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1.Uvod

1.1. EkoloSka vaznost mo¢vara

Mocvare su tijekom evolucije zivota na Zemlji posluzile kao inkubatori prvih kopnenih
organizama. Zbog broja vrsta koje privlae kao staniSta sa brojnim ekoloSkim niSama i
tipovima staniSta mozemo re¢i da su mocvare banke geneticke bioraznolikosti. Danas je vise
od 40% vrsta biljaka i Zivotinja ekoloski vezano za moc¢varna stanista (Westlake i sur., 1998;
DZZP, 2005; Greb i sur., 2006). Mocvare utjecu i na okolna stani$ta jer mnoge vrste bakterija
koje u njima zive proc¢iS¢uju vodu od toksina i zadrzavaju nutrijente isprane sa
poljoprivrednih povrsina, te usporavaju eutrofikaciju ostalih vodenih stanista (Kovaci¢ i sur.,
2000). S druge strane, uglavnom nisu pogodne povrsine za uzgoj ratarskih kultura potrebnih
za prehranu rastuce ljudske populacije, te su kroz povijest isuSivane i pretvarane u plodne
obradive povrSine, ¢ime su njihove povrSine znacajno smanjene (Greb i sur., 2006).
Nestajanjem moc¢vara sve vrste biljaka i zivotinja vezane uz takva stani$ta postale su ugrozene
(DZZP, 2005). Gotovo 7% povrSine Hrvatske su mocvarna staniSta (web 1). Medunarodna
vaznost zaStite mocvarnih stani$ta potvrdena je 2. veljace 1971. godine kada je donesena
Ramsarska konvencija koja $titi sva vlazna i vodena stanista u Svijetu (web 2). U Hrvatskoj
su proglaSena tri Ramsarska podrué¢ja: Kopacki rit na us¢u Drave u Dunav, Lonjsko polje uz

rijeku Savu, te delta Neretve u Dalmaciji (Radovi¢ i sur., 2005).

1.2. Caplje (Ardeidae) kao indikatori stanja moé¢varnih stani$ta

Vrste iz porodice Caplji (Ardeidae) predstavljaju indikatore kvalitete vlaznih 1 moc¢varnih
podrucja (Hancock i1 Kushlan, 1992). Glavni razlog zbog kojeg su gotovo sve vrste Caplji
vezane za razliita vodena staniSta poput mocvara, rijeka, poplavnih podrucja, obala mora i
oceana, §uma mangrova itd. je njihov nadin ishrane. Caplje su karnivorne ptice i hrane se
organizmima koji zive u vodenim stanistima kao Sto su vodozemaci, ribe, gmazovi, sitni
sisavaci ili vodeni beskraljeznjaci (Hanckok i Eliot, 1978). Vecina vrsta ¢aplji su kolonijalne i
drustvene ptice koje svoje kolonije grade uz hraniliita. Zivot u koloniji im pruZa zastitu od
predatora, ali i pronalazak kvalitetnijih hranilista (Hanckok i Eliot, 1978). Osim toga, Caplje
su zabiljeZene 1 na umjetnim jezercima, ribnjacima, rizinim poljima i drugim navodnjavanim
podru¢jima, na obalama akumulacija uz brane, melioracijskim kanalima ili poljoprivrednim
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povrSinama S§to ukazuje na njihovu prilagodljivost Zivotu na antropogenim staniStima
(Kushlan, 2007). Izmedu ostalog, promjena kvalitete staniSta na kojima se Caplje hrane,
gnijezde, zimuju ili se odmaraju tijekom migracije, direktno utje¢e na veli¢inu i dugoroc¢ne
trendove populacije (Hancock i sur., 1992). Istrazivanja ¢aplji u drugoj polovici dvadesetog
stolje¢a su pokazala da mnogim vrstama i populacijama prijeti nestanak. Prema Kushlan
(2007), zakljuéeno je da su ¢ak cetiri populacije potpuno izumrle, devet vrsta i 31 populacija
su pod rizikom od izumiranja, dok su mnoge vrste na IUCN-ovoj Crvenoj listi ugrozenh
zivotinja. Medunarodni ciljevi zaStite ¢aplji upravo svode na zaStitu staniSta i lokaliteta, te

gnijezdecih i preletnih populacija (Kushlan, 2007).

1.3. Opce znacajke vrsta koriStenih U istrazivanju

Za istrazivanje su odabrane tri vrste iz porodice ¢aplji (Ardeidae): velika bijela ¢aplja (Ardea
alba L. 1758.), siva caplja (Ardea cinerea L. 1758.) i ¢aplja danguba (Ardea purpurea L.
1766.). Prema sistematskom poloZaju sve tri vrste pripadaju rodu ¢aplji (Ardea) i podporodici
dnevnih caplji (Ardeinae). Dnevna aktivnost, dugo vitko tijelo i dugacak vrat su osnovne
znacajke potporodice (Ardeinae) (Kushlan, 2007). Kao i kod svih vrsta ¢aplji kod mladih
ptica ne postoji spolni dimorfizam, dok je on izrazen kod odraslih jedinki sivih 1 Caplji
danguba. Odrasli muzjaci i Zenke velikih bijelih ¢aplji se ne razlikuju izgledom (del Hoyo i
sur., 1992). Sve tri vrste su kolonijalne gnjezdarice Hrvatske. Uzroci njihove ugrozenosti su
uglavnom vezani uz isuSivanje staniSta, nestanak trS§¢aka, te propadanje ribnjaka ¢ime se
smanjuje kvaliteta stanista. Jedan od razloga ugrozenosti je i kemijsko oneciséenje voda zbog
cega jedinke stradavaju uslijed akumulacije teSkih metala i pesticida u organizmu (Tutis i sur.,

2013).
1.3.1. Velika bijela ¢aplja (Ardea alba L.1758)
Vrsta veli¢ine 80-104 cm, teska 700-1500g, raspona krila 140-170 cm. Perje je bijele boje

kljun zute boje, a noge crne (slika 1). Kod vrste nema spolnog dimorfizma (del Hoyo 1 sur.,

1992).



Slika 1. Velika bijela ¢aplja (Ardea alba L. 1758) (web 3).

Velika bijela Caplja je Siroko rasprostranjena u svijetu, nastanjuje jug Sjeverne Amerike,
JuZznu Ameriku, subsaharsku Afriku, juznu 1 jugoistonu Aziju, Australiju te Europu.
Palearkticke i Neoarkticke populacije su djelomi¢no migratorne, dok tropske nisu. Populacije
iz Europe zimi migriraju u Afriku i oto¢ja uz atlantsku obalu Afrike. Gnijezdi se u
jednovrsnim ili mjeSovitim kolonijama. Sezona gnijezdenja ovisi o populaciji. Palearkticka
populacija gnijezdi u prolje¢e. Zenka snese 3-5 jaja. Inkubacija traje oko 25 dana. Pti¢i nakon
6-9 tjedana dobivaju perje i napustaju gnijezdo (del Hoyo i sur., 1992). U Hrvatskoj
nastanjuje poplavne doline Dunava, Save i Drave, te ima status redovite gnjezdarice,
preletnice i zimovalice. Glavna zimovalista za zimujuée populacije velikih bijelih ¢aplji su
upravo Saranski ribnjaci kontinentalne Hrvatske, Kopacki rit i Lonjsko polje (Kralj i
sur.,2013). Velika bijela ¢aplja ima status ugrozene vrste (EN) u Crvenoj knjizi ptica Hrvatske
(Tuti$ i sur., 2013), a u Svijetu prema IUCN-ovoj listi ima status najmanje zabrinjavajuce

vrste (BirdLife Internaional, 2012a).



1.3.2. Siva ¢aplja (Ardea cinerea L.1758)

Sive ¢aplje su velike 90-98 cm, teske 1020-2073 g. i imaju raspon krilal75-195 cm. Na glavi
se isti¢e crna pruga koja pocinje malo iznad ociju te se nastavlja u dugacka ukrasna pera na

glavi (slika 2)

Slika 2. Siva éaplj (Ardea cinerea L. 1758) (web 4).

Perje na glavi vratu i s trbuSne strane bijele je boje dok su leda i krila sive boje. Kljun i noge
kod odraslih jedinki koje su spremne za parenje je narancaste boje, dok je kod jedinki koje se
nisu parile Zuto-smede. Vrsta Siroko rasprostranjena na svim staniStima s plitkom vodom.
Nastanjuje Europu, Afriku (iskljucivsi Saharu), te juznu i jugoistoénu i istonu Aziju.
Populacije koje zZive u hladnijim podnebljima kao $to su sjeverna i sjeveroisto¢na Europa te
neke populacije s dalekog istoka migriraju tijekom zime. Populacije iz toplijih podnebljima su
sjedilacke. Sezona parenja kod palearktickih populacija traje od sije¢nja do svibnja. Gnijezde

na plutajuc¢oj vegetaciji ili na drveéu u jednovrsnim ili mjeSovitim kolonijama s drugim



Capljama i bijelim zliCarkama. Inkubacija jaja traje 25-26 dana. Pti¢i za 50 dana opernate te
ostanu jo$ 10-20 dana u gnijezdu (del Hoyo i sur., 1992). Siva ¢aplja je redovita gnjezdarica,
preletnica i zimovalica u Hrvatskoj (Kralj i sur., 2013). U Crvenoj knjizi ptica Hrvatske ima
status najmanje zabrinjavajuce (LC) vrste (Tuti§ i sur., 2013). Isti status ima i na IUCN-ovo0j
listi ugrozenih vrsta Svijeta (BirdLife Internaional 2012b).

1.3.3. Caplja danguba (Ardea purpurea L. 1766)

Caplje dangube su veli¢ine 78-90 cm, a tezine 525-1345g, dok im je raspona krila 120-150
cm. KarakteristiCan je kljun koji je nesto duzi nego kod drugih vrsta Caplji, te dugacko

ukrasno crno perje na glavi kod spolno zrelih jedinki.

Slika 3. Caplja danguba (Ardea purpurea L 1766) (web 5).

Vrat i trbusna strana tijela su obojene crveno-smede, dok je perje na ledima i krilima sivo.
Izuzev razlike u veli¢ini ne postoji razlika izmedu Zenki i muZzjaka u obojenosti perja (slika 3).
Nastanjuje subsaharsku Afriku, deltu Nila, Madagaskar, Indiju, jugoisto¢nu Aziju, te dijelove

Arabijskog poluotoka i Europe. Palearkticke populacije migriraju u Afriku tijekom zime.



Sezona gnijezdenja kod zapadnih palearkti¢kih populacija traje od travnja do lipnja. Zenka
snese 2-8 jaja. Inkubacija jaja traje 25-27 dana. Pti¢i ostaju u gnijezdu 45-50 dana dok ne
opernate i ne prolete. Pti¢i imaju sivo perje s ledne strane, a bijelo s trbusne strane (del Hoyo
i sur., 1992). Caplje dangube su redovite gnjezdarice u nizinskom dijelu Hrvatske i Vranskom
jezeru, te su preletnice i zimovalice (Kralj i sur.,2013). Imaju status ugrozene vrste (EN) u
Crvenoj knjizi ptica Hrvatske (Tutis i sur., 2013), a na IUCN-ovoj listi imaju status najmanje

zabrinjavajuce vrste u Svijetu (BirdLife Internaional 2012c).

1.4. Monitoring porodice ¢aplji (Ardeidae) u Hrvatskoj

Monitoring ¢aplji u Hrvatskoj se provodi jer njihova populacija reflektira stanje okoliSa, a
promjene brojnosti u populaciji mogu pokazati uspjeh odnosno neuspjeh mjera zastite
mocvarnih stanista (Miku$ka i sur., 2012.). Redoviti monitoring kolonija sivih, velikih bijelih
i Caplji danguba u Hrvatskoj se provodi od 1991. godine (Mikuska i sur., 2005; Horvat, 2011;
Orki¢, 2013). Gnijezdeca populacija sivih Caplji u Hrvatskoj procijenjena je na oko 2000-
3000 parova (Kralj i sur.2013), a trend populacije ima eksponencijalni porast (Horvat, 2011).
Gnijezdeéa populacija ¢aplji danguba je procijenjena na 120-200 parova (Kralj i sur., 2013), s
trendom koji je stabilan (Orki¢, 2013). Gnijezdeca populacija velikih bijelih ¢aplji je
procijenjena na oko 115-180 parova (Kralj i sur., 2013). U tijeku je izrada trenda gnijezdece
populacije velikih bijelih ¢aplji, kao 1 Akcijski plan zastite za sve vrste ¢aplji koje gnijezde u
Hrvatskoj (Mikuska A, usmeno). Jedna od osnovnih znanstvenih metoda istrazivanja
populacija ptica je prstenovanje, tako je u Hrvatskoj od pocetka prstenovanja prema Kralj i
sur. (2013) ukupno prstenovano 4189 caplji danguba, 1843 sive Caplje i 323 velike bijele
caplje. Caplje se prstenuju mlade u gnijezdu, dok jos nisu sposobne letjeti, i prilikom tog se uz
morfometrijska obiljeZja mogu uzeti 1 uzorci tkiva za razlicite geneticke ili toksikoloSke

analize.



1.5. Metode utvrdivanja spola ptica

Jedan od c¢imbenika zdravlja i opstanka svake populacije je odnos spolova, pa tako i
populacija ugroZzenih vrsta kao §to su ¢aplje (Chapman, 2012). Utvrdivanje spola kod ptica
putem morfoloskih obiljezja je problematicno, jer kod veéine vrsta ne postoji izrazeni spolni
dimorfizam (Griffiths i sur., 1998). Kod mnogih vrsta ptica spol je nemoguce odrediti izvan
sezone parenja (Donohue i Dufty, 2006), a kod mladih spolno nezrelih ptica koje nemaju
svadbeno ruho, spol je tesko odrediti (Griffiths i Tiwari, 1993; Fridolfsson i Ellegren, 1999).
Spol ptica moze se odrediti na osnovi: (1) ponasanja tijekom parenja, (2) pojave ogoljene
koze kod sjedenja na jajima, (3) razlikama u morfometrijskim osobinama, (4) pregledavanje
spolnih Zlijezda laparotomijom ili laparoskopijom te (5) odredivanjem spolnih kromosoma.
Prve dvije metode su prilicno jednostavne, ali moguée samo u ograni¢enom razdoblju,
tijekom sezone parenja. Pojava ogoljene koze kod sjedenja na jajima, takoder, se ne javlja kod
svih vrsta ptica. Kod morfometrijskih mjerenja se ¢esto parametri preklapaju te daju dvojbene
rezultate. Laparotomija je kiruska metoda gdje se napravi rez na abdominalnoj Supljini ptica
da bi se doSlo do spolnih zlijezda, dok je laparoskopija umetanja optickog vlakna u
abdominalnu Supljinu (web 6). Ove metode osim §to su izrazito invazivne, nisu uspjes$ne van
sezone parenja jer se gonade smanje i nisu vise lako uocljive (Dubiec i Zagalska-Neubauer,
2005).

Ptice, kao i sisavci, imaju razli¢ite spolne kromosome ovisno o spolu. Za razliku od sisavaca
kod ptica spol odreduju Z i W kromosom. (Ohno, 1967) Zenke su heterozigoti i imaju genotip
ZW, dok su muZjaci homozigoti i imaju genotip ZZ. W i Z kromosomi su nastali evolucijom
iz para autosoma i s vremenom su se diferencirali u spolne kromosome.

Z kromosom spada u grupu velikih kromosoma i tljekom evolucije je ostao visoko
konzerviran, a W kromosom je mali jer je tijekom evolucije izgubio gene. Zbog razli¢itog
izgleda ovi kromosomi su pogodni za citolosko odredivanje spola (Fridolffson i sur., 1998).
Da bi se kromosomi mogli pregledati potrebno je uzgojiti kulturu stanica te zaustaviti njihov
ciklus u metafazi. Stanice se nakon toga pregledavaju pod mikroskopom. Stanice se obi¢no
dobiju iz srzi rastucih pera. Spolne kromosome je lako prepoznati zbog razlike u veli¢ini. Ova
metoda, iako neinvazivna i pouzdana, zahtijeva dosta truda, iskustva i vremena da bi se dobio

dobar razmaz na kojem se mogu pregledati kromosomi (Dubiec i Zagalska-Neubauer, 2005).



Osim citoloskih postoje 1 razlicite molekularne metode odredivanja spola iz DNA koje se
temelje na razliitim sekvencama Z i W kromosoma. Najjednostavnija i najucinkovitija je

metoda odredivanja spola pomo¢u CHD gena.

1.6. CHD gen

CHD (chromo-helicase-DNA binding gene) gen je gen koji ima ulogu u kontroli
transkripcije na kromatinskoj razini te utjeCe na kondenzaciju kromatina, stoga je vrlo
konzerviran kod svih vrsta ptica. Nalazimo ga u dvije varijante: muzjaci imaju CHD-Z gen
koji je vezan za Z kromosom koji je manje podloZzan mutacijama dok Zenke uz CHD-Z gen
imaju i CHD-W gen koji se nalazi na W kromosomu i podlozniji je mutacijama (Friddolffson i
Ellegren, 1999; Griffiths i sur., 1998). Unato¢ tome sama CHD kodiraju¢a DNA je visoko
konzervirana u obje varijante te se nakon PCR reakcije i elektroforeze ne moze razlikovati na
gelu jer su dobiveni odsjecci DNA jednake duljine te se vrpce na gelu preklapaju. Ne
kodirajuca intronska regija DNA je, medutim, podloznija mutacijama te je kod CHD-W gena
kraca, stoga je razvijena metoda koja istodobno umnaza oba CHD gena uz pomo¢ pocetnica
DNA komplementarnim intronskoj regiji. Na ovome principu je razvijena izrazito precizna, a
opet jednostavna, metoda odredivanja spola, gdje se nakon PCR reakcije 1 elektroforeze
dobije jedna pruga ukoliko se radi o0 muzjacima, a dvije pruge kod DNA Zenki (Friddolffson i
Ellegren, 1999). Zbog visoke konzerviranosti CHD gena metoda se moZe primijeniti na sve
ptice osim bezgrebenki (Paleognathae) kod kojih nema morfoloske razlike izmedu W i Z
gena, a time ni CHD gena (Ansari i sur., 1988).



1.7. Cilj rada

Cilj diplomskog rada je utvrditi primjenjivost molekularnog odredivanja spola kod ¢aplji

pomoc¢u CHD gena.
Specifi¢ni ciljevi ovog rada:

1. Usporediti dvije metode izolacije DNA i izabrati prikladniju metodu za odredivanje
spola Caplji obzirom na koli¢inu i ¢isto¢u DNA.

2. Usporediti rezultate koli¢ine i kvalitete DNA nakon izolacije iz pera i ljuske jaja.

3. Utvrditi odnos spolova kod prstenovanih jedinki gnijezde¢ih populacija iz porodice
Caplji (Ardeidae).



2. Materijali i metode

2.1. Uzorkovanje pera i ljuski jajeta

Konturna pera i ljuske jaja sivih ¢aplji uzorkovani su u gnijezdecoj koloniji na lokalitetu
Cosak $ume u Parku prirode Kopagki rit (slika 4). Kopagki rit je poplavno podruéje nastalo
djelovanjem dviju velikih rijeka, Dunava i Drave. Na podru¢ju Parka prirode zabiljezeno je
297 vrsta ptica od kojih su 140 vrsta gnjezdarice. Posebno je bogata ornitofauna ptica
mocvarica (Benéina i sur.,, 2011). Mlada pera velikih bijelih ¢aplji i caplji danguba
uzorkovani su na ribnjacima Jasinje u Jelas polju. Jelas polje predstavlja najisto¢niju od niza
poplavnih nizina smjestenih izmedu sjeverne obalu rijeke Save (slika 4). U Jelas polju se
nalazi jedan od najveéih kompleksa ribnjaka koji su se nekada koristili za ekstenzivan uzgoj
ribe (web 7). Na ribnjacima Jasinje zabiljezeno je vise od 230 vrsta ptica od kojih su 122 vrste
gnjezdarica. Posebna znacajka ovih ribnjaka je u tome $to ovdje gnijezdi najveca mjeSovita

kolonija zlicarki i ¢aplji (Ardea sp.) u Hrvatskoj (Fontana-Pudi¢, 2010).
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Slika 4. Lokaliteti Cosak $ume i ribnjaci Jelas na kojima su smjestene kolonije ¢aplji od kojih

su uzorkovana pera i ljuske za izolaciju DNA i determinaciju spola. (Google Earth 2015).
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Uzorkovanje pera i ljuski jaja sivih Caplji obavljeno je tijekom travnja 2015 nakon sezone
gnijezdenja. Obzirom da sive ¢aplje u koloniji Cosak Sume gnijezde na jasenima i hrastovima,
uzorci su prikupljeni na tlu ispod gnijezda. Mlada pera velikih bijelih i ¢aplji danguba
uzorkovana su tijekom redovitog prstenovanja mjeSovite kolonije Caplji i zli¢arki u lipnju
2015 na ribnjacima Jelas (slike 4 i 5). Caplje na ribnjacima Jelas gnijezde u trsci na plutajuéoj
vegetaciji, tako da su pera uzorkovana Cupanjem s ptica. U kolonijama koje su na plutajucoj
vegetaciji poput kolonije na ribnjacima Jelas, pti¢i se prstenuju prije nego nauce letjeti, a
nakon $to su dovoljno odrasli da ih prstenovanje ne ozljeduje 1 uznemirava (Kuslan, 2007).
Prstenovanje i uzorkovanje obavili su Nenad Setina i Tibor Mikuska, ovlasteni prstenovadi iz
Hrvatskog druStva za zastitu ptica i prirode. Nakon terenskog uzorkovanja, pera i ljuske su

pohranjene na sobnoj temperaturi i dalje analizirane u laboratoriju.

Slika 4. Prstenovanje mladih pti¢a velike bijele ¢aplje i ¢aplje dangube na ribnjacima Jelas
2015. godine. (foto N.Setina)
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Slika 5. Mladi pti¢i velike bijele ¢aplje na ribnjacima Jelas 2015. godine (foto T. Mikuska).

U velike plave omotnice su spremljena pera iz istog gnijezda s oznakama prstenovanih jedinki
prema serijskom broju prstena, osobe koja je prstenovala i uzorkovala pero i datumom
uzorkovanja. Pera s iste jedinke su stavljena u manje papirne vrecice s oznakom serijskog

broja prstena. Sva pera iz istog gnijezda su stavljena u jednu papirnu omotnicu (slika 6).

Slika 6. Uzorkovana pera, na¢in ozna¢avanja i spremanja (foto. L.Begovi¢).
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Za usporedbu dvije metode za izolaciju DNA koriStena su konturna pera odraslih jedinki
bijele ¢aplje (Ardea alba L. 1758.), te konturna pera i ljuske jaja sive Caplje (Ardea cinerea).
Spol jedinki iz mjeSovite kolonije ¢aplji na ribnjacima Jelas odreden je iz pera mladih pti¢a

velikih bijelih ¢aplji (Ardea alba) i ¢aplji danguba (Ardea purpurea).

2.2. 1zolacija DNA

U laboratoriju je baza pera svake jedinke, koja je sadrzavala krvni ugrusak, odrezana sterilnim
ziletom te usitnjena na komadiée duljine oko 2 mm 1 prebacena u plasti¢nu tubicu od 1,5 mL
(slika 7). Ljuske od jaja su prikupljene iz kolonija ¢aplji od ve¢ izlezenih ptica. Za izolaciju
DNA odrezano je nekoliko komadic¢a unutarnje ovojnice (po moguénosti s krvnim Zilicama)
nakon ¢ega su usitnjeni na komadice veli¢ine 1-2 mm 1 prebaceni u tubice od 1,5 mL.

DNA je izolirana na dva nacina: koriste¢i standardni protokol za izolaciju prema De Volo i
sur. (2008) uz odredene modifikacije te prema protokolu proizvodaca za izolaciju pomocu

DNAsy Blood and Tissue Kit (Qiagen).

Slika 7. Rad u laboratoriju, priprema pera za izolaciju DNA iz tkiva (foto A. Mikuska).
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2.2.1. Standardni protokol za izolaciju DNA

Za izolaciju DNA prema De Volo i sur. (2008) koristeno 600 uL. TNE pufera (Tris-NaCl-
EDTA, pH=7,4) 40 uL proteinaze K (20 mg/mL pocetna koncentracija) i 16 uL. 1M (pocetna
koncentracija) ditiotreitola (DTT). Uzorci su ostavljeni na digestiji preko no¢i na temperaturi
od 56°C. Sutradan uzorci su centrifugirani na 13 000 g 5 minuta (sva centrifugiranja u ovom
postupku su izvodena su na 4°C). U prvom koraku dodano je 300 uL 3M natrijevog acetata,
smjesa je dobro izmije$ana na Vibracijskoj mijesalici i zatim stavljena 5 min na inkubaciju na
ledu. Potom su uzorci centrifugirani 10 minuta na 16 000 g nakon Cega je supernatant
prebacen u novu sterilnu tubicu i u njega je dodan prethodno ohladeni izopropanol u omjeru
1:1 (v/v) za precipitaciju DNA. Smjesa je potom stavljena na inkubaciju 30 min na -20°C.
Nakon inkubacije smjesa je ponovo centrifugirana 10 min na 16 000 g, potom je supernatant
bacen, a talog ispran s 1 mL hladnog 70% etanola, dobivena otopina centrifugirana 1 minutu
na 16 000 g supernatant je opet bacen a talog ostavljen na suSenje na zraku, DNA je otopljena

u 40 pL sterilne redestilirane vode i spremljena na -20°C.

2.2.2. 1zolacija DNA pomoc¢u DNAsy Blood and Tissue Kit (Qiagen)

Uzoreci su prvo pripremljeni na isti nacin kao 1 za izolaciju DNA standardnim protokolom. Da
bi se razgradilo tkivo pera dodano je 360 uL. ATL pufera, 40 puL proteinaze K(20 mg/ml) te 16
pL IM DTT te su uzorci ostavljeni na digestiji preko no¢i na temperaturi 56°C. Sutradan je
DNA izolirana 1 pro¢iS€ena. Prvo je u uzorke dodano po 400 uL AL pufera a zatim je smjesa
dobro izmijeSana na mijeSalici i stavljena na inkubaciju 10 minuta na 70°C. Nakon toga je
dodano 400 puL 96% etanola te je smjesa opet dobro izmijeSana na Vvibracijskoj mijesalici te
stavljena kratko na centrifugiranje pri 6000 g (sva centrifugiranja su izvedena na sobnoj
temperaturi). Supernatant je zatim prebacen u novu ¢istu kolonu (dobivenu s kitom) na nacin
da se dodaje po 600 pL supernatanta, centrifugira 1 min pri 6000 g, baci sve §to je proslo kroz
kolonu i postupak ponovi dok se ne iskoristi sav supernatant iz prethodnog koraka. U
slijedecem koraku na kolonu se dodaje 500 ul. AW1 pufera, a zatim se opet centrifugira na
6000 g 1 min i baci teku¢ina koja prode kroz kolonu. Nakon ¢ega se doda 500 pL AW2
pufera te se smjesa centrifugira na 20 000 g 3 min i baci se sva tekucina koja prode. Kolonu je
prebacena u Cistu tubicu od 1,5 mL te je dodano dva puta po 20 uL AE pufera direktno na
kolonu za eluaciju DNA. Koncentracija DNA u uzorcima izmjerena je spektrofotometrijski
pomoc¢u NanoPhotometer (Implen GmBH).
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2.3.Lancana reakcija polimerazom (PCR) i elektroforeza u gelu

Odsjecci CHD gena su umnazani pomocu para pocetnica 2550F (5'- GTTACTGAT
TCGTCTACGAGA-3") i 2718R (5'-ATTGAAATGATCCAGTGCTTG-3') (Fridolfsson i sur.,
1999). U lancanu reakciju polimerazom (PCR) stavljeno je po 10 uL 2x TaKaRa Emerald
Mix (Clontech) koji (sadrzi optimizirani pufer, polimerazu, smjesu dNTP-ova (dinukleotid tri
fosfata), magnezij i boju (web 12), po 2 uM svake pocetnice i 50 ng DNA. Volumen ukupne
smjese iznosio je 20 uL. Uvjeti PCR reakcije su bili: pocetna denaturacija na 94°C 5 minuta
nakon Cega je slijedilo 40 ciklusa denaturacije na 94°C 30 sekundi, sparivanje pocetnica
(annealing) na 55°C 1 min, produZivanje lanaca 2 min na 72°C te zavr$no produljivanje lanca
na 72°C u trajanju od 7 min.

Nakon PCR reakcije uzorci su naneseni na prethodno pripremljeni 2% agarozni u TAE puferu
(Tris-acetat EDTA, pH=8,0). Za odredivanje veli¢ine DNA odsjecaka koristen je 50 kb DNA
marker (Sigma). Gel je obojan bojom SYBR®™ Safe DNA gel stain (Invitrogen) u omjeru 1:10
000. Elektroforeza se provodila na 100 V, 30-60 minuta. Nakon elektroforeze DNA odsjeéci
su vizualizirani pomo¢u UV transiluminatora i fotografirani i obradeni koriste¢i Kodak 1D

3.6 program (Kodak).
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3. Rezultati

3.1. Usporedba u¢inkovitosti dvaju protokola za izolaciju DNA

Tijekom ovog eksperimenta koriStene su dvije metode izolacije DNA te je usporedena

koli¢ina dobivene DNA. Kao izvor DNA koriStena su pera odraslih ptica i ptica te ljuske jaja.

Tablica 1. Usporedba koncentracije (iskazane koncentracijom DNA) i ¢istoce uzoraka DNA

(260 nm/280nm) dobivenih dvjema metodama na primjeru sive ¢aplje (Ardea cinerea).

Oznaka uzorka Tkivo Metoda Koncentracija ¢istoca DNA
(ng/puL) 260/ 280 nm

J1 Ljuska jaja Qiagen 99,5 1,793
J1 Ljuska jaja De Volo 416 1,822
J2 Ljuska jaja Qiagen 24 15

J2 Ljuska jaja De Volo 473 1,855
P1 Pero Qiagen - -

P1 Pero De Volo 215 1,792
P2 Pero Qiagen 220 2,095
P2 Pero De Volo 2780 2,007

Koli¢ina dobivene DNA je iskazana kroz koncentraciju, dok je omjer absorbancije 260/280
nm pokazatelj ¢istoce DNA pri ¢emu se vrijednost od oko 1,8 smatra ¢istom DNA (web 2).
Vidljivo je da su uzorci gdje je DNA izolirana prema standardnom protokolu (DeVolo i sur.,
2008.) imali vecu koli¢inu DNA (tablica 1) stoga je ova metoda izolacije koritena za
izolaciju DNA i odredivanju spola prstenovanih jedinki. Takoder, rezultati pokazuju da
metoda izolacije nema znatan utjecaj na Cistoéu DNA. Gotovo svi uzorci su dali relativno
dobru ¢istoéu DNA osim uzorka J2 radenom prema kitu (Qiagen) gdje je Cistoca bila nesto
losija, no vidimo da je i koncentracija DNA u ovom uzorku bila mala, dok u uzorku P1,
takoder radenim kitom, nije izolirana dovoljna koli¢ina DNA koja bi se mogla ocitati na

koriStenom uredaju.
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3.2. Usporedba koli¢ine i ¢isto¢e DNA dobivene iz razlicitih tkiva

Usporedujucéi koli¢inu DNA dobivenu nakon izolacije standardnim protokolom vidljivo je da
su mlada pera ptica imala u prosijeku vecu koncentraciju DNA, a Cistoca DNA je bila

zanemarivo bolja (slika 8).
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Slika 8.a) Usporedba koli¢ine DNA dobivene iz konturnih pera odraslih jedinki i mladih pera
pti¢a nakon izolacije standardnim protokolom. b) Usporedba odstupanja vrijednosti ¢istoce
DNA dobivene omjerom absorbancije na 260 / 280nm od vrijednosti 1,8 izrazena u

postotcima.

Kada usporedimo DNA dobivenu iz jaja i pera (slika 9) vidimo da je veca koli¢ina DNA
dobivena iz pera u usporedbi s koli¢inom DNA dobivenom iz ljuske jaja, no iz ljuske jaja je

dobivena DNA bolje Cistoce.
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Slika 9. a) Usporedba srednjih vrijednosti koncentracije DNA dobivene iz ljuski jaja i
konturnih pera nakon izolacije standardnim protokolom na primjeru sive c¢aplje (Ardea
cinerea ) b) Usporedba odstupanja vrijednosti Cistoée DNA dobivene omjerom absorbancije
260/280 nm od vrijednosti 1,8 prikazana u postotcima, na primjeru sive Caplje (Ardea

cinerea).

4.3. Rezultati odredivanja spola prstenovanih jedinki iz mjeSovite kolonije
¢aplji na ribnjacima Jasinje

U mjeSovitoj koloniji ¢aplji i Zli¢arki na ribnjacima Jelas prstenovano je jedanaest ptica u
Cetiri gnijezda. Spol je odreden kod ukupno deset pti¢a. Rezultati molekularnog odredivanja
spola pomoc¢u CHD gena pokazuju da se u prvom gnijezdu velikih bijelih ¢aplji nalaze tri
pti¢a Zenskog spola (oznake: AA74, AA75, AAT6), dok se u drugom gnijezdu nalazi jedan
pti¢ Zenskog spola (oznaka: AAT77). Sedam prstenovanih pti¢a su ¢aplje dangube (Ardea
purpurea, oznaka AP) Sest pti¢a su muZjaci a ptiéu s oznakom AP55 nije uspje$no odreden
spol. Oznake jedinki sadrze inicijale latinskog imena vrste, te zadnje dvije znamenke

serijskog broja pripadajuceg prstena (slika 10, tablica 2).
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Slika 10. Rezultati odredivanja spola prstenovanih jedinki mjeSovite kolonije Caplji na
ribnjacima Jasinje, Oznake predstavljaju inicijale latinskog imena vrsta: AA (Ardea alba) i
AP (Ardea purpurea) te zadnje dvije znamenke serijskog broja prstena, uz oznake jedinki
pridruzen je i spol jedinki kod kojih je utvrden. Kratica NK oznacava negativnu kontrolu, a

kratica M molekularni marker za veli¢inu PCR produkata.

Tablica 2. Rezultati odredivanja spola ptica iz mjeSovite kolonije ribnjaci Jasinje.

Vrsta Gnijezdo Serijski broj prstena  Oznaka uzorka Spol

Ardea purpurea 1051 AP51 muzjak

Ardea purpurea 1053 AP53 muzjak

Ardea purpurea 1055 AP55 nepoznat

Ardea alba 11074 zenka

Ardea alba 11074 zenka
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4. Rasprava

Kod vecine vrsta ptica ne postoji spolni dimorfizam, stoga je pouzdano odredivanje spola
bilo vrlo tesko i zahtijevalo je dugogodisnje iskustvo u promatranju odredene vrste. Kod
mladih ptica, spol je gotovo nemoguce odrediti bez molekularnih metoda pomoc¢u CHD gena
(Dubiec i Zagalska- Neubauer, 2005).

Tkiva koja se koriste pri takvom postupku su najcesce krv ili pera ptica koja pri osnovi
badrljice sadrzavaju kapljicu krvi. U ovom istrazivanju koristena su pera jer je postupak brz
manje invazivan, i manje stresan za pticu te nije potrebna prisutnost stru¢njaka. Koriste se
isklju¢ivo konturna pera koja nisu klju¢na za let 1 navigaciju u letu. Nedostatak je Sto DNA
dobivene iz perja ima puno manje nego one dobivene iz krvi (Dolenec i Sinko, 2009).
Ponekad se ¢ak koriste i ve¢ odbacena pera ili ljuske ve¢ izlezenih jaja te se Zivotinja ne mora
uopée uznemiravati (Hogan i sur., 2007). Zbog usmjeravanja istrazivanja na odredenu
prstenovanu populaciju, koriStena su svjeZe poCupana pera jer se ona mogu povezati sa
jedinkom kojoj pripadaju, $to nije slu¢aj sa odba¢enim perima i ljuskama jajeta

Za preliminarna istrazivanja koristena su pera odraslih jedinki, dok su za odredivanje
spola kolonije na ribnjacima Jasinje koristena pera mladih ptica. Trebalo bi napomenuti da su
konturna pera bila u nesto loSijem stanju nego svjeze poCupana mlada pera $to je vjerojatno
utjecalo na koli¢inu izolirane DNA (Hogan i sur., 2007) pa je kod mladih pera dobiveno vise
DNA (slika 8a), dok je ¢istoca DNA je zanemarivo bolja nego kod izolacije iz konturnih pera
(slika 8b). Pero koje raste je dobro prokrvljeno jer se stanice stalno rastu i dijele se, stoga im
je potreban kisik i hranjive tvari kojima ih opskrbljuje krv, no kada se pero u potpunosti
razvije ono postane nezivo tkivo i viSe nije prokrvljeno (kao i dlaka sisavaca) te nakon $to se
oSteti otpada i zamjenjuje ga novo. Mlade ptice imaju viSe nerazvijenih pera jer je njihov
pernati pokrov nekoliko puta mijenja dok odrastaju, dok odrasle ptice uglavhom samo
zamjenjuju poneko oste¢eno pero, izuzev razdoblja nakon parenja ili tijekom sezonskog
mitarenja (Gill, 2006).

Uz perje su koriStene i ljuske izleZenih jaja. Uz vanjsku ljusku jajeta nalaze se jo$ 2
albuminske ovojnice: vanjska i unutarnja koje sluze kao obrana fetusa od vanjskih parazita,
takoder omogucuju izmjenu kisika i CO, kako bi fetus mogao disati dok je u jajetu, stoga s
razvojem ptica u ove ovojnice pocinju urastati kapilare. Nakon izlijeganja vanjska albuminska
ovojnica ostane uz ljusku jajeta, a s njome i ostatci kapilara koji mogu posluziti kao izvor

DNA (Gill, 2006). Upravo se zato mogu koristiti i za odredivanje spola pti¢a kao §to je bio
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slu¢aj u ovom istrazivanju. Usporedujuc¢i dobivene rezultate (slika 9) vidljivo je da je iz ljuski
jajeta u odnosu na perje dobiveno manje DNA, ali je dobivena DNA bila nesto bolje Cistoce.
Ocekivali bi smo da se iz ljuske jajeta moze dobiti veca koli¢ina DNA nego iz badrljice perja
(Trimbos i sur, 2009.), no dobiveni rezultati govore suprotno. Moguéi razlog tome bi bio §to
je tkivo u peru je zatvoreno u badrljici dok je tkivo s ljuske jajeta na otvorenom, stoga je
podloznije degradaciji. Ipak dobivena koli¢ina DNA je dovoljna te se moze Koristiti za
odredivanje spola jedinke, no zbog cilja naSeg istrazivanja ljuske jaja nisu koriStene za
odredivanje spola pti¢a na ribnjacima Jasinje, jer ih je kao 1 odbacena pera teze povezati s
odredenom jedinkom, odnosno serijskim brojem prstena te jedinke.

U preliminarnim istrazivanjima su koristene i dvije metode izolacije DNA: 1. prema

protokolu za izolaciju DNA pomo¢u DNAsy Blood and Tissue Kita (Qiagen) i 2. prema
standardnom protokolu za izolaciju DNA prema De Volo, 2008. Standardni protokol se
svakako pokazao boljim jer su dobivene koli¢ine DNA bile puno vece, dok je razlika u ¢istoci
dobivene DNA bila zanemariva (tablica 1). Prilikom izolacije koriste¢i Qiagen kit, dogadalo
se da se filteri na kolonama za izolaciju zacepe Sto je svakako utjecalo na koli¢inu DNA
dobivene nakon izolacije. Kit je vjerojatno pogodniji za izolaciju DNA iz meksih tkiva kao
Sto je krv, dok bi se ¢vrsée strukture kao $to je keratin u perju teSko razgraduje. Moguce je da
bi se povecanjem koli¢ine proteinaze K prilikom digestije rijeSio ovaj problem ili bi bilo
uputno produziti vrijeme digestije da bi se uzorci bolje razgradili, svakako bi bilo dobro
koristiti vise kolona po uzorku prilikom izolacije DNA.
Huang i sur., (2012) uspjesno su odredili spol jedinki iz porodice Caplji iz krvi i izmeta
koriste¢i posebno dizajnirane pocetnice (Wang i sur., 2011). Koristene poc¢etnice,u ovom radu
2550F i 2718R (Fridolffson i Ellergren, 1999.) pokazale kao vrlo dobre za CHD geni caplji.
Prema istrazivanju Dolenec i Sinko (2009) mogu se koristiti za sve vrste ptica osim vrap&arki
(Passeriformes) te naravno bezgrebenki (Paleognathae) koje nemaju diferencirane CHD gene
pa ova metoda opcenito nije upotrebljiva.

Na ribnjacima Jasinje, u mjeSovitoj koloniji Caplji prstenovano je jedanaest ptica iz
Getiri gnijezda. Cetiri ptiéa velike bijele Gaplje (Ardea alba) i sedam pti¢a Eaplje dangube
(Ardea purpurea ). Uspjesno je odreden spol kod deset ptica. Pticu s oznakom AAS5S iz
nepoznatih razloga nije uspjesno odreden spol, uzrok je vjerojatno premala koli¢ina ili losija
Cistoca DNA $§to je utjecalo na proces amplifikacije u PCR reakciji. Ponavljanjem PCR
reakcije koriste¢i produkte prethodne PCR reakcije kao DNA kalup moglo bi utjecati na
uspjesnost odredivanja spola. Svi pti¢i velikih bijelih caplji su bili zenke, a pti¢i Caplje

dangube muzjaci. Ovi rezultati svakako ne odgovaraju Mendellevom nacelu nasljedivanja,
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prema kojemu bi vjerojatnost nasljedivanja nekog spola trebala biti 50%. U prirodi je odnos
spolova u populaciji rijetko 1:1, kod sisavaca kako jedinke stare u jednoj generaciji se
ravnoteza pomice u korist zenki, dok je kod ptica obrnuto, ravnoteza se pomice u korist
muzjaka (Donald, 2007). Takoder kod svih ptica pa tako i ¢aplji spol je odreden geneticki, a
ne vanjskim faktorima kao $to je temperatura, tako da se taj uzrok dobivenog rezultata moze
iskljuciti (Chue i Smith, 2010). Charles Darwin je smatrao da se odnos spolova u populaciji
mijenja s promjenama u okoliSu, moZemo re¢i da je i to jedan nacin evolucije u populaciji
(Donald, 2007). Roditelji ponekad imaju afinitet ka stvaranju potomaka povlastenog spola
(onog manje zastupljenoj u populaciji) jer tako osiguravaju prenosenje svojih gena u slijedecu
generaciju, osim toga pripadnik povlaStenog spola ima veéu mogucnost izbora partnera pa
moze bolje utjecati na kvalitetu potomstva (Oddie i Reim, 2001). S druge strane prikupljeni
podatci odgovaraju samo jednoj generaciji ptica i u odrasloj populaciji odnos spolova bi
mogao biti znatno drugaciji. Prikupljeni podatci pokrivaju samo 2 gnijezda u koloniji po vrsti,
odnosno 2 para roditelja pa se moze zakljuciti da su dobiveni rezultati slu¢ajnost.

Razlog malom broju prstenovanih ptic¢a tijekom 2015. godine u mjesovitoj koloniji na
ribnjacima Jasinje je pomak sezone gnijeZdenja zbog izuzetno povoljnih klimatskih uvjeta, te
su u trenutku prstenovanja vecina mladih ptica ve¢ bile sposobne za let i1 nije ih bilo moguce
prstenovati. Da bi se dobio potpuni uvid u stabilnost ove populacije u smislu ravnoteze
spolova potrebno je istrazivanje ponavljati kroz viSe sezona, te obuhvatiti §to veéi broj
gnijezda. Ovo je prvo istrazivanje provedeno na gnijezdecoj populaciji porodice caplji

(Ardeidae) u kojem je koristen CHD gen kao molekularni biljeg za odredivanje spola.
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5. Zakljuéci

1. U ovom radu utvrdeno je da su za istrazivanja molekularne ekologije i populacijske
genetike ¢aplji pera mladih ptica najbolje tkivo za izolaciju DNA.

2. Usporedbom dviju metoda izolacije DNA utvrdeno je da standardni protokol za
izolaciju DNA dao bolje rezultate sto se tice koli¢ine izolirane DNA.

3. Uspjesno je utvrden spol deset od jedanaest jedinki ¢ija su pera prikupljena tijekom
prstenovanja cCaplji ¢ime se dokazuje da su molekularni biljezi poput CHD gena
primjenjivi za odredivanja spola vrsta porodice (Ardeidae).

4. Opseznijim viSegodi$njim istrazivanjima mogao bi se utvrditi odnos spolova u
populaciji, stabilnost populacije te poduzeti potrebne mjere zaStite gnijezdece

populacije ¢aplji u Hrvatskoj.
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