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Hidra je slatkovodni beskraljeznjak iz koljena Zarnjaka. Zelena se hidra isti¢e prisutnoSéu
jednostani¢nih endosimbiotskih algi u svojim gastrodermalnim mioepitelnim stanicama.
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ovom radu istrazivao se ucinak natrijevog metasilikata na zelenu i smedu hidru. Cilj
istrazivanja bio je odrediti postoji li razlika u toksi¢nosti spoja na dvije vrste hidri, te da li
endosimbiotski odnos daje zelenoj hidri prednosti u odgovoru na nepovoljne uvjete okolisa.
Hidre su tretirane s cetiri koncentracije metasilikata te su tijekom tri dana promatrane
morfoloske, bihevioralne i reproduktivne promjene. Za analizu citolosko - histoloskih i
morfometrijskin promjena izradeni su standardni trajni preparati zelenih hidri. Utvrdeno je
kako natrijev metasilikat u subletalnim koncentracijama u zelenih i smedih hidri uzrokuje
migraciju, smanjenu podrazljivost, oste¢enje lovki i promjenu oblika tijela. U zelenih je hidri
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Subletalne koncentracije natrijevog metasilikata izazvale su morfoloska oS$tecenja i
bihevioralne promjene u obje vrste hidri, a promjene su bile intenzivnije u smede hidre. S
obzirom na to moze se zakljuciti kako endosimbiotske alge zelenoj hidri donose prednosti u
prilagodavanju na uvjete u okoliSu. Mozemo zakljugiti i kakav ucinak bi ovaj spoj mogao imati
na stanje vodenih ekosustava.
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1. UvOoD

1.1. Hidra

Hidra je slatkovodni beskraljesnjak iz koljena zarnjaka koji obitava na dnu voda stajaéica i
sporih tekuéica (Beach i Pascoe 1997). Prvi je put formalno spomenuta i opisana poc¢etkom
18. stoljeca u pismu koje je Antonie van Leeuwenhoek uputio Kraljevskom Drustvu
Ujedinjenog Kraljevstva opisavsi ukratko njezinu gradu, nespolno razmnozavanje i staniste na
kojem zivi. Pedesetak godina kasnije danski istraziva¢ Abraham Trembley proucavao je
regeneraciju, nespolno razmnozavanje i histoloSku gradu hidre, a njegova su zapazanja i
memoari pruzili osnovu za ostala istrazivanja na hidri u sljede¢ih 250 godina (Glauber i sur.

2010).

Dobivsi naziv po mitoloskom bi¢u anticke Gréke, kojem nakon dekapitacije na istom
mjestu izrastu dvije glave, velika sposobnost regeneracije hidre od samog je pocetka
intrigirala znanstvenike i potpirivala njihov interes, a shodno tome i brojna istrazivanja kojima
je unaprijedeno znanje 1 razumijevanje procesa u mnogim podrucjima biologije. Zbog
kozmopolitske rasprostranjenosti i jednostavnog uzgoja, lako mjerljivih morfoloskih,
bihevioralnih i reproduktivnih promjena, te velike sposobnosti regeneracije, hidra se pokazala
kao idealan eksperimentalni modalni organizam u razvojnoj i evolucijskoj biologiji te
ekotoksikologiji (Quinn i sur. 2012).

1.1.1. Filogenija i rasprostranjenost

Rod Hydra spada u razred obrubnjaka (Hydrozoa), zajedno s rodovima slatkovodnih
meduza (Limnocnida, Craspedacusta), koji pripada koljenu Zarnjaka (Cnidaria). Zarnjaci su
preteZzno morski organizmi, no nekoliko desetaka vrsta Zivi u slatkim vodama, ukljucujuéi sve
vrste hidri. Zato se smatra da su se sve Zivuce vrste hidri razvile iz jednog zajednickog pretka

koji je naselio slatkovodne ekosustave i zapoceo specijaciju (Kawaida i sur. 2010).

Novija molekularna istrazivanja jezgrine i mitohondrijske DNA razli¢itih sojeva hidri
potvrduju zapaZanja promatranjem i analizom morfoloskih karakteristika. Prema njima su sve

vrste roda Hydra podijeljene u cetiri skupine: viridissima, braueri, oligactis i vulgaris.



Morfoloske karakteristike na kojima se uglavnom temelji determinacija hidri ukljucuju boju,
prisutnost endosimbionata (zelena hidra), veli¢inu i izgled Zarnih stanica te razvoj lovki u
polipa. Unato¢ tome, detaljnije razlike, potrebne za precizno odredivanje vrste, nisu posve
odredene. Za precizniju klasifikaciju organizama unutar roda Hydra potrebna su daljnja

molekularna istrazivanja.

S obzirom na rasprostranjenost vrsta iz skupina viridissima i vulgaris po ¢itavom svijetu,
smatra se da su te dvije grupe nastale prije razdvajanja kontinenata u mezozoiku. Grupe
oligactis i vulgaris vjerojatno su se razvile nakon razdvajanja kontinenata na Lauraziju i

Gondvanu, s obzirom na njihovu prisutnost samo na sjevernoj polutci (Kawaida i sur. 2010).

Hidre zive sesilnim nac¢inom zivota, pri¢vrs¢ene stopalom za kamen, list i gran¢icu. U

nepovoljnim uvjetima dolazi do odvajanja od podloge i migracije.

1.1.2. Grada hidre

Tijelo hidre cilindri¢nog je oblika, veli¢ine od 2 do 5 mm. Podijeljeno je na tri regije.
Vrsni dio tijela ¢ini glava: hipostom s ustima i lovkama. Ispod njega se nalazi gastralna regija

S pupnom regijom, a bazalni dio ¢ini stopalo kojim je hidra pri¢vrs¢ena za podlogu (slika 1a).

Po prvi put u evoluciji, u zarnjaka se javlja organizacija stanica u tkiva, pa tako kod hidre
nalazimo dva stani¢na sloja, vanjski, ektoderm i unutarnji, gastroderm (Glauber i sur. 2010).
Izmedu njih se nalazi nestani¢ni sloj mezogleja, ve¢im dijelom sastavljen od vode te
kolagena, lipida i ugljikohidrata. Sluzi kao potpora tijelu i kao medij za migraciju stanica
prilikom regeneracije (slika 1b).

Ektoderm 1 gastroderm gradeni su od vise tipova stanica. Bazu oba sloja ¢ine mioepitelne
stanice, izmedu kojih su umetnuti ostali tipovi stanica. Svi tipovi osim mioepitelnih stanica
razvijaju se iz nediferenciranih intersticijskih stanica. One su multipotentne i konstantno se
dijele. Zbog toga tijelo hidre nikad nije statino. Stanice se stalno gibaju prema
ekstremitetima i pupnoj regiji. Na taj nacin hidra se rjeSava starih stanica. Zahvaljujuéi
neprestanoj diobi intersticijskih stanica, hidra je poznata kao organizam Koji ne stari i ima

iznimnu mo¢ regeneracije (Bode 1996).
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Slika 1. a: Grada tijela hidre. b: Grada stani¢nih slojeva u hidre. (preuzeto i prilagodeno prema
http://www.daviddarling.info/encyclopedia/H/Hydra.html)

Mioepitelne stanice ektoderma predstavljaju barijeru izmedu hidre i okolia, odrzavaju
homeostazu i Stite hidru od vanjskih ¢imbenika. Osim toga, njihov bazalni dio sadrzi
kontraktilna vlakna koja se ponasaju poput miSica omoguéavajuci hidri kontrakcije tijela

(Buzgariu i sur. 2015).

Zarne stanice ili knidocite poseban su tip stanica karakteristiGan za Zarnjake, a po njima su
zarnjaci 1 dobili ime. Njihova posebnost je prisutnost specijalnih stanica, zarnica (knida) u
obliku sfericne kapsule unutar koje se nalazi vodena otopina ¢iji najveci dio sastava ¢ine
otopljeni proteini, ioni kalcija i magnezija te razli€iti neurotoksini 1 hemoliticki toksini. Na
vrhu kapsule nalazi se poklopac s knidocilom, koji sluzi kao okida¢ za izbacivanja sadrzaja.
Osim toga, zarnice sadrzavaju i bodezi¢ koji izbacuju velikom brzinom na kemijski,
mehanicki ili elektriéni podrazaj. Zarne stanice imaju ulogu u obrani od predatora i hvatanju

plijena (Weber i sur. 1987).

Ziv&ani sustav hidre je primitivan i graden u obliku mreZe bipolarnih i multipolarnih

neurona umetnutih izmedu epitelnih stanica ektoderma i1 gastroderma. Dva su osnovna tipa



ziv€anih stanica kod hidre: osjetilni neuroni, pri povrSini ektoderma i1 ganglioni pri bazi.

Podrucje hipostoma i stopala sadrzi vecu gustocu zZivéanih stanica (Koizumi i Bode 1991).

Gastroderm je unutra$nji stani¢ni sloj Koji oblaze gastralnu Supljinu koja je ispunjena
vodom te ima ulogu probavnog sustava i hidroskeleta. Graden je od gastrodermalnih
mioepitelnih, zimogenih i Ziv€anih stanica. Gastrodermalne mioepitelne stanice imaju dvojnu
funkciju: unutrasnji dio stanica sadrzi misi¢na vlakna, dok vanjski ima apsorpcijsku funkciju.
Zimogene stanice sadrze lizosome s probavnim enzimima koje izlucuju u gastralnu Supljinu u

kojoj se odvija ekstracelularna probava.

1.1.3. Razmnozavanje

Izmjena spolnog i nespolnog nadina razmnozavanja zabiljeZzena je u svih vrsta hidri
(Habetha i sur. 2003). U povoljnim uvjetima okoli$a i veé¢inu vremena hidre se razmnozavaju
nespolno, pupanjem. Na taj nacin u kratkom periodu nastaje veliki broj genetic¢ki identi¢nih
tri do Cetiri dana stani¢ni materijal udvostruci i tako nastane nova jedinka (slike 2 i 3) (Bell
1984).

Spolno razmnoZavanje ukljucuje spolnu diferencijaciju hidri u muski, zenski ili dvospolni
oblik (Kaliszewicz 2011). Zelena hidra je hermafrodit, dok je smeda hidra odvojena spola
(Karntarnut i Pascoe 2002). Spolne stanice nastaju iz intersticijskih stanica koje se nakupljaju
ispod mioepitelnih stanica ektoderma te zajedno s njima tvore jajnike i testise. Do oplodnje

dolazi u jajniku gdje se embrij i razvija prije nego $to se odvoji od majke (slika 4).



Slika 2. Nespolno razmnozavanje u zelene hidre
(Hydra viridissima Pallas, 1766). Dino-Lite Digital
Microscope. Fotografirala: Ana Simicev.

Slika 3. Nespolno razmnozavanje u smede hidre
(Hydra oligactis Pallas, 1766). Dino-Lite Digital
Microscope. Fotografirala: Ana Simicev.

Cimbenici koji uzrokuju prelazak hidri s nespolnog na spolni na¢in razmnoZavanja nisu
posve razjasnjeni (Habetha i sur. 2003). Dosadasnjim istraZzivanjima utvrdeno je kako su
pomanjkanje hrane, parcijalni tlak ugljikovog dioksida i gustoa populacije barem neki od
¢imbenika koji mogu inicirati gametogenezu (Bell 1984). Takoder je utvrdeno kako
temperatura ima uc¢inak na izmjenu spolnog i nespolnog razmnozavanja, pa se tako Hydra
oligactis spolno razmnozava pri nizim temperaturama (10 - 12 °C) (Quinn i sur. 2012). Time
je dokazano kako postoji veza izmedu uvjeta u okoliSu i spolne diferencijacije hidri (Habetha
i sur. 2003).
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Slika 4. Spolna diferencijacija hidri (preuzeto i prilagodeno prema Kawaida
i sur. 2010). A: nespolni oblik, muska jedinka s testisima, Zenska jedinka s
jajnikom. B: uvecani prikaz testisa. C: uvecani prikaz jajnika s oplodenim
jajem.

1.2. Endosimbioza

Simbioza je suzivot dvaju ili viSe razli¢itih vrsta organizama. Sama rije¢ potjece od
latinskih rije¢i syn — ,,sa“ i bios — ,,zivot®. Taj odnos moze biti pozitivan za oba organizma, pa
je u tom slucaju rije¢ o mutualizmu. Ako je odnos pozitivan za jedan, a neutralan za drugi
organizam radi se o komenzalizmu, ako je pak pozitivan za jedan od organizama, a Stetan za

drugi, o parazitizmu.

Simbiotski odnosi imaju vaznu ulogu u evoluciji, pruzajué¢i bioloske prednosti i
doprinoseci bioloskoj raznolikosti (Kovacevi¢ i sur. 2009). Mnoge Zzivotinje domacini su
razli¢itim simbiotskim organizmima poput bakterija, protista i gljiva te se njihova evolucija

moze promatrati kao evolucija zajednica tijesno povezanih organizama (Habetha i sur. 2003).

Endosimbioza je vrsta suzivota kod kojeg jedan organizam zivi unutar citoplazme drugog,
te su u istoj citoplazmi domacina prisutna dva ili vise genoma razliCitog podrijetla.
Prijenosom gena iz endosimbionta u jezgru domacina povecava se varijabilnost i adaptivni
potencijal domacina. Medu beskraljeSnjacima poznati su primjeri endosimbioze s

fotosintetskim jednostani¢nim algama. Primjeri endosimbioze u Zarnjaka ukljucuju koralje,



koji zive u simbiozi s dinoflagelatima, te zelenu hidru i alge iz roda Chlorella (Habetha i sur.
2003).

Zelena hidra predstavlja klasican primjer endosimbioze i popularan je modalni organizam
u istrazivanjima mehanizama i evolucije endosimbiotskih odnosa (Kovaéevi¢ i sur. 2012).
Ona u svojim gastrodermalnim mioepitelnim stanicama sadrzi jednostani¢ne alge iz roda
Chlorella. Alge su smjestene u bazalnom dijelu stanice, uz mezogleju, a od ostatka stanice
odvojene su elementima stani¢nog kostura. Na taj nacin sprijeCen je doticaj s lizosomima i
probava algi. Broj algi po stanici varira izmedu 10 i 20, a svaka alga nalazi se unutar Vvlastitog
simbiosoma (Campbell 1990). Korisnost tog odnosa za hidru proizlazi iz koristenja produkata
fotosinteze algi (Kalafati¢ i sur. 1994), naj¢eSce SeCera maltoze, dok alge od hidre dobivaju

aminokiseline i ostale produkte njenog metabolizma (Karntarnut i Pascoe 2002).

Zelena hidra bolje podnosi duze periode pomanjkanja hrane u odnosu na nesimbiotske
vrste hidri. Takoder, dokazano je kako je manje osjetljiva na Stetan u¢inak nekih tvari, poput
zeljeza, u odnosu na smedu hidru (Kovaéevi¢ i sur. 2016). No, rezultati istrazivanja
osjetljivosti razlicitih vrsta hidri na toksi¢ne tvari pokazali su kako je u nekim slucajevima
zelena hidra ipak podloznija Stetnom ucinku. Razlog tome vjerojatno je ucinak toksikanta na
alge. Tvari kao $to su pesticidi DDT i dieldrin, kadmij te bakar uzrokuju osteéenja algi pa u
takvim sluc¢ajevima zelena hidra gubi prednosti endosimbiotskog odnosa. U sluc¢aju drugih
tvari, poput cinka, koje nisu toliko toksi¢ne za alge, Stetan u¢inak na zelenu hidru manji je

nego na nesimbiotske vrste hidri (Karntanut i Pascoe 2002).

1.3. Ekotoksikologija

Od industrijske revolucije do danas koli€ina sintetski proizvedenih kemijskih tvari koje se
koriste u razli¢itim sferama ljudskih djelatnosti znatno se povecala. Istrazivanje uc¢inka takvih
tvari donedavno se temeljilo na proucavanju Stetnosti koje bi one, ili produkti njihovog
raspada, mogli imati na ljudsko zdravlje. No, u posljednjih pedesetak godina sve se vise
paznje posvecuje istrazivanju njihovog ucinka na ostale zive organizme i okoli§ (Boxall
2004).



Ekotoksikologija se kao grana toksikologije razvila 60-ih godina 20. stoljeca iz studija
koje su proucavale ucinak pesticida na okoli$ (Bhat 2013). Velike koli¢ine pesticida i ostalih
tvari antropogenog podrijetla svakodnevno se akumuliraju u vodi, zraku i tlu. Mnoge od njih
otporne su na kemijsku i fizicku degradaciju te dugo ostaju u okolisu (Kalafati¢ 1997). Kao
takve, nakupljaju se u hranidbenim lancima te prenose vodom i zrakom daleko od izvora
zagadenja. Takve tvari Cesto imaju negativan ucinak na Zzive organizme 1 predstavljaju
opasnost za stabilnost ekosustava i bioraznolikost. Neki od Stetnih ucinaka na organizme
ukljuCuju izazivanje tumora, mutacija u DNA, poremecaja u embrionalnom razvoju ili
imunoloSkom sustavu, oSte¢enja Ziv€anog sustava, te poremecaje hormonalnog sustava.
Ekotoksikologija, kao znanstvena disciplina koja se bavi prou¢avanjem ucinka razli¢itih tvari
antropogenog podrijetla na strukturu i funkciju ekosustava, ima vaznu ulogu u ocuvanju i

zastiti prirode (Bhat 2013).

U novije vrijeme bioindikatorske vrste i biomonitoring postaju sve vaznije metode
procjenjivanja zdravlja nekog ekosustava. Osim klasi¢nim metodama mjerenja fizikalnih i
kemijskih parametara, smatra se da monitoringom Zive komponente ekosustava dobivamo Siru

sliku njegova stanja i procesa koji se odvijaju (Holt i Miller 2011).

Jedna od mana ekotoksikoloskih istrazivanja danas je ¢injenica da se ve¢inom temelje na
istrazivanju zasebnog uc¢inka pojedinih spojeva. S obzirom na to da se u okoli$ ispuSta mnogo
razli¢itih toksikanata, vazno je uzeti u obzir njihovu interakciju 1 u¢inak koji proizlazi iz te

interakcije (Boxall 2004).

Vecina ekotoksikoloskih istrazivanja danas fokusira se na smrtnost kao glavni pokazatelj
toksi¢nosti, ne uzimaju¢i u obzir suptilnije promjene u morfologiji i ponasanju organizama.
Takve promjene ukljucuju poremecaje u rastu, razmnozavanju i ponasanju organizama i mogu
imati vazan utjecaj na odnose unutar ekosustava i njegovu stabilnost. U ovom istrazivanju
proucavao se ucinak koji subletalne doze natrijevog metasilikata imaju na zelene i smede

hidre, kao vaznu komponentu benti¢ke zajednice slatkovodnih ekosustava.

Akvaticki ekosustavi zbog izlozenosti mnogim zagadivalima predstavljaju bitnu
komponentu u zastiti okoliSa. Kemijske tvari iz tla i atmosfere, kao i komunalne i industrijske
otpadne vode Cesto zavrSavaju upravo u rijekama, jezerima i moru (Bhat 2013). Hidra je
sveprisutan stanovnik slatkovodnih ekosustava. S obzirom da je dio nize razine hranidbene
mreze slatkovodnih stajacica, promjene u populaciji hidri mogle bi imati znacajne ucinke na

ostatak zivotne zajednice. Hidra ima ulogu i predatora i plijena unutar ekosustava. Hrani se



razli¢itim zooplanktonom, dok je sama plijen primjerice ploSnjacima. Kao takva, ima
ekolosku vaznost u strukturiranju planktonske zajednice slatkovodnih ekosustava i predstavlja

vaznu indikatorsku vrstu u ekotoksikologiji (Quinn 2012).

1.4. Topivi silikati

Topivi silikati su razred sintetickih tvari koje se u velikim koli¢inama proizvode u Europi
I svijetu. Imaju Siroku primjenu u gradevinskoj i kozmetickoj industriji te proizvodnji papira,
detergenata i ljepila. Po kemijskom sastavu to su anorganske soli silicijevog dioksida i

alkalijskih metala opc¢e kemijske formule M2O-xSiO, (Fawer i sur. 1999).

Na+ Na+

Slika 5. Kemijska struktura
natrijevog metasilikata.

Otkrio ih je 1818. njemacki kemicar 1 mineralog Johann Nepomuk von Fuchs. On je
zele¢i procistiti silicijsku kiselinu, otopio silicij dioksid (Si102) u kalijevoj luzini. Dobio je
vodenu otopinu kalijevog silikata, K2SiO3(g), koja je imala svojstva slicna staklu. Zato ju je i
nazvao ,,vodenim staklom®. Danas se taj naziv upotrebljava za cijelu skupinu topivih silikata
(Vail 1928).

Narednih dvanaest godina Fuchs je proveo proucavajuci svojstva topivih silikata i
razvijajuci tehnologiju njihove proizvodnje te ideje o primjeni. U pocetku su upotrebljavani za
zaStitu kazaliSnih pozornica od tada cestih katastrofalnih pozara. Oko 1850. godine zapocCinje
masovna upotreba topivih silikata u proizvodnji sapuna. Osim toga, u to su se vrijeme koristili
u kombinaciji s asfaltom za presvlacenje topova kao zastita od korozije te impregnaciju

drvenih brodova (Wills 1982).



U kozmetickoj industriji sluze kao inhibitori korozije spremnika kozmetickih proizvoda.
Najveci dio natrijevog metasilikata koristi se u bojama za kosu (80%), te koristi u ostalim
preparatima za kosu i kremama za brijanje. Kalijev silikat i natrijev silikat koriste se i u
Samponima, kremama i Sminki. Prema izvjestajima iz 1999. i 2000. godine, u Europi i Japanu

nema restrikcija za upotrebu topivih silikata u kozmetickoj industriji (ElImore 2005).

Glavna upotreba alkalijskih silikata je i u proizvodnji sapuna i detergenata. U
detergentima imaju ulogu pufera i odrzavaju stalan pH, a zbog svojih alkalnih svojstava
koriste se u saponifikaciji masti i ulja prilikom proizvodnje sapuna. Osim toga, koriste se u
tretmanu vode za uklanjanje metala, kao ljepila, za zastitu od pozara i u preradi papira
(Elmore 2005).

U prehrambenoj industriji natrijev metasilikat se koristi za procesuiranje hrane. Smatra se
kako u onim koncentracijama u kojima se koristi ne predstavlja opasnost za ljudsko zdravlje

te ga je americka Agencija za hranu i lijekove klasificirala kao ,,uglavnom bezopasnu tvar*

(Elmore 2005).

Dokazano je kako natrijev metasilikat inhibira neke enzime poput ureaze i invertaze, dok
nema ucinak na aktivnost enzima kao $to su pepsin, tripsin, lipaza, katalaza i1 kolinesteraza.

Spoj se pokazao kao korozivan te u dodiru s tkivima uzrokuje opekline (Elmore 2005).

Dosadasnja istrazivanja toksi¢nosti natrijevog metasilikata uklju¢uju pokuse na
Stakorima, psima i sisavcma. Prilikom izlaganja visokim koncentracijama, poput onih u
mnogim detergentima, moze do¢i do iritacije oéiju, koze te probavnog i diSnog sustava. U
pokusima su opazeni i oteZano disanje i akutna depresija. U visSim koncentracijama javljaju se
lezije 1 krvarenja u probavnom 1 diSnom sustavu, te zatajenje bubrega, jetra, pluca 1 srca

(Elmore 2005).
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1.5. Cilj istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti ucinak subletalnih koncentracija natrijevog
metasilikata na zelenu i smedu hidru, prate¢i morfoloske, bihevioralne i reproduktivne
promjene. S obzirom na prisutnost endosimbionata u zelene hidre i prednosti koje joj taj
odnos moze donijeti u nepovoljnim uvjetima okolisa, Zeljelo se utvrditi postoje li razlike u
osjetljivosti izmedu dvije vrste hidri, odnosno da li je zelena hidra otpornija na oStec¢enja
uzrokovana natrijevim metasilikatom u odnosu na nesimbiotsku smedu hidru. Na temelju
razlika u ucinku spoja na kontrakciju tijela, broj i duzinu lovki, podraZljivost i migraciju
jedinki zelenih i smedih hidri, te analize citolosko — histoloskih preparata izvedeni su
zaklju€ci o prednostima endosimbioze i1 njenoj vaznosti u evoluciji. Buduéi da je natrijev
silikat spoj koji ima Siroku primjenu u industriji i da je hidra vazan dio slatkovodnih
ekosustava diljem svijeta, mozemo zakljuéiti i kakav ucinak bi ovaj spoj mogao imati na

stanje vodenih ekosustava.

11



2. MATERUALI I METODE

Pokus je izvoden u Laboratoriju za evoluciju, simbioze i molekularnu filogenetiku
Zoologijskog zavoda u Bioloskom odsjeku Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveudilista
u Zagrebu. KoriStene zivotinje uklju¢uju zelenu hidru (Hydra viridissima Pallas, 1766) i
smedu hidru (Hydra oligactis Pallas, 1776). Smede hidre sakupljene su u potoku parka
Maksimir u Zagrebu, a zelene hidre su za pokus koristene iz laboratorijskog uzgoja. Prije
pokusa smede hidre su drzane u staklenoj posudi s aeriranom vodom, u hladnjaku pri
temperaturi od 10 °C. Hidre su hranjene li¢inkama ra¢i¢a Artemia salina dva puta tjedno.
Jedan sat nakon hranjenja mijenjana im je voda kako bi se osigurali povoljni uvjeti rasta u

kulturi. Za pokus su birane jedinke bez pupova, podjednake veli¢ine i razvojnog stadija.

U ovom pokusu hidre su tretirane s vodenim otopinama natrijevog metasilikata (Na2SiOz)
koncentracija 0.050, 0.365, 0.380 i 0.390 g/L. Po svakoj koncentraciji kao i u kontroli
koristeno je pet smedih hidri i deset zelenih hidri. Pokus je trajao tri dana jer je toliko
vremena potrebno da bi spoj prodro u sve slojeve hidre, te je izvoden dva puta na smedim

hidrama i tri puta na zelenima.

Istrazivao se ucinak natrijevog metasilikata na smrtnost, morfolosku i histolosku
strukturu, migraciju, reakciju na podrazaj i nespolno razmnozavanje hidri te njegov u¢inak na

endosimbiotske alge u gastrodermalnim mioepitelnim stanicama zelene hidre.

Morfoloske promjene pracene su svakodnevno tijekom pokusa pomocu svjetlosne lupe.
One su ukljucivale promjene u broju, duzini i izgledu lovki, kontrahiranost i relaksiranost

tijela, deformaciju stopala 1 izluc¢ivanje sluzi.

Histoloska analiza radena je na jedinkama zelene hidre. One su fiksirane drugi i tre¢i dan
nakon postavljanja pokusa, a za fiksaciju je koristen Bouinov fiksativ (15 ml zasi¢ene vodene
otopine pikrinske kiseline, 5 ml 40% formalina i 1 ml ledene octene kiseline). Fiksacija je
trajala 24 h. Nakon toga hidre su isprane u 70%-tnom etanolu i dehidrirane (80%, 96% i
100%-tni alkohol). Hidre su zatim isprane u kloroformu i u njemu ostavljene preko noéi.
Sljedeci dan isprane su u smjesi kloroforma i paraplasta (1:1), 30 minuta pri 60 °C, te u Cistom
paraplastu tri puta po 30 minuta. Nakon toga uklapane su u papirnate ladice. Paraplastni
blokovi rezani su pomoc¢u mikrotoma Thermo na rezove debljine 7 pm. Nakon
deparaplastiranja preparati su bojeni toluidinskim modrilom (otopljenim u acetathom puferu,

pH 5,6), isprani u 95%-tnom etanolu i dehidrirani u 100%-tnom etanolu. Nakon bistrenja u
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ksilolu uklopljeni su u Canada balzam. Nakon susenja pregledavani su pomoc¢u Nikon Eclipse
E600 mikroskopa pri povecanju od 1000x, a fotografije snimljene Nikon DXM1200

digitalnom kamerom.

Histo-morfoloSka mjerenja na preparatima od drugog dana pokusa radena su pomocu
racunalnog programa za morfometrijsku analizu Ellipse version 2081 (ViDiTo, 2009).
Morfometrijska obrada preparata obuhvatila je mjerenje povrSine i promjera stanica algi na
uzorku od 100 stanica po koncentraciji i kontroli, duZinu i Sirinu mioepitelnih stanica

ektoderma i gastroderma te debljinu mezogleje.

Statisticka analiza izmjerenih parametara obuhvatila je odredivanje aritmeticke sredine,
standardne devijacije, minimalne i maksimalne vrijednosti te raspona. Srednje vrijednosti
mjerenih parametara izmedu kontrolne skupine te hidri tretiranih razliCitim koncentracijama
natrijevog metasilikata usporedene su t-testom (p < 0.05)

(http://www.socscistatistics.com/tests/studentttest/Default2.aspx).

Fotografije nespolnog razmnozavanja zelenih i smedih hidri snimljene su Dino-Lite

Digital Microscope kamerom.
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3. REZULTATI

3.1. MorfoloSke promjene zelene i smede hidre tretirane
vodenim otopinama natrijevog metasilikata

Kako bi se utvrdio utjecaj natrijevog metasilikata na biologiju hidri, pet smedih i deset
zelenih hidri tretirano je s Cetiri razli¢ite koncentracije natrijevog metasilikata kroz tri dana.
Morfoloske promjene pracene na zelenim i smedim hidrama tijekom tri dana pokusa
ukljucivale su oStecenja lovki (duzina lovki, broj lovki, potpuni gubitak lovki), promjene u
udio hidri koji je migrirao na povrsinu te brzina reakcije na mehani¢ki podrazaj, odnosno
brzina kontrakcije i relaksacije tijela nakon podrazivanja hidri preparatorskom iglicom
(normalna podrazljivost pokazuje brzu kontrakciju i relaksaciju; usporena podrazljivost
pokazuje nesto sporiju kontrakciju i relaksaciju; spora podrazljivost pokazuje sporu i slabu
kontrakciju i relaksaciju; gotovo nikakva reakcija pokazuje jako slabu kontrakciju i

relaksaciju, tj. nema reakcije). Rezultati su prikazani u tablicama 1-6.

3.1.1. Kontrola

Prvi dan nakon postavljanja pokusa, zelene hidre u kontrolnoj skupini na podrazaj
preparatorskom iglicom reagirale su brzom kontrakcijom tijela, te brzim vra¢anjem u
relaksirano stanje. Ostecenja niti deformacije nisu bile prisutne. Doslo je do pupanja 13%

jedinki. U 15% hidri doslo je do migracije na povrsinu.

U 50% smedih hidri reakcija na podrazaj bila je sporija nego u zelenih hidri. Ostale smede
hidre su na podrazaj reagirale brzo, kao i zelene. Izduzene lovke imalo je 50% hidri.

Relaksacija tijela zabiljeZena je u 50% hidri.
Drugi dan nakon postavljanja pokusa u zelenih je hidri sve bilo isto kao i prvoga dana.

Reakcija na mehanicki podrazaj u smedih se hidri dodatno usporila te je 50% hidri na
podrazaj reagiralo sporo, dok je ostalih 50% reagiralo usporeno. U odnosu na prvi dan,

promjene na lovkama ukljucivale su redukciju dviju lovki do same baze u 10% jedinki.

Treéi dan pokusa u zelenih hidri doslo je do migracije hidri s povrSine na dno posudice.
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U smedih je hidri zabiljezena smrtnost od 10%. Doslo je do migracije 33% jedinki na
povrsinu posudice. Smanjio se postotak relaksiranih hidri u odnosu na protekla dva dana te je
iznosio 44%, dok je u 33% hidri doslo do pojacane kontrakcije tijela. Smanjio se postotak
hidri s izduzenim lovkama na 44%. U 11% hidri doslo je do smanjenje broja lovki. Reakcija
na podrazaj se dodatno usporila te 12% hidri nije reagiralo na podrazaj, dok je 70% hidri

reagiralo sporo, te 10% hidri usporeno.

3.1.2. Promjene u zelene i smede hidre pri 0,05 g/L Na,SiO3

Prvi dan u zelenih je hidri doslo do migracije 17% jedinki na povrsinu. Izduzene lovke imalo
je 70% hidri. U izgledu i podrazljivosti zelenih hidri nisu zamije¢ene promjene u odnosu na

kontrolu.

U smedih je hidri doslo do migracije 10% jedinki na povrsinu i do izduzivanja lovki u 10%

hidri. Relaksirano tijelo zabiljezeno je u 10% hidri.

Drugi dan dodatnih 3% hidri migriralo je na povrsSinu posudice. U 17% jedinki doslo je do

izduzivanja lovki.

U 90% smedih hidri doSlo je do smanjenja podraZljivosti u odnosu na prvi dan te je 50% hidri
na podrazaj reagiralo usporeno, dok je ostalih 50% reagiralo sporo. Postotak relaksiranih hidri

povecao se za 20%. Dodatnih 20% hidri migriralo je na povrSinu.
Treéi dan izduzivanje lovki zabiljezeno je u dodatnih 16% zelenih hidri.

U smedih je hidri doSlo do smanjenja podraZljivosti. Gotovo nikakvu reakciju na podrazaj
pokazivalo je 20% jedinki, dok je 70% hidri na podrazaj reagiralo spore te 10% hidri
usporeno. U 10% hidri dvije su se lovke reducirale do same baze. Postotak relaksiranih hidri
smanjio se za 20%, dok je kontrakcija tijela zabiljezena u 30% hidri. Dodatnih 30% hidri

migriralo je na povrSinu posudice.
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3.1.3. Promjene u zelene i smede hidre pri 0,365 g/L Na;SiOs

Prvi dan 3% zelenih hidri je propupalo. Kontrakcija tijela zabiljezena je u 6% hidri. U 3%
hidri zabiljezena je usporena reakcija na podrazaj, dok je podrazljivost u preostalih 97% bila

normalna.

U svih smedih hidri zabiljeZzena je usporena rekacija na podrazaj. Na povrSinu posudice
migriralo je 10% jedinki. Relaksacija tijela zabiljeZena je u 50% hidri, dok je 10% hidri bilo

kontrahirano.

Drugog dana u zelenih je hidri zabiljezena smrtnost od 6%. Podrazljivost se smanjila te je
66% hidri na podrazaj reagiralo usporeno. Doslo je do redukcije triju lovki u 3% hidri, dok je
u 7% hidri doslo do skradivanja lovki. Nije zabiljezena pojacana kontrahiranost tijela kod

nijedne hidre za razliku od proteklog dana.

Reakcija na podrazaj u smedih hidri smanila se u odnosu na prvi dan te je 40% hidri na
podrazaj reagiralo sporo, dok je 60% hidri reagiralo usporeno. Lovke su izduzene u 60%

jedinki te je u 10% hidri doslo do reduciranja triju lovki na 1/3 duzine.

Treceg dana doslo je do redukcije triju lovki do same baze u 3% hidri, do redukcije dvije
lovki u 3% zelenih hidri te do redukcije jedne lovke u takoder 3% hidri. Na povrsinu posudice
migriralo je 7% jedinki te je 3% hidri propupalo.

U smedih hidri 30% jedinki nije reagiralo na podrazaj, dok su ostale reagirale sporo. Lovke su
reducirane do same baze u 40% jedinki, 10% hidri imalo je reduciranu jednu lovku i jo§ 10%

dvije. Doslo je do kontrahiranja tijela u 40% hidri.

3.1.4. Promjene u zelene i smede hidre pri 0,38 g/L Na,SiOs

Prvi dan zelene hidre su na podrazaj reagirale sporo i slabim kontrakcijama (43%). U 40%
hidri je doslo do potpune redukcije svih lovki, 7% hidri imalo je Cetiri lovke, 3% hidri dvije
lovke, dok su u 13% hidri lovke bile nejednoliko kontrahirane. Do promjene u kontrakciji

tijela je doslo u 6% hidri, od ¢ega je 3% bilo pojacano kontrahirano, a ostalih 3% relaksirano.

Sve smede hidre na podrazaj su reagirale usporeno. U 10% hidri lovke su izduzene.
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Drugi dan zelene hidre su na podrazaj reagirale brze nego dan ranije. Kontrahiranost tijela je
bila prisutna u 3% hidri koje su imale oblik kuglice. Do potpune redukcije triju lovki doslo je
u 13%, dok je do potpune redukcije dviju lovki doslo je u 10% hidri. Potpuni gubitak lovki
zabiljezen je u 3% hidri. Doslo je do izlu¢ivanja sluzi u 23% jedinki. Iskrivljeno stopalo

zabiljezeno je u 13% hidri.

Reakcija na podrazaj bila je brza u odnosu na dan ranije u 30% smedih hidri, dok je u
preostalih 70% reakcija na podrazaj i dalje bila usporena. Tijelo je relaksirano u 70% hidri,
dok je u 10% zabiljezena kontrakcija tijela. U dodatnih 50% hidri doslo je do izduzivanja

lovki.

Treci dan tijelo je relaksirano u 3% hidri. Sporija reakcija na podrazaj u odnosu na drugi dan
zabiljezena je u 3% hidri te su one reagirale usporeno, dok je preostalih 97% hidri na podrazaj
reagiralo brzom kontrakcijom i relaksacijom tijela. Lovke su se pocele regenerirati kod hidri

koje su drugi dan imale smanjeni broj. Povecan je broj hidri koje izlucuju sluz (33%).

U 10% smedih hidri reakcija na podrazaj bila je usporena, u 50% spora, dok 20% hidri na

podrazaj nije reagiralo. Lovke su gotovo potpuno reducirane u 20% smedih hidri.

3.1.5. Promjene u zelene i smede hidre pri 0,39 g/L Na,SiOs

Prvi dan je zabiljezena smrtnost u 3% zelenih hidri. Do potpunog gubitka lovki doslo je u
33% hidri. Smanjeni broj lovki imalo je 10% hidri, dok je skracene lovke imalo takoder 10%
hidri. Do relaksacije tijela doslo je u 7% hidri, dok je u 10% ono bilo kontrahirano.

Deformacija stopala javila se u 10% hidri.

Reakcija na podrazaj u 90% smedih hidri bila je usporena te spora u ostalih 10%. U 10% hidri

lovke su se reducirale na 1/3 duzine. Tijelo je relaksirano u 80% hidri i kontrahirano u 10%.

Drugi dan u zelenih je hidri zabiljezena smrtnost od 3%. Doslo je do potpunog gubitka lovki
u 7% hidri, do redukcije dviju lovki u 17%, do redukcije tri lovke u 10% hidri. Tijelo je
relaksirano u dodatnih 3% hidri i kontrahirano u dodatnih 4%. Sluz je lucilo 22% hidri.

Dodatnih 4% hidri migrirao je na povrSinu posudice.

Smrtnost smedih hidri drugi dan bila je 10%. Normalna podrazljivost zabiljezena je u 33%
hidri, dok je u 67% ona bila usporena. U 11% hidri zabiljezene su tri lovke u fazi raspada. U
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ostalih su hidri lovke bile neostecene. Tijelo dodatnih 23% hidri je kontrahirano. Migracija na

povrsinu zabiljezena je u 11% hidri.

Treéi dan zabiljezena je smrtnost 7% zelenih hidri. Reakcija na podrazaj bila je spora u 35%
hidri. Preostalih 65% na podrazaj je reagiralo brzom kontrakcijom i relaksacijom tijela. Broj
lovki smanjen je u dodatnih 6% hidri, a lovke su izduzene postotak u 14%. Sluz je izlucilo
23% hidri.

Smrtnost smedih hidri tre¢i dan bila je 22%. Usporena reakcija na podrazaj zabiljezena je u
90% hidri, dok je 10% hidri na podrazaj reagiralo sporo. Doslo je do potpung gubitka lovki u
29% hidri, dok je smanjeni broj lovki imalo 3% hidri viSe nego dan ranije. Na podlozi je

lezalo 3% hidri vise nego drugi dan.

Promjene na lovkama tijekom tri dana pokusa u zelenih hidri prikazane su u tablici 1, a one u
smedih hidri prikazane su u tablici 2. Ostale morfoloske promjene u zelenih i smedih hidri

prikazane su u tablicama 3 i 4, dok su promjene podrazljivosti iznijete u tablicama 5 1 6.
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Tablica 1. Promjene na lovkama u zelenih hidri tijekom obrade u otopinama natrijevog metasilikata.

DAN 1.

Koncentracija otopine
natrijevog metasilikata

lzduZene lovke

Skracene lovke

Smanjeni broj

Potpuni gubitak

(&/L) (%) (%) lovki (%) lovki (%)
Kontrola 0 0 0 0

0,05 0 0 0 0

0,365 0 26 0 10

0,38 0 7 10 40

0,39 0 10 10 33
DAN 2.

Koncentracija otopine
natrijevog metasilikata

lzduzene lovke

Skracene lovke

Smanjeni broj

Potpuni gubitak

(&/L) (%) (%) lovki (%) lovki (%)
Kontrola 0 0 0 0
0,05 17 0 0 0
0,365 0 7 3 0
0,38 10 0 23 3
0,39 21 7 29 7
DAN 3.

Koncentracija otopine
natrijevog metasilikata

lzduzene lovke

Skracene lovke

Smanijeni broj

Potpuni gubitak

(&/L) (%) (%) lovki (%) lovki (%)
Kontrola 0 0 0 0
0,05 33 0 0 0
0,365 0 0 9 0
0,38 0 3 23 0
0,39 35 0 35 0
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Tablica 2. Promjene na lovkama u smedih hidri tijekom obrade u otopinama natrijevog metasilikata.

DAN 1.

Koncentracija otopine

natriievog metasilikata Izduzene lovke Skracene Smanjeni broj Potpuni gubitak lovki

] %g ) (%) lovke (%) lovki (%) (%)

Kontrola 50 0 0 0

0,05 70 0 0 0

0,365 0 0 0 0

0,38 10 0 0 0

0,39 0 10 0 0

DAN 2.

:;:;23;”;:’;::;5::; IzduZene lovke Skracene Smanjeni broj Potpuni gubitak lovki

. %g ) (%) lovke (%) lovki (%) (%)

Kontrola 50 0 0 0

0,05 70 0 0 0

0,365 60 0 0 0

0,38 60 0 0 0

0,39 0 22 0 0

DAN 3.

r:(;:)t:ic'z\r::,ra:::t::ﬁs::; Izduzene lovke Skracene Smanjeni broj Potpuni gubitak lovki

. ?g o (%) lovke (%) lovki (%) (%)

Kontrola 44 0 11 0

0,05 70 0 10 0

0,365 0 10 10 40

0,38 0 0 0 20

0,39 0 0 14 29
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Tablica 3. Morfoloske promjene zelenih hidri tijekom obrade otopinama natrijevog metasilikata.

DAN 1.
natlficj,:\fsgzaectgzi(l)i::;ﬂn(z 1) Smrtnost (%) Pupanje (%) Kontrakcija (%) Relaksacija (%) Deformacija stopala (%) mf:;ﬂta(;a)
Kontrola 0 13 0 0 0 15
0,05 0 0 0 0 0 17
0,365 0 3 6 0 0 0
0,38 0 0 3 3 0 17
0,39 3 0 10 7 10 3
DAN 2.
natlfi(j):\fsgtr:lctgii;:(zz;n(eg 1) Smrtnost (%) Pupanje (%) Kontrakcija (%) Relaksacija (%) Deformacija stopala (%) 2’:5:;::1 a(;a;
Kontrola 0 0 0 0 0 15
0,05 0 0 0 0 0 20
0,365 6 0 0 0 0 0
0,38 0 0 3 0 13 0
0,39 3 0 14 10 4 7
DAN 3.
natlfij?:\f:;:\z(:;iiﬁ:(zz;n((eg 1) Smrtnost (%) Pupanje (%) Kontrakcija (%) Relaksacija (%) Deformacija stopala (%) 2’:5:;:::‘ a(;a)
Kontrola 0 0 0 0 0 0
0,05 0 0 0 0 0 20
0,365 0 3 0 0 0 7
0,38 0 0 3 3 7 3
0,39 7 0 0 4 0 8
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Tablica 4. Morfoloske promjene smedih hidri tijekom obrade otopinama natrijevog metasilikata.

DAN 1.
natlficj,:\fsgtr:lctgzi‘l)i:;rt);n(eg /1) Smrtnost (%) Pupanje (%) Kontrakcija (%) Relaksacija (%) Deformacija stopala (%) r':’:f:;:::‘a(:;)
Kontrola 0 0 0 50 0 0
0,05 0 0 0 10 0 10
0,365 0 0 10 50 0 10
0,38 0 0 0 0 0 0
0,39 0 0 10 80 0 0
DAN 2.
natfi?::sgzlctliiizr:::;n(eg 1) Smrtnost (%) Pupanje (%) Kontrakcija (%) Relaksacija (%) Deformacija stopala (%) ﬂf:;‘:ta(;a)
Kontrola 0 0 0 50 0 0
0,05 0 0 0 80 0 30
0,365 0 0 0 70 0 10
0,38 0 0 10 70 0 0
0,39 10 0 33 67 0 11
DAN 3.
na tlficj):\f:;tn;aectgiizr;f;n(eg /1) Smrtnost (%) Pupanje (%) Kontrakcija (%) Relaksacija (%) Deformacija stopala (%) I';’:f:;‘::‘a(;a)
Kontrola 10 0 33 44 0 33
0,05 0 0 30 60 0 60
0,365 0 0 40 30 0 10
0,38 0 0 10 50 0 0
0,39 22 0 0 43 0 0
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Tablica 5. Podrazljivost zelenih hidri tijekom obrade otopinama natrijevog metasilikata.

DAN 1
Koncentracija .
otopine j Normalna Usporena Spora GOtOV? nikakva
natrijevog reakcija (%) reakcija (%) reakcija (%) reakcu:i, mzma
metasilikata (g/L) reakcije (%)
Kontrola 100 0 0 0
0,05 100 0 0 0
0,365 97 3 0 0
0,38 57 3 40 0
0,39 59 0 a1 0
DAN 2
Koncentracija .
otopine j Normalna Usporena Spora GOtOV? nikakva
natrijevog reakcija (%) reakcija (%) reakcija (%) reakcuzi, mzma
metasilikata (g/L) reakcije (%)
Kontrola 100 0 0 0
0,05 100 0 0 0
0,365 34 66 0 0
0,38 100 0 0 0
0,39 96 4 0 0
DAN 3
Konce"t.facua Gotovo nikakva
otopine Normalna Usporena Spora .
natrijevog reakcija (%) reakcija (%) reakcija (%) re«’:‘kcu?‘, neoma
metasilikata (g/L) reakcije (%)
Kontrola 100 0 0 0
0,05 100 0 0 0
0,365 100 0 0 0
0,38 97 3 0 0
0,39 65 0 35 0

(normalna reakcija prikazuje brzu kontrakciju i relaksaciju tijela; usporena reakcija prikazuje
nesto sporiju kontrakciju i relaksaciju tijela u odnosu na reakciju kontrolnog uzorka; spora
reakcija prikazuje sporu i slabu kontrakciju i relaksaciju tijela; gotovo nikakva reakcija prikazuje
jako slabu kontrakciju i relaksaciju tijela, tj. nema reakcije)
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Tablica 6. Podrazljivost smedih hidri tijekom obrade otopinama natrijevog metasilikata.

DAN 1
Koncentracija .
otopine j Normalna Usporena Spora Gotov? nikakva
natrijevog reakcija (%) reakcija (%) reakcija (%) reako?', nt:ma
metasilikata (g/L) reakcije (%)
Kontrola 50 50 0 0
0,05 920 0 10 0
0,365 0 100 0 0
0,38 0 100 0 0
0,39 0 90 10 0
DAN 2
Koncentracija .
otopine j Normalna Usporena Spora Gotov? nikakva
natrijevog reakcija (%) reakcija (%) reakcija (%) reakcu;i, nema
metasilikata (g/L) reakcije (%)
Kontrola 0 50 50 0
0,05 0 50 50 0
0,365 0 60 40 0
0,38 30 70 0 0
0,39 33 67 0 0
DAN 3
Koncentracija .
otopine : Normalna Usporena Spora Gotov.(.) nikakva
natrijevog reakcija (%) reakcija (%) reakcija (%) reakcu:i, nema
metasilikata (g/L) reakcije (%)
Kontrola 0 44 44 12
0,05 0 10 70 20
0,365 0 0 70 30
0,38 20 10 50 20
0,39 0 0 100 0

(normalna reakcija prikazuje brzu kontrakciju i relaksaciju tijela; usporena reakcija prikazuje
nesto sporiju kontrakciju i relaksaciju tijela u odnosu na reakciju kontrolnog uzorka; spora
reakcija prikazuje sporu i slabu kontrakciju i relaksaciju tijela; gotovo nikakva reakcija prikazuje
jako slabu kontrakciju i relaksaciju tijela, tj. nema reakcije)
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3.2. CitoloSko-histoloSke promjene na zelenoj hidri izazvane

natrijevim metasilikatom

Kako bismo analizirali citolosko — histoloske promjene u gradi hidre nakon obrade
natrijevim metasilikatom, usporedili smo strukturu kontrolnih i obradenih hidri. Hidre su

uklopljene u paraplast, obojene i analizirane pod svjetlosnim mikroskopom.

U kontrolnih, neobradenih jedinki Stani¢ni slojevi bili su neosteceni i lako razlucivi,
mezogleja neprekinuta i prisutni svi stani¢ni tipovi. U bazalnom dijelu gastrodermalnih
mioepitelnih stanica bile su vidljive alge, poredane jedna iznad druge u formacije nalik na

pravilne stupice (slika 6).

Minimalna debljina mezogleje iznosila je 0,18 um, a maksimalna debljina 0,66 um. Raspon

izmjerenih vrijednosti bio je 0,48 um, a srednja vrijednost 0,30 um (slika 14).

Minimalna duzina mioepitelnih stanica ektoderma iznosila je 1,76 um, a maksimalna duzina
5,46 um. Raspon izmjerenih vrijednosti bio je 3,70 um, a srednja vrijednost 3,62 um (slika
15).

Minimalna duzina mioepitelnih stanica gastroderma iznosila je 4,41 um, a maksimalna duzina
11,45 pum. Raspon izmjerenih vrijednosti bio je 7,04 um, a srednja vrijednost 6,05 pm.
Minimalna $irina stanica gastroderma iznosila je 1,89 um, a maksimalna Sirina 5,29 pm.

Raspon izmjerenih vrijednosti bio je 3,4 um, a srednja vrijednost 3,22 um (slika 17).

Slika 6. Stanicni slojevi (ektoderm i gastroderm) te medusloj mezogleja u kontrolnog uzorka zelene hidre, drugi
dan nakon postavljanja pokusa. Uzorci su fiksirani, uklopljeni u paraplast i obojeni toluidinskim modrilom. a:
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strelica — mezogleja, dvije strelice — alge unutar gastrodermalnih mioepitelnih stanica. b: tri strelice —
ektoderm, Cetiri strelice — gastroderm. Povecanje 1000x.

Citolosko — histoloska analiza zelenih hidri obradenih 0,365 g/L otopinom natrijevog
metasilikata pokazala je oStecenja ektoderma na pojedinim mjestima. Mezogleja je bila
vidljiva i dobro definirana, osim na spomenutim mjestima o$tecenja, gdje je dijelom bila
naborana. Intersticijske stanice su bile prisutne u velikom broju. Gastroderm nije bio oStecen,
te su duz cijelog tijela bile vidljive velike gastrodermalne mioepitelne stanice. Zimogene

stanice nisu uocene. Alge su bile prisutne u manjem broju (slika 7).

Minimalna debljina mezogleje iznosila je 0,09 um, a maksimalna debljina 0,31 um. Raspon
izmjerenih vrijednosti bio je 0,22 pum, a srednja vrijednost 0,19 pum (slika 10).

Minimalna duzina mioepitelnih stanica ektoderma iznosila je 0,7 um, a maksimalna duzina
2,56 um. Raspon izmjerenih vrijednosti bio je 1,86 um, a srednja vrijednost 1,46 um (slika
11).

Minimalna duzina mioepitelnih stanica gastroderma iznosila je 4,76 um, a maksimalna duzina
8,02 um. Raspon izmjerenih vrijednosti bio je 3,26 um, a srednja vrijednost 3,22 um (slika
12).

Minimalna Sirina mioepitelnih stanica gastroderma iznosila je 3,26 um, a maksimalna $irina
9,69 um. Raspon izmjerenih vrijednosti bio je 6,43 um, a srednja vrijednost 6,37 um (slika
13).

Slika 7. Stanicni slojevi (ektoderm i gastroderm) te medusloj mezogleja u zelena hidre tretirane s 0,365 g/L
Na2SiOs, drugi dan nakon postavljanja pokusa. Uzorci su fiksirani, uklopljeni u paraplast i obojeni toluidinskim
modrilom (strelica — oStecenje ektoderma, dvije strelice — gastrodermalne mioepitelne stanice s malo algi, tri
strelice — mezogleja). Povecanje 1000x.
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Citolosko — histoloska analiza zelenih hidri obradenih 0,38 g/L otopinom natrijevog
metasilikata pokazala je da se stani¢ni slojevi teSko mogu razaznati, te reduciran i oSteCen
ektoderm koji je nedostajao na nekim mjestima. Mezogleja nije bila vidljiva. Stanice
gastroderma su se tesko mogle razluciti jedna od druge. Gastroderm je bio u stanju
raspadanja. Alge su bile vidljive, no nepravilno smjestene unutar gastrodermalnih stanica.
Manji broj algi bio je prisutan i u gastrovaskularnoj Supljini (slika 8). Zbog oStecenja
stanicnih slojeva, na preparatima iz ove koncentracije nije bilo moguée mjeriti debljinu
mezogleje niti duzinu ektodermalnih mioepitelnih stanica. Izmjerene su vrijednosti duzine i

Sirine gastrodermalnih mioepitelnih stanica.

Minimalna duzina mioepitelnih stanica gastroderma iznosila je 3,92 um, a maksimalna
vrijednost 7 um. Raspon izmjereih vrijednosti bio je 3,08 pum, a srednja vrijednost 5,35 pm
(slika 12).

Minimalna Sirina mioepitelnih stanica gastroderma iznosila je 3,17 pum, a maksimalna
vrijednost 8,46 um. Raspon izmjerenih vrijednosti bio je 5,26 um, a srednja vrijednost 5,36
um (slika 13).
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Slika 8. Stanicni slojevi (ektoderm i gastroderm) te
medusloj mezogleja u zelene hidre tretirane s 0,38 g/L
NazSiOs, drugi dan nakon postavljanja pokusa. Uzorak je
fiksiran, uklopljen u paraplast i obojen toluidinskim
modrilom (strelica — gastrodermalne mioepitelne stanice
s nepravilno rasporedenim algama, dvije strelice — alge
unutar gastrovaskularne sSupljine, tri strelice — reducirani
ektoderm). Povecanje 1000x.
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CitoloSko — histoloSka analiza zelenih hidri obradenih 0,39 g/L otopinom natrijevog
metasilikata pokazala je tesku razlucivost stani¢nih slojeva. Mezogleja je bila vidljiva tek

mjesimi¢no. Gastrovaskularna Supljina je bila reducirana, a alge rasprSene po cijelom tijelu
hidre (slika 9).

Mjerenja se nisu mogla izvrsiti.

Slika 9. Preparat zelene hidre tretirane s 0,39 g/L NaxSiOs, drugi dan
nakon postavljanja pokusa. Stani¢ni slojevi (ektoderm i gastroderm)
te medusloj mezogleja reducirani i tesko razlucivi. Uzorak je fiksiran,

uklopljen u paraplast i obojen toluidinskim modrilom. Poveéanje
1000x.
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Slika 10. Debljina mezogleje (um) u neobradenih hidri (kontrola) i zelenih hidri
tretiranih s 0,365 g/L otopinom natrijevog metasilikata drugi dan nakon
postavljanja pokusa (* - statisticka znacajnost razlike, p<0,05).
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Slika 11. DuZina mioepitelnih stanica ektoderma (um) u neobradenih hidri
(kontrola) i zelenih hidri tretiranih s 0,365 g/L otopinom natrijevog metasilikata
drugi dan nakon postavljanja pokusa.

29
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Slika 12. Duzina mioepitelnih stanica gastroderma (um) u neobradenih hidri
(kontrola) i zelenih hidri tretiranih s 0,365 i 0,38 g/L otopinama natrijevog
metasilikata drugi dan nakon postavljanja pokusa.
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Slika 13. Sirina mioepitelnih stanica gastroderma (um) u neobradenih hidri
(kontrola) i zelenih hidri tretiranih s 0,365 i 0,38 g/L otopinama natrijevog
metasilikata drugi dan nakon postavljanja pokusa.
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3.3. CitoloSke promjene na algama

Usporedena je citoloska analiza algi u zelenih hidri obradenih razli¢itim koncentracijama

natrijevog metasilikata te zelenih hidri kontrolnog uzorka.

Analiza kontrolnog uzorka pokazala je da je minimalni promjer stanica algi u
gastrodermalnim mioepitelnim stanicama zelenih hidri iznosio 1,45 um, a maksimalni
promjer 3,39 um. Raspon izmjerenih vrijednosti bio je 1,94 um, a srednja vrijednost 2,44 um.

Minimalna povrsina stanice algi iznosila je 2,37 pm, a maksimalna povrsina 5,94 um. Raspon

izmjerenih povrsina bio je 3,57 um, a srednja vrijednost 4,16 um.
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Slika 14. Alge roda Chlorella iz zelene hidre u
neobradenom kontrolnom uzorku, drugi dan
nakon postavljanja pokusa. Poveéanje 1000x.

Analiza algi Chlorella iz zelene hidre tretirane vodenom otopinom natrijevog
metasilikata koncentracije 0,05 g/L Na>SiOs pokazala je da je minimalni promjer stanica algi
iznosio je 1,63 um, a maksimalni promjer 3 um. Raspon izmjerenih vrijednosti bio je 1,37

um, a srednja vrijednost 2,42 um.

Minimalna povrsina stanica algi iznosila je 1,43 um, a maksimalna povrsina 5,25 pm. Raspon

izmjerenih vrijednosti bio je 3,82 pm, a srednja vrijednost 3,20 pm.
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Slika 15. Alge roda Chlorella iz zelene hidre
tretirane vodenom otopinom natrijevog silikata
koncentracije 0,05 g/L, drugi dan nakon
postavljanja pokusa. Povecanje 1000x.

Analiza algi Chlorella iz zelene hidre tretirane vodenom otopinom natrijevog
metasilikata koncentracije 0,365 g/L Na,SiOz pokazala je da je minimalni promjer stanica algi
iznosio 1,89 um, a maksimalni promjer 3,44 um. Raspon izmjerenih vrijednosti bio je 1,55

pum, a srednja vrijednost 2,44 um.

Minimalna povrSina stanica iznosila je 2,19 um, a maksimalna povrsina 5,72 um. Raspon

mjerenih vrijednosti bio je 3,53 um, a srednja vrijednost 3,76 pm.

Slika 16. Alge roda Chlorella iz zelene hidre
tretirane vodenom otopinom natrijevog
metasilikata koncentracije 0,365 g/L, drugi dan
postavljanja pokusa. Povecanje 1000x.
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Analiza algi Chlorella iz zelene hidre tretirane vodenom otopinom natrijevog
metasilikata koncentracije 0,38 g/L NaxSiOs pokazala je da je minimalni promjer stanica bio
1,5 wm, a maksimalni promjer 3,04 um. Raspon izmjerenih vrijednosti bio je 1,54 pum, a
srednja vrijednost 2,03 um.

Minimalna povrsina stanica algi iznosila je 1,47 um, a maksimalna povr$ina 4,03 um. Raspon

izmjerenih vrijednosti bio je 2,56 um, a srednja vrijednost 2,46 pm.

Slika 17. Alge roda Chlorella iz zelene hidre
tretirane vodenom otopinom natrijevog
metasilikata koncentracije 0,38 g/L, drugi dan
postavljanja pokusa. Povecanje 1000x.

Analiza algi Chlorella iz zelene hidre tretirane vodenom otopinom natrijevog
metasilikata koncentracije 0,39 g/L NaSiOz pokazala je da je minimalni promjer stanica
iznosio 1,72 um, a maksimalni promjer 3,48 um. Raspon izmjerenih vrijednosti bio je 1,76

um, a srednja vrijednost 2,49 um.

Minimalna povrs$ina stanica algi iznosila je 2,04 um, a maksimalna povrsina 5,71 pm. Raspon
izmjerenih vrijednosti bio je 3,67 um, a srednja vrijednost 3,84 pm.
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Slika 18. Alge roda Chlorella iz zelene hidre
tretirane vodenom otopinom natrijevog
metasilikata koncentracije 0,39 g/L, drugi dan
postavljanja pokusa. Povecanje 1000x.
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Slika 19. Promjer stanica (um) algi Chlorella u zelenih hidri obradenih razli¢itim
koncentracijama natrijevog metasilikata drugi dan nakon postavljanja pokusa
(kontrola — stanice neobradenih hidri; 0,05, 0,365, 038, 0,39 — koncentracije
natrijevog metasilikata (g/L); * - statisticka znacajnost razlike u odnosu na
kontrolu, p<0,05).
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Slika 20. Povrsina stanica (um?) algi Chlorella u zelenih hidri obradenih razli¢itim
koncentracijama natrijevog metasilikata drugi dan nakon postavljanja pokusa
(kontrola — stanice neobradenih hidri; 0,05, 0,365, 038, 0,39 — koncentracije
natrijevog metasilikata (g/L); * - statisticka znacajnost razlike u odnosu na
kontrolu, p<0,05).

35



4. RASPRAVA

U ovom je istrazivanju po prvi put pra¢en ucinak natrijevog metasilikata na zelenu i
smedu hidru. Zeljelo se odrediti kakve promjene toksikant uzrokuje te postoji li razlika u
ucinku na dvije vrste hidri. Razli¢ite vrste hidri razlikuju se u svojoj morfologiji, fiziologiji i
ekologiji pa je stoga moguce da se razlikuju i u odgovoru na stresore kao §to su razli¢ita
zagadivala. S obzirom da zelena hidra Zivi u simbiotskom odnosu s algama iz roda Chlorella,
zeljelo se utvrditi daje li joj takav odnos adaptivnu prednost u odgovoru na nepovoljne uvjete
okolisa poput izlozenosti razli¢itim toksikantima. Istrazivanjima ucinka razli¢itih organskih i
anorganskih tvari na razli¢ite vrste hidri utvrdeno je kako razlike u osjetljivosti medu hidrama
postoje (Karntarnut i Pascoe 2002). Dosada$nja istraZivanja pokazala su vecu toleranciju
zelene hidre prema odredenim Stetnim tvarima u odnosu na smedu hidru (Kalafati¢, 1997.).

Ipak, u slucaju teskih metala pokazala se osjetljivijom (Karntarnut i Pascoe 2002).

Dosadasnja istrazivanja ucinka natrijevog metasilikata na zive organizme ukljucuju
pokuse izvodene uglavnom na sisavcima poput Stakora, pasa i svinja. U tim pokusima
zabiljeZeno je da izazivaju iritacije o€iju, koze 1 diSnog sustava (Elmore 2005). IstraZzivanja na
beskralje$njacima manje su brojna. Pokusi na spuzvama (Spongia) pokazali su kako topivi
silikati imaju pozitivan u¢inak na ekspresiju gena za jednu vrstu kolagena, prisutnog i u tijelu
hidre (Pozzolini i sur. 2011). Kolagen je u hidri prisutan u nestani¢nom sloju mezogleji pa je
moguce da bi u slucaju dugotrajnog izlaganja hidre nizim koncentracijama ovog spoja moglo
do¢i do promjena u sastavu mezogleje. Kratkotrajnim izlaganjem koncentracijama
koriStenima u ovom istrazivanju zabiljezeno je da pri vi§im koncentracijama spoj uzrokuje
oste¢enja mezogleje, dok je pri nizim koncentracijama ona bila neoste¢ena. Koncentracije
0,05 i 0,365 g/L Na2SiOs mogle bi biti podobne za daljnja istrazivanja ucinka dugotrajnog

izlaganja hidri niskim koncentracijama natrijevog metasilikata na sastav mezogleje.

Poznato je da neki insekticidi uzrokuju brojne morfoloske i citolo§ko-histoloske promjene
na zelenim hidrama. U istraZivanjima ucinka insekticida Dimiline WP 25, Gamacide 20 i
Primore WP 20 zabiljezene promjene ukljucuju promjenu oblika tijela, skra¢ivanje lovki te
oste¢enja cijelih lovki i1 hipostomalne regije (Kalafati¢ i sur. 1994). Neke tvari, poput
insekticida Gamacide 20, mogu imati vrlo snazan ucinak na hidre i uzrokovati potpuno
ostecenje pojedinih dijelova tijela (Kopjar i sur. 1994). Najvecéa oStecenja prilikom tretiranja
hidri antibiotikom kloramfenikolom zabiljezena su na lovkama. Sli¢éne promjene zabiljezene

su i prilikom izlaganja natrijevom metasilikatu. Lovke su gradene od tankih epitelnih stanica
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pa natrijev metasilikat, kao i ostale tvari, lako prodire u njih i oste¢uje ih (Kovacevié i sur.
2001). Snazniji u¢inak spoj je oc¢ekivano imao pri vi§im koncentracijama, u kojima je doslo
do potpunog gubitka lovki, dok su u nizim koncentracijama promjene ukljuéivale skracivanje
lovki te smanjenje njihova broja. Najintenzivniji uéinak na zelene hidre zabiljezen je odmah
prvog dana pokusa te je u sljedeca dva dana doslo do regeneracije. U smedih hidri najveca
ostec¢enja lovki nastupila su tek tre¢i dan. Pokus je trajao upravo tri dana iz razloga $to je
toliko vremena potrebno za prodiranje toksikanta u sve slojeve hidre, no ¢ini se da postoji

razlika u brzini prodiranja u tijelo zelene i smede hidre.

Kontrahiranje i relaksiranje tijela poznat je obrambeni mehanizam hidri u nepovoljnim
uvjetima okoliSa (Kovacevi¢ i sur. 2015). Vece promjene izmedu relaksiranog i kontrahiranog
oblika tijela primije¢ene su u smedih hidri. Ve¢ u kontrolnoj skupini, smede su hidre
pokazivale povecanu relaksaciju tijela. Uzrok tome mogla bi biti njihova veca osjetljivost na
visoke temperature i/ili manjak kisika u posudicama u kojima su drzane u odnosu na zelene
hidre (Kovacevi¢ i Matuli¢ 2013). U tom bi slu¢aju povecanje povrsine tijela relaksacijom
mogao biti mehanizam kojim se nastoji povecati difuzija kisika u organizam. Do kontrakcije
tijela dolazi isprva u visim, a tre¢i dan, kada su i promjene na lovkama najintenzivnije, u svim
koncentracijama. Pojac¢ana kontrakcija tijela mehanizam je kojim hidre nastoje sprijeciti ili
smanjiti ulazak toksikanta u organizam (Kalafati¢ 1997). Takoder, dokazano je kako neke
tvari djeluju kao inhibitori kolinesteraze, $to uzrokuje produzeno stanje kontrakcije tijela
(Kalafati¢ i sur. 1991). S obzirom da je u ranijim istraZzivanjima pokazano kako natrijev
metasilikat ima mali ili nikakav u¢inak na inhibiciju kolinesteraze (EImore 2005), poja¢ana
kontrakcija tijela je u ovom slucaju vjerojatno mehanizam smanjenja ulaska toksikanta u

tijelo.

Smede 1 zelene hidre u kontrolnim skupinama reagirale su na mehanicki podrazaj
preparatorskom iglicom brzom kontrakcijom i relaksacijom tijela. Dio smedih hidri ve¢ je u
kontroli pokazivao usporenu podrazljivost. To bi moglo znaciti kako su eksperimentalni uvjeti
i prije dodavanja spoja Stetnije utjecali na smedu nego na zelenu hidru, Sto potvrduje
zapazanja da se zelena hidra bolje prilagodava promjenjivim uvjetima okoliSa zahvaljujuci
svojim endosimbiontima te kako simbiotski odnosi imaju vaznu ulogu u evoluciji
povecéavajuci bioloSke prednosti (Kovacéevié¢ i sur. 2009). Povecanje koncentracije natrijevog
metasilikata uzrokovalo je smanjenje podrazljivosti, odnosno sporiju kontrakciju i relaksaciju
tijela, u obje vrste hidri. U¢inak spoja na podrazljivost zelenih hidri bio je manji u odnosu na

smede hidre. Smatra se kako toksi¢ne tvari utjeCu na ziv€ani sustav hidri i smanjuju njegovu
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funkcionalnost (Kovacevi¢ i sur. 2015), a ovakvi rezultati podudaraju se s rezultatima

dobivenima u istrazivanju ucinka zeljeza na zelene i smede hidre.

Migracija na povrsinu posudice zabiljezena je u istrazivanjima toksi¢nosti mnogih tvari,
poput zeljeza i aluminija, na hidre (Kovacevi¢ i sur. 2007, 2015). Poznato je kako se u
nepovoljnim uvjetima okoliSa hidre ¢esto znaju odvojiti od podloge i migrirati u potrazi za
povoljnijim mikro-okolisem (Kovacevi¢ i sur. 2015). I u slucaju natrijevog metasilikata doslo
je do migracije hidri na povrs$inu, i to u obje vrste, §to ukazuje na njegovu toksi¢nost. Najveci
postotak zelenih hidri migrirao je prvi dan pokusa, a u sljedec¢a se dva dana smanjio. Za
razliku od toga, smede hidre su najvise migrirale tre¢i dan i1 to pri nizim koncentracijama
toksikanta. Pri viSim koncentracijama u isto su vrijeme smede hidre imale najslabiju
podrazljivost te su vjerojatno bile preslabe za migraciju. Ovakav trend ukazuje na to da
migracija moze posluziti kao mehanizam izbjegavanja Stetnog ucinka metasilikata samo pri

nizim koncentracijama.

Ako se usporedi stanje veli¢inom veéih smedih hidri tre¢i dan pokusa i veli¢inom manjih
zelenih hidri prvi dan pokusa, kada je toksi¢nost za svaku vrstu hidri bila najizrazenija, moze
se opaziti kako je u¢inak natrijevog metasilikata bio snazniji na smede hidre, pa se moze
pretpostaviti da bi prirodne populacije smedih hidri bile visSe pogodene izlaganjem
metasilikatu. Zelene hidre, iako s izraZenim oSte¢enjima lovki prvi dan pokusa, zadrzale su
normalnu podrazljivost, a kako se tijekom sljedec¢a dva dana moze primijetiti i regeneracija
lovki, te kako je ukupan postotak migrirajucih zelenih hidri manji nego u smedih hidri, moglo
bi se pretpostaviti da bi u prirodnim ekosustavima lakSe podnijele izlaganje natrijevom
metasilikatu od smedih hidri. No, za provjeru takvih pretpostavki, bilo bi dobro pratiti uc¢inak
spoja na smede hidre U duzem vremenskom periodu da bi se provjerilo kako se smede hidre

oporavljaju nakon tre¢eg dana u odnosu na zelene hidre.

Iako je poznato da neke tvari mogu imati stimuliraju¢i u¢inak na pupanje, dok ga druge,
poput kloramfenikola, teSkih metala i pesticida, mogu inhibirati, u ovom istrazivanju nije
zabiljezen ucinak natrijevog metasilikata na nespolno razmnozavanje (Kalafati¢ i sur. 1991,
Kovacevi¢ i sur. 2001,). Najveci postotak smrtnosti zabiljezen je pri najvisoj koncentraciji

toksikanta u obje vrste hidri, no veéi postotak smrtnosti zabiljeZen je u smedih hidri.

Citolosko-histoloske promjene na zelenoj hidri uzrokovane natrijevim metasilikatom
ukljucivale su oStecenja stani¢nih slojeva ektoderma i gastroderma te nestanicnog medusloja

mezogleje. Spoj je uzrokovao stanjenje ektoderma te je na nekim mjestima doslo do njegova
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prekinuc¢a. Vanjski mukozni sloj bio je oSte¢en cijelom duzinom tijela. Mukozni sloj luce
mioepitelne stanice ektoderma, a sluzi kao zastita od nepovoljnih vanjskih utjecaja kao sto je
izlozenost razli¢itim Stetnim tvarima. Sli¢ni efekti na ektoderm i mukozni sloj primijeceni su
u dosadasnjim istrazivanjima toksi¢nosti nekih tvari na hidre. Tako insekticid pirimicarb u
zelenih hidri uzrokuje nestanak cjelokupnog mukoznog sloja, dok su u smedih hidri oSte¢enja
mjestimi¢na (Kalafati¢ i Kopjar 1995). Ucinak antibiotika kloramfenikola vidljiv je na oba
stani¢na sloja koja grade tijelo hidre, dok se oko tijela hidre mogu primijetiti povecane
koliCine sluzi, §to predstavlja obrambeni mehanizam kojim se nastoji sprijeciti ulazak Stetne
tvari u organizam ili mehanizam detoksifikacije (Kovacéevi¢ i sur. 2001). Povecano luéenje
sluzi zelenih hidri primije¢eno je pri ve¢im koncentracijama natrijevog metasilikata. 1z
histoloskih je preparata vidljivo kako Stetan u¢inak spoja zapocinje s oste¢enjima ektoderma i
vanjskog mukoznog sloja te da se pri viSim koncentracijama njegov Stetan ucinak §iri 1 na
gastroderm, pa tada dolazi i do ucinka na alge, odnosno njihov polozaj u gastrodermalnim
stanicama. Dok se u kontrolnih hidri alge nalaze smjeStene u bazalnom dijelu stanice, u
pravilnim formacijama nalik na stupiée, pri koncentraciji od 0,38 g/L doslo je do razbijanja
pravilnih formacija i nepravilnog rasporeda algi. Takav je toksi¢an ucinak na zelene hidre
zabiljezen i s pirimicarbom i kloramfenikolom (Kalafati¢ i Kopjar 1995, Kovacéevi¢ i sur.
2001) te moze se zakljuciti kako je uzrok tome ostecenje stani¢nog kostura u gastrodermalnim
stanicama. Pri jo$ visoj koncentraciji (0,39 g/L) alge su bile razbacane po cijeloj hidri, ali
u¢inak na (ultra)strukturu samih algi nije zamijeCen pa bi se moglo pretpostaviti kako
koriStene koncentracije metasilikata znatnije ne naruSavaju ovaj endosimbiotski odnos. To bi

mogao biti uzrok nesto vece otpornosti zelene hidre na djelovanje ovog toksikanta.

39



5. ZAKLJUCAK

Zbog Siroke upotrebe natrijevog metasilikata i ostalih vrsta topivih silikata u kozmeti¢koj
industriji i proizvodnji detergenata te zbog velike osjetljivosti akvatickih ekosustava, vazno je
poznavati ucinak koji topivi silikati imaju na zivotne zajednice u slatkim vodama. Razlicite
vrste hidri, kao vazna komponenta benti¢kih zajednica voda staja¢ica, zbog lako mijerljivih
morfoloskih i bihevioralnih promjena predstavljaju dobar modalni organizam u
ekotoksikologiji.

Istrazivanjem ucinka subletalnih koncentracija natrijevog metasilikata na zelene i smede
hidre pokazalo se da spoj ima toksi¢an u¢inak na obje vrste hidri te da uzrokuje migraciju,
morfoloske promjene i ostecenja, te usporava reakciju na mehanicki podrazaj. Najintenzivnije
promjene u zelenih su hidri zabiljezene prvi dan pokusa, dok su u smedih hidri one bile treci
dan. Najveca oste¢enja zabiljeZena su na lovkama te u smanjenju podrazljivosti na mehanicki
podrazaj u smedih hidri. Usporedbom rezultata utvrdeno je kako spoj ima vecu toksi¢nost za
smede hidre. Budu¢i da oStecenja algi nisu zamijecena i da do naruSavanja endosimbiotskog
odnosa dolazi tek dislokacijom algi, endosimbiotske alge bi mogle biti razlog zadrzavanja
vijabilnosti zelenih hidri. Zbog toga bismo mogli pretpostaviti kako bi zelena hidra u
prirodnim stani$tima lakSe podnijela kratkotrajno izlaganje natrijevom metasilikatu nego
smeda hidra. Za provjeru takvih pretpostavki, bilo bi dobro pratiti u¢inak spoja na smede
hidre u duzem vremenskom razdoblju kako bi se utvrdilo kako se oporavljaju nakon treceg
dana pokusa. Daljnja istraZivanja pracenjem ultrastrukturnih promjena zasigurno bi

pridonijela detaljnijem razumijevanju u€inka ovog spoja na beskraljesnjake i alge.

Natrijev metasilikat u viSim je koncentracijama uzrokovao oSte€enja stani¢nih slojeva te
nestani¢nog medusloja, mezogleje. U budu¢im istraZivanjima bilo bi dobro istraziti kakav

uc¢inak koncentracije 0,05 i 0,365 g/L Na»SiOz imaju na sastav mezogleje.

S obzirom na zapazene promjene u ovom istrazivanju, moze se zakljuciti da prisutnost
natrijevog metasilikata u ekosustavima u koncentracijama visim od 0,365 g/L ima direktan
ucinak na vijabilnost populacija zelenih i smedih hidri te indirektan ucinak na populacije
ostalih organizama koji su trofickim odnosima povezani s hidrama. Budu¢i da se intenzitet
oSte¢enja povecava s poviSenjem koncentracije te da pri viSim koncentracijama uzrokuje i
smrtnost, vise koncentracije bi u prirodi mogle imati znatniji uc¢inak na brojnost populacije
hidri.
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