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1. Uvod

Sve do otkrica spolnih kromosoma vjerovalo se da su okoli$, temperatura i ishrana
kljucni pri odredivanju spola. Danas nam je poznato da oboje, i okolis i unutarnji mehanizmi
odredivanja spola, mogu djelovati u razliCitih vrsta.

Spol vecine kornjaca odreden je okolisSnim ¢imbenikom. U ovih gmazova temperatura
jaja, za vrijeme odredenog razdoblja razvitka, predstavlja odlucujuci ¢imbenik u odredenju
spola. Ona djeluje poput prekidaca koji se pri odredenim temperaturama pali i pokrece
molekularne procese koji ¢e u konacnici kao ishod dati odredeni spol ili se gasi pa se
zaustavlja kaskada procesa i dolazi do formiranja suprotnog spola. Samo male promjene u
temperaturi mogu uzrokovati dramati¢ne promjene u omjeru spolova.

Temperaturna determinacija spola je najbolje proucCena kod riba i gmazova, ali se
tocan molekularni mehanizam jo$ uvijek ne zna. Poznato je da neki geni koji su kljucni za
kromosomsku determinaciju sudjeluju i u temperaturnoj determinaciji. Takoder se zna kako
pojedine tvari iz Covjekova okoliSa mogu djelovati na nacin da dolazi do promjene spola na
temperaturama pri kojima se inaCe radaju zenke ili muzjaci.

Problem modernog doba je i ope povecanje temperature na Zemlji. Kakva je sudbina
vrsta sa temperaturnom determinacijom? Da li Ce izumrijeti ili ¢e se ipak prilagoditi

novonastalim uvjetima?



2.1. Morske kornjace

KornjaCe (Testudines, ranije Testudinata i Chelonia) predstavljaju vrlo staru i
primitivnu skupinu gmazova; njihovi najstariji pronadeni fosilni nalazi datiraju iz razdoblja
Perma, Sto je oko 280 milijuna godina prije nove ere. Morske kornjaCe su gmazovi koji
potjeCu s kopna, otkud su prije otprilike 200 milijuna godina presle u more. U prvih 50 do 100
milijuna godina evolucija se pobrinula za Citav niz promjena kojima su se te Zivotinje
prilagodile novom okoliSu. Noge su se razvile u peraje, oklop je postao spljoSten i
hidrodinamican, a udovi i glava se vise ne mogu uvuci u njega. Ipak, zadrzale su se neke
tipiCne znaCajke svih gmazova; diSu plu¢ima pa svako toliko moraju na povrSinu kako bi
udahnule i nemaju stalnu tjelesnu toplinu (poikilotermni) pa je ne mogu odrZavati neovisnom
od temperature vanjske sredine te su stoga i najzastupljenije u tropskim krajevima (Castro i
Huber, 2005). Red kornja¢a obuhvaéa 11 porodica sa 25 rodova i oko 250 vrsta.

Na zemlji danas Zivi 7 vrsta morskih kornjaca svrstane u dvije porodice Cheloniidae i
Dermochelyidae. To su:

1. Glavata zelva (Caretta caretta)

2. Sedmopruga usminjaca (Dermochelys coriacea)

3. Zelena Zelva (Chelonia mydas)

4. Karetna Zelva (Eretmochelys imbricata)

5. Australska zelena zelva (Natator depressus)

6. Kempijeva zelva (Lepidochelys kempi)

7. Maslinasta ili pacificka Zelva (Lepidochelys olivacea)

U Dermochelyidae jedino spada vrsta Dermochelys coriacea jer se fizioloSki
poprilicno razlikuje od ostalih vrsta morskih kornjaca.

Vecina vrsta je Siroko rasprostranjena, osim L. kempi, koja je ograni¢ena na podrucje
Meksickog zaljeva te vrste N. depressus, endem australskog podrucja. lako njihova
hranidbena podrucja obuhvacaju Siroka morska prostranstva, primarna hranidbena podrucja se
nalaze unutar podruc¢ja omedenog izotermom od 20°C temperature povrSine mora te na
relativno plitkom podrucju kontinentalne plicine. Iznimka je vrsta D. coriacea koja obitava u
hladnijim morima i na ve¢im dubinama. Glavne lokacije za gnijeZzdenje vrsta Dermochelys
coriacea, Chelonia mydas, Eretmochelys imbricata, Lepidochelys oivacea, L. kempi i Natator
depressus su smjeStene na otoCnim i kontinentalnim plazama izmedu sjeverne i juzne

obratnice.



2.2. Spolni zivot morskih kornjaca

Cijeli svoj zivot morske kornjace provedu u moru. Jedino Zenke izlaze na kopno da bi
poloZile jaja i odmah nakon toga se vratile u sigurno more. Zivot muzjaka, koji sav svoj Zivot
provede u moru ne izlaze¢i na kopno i danas je nepoznanica. Gotovo sve Sto znamo o tim
Zivotinjama temelji se na istrazivanjima Zenki prilikom izlaska na kopno i polaganja jaja.
Nakon parenja, koje se uvijek odvija u vodi, morske kornjaCe prelaze velike distance.
Zanimljiv je primjer kako Caretta caretta nade mjesto na kojem je prije desetak godina sama
izaSla iz jaja. Neki struCnjaci pretpostavljaju da osjetilo mirisa i dodira ima veze sa time. Male
morske kornjaCe kada se izlegnu, grizu pijesak kao da bi htjele zapamtiti ukus i miris, a isto to
rade i odrasle Zenke prije polaganja jaja.

Sve vrste migriraju na barem malim udaljenostima, s hranidbenog prostora na
podrucja razmnoZavanja, odakle se muske jedinke vracaju na hranidbena podrucja, a Zenske
odlaze prema podrucjima gnijezdenja (Slika 1.). Neke vrste prevale i vise od 3000 km kako bi

pronasle svoju plazu.
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Slika 1. Zivotni ciklus morskih kornjaca; trajanje pojedine faze ovisi 0 vrsti
(Preuzeto iz: Lutz i Musick, 1997)



Polaganje jaja se uvijek deSava nocu, osim kod Lepidochelys kempi koja pretezno
danju polaze svoja jaja. Kao Sto je ve¢ spomenuto, polaganje jaja je jedini razlog zasto morske
kornjaCe izlaze na kopno. Udaljenost od mora moze biti i do 100 metara, gdje morske
kornjacCe traze pogodno mjesto za polaganje svojih jaja i gdje iskopavaju ovalnu rupu. U nju
polazu stotinjak jaja koja potom zatrpaju te se vrate u more. Ovisno o vrsti, vremenski period
polaganja jaja moze varirati od 15 minuta do viSe sati. Nakon polaganja jaja, kornjaca zakopa
rupu i brise tragove, tako da je gnijezdo teSko pronaci. Nakon uspjeSnog polaganja jaja,
izmorene kornjaCe se vrac¢aju u more i odlaze na hranidbena podrucja te se pripremaju za
novo reprodukcijsko razdoblje. Jaja se razvijaju od 105 do 110 dana. Kada se izvale iz jaja,
male morske kornjace se odmah upute prema sigurnom moru iz kojeg ¢e se vratiti tek nakon
15-tak godina kao odrasle Zenke radi polaganja jaja. Na tom putu su Cesto Zrtve ptica, rakova i
slicnih Zivotinja. One koje dostignu do mora, izloZzene su opasnostima od vecih riba.
Pretpostavlja se da samo jedna od 1000 mladih dostigne spolnu zrelost.

Reproduktivna sezona Zenki je svake dvije do Cetiri godine dok se muzjaci mogu pariti
svake ili svake druge sezone. Reproduktivne karakteristike variraju od vrste do vrste (Tablica
1.). Sve vrste morskih kornjaa prave nekoliko gnijezda s jajima za vrijeme sezone
gnijezdenja. UspjeSan razvoj embrija ovisi 0 nekoliko okolisnih faktora, a medu njima su
temperatura, vlaznost, salinitet i koliCina respiratornih plinova u okolisu na kojem se jaja
inkubiraju (Lutz i Musick, 1997). Ako je temperatura inkubacije niska inkubacijsko vrijeme

se produljuje, dok se pri poviSenim temperaturama skracuje inkubacijski period (Slika 2.).
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Tablica 1. Reproduktivne karakteristike Zenki morskih kornjaca
(Preuzeto iz: Lutz i Musick, 1997)

Vista Iferiod . Broj gnijez.da ) Inter\./ali us Remigracijsjki Bro jaja u gnijezdu
gnijezdenja po sezoni gnijezdenja (dani) | interval (godine)

Dermochelys coriacea Noé 6.17 (0.47) 4 9.5,9-10 2.28(0.14)5 81.5(3.6) 12

Chelonia mydas No¢ 2.93(0.28) 9 12, 10-17 2.86 (0.23) 9 112.8 (3.7) 24
Natator depressus Noé i dan 2.84(--) 1 16, 2-23 2.65(--) 1 52.8(0.9) 6
Lepidochelys kempi Dan 1.80(--)1 20-28 150 (--)1 110.0(---) 1

Lepidochelys olivacea No¢ 2.21(0.79) 2 17, 22, 30, 45 1.70 (0.30) 2 109.9 (1.8) 11

Eretmochelysimbricata | No¢ i dan 2.74(0.22) 5 14.5,11-28 2.90(0.11)5 130.0 (6.8) 17

Caretta caretta Noé 3.49(0.20) 4 14, 13-17 2.59(0.15) 5 112.4(2.2) 19

* Intervali izmedu arribada
Napomena: BrojCane vrijednosti su izrazene: srednja vrijednost za ispitane jedinke, u

zagradama su standardne devijacije te na kraju broj ukljucenih jedinki.

2.3. Mehanizmi determinacije spolova

Spolna diferencijacija je uskladena kaskada hormonskih i genetickih zbivanja tijekom
kojih se indiferentne gonade razvijaju u testise ili ovarije s odgovaraju¢im urogenitalnim i
sekundarnim spolnim Kkarakteristikama. Spolna determinacija je konacan ishod spolne
diferencijacije (Lance, 1997).

Danas nam je poznato da oboje, i okolis i unutarnji mehanizmi odredivanja spola
mogu djelovati u razliCitih vrsta. Determinacija spola moze biti pod genetskom ili okoliSnom
kontrolom pa razlikujemo kromosomsku te okolisno uvjetovanu determinaciju spola (Gilbert,
2003). Zanimljivo je kod mehanizma determinacije spola da ako imamo jedan tip
determinacije to ne znaCi da on iskljuCuje drugi tip. Kod nekih organizama kao Sto su
dazdevnjaci koji imaju heteromorfne kromosome XY ako razvoj gonada teCe na 20 C onda se
odvija genetska determinacija spolova i odnos spolova potomaka je 1:1, medutim ako iz bilo
kojeg razloga do embrionalnog razvoja dolazi na viSim temperaturama od 30°C, ukljuCuje se

temperaturna determinacija spolova i u tom slucaju omjer spolova nije vise 1:1.




2.3.1. Kromosomska determinacija spola

Postoji mnogo nacina na koji kromosomi mogu odrediti spol u embrija. U sisavaca
prisutnost X ili Y kromosoma na drugom mjestu odreduje koji e embriji biti Zenski (XX
homogametan), a koji muski (XY heterogametan). Y kromosom sadrzi gen koji desifrira
testis-determinirajuci faktor. Taj faktor usmjerava razvoj gonada u sjemenike, a ne jajnike. Y
kromosom je odluCujuci Cimbenik za odredivanje spola u sisavaca. U ptica, situacija je
obrnuta: muZzjaci imaju dva istovrsna spolna kromosoma (ZZ), dok Zenke imaju razlicit par
(ZW). U kukaca letaca Y kromosom nije znaCajan za odredivanje spola, ali omjer X
kromosoma prema autosomima odreduje spolni fenotip. U drugih kukaca (naroCito u
Hymenoptera, kao 5to su pCele, ose i mravi), oplodena, diploidna jaja razvijaju se u Zenke,

dok neoplodena, haploidna jaja postaju muzjaci (Gilbert, 2003).

2.3.2. Okolisno uvjetovana determinacija spola (temperaturna determinacija)

Kod kraljeznjaka osim XY i ZW kromosomske determinacije postoji i treci
mehanizam koji je ustanovljen kod nekih vrsta gmazova bez spolnih kromosoma. Kod njih je
temperatura najvazniji faktor koji odreduje spol (Malnado i sur., 2002). Molekularni
mehanizmi temperaturne determinacije spola (temperature-dependent sex determination TSD,
takoder i environmental sex determination ESD) do danas jo$ nisu poznati, ali se zna nesto o
genima i faktorima koji utjeCu na ovaj mehanizam. Kod kromosomske determinacije spola
omjer spolova je naj¢eS¢e 1:1 Sto nije slucaj kod temperaturne determinacije spola.

Dok je spol vecine zmija i ve€ine guStera odreden spolnim kromosomima za vrijeme
oplodnje, spol vecine kornjaca i svih vrsta krokodila odreden je okolisem. U ovih gmazova
temperatura jaja, za vrijeme odredenog razdoblja razvitka, predstavlja odlucujuéi ¢imbenik u
odredenju spola. Samo male promjene u temperaturi mogu uzrokovati dramati¢ne promjene u
omjeru spolova (Gilbert, 2003). Temperatura pri kojoj je omjer spolova jednak 1:1 zove se
pivotalna temperatura (Tpiv) 1 ona se razlikuje od vrste do vrste (Tablica 2.). Medutim, postoje
neke vrste koje imaju dvije pivotalne temperature, gornju i donju. Temperatura pri kojoj je
produkcija zenskog spola dominantna zove se temperatura feminizacije (engl. female
producing temperature FPT) dok je maskulinizirajuca temperatura ona pri kojoj je iskljucivo
produkcija muskog spola (male producing temperature MPT). Raspon izmedu temperatura
koje ¢e uvjetovati maskulinizaciju odnosno feminizaciju populacije naziva se tranzicijski
raspon temperature. Kod mnogih krokodila i guStera na nizim se temperaturama radaju zenke,

a na visim muzjaci. Za kornjace je situacija obrnuta (Crews i sur., 1995).



Kod morskih kornjaCa se pri visSim temperaturama u vecini legu Zenke, dok je pri
nizim veci udio muskih potomaka. Termo senzibilni period za determinaciju je druga trecina
inkubacije. Pivotalne temperature su oko 28°C do 30°C (Tablica 2.) i (Slika 3.).

Tablica 2. Pivotalne temperature (°C) kod nekih vrsta morskih kornjaca

(Preuzeto iz: Lutz i Musick, 1997)

Vrsta Pivotalna temperatura
Chelonia mydas 28.26
Caretta caretta 28.74
Lepidochelys olivacea | 29.13
Eretmochelysimbricata | 29.32

|
mr ¢Q%WT
L "
&0 oo
. g & e ol
= B
E %L 0 . =
g o /g o
c - 40 = 5
% r b * g < TWIEE.CI
o 20 o o
2 QQ %
ik o—oBo B8a o
Sl S 1 1 e LN 1 i
.':-i 535 2B a0 32 a4

Incubation Temperature (C)

Slika 3. Utjecaj temperature inkubacije na udio dobivenih Zenki. RazliCite oznake na
grafikonu odnose se na razliCite vrste morskih kornjaca. (Krugovi-C. caretta, rombovi-L.
olivacea, plus-C. mydas, kvadrati-E.imbricata).

(Preuzeto iz: Lutz i Musick, 1997)



2.4. Geni ukljuceni u determinaciju spola

Kod placentalnih sisavaca spol je odreden genom na Y kromosomu Kkoji uzrokuje
formiranje testisa. Ovaj gen se zove Sy gen i za njega se pokazalo da je smjeSten na kraem
kraku Y kromosoma kod vecine placentalnih sisavaca, ukljucujuci i tobolCare, ali nije utvrden
kod sisavaca koji legu jaja. U odsustvu Sy gena dolazi do razvoja ovarija. PokuSaji da se
pronade Sy gen kod monotremata rezultirali su pronalaskom velike obitelji gena tzv. Sox geni
(Sy - related HMG box containing genes) koji kodiraju za proteine s DNA veznom
domenom. Postoji vise od 20 Sox gena koji se eksprimiraju u razliCitim tkivima za vrijeme
razvoja (Lance, 1997).

Smatra se da je Sy gen u sisavaca evoluirao iz Sox3 gena koji je prisutan na X
kromosomu tobolcCara i primitivnom Y kromosomu. Uloga Sox3 gena u determinaciji spola je
Jo$ uvijek nepoznata. Kromosomska determinacija spola evolucijski je nastala genskom
duplikacijom Sox3 gena smjeStenom na X kromosomu prilikom Cega je nastao Sy gen i to
nakon odvajanja monotremata od tobolCara i viSih sisavaca. Zbog toga, monotremata, za
razliku od tobolCara i viSih sisavaca imaju ZW determinaciju spola. TobolCari i visi sisavci
imaju XY mehanizam determinacije spola i Y kromosom je taj koji nosi Sy gen koji kodira
za SRY protein koji utjeCe na daljnju diferencijaciju gonada u testise.

O drugom clanu obitelji Sox gena, Sox9 genu, se zna mnogo Vise pa i to da je ukljucen
u determinaciju spola. Njegova prisutnost je dokazana u tkivu muskih gonada i kod morskih
kornjaca pa se smatra da je uloga Sox9 gena u determinaciji testisa evolucijski konzervirana
(Lance, 1997).

Za mnoge gene koji su ukljuceni u kromosomsku determinaciju spola potvrdena je
prisutnost i kod vrsta s temperaturnom determinacijom spola. Tako je Sox9 koji se eksprimira
u testisima miSeva pronaden eksprimiran u embrionalnim testisima gmazova. Takoder,
zajedniCki geni za sisavce i gmazove tj. geni za koje se smatra da sudjeluju i u kromosomskoj

i u temperaturnoj determinaciji spola su jos i SF-1, MIH i moguée Dax-1 (Lance, 1997).



2.5. Ekspresija Sox9 gena u gonadama Lepidochelys olivacea

Sox9 je autosomalni gen vazan za diferencijaciju Sertolijevih stanica. Srodan je Sry
genu i visoko je konzerviran tijekom evolucije kraljeznjaka. Produkti njegove ekspresije su
detektirani u nediferenciranim gonadama. Na pocCetku diferencijacije gonada, Sox9 je prisutan
u testisima dok u jajnicima nije (Moreno-Mendoza i sur., 1999).

Lepidochelys olivacea je jako osjetljiva vrsta i njena najveca gnjezdista nalaze se u
Indiji, Mexicu i Kostarici tj. u Tihom i Indijskom oceanu. Za nju je karakteristicna pojava
zvana arribada tj. gnijezdenje danju u velikim skupinama. 1947. godine zabiljezeno je 40000
Zenki koje su se na plazi gnijezdile u jednom danu. 1999. godine proucavana je ekspresija
Sox9 gena kod te kornjace koristeci antitijela za detekciju ekspresije. Temperatura pri kojoj se
rada veci udio muzjaka je 27°C (male promoting temperature MPT), dok je veci udio Zenki
pri 32°C (female promoting temperature FPT). Temperaturno senzitivan period (engl.
temperature sensitive period TSP) je kratko razdoblje tijekom kojeg se razvoj nediferenciranih
gonada usmjerava u jednom od dva moguca pravca i to ili prema formiranju testisa ili prema
formiranju ovarija. TSP je od 21.-26.-tog dana, iako na MPT, spol je determiniran 24.-tog
dana, dok se kod FPT spol determinira neSto kasnije tj. 26.-tog dana.

Sakupljena su jaja sa Cetiri legla L. olivacea na plazi La Escobilla u Mexicu te su
podijeljena u dvije skupine koje su inkubirane na dvjema razli€itim temperaturama. Prva
skupina je inkubirana na 27 £ 0.5°C (MPT), a druga na 32 £ 0.1°C (FPT).

Imunohistokemijskom analizom ustanovljeno je da sve do 24.-tog stadija (24 dana
embrionalnog razvoja), histologija gonada embrija inkubiranih na MPT i FPT se ne razlikuju.
Medularni tracci se uoCavaju i na povrsini je formiran epitel sastavljen od kubicnih ili
cilindricnih stanica (Slika 4. A'i B).

26.-tog i 27.-0og dana uocCavaju se histoloske razlike. Gonade embrija inkubiranog na
MPT pokazuju izrazene medularne traCke, okruzene stanicama strome. Na povrsini je
formiran jednoslojni kubicni epitel (Slika 4. C i E). Na FPT, povrsinski epitel postaje

cilindriCan i viSeslojan, a medularni tracci se fragmentiraju (Slika 4. D i F).
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Slika 4. Urogenitalni nabori kod L. olivacea inkubirani na MPT (A, C, E) i FPT (B, D, F).

(Preuzeto iz N.Moreno-Mendoza i sur., 1999.)

Imunohistokemijsko bojanje SOX9 proteina je bilo pozitivno u medularnim traccima
na MPT i FPT u periodu od 21.-tog do 24.-tog dana. Epitel i stroma nisu obojani (Slika 5. A-
D). Na slici sa velikim povecanjem se uoCava prisutnost obojanog SOX9 proteina u jezgrama
stanica medularnih tracaka. 25.-tog dana se uocavaju prve razlike. Pri MPT, medularni tracci
ostaju SOX9 pozitivni, ali na FPT nije detektirana prisutnost SOX9 proteina u medularnim
traccima. Naposljetku, od 26.-tog dana pa na dalje na MPT se konstantno uoCava prisutnost
SOX9 u medularnim traccima (Slika 5. E), dok za gonade na FPT nema prisutnosti istog
proteina (Slika 5. F).

-11 -



Slika 5. Urogenitalni nabori embrija L. olivacea inkubiranih na MPT (A, C, E i G) te na FPT
(B, D, FiH).

(Preuzeto iz: Moreno-Mendoza i sur., 1999.)

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da se spol kod L. olivacea nepovratno
determinira 24.-tog ili 26.-tog dana na MPT ili FPT te da postoji korelacija izmedu Sox9
ekspresije i determinacije spola u maslinaste Zelve. Na MPT, ekspresija Sox9 gena u
Sertolijevim stanicama 24.-tog dana determinira diferencijaciju gonada u testise, dok na FPT

Sox9 gen je 26.-tog dana utisan i diferencijacija ide prema formiranju Zenskih gonada, ovarija.
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2.6. Ekspresija Dax1, Dmrtl i Sox9 gena za vrijeme temperaturne

determinacije spola kod L. olivacea

Kod sisavaca determinacija spola ovisi 0 Sy genu. U ptica i gmazova nije pronaden
homolog toga gena, ali su ustanovljeni homolozi nekih drugih gena ukljucenih u biokemijske
putove determinacije spola. Sox9, Dax1 i Dnmrtl se eksprimiraju na poCetku razvoja gonada
kod ptica i gmazova. Dax1 kodira za netipicni hormonski receptor na jezgrinoj membrani, a
istraZzivanja su pokazala da je potreban za razvoj ovarija, ali ne i testisa kod ptica i sisavaca.
Dmrtl kodira za transkripcijski faktor sa DM domenom (vrsta DNA vezujue domene
karakteristiCna za proteine ukljuCene u biokemijske putove determinacije spola). Njegova
ekspresija ovisi 0 spolu i obi¢no je jaCe eksprimiran na MPT nego na FPT tijekom
termosenzitivnog razdoblja. Kod L. olivacea, vrsti sa temperaturnom determinacijom spola,
gen Sox9 je eksprimiran u nediferenciranim gonadama na MPT kao i na FPT. Pri MPT taj gen
je eksprimiran i u testisima, ali na FPT se utiSava pri onim temperaturama kada zapocinje
diferencijacija u Zenske gonade.

MRNA ekspresijski profil Dax1 i Dmrtl u gonadama L. olivacea za vrijeme i nakon
termo senzibilnog perioda usporeden je sa ekspresijskim profilom Sox9 na temelju rezultata
dobivenih RT-PRC-om. Za odredivanje ekspresijskog profila ovih gena tijekom temperaturne
determinacije spola kod L. olivacea jaja su inkubirana na 26°C (MPT) ili na 33°C (FPT).
Urogenitalne strukture embrija su uzorkovane u periodu od 23-28.-oga dana razvoja.
Uzorkovali su Cetiri gonade sa 23.-tog, dvije sa 24.-tog i po jedna gonada u periodu od 25.-
32.-0g dana i za svaki stadij je napravljeno pet replika.

A MPT FPT B
M 232425 26 27 M 232425 26 27 E ?“ —JI_._Ir

o «Daxt £

200 by — %

8

R

M 23242526237 M 2324252627 e cda 95 o
A g — “+fi-actin Devilupnenl Slages
I — O PAPTa 25 ) et FPT {334

Slika 6. Ekspresija Dax1 mRNA
(Preuzeto iz: Torres i sur., 2002).
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Na slici 6. prikazana je ekspresija Dax1 gena u gonadama embrija na MPT (26°C) i
FPT (33°C). B-aktinski fragment od 252 pb je koristen kao pozitivna kontrola koja je uvijek
prisutna. Fragment Dax1 je od 271 pb je detektiram u svim uzorcima, ali se jaCina njegove
ekspresije razlikuje. Dok je u stadijima od 23.-26.-tog dana intenzitet slican i na MPT i FPT,
27.-mog dana pokazuje smanjeni intenzitet u gonadama embrija inkubiranih na MPT (Slika 6.
AiB).

Dnrtl je detektiran kao fragment od 473 bp u gonadama svih embrionalnih stadija na
MPT. Ekspresija je najizraZenija 26. i 27.- mog dana, a na nizim i viSim temperaturama
pokazuje podjednaki intenzitet ekspresije (Slika 7. A). U gonadama na FPT Dnrtl je
detektiran samo u periodu od 23.-25.-tog dana (Slika 7. B).
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-+ Dt : ﬁ—k——%_______ " 5
24 2 25 23 i 24

Mk —
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Slika 7. Ekspresija Dmrtl mRNA
(Preuzeto iz: Torres i sur., 2002)

Ekspresija Sox9 ukazuje na slican intenzitet ekspresije za period od 23.-25.-tog stadija
kod obje temperature. Od 26.-og stadija na dalje ekspresija Sox9 gena naglo opada za FPT
(Slika 8).

Promatrana je ekspresija Dmrtl, Daxl i Sox9 gena na MPT (26°C) i na FPT (33°C) za
vrijeme i nakon termo senzibilnog perioda determinacije spola kod L. olivacea. Daxl
pokazuje istu razinu ekspresije kod MPT i FPT za vrijeme termo senzibilnog perioda, dok
njegova ekspresija znaCajno raste na FPT, ali tek nakon termo senzibilnog perioda odnosno
kad je ve¢ moguce ustanoviti morfoloSke razlike izmedu gonada koje se usmjeravaju u razvoj

testisa ili ovarija. To ukazuje da gen Daxl nije ukljuCen u biokemijski put temperaturne
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determinacije spola kod L. olivacea. Smatra se da je uloga Dax1 za vrijeme razvoja gonada
razliCita kod razliCitih skupina kraljeznjaka.

Ekspresija Dmrtl pokazuje znaCajnu jacu ekspresiju pri MPT u svim stadijima nego
pri FPT, za razliku od Sox9 gena koji pokazuje sli¢nu jaCinu ekspresije u razdoblju od 23.-25.-
tog dana inkubacije, ali nakon termo senzibilnog perioda ekspresijski profil Dmrtl i Sox9
gena je izrazito sliCan pri obim temperaturama. To ukazuje na moguée ulogu ovog gena u

temperaturnoj determinaciji spola (Torres i sur., 2002).

T L
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Developmental stages

_o  MPT(28°C) —s FPT (33°C)

Slika 8. Ekspresijski profil Sox9 gena na MPT i FPT

(Preuzeto iz : Torres i sur., 2002)

2.7. Uloga estrogena kod kornjacCa u spolnoj determinaciji

Molekularni mehanizmi temperaturne determinacije spola jos su uvijek velika enigma,
medutim sa sigurnoS¢u se zna da u gmazova sa TSD-om estrogen ima znacajnu ulogu u
spolnoj determinaciji. Sinteza estrogena u nediferenciranim gonadama inhibira razvoj testisa,
a stimulira razvoj jajnika neovisno u o tome dali su jaja inkubirana na MPT ili na FPT. U
odsustvu estrogena dolazi do razvoja muzjaka. Kod kornjaCa efektivno djelovanje estrogena
je utvrdeno u periodu diferencijacije gonada. Ako je temperatura inkubacije 1-2°C oko
pivotalne temperature, ali je blize temperaturama koje ¢e rezultirati ve¢im udjelom muzjaka,
manje je estrogena potrebno za indukciju Zenki nego ako na ekstremnijim temperaturama.
Ovo ukazuje na sinergistiCko i ekvivalentno fizioloSko djelovanje temperature i hormona
estrogena (Lance, 1997). Ubrizgavanjem u jaja tvari koje inhibiraju sintezu estrogena, iz njih
e se izle¢i muski potomci, €ak i kad su jaja inkubirana na temperaturi pri kojoj se obi¢no
izlegu Zenke (Gilbert, 2003). Djelovanje dihidrotestosterona na pivotalnoj temperaturi

rezultira radanjem muZjaka. Na temperaturama kada je 100%-tno izvaljivanje Zenki
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dihidrotestosteron nema nikakvog efekta (Lance, 1997). Razdoblje osjetljivosti na utjecaj
estrogena i njegovih inhibitora podudara se s razdobljem kad se odredivanje spola obicno
dogada (Gilbert, 2003).

Cini se da je enzim aromataza, koji pretvara testosteron u estrogen, klju¢an u
temperaturno ovisnom odredivanju spola. Inhibitori sinteze estrogena, blokiraju enzim
aromatazu, pokazujuci da eksperimentalno izazvana niska razina aromataze dovodi do razvoja
samo muskih potomaka. Na temperaturi kada se obicno razvijaju zenke, aktivnost aromataze

se povecava za vrijeme kritinog razdoblja odredivanja spola (Slika 9.).
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Slika 9. Aktivnost aromataze u gonadama muZjaka i Zenki za vrijeme temperaturno
senzitivnog perioda
(Preuzeto iz: Lance, 1997).

Aromataza se proizvodi na dva mjesta u embriju: u gonadama i mozgu. Medutim,
razina gonadalne aromataze Cini se da je jednaka u oba spola. Aktivnost aromataze
proizvedene u mozgu je u uzajamnoj ovisnosti s temperaturom i zenskim spolom. Kad su
embriji Lepidochelys bili izloZzeni temperaturi koja proizvodi Zenke, uoCena je znatno visa
aktivnost aromataze, visa nego u mozgovima jedinki inkubiranih na niZoj temperaturi, koja
obicno daje muzjake. Ovo povecCanje proizvodnje estrogena u mozgu mozZe izazvati
neuroendokrine promjene, koje rezultiraju formiranjem gonadalnih steroida i stvaranjem
jajnika (Gilbert, 2003).

Kao Sto je veC prethodno reCeno, toCan molekularni mehanizam temperaturne
determinacije spola joS se uvijek ne zna, ali postoje odredene pretpostavke kako bi se
determinacija trebala odvijati. Geni koji su kljucni za odredivanje spola su smjesSteni na
autosomima i aktiviraju se temperaturom te nakon aktivacije gena dolazi do njihove
ekspresije i sinteze proteina koji utjeCu na diferencijaciju gonada bilo u ovarije ili testise.

Kljucna je temperatura u drugoj treCini inkubacijskog perioda koja pokrece niz kaskadnih
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reakcija na molekularnoj i stani¢noj razini koje u konacnici rezultiraju stvaranjem muskog ili
zenskog spola. Geni koji se aktiviraju u ovom slucaju kodiraju za hormonske receptore. MPT
aktivira gene koji kodiraju za androgene, a FPT za estrogene receptore (Slika 10).
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Slika 10. Dva predlozena molekularna modela temperaturne determinacije spola kod kornjaca

(Preuzeto iz: Crews i sur., 1995).

2.8. Utjecaj poliklornih bifenilnih spojeva na TSD kod kornjaca

Istrazivanja su pokazala da poliklorni bifenilni spojevi (PCB), skupina Siroko
rasprostranjenih zagadivaCa, mogu djelovati slicno estrogenu. Iznimno niske koncentracije
PBC mogu promijeniti spol kornjaCa povisenjem temperature na muski spol.

Eksperimentom je ispitano djelovanje jedanaest razliCitih PCB-a na jajima
inkubiranim na 27.8°C odnosno na temperaturi pri kojoj se legu muzjaci. Svaki spoj dodan je
u visokoj i niskoj koncentraciji. Rezultati su pokazali da 2',4’,6'-trikloro-4-bifenil i 2',3',4',5'-
tetrakloro-4-bifenil imaju estrogenski efekt jer su uzrokovali pojavu zenki na MPT. 2',4',6'-
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trikloro-4-bifenil je uzrokovao 100%-tnu pojavu ovarija dodan pri koncentraciji od 100 pg
(Tablica 3 i Slika 11.). PCB mogu dugo perzistirati u vodenom okoliu i utjecati na Zivi svijet
preko hranidbenog lanca ili direktno (Crews i sur., 1995).

Tablica 3. Utjecaj nekih PCB spojeva na determinaciju spola
(Preuzeto iz: Crews i sur., 1995)
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Ove spoznaje mogu imati veliku vaznost u oCuvanja okolisa i zastiti ugrozZenih vrsta,
kao Sto su kornjaCe i vodozemci, u kojih hormoni mogu utjecati na promjene u primarnom
odredivanju spola. Neki zagovornici zaStite gmazova koriste hormonske tretmane da povecaju
postotak Zenki u ugrozenih vrsta (Crews i sur., 1995).

Slika 11. Prerez gonada embrija inkubiranih na MPT. (A) Testisi (kontrola); (B) djelovanje
estogena i formiranje ovarija (hormonska kontrola); (C) djelovanje PCB i formiranje ovarija
(200 g 2',4',6'-trikloro-4-bifenil); (D) djelovanje PCB i formiranje ovarija (100 pug 2',4',6'-T
trikloro-4-bifhenil i 2',3',4’,5'-tetrakloro-4-bifenil)

(Preuzeto iz: Crews i sur., 1995)
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2.9. Globalno zatopljenje i temperaturna determinacija spola

Klimatske promjene se oduvijek deSavaju, ali u novije vrijeme problem tih promjena
je njihova brzina koju organizmi ne uspijevaju slijediti. Globalno zatopljenje predstavlja
problem za vrste koje imaju temperaturnu determinaciju spola jer postoji moguénost
poremecaja omjera spolova koji je potreban za normalan nastavak vrste. Odnos spolova sa
TSD-om nije 1:1, ali otklon u omjeru spolova mora biti optimalan za odrZanje vrste. Promjena
temperature uzrokuje promjenu prirodnog odnosa spolova kod gmazova. Poveéanjem
temperature za 1°C inkubacija se smanjuje za pet dana i dobije se veci udio Zenki. Glavno
pitanje je dali e to u konacnici uzrokovati pre malo muzjaka koji Ce biti Zenkama na
raspolaganju.

Plaze s tamnim pijeskom jaCe apsorbiraju suncevu svijetlost pa je na tim plazama veci
udio zenki, dok odnos spolova na svjetlijim plazama nije toliko otklonjen prema zenkama.
Odnos izmedu temperature zraka i pijeska je izuzetno koreliran. U zadnjih sto godina
temperatura pijeska u gnjezdiStima je porasla za 0.5°C. Za organizme s temperaturnom
determinacijom spola to je znacajno i promjena u samo 0.5°C moze drastiCho promijeniti
omjer spolova.

Morske kornjaCe su migratorni organizmi pa je moguce da ¢e u buducnosti kolonizirati
nova podrucja na kojim trebaju postojati osnovni uvjeti za formiranje gnjezdista. Druga stvar
koja bi se mogla desiti je pomak reproduktivne sezone, ali to predstavlja problem za morske
kornjaCe koje gnijezde tijekom cijele sezone. To su dva nacCina kojim bi morske kornjace
mogle rijeSiti negativan utjecaj globalnog zatopljenja, ali pitanje je dali ¢e se moci prilagoditi

brzini tih klimatskih promjena.
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3. ZakljucCak

Spol je osobina jedinke koja je u vecini sluCajeva uvjetovana prisutnoScu ili
odsustvom odredenog spolnog kromosoma i gena koji se na njemu nalaze. Medutim, postoje
organizmi kod kojih okolisni faktori utjeCu na konacan ishod spolne diferencijacije tj. dali ¢e
razvoj gonada krenuti prema stvaranju testisa (muskih spolnih Zlijezda) ili mozda prema
razvoju ovarija (Zenskih spolnih Zlijezda). Morske kornjaCe su rijetka skupina Zivotinja kod
kojih okolisni ¢imbenik utjeCe na put diferencijacije gonada. Taj odlucujuéi Cimbenik je
temperatura inkubacije njihovih jaja za vrijeme termo senzibilnog perioda tijekom kojeg pri
viSim temperaturama dolazi do formiranja ovarija, a pri nizim testisa. Postoji samo uzak
raspon temperature pri kojem je moguce dobiti jednak udio Zenki i muzjaka.

Molekularni mehanizmi temperaturne determinacije spola joS su uvijek velika
nepoznanica za znanost, ali se poprilicno dobro zna o faktorima i genima koji su ukljuceni u
taj mehanizam. Sox9, Dmrtl su geni Cija je ekspresija dokazana u testisima a vrijeme
embrionalnog razvoja kod vrsta s temperaturnom determinacijom spola. Ustanovljeno je da
estrogeno djelovanje pojedinih spojevi koji su prisutni u svakodnevnoj Covjekovoj uporabi
uzrokuju spolni disbalans kod ovih Zivotinja.

Temperaturna determinacija spola ima prednosti i mane. Jedna prednost u smislu
spolnog razmnoZavanja je da daje prednost jednom spolu jer omjer spolova nije 1:1. Najveca
mana je da temperaturna determinacija ograniCava uvijete u kojima vrsta moze normalno
Zivjeti | razmnozavati se.

Sudbina ovakvih organizama s temperaturnom determinacijom spola postaje upitna s
obzirom na globalno zatopljenje i povecanje opCe temperature na Zemlji. Kako Ce se
prilagoditi novim uvjetima i da li ¢e dobiti utrku sa globalnim promjenama koje se trenutno

odvijaju neizmjerno velikom brzinom?
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4. Sazetak

Na odredivanje spola djeluju i geneticki i okolisni faktori. Kod mnogih gmazova, tip
gonada je determiniran inkubacijskom temperaturom jaja i taj je proces poznat kao
temperaturna determinacija spola (TSD). Gmazovi sa TSD pokazuju razliCite odnose izmedu
temperature i omjera spolova. Nize temperature produciraju Zenke, a vise muZjake kod
mnogih gustera i krokodila, dok je kod vecine kornjaca situacija obrnuta. Estrogen ima vaznu
ulogu u spolnoj determinaciji kod gmazova sa TSD. Neki geni ukljuceni u determinaciju
spola kod sisavaca su ustanovljeni i u gonadama drugih kraljeznjaka. Sox9, Dax1 i Dmrtl su
eksprimirani na poCetku razvoja gonada kod ptica i gmazova. Danas jo$ uvijek ne znamo
tocno kako temperatura djeluje na spol embrija, ali se zna da vaznu ulogu u tome ima
estrogen. Neki toksicni spojevi kao Sto su poliklorirani bifenili (PCBs) mogu imati djelovanje
slicno estrogenu i uzrokovati reproduktivne anomalije. Ovo je oCiti dokaz da utjecaj Covjeka

moZe biti Stetan za okoli$ i organizme u njemu.

Summary

Sex determination is controlled either by genetic or environmental factors. In many
reptiles, gonadal sex is determined by the incubation temperature of the egg, a process known
as temperature-dependent sex determination (TSD). Reptiles with TSD exhibit various
relationships between temperature and sex ratio. Low temperatures produce females and high
temperatures produce males in many lizards and crocodilians, whereas this pattern is reversed
in most turtles. Estrogen playes a significant role in sex determination in reptiles with TSD.
Some genes of the mammalian sex-determining pathway have been identified in gonads of
different vertebrates. Sox9, Daxl and Dmrtl are expressed at the onset of gonadal
development in birds and reptiles. Today we are still unclear as to how temperature ultimately
effects the sex of the embryo, but the argument for the role of estrogen appears even stronger.
Some of the effects of toxicants such as polychlorinated biphenyls (PCBs) can have
estrogenic effects and can induce reproductive anomalies. There is abundant evidence that

manmade products can become environmental toxicants.
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