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SAZETAK

Potro$nja kisika u jajascima hridinskog jezinca Paracentrotus lividus (Lamarck,

1816) prije i poslije oplodnje

Kisik ima srediSnju ulogu u metabolickim procesima kod morskih jeZzinaca.
Mjerenja metabolizma jaja i li¢inki morskog jezinca vazna su zbog spoznaje o
energijskim potrebama njihova razvoja. Respiracija jezinaca je posredovana
mitohondrijskom respiracijom, odnosno oksidativnom fosforilacijom. Potrosnja kisika
kod jajasaca hridinskog jezinca Paracentrotus lividus (Lmk) mjerena je
polarografskom metodom prije i jedan sat nakon oplodnje u metabolickoj komorici sa
ugradenom Clakovom elektrodom. Prosjecne vrijednosti potroSnje kisika neoplodenih
jajasaca iznosile su 0,12 p mol O, mg proteina™ h™', dok je nakon oplodnje potro$nja
kisika povecana oko 3,1 puta (0,38 p mol O, mg proteina” h™). Pracenjem potroinje
kisika nije doSlo do malformacija jajasaca koja su formirana sa normalnim
fertilizacijskim membranama i pojavom prvog brazdanja. Koncentracija 45,7 umol/L
rotenona dodana u metaboli¢ku komoricu neposredno nakon oplodnje inhibirala je
povecanje potrosnje kisika 1 odrZala potro$nju kisika na razini neoplodenih jajasaca. U
uvjetima nakon dodavanja rotenona, stvorena je fertilizacijska membrana, te je vidljiv
pocetak stvaranja perivitelinskog prostora i izostanak prvog brazdanja. Ustanovljena je
slozena uloga NADHa u pretvorbi stani¢ne energije i mobilizaciji potroSnje kisika za

zadovoljenje energetskih potreba jeZinaca u prvom satu nakon oplodnje.

Kljuéne rijeci: Paracentrotus lividus / potrosnja kisika /oplodnja / rotenon

ABSTRACT
Oxygen consumption in the eggs of edible sea urchin Paracentrotus lividus (Lamarck,
1816) before and after fertilization

Oxygen has a central role in performing metabolic processes in sea urchins.
Precise measurings of metabolism in the eggs and larvae of marine echinoids are
important in order to learn about the energy needs for their development. Respiration
of the sea urchin is mediated by mitohondrion respiration, that is, oxidative

phosphorylation. Measuring the oxygen consumption in eggs of edible sea urchin



Paracentrotus lividus (Lmk) were measured with polarographic method before and
one hour after fertilization in metabolic chamber with Clark's electrode. General
values of oxygen consumption of the unfertilized eggs were 0,12 p mol O, mg
proteins™ h™', while after the fertilization the oxygen consumption was increased about
3,1 times (0,38 p mol O, mg proteina™ h™). Monitoring of oxygen consumption shows
that there was no malformation of the eggs, and the eggs were formed with normal
fertilization membranes and appearance of first clevage. Concentration of 45,7umol/L
of rotenone added into the metabolic chamber after the fertilization inhibited the
oxygen consumption and kept the level of oxygen consumption on the same level of as
the unfertilized eggs. After adding rotenone, fertilization membrane was formed, also
we can see the begining of formation of the periviteline space, but first clevage was
not observed. Complicated role of NADH was established in transforming of cell
energy and mobilization of oxygen consumption with contentment of energetic needs

of sea urchins in the first hour after fertilization.

Keywords: Paracentrotus lividus / oxygen consumption / fertilization / rotenone



1. UVOD

1.1 Kratak pregled biologije i Zivota morskog jeZinca s osvrtom na hridinskog
jezinca Paracentrotus lividus

Jezinci su kozmopolitska skupina morskih beskraljesnjaka koji naseljavaju
ve¢inom morska stanista diljem svijeta, od polova do ekvatora i od plitkih podruc¢ja do
5000 m dubine. Pripadaju razredu Echinoidea, jednom od pet razreda koljena
Echinodermata (bodljikasi), u koje spadaju i njegovi srodnici trpovi, zmijace,
zvjezdace 1 stapcari. Detaljni fosilni podaci protezu se unazad 450 milijuna godina iz
razdoblja kasnog ordovicija (Smith, 2001).

S obzirom na tjelesnu simetriju, morske jeZince mozemo podijeliti na regularne
(pravilne) i iregularne (nepravilne) jezince (Yokota i sur., 2002). Regularni jezinci su
se evolucijski pojavili ranije, a glavno obiljezje im je pravilna, peterozrakasta simetrija
tijela. Usta su im na sredini oralne strane, a crijevni otvor na vrSnom polju. Njihove
bodlje su dugacke i Cvrste, a zive 1 pokre¢u se puzeci po morskom dnu (epifauna).
Nesto kasnije pojavili su se jezinci sa bilateralnom simetrijom tijela te su se poceli
zakopavati u mekani sediment (infauna). Cahura iregularnih jeZinaca je rijetko
kruznog obrisa, najceSce je jajasta i spljostena. Kod njih je doSlo do evolucijskog
pomaka usta prema naprijed i anusa prema unazad od originalne sredi$nje pozicije kod

ranijih oblika (www.bbm.me.uk). Bodlje su im mekane i Cetinaste.

Glavne znacajke jeZinaca koje ih razlikuju od drugih morskih organizama su
unutarnji skelet, vodozilni sustav i peterozrakasta simetrija. Kao i svi bodljikasi,
jezinci imaju skelet koji se sastoji od kalcitnih plocica presvucenih tankim epitelom
zbog Cega se njihov skelet naziva endoskelet (Black, 1988). Kod skoro svih vrsta
jezinaca plocice skeleta su ¢vrsto povezane i tvore ¢ahuru. Plo¢ice imaju rupice kroz
koje prolaze prionjljive (ambulakralne) nozice (podiji). Zbog toga se tih 5 dvoredova
ploc¢ica zovu ambulakralne plo¢ice (Yokota i sur., 2002) . Izmedu njih je 5 dvoredova
interambulakralnih (meduzrakastih, interadijalnih) plo¢ica, a s unutanje strane
interambulakralnih plocica se nalaze gonade. Mekani dijelovi ¢ahure su usni (oralni) i
vrsni (aboralni) pol. Na vr$nom polju su spolni otvori, dok je crijevni otvor malo izvan
vr$nog polja. Usno polje je slozenije grade od vr$nog jer u njemu nalazi Zvacni aparat

(Aristotelova svjetiljka).



U obrani jezinca sudjeluju bodlje i pedicelarije koje se nalaze na povrsini
cahure. Bodlje sluZe za obranu 1 pokretanje. Svaka bodlja sastoji se od tri dijela: dugog
Stapa bodlje, kratkog vrata i1 baze (Flugel, 2004). Svaka pojedina bodlja se moze
zaklju€ati u Cvrstu poziciju pomoc¢u posebnoga tkiva i tako sudjelovati u obrani od
predatora (www.nhm.ac.uk).

Na povrSini tijela jezinaca nalaze se 1 sitne Stipaljke ili pedicelarije
(Chenoweth, 1994). Sastoje se od drska na kojem su celjusti, a funkcioniraju kao kljun
kod ptica. Stipaljke sluze za &iSéenje povrsine tijela, obranu, hvatanje plijena,
sakupljanje sitne hrane, ali i za drzanje kamencica i algi za one vrste koje se pokrivaju.
Sa nekim vrstama jezinaca je teSko rukovati jer imaju pedicelarije sa otrovnim
zljezdama (Harrison 1994).

Za obranu jezinci znaju korisiti 1 maskiranje. Ve¢inom se radi o jezincima koji
imaju tanke bodlje kao S§to su oni iz reda Cidaroida. Podrucje izmedu njihovih bodlji je
idealno za razvoj algi 1 malih organizama §to osigurava prirodno maskiranje. Druga
vrsta maskiranja je primjecenja kod jezinaca sa Cvrstim bodljama. Kod njih
ambulakralne nozice drze alge 1 kamencice na vrSnome polu.

Na cahuri jezinca jasno se vide prionjljive ili ambulakralne nozice.
Rasporedene su u 5 dvoredova od peristomalne membrane koja se nalazi oko usta do
periprokta na analnom dijelu (Yokota i sur., 2002). Gradene su od dugog i kratkog
drska koji na vrhu nosi prijanjalku. Osim u pokretanju, ambulakralne noZice igraju
ulogu u donoSenju kisika u tijelo 1 otklanjanju otpadnih plinova kao S§to je CO,
(www.nhm.ac.uk). Ambulakralna nozica je povezana sa unutrasnjos¢u ¢ahure pomocéu
ampule. Cirkulacija morske vode je konstantna 1 jednosmjerno kruzi od unutarnje
ampule do vanjske ambulakralne noZice 1 natrag u ampulu, a plinovi difuziraju preko
tankih zidova vanjskih i unutarnjih organa.

Bitna morfoloska znacajka svih bodljikasa je i vodozilni sustav (Ferguson,
1995). On zapocinje od prstenaste cjevéice koja se nalazi oko zZvacnog aparata a
nadovezuje se na ,,stone* kanal koji izlazi na vrSnom polju (Black, 1988). Sa strana
kruznog kanala se pruzaju radijalne cijevCice koje prolaze do svake amulakralne
plocice. Sa strana radijalnih cjevéica su ampule s kojima su povezane ambulakralne
nozice. Ovaj sustav sluzi za pokretanje, hranjenje, otklanjanje Stetnih proizvoda
metabolizma i1 disanje (Lehmann i Hillmer, 1983).

Jezinci se mogu hraniti na razli¢ite nacine. Regularni jeZinci se primarno hrane

koriste¢i zZvacni aparat. Pomoc¢u njega mogu gristi i strugati. Mnogi jezinci koji zive



u pli¢im podrucjima su biljojedi tj. hrane se algama, obrastajem i morskom travom.
Druge vrste jezinaca se hrane sesilnim organizmima, leSevima uginulih organizama i
detritusom sa morskoga dna, pa ¢ak i spuZvama, dagnjama 1 priljepcima. Jako malo
se zna o prehrani dubokomorskih regularnih jezinaca, ali smatra se da su karnivori i
da se hrane sesilnim organizmima ili leSinama.

Iregularni jezinci su primarni filtratorni organizmi (,,filter feederi®), koji zive
na finom organskom materijalu koji se nalazi na morskom dnu. Oni gutaju velike
koli¢ine sedimenta koji prolazi njihovim Zelucem, dok se organski materijal
zadrzava.

Jezinci su tijekom evolucije razvili brojne prilagodbe koje im pomazu da
prezive: imaju osjet dodira (ako ih bilo §to dotakne oni okrenu svoje bodlje prema
dijelu gdje su osjetili dodir), osjetljivi su na svjetlo (zbog toga su nokturni
organizmi) i morske struje (da bi se zastitili od jakih strujanja i valova ulaze u rupe
na stijenama). Posjeduju i moguénost regeneracije ali za razliku od zvjezdale ona je

djelomicna, pa ne mogu regenerirati jako oSte¢enu ¢ahuru dok otpale bodlje mogu.

Morski jezinci su odvojena spola, ali bez istaknutog spolnog dimorfizma.
Zivotni ciklus zaopéinje sa izbacivanjem sperme i jaja u vodeni stupac. Podetak
mrijesta je sinkroniziran i vezan za odredenu lokaciju naseljenu jeZincima a potice se
kolebanjem abitoskih ¢imbenika (temperatura). Jaja su oplodena unutar vodenog
stupca 1 nastavljaju se brzo razvijati u plivajucu li¢inku koja se naziva echinopluteus.
Lic¢inke migriraju u gornje slojeve vode i imaju duge cilijarne izdanke koje koriste za
hvatanje fitoplanktona kojim se hrane.

Nakon nekoliko tjedana planktonskog zivota, kod li¢inki dolazi do
metamorfoze. Metamorfozom li¢inke dobivaju druge nastavke koji se zovu rudimenti,
te poprimaju izgled slican adultnom jezincu, ali bez razvijenog usnog i analnog otvora
(www.nhm.ac.uk) . Idu¢ih 7 dana metamorfozirana li¢inka je endotrofni organizam
tijekom c¢ijeg razvoja se konacno definiraju i postaju funkcionalni svi unutarnji organi,
pojavljuju se ambulakralne nozice, a li¢inacke strukture se gube (www.nhm.ac.uk).
Utroba se pretvara u novu ¢ahuru, a skelet se preobrazava u bodlje.

Metamorfozirana li¢inka zatim se spuSta na supstrat i zapocinje zivot na
bentosu. JeZince koji moraju pro¢i li¢inacki stadij hraneéi se, naziva se
plankotropnima, a oni koji nemaju li¢inatku fazu ve¢ neposredan razvoj su

lecitotropni jezinci.



Opisano  je oko 700 zivu¢ih vrsta morskih  jezinaca
(www.enchantedlearning.com) i pronadeno preko 5000 fosilnih ostataka. Dvadeset
vrsta obitava u Jadranskom moru. lako akvakultura jeZinaca u Hrvatskoj nije
razvijena, jezinac koji ima potencijal da postane nova komecijalna vrsta u uzgoju je
hridinasti jezinac Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816) koji zivi uzduz europskih
obala od sjevernog Atlantika (Spanjolska, Irska, Francuska) i duZ cijelog
Sredozemlja (Lawrence, 2007). Obitava do 80 m dubine, iako je njegova gustoca
najveca u prvih 20 m (Kempf, 1962; Fenaux, 1968). Ova vrsta je jedna od glavnih
herbivora u sublitoralnom podru¢ju u kojem nadzire biomasu algi (Verlaque, 1984).
Studije o prstenovima rasta na skeletnim plo¢icama pokazuju da mogu zivjeti i do 9
godina (Crapp 1 Willis, 1975).

U promjeru najveée jedinke dosezu i do 7.5 cm. Usprkos njegovom
popularnom imenu (,,JjubiCasti jeZinac*) njegova boja varira od crno-ljubicaste,
ljubicaste, crveno-smede, tamno ili svijetlo smede do zelenkaste. Nastanjuje dva tipa
staniSta, a to su kamenita dna i livade morskih cvjetnica (Posidonia oceanica). Na
kamenitim dnima jezinci buse rupe u podlozi koje im sluze za bolji upor a stijene ih
Stite od predatora. Ova populacija prati promjene dana i no¢i. Tijekom dana ostaju uz
korjenje sakrivaju¢i se od predatora, a nocu izlaze te se penju na listove hraneci se
najmeksim djelovima. U nedostatku optimalne hrane jezinci ¢e se hraniti drugim
algama, strvinom, kao i drugim malim beskraljeSnjacima.

Najcesce se moze pronaéi u podrucjima gdje je raspon zimske temperature
izmedu 10-15°C i ljetne 18-25°C (Lawrence, 2007). Temperaturne zone od 13-17°C
smatraju se njihovim prirodnim optimumom (www.akvarij.net).

P. lividus je odvojena spola, a oplodnja je vanjska. Mrijest se odvija u rano
proljece i pocetkom jeseni. Sam razvoj gonada pocinje rano, ve¢ pri veli¢ini 4 — 6
mm, a puna spolna zrelost se postize pri 2 — 2.5 cm.

Hridinski jezinac kao i mnoge druge vrste koristi svoje podije da bi na svoju
dorzalnu stranu stavio razlicite materijale poput Skoljki, kamenja ili algi radi

maskiranja i zastite od intenzivnog osvjetljenja.

1.2 Oplodnja i kratki opis razvojnih stadija
Embrionalni razvoj jezinca je oduvijek bio zanimljiv model za proucavanje jer:

e morski jezinci proizvode veliki broj jaja,



eoplodnja i razvoj se dogada izvan organizma pa ih je jednostavno proucavati u
laboratoriju,

ejaja i embrij su skoro prozirni pa je razvoj jednostavan za promatranje,

e proces oplodnje 1 razvoja je relativno brz jer se u roku od 48 sati zigota razvija u

slobodno plivajucu li¢inku.

Razvoj jezinca zapoc€inje sa oplodnjom. Kod jezinaca mora biti zadovoljeno
nekoliko kljuénih koraka da bi oplodnja bila uspjeS$na: jaje i spermiji moraju
prepoznati jedno drugo, spermiji se moraju aktivirati tako da prodru do membrane
jajeta, membrana jajeta i spermija se mora spojiti a jaje blokirati ulazak drugih
spermija, te se jezgre jajeta i spermija moraju spojiti kako bi stvoriti diploidnu jezgru
zigote (www.bcs.whfreeman.com).

Prije nego spermij oplodi jaje, mora prvo penetrirati kroz vanjsku barijeru a to
je Zeletinozna ovojnica. Kada spermij dotakne Zeletinoznu ovojnicu, zapocinje proces
poznat po nazivu akrosomalna reakcija (Hansbrough i Garbers, 1981; Suzuki i sur.,
1981)

U prvom koraku ove reakcije plazmatska membrana u spermiju se spaja sa
akrosomalnom membranom, te dolazi do otpustanja akrosomalnih enzima unutar jaja.
To su hidroliti¢ki enzimi koji razgradivaju zelatinoznu ovojnicu jajeta.

U sljede¢em koraku u spermiju se pocinje pruzati tanko produljenje koje se
zove akrosomalni nastavak a pruza se sve do vitelinske ovojnice. Akrosomalni
nastavak sadrzava aktinske filamente radi kojih je omoguceno produljivanje.

Akrosomalni nastavak je prekriven proteinima, koji se zovu povezivajuéi
(,,binding*) proteini a povezuju se sa receptorima na jajetu. Receptori na jajetu
prepoznaju povezivajuée proteine samo svoje vrste. Vezanjem spermija na jaje
zavr$ava se proces akrosomalne reakcije i dolazi do spajanja membrane spermija sa
membranom jajeta.

Nakon fuzije membrana, Na™ ulazi u stanicu a time se mijenja polaritet na
membrani jajeta, pa unutrasnjost jajeta postaje pozitivno nabijena. Pozitivan naboj
pomaze u spre¢avanju ulaska drugih spermija u jaje (blokada polispermije). Spajanjem
membrana potaknuto je oslobadanje val Ca>" iz intracelularnih rezervi u citoplazmu
(Steinhardt 1 sur., 1982; Elsen 1 sur., 1984; Galione i sur., 1993). Ca’" aktivira jaje, ali

takoder sudjeluje u sporom blokiranju polispermije. Za vrijeme sporog blokiranja,


http://www.bcs.whfreeman.com/

kortikalne granule se spajaju sa membranom jajeta (Paul i Epel 1971; Jaffe i sur.,
1978), a polaritet membrane se vraca u normalu (www.nationmaster.com).

Iz kortikalnih granula ispusteni su enzimi, neki od tih enzima raskidaju
molekularnu vezu izmedu vitelinske ovojnice i membrane jajeta, dok drugi otklanjaju
povezivajue proteine s jaja. Kemijski spojevi otpusSteni iz kortikalnih granula
uzrokuju ulazak vode unutar vitelinske ovojnice osomozom odvajajuci vitelinsku
ovojnicu od membrane. Drugi spojevi uzokuju ocvrséivanje ovojnice koja se naziva
fertilizacijska membrana i dodatno sprje¢avaju ulazak drugih spermija (Schuel, 1978).

Da bi se jezgra spermija priblizila jezgri jajeta, jaje stvara fertilizacijski konus.
Konus okruzuje jezgru spermija i povlaci je unutar jajeta gdje dolazi do spajanja i

stvaranja diploidne jezgre.

Jezinci su deuterostomi¢ni organizmi S§to znaci da je brazdanje radijalno i
nedetrminirano (www.facultyfiles.deanza.edu). Prve dvije diobe su meridionalne i sve
4 nastale blastomere su jednake veli¢ine. Trec¢a dioba je ekvatorijalna, odnosno
okomita u odnosu na prve dvije ¢ime nastaje osam jednakih blastomera: 4 gornje
oznaCavaju animlani pol, a 4 donje blastomere oznacavaju vegetativni pol.
(www.accessexcellence.org). Cetvrta dioba se u potpunosti razlikuje od prve tri diobe
zbog toga Sto se blastomere animalnog pola brazdaju drugacije od blastomera
vegetativnog pola. Taj 16 - stani¢ni stadij embrija oznacavaju stanice diferencirane
prema veli€ini u mezomere, makromere i mikromere, a to je bitno za kasnije stvaranje
zametnih listica (Summers i sur. 1993).

Daljnjim diobama blastomera nastaje 32 - stani¢ni, a zatim 64 - stani¢ni stadij
embrija. 64 - stani¢ni stadiji embrija imaju oblik kugle koju ¢ini veliki broj gusto
pakiranih stanica (puna kugla). Taj stadij se zove morula. Kada embrij dostigne 128
stani¢ni stadij (sedma dioba), iz morule nastane blastula koja ima oblik Suplje kugle i
sve blastomere su jednake veliine, a Supljina unutar blastule naziva se blastocel.
(www.ncbi.nlm.nih.gov). U stadiju blastule vecina stanica dobiva trepetljike (cilije) na
vanjskim membranama, pa se blastula pocCinje rotirati unutar fertilizacijske membrane
(Masuda i Sato, 1984). Neposredno nakon toga, stanice vegetativnog pola poCinju rasti
u debljinu formiraju¢i vegetativnu plocu. Stanice animalnog pola luce enzim za
razgradnju fertilizacijske ovojnice, tzv. enzim izvaljivanja (Lepage i sur., 1992). Mladi
embrio izlazi iz fertilizacijske ovojnice i postaje slobodno — plivajuca blastula koja

zapocinje samostalan Zivot.
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Iz blastule procesom gastrulacije nastaje gastrula. Tijekom tog procesa prvo se
pojedine stanice vegetativne ploce produljuju i kontrahiraju duge, tanke nastavke
(filopodije), odjeljuju se od jednosloja i po€inju migrirati u blastocel (Galileo 1 Morrill,
1985; Karp i Solursh, 1985). Te stanice su porijeklom mikromere i one grade primarni
mezoderm (mezenhim) odnosno skelet licinackog stadija (www.ncbi.nlm.nih.gov).
Nadalje, invaginiran je (uvracanje) dio stanica (endoderm) u unutraSnjost blastule u
podrucju vegetativne ploce. Time nastaje pracrijevo (archenteron) koje se na povrsinu
gastrule otvara otvorom koji se naziva blastopor. 1z blastopora kod jeZinca nastaje
crijevni otvor (anus), a usta se otvaraju naknadno na udaljenom dijelu gastrule.

Na pocetku gastrulacije, gastrula se sastoji od 2 zametna listi¢a (diploblasticna
gastrula), ektoderm je izvana, a endoderm iznutra. Mezoderm cine stanice primarnog
skeleta koje se zovu mikromere. Endoderm omeduje Supljinu pracrijeva iz kojeg ¢e se
kasnije razviti probavni trakt. Kasnije se izmedu ekto i endoderma stvara tre¢i zametni
listi¢ (mezoderm), a gastrula postaje triploblasti¢na.

Zadnji stadij gastrule se naziva prizma stadij u kojem gastrula ima potpuno
formirano crijevo i usta te se moze samostalno hraniti. Produljivanjem gastrule razvija
se li¢inka dipleurula koja je tipi¢na za sve bodljikase. Ona je bilateralno simetricna i
na povrSini tijela mjestimice ima trepetljike pomocu  kojih  pliva
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Iz dipleurule se vremenom razvija slobodno plivajuca
licinka (pluteus). LiCinka raste tijekom 4 — 6 tjedana do nekoliko mjeseci, ovisno o
vrsti. Pred kraj licinaCkog razdoblja pocinju se razvijati skeletne plocice odraslog
jezinca zbog kojih pluteus polako tone prema dnu i dolazi do preobrazbe li¢inke u
mladog jezinca. Metamorfoza je vrlo slozeni proces ali traje vrlo kratko (oko 1 sat) i
oznacava konacan prelazak na bentonski nacin zivota i pentaradijalnu simetriju. Mladi

jezinac odmah izgleda poput odrasle zivotinje i nije ve¢i od 1 mm.

1.3 Aerobni metabolizam neoplodenih i oplodenih embrionalnih stadija jeZinaca

Kisik je od vitalnog znacaja za zivot jezinaca. Bez kisika nije mogu¢ proces
oksidativne fosforilacije ili stanicnog disanja koja se odvija na unutarnjim
membranama mitohondrija. Respiracija ili disanje je proces u kojem se stvara ATP
oksidacijom kemijskih spojeva. Glavna znacajka respiratornog procesa je djelovanje
transportnog sustava elektrona. Konacni akceptor elektrona je anorganska molekula,

najceS¢e molekularni kisik, pa se taj tip respiracije naziva aerobna respiracija.
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Elektroni se krecu od reduciranih koenzima do anorganske molekule tj. kisika pri

¢emu se osobada energija koja omogucava sintezu ATP-a.

Neoplodena jaja morskog jezinca su u stanju mirovanja uz minimalnu
metabolicku aktivnost. Nakon oplodnje aktivnost se povecava, a osim strukturnih
promjena tu su i fizioloSke i biokemijske promjene, promjene tijekova iona, povecanje
respiracije i metabolizma ugljikohidrata, sinteze proteina i stani¢ne diobe.

Oplodnja morskog jezinca potice brojne fizioloske reakcije potrebne za
metabolizam stanice. Promjene u unutarstani¢noj aktivnosti iona Ca*” i H' imaju
slozenu ulogu u regulaciji fizioloskih procesa nakon oplodnje. Povecanjem
unutarstaniéne aktivnosti Na™ povedéan je fertilizacijski potencijal i poticana Na'/H"
protuizmjena na stani¢noj membrani.

Nakon oplodnje znagajne su promjene u citoplazmatskoj koncentraciji Ca”".
Signalom promjene u koncentraciji Ca®" reguliraju metabolizam proteina i sintezu
DNA te aktivaciju zigote. Citoplazmatska alkalinizacija je glavni neposredni uzrok
poveéane sinteze proteina. Spermij inducira unutarstani¢nu aktivaciju Na'/H'
protuizmjene pa dolazi do ulaska Na' i izlasa H' iz oplodenog jajasca (Swan i
Whitaker, 1985). Arahidonska kiselina aktivira metabolizam morskog jezinca nakon
oplodnje. Ona stimulira Na'/H™ protuizmjenu, tj. ekskreciju H' i time alkalinizaciju
unutarstaniénog prostora, te pove¢anje unutarstani¢nog Na'.

Kod ranih embrionalnih razvojnih stadija naglo raste zahtjev za ionsku
regulaciju 1 odrzanje homeostaze osmotski aktivnih tvari. Povecanjem broja stanica
poveéan je broj kopija enzima Na',K" ATP-aze za odrzanje njihove energetike.
Aktivnost enzima Na',K' ATP-aze istraZivana je u ranim embrionalnim fazama
razvoja morskog jezinca Strongylocentrotus purpuratus i Lytechinus pictus (Leong i
Manahan, 1971; 1999; Marsh i1 sur. 2000). Zbog opcenito vazne energetike uloge
enzima Na', K° ATP-aze istaknuta je moguénost koritenja ovog enzima kao
indikatora fizioloskog stanja u ranim embrionalnim stadijima.

Razumijevanje fizioloskih mehanizama inteziteta metabolizma tijekom
embrionalnog razvoja vazno je zbog spoznaja o energetskim potrebama ovih stadija.
PotroS$nja kisika u embrionalnim razvojnim stadijima nije u korelaciji sa masom
li¢inki. Stoga u ovoj fazi treba podrobno ispitati izmedu ostaloga i metabolicke

procese zbog prakti¢nog znacenja u optimizaciji uzgoja svih organizama u marikulturi.



Koli¢ina energetskih potreba za embrionalni razvoj je prvi puta opisana
pocetkom proslog stoljec¢a (Tangl, 1903). Smatra se da za ve¢inu metazoa sve do
stadija vanjske prehrane, 40% energije jajnih stanica potjece iz endogenih pricuva
(Weiser, 1994). Vecina morskih organizama su sposobni, osim koriStenja endogenih
pricuva Kkoristiti i otopljenu organsku tvar iz morske vode. Ovaj proces je aktiviran
neposredno nakon oplodnje kao Sto je sugerirao i Epel (1972) i potvrdili Shilling 1
Manahan (1990).

Kod li¢inki morskog jezinca Lytechinus pictus, 8 dan nakon oplodnje utvrdeno
je da se 66% metabolicke energije odnosi na endogene rezerve (Shilling i Manahan,
1990). Energetski deficit morskih jezinaca Strongylocentrotus purpuratus
nadoknaduje se apsorpcijom otopljenih organskih tvari iz morske vode. Nize
vrijednosti omjera C:N u embriju jajaSca sugeriraju da su lipidne rezerve jajaSca
potroSene tijekom ranog razvoja.

Neposredno nakon oplodnje potvrdeno je visestruko povecanje potroSnje
kisika u odnosu na neoplodene jajne stanice (Epel, 1964). Odmah nakon toga
poveéana je unutarstaniéna koncentracija Ca>". Oko 30% respiracije jajaSaca morskih
jezinaca nije inhibirano cijanidima i ova vrijednost je nakon oplodnje povecana na
50%. Ovaj dio nemitohondrijske aktivacije respiracije predstavlja posljedi¢no Ca*"
aktivirane oksigenaze $to je potvrdeno aktivacijom oksidacije molekule arahidoni¢ne
kiseline.

Medutim, potro$nja kisika neoplodenih jajaSaca se ne razlikuje od oplodenih
jajaSaca crva echiuroida Urechis unicinct. Zivotinjske stanice eukariota potrose 20-
30% metaboli¢ke energije na aktivnost Na', K" ATP-aze (Siems i sur., 1992) a u nekih
odraslih morskih beskraljenjaka na aktivnost Na™ crpke otpada 30 do 70% od
ukupnog metabolizma tkiva (Lucu i1 Pavici¢, 1995). Povecanje broja stanica i
posljedi¢no povecéanje njihove povrsine zahtjeva proizvodnju novih Na'/K™ crpki za
unutarstani¢nu metabolicku regulaciju.

Leong i Manahan (1997) te Marsh i sur. (1999) su opisali promjene u Na',K"
ATP-azi tijekom embrionalnog razvoja jezinca Sterechinus neumayeri.
Eksperimentalno su ustanovili povecanje aktivnosti enzima od nemjerljivih vrijednosti
u neoplodenom jajascu do vrijednosti 40% od ukupne metaboli¢ke aktivnosti, 72 sata
nakon oplodnje u stadiju pluteus. Metodom praéenja ugradnje izotopa “°Rb

(supstitucija K u transportnom sastavu Na'/K" ATP-aze) kod jezinca Sterechinus



neumayeri potvrdeni su rezultati o velikim energetskim potrebama za povecanu

aktivnost Na", K ATP-aze sve do li¢ina¢kog stadija pluteusa.

U ovome radu u laboratorijskim uvjetima istraZivana je potroSnja kisika kod
neoplodenih i oplodenih jajasaca hridinskog jezinca Paracentrotus lividus sa ciljem
optimizacije metode kao i uvodenja jednostavne metode indikatora fizioloSkog stanja

embrionalnih stadija vaznih za komercijalizaciju u gospodarstvu.



2. MATERIJALI I METODE

2.1 Sakupljane jeZinaca Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816)

Jezinci su sakupljeni u razdoblju od 16. oZujka do 21. travnja 2009. godine na
podrucju jugozapadnog dijela Gruskog zaljeva u Dubrovniku. U tom vremenskom
razdoblju temperatura zraka je kolebala izmedu 19+1°C, a mora 14+1°C. Temperatura
zraka 1 mora je mjerena termometrom svaki put prije izvodenja pokusa. Izvadeni
jezinci su bili podvrgnuti metodi ekstakcije gonada injektiranjem 0,9 M otopine KCl-a
(50 ml destilirane vode i 3,5 g KCl-a) u podrucje peristomalne membrane morskog
jezinca. Doslo je do ispustanja jajaSaca i spermija. Jajasca zenki su sakupljena u
staklenu posudicu s filtrirana morskom vodom, dok je spermijska tekucina sakupljena
,»ha suho® (da ne bi doslo do aktivacije spermatozoida) uz pomo¢ pipete i pohranjena u
plasti¢nu posudicu od 1 ml. Za vrijeme ovog pokusa ukupno su sakupljeni uzorci

gonada od 31 Zenke i 13 muzjaka hridinskog jezinca.

2.2 Metoda mjerenja potrosnje Kkisika

Kisik je izmjeren polarografskom metodom pomocu Clarkove elektrode (slika
1). To je kemijski senzor predstavljen jo§ 1956. godine kao plod rada znanstvenika
Lelanda C. Clarka. Clark je proucavao redukciju kisika na metalnim platinskim
elektrodama, a u toku svoga rada je doSao na ideju da uz povrSinu platine postavi
enzime koji reagiraju sa kisikom. Pokazalo se tocnim da se aktivnost enzima moze
pratiti promjenom koncentracije kisika oko elektrode

(www.fer.hr/BioKemijskiSenzori).
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Slika 1. Clarkova elektroda (www.fer.hr/BioKemijskiSenzori)
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Clarkovom elektrodom je mjeren kisik na katalitickoj platinskoj povrsini
(Clark 1 sur., 1953). Ona se sastoji od negativne elektrode - anode (Ag/AgCl) i
pozitivne platinske elektrode - katode koje su u medusobnom doticaju uz pomo¢
otopine elektrolita (KCl). Elektoda je pokrivena polupropusnom polipropilenskom
(teflonskom) membranom koja je permeabilna za plinove, ali ne i za otopljene ione u
vodi.

Kisik prolazi preko polupropusne membrane i elektrolitne otopine te se
reducira u elektrodi. Kemijska redukcija kisika se obavlja na katodi i postize se
elektricnom strujom koju generiraju elektroni¢ke komponente instrumenata, pa je
redukcija kisika proporcionalna koncentraciji otopljenog kisika.

Polaziracijskim naponom na katodi (platinska elektroda) vrsi se redukcija
kisika. Kisik je potroSen na katodi prema reakciji:

0, +2H,0 + 4¢ — 40H

Kao odgovor na proizvodnju OH" iona, na anodi ioni klorida reagiraju sa Ag da

bi se odrzala ravnoteza naboja elektrolita (KCl):
Ag+Cl — AgCL

Prema tome, srebro/srebro-klorid (Ag/AgCl) na anodi daje elektrone za
reakciju na katodi. Struja je rezultat redukcije kisika na katodi.

Srebro na anodi je oksidirano reakcijom;

Ag anoda: 4Ag+4Cl"— 4AgCl + 4e
Pt katoda : 0, +4H' +4e” — 2H,0

Redukcijom molekule kisika proizvodi se 4 elektrona, a rezultiraju¢i napon je
prikazan kao parcijalni tlak kisika (pO;). pO, elektroda proizvodi struju kod
konstantnog polarizacijskog napona od 0.6 V direktno proporcionalnu tlaku kisika koji
difundira preko reaktivnih povrsina elektrode. pO, je generiran redukcijom kisika koji

difundira prema katodi.

2.3 Priprava elektrode za rad (baZdarenje instrumenta)

Uklonjena je brtva i stara polipropilenska membrana, te je provjereno da li je
O-ring na elektrodi. Nakon dugotrajne uporabe potrebno je vrh elektrode pazljivo
tretirati brus papirom te isprati destiliranom vodom. Nakon toga dodano je nekoliko
kapi 6 M HNOs (384 nul koncentracije HNO; 1 616 ul destilirane vode) na predmetno
mikroskopsko stakalce i elektroda je uronjena u kiselinu (2 min) sa vchom prema dolje

kako bi uklonili natalozeno srebro s platinske elektrode.



Nakon S§to je polipropilenska membrana namakana u destiliranoj vodi u
trajanju od 1 sata, izvadena je i1 postavljena na vrh elektrodnog omotaca, te je
montiran O-ring na konusni uredaj za fiksiranje membrane na elektrodu. Rubovi
membrane su povuceni da bi ih ispravili, a viSak membrane je izrezan.

Elektroda je pazljivo unesena u omotac tako da vrh dira membranu. Elektrodni
omotac je napunjen sa 800 ul elektrolitne otopine koja se satoji od 0,1 M KCI uz
dodatak 25 mM HEPES uz podeSavanje pH na 7.5 pomoc¢u TRIS/HCI. Elektroda je
nakon punjenja stavljena u omota¢ da dira membranu a poslije njenog ucvrsc¢ivanja
viSak otopine je istekao kroz mali otvor.

Nakon §to je Clarkovu elektroda pripremljena, izvrSena je kalibracija uredaja.
Filtriranoj morskoj vodi izmjerena slanost salinometrom i1 temperatura prije svake
kalibracije. Temperatura morske vode je odrzavana na istoj temperaturi (19+1°C). Na

temelju slanosti 1 temperature iz nomograma je procitana topivost kisika izraZzena u

ml/1 (slika 2).
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Slika 2. Nomogram koji pokazuje topivost kisika (Gilbert i sur., 1967)

Nakon $§to je temperatura morske vode izjednacena sa sobnom temperaturom,

morska voda je stavljena u respiracijsku komoricu aparata (slika 3).
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Slika 3. Respiracijska komorica u kojoj je mjerena koncentracija kisika kod jajaSaca jezinca
Paracentrotus lividus nacinjena je od pleksiglasa volumena 43,7 ml (Lucu i Pavici¢,
1995)

Kalibracija sustava vrsi se istiskivanjem kisika iz morske vode dodavanjem
dusika (slika 4) ¢ime je parcijalni tlak sveden na 0. Pad pO, je promatran na aparatu
(slika 5) Radiometar analizator (Copenhagen) ¢ija je funkcija iniciranje struje koja

dolazi na elektrodu. Na njemu je vidljiv modul kojim se regulira pO; (slika 6).

Slika 4. Dodavanje plinovitog dusika u otvorenu komoricu sa filtriranom morskom vodom



Slika 5. Radiometar analizator (Copenhagen)
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Slika 6. Modul na Radiometru Copenhagen koji je zaduzen za regulaciju pO,

Izracunato je zasi¢enje kisikom koje je mogucée ostvariti pod aktualnim
uvjetima. Princip koji je koriSten za izraCunavanje pO; je:
pa= (BT x pO,) - TVP
BT = barometarski tlak zraka (izrazen u mmHg)
pO, = parcijalni tak kisika (koji iznosi 0.21%)
TVP = tlak vodenih para (koji se o€itava iz tablice)

Nakon Sto je kisik istisnut iz morske vode koja se nalazi u komorici, uklonjen
je dotok plinovitog duSika, a stavljen je aerator (slika 7). Aeratorom je postignuto
zasi¢enje morske vode kisikom (pod uvjetima koji su trenutacno prisutni), pa je na
Radiometru Copenhagen vidljiv rast pO,. Vrijednosti su biljezene svakih 10 minuta u
trajanju od 1 sata. Nakon $to su se vrijednosti stabilizirale, vr§i se podeSavanje
parcijalnog tlaka kisika na instrumentu prema aktualnom tlaku koji je prethodno

izracunat.



Slika 7. Uvodenje areatora u otvorenu komoricu sa filtriranom morskom vodom

Tek nakon $to se vrijednost pO, stabilizirala, aerator je izvaden, a u komoricu
je stavljen magnetni mjeSac, te je komorica zatvorena. Komorica sa Clarkovom
elektrodom je stavljena na mjesac, a obje dvije strane igli se zatvaraju (slika 8) te se
ponovno nadzire pO, pomoc¢u Radiometra Copenhagen dok vrijednosti ne postanu

stabilne.

Slika 8. Mjerenje vrijednosti pO, zatvorene komorice

2.4 Mjerenje potrosnje kisika neoplodenih jajaSaca

Kada su vrijednosti parcijalnog tlaka kisika u morskoj vodi postale stabiline, u
komoricu je stavljena morska voda (slanosti 38 ppt) sa gustom suspenzijom jajaSaca
(slika 9). Brzina mjeSanja suspenzije jajaSaca sa morskom vodom magnetskim
mjeSacem iznosila je oko 200 okretaja/minuti. U komorici je izmjereno oko 470

jaja/ml to jest oko 2-10° jajasaca.



Vrijednosti promjene parcijalnog tlaka kisika koje nam je pokazivao
instrument Radiometar Copenhagen su biljeZene svakih 5 minuta, u trajanju od 1 sata i
30 minuta. Iz tih vrijednosti kasnije su dobiveni podaci o razlici pO, tijekom razdoblja

mjerenja (Atorr).

Slika 9. Mjerenje potro$nje kisika neoplodenih jajasaca hridinskog jezinca P.lividus

2.5 Mjerenje potrosnje kisika nakon oplodnje

Prethodno ekstrahirani spermiji iz jezinaca aktivirani su u morskoj vodi.
Koli¢ina od 1 ml ubrizgana je kroz iglu koja se nalazi na komorici. Vrijednosti koje je
pokazivao instrument Radiometar Copenhagen su biljeZene svakih 5 minuta, u trajanju
od 1 sata i 30 minuta. Iz tih vrijednosti kasnije su dobiveni podaci o razlici pO,
tijekom razdoblja mjerenja, to jest Atorr. Nakon zabiljezenih vrijednosti, komorica je
dignuta sa mjesaca i otvorena. Sa pipetom je uzeto dva puta po 100 ul oplodenih
jajasaca hridinskog jeZinaca koji su kasnije prebrojani pod mikroskopom. Prosjecan

broj oplodenih jajaSaca iznosio je 470/100ul.

2.6 Ubrizgavanje rotenona

U drugom dijelu pokusa, nakon mjerenja potrosnje kisika oplodenih jajasaca, u
komoricu je ubrizgan rotenon (C,; Hzy O, slika 10) . Dodan je rotenon u krajnjoj
koncentraciji od 45,7 umol/l suspenzije jajasaca. Promatrale su se promjene u
parcijalnom tlaku kisika na Radiometru Copenhagen te biljezile svakih 5 min u

trajanju od 1 sata.
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Slika 10. Rotenon (Ca3 Hpy Og)

Nakon zavrSenoga eksperimenta sadrZaj sa oplodenim jajaScima je profiltriran
kroz sito (100 mikrona okca) da ostane gusca suspenzija oplodenih jajaSaca. Jaja su
sakupljena 1 stavljena u centrifugu na 15 minuta. Sadrzaj koji se koncentrirao u
centrifugi (500 okretaja/minuti) je stavljen u plasticnu posudicu volumena 1 ml i

zaleden. Uzorci su kasnije koriSteni za mjerenje koncentracije proteina.

2.7 Izrac¢un potro$nje kisika

Koeficjent topivosti O, u morskoj vodi (a, izrazen u ml/l) izraCunat je prema:

0, x 273.2 (pA — pH,0)
o= (Lucu i Pavici¢, 1995)
159.1 x 1000 (273.2 + t°C)

gdje je

O, = topivost O, morskoj vodi (ml/l)

273.2 = apsolutna temperatura

pA = aktualni uvjeti barometaskog tlaka (mmHg)

pH>O = tlak vodenih para

151.1 = parcijalni tlak O, u zraku u uvjetima normalnog atmosferskog tlaka

t°C = aktualna temperatura morske vode



Nakon izracunatog koeficjenta topivosti O, u morskoj vodi, izraCunata je

potrosnja kisika (VO,, izrazenau p mol O mg proteina ' h '):

o x Vol x 60 x Atorr

VO, = (Lucu i Pavi¢i¢, 1995)

mg proteina u jajascima x t razdoblje mjerenja Atorr

o = koeficjent topivosti O, u morskoj vodi (ml/I) u aktualnim uvjetima barometarskog
tlaka
Vol = volumen komorice u kojoj se vrSilo mjerenje potroSnje kisika u jajaScima
(43,7 ml)
Atorr = razlika u parcijalnom tlaku kisika tijekom razdoblja mjerenja (5 ili 10 minuta),
1 torr =133.322368 paskala

Mjerenje je izvrSeno tijekom 1 sata.

2.8 Mjerenje koncentracije proteina

Koncentracija proteina u homogenatima je procijenjena Bradfordovom
metodom (1976). Mjerenje koncentracije proteina je izvrSeno radi toga Sto ce
potrodnja kisika biti izrazena u p mol O, mg proteina ' h™'. Na homogeniziran i
centrifugiran uzorak je aplicirano 1 ml razrijedene otopine Bio-Rad (Commassie
Brilliant Blue reagent; 10 ml Bio-Rad koncentrata (bojilo, koncentrat, 450ml, Bio-
Rad Laboratories GmBh. Sastav: fosfatna kiselina, metanol. Toxic.Lot.No:1087449 1
40 ml destilirane vode (otopinu pripremiti na dan mjerenja).

Mjesavina je promjesana 1-2 sekunde i ostavljena 15 minuta da miruje na
sobnoj temperaturi. Nakon toga je spektrofotometrijski mjerena apsorbanca proteina
na valnoj duZzini od 595 nm. Kao standard je koriSten BSA serum (Sigma-Aldrich
Protein standard, 2 mg. 055K8805. BSA/ml (bovine serum albumine) in 0.9% NaCl,
sadrzi 0.05%NaN3;. SL05204).

Instrument koji je koriSten za mjerenje koncentracije proteina zove se UV/VIS
Perkin-Elmer spektrometer. Spektrofotometar mjeri apsorbanciju to jest intenzitet
svjetla koje je proslo kroz analizirani uzorak te ga usporeduje s intenzitetom upadnog

svjetla.



3. REZULTATI

3.1 Prikaz ravnoteznog stanja u komorici prije mjerenja potrosnje kisika u
jajascima hridinskog jeZinca Paracentrotus lividus
U tablici 1. prikazane su vrijednosti parcijalnog tlaka kisika dobivene
mjerenjem na Radiometru Copenhagen iz kojih je vidljivo da je u prvih 10 minuta
primjecena najveca razlika u porastu parcijalnog tlaka kisika. Ve¢ nakon 20-te minute
promjene nisu bile toliko znacajne te je u 30-0j minuti uspostavljena ravnoteza u
potrosnji kisika izmedu elektrode 1 morske vode sa ili bez suspenzije jajasaca (slika

11).

Tablica 1. Uspostavljanje ravnoteznog stanja parcijalnog tlaka kisika izrazenog u mmHg u
komorici bez prisutnosti jajaSaca

Vrijeme Vrijednosti pO, (izrazene u
(minute) | mmHg) izmjerene na instrumentu
Radiometar Copenhagen
0 1411
10 142,2
20 142,4
30 142,5
40 142,5
50 142,5
60 142,5
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Slika 11. Uspostavljanje ravnoteznog stanja parcijalnog tlaka kisika izrazenog u mmHg u
komorici bez prisutnosti jajasaca



3.2 Potrosnja kisika neoplodenih i oplodenih jajaSaca hridinskog jeZinca

Za izraCun potroSnje kisika neoplodenih i oplodenih jajasaca, potrebno je
izmjeriti koncentraciju proteina (absorbancija). Prvo je mjerena apsorbancija standarda
(0, 2.5, 51 7.5 pl) na valnoj duzini od 595 nm, a na temelju tri uzorka standarda su
izracunate njihove prosjecne vrijednosti (tablica 2). Nakon toga je spektofotometrijski
izmjerena apsorbancija 8 uzoraka, te su dobivene njihove prosjecne vrijednosti (tablica

3).

Tablica 2. Apsorbancija standarda proteina dobivenih spektofotometrijskim mjerenjem na
595 nm i njihove prosjecne vrijednosti

opl a) 474 2,5pl a) 860
b) 487 b) 947
c) 484 c) 984
Srednjak (0pl) 481,6666667 Srednjak (2,5ul) 930,3333
5ul a) 1337 7,5ul a) 1647
b) 1218 b) 1692
c) 1273 c) 1654
Srednjak (5ul) 1276 Srednjak (7,5ul) 1664,333

Tablica 3. Absorbancija 8 uzoraka dobivenih spektrofotometrijskim mjerenjem na 595 nm i
njihove prosjecne vrijednosti

1 a) 632 2 a) 644
b) 583 b) 631
Srednjak (1) 607,5 Srednjak (2) 637,5
3 a) 927 4 a) 770
b) 836 b) 726
Srednjak (3) 881,5 Srednjak (4) 748
5 a) 812 6 a) 693
b) 821 b) 683
Srednjak (5) 816,5 Srednjak (6) 688
7 a) 789 8 a) 584
b) 769 b) 708
Srednjak (7) 779 Srednjak (8) 646

Na temelju koncentracije standarda proteina 1 apsorbancije dobiven je
regresijski pravac (slika 12). Pomocu regresijskog pravca moze izraCunati
koncentracija proteina (tablica 4) ako se dobivena apsorbancija svakog pojedinog
uzorka umetne u regresijsku formulu, pomnozi sa faktorom 0,8, te korigira

razrjedenje.
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Slika 12. Regresijski pravac dobiven na temelju mjerenja govedeg seruma albumina (2 pg/ml)
na temelju kojeg je izrazena koncentracija proteina u uzorcima jajasaca

Tablica 4. Izra¢un koncentracije proteina na temelju regresijskog pravca y= 155,6x + 504,2

MnoZenje s
faktorom Koncentracija
Apsorbancija | Regresijska formula 0,8 Koncentracija | proteina/uzorku
proteina f(x)=(y- *2ug prot.x proteina nakon korekcije
Uzorak Aps (y) 540,2)/155,68 0,4 (mg/ml) rezriedenja
1 608 0,44 0,8 0,35 5,474
2 638 0,63 0,8 0,50 9,384
3 882 2,20 0,8 1,76 24
4 748 1,33 0,8 1,07 9,874
5 817 1,78 0,8 1,42 8,797
6 688 0,95 0,8 0,76 5,431
7 779 1,53 0,8 1,23 7,537
8 646 0,68 0,8 0,54 5,964

Da bi se dobili konacni VO,, svaki od pojednih mg proteina/uzorku mnozimo

sa 22,39 (konverzijski faktor kojim se mijenja izracun ul O, u umol O,. Primjer: 5,474

x 22.39/1000 x VO, (izracunat bez proteina za svako mjerenje od 5 minuta).

Prosjecna vrijednost potrosnje kisika neoplodenih jajasaca iznosila je 0,12 +

0,04 1 mol O, mg proteina ' h™' (slika 13) . Veé nekoliko sekundi nakon ubrizgavanja

spermija u komoricu sa jajaScima, vidljiv je nagli i znacajan porast u potrosnji kisika

za Cak 3,1 puta (slika 14) u usporedbi sa neoplodenim jajascima i iznosio je 0,38 +

0,2 p mol O, mg proteina

1

h™". Razlika u potro3nji kisika je jo§ veca ako se uzmu u

obzir rezultati pojedinacnih pokusa, pa je potroSnja kisika povecana za 6 puta Sto je

vidljivo iz podataka standardnih devijacija (slika 14).




07
'EC 06
@ 05
3
o 04
Z Oplodnja/—n—-\._.
g 03
e Neoplodena jaja /
© 02
£
2 0111 i T—1
O T T T T T T T 1
0 5 10 15 200 25 30 35 40 45
Vrijeme (minute)

Slika 13. Potrognja kisika neoplodenih (0,12 = 0,04 p mol O, mg proteina ' h™') i oplodenih
jajasaca (0,38 + 0,2 p mol O, mg proteina ' h™') hridinskog jeZinca Paracentrotus
lividus, podaci pokazuju prosjeéne vrijednosti & standardnu devijaciju, a dobiveni su
na temelju obrade 5 pojedinac¢nih pokusa
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Slika 14. Vrijednosti potro$nje kisika neoplodenih i oplodenih jajasaca hridinskog jezinca
Paracentrotus lividus koji pokazuju da je povecana potrosnja kisika nakon oplodnje
za 3,1 puta, podaci ukljucuju prosjecne vrijednosti + standardnu devijaciju, a
dobiveni su na temelju obrade 5 pojedina¢nih pokusa

3.3 Utjecaj rotenona na potro$nju kisika

Nakon ubrizgavanja rotenona u komoricu sa oplodenim jajasScima, vidljiv je
znacajan pad u koncentraciji kisika u prvih pola sata, a nakon toga je dosSlo do
stabilizacije vrijednosti potros$nje kisika (slika 15). Medutim, odmah nakon dodavanja
rotenona izmjerene vrijednosti koncentracije kisika su za 2,5 puta manje od kontrolnih
uvjeta (gdje nije dodan rotenon). Vrijednosti potrosnje kisika nakon ubrizgavanja
rotenona iznose 0,031 + 0,008 p mol O, mg proteina ' h™'. Te vrijednosti nakon

postignute ravnoteze su slicne onim vrijednostima koji su dobivene kod neoplodenih



jajasaca, a manje su za 4 puta u usporedbi sa onim vrijednostima dobivenih kod

oplodenih jajasaca (slika 16). Podaci su dobiveni na temelju obrade 6 uzoraka.
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Slika 15. Potro$nja kisika neoplodenih (0,04 + 0,005 p mol O, mg proteina ' h™') i
oplodenih jajasaca (0,15 + 0,009 u mol O, mg proteina ' h '), te nakon
dodavanja rotenona (0,032 + 0,008 p mol O, mg proteina ' h™') kod morskog
jezinca Paracentrotus lividus, podaci pokazuju prosje¢ne vrijednosti +
standardnu devijaciju,a dobiveni su na temelju obrade 6 uzoraka
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Slika 16. Potrosnja kisika neoplodenih i oplodenih jajaSaca, te nakon dodavanja rotenona kod
morskog jezinca Paracentrotus lividus, dobivene vrijednosti pokazuju smanjenje u
potrosnji kisika nakon dodavanja rotenona za 4 puta, podaci ukljucuju prosjec¢ne
vrijednosti = standardnu devijaciju, a dobiveni su na temelju obrade 5 uzoraka



3.4 Prikaz razvojnih stadija hridinskog jeZinca P .lividus s osobitim osvrtom na

Slika 17. Neoplodena jajasca hridinskog jezinca P. lividus

Veli¢ina neoplodenih jajaSaca hridinskog jezinca je oko 100 um, a snimljeni su

mikroskopom sa povec¢anjem od 40 puta (slika 17).

Slika 18. Oplodena jajasca hridinskog jezinca P. lividus

Mikroskopskom snimkom oplodenih jajasca hridinskog jezinca primijecen je
normalan razvoj jajaSaca sve do stadija prvog brazdanja (slika 18). Prosjecni broj
jajasaca izmjerenih u 100 pl na temelju 14 uzoraka iznosi 470. Malformacije nisu

primijecene.

Slika 19. Jajasca hridinskog jeZinca P. lividus nakon injektiranja rotenona



Kod jajasca hridinskog jezinca nakon ubrizgavanja rotenona vidljiva je
fertilizacijska membrana, pocetak stvaranja perivitelinskog prostora i koncentrirani
nukleus u sredini jajne stanice, medutim doslo je do izostanka prvog brazdanja (slika

19). Malformacije nisu primijecene.



4. RASPRAVA

4.1 Povecana potrosnja O; kod oplodenih jajasaca i njeni uzroci

Brojne fizioloske promjene se dogadaju za vrijeme oplodnje koje duboko
utjeCu na regulaciju aktivnosti jajasca, metabolizam ugljikohidrata, sintezu DNA i
RNA 1 proteina. Neobi¢na znacajka aktivacije jajaSca morskog jezinca je i dramati¢no
povecanje u potrosnji kisika kod jeZzinaca Pseudocentrotus depressus, Hemicentrotus
pulcherrimus, Anthocidaris crassispina i Strongylocentrotus purpuratus (Yasumasu i
Nakano, 1963; Epel, 1965). To je potvrdeno na hridinskom jezincu ovim radom.
Dramati¢no povecanje u potros$nji kisika je primije¢eno odmah u prvoj minuti nakon
ubrizgavanja spermija. Ti rezultati se podudaraju sa onima koji su objavili
Yanagisawa 1 sur., (1991) objaSnjavaju¢i kako se unutar 10 minuta od vremena
oplodnje, razina potroSnje kisika naglo poveca a nakon toga postupno opada i dolazi
do stabilizacije vrijednosti potrosnje kisika. Vrijednost koja se stabilizirala je opet

veca od one razine kod neoplodenih jajasaca, Sto je potvrdeno ovim radom.

Postavlja se pitanje zasto oplodena jaja trose vise kisika od neoplodenih jaja.
PredloZzen model koji govori o povecanoj potrosnji kisika (slika 20) se vidi u stvaranju
vodikovog peroksida (H,O,). Postoji nekoliko dokaza koji upucuju da aktivirano jaje
proizvodi vodikov peroksid. Kao prvo, H,O; je primjeéen i izvan stanice, a u trenutku
aktivacije, jaje emitira svjetlo-kemoiluminiscencija (Foerder i sur., 1979). Vrijeme
proizvodnje svjetlosti 1 povecanja potrosnje kisika su sli¢ni, §to upucuje na to da su
ovo dva povezana fenomena. Priblizno 2/3 vodikovog peroksida utjee na potrosnju
kisika u prvih 15 minuta.

Inozitol-1,4,5-trifosfat (IP3) utjete na otpustanje Ca’" iz unutarnjih priuva.
IP3 se veZe na receptore, a to su Ca’" kanali regulirani ligandom, te dolazi do
otpustanja Ca®* iz endoplazmatskog retikuluma i aktivacije protein kinaza.
Pretpostavlja se kako Ca®* pokrece kortikalne granule za stvaranje fertilizacijske
membrane, a to je takoder unutarstani¢ni signal koji aktivira povecanu potrosnju

kisika (Heinecke i Shapiro, 1989).



Enzimi oksidaze kataliziraju neposrednu redukciju molekularnog O, do H,O»,

a koriste NADPH kao kofaktor:

NAD kinaza redukcija
NAD — NADP® — NADPH (Epel, 1964; Epeli sur., 1981)

NADPH + O, + H" — H,0, + NADP"*

Aktivnost oksidaza ovisna je o pH. Za vrijeme oplodnje kod jezinca
Strongylocentrotus purpuratus pH je povecan od 6,9 na 7,2 (Johnson i Epel, 1981)
radi izlaska H' iona, a ulaska Na' iona. Ako se Na' ioni zamijene sa Cl” ionima nema
povecanja pH, dolazi do inhibicije potrosnje O; i sinteze H,Os.

Za aktivaciju oksidaza potrebni su Ca®’" i MgATP. NADPH oksidazu i
potrosnju kisika aktivira proteinska kinaza (Heinckea i Shapira, 1992). Protein kinaza
C je enzim stimuliran Ca*" (Nishizuka, 1984 i 1988). Aktivnost protuizmjene Na/H

regulirana je protein kinazom C. Ovime se postiZe alkalinizacija citoplazme jajasaca.
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Slika 20. Predlozeni model regulacije povecane potrosnje kisika u trenutku oplodnje
(Heinecke i Shapiro, 1989)

O Ca®" je ovisna i pH osjetljiva dualna oksidaza (Uxdl), odgovorna za sintezu
H,0; (Wong i1 sur., 2004). Uxd1 transkript je prisutan u jajetu 1 jednostani¢noj zigoti
(Wong 1 sur., 2004) pa se smatra da on igra ulogu u ranom razvoju. Taj enzim se
nalazi u u membrani jajaSaca, a uloga mu je u stvaranju vodikovog peroksida (u

stanicama neutrofilima) i u njegovoj razgradnji (jer je reaktivna vrsta kisika).


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WDG-4HR76NT-1&_user=10&_coverDate=12%2F15%2F2005&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=6766&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=5ed0242eebe9f264e9738d87fabe1f59#bib74

Povecanje u potrosnji kisika nakon oplodnje se dogada unutar respiratornog
lanca u rasponu od flavoproteina 1 citokroma c. Aktivnost respiratornog lanca u kojem
elektroni prolaze s kompleksa na kompleks je izrazito niska (inhibirana) kod
neoplodenih jajasaca (Yasumasu i sur., 1996).

Kod jezinaca je povecana respiracija i u stadiju li¢inke te je popracena
vidljivim opadanjem unutarstanicne koncentracije ATP-a, ali bez promjena
unutarstani¢nih razina ADP-a i AMP-a. Smatra se da respiracija u ranim embrionalnim

stadijima ovisi o unutarstani¢noj koncentraciji ATP-a (Fujuwara i sur., 2000).

4.2 Vaznost energetike potrosnje kisika u ranim embrionalnim stadijima jeZinca

Za mnoge vrste morskih beskraljeznjaka otkrivena je vecéina biokemijskih
mehanizama koji odreduju povecani metabolizam za vrijeme rasta i razvoja (Leong i
Manahan, 1997; Pace i Manahan, 2006).

Douglas i Manahan (2007) dokazali su vezu izmedu temperature i metabolizma
organizma. Kod embrija i li¢inki antarktickog jezinca Strechynus neumayeri
ustanovljena je visoka razina sinteze proteina, ali uz odrzavanje niske razine
respiracije. U razvojnim stadijima na sintezu proteina otpada 40 — 54% ukupne
metaboli¢ke energije (Pace i Manahan, 2006). Na sintezu proteina otpada 34 — 40%
potro$nje kisika Sto podrzava teoriju o visokoj metaboli¢koj potro$nji energije (Fraser
isur., 2002).

Kod iste antarkticke vrste Marsh i sur. (1999) su dokazali da je respiracija
povezana sa iskoriStavanjem energije 1 hranjenjem. Za vrijeme embriogeneze
potroSnja kisika se stabilizirala, ali nakon prvog tjedna hranjenja nahranjene li¢inke su
pokazivale dvostruko vecu potrosnju kisika od one kod ne nahranjenih li¢inki iako je
mitohondrijska aktivnost odrzavana na nizoj razini.

Naglaseno je kako 40% metabolicke energije kod li¢inki jeZinca opada na
aktivost Na',K" ATP-aze (Marsh i sur., 2000). Taj primarni aktivni transmembranski
protein zahtjeva energiju u obliku ATP-a. Aktivnost Na", K" ATP-aze se povec¢ava kod
vrste Strechynus neumayeri za 3,9 puta kod nahranjenih li¢inki u odnosu na
nenahranjene li¢inke (Leong i Mahahan, 1999). Ukupna aktivnost Na',K" ATP-aze se
povecava kod embrionalnog razvoja i moze €initi i do 77% potroSnje kisika kod li¢inki
(stadij pluteusa) jezinca Strongylocentrotus purpuratus i 80% kod vrste (prizma stadij)
Lytechinus pictus (Leong i Manahan, 1997).



Precizna mjerenja metabolizma jaja i li¢inki morskog jezinca su bitna da bi se
saznalo o energijskim potrebama njihova razvoja. Kisik je jedan od najvaznijih
¢imbenika kvalitete vode radi srediSnje uloge u izvodenju metabolickih procesa kod
morskih jezinaca. Da bi otkrili potrebe uzgajanih organizama, potrebno je poznavati
povezanost izmedu otopljenog kisika, rasta i potrosnje kisika pojedinog individua.
PotroS$nja kisika je povezana sa drugim faktorima kao $to su temperatura vode,
veli€ina ili starost ogranizma, nutricionalne potrebe, razmnozavanje, godiSnje doba i

drugi.

4.3 Utjecaj rotenona na potroSnju O, u embrionalnim stadijima jeZinca

Rotenon je kemikalija koja se koristi kao organski insekticid 1 pesticid. Djeluje
kao inhibitor elektronskog transportnog lanca na unutras$njoj membrani mitohondrija
sprjeCavaju¢i NADH u pretvorbi stani¢ne energije u ATP. On inhibira prijenos
elektrona od zeljezo-sulfata na kompleksu I. (enzim NADH dehidrogenaza ili qinon
oksidoreduktaza) na ubiqinon (koenzim Qj¢). Kompleks prebacuje 4 protona po
molekuli oksidiranog NADH, te dolazi do stvaranja elektrokemijskog potencijala

koriStenog za proizvodnju ATP-a:

NADH + H" + CoQ + 4H";, —» NAD" + CoQH, + 4H o (Stenesh, 1998)

Respiracija jezinaca je posredovana mitohondrijskom respiracijom. Oplodnjom
stimulirana potro$nja kisika je inhibirana rotenonom S$to je i1 dokazano ovim
eksperimentom. Ve¢ u prvoj minuti nakon injektiranja rotenona vidljivo je naglo
smanjenje u potrosnji kisika za 4 puta. Respiracija prije 1 poslije oplodnje je osjetljiva
na rotenon, antimicin i kalij-cijanid (Yasumasu i sur., 1984; 1988) $to dokazuje u€inak
na razini respiratornog lanca. Vrijednosti potrosnje kisika nakon injektiranja rotenona
u komoricu sli¢ne su vrijednostima neoplodenih jajasaca.

Vidljiva je fertlizacijska membrana te kromatin nukleusa u sredini, medutim,
nije primjeéen perivitelinski prostor. Doslo je do odgode prvog brazdanja. To je u
suglasnosi sa rezultatima koji su objavili Shier i Mebs (1990) koji naglasavaju da
rotenon inhibira diobu oplodenih jajasaca morskih jezinaca, ali 1 uzgajanih stanica

sisavaca.



5. ZAKLJUCCI

Nakon ekstrakcije gonada morskog jezinca Paracentrotus lividus, izmjerena je
potrosnja kisika u jajascima prije i poslije oplodnje. Mjerenje koncentracije kisika se
obavljalo pomocu Clarkove elektrode — polarografskom metodom.

Nakon 20-te minute doslo je do stabilizacije potrosnje kisika kod neoplodenih
jajasaca, odnosno uspostavljena je ravnoteza. Prosje¢na vrijednost potros$nje kisika
iznosila je 0,12 + 0,04 p mol O, mg proteina ' h'. Nekoliko sekundi nakon
ubrizgavanja spermija u komoricu sa suspenzijom jajasaca viSestruko je povecana
potrosnja kisika za 3,1 puta te je iznosila 0,38 + 0,2 p mol O, mg proteina ' h™'. U
ovim uvjetima primjeéen je normalan razvoj jajaSaca do stadija prvog brazdanja.

Nakon injektiranja rotenona koji je inhibitor oksidative fosforilacije u
mitohondriju, znatno je inhibirana potroSnja kisika za 4 puta S§to upucuje na vaznost
ovog mehanizma u disanju i razvoju ranih embrionalnih stadija.

Ovim istrazivanjima ustanovljene su normalne vrijednosti potros$nje kisika
prije i poslije oplodnje kod jajasaca hridinskog jezinca. Rezultati se mogu koristiti kao
jedan od indikatora energetike normalne populacije 1 kod koristenja fizioloskog stanja

hridinskog jezinca u konzumne svrhe.



6. LITERATURA

Black R.M. (1988) The elements of Palaentology. Edition 2, Cambige University
Press, 174-175.

Bradford M.M. (1976) A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal. Biochem., 72: 248-
253.

Chenoweth S. (1994) The Green sea urchin in Maine. Fishery and Biology, Maine
Dept. of Marine resources, West Boothbay Harbour, 8-9.

Clark L.C., Wolf R., Granger D., Taylor Z. (1953) Continuous recording of blood
oxygen tensions by polarography. J. Appl. Physiol., 6: 189-193.

Crapp G.B., Willis M.E. (1975) Age determination in the sea urchin Paracentrotus
lividus whit notes on the reproductive cycle. J. Exp. Mar. Bio. Ecol., 20: 157-179.

Douglas A.P., Manahan D.T. (2007) Cost of protein synthesis and energy allocation
during development of Antarctic sea urchin embryos and larvae. Biol. Bull., 212: 115-129.

Elsen A., Kiehart D.P., Weiland S.J., Reynolds G.T. (1984) Temporal sequence and
spatial distribution of early events of fertilization in single sea urchin egg. J. Cell. Biol., 99:
1647-1654.

Epel D. (1964) Simultaneous measurement of TPNH formation and respiration
following fertilization of the sea urchin egg. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 17(1): 69-73.

Epel D. (1965) Control of Energy Metabolism. Academic press, New York 267-272.

Epel D. (1972) Activation of Na dependent amino acid transport system upon
fertilization of sea urchin egg. Exp. Cell Resw., 72: 74-88.

Epel D., Patton C., Wallace R.W., Cheung W.Y. (1981) Calmodulin activates NAD
kinase of sea urchin eggs: an early event of fertilization. Cell 23(2): 543-549.

Fenaux L. (1968) Maturation des gonades et cycle saisonnier des larves chez A. lixula,
P. lividus et P. microtuberculatus (echinides) a Villefranche-Sur. Mer. Vie Milieu 19: 1-52.

Ferguson J.C. (1995) The structure and mode of function of the water vascular system
of a brittlestar Ophioderma appressum. Biol. Bull., 188: 98-110.

Flugel E. (2004) Microfacies of carbonate rocks: analysis, interpretation and
application. Springer, 556-557.

Foerder C.A., Klebanoff S.J., Shapiro B.N. (1978) Hydrogen peroxide production,
chemiiluminscence and the respiratory burst of the fertilization: interralated events in the
early sea urchin development. Proc. Natl. Acod. Sci., USA, 75: 3183.



Fujiwara A., Kamata Y., Asami K., Yasumasu I. (2000) Relationship between ATP
level and respiratory rate in sea urchin embryos. Develop. Growth Differ., 43:213-221.

Fraser K. P. P., Clarke A., Peck L.S. (2002) Low-temperature protein metabolism:

seasonal changes in protein synthesis and RNA dynamics in the Antarctic limpet Nacella
concinna. J. Exp. Biol., 205: 3077-3086.

Galileo D.S., Morrill J.B. (1985) Patterns of cells and extracellular material of the sea
urchin Lytechinus variegatus (Echinodermata; Echinoidea) embryo, from hatched blastula to
late gastrula. J. Morphol., 185: 387-402.

Galione A., McDougall A., Busa W.B., Willmott N., Gillot I., Whitaker M. (1993)
Redundant mechanisms of calcium-induced calcium release underlying calcium waves during
fertilization of sea urchin eggs. Science, Vol 261, Issue 5119: 348-352.

Gilbert W.E., Pawley W.M., Park K. (1967) Carpenter's Oxygen Solubility Table and
Nomograph for Seawater as a Function of Temperature and Salinity. Dept. Ocean Data Rep.,
No.29. 139.

Harrison F.W (1994) Microscopic anatomy of invertebrates. Willey-Liss, New York,
CA, USA.

Hansbrough J., Garbers D. (1981) Purification and characterization of a peptide
associated with eggs that activates spermatozoa. J. Biol. Chem. 256: 2235-2241.

Heinecke J.W., Shapiro B.M. (1989) Respiratory burst oxidase of fertilization. J. Biol.
Chem., 267(12): 7959-7962.

Jaffe L.A., Hagiwara S., Kadi R.T. (1978) The time course of cortical vesicle fusion in
sea urchin eggs observed as membrane capacitance changes. Dev. Biol., 67: 243-248.

Johnson C.H., Epel D. (1981) Intracellular pH of sea urchin eggs measured by the
dimethyloxazolidinedione (DMO) method. J. Cell Biol., 89: 284-291.

Karp G.C., Solursh M. (1985) Dynamic activity of the filopodia of sea urchin
embryonic cells and their role in directed migration of the primary mesenchyme in vitro. Dev.
Biol., 112: 276-283.

Kempf M. (1962) Recherches d'ecologie comparee sur Paracentrotus lividus et
Arbacia lixula. Rec. Trav. St Mar. End., 25(39): 47-116.

Lawrence J.M. (2007) Edible sea urchins, Biology and Ecology, Chapter 13: Ecology
of Paracentrotus lividus. Elsevier Science B.V., 243-244.

Lehmann U., Hillmer G. (1983) Fossil invertebrates. CUP Archive, 265-266.

Leong P.K.K., Manahan D.T. (1997) Metabolic importance of Na', K' - ATPase
activity during sea urchin development. J. Exp. Biol., 200: 2881-2892.



Leong P.K.K., Manahan D.T. (1999) Nat+/K+-ATPase activity during early
development and growth of an Antarctic sea urchin. J. Exp. Biol., 202(Pt 15): 2051-2058.

Lepage T., Sardet C., Gache C. (1992) Spatial expression of the hatching enzyme gene
in the sea urchin embryo. Dev. Biol., 150: 23-32.

Lucu C., Pavi¢i¢ D. (1995) Role of seawater concentration and major ions in oxygen
consumption rate of isolated gills of the shore crab Carcinus mediterraneus Csrn. Comp.
Biochem. Physiol., 112A, 565-572.

Marsh A.G., Leong P.K.K., Manahan D.T. (1999) Energy metabolism during
embrionic development and larval growth of an Antartic sea urchin. J. Exp. Biol., 202: 2041-
2050.

Marsh A. G., Leong P. K., Manahan, D. T. (2000) Gene expression and enzyme
activities of the sodium pump during sea urchin development: Implications for indices of
physiological state. Biol. Bull., 199: 100-107.

Masuda M., Sato H. (1984) Asynchronization of cell divisions is concurrently related
with ciliogenesis in sea urchin blastulae. Develop. Growth Differ., 26: 281-294.

Nishizuka Y. (1984) The role of protein kinase C in cell surface signal transduction
and tumour promotion. Nature 19-25; 308 (5961): 693-698.

Nishizuka Y. (1988) The molecular heterogeneity of protein kinase C and implications
for cellular regulation. Nature 334: 661-665.

Pace D. A., Manahan D.T. (2006) Fixed metabolic costs for highly variable rates of
protein synthesis in sea urchin embryos and larvae. J. Exp. Biol., 209: 158-170.

Paul M., Epel D. (1971) Fertilzation-associated light-scattering changes in eggs of the
sea urchin Strongylocentrotus purpuratus. Exp.Cell Resw., 65: 281-288.

Saez A.G., Zaldivos-Riveron A. (2009) Evolutionary history of Na", K~ ATPases and
their role in osmoregulation. Genetica, in press, 136(3):479-490.

Shier T.W., Mebs D. (1990) Handbook of toxinology. CRC Press, 449-450.

Shilling F.M., Manahan D.T. (1994) Energy metabolism and amino acid transport
during early development of antarctic and temperate echinoderms. Biol. Bull., 187: 398-407.

Schuel H. (1978) Secretory functions of egg cortical granules in fertilization and
development: a critical review. Gamete Res., 1: 299-382.

Siems W., Mueller M., Dumdey R., Holzhutter H.G., Rathmann J., Rapaport S.M.
(1982) Quantification of pathways of glucose utilization and balance of energy metabolism of
rabbit reticulocytes. Eur. J. Biochem., 124: 567-573.



Smith A.B. (2001) Probing the cassiduloid origins of clypeasteroid echinoids using
stratigraphically restricted parsimony analysis. Paleobiology 27(1): 392-404.

Steinhardt R., Zucker R., Schatten G. (1982) Intracellular calcium release at
fertilization in the sea urchin egg. Dev. Biol., 58: 185-196.

Stenesh J. (1998) Biochemistry, Birkhauser, 568: 300-301.

Summers R.G., Morrill J.B., Leith A., Marko M., Piston D.W., Stonebraker A.T.
(1993) A stereometric analysis of karyogenesis, cytokinesis, and cell arrangements during and
following fourth cleavage period in the sea urchin, Lytechinus variegatus. Develop. Growth
Differ., 35: 41-58.

Suzuki N., Nomura K., Ohtake H., Isaka S. (1981) Purification and primary structure
of sperm activating peptides from the jelly coat of sea urchin eggs. Biochem. Biophys. Re.s
Commun., 99: 1238-1244.

Tangl F. (1903) Beitr\212ge zur Energetik der Ontogenese. Zweite Mitteilung. \206ber
den Verbauch an chemischer Energie w\212hrend der Entwicklung von Bacterienkulturen.
Pflugers Arch 98, 475.

Wieser W. (1994) Cost of growth in cells and organisms: General rules and
comparative aspects. Biol. Rev. Camb. Philos Soc., 69(1):1-33.

Wong J.L., Créton R., Wessel G.M. (2004) The oxidative burst at fertilization is
dependent upon activation of the dual oxidase Udx1. Develop. Cell., 7(6): 801-814.

Yanagisawa T., Yasumasu I., Oguro C., Suzuki N., Motokawa T. (1991) Biology of
Echinodermata, Carbohydrate metabolism in sea urchin eggs. Balkema, 29-39.

Yasumasu I., Nakano E. (1963) Respiratory level of sea urhin eggs before and after
fertilization. Biol. Bull., 125: 182-187.

Yasumasu I., Hino A., Suzuki A., Mita M. (1984) Change in trygliceride level in sea
urchin eggs and embryos during early development. Dev. Growth. Differ 26: 525-532.

Yasumasu I., Hino A., Fujiwara A., Tazawa E., Nemoto S., Asami K. (1988)
Fertilization-induced change in the respiratory rate in eggs of several marine invertebrates.
Comp. Biochem. Physiol., 98B: 69-75.

Yasumasu [., Tazawa E., Asami K., Fujiwara A. (1996) Does the low respiratory rate
in unfertilized eggs result mainly from depression of the redox reaction catalyzed by
flavoproteins? Analysis of the respiratory system by light-induced release of CO-mediated
inhibiton. Develop. Growth Differ., 38: 359-371.

Yokota Y., Matranga V., Smolencika Z. (2002) The Sea Urchin: From Basic Biology
to Aquaculture. CRC Press, 231: 3-4.


http://www.biomedexperts.com/Abstract.bme/15572124/The_oxidative_burst_at_fertilization_is_dependent_upon_activation_of_the_dual_oxidase_Udx1
http://www.biomedexperts.com/Abstract.bme/15572124/The_oxidative_burst_at_fertilization_is_dependent_upon_activation_of_the_dual_oxidase_Udx1

URL:

www.accessexcellence.org
www.akvarij.net
www.bcs.whfreeman.com
www.bbm.me.uk
www.enchantedlearning.com
www.facultyfiles.deanza.edu
www.fer.hr/BioKemijskiSenzori
www.nationmaster.com
www.ncbi.nlm.nih.gov

www.nhm.ac.uk


http://www.bcs.whfreeman.com/
http://www.fer.hr/BioKemijskiSenzori
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

