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1. UuvOD



1.1. Hidra

Hidra je slatkovodni beskraljeznjak rasprostranjen po cijelom svijetu. Pripada koljenu
Cnidaria-Zarnjaci, razredu Hydrozoa obrubnjaci, redu Hydrioda, porodici Hydridae. Osim
hidra, u Zarnjake spadaju meduze i koralji. Meduze i koralji su rasprostranjeni u moru i
slatkim vodama dok su hidre iskljucivo slatkovodne. Ime Hydra potjece iz antickih mitova.
Tako se zvala neman kojoj bi iz svake odsjeCene glave narasle dvije nove glave
(ZAMAROVSKY, 1985). Regenerativne sposobnosti hidre su izuzetne (KALAFATIC I
SUR., 2001) te je hidra Klasican modelni organizam za razumijevanje fundamentalnih
razvojnih procesa (SIEBERT | SUR., 2007). Tijelo hidre je cilindri¢nog oblika. Na apikalnom
kraju se nalazi hipostom s lovkama, u sredini je gastralna regija s pupnom regijom i na

bazalnom kraju sa nalazi stopalo (SLIKA 1).

Slika 1. Hidra (preuzeto s interneta: www.adrianoejean.blogspot.com)

Zarnjaci su dobili ime po Zarnicama ili nematocistama, jednim od najkompleksnije
gradenim stani¢énim organelima u zivotinjskom svijetu koji se nalaze u zarnim stanicama ili
nematocitama. U tijelu hidre Zarne stanice najgusce su rasprostranjene U lovkama i u podrucju
hipostoma. Uloga im je hvatanje plijena ili obrana. SadrZe neurotoksine kojima omamljuju
zrtvu kao i bodezi¢e kojima Zrtvu probadaju te je pomocu niti privuku hipostomu gdje se
nalaze usta i progutaju. Na usta se nastavlja gastralna Supljina koja sluzi za ekstracelularnu
probavu hrane pomocu zimogenih Stanica koje luc¢e probavne enzime u gastralnu Supljinu.
Hrana se probavlja i intracelularno. Difuzijom hrana dospijeva u sve dijelove tijela hidre, dok
kontrakcijama cijelog tijela izbacuje neprobavljene tvari kroz hipostom. Hidre se hrane

bakterijama, algama, malim ra¢i¢ima i li¢inkama kukaca koje lovkama prinose usnom otvoru.



Difuzija se takoder koristi 1 za izmjenu plinova odnosno disanje Zivotinje. Obitavaliste hidri je
dno, vodeno bilje i kamenje za koje su pri¢vrs¢ene 1 uglavnom su sedentarni organizmi.
Plutaju pomocu plinskog mjehura kojeg stvara bazalna ploca stopala. Ona drzi hidru
pri¢vrséenu za dno ili povrSinu biljke vodi. Kretanje hidri omogucuju kontrakcije cijelog tijela
kao i lovke. Cimbenici okoli$a su glavni uzrok pokretanja i migracije hidri.

Hidre se razmnoZavaju spolno i nespolno (MATONICKIN, 1978). Nespolno razmnoZavanije
ili pupanje odvija se u gastralnom dijelu koji obuhvaca pupnu regiju. Spolno razmnozavanje
hidri je rjede i tada se formiraju muske i Zenske gonade. Formiranje gonada stimuliraju
¢imbenici okolisa, poput temperature, pH medija, koncentracije O, CO, te gladovanja
(BURNETT, 1973; KUZNETSOV | SUR., 2001).

Kod Zarnjaka prvi puta nalazimo zivcani sustav. To je jedan od najprimitivnijih ziv€anih
sustava budu¢i da su ziv€ane stanice rasporedene jednako po Citavom tijelu i provode ziv€ane
impulse u svim smjerovima (BURNETT, 1973). Rezultat podrazaja hidre je reakcija Citavog

tijela, odnosno kontrahiranje tijela i lovki te viSestruko smanjenje njihove duljine.

1.2. HistoloSka i citoloska grada hidre

Tijelo hidre je troslojno, izgradeno od ektoderma, mezogleje i gastroderma (SLIKA 2).
Vanjski stani¢ni sloj se naziva ektoderm, a graden je od mioepitelnih, intersticijskih i ziv€anih
stanica, knidoblasta i knida. Osnovne stanice ektoderma su mioepitelne stanice koje sezu od
povrsine ektoderma do mezogleje. Njihov apikalni dio je sekrecijski aktivan i proizvodi
mukozni omota¢ koji stiti hidru od mehanickih ostecenja i gubitka vode i soli iz tijela.
Sekrecijska aktivnost je najveca u podrucju stopala jer je tim dijelom tijela hidra pri¢vr$¢ena

za podlogu.
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Slika 2. Prikaz citoloSko histoloske grade hidre (preuzeto sa interneta www.tutorvista.com)

Stanice izmedu mioepitelnih stanica su intersticijske stanice koje tijekom embriogeneze
nisu diferencirane, ve¢ su rezervne stanice kod kojih je pojacana mitoti¢ka aktivnost i imaju
sposobnost diferenciranja u druge ektodermalne stanice.

Zarnice stanice knidocite ili nematocite su stanice koje sadrze knidociste odnosno knide ili
nematociste. Zarne i Zljezdane stanice javljaju se usporedo s pojavom Zarnjaka (HWANG |
SUR., 2007). Nematocite nastaju iz nematoblasta i podijeljene su prema funkciji u cetiri
skupine: penetrante, koje poput harpuna probadaju plijen, glutinante, koje svojom ljepljivos¢u
hvataju plijen, volvente, koji su nalik uZzetu za hvatanje i ptihociste, koje nalazimo u
zadruznim vrstama. Baterije su nakupine knida koje reagiraju na mehanicki i kemijski
podraZaj. Zivéane stanice su motorne, osjetne i neurosekretorne. Na hipostomu je opisan
ziv€ani prsten koji je slican srediSnjem ziv€anom sustavu razvijenijih zivotinja te je statican i
stabilan u usporedbi s mrezastim Zivéanim sustavom (KOIZUMI, 2002).

Mezogleja nije gradena od stanica i nalazi se izmedu stani¢nih slojeva ektoderma i
gastroderma. Zelatinozne je grade i sadrzi kolagen, lipide, proteine i ugljikohidrate.
Mezogleja omoguéuje prolaz hrane kao i migraciju stanica tijekom regeneracije (ZNIDARIC,
1970). Nastanku mezogleje doprinose i ektoderm i gastroderm (ZHANG | SUR., 2005). Voda

je sastavni dio mezogleje i to u velikoj koli¢ini tako da mezogleja sluzi i kao potporanj hidri.



Gastrovaskularnu Supljinu oblaze gastroderm koji se sastoji od gastrodermalnih
mioepitelnih stanica i zimogenih stanica. Bazalna membrana gastrodermalnih mioepitelnih
stanica je pri¢vrsé¢ena za mezogleju. U tom dijelu koji grani¢i s mezoglejom nalaze se kruzno
postavljena miSi¢na vlakna ¢ijom se relaksacijom i kontrakcijom hidra opusta ili steze.
Membrane apikalnog dijela stanica ¢ine mikrovile koji kontrakcijom povecavaju povrSinu
apsorpcije hrane. Zimogene stanice koje su vrcastog oblika nalaze se tanjim dijelom stanice
vezane za mezogleju, a Siri im strSi u gastrovaskularnu Supljinu. Sadrze granule ispunjene
hidrolitickim enzimima koje omogucuju ekstracelularnu probavu (BURNETT, 1973).
Sudjeluju u regeneraciji hidre tako da se dediferenciraju u gastrodermalne intersticijske

stanice koje se dalje dijele i diferenciraju u druge tipove stanica (ZNIDARIC, 1971).

1.3. Zelena hidra Hydra viridissima Pallas i smeda hidra Hydra oligactis Pallas

Zelena hidra (Hydra viridissima Pallas) i smeda hidra (Hydra oligactis Pallas) morfoloski i
histoloski anatomski imaju jednak plan grade, medutim, promatrajuci ih odmah se primjecuje
razli¢ita boja Citavog tijela. Zelena boja zelene hidre potjeCe od jednostani¢nih algi roda
Chlorella koje su smjeStene u gastrodermalnim mioepitelnim stanicama hidre. U jednoj
stanici nalazi se do 20 zelenih algi (DUNN, 1987; HOLSTEIN | EMSCHERMANN,1995).
Svaka alga nalazi se unutar jedne vakuolarne membrane (O' BRIEN, 1982; REISSER I
WIESSNER, 1984).

Zelena hidra i alga su u uzajamnom odnosu kojeg nazivamo simbioza. Simbioza (gr¢. syn s,
sa, bios Zivot) je dugotrajan tijesan suZivot dviju ili viSe vrsta organizama koji pripadaju
razli¢ito nazvanim kategorijama i zive u uskom odnosu vecinu svog zivota. Smatra se da su
upravo simbiotski procesi imali vaznu ulogu u postanku raznolikosti Zivog svijeta i evoluciji
viSestani¢nosti (MARGULIS | SAGAN, 2002). Hidra se koristi produktima fotosinteze koje
proizvodi alga, dok alga od hidre dobiva dusSikove i sumporove spojeve. Smeda hidra ne tvori
simbiotske odnose za razliku od zelene hidre koja ima veliku adaptivnu vrijednost
(BURNETT, 1973). Smatra se da su preadaptacije hidre i alge odgovorne zasto odredene vrste

uspostavljaju, a druge ne simbiotske odnose.



1.4. Zeljezo

Zeljezo je kemijski element koji u periodnom sustavu elemenata nosi simbol Fe. Simbol
elementa dolazi od latinskog naziva za Zeljezo - ferrum. Zeljezo je poznato od davnih
vremena (~ 2500. godine prije Krista). Na Zemlji je najrasprostranjeniji metal, a nalazimo ga i
na Mjesecu i Suncu, te je iz svemira meteoritima stizao na Zemlju. Za Zive organizme je
esencijalni element i Zivot je bez njega nemogu¢. Tvrd je i sjajno srebrne boje. U Zemljinoj
kori je Cetvrti element po zastupljenosti, s 4,7 %, iza kisika, silicija i aluminija. Ima devet
izotopa i tri kristalne forme. U industriji je najiskoristeniji od svih metala radi svojih fizi¢kih
svojstava. Dobiva se uglavnom iz svojih oksidnih, a rjede karbonatnih ruda (SLIKA 3).
Glavne rude Zeljeza su magnetit (Fe3O4), hematit (Fe,O3), limonit (FEOOH) i siderit
(FeCOs3). Industrijski, Zeljezo se dobiva redukcijom oksida Zeljeza koksom. Brzo korodira,
narocito u vlaznom zraku i pri povisenoj temperaturi tako da se stvara crveno smedi sloj zvan

hrda. U neoksidiraju¢im kiselinama se otapa.

Slika 3. Zeljezna ruda (preuzeto sa interneta www.gradimo.hr)

Zeljezo u svemiru nastaje procesom nuklearne fuzije pred kraj Zivota zvijezde. Nuklearna
fuzija je proces spajanja laksih atomskih jezgri pri ¢emu nastaje teZa jezgra. Upravo je Zeljezo
zadnji element koji nastaje prije eksplozije zvijezde poznate kao supernova. Tada se oslobada
energija za nastanak ostalih elemenata koji su danas poznati na Zemlji, a teZi su od Zeljeza.
Zemljina jezgra se sastoji od Zeljeza i nikla.

Tijekom evolucije zeljezo je odigralo vaznu ulogu zadrzavanjem velikih koli¢ina kisika u

svojim netopivim oksidima taloze¢i ih na dnu pradavnih oceana sve dok se nisu stvorili uvjeti



za koriStenje Kisika procesom fotosinteze. MoZe se re¢i da je Zeljezo jedan od klju¢nih
¢imbenika u oCuvanju zivota od najranije proslosti. U Zivom svijetu Zeljezo je neizostavni dio
enzima i enzimskih kompleksa. Ve¢ kod koluti¢avaca nalazimo zeljezo kao prenosioca kisika,
Sto se golim okom ocituje kao crvena boja krvne plazme.

Pomanjkanje zZeljeza kod covjeka moze dovesti do ozbiljnih poremecaja zvanih anemija, a
koje mogu ukazivati na prisustvo vrlo teskih bolesti koje onemogucéuju normalnu apsorpciju
zeljeza u tankom crijevu. Ljudi zeljezo unose putem hrane ili ukoliko je to potrebno putem
medikamenata. Narocito veliku potrebu za Zeljezom imaju trudnice i to od 2,5 do 5,0 mg
dnevno, Zene koje imaju menstrualni ciklus oko 2,0 mg dnevno te novorodencad i djeca u
pubertetu. Zeljezo je sastavni dio proteina prenosioca kisika, hemoglobina i mioglobina, a od
ukupne koli¢ine Zzeljeza u tijelu ljudi od 60 % do 70 % je u sastavu hemoglobina
(ANDREWS, 2002). Osim hemoglobina, Zeljezo je sastojak mnogih enzima koji sudjeluju u

biokemijskim procesima.
1.5. Toksi¢nost Zeljeza

lako je Zeljezo esencijalni metal, ono moze biti 1 toksi¢no ukoliko se u organima 1 tkivima
akomulira u prekomjernim koli¢inama jer izaziva oksidativni stres. Oksidativni stres je stanje
prekomjernog stvaranja slobodnih radikala koji dovode do osteCenja stanica (POLI 1
PAROLA, 1997). Slobodni radikali su molekule koje imaju nesparene elektrone u vanjskoj
ljusci i stoga izrazitu reaktivnost. Oksidacijskim ili redukcijskim procesima slobodni radikali
reagiraju s DNA, stani¢nim proteinima ili lipidima (McCORD, 2000) i izazivaju njihovo
oSteéenje. Biokemijski najznacajniji su superoksidni radikal O, ~ i hidroksilni radikal OH'.
Oni spadaju u reaktivne oblike kisika. Takoder postoje i reaktivni oblici duSika koji su takoder
vrlo reaktivni kao slobodni radikali.

Primjeri nastanka nekih slobodnih radikala:

Fe"+0> - Fe¥+0, -
Fe** +H,0, — Fe**+ OH +OH
Fe** + H,0, = Fe**OH +OH

Biomembrane u svom sastavu sadrze nezasi¢ene masne kiseline koje su osjetljive na

oStecenja izazvana slobodnim radikalima (CARLSEN I SUR., 2005) jer poti¢u reakcije



lipidne peroksidacije. Reakcije lipidne peroksidacije dovode do naruSavanja strukture,
biofizickih znacajki i konformacije masnih kiselina u sastavu stanicnih membrana, a time i
samih membrana. Posljedica toga je gubitak fluidnost membrane, opadanje vrijednost
membranskog potencijala, stanica moze poceti otpustati svoj sadrzaj, a na kraju moze do¢i i
do smrti stanice (BACON | BRITTON, 1990; HALLIWELL | GUTTERIDGE, 1990).

Zeljezo osim svojih pozitivnih svojstava moze djelovati i kao veliki onegista¢. Akvaticki
ekosustavi su danas oneciséeni ljudskim djelovanjem, ali teSki metali se i prirodno nalaze u
tim ekosustavima (MARTIN | COUGHTREY, 1982). U tragovima su od Zivotne vaznosti,
dok njihova povecana koncentracija predstavlja toksi¢ni u¢inak za sve zive organizme. Cijevi
od Zeljeza mogu uzrokovati otapanje zeljeza u vodi sto je vrlo nepozeljno jer je dozvoljena
koncentracija zeljeza u pitkoj vodi 300 pg/L (Pravilnik o zdravstvenoj ispravnosti vode za
pic¢e, Narodne novine br. 46/94). Koncentracija Zeljeza u rijekama iznosi oko 0,7 mg/L, a u
podzemnim vodama od 0,5 do 10 mg/L, ali mogu biti i ve¢e od 50 mg/L. Vrsta tla i njegove
prirodne karakteristike su glavni ¢imbenik o kojem ovisi koncentracija zeljeza u vodama.
Maksimalna dopustena koncentracija zeljeza u kopnenim vodama iznosi 1g/L (Uredba o
opasnim tvarima u vodama, Narodne novine br.78/98).

Zeljezo nalazimo i u zraku i njegova koncentracija ovisi o naseljenosti podrugja.
Nenaseljena podru&ja imaju koncentraciju Zeljeza od 50 do 90 ng/m®, a naseljena oko 1,6
ng/m®. Stetnost Zeljeza je da njegovim kroni¢nim udisanjem dolazi do izazivanja Zeljezne
pneumokonioze (GURZAU | SUR., 2003).

Otpad je takoder izvor Zeljeza i u svjezem otpadu ga ima 40 g/kg dok ga u starijem otpadu
ima od 44 do 48 g/kg. Razgradnja otpada koji sadrzi Zeljezo i njegovo otpustanje u prirodi
ovisi o temperaturi, vlazi, alkalinitetu, pH. U tlu se Zeljezo nalazi kao dvovalentno i
trovalentno, u biljkama je uglavnom u trovalentnom stanju. Potjece iz primarnih i sekundarnih
minerala i u Kiselim tlima se vrlo lako otapa. Primarni minerali nastaju kristalizacijom
magme. Sekundarni minerali nastaju raspadom primarnih i njihovom ponovnom
kristalizacijom. Rezerve Zeljeza u tlu su pretezito anorganske prirode, a ukupni sadrzaj je
izmedu 0,5 i 4,0 %. Kasnije studije u kojima je razina redukcije trovalentnog Zeljeza u
sedimentu mjerena direktno, pokazale su da je dodavanje humusnih supstanci poroznim
stijenama siromasSnim organskim materijalom uvelike stimuliralo redukciju trovalentnog
Zeljeza (NEVIN | LOVLEY, 2000).



1.6. Morfometrija

Morfometrija se u posljednjih petnaest godina koristi kao znacajna metoda istraZivanja u
raznim bioloskim istrazivanjima (GRIBBEN | SUR., 2001; NAKAHARA | SUR., 2003).
Ovom metodom moguce je mjeriti povrSinu stanica, njihovu Sirinu, duzinu, volumen i ostale
stani¢ne parametre. Mjerenjem dvodimenzionalnih presjeka dobivaju se i informacije o
trodimenzionalnoj strukturi mjerenih uzoraka. CitoloSka morfometrijska analiza prvi put je
upotrijebljena 1993. godine. Izmjereni su acinusi stanica urealne Zlijezde normalnih
kastriranih i testosteronom tretiranih kastriranih miSeva i to veliina jezgara, mitohondrija i
citoplazme (PARR | SUR., 1993). Od tada se koristi i u medicini kao jedna od dijagnosti¢kih
metoda pri dijagnosticiranju razli¢itih patoloskih stanja.

U biologiji se razliciti test organizmi, beskraljeznjaci i kraljeznjaci, koriste za istraZivanja i
na njima se provode morfometrijska istrazivanja. Morfometrijom je razjasnjen taksonomski
status biljaka Teucrium euganeum Vis., Teucrium siculum (Rafin) Guss. i Teucrium scordonia
(TORNADORE I SUR., 2004). Morfometrijski su obradene i povrsine plavih depozicija koje
obiljezavaju akumulirano Zeljezo u jetri $arana (GREGOROVIC I SUR., 2008). Najnoviju
primjenu morfometrija nalazi u istrazivanju simbiotskih odnosa (HANDA | SUR., 2006;
KOVACEVIC I SUR., 2005; MULLER-PARKER | PARDY, 1987).

1.7. Cilj istrazivanja

Cilj istrazivanja ovog diplomskog rada je odrediti koncentraciju zeljeza koja ima subletalan
i letalan ucinak na hidru kao eksperimentalni organizam. U istrazivanju su za eksperimentalne
Zivotinje koriStene dvije vrste hidri, simbiotska zelena hidra (Hydra viridissima) i
nesimbiotska smeda hidra (Hydra oligactis). Cilj je i makroskopskim promatranjima utvrditi
morfoloske promjene i promjene u ponaSanju eksperimentalnih organizama izazvane
tretiranjem Zeljezom. HistoloSke promjene pracene mikroskopskim promatranjem i
morfometrijom su takoder su cilj ovog rada. | statistickom obradom podataka treba utvrditi da
li Zeljezo oStecuje ektoderm, mezogleju i gastroderm hidri. Istrazivano je i da li je simbiotska
vrsta hidri otpornija od nesimbiotske vrste hidri na prezivljavanje u nepovoljnim uvjetima
(mikro)okolisa.

Pokusi su izvodeni u Laboratoriju za evoluciju na Zoologijskom zavodu Prirodoslovno-

matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.



2. MATERIJAL | METODE



2.1. Materijal

Eksperimentalne zivotinje koje su koristene su zelena hidra (Hydra viridissima Pallas,1766)
i smeda hidra (Hydra oligactis Pallas,1766). Smeda hidra uzorkovana je u jezerima u park
Sumi Maksimir dok je zelena hidra koja je u prijadnjim pokusima bila pronalazena u
rukavcima Jarunskog jezera (KOVACEVIC 1 SUR., 2009b) koridtena i za ovaj pokus.
Zivotinje su uzgajane u laboratorijskim uvjetima, zelena hidra pri temperaturi od 22,4 °C pri
dnevnom svijetlu, a smeda hidra pri 9 °C u hladnjaku. Cuvane su u aeriranoj vodi i hranjene
licinkama raka vrste Artemia salina. Jedinke bez pupova bile su stavljane u staklenu zdjelicu
volumena 100 ml s 50 ml aerirane vode. Tijekom izvodenja pokusa Zivotinje nisu bile

hranjene.

2.2. Metode

Po pet jedinki zelenih i smedih hidri tretirano je tijekom tri dana sa zeljezom (Fe)
dodavanim u obliku Zeljeznog dekstrana (FeD). Zelene hidre su radi poteskoce s nabavom
tretirane samo sa Zeljezom u koncentracijama od: 1 mg/L, 400 mg/L, 1400 mg/L, 1500 mg/L,
1600 mg/L i 4000 mg/L. Smede hidre tretirane su sa zeljezom u koncentracijama od: 0,5
mg/L, 1 mg/L, 4 mg/L, 10 mg/L, 20 mg/L, 100 mg/L, 200 mg/L, 400 mg/L, 700 mg/L, 1000
mg/L, 1400 mg/L, 1500 mg/L, 1600 mg/L i 4000 mg/L.

2.3. Morfoloske promjene

Tijekom pokusa pratila se smrtnost jedinki, reakcija na podrazaj metalnom iglicom,
migracija Zivotinja u odnosu na kontrolni uzorak, odsutnost lovki, lu¢enje sluzi te nespolno
razmnozavanje. Kontrahirani izgled i relaksiraniji izgled od kontrole praceni su kao jedan
parametar koji je oznacen kao promjena oblika tijela. Tijekom svakog od tri dana izvodenja

pokusa Zivotinje su promatrane pomoc¢u lupe. Pojedini pokusi su ponavljani dva do tri puta.

2.4. Histokemijsko dokazivanje zeljeza

Za histoloSku analizu uzimane su kontrolne te prezivjele jedinke zelenih i smedih hidri

tretirane sa Zeljezom u koncentracijama od: 1 mg/L, 400 mg/L, 1400 mg/L i 1500 mg/L.



Jedinke su fiksirane u neutralnom formalinu 24 sata, a zatim uklopljene u paraplast.
Uklopljene jedinke rezane su pomocu mikrotoma na rezove debljine 4 pum. Rezovi su
deparaplastirani u ksilolu te dehidrirani u seriji alkohola od viSeg prema nizem (100 %, 90 %,
80 %, 70 %) do destilirane vode (3 x 10 min). Za histokemijsko dokazivanje Zeljeza
deponiranog u tkivu hidri koristena je Perlova reakcija koja se temelji na inkubiranju rezova u
mjeSavini 4 % kalijevog ferocijanida i 4 % kloridne kiseline 3 x 30 min. Rezovi su zatim
ispirani u destiliranoj vodi te 3 min bojeni u »nuclear fast red-u». Nakon ispiranja u tekucoj
vodi, rezovi su dehidrirani u rastucoj seriji alkohola (70 %, 80 %, 90 % i 100 %),
prosvijetljeni u ksilolu 2 x 15 min i uklopljeni u »Kanada balzam». Preparati su analizirani
pomocu svjetlosnog mikroskopa Nikon Eclipse E600 i racunalnog programa za
morfometrijsku analizu histoloskih slika LUCIA G 4.80. Mikroskopske slike snimljene su
digitalnom kamerom NIKON DMX1200. Morfometrijski su obradene povrSine odsjeCaka
ektoderma i gastroderma duzine 100 um i debljina mezogleje. 1zmjeren je iznos 15 povrsina
odsjecaka gastroderma i ektoderma te 150 debljina mezogleje. Rezultati su obradeni
metodom deskriptivne statistike.



3. REZULTATI



3.1. MorfoloSke promjene zelene i smede hidre tretirane s Fe

3.1.1. Kontrolni uzorak zelene hidre i zelene hidre tretirane s 1 mg/L Fe

Sva tri dana 100 % jedinki kontrolnog uzorka lebdjelo je u sredini stupca vode u staklenoj

zdjelici. Takav polozaj smatrao se pocetnim i redovitim polozajem hidri. Hidre su dobro
reagirale na mehanicki podrazaj metalnom iglicom u bilo koje mjesto na tijelu. Lovke i tijelo
su im bili relaksirani.

Prvog dana 100 % jedinki tretiranih s 1 mg/L Fe nije pokazivalo promjene u odnosu na
kontrolni uzorak (Tablica 1). Drugog i tre¢eg dana je kod 40 % jedinki uoc¢eno pupanje.

3.1.2. Zelene hidre tretirane s 400 mg/L Fe

Prvog dana 100 % jedinki je migriralo prema povrsini, 20 % jedinki slabije je reagiralo na
mehanicki podrazaj. Kod svih jedinki je uoceno da pokuSavaju obuhvatiti iglicu ako je
podraZaj bio oko lovki. Ako je podraZaj bio oko stopala sve jedinke su se savijale u potkovasti
oblik. Drugog dana pokusa bila je vidljiva migracija prema dnu zdjelice svih jedinki, ujedno
su sve jedinke slabije reagirale na mehanicki podrazaj, a 20 % jedinki je bilo relaksiranije

nego ostale. Tre¢eg dana 100 % jedinke je ostalo pri dnu zdjelice (Tablice 1, 2).

3.1.3. Zelene hidre tretirane s 1400 mg/L, 1500 mg/L, 1600 mg/L i 4000 mg/L Fe

Prvog dana pokusa tretiranja s 1400 mg/L Fe 100 % jedinki se nalazilo pri povrsini,

pokazivale su jako slabu reakciju pri podrazaju iglicom i bile su kontrahirane. Drugog dana
je 100 % jedinki migriralo prema dnu zdjelice te se jo$ kontrahiralo u odnosu na prethodni
dan. Treceg dana pokusa jedinke su bile pri dnu zdjelice okruzene s dosta sluzi, potpuno
kontrahirane, kuglastog oblika. Reakcija na podrazaj je bila jako slaba.

U odnosu na kontrolu, 100 % jedinki tretiranih s 1500 mg/L Fe prvog dana pokusa je

migriralo prema vrhu vodenog stupca u zdjelici. Prilikom podraZaja iglicom reagirale su jako
slabo, 100 % jedinki je bilo kontrahirano, a 20 % je bilo kontrahiranije od ostalih. Drugog
dana 100 % jedinki je migriralo prema dnu zdjelice gdje je pokazivalo izrazitu tromost
prilikom podrazaja iglicom. Treéeg dana 60 % jedinki je bilo mrtvo, preostalih 40 % je bilo

izrazito tromo i kontrahirano leZzalo na dnu zdjelice okruzeno sa sluzi.



Prvog dana 100 % jedinki tretiranih s 1600 mg/L Fe migriralo je prema vrhu stupca vode,
kontrahirale su se, izrazito slabo su odgovarale na podrazaj iglicom dok je drugog dana
100 % jedinki mijenjalo polozaj prema dnu zdjelice gdje su bile okruzene s dosta sluzi i
zelenog sadrZaja koji su vjerojatno bile izbacene alge. Treceg dana 60 % jedinki je bilo
mrtvo, 40 % je bilo tromo okruZeno sa sluzi, izrazito kontrahirano, reduciranih lovki.

Prvog dana pokusa 100 % jedinki tretiranih s 4000 mg/L Fe je bilo okrenuto stopalom
prema vrhu vodene povrsine, kontrahirano i jako slabo u odgovoru na mehanicki podrazaj.
Drugog dana 60 % je bilo mrtvo, 40 % kuglasto bez lovki okruzeno s dosta sluzi i zelenog
sadrzaja. Treéeg dana 100 % jedinki je bilo mrtvo, kuglastog oblika, bez lovki i leZalo u sluzi
(Tablice 1-3).

Tablica 1. Migracija zelene hidre tijekom pokusa (%)

Fe/mg/L 1. DAN | 2. DAN | 3. DAN
K 0 0 0

1 0 0 0

400 100 100 100
1400 100 100 100
1500 100 100 40*
1600 100 100 40*
4000 100 40* 0*

Tablica 2. Promjena oblika tijela zelene hidre tijekom pokusa (%)

Fe/mg/L 1. DAN | 2. DAN | 3. DAN
K 0 0 0

1 0 0 0

400 0 20 20
1400 100 100 100
1500 100 100 40*
1600 100 100 40*
4000 100 40* 0*

* preostale jedinke su mrtve



Tablica 3. Smrtnost zelene hidre tijekom pokusa (%)

Fe/mg/L 1. DAN | 2. DAN | 3. DAN
K 0 0 0
1 0 0 0
400 0 0 0
1400 0 0 0
1500 0 0 60
1600 0 0 60
4000 0 60 100

3.1.4. Kontrolni uzorak smede hidre i smede hidre tretirane s 0,5 mg/L, 1 mg/L, 4 mg/L,
10 mg/L i 20 mg/L Fe

Od prvog do treéeg dana u kontrolnom uzorku sve jedinke su lebdjele u sredini stupca

vode u zdjelice. Dobro su odgovarale na mehanicki podrazaj metalnom iglicom, nisu lucile
sluzi, lovke su bile ispruzene i tijelo je bilo relaksirano.

Od prvog do treceg dana kod jedinki tretiranih koncentracijom 0,5 mg/L Fe nije doSlo do
promjena niti u jednom parametru.

Od prvog do treceg dana kod jedinki tretiranih koncentracijom 1 mg/L Fe nije doSlo do
promjena niti u jednom parametru.

Prvi dan pokusa 100 % jedinki tretiranih koncentracijom 4 mg/L Fe nije pokazivalo
promjene niti u jednom parametru. Drugog i treeg dama pokusa bila je primijecena
migracija 100 % jedinki prema vrhu stupca vode u zdjelici.

Prvi dan pokusa 100 % jedinki tretiranih koncentracijom 10 mg/L Fe plutalo je blize dnu
stupca vode u zdjelice. Treéi dan 100 % jedinki migriralo je na vrh vodene povrsine.

Prvog dana 100 % jedinki tretiranih koncentracijom 20 mg/L Fe plutalo je pri dnu stupca
vode u zdjelici. Drugog dana je 40 % jedinki je migriralo prema vrhu stupca vode u zdjelici i
stopalom bilo okrenuto prema povrsini, a 60 % je bilo na dnu zdjelice (Tablica 4). Treéeg

dana 20 % jedinki je slabije reagiralo na podrazaj iglicom.



3.1.5. Smede hidre tretirane s 100 mg/L, 200 mg/L, 400 mg/L, 700 mg/L i 1000 mg/L Fe

Prvog dana 100 % jedinki tretiranih koncentracijom 100 mg/L Fe plutalo je pri sredini
stupca vode u zdjelici i dobro odgovaralo na mehanicki podrazaj. Lovke i tijelo su bili
relaksirani. Drugog dana 40 % jedinki je migriralo prema vrhu vodenog stupca dok je 60 %
bilo na dnu. Treéeg dana jedinke na dnu su se kontrahirale i slabije odgovarale na mehanicki
podrazaj.

Prvog dana pokusa 100% jedinki tretiranih koncentracijom 200 mg/L Fe je bilo u sredini
stupca vode u zdjelici, dobro je odgovaralo na mehanicki podrazaj. Ako je hidra bila
dodirnuta iglicom oko lovki pokusavala je lovkama obuhvatiti iglicu. Ukoliko je podrazaj bio
oko stopala hidra se savijala u potkovasti oblik. Ova dva dogadaja primijec¢ena su kod svih
jedinki. Drugi dan 40 % jedinki je migriralo prema povrsini, a 60 % prema dnu. Jedinke na
dnu su bile kontrahirane i slabije reagirale na podraZzaj. Treceg dana joS je 20 % jedinki
migriralo prema povrSini. Sve su jedinke bile kontrahirane, a 40 % jedinki na dnu je bilo jako
kontrahirano i uvucenih lovki.

Prvog dana pokusa 100% jedinki tretiranih koncentracijom 400 mg/L Fe lebdjelo je pri dnu
zdjelice, bile su dosta relaksirane u odnosu na kontrolu i dobro reagirale na mehanicki
podrazaj. Takoder je primijeceno da hidre pokuSavaju obuhvatiti iglicu ako ih se doticalo oko
lovki. Ako su iglicom podrazene oko stopala, savinule bi se u potkovasti oblik. Ovakvo
ponasanje je bilo prisutno kod 100 % jedinki. Drugi dan je 40 % jedinki migriralo je na
povrsinu, a 60 % se spustilo na dno zdjelice. Jedinke na dnu slabije su reagirale na mehanicki
podrazaj.

Prvog dana pokusa 100 % jedinki tretiranih koncentracijom 700 mg/L Fe je bilo pri dnu
zdjelice u lebde¢em polozaju. Bile su kontrahirane i dobro reagirale na podrazaj. Drugog
dana 40 % jedinki je migriralo na povrSinu te su one su brze reagirale na mehanicki podrazaj
od jedinki pri dnu. Treéeg dana je 60 % jedinki koje su bile pri dnu joS sporije reagirale
prilikom mehanickog podrazaja.

Prvog dana 100 % jedinki tretiranih koncentracijom 1000 mg/L Fe je bilo kontrahirano pri
dnu zdjelice. Drugog dana 60 % jedinki je migralo na povrsinu, a 40 % jedinki je bilo na dnu
zdjelice. Oko jedinki na dnu zdjelice je bilo sluzi. Treceg dana jedinke na dnu jako sporo su

reagirale na mehanicki podrazaj i dosta su se kontrahirale (Tablice 4 i 5).



3.1.6. Smede hidre tretirane s 1400 mg/L, 1500 mg/L, 1600 mg/L i 4000 mg/L Fe

Prvog dana 100 % jedinki tretiranih koncentracijom 1400 mg/L Fe je bilo pri dnu zdjelice.
Bile su kontrahirane, okruZene sa sluzi i slabije odgovarale na podrazaj iglicom. Tre¢eg dana
60 % jedinki je bilo mrtvo. Preostalih 40 % je bilo kontrahirano, reduciranih lovki i jako
slabog odgovora na podrazaj.

Prvog dana tretiranja koncentracijom 1500 mg/L Fe 60 % jedinki je bilo pri dnu zdjelice.
Bile su izrazito trome i kontrahirane, uvucenih lovki, ostalih 40 % jedinki je migriralo na vrh
zdjelice. Drugog dana jedinke pri dnu bile su gotovo kuglastog oblika i jako slabo i sporo
odgovarale na mehanicki podrazaj. Bile su okruzene s dosta sluzi. Treé¢eg dana 60 % jedinki
je bilo mrtvo, a preostalih 40 % je bilo tromo i kontrahirano pri dnu zdjelice.

Prvog dana 100 % jedinki tretiranih koncentracijom 1600 mg/L Fe migriralo je na

povrsinu, bile su kontrahirane i trome. Drugog dana 40 % jedinki je bilo kuglastog oblika,
okruzeno sa sluzi i reduciranih lovki na dnu zdjelice, jako tromo je reagiralo na podrazaj,
60 % je mrtvo. Treceg dana 80 % je bilo mrtvo.

Prvog dana 100 % jedinki tretiranih koncentracijom 4000 mg/L Fe je bilo jako kontrahirano
uvucenih lovki pri povrsini. Bile su jako trome. Drugog dana 80 % jedinki je bilo mrtvo,

okruzeno sa sluzi, treéi dan 100 % jedinki je bilo mrtvo (Tablice 4-6).



Tablica 4. Migracija smede hidre tijekom pokusa (%)

Fe/mg/L 1. DAN [ 2. DAN | 3. DAN
K 0 0 0
0,5 0 0 0

1 0 0 0

4 0 100 100
10 100 100 100
20 100 100 100
100 0 100 100
200 0 100 100
400 100 100 100
700 100 100 100
1000 100 100 100
1400 100 100 40*
1500 100 100 40*
1600 100 40* 20*
4000 100 20* 0*




Tablica 5. Promjena oblika tijela smede hidre tijekom pokusa (%)

Fe/mg/L 1. DAN | 2. DAN | 3. DAN
K 0 0 0
0,5 0 0 0
1 0 0 0
4 0 0 0
10 0 0 0
20 0 0 0
100 0 0 60
200 0 60 40
400 100 100 100
700 100 100 100
1000 100 100 100
1400 100 100 40*
1500 100 100 40*
1600 100 40* 20*
4000 100 20* 0*

* preostale jedinke su mrtve




Tablica 6. Smrtnost smede hidre tijekom pokusa (%)

Fe/mg/L 1. DAN | 2. DAN | 3. DAN
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3.2. HistoloSke promjene zelene i smede hidre tretirane s Fe
3.2.1. Kontrolni uzorak zelene i smede hidre

Stani¢ni slojevi zelene hidre bili su pravilni, neosteceni i jasno razluc¢ivi, a mezogleja je
bila debela i neprekinuta. U ektodermu su bile redovito prisutne intersticijske stanice, a u
gastrodermu zimogene. Povrsina odsjecka ektoderma duljine 100 pm bila je 3686,9 pm?
(+ 662,5), gastroderma 3233,7 um? (+548,8), a debljina mezogleje bila je 1,21 pm ( 0,49).

Kod jedinki smede hidre takoder su bili uo¢ljivi svi stani¢ni slojevi. Mezogleja je bila
dobro vidljiva i kontinuirana. Intersticijske i1 zimogene stanice su prisutne i dobro vidljive.
Povrsina odsjecaka ektoderma duljine 100 pum bila je 3673,1 pm? (+ 822,4), a gastroderma
6441,0 um? (+1258,8). Debljina mezogleje bila je 1,92pm (+ 1,0).

U kontrolnom uzorku zelene i smede hidre nisu nadene depozicije zeljeza (Slike 6-11,

Tablica 7).



3.2.2. Zelena i smeda hidra tretirane s 1 mg/L Fe

Stani¢ni slojevi zelene hidre bili su dobro su uocljivi i cjeloviti kao kod kontrolnog uzorka.
Ektoderm je bio ravan. Mjestimi¢no su bile vidljive knide. Mezogleja je bila kontinuirana i
dobro vidljiva. Gastralna Supljina je bila prazna i bez vidljivih oste¢enja. PovrSina odsjecka
ektoderma bila je 1214,7um? (+ 583,0), a gastroderma 876,15um’ (+ 246,4). Debljina

mezogleje je 1,12 um (£ 0,46). Depozicije Zeljeza nisu uocene (Slika 4).

Slika 4. Mikroskopska snimka histoloskog preparata zelene hidre tre¢eg dana tretiranja sa
zeljezom koncentracije 1 mg/L. Strelice prikazuju: 1 ektoderm, 2 mezogleja, 3 gastroderm.
Perlova reakcija x 1000X. Foto: Ana Matijevic.

Smeda hidra imala je takoder dobro uocljive stani¢ne slojeve. PovrSina ektoderma bila je
nazubljena te prekrivena mukusom. U ektodermu je bilo prisutno dosta intersticijskih stanica.
Mezogleja je bila debela i neprekinuta. Gastroderm je bio bez vidljivih oStecenja. PovrSina
ektoderma bila je 3940,4 pm? (+ 416,0), a gastroderma 6196,9um? (+ 1840,0). Debljina
mezogleje bila je 2,50 um (x 0,9). Depozicije Zeljeza nisu uocene (Slike 6-11, Tablica 7).



3.3.3. Zelena i smeda hidra tretirane s 400 mg/L Fe

Stani¢ni slojevi zelene hidre bili su dobro o¢uvani. U ektodermu nisu nadene intersticijske
stanice, ali su bile uocCene knide duz tijela prema stopalu. Apikalno su nadene depozicije
Zeljeza. Mezogleja nije bila oste¢ena. Gastroderm je sadrzavao dosta zimogenih stanica koje
nisu bile diferencirane i nesto knida. Povriina odsjeka ektoderma bila je 1167,0 pm’(+
143,5), a odsjecka gastroderma 3192,0 um? (+ 554,0). Debljina mezogleje je 1,58 um (+ 0,57)
(Slika 8).

Smeda hidra je bila sli¢na kontroli. U ektodermu su nadene depozicije Zeljeza apikalno, a
sadrzavao je i veci broj knida. Mezogleja nije bila oSte¢ena za razliku od gastroderma Kkoji je
sadrzavao ve¢u amorfnu masu stanica. Povr$ina odsjecka ektoderma bila je 5058,1um? (+
361,3), a odsjecka gastroderma 7697,0 pm? (+ 1472,7). Debljina mezogleje bila je 4,18 pm (+
1,40) (Slike 6-11, Tablica 7).

3.3.4. Zelena i smeda hidra tretirane s 1400 mg/L Fe

Ektoderm zelene hidre bio je djelomi¢no o$tecen, a izgledom je bio slican ektodermu hidri
tretiranih s 400 mg/L Fe. U ektodermu su vidljive depozicije Zeljeza i knide. Mezogleja je bila
kontinuirana. Gastroderm je bio reduciran, a dijelovi gastroderma nalazili su se u gastralnoj
Supljini. Stanice u gastrodermu c¢ije membrane nisu bile kontrastne sadrZavale su dosta
depozicija Zeljeza. Endosimbiotske alge u gastrodermalnim mioepitelnim stanicama nisu bile
kontrastne. Povrina odsje¢ka ektoderma bila je 730,8 pm? (+ 211,9), a odsjecka gastroderma
2202,1 pm? (+ 216,7). Debljina mezogleje bila je 1,94 pm (+ 0,73).

U smede hidre uslijed velikog oste¢enja nije bilo kontrastnosti medu tri sloja. Veéina
stanica bila je u raspadu, a nadena je i masa amorfnih stanica. Depozicije Zeljeza bile su
prisutne u ektodermu i gastrodermu, a knide po cijelom tijelu. PovrSina odsjecka ektoderma
bila je 2924,4 pm? (+566,0), a gastroderma 2028,8um? (+ 475,3). Debljina mezogleje bila je
3,27um (x 1,47) (Slike 6-11, Tablica 7).
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Slika 5. Mikroskopska snimka histoloskog preparata smede hidre treeg dana tretiranja sa
Zeljezom koncentracije 1400 mg/L. Strelice pokazuju plave depozicije Zeljeza. Perlova

reakcija x 1000X. Foto: Ana Matijevic.
3.3.5. Zelena i smeda hidra tretirane s 1500 mg/L Fe

U zelene hidre uoceno je mijesanje slojeva. Nadeno je dosta knida i depozicija Zeljeza u
ektodermu i gastrodermu. Nisu se uocavale zimogene regenerativne stanice.

Ektoderm i gastroderm smede hidre bili su jako osteceni, dok je mezogleja bila jos uvijek
vidljiva. Nadeno je dosta depozicija Zeljeza u ektodermu i gastrodermu. U ektodermu su bile
vidljive knide. Puno je stanica bilo u gastralnoj Supljini. Oste¢enja kod zelene i smede hidre

su bila velika $to je onemogucéavalo mjerenja (Tablica 7).
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Slika 6. Graficki prikaz odnosa povrsine ektoderma zelene hidre odsjecka duzine 100 pm i

koncentracije Zeljeza tre¢eg dana tretmana
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Slika 7. Graficki prikaz odnosa povrsine ektoderma smede hidre odsjecka duzine 100 pm i

koncentracije Zeljeza tre¢eg dana tretmana
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Slika 8. Graficki prikaz odnosa debljine mezogleje zelene hidre i koncentracije Zeljeza treceg

dana tretmana
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Slika 9. Graficki prikaz odnosa debljine mezogleje smede hidre i koncentracije Zeljeza treceg

dana tretmana
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Slika 10. Graficki prikaz odnosa povrsine gastroderma zelene hidre odsjecka duzine 100 pm

i koncentracije zeljeza treceg dana tretmana
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Slika 11. Graficki prikaz odnosa povrsine gastoderma smede hidre odsjecka duzine 100 pum i

koncentracije Zeljeza treceg dana tretmana



Tablica 7. Depozicije Zeljeza distribuirane u tijelu hidre tijekom pokusa

Zelena hidra Smeda hidra
Fe/mg/L
Ektoderm | Gastroderm | Ektoderm | Gastroderm
K - - - -
1 - - - -
400 + - + -
1400 +++ ++ +++ ++
1500 +++ +++ +++ +++

+++ depozicije u obliku plavih povrsina)

(- nema vidljivih depozicija, + pojedinaéne tockaste depozicije, ++ depozicije u obliku tockastih nakupina,




4. RASPRAVA



Teski metali, pesticidi i razni drugi umjetno stvoreni kemijski spojevi ispustaju se u zemlju
ili zrak. Posljedica toga je da ti spojevi, a tako i elementi koji ih saCinjavaju zavrSe u
akvati¢kim ekosustavima. Zeljezo je esencijalan metal, no njegova povec¢ana koncentracija u
vodi uzrokuje Stetne posljedice za akvatiCke organizme. Brojna istraZivanja na
beskraljeznjacima (KALAFATIC, 1987; KALAFATIC 1 KOPJAR, 1995) te kraljeznjacima
(GREGOROVIC 1 SUR., 2008) pokazala su da dugotrajna izloZenost dopustenim
koncentracijama metala i antibiotika kao i kratkotrajna izlozenost ve¢ima koncentracijama od
dozvoljenih (KOVACEVIC 1 SUR., 2009a) ostavljaju razli¢ita reverzibilna i ireverzibilna
oSte¢enja u metabolickim ili drugim procesima kod promatranih test Zivotinja.

Ovo je prvo dokumentirano istrazivanje o ucinku zeljeza na hidru. Koristili smo veliki
raspon koncentracija zZeljeza od 0,5 mg/L do 4000 mg/L za smedu hidru kako bismo odredili
subletalnu (LCsp) i letalnu (LC100) koncentraciju. Smeda hidra je bila lakSe dostupna nego
zelena. Pretpostavili smo da ¢e LCsp i LC1g9 za zelenu hidru biti sli¢nih vrijednosti kao i za
smedu te su stoga neke koncentracije za zelenu hidru izostavljene.

Pracene su morfoloske promjene. Zelena i smeda hidra u kontrolnom uzorku su tijekom sva
tri dana plutale pri sredini vodenog stupca u zdjelici. Ovaj poloZaj hidri u eksperimentalnoj
posudici smatrao se pocetnim polozajem. Kod nizih subletalnih koncentracija Zeljeza
nastavljeno je ovakvo ponaSanje uz migracije prema povrsini vode i dnu zdjelice. Ovakvo
ponasanje hidre su pokazale i u tretiranju s drugim metalima poput aluminija (KOVACEVIC |
SUR., 2007). Migracije su mogu¢i rezultat trazenja povoljnijih uvjeta (mikro)okolisa.

Kod kontrolnog uzorka obje vrste su reagirale na podrazaj metalnom iglicom. Tretiranjem
sa zeljezom i povecanjem koncentracije hidre su sve sporije reagirale na podrazaj, osobito
smeda hidra. To moze ukazivati na to da je zeljezo toksikant koji utjeCe na ziv€ani sustav
hidre i smanjuje njegovu funkciju dok pri viSim subletalnim koncentracijama potpuno
onesposobi hidru. Odgovor na Ziv¢ani podrazaj ovisio je i 0 mjestu podrazaja Zivotinje. Ako
je podrazaj bio u podrucju stopala, zivotinja se savijala u potkovasti oblik, dok je u podrucju
lovki ispruzila lovke i pokuSavala obuhvatiti iglicu. Smatra se da su ziv¢ane stanice kod hidre
odgovorne za njen urodeni imunitet i veza izmedu Ziv€anog i imunoloSkog sustava je jedan od
pocetnih evolucijskih mehanizama (KASAHARA | BOSCH, 2003).

Oblik tijela zelene i smede hidre u kontrolnom uzorku bio je relaksiran tijekom sva tri dana
pokusa. Kod tretiranih zivotinja nize koncentracije zeljeza ¢iji smo Siri raspon pratili kod
smede hidre nisu pokazivale razliku u izgledu tijela zivotinje u odnosu na kontrolu. Zelena
hidra pocela se jako relaksirati kod koncentracije od 400 mg/L, a oko te koncentracije

mijenjao se i izgled smede hidre. Primijetili smo i jako kontrahirani izgled smede hidre,



pogotovo kod jedinki koje su pri dnu zdjelice u odnosu na kontrolni uzorak. Zelena hidra se
puno viSe relaksirala u odnosu na kontrolni uzorak nego smeda. Kako se povecavala
koncentracija zeljeza, zelena i smeda hidra su se sve viSe kontrahirale. Visoke subletalne
koncentracije djeluju na izgled zelene 1 smede hidre tako da se one kontrahiraju gotovo do
kuglastog oblika. Ovaj oblik tijela javljao se kod koncentracije Zeljeza gdje se na histoloSkom
preparatu moglo uociti mijeSanje stani¢nih slojeva kod smede hidre. Promjena oblika hidri
prema kuglastom obliku zna¢i smanjenje povrsine tijela, a tako i difuzije Stetnih tvari iz
okoliSa. Kontrakcija i relaksacija takoder su poznati mehanizmi obrane od nepovoljnih uvjeta
Zivota (ZNIDARIC I SUR., 1995). Izgled tijela zelene hidre se promijenio kod koncentracije
400 mg/L kada se pocela jako relaksirat drugog dana pokusa, ali ne kod svih jedinki. Veéina
jedinki smede hidre promijenila je svoj oblik i kontrahirala se kod koncentracije 100 mg/L
treceg dana pokusa. Kod koncentracije 400 mg/L sve jedinke smede hidre su promijenile
oblik tijela u relaksirani prvog dana pokusa. Smeda hidra je prije mijenjala oblik tijela od
zelene kao nacin obrane od nepovoljnih uvjeta (mikro)okoliSa.

Pri nizim koncentracijama Zzeljeza neke jedinke zelene hidre su pupale tj. nespolno se
razmnoZavale. Nespolno razmnoZavanje kod hidri javlja se kod povoljnih uvjeta u okolisu.
Kako se to dogodilo pri tretitranju nizim koncetracijama zeljeza mozemo re¢i da je ono imalo
hormesticki u¢inak na zelenu hidru (STEBBING, 1982). Ova pojava obrazlaze se povecanjem
volumena i diferencijacije stanica (KALAFATIC | KOPJAR, 1994; KALAFATIC | SUR.,
1991; ZNIDARIC | SUR., 1987). Za razliku od zelene smeda hidra nije pupala.

Osnovni parametar toksicnosti zeljeza bila je smrtnost zelene 1 smede hidre kod pojedinih
koncentracija zeljeza. 1z rezultata je vidljivo da je LCso za zelenu hidru bila je od 1400 mg/L
do 1500 mg/L, a za smedu ispod 1400mg/L. Zivotinje su ugibale uglavnom treéeg dana
pokusa tj. nakon 72 sata tretiranja zeljezom. Usporeduju¢i koncentracije pri kojima je
odredena LCsg aluminija (KOVACEVIC 1 SUR., 2007) i LCs, Zeljeza, zelena i smeda hidra
su pokazale da mogu prezivjeti pri tretiranju viSim koncentracijama zeljeza.

Osim morfoloskih pratili smo i histoloSke promjene kao i akumuliranje Zeljeza u stani¢nim
slojevima hidre. Za pracenje histoloSkih promjene izabrane su koncentacije Zeljeza: 1 mg/L
radi toga jer je to dozvoljena koncentracija Zeljeza u kopnenim vodama, 400 mg/L jer se pri
toj koncentraciji dogadaju veée morfoloSke promjene, te koncentracije 1400 mg/L i 1500
mg/L koje su bile oko LCsy za zelenu i smedu hidru. Zeljezo u tkivu hidre vidjelo se kao
plavo obojene depozicije. Zeljezo je nadeno u tijelu obje vrste hidri tek pri visim
koncentracijama i to u oba stani¢na sloja. Iako depozicije Zeljeza nisu nadene u mezogleji kod

mjerenja debljine mezogleje ona je bila znacajno razli¢ita. Mezogleja je gradena od spojeva



slicnih kolagenu i elastinu. Pretpostavlja se da mezogleja moZe predstavljati barijeru
(KOVACEVIC T SUR., 2009b) te je tretiranje Zeljezom moglo prouzroditi da se njeni
gradevni sastojci pojacano sintetiziraju i radi toga se i njezina debljina mogla povecati. Nije
isklju¢eno ni odabiranje mjesta rezanja histoloskih preparata koje je bilo slu¢ajno odabrano.
Postoji moguénost da su uzorci bili prerezani na stopalu hidre i da je mezogleja mjerena na
stopalu hidre bila deblja. Mozda je nestani¢na grada mezogleje razlog zaSto ona ostaje
relativno dobro o¢uvana tijekom pokusa.

Pri nizim koncentracijama Zeljeza stani¢ni slojevi su bili konzistentni i izgledom nalik
kontroli. Kod smede hidre ektoderm je bio djelomi¢no nazubljen i uocavalo se ispustanje
sluzi, $to je mozda znacilo odredenu dozu ostecenja ektoderma, odnosno vanjskog mukoznog
sloja. Takva oStecenja vanjskog mukoznog sloja zabiljezena su i kod tretiranja razli¢itim
pesticidima (KALAFATIC, 1997). Ludenje povecane koli¢ine sluzi rezultat je oSteéenja
ektodermalnih mioepitelnih stanica, najviSe njihovih sekrecijski aktivnih apikalnih dijelova
(ZNIDARIC, 1971).

Depozicije zeljeza u zelene i smede hidre pri koncentraciji od 400 mg/L su bile vidljive, a
dediferencijacija i migracije zimogenih stanica nije uo¢ena. To znaci da ova koncentracija
Zeljeza nije uzrokovala ostecenja koja zahtijevaju dediferencijaciju zimogenih stanica u ostale
tipove stanica i njihovu migraciju na mjesto ostecenja. No, u zelene hidre nisu uocene
intersticijske stanice u gastrodermalnim mioepitelnim stanicama, a to upucuje na
regenerativne procese. Depozicije Zeljeza su u ektodermu uocene isklju¢ivo u apikalno.
Distribucija depozicija Zeljeza bila je podjednaka u zelene i smede hidre. Depozicije su prvo
uoCavane u ektodermu, a zatim u gastrodermu, Sto se moze povezati s putem ulaska
toksikanta u tijelo Zivotinja. Depozicije zeljeza u apikalnom djelu ektodermalnih stanica i kod
zelene 1 smede hidre ukazuju na mogucnost odstranjivanja toksikanta iz stanica putem
sekrecije sluzi. Odstranjivanje toksikanta putem sekrecije sluzi uoceno je i kod tretiranja
aluminijem (KOVACEVIC I SUR., 2007). Knide su uogene i kod nizih koncentracija, a
njihov broj se povecava proporcionalno s koncentracijom zeljeza. Knide su pri oSte¢enju
stanica ispadale po ¢itavom tijelu Zivotinje.

Pri koncentracije od 1400 mg/L ektoderm zelene hidre bio je oSteCen, a gastroderm
reduciran. Depozicije Zeljeza bile su prisutne su u oba stani¢na sloja. Pri koncentraciji od
1400 mg/L koja je bila oko LCsp za smedu hidru depozicije Zeljeza su uocene u oba sloja.
Primijecene su stanice U raspadu te nekontrastnost stani¢nih slojeva, §to upucéuje na oStecenja.

Pri koncentraciji od 1500 mg/L koja je bila oko LCsg za zelenu hidru, doslo je do mijeSanja

stani¢nih slojeva pri ¢emu je olakSana migracija stanica kroz slojeve. Regenerativne stanice



nisu uofene pa mozemo pretpostaviti da su one iskoriStene za regeneraciju hidri
dediferencijacijom u druge tipove stanica. Moguce da je regeneracija kod zelene hidre bila
brza, nego kod smede hidre i radi toga je prezivjela pri viSim koncentracijama Zeljeza. Kod
smede hidre oporavak je takoder bio mogu¢ s obzirom da je bilo regenerativnih stanica. Pri
koncentraciji 1500 mg/L gastroderm smedih hidri bio je jako oStecen i gastralna Supljina je
bila ispunjena nakupinama stanica.

Zelena hidra sadrzi simbiotske zelene alge. One nisu bile kontrastne u gastrodermalnim
mioepitelnim stanicama pri tretiranju Zeljezom visoke subletalne koncentracije.

Prilikom tretiranja zelene i smede hidre s bakrom, kadmijem i cinkom (KARTANUT I
PASCOE, 2002) smeda hidra je prezivljavala pri visim koncentracijama metala od zelene.
Moguce objasnjenje lezi u smanjenju genskog fonda nastalog nespolnim razmnozavanjem u
laboratoriju (PYATT I DOD, 1986), a bakar se moze smatrati i odredenim algicidom. Zelena
hidra ima najmanji genom od svih vrsta hidri i za pretpostaviti je da je ona radi toga bila
polazna vrsta od koje su nastale ostale vrste hidri kao i da je simbiotski odnos bio nuzan za
evoluciju hidri. Razli¢ita veli¢ina genoma kod srodnih vrsta kao $to su razli¢ite vrste hidri
poznata je kao «c vrijednosni paradoks», ali znacenje toga je nepoznato (ZACHARIAS I
SUR., 2004). ZabiljeZzeno je i da pojedini metali mogu stimulirati sintezu nukleotida kod
pojedinih koncentracija metala (LEVIS | SUR., 1975) ili nespolno razmnozavanje poput
kroma (KALAFATIC, 1987) i aluminija.

Diferencijacija mati¢nih stanica hidre i njena mo¢ regeneracije sloZzeni je mehanizam i jos
uvijek nije jasno zaSto on nije mogu¢ kod razvijenijih Zivotinja (SIEBERT | SUR., 2005). U
daljnjim istrazivanjima taj mehanizam regeneracije u hidri bilo bi potrebno evolucijski
razjasniti joS visSe 1 usporediti i povezati s razvijenijim Zzivotinjama. Danas je lijeCenje
mati¢nim stanicama kod covjeka izazov suvremene medicine. Metodama molekularne
biologije bilo bi dobro istraziti koliko je mehanizam nastanka zrelih stanica iz mati¢nih
stanica kod razvijenih oblika sli¢an mehanizmu regeneracije kod hidre i da li ima zajednickih

poveznica.



5.ZAKLJUCAK



1. Zeljezo je toksikant koji je uzrokovao morfoloske i histoloske promjene kod zelene i smede

hidre. Visoke koncentracije zeljeza su letalne za obje vrste.

2. Migracija zelene 1 smede hidre je prva vidljiva promjena koja se deSava pri tretiranju hidri

zeljezom.

3. Hidre reagiraju na tretiranje Zeljezom promjenom oblika tijela, koji moze biti od potpuno

relaksiranog do potpuno kontrahiranog oblika.

4. Zeljezo se deponira u ektodermu i gastrodermu hidri. Ostecenja staniénih slojeva rastu s
porastom koncentracije zeljeza. U mezogleji nije bilo depozicija zeljeza, ali se njezina

debljina povecavala prilikom tretiranja sa zZeljezom.

5. Zeljezo ostecuje stanice hidri i knide ispadaju po njihovom tijelu. Broj ispalih knida se

povecéava proporcionalno S povisenjem koncentracije zeljeza.

6. Pri nizim koncentracijama toksikant se nakuplja u apikalnom dijelu ektodermalnih stanica

te ga hidre mogu odstraniti putem sluzi.

7. Zeljezo pri nizim koncentracijama izaziva pupanje zelene hidre tj. uzrokuje hormesticki

ucinak.

8. Simbiotska zelena hidra prezivljavala je pri viSim koncentracijama zeljeza od nesimbiotske

smede hidre $to znaci da je zelena hidra otpornija na izlozenost Zeljezu od smede.
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