BMAAM MTHULL.

KnioyeBble cnoBa: onpegenexnve nomna, ntuubl, reH CHD, PCR, monekynspHo-
reHeTn4Yeckne MeToabl
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