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1. UvOD

1.1. Mikrokozmos u ekoloskim istraZivanjima

Budu¢i da je ekosustave vrlo tesko proucavati u kontroliranim uvjetima zbog njihove
veli¢ine i brojnih biotic¢kih i abioti¢kih ¢imbenika, koji mogu varirati, a koji itekako utje¢u na
ekosustave, bilo je neminovno nac¢i nacin kako istrazivanje ekosustava unijeti u laboratorij u
kontrolirane uvjete. Usustavljivanjem takvih, veli¢inom malih i izoliranih simulacija
ekosustava u laboratoriju, utvrden je koncept mikrokozmosa u ekoloskim istrazivanjima, a
americki ekolog Howard Thomas Odum smatra se pionirom u koriStenju malih zatvorenih 1
otvorenih ekosustava (mikrokozmosa). Rije¢ mikrokozmos vuce korijene iz starogrckog jezika,
odnosno iz starogrékih rije¢i za malen (grc. pkpog) i svijet (gré. koopog). Stoga, kako i sami
korijeni rijeci kazu, mikrokozmos predstavlja ,,maleni svijet®, pojednostavljene ekosustave u
kontroliranim uvjetima koji se koriste za simulaciju i predvidanje ponasanja organizama unutar
prirodnih ekosustava, a istrazivanja temeljena na konceptu mikrokozmosa imaju veliku vaznost
u odredivanju uloga odredenih organizama u ekosustavu. Reproducibilnost 1 dobra kontrola
eksperimenata (moguénost kontroliranih uvjeta), glavne su prednosti koristenja mikrokozmosa
u ekoloskim istrazivanjima (Beyers 1963). Uz prednosti, postoje ogranienja i nedostatci
upotrebe mikrokozmosa kao S$to je, npr. ograniCen prostor istrazivanja, no ipak svako
istrazivanje metodom mikrokozmosa imat ¢e svoje specificne prednosti i nedostatke ovisno o
dizajnu istrazivaca (Fraser 1999.).
Sustav mikrokozmosa sadrzava visSe razli¢itih vrsta organizama, granice mikrokozmosa su
umjetne i nisu prirodno stvorene (mikrokozmos je ograni¢en stjenkama eksperimentalne
posude) te postoji barem djelomicna izoliranost eksperimentalnog sustava od vanjskog svijeta
u smislu tvari, energije i1 Sirenja vrsta (Beyers i Odum 1993). Bitna karakteristika
mikrokozmosa je samoorganiziranost sustava. Naime, organizmi koji nastanjuju sli¢na, ali
geografski udaljena podru¢ja mogu biti stavljeni u mikrokozmos pri ¢emu se omogucéava
stvaranje njihove vlastite mreze interakcija. Glavna uloga mikrokozmosa je ta da Cine
poveznicu izmedu teorije i same prirode pri ¢emu direktno ne zrcale prirodu, no mogu povecati
razumijevanje prirodnih procesa pojednostavljuju¢i njihovu slozenost te omoguciti istrazivanje
prirodnih procesa i ekosustava u kontroliranim uvjetima (Vidican i Sandor 2015). Model
mikrokozmosa vrlo je ¢esto koriSten model u istraZivanjima struktura hranidbenih mreZa i
multitrofickih interakcija (Have 1993; Diehl 1 Feiflel 2000) te kompeticije, predacije i
populacijske dinamike (Lawler i Morin 1993; Morin 1999; Petchey 2000; Walsh i sur. 2006).

Osim toga, model mikrokozmosa cesto se Kkoristi prilikom proucavanja utjecaja odredenih



kontaminanata (teskih metala, pesticida, herbicida), koje nije sigurno koristiti u prirodnim
ekosustavima, na organizme (Matheson 2008). Pokusi prilikom kojih se koristi model
mikrokozmosa uvelike pridonose razvoju i testiranju ekoloskih teorija, ali i razvoju konkretnih
rjeSenja za globalne ekoloske probleme koji su uglavnom posljedica prekomjernog ljudskog

iskoriStavanja prirodnih resursa.

1.2. Predacija — odnos predatora i plijena

Predacija je termin u ekologiji koji opisuje jedan od oblika interakcije medu Zivim
organizmima pri ¢emu jedna vrsta (predator) jede drugu vrstu (plijen). Predator i plijen
interreagiraju, ¢ime odrZavaju prirodnu ravnotezu. Predator vrlo cesto zauzima vrh
hranidbenog lanca, stoga su brzina, vrebanje plijena iz zasjede, dobar vid i osjet mirisa ili sluha
(za uocavanje ili pronalaZenje plijena), imunitet na otrov plijena, otrov (za ubijanje plijena)
samo neke od prilagodbi koje predator razvija ne bi li bio §to efikasniji u svom lovu na plijen
(Minelli 2008). Predator konstantno vreba svoj plijen, stoga predacija ima snazan selektivni
ucinak na plijen. Plijen zbog toga razvija prilagodbe za efikasnije izbjegavanje predatora koje
ukljucuju strukturalne i bihevioralne promjene, a vrlo €esto su prilagodbe plijena za obranu
sli¢ne prilagodbama predatora za lov (brzina, otrov, dobar vid i osjet mirisa i sluha, kamuflaza)
(Minelli 2008). Tako bi se moglo konstatirati da je predatorstvo Stetno, kako za jedinku plijena
koja je pojedena, tako i za cijelu populaciju plijena, predatorstvo ne mora jednoznacno imati
negativnu konotaciju za populaciju plijena. Jedinke plijena koje su pojedene nisu uvijek
slucajne jedinke koje su prve uhvacéene, ve¢ su to Cesto jedinke koje su najslabija karika u
svojoj populaciji (spore jedinke, jedinke s oste¢enjima ili one jedinke koje najslabije doprinose
reproduktivnom uspjehu populacije). Nasuprot tomu, jedinke plijena koje nisu pojedene,
osjecaju manji medusobni kompeticijski pritisak za ograni¢ene resurse i stvaraju vise potomaka
pa prema navedenom, predacija ima pozitivan u¢inak na jedinke plijena koje nisu pojedene
(Begon i sur. 2006).
Na razini vodenih ekosustava, slatkovodni zooplankton vrlo je Cest plijen ostalim vecim
beskraljeznjacima i kraljeznjacima pa iz tog razloga vrste koje pripadaju slatkovodnom
planktonu, kao $to su vrste roda Daphnia i vrste koljena Rotifera (kolnjaci), pokazuju Siroki
spektar strategija za obranu, kako od taktilnih tako i od vizualnih predatora. Dodson (1984) u
svom radu navodi kako su veli¢ina tijela, duljina zatka i ¢vrstoca karapaksa vrste Daphnia
middendorffiana Fischer, 1851 strategije obrane od njihovih predatora kopepoda Heterocope
septentrionalis Juday & Muttkowski, 1915 pri ¢emu se veli¢ina vrsta roda Daphnia cesto

mijenja iz generacije u generaciju kao odgovor na godiSnji zivotni ciklus predatora. Drugi



primjer je vodenbuha vrste Daphnia pulex Leydig, 1860. Ako je izlozena kemijskim
podrazajima koji signaliziraju prisutnost grabezljivih li¢inki musica roda Chaoborus, embriji
u leznom prostoru D. pulex ¢e se razvijati u jedinke s obrambenim bodljama koji ¢e smanjiti
rizik da ¢e ih predator pojesti (Krueger i Dodson 1981; Minelli 2008). Osim toga, prilagodbe
vrsta reda Cladocera (rasljoticalci), kao Sto su velicina tijela, brzo plivanje prilikom bijega,
razvoj izboc¢enih struktura na tijelu i mirovanje prilikom napada predatora, ¢ine vrste reda
Cladocera manje ranjivima na predacijske napade kopepoda Mesocyclops leuckarti Claus,
1857. No, njihova ucinkovitost u izbjegavanju predatorskih napada moze biti 1 pod utjecajem
okolisnih ¢imbenika (intenzitet svjetlosti, temperatura vode, raspolozivost nutrijenata,
koncentracija kisika) (Chang i Hanazato 2003). U prirodi se ¢esto dogada da se predator i plijen
nadu u, tzv. evolucijskoj utrci u naoruzanju, odnosno u ciklusu razvijanja prilagodbi i protu-
prilagodbi, stoga predacija, kao i kompeticija, ima jak selekcijski pritisak i utjecaj na

oblikovanje ekosustava.

1.3. Velika vodenbuha (Daphnia magna Strauss, 1820)

Najbrojnija skupina razreda Branchiopoda (Skrgonosci) su Cladocera (rasljoticalci) od
kojih su najpoznatije vodenbuhe (Daphnidae) kojoj pripada rod Daphnia. Vrste roda Daphnia
dominiraju u slatkovodnom zooplanktonu, a od svih vrsta porodice Daphnidae, Daphnia
magna Straus, 1820 (Slika 1) je najveca vrsta (5-6 mm) i najlaksa za manipulaciju (Adema
1978). Kao S$to kaze i samo ime reda Cladocera (rasljoticalci), kojem pripada i D. magna,
jedinke posjeduju duga rasSljasta ticala koja im sluZze za veslanje. Tijelo se sastoji od
glavoprsnjaka 1 zatka, a obuhvaceno je karapaksom koji je dvodijelan, ve¢inom graden od
hitina i otvara se 1 zatvara pomoc¢u miSic¢a s ledne strane. Za plivanje, osim ve¢ spomenutih
dugih rasljastih ticala, koriste i prsne nastavke. Zadak im je reduciran, a prsa imaju mali broj
koluti¢a (4-6). D. magna ima otvoreni krvotok, a srce je loptasto s jednim parom ostija (sr¢anih
otvora) i nalazi se u prednjem dijelu tijela s dorzalne strane.

Ziv&ani sustav je karakteriziran cerebralnim ganglijem koji je smjesten blizu crijeva, a pored
oka. Na sredini glave smjesteno je nauplijevo oko kojim jedinke mogu uogiti smjer i intenzitet
svjetla, a osim nauplijevog oka, imaju i sastavljeno oko koje pokre¢u o¢ni misié¢i. Jedinke vrste
D. magna hrane se malim suspendiranim ¢esticama algi i bakterija u vodi, odnosno filtriranjem
okolne vode u kojoj zive. Hranu sakupljaju pomocu aparata za filtriranje koji se sastoji od
filopoda, odnosno spljostenih listastih nogu kojima stvaraju strujanje vode. Zbog svoje uloge

primarnog potrosaca fitoplanktona i klju¢nog izvora hrane za sekundarne potrosace,



predstavljaju vaznu kariku u prehrambenim lancima (Miner i sur. 2012.). U prirodi su Cesto u
ulozi plijena kojim se hrane brojni predatori (beskraljeznjaci i1 kraljeznjaci). Iz tog razloga,

smatra se da je predacija najces¢i uzrok smrtnosti vodenbuha u prirodi (Lynch 1980).

Slika 1. Velika vodenbuha (Daphnia magna Straus, 1820). Povecanje 40x

Jedinke vrste D. magna razdvojena su spola. Determinacija spola je uvjetovana okoli§nim
¢imbenicima pri ¢emu se muzjaci pojavljuju rijetko i kao odgovor na okolisne uvjete (Kleiven
i sur. 1992). D. magna se moze razmnozavati partenogenetski i spolno, ovisno o uvjetima
okolisSa, a u oba slucaja jajasca proizvode maticne stanice u ovariju (Zaffagnini 1987).
Oplodnjom haploidnih jajasaca nastaju oplodena jajasca iz kojih se ne razvijaju odmah mlade
jedinke, nego nastupa razdoblje mirovanja (zimska jaja). Takva jajasca su obi¢no u parovima,
zaustavljaju se u fazi blastule i obavijena su zilavom ovojnicom (ephippium) koja ih §titi od
isusivanja i omogucava im da prezive nepovoljne uvjete okoliSa (Zaffagnini 1987). JajaSca
nastala partenogenezom, koja su Cesta pojava u prirodi, prolaze samo ekvacijsku mejoticku
diobu i tako ostaju diploidna, a sama embriogeneza se dogada bez oplodnje (Harris i sur. 2012).
Embriogeneza partenogenetskih jajaSaca odvija se u leznom prostoru odakle izlaze kao
umanjene verzije odraslih jedinki (Zaffagnini 1987). Broj mladih, koje jedinke odraslih D.
magna produciraju, ovisi o koli¢ini dostupne hrane i utjecajima okolia. U prisustvu predatora
koji preferiraju vece jedinke vodenbuha, uo¢ena je visa stopa reprodukcije pri ¢emu vodenbuhe
produciraju jedinke manje veli¢ine kako bi izbjegle predatorske napade (Stibor i Luning 1994).
Obrnuta situacija uocena je u prisustvu predatora koji preferiraju jedinke manje veli¢ine. Kao
i kod ostalih ¢lankonozaca, rast vrsta roda Daphnia usko je povezan s presvlaéenjem. Duljina
vremena izmedu dva presvlacenja ovisi 0 temperaturi i moze varirati kod odraslih jedinki od

>15 dana pri 5 °C do otprilike 2 dana pri 25 °C. Osim o temperaturi, duljina vremena izmedu
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dva presvlacenja ovisi o starosti jedinki, stoga se juvenilne jedinke presvlace svaki dan prvih 5

dana starosti pri temperaturama od 25 °C (Porcella i sur. 1969).

D. magna vrlo je Cesto koristeni organizam u bioloskim istrazivanjima, a pogodan je test
organizam zbog prikladne veliCine tijela, lakog odrzavanja i manipuliranja u laboratorijskim
uvjetima, kratkog zivotnog ciklusa, koji pri temperaturama od 20 °C traje otprilike 8 tjedana, i
velike reproduktivne sposobnosti zbog ¢ega je u vrlo kratkom roku dostupan velik broj jedinki
(Ten Berge 1978). lako je D. magna $iroko rasprostranjena u vodenim ekosustavima, poznato
je da ne naseljava vodene sustave koji su zagadeni polutantima (Koivisto 1 sur. 1992) pa je iz
tog razloga dobar test organizam za razna ekotoksikoloSka istrazivanja (Bettinetii 1 sur. 2013;
Mazuran i sur. 2015; Nagel i sur. 2021). Osim toga, Nikitin i Latypova (2014) u svom su
istrazivanju pokazali kako se brzina plivanja D. magna u prisustvu cijanobakterijskog toksina
mikrocistina znacajno povecava §to se moze iskoristiti kao indikator za detekciju nizih

koncentracija ovog toksina.

1.3.1. Interakcija Daphnia-alga

Aparat za hranjenje toliko je u¢inkovit da D. magna mogu sakupljati bakterije, ali se uz
njih hrane i planktonskim algama (Ebert 2005). U prirodi, najve¢u gustocu populacije D.
magna obic¢no prati i velika gusto¢a populacije algi nakon Cega slijedi faza bistre vode budu¢i
da jedinke vrste D. magna ucinkovito uklanjaju veéi dio fitoplanktona iz vode prehranom.
Zahvaljuju¢i prozirnosti tijela D. magna, sadrzaj crijeva je vrlo lako vidljiv pa je uocljiva
zelena boja crijeva nakon hranjenja jedinki zelenim algama (Slika 2). Ishrana algama
povezana je i1 sa spolnim razmnozavanjem D. magna pri ¢emu je u muskih jedinki uo¢eno
aktivnije ponasanje pri parenju i uspjesnija oplodnja jajasaca u mirovanju nakon prehrane
algom vrste Stephanodiscus hantzschii Grunow in Cleve & Grunow, 1880 (Choi i sur. 2016).
Hadas i sur. (1982) u svom radu navode kako je konzumacija bakterija u D. magna jednaka ili
cak viSa u prisutnosti algi u suspenziji, a konzumacija algi je manja u prisutnosti bakterija u

usporedbi s konzumacijom algi bez prisustva bakterija.



Slika 2. D. magna nakon hranjenja algama. Povecanje 40x

Osim prehrambenih preferencija, kod vrste D. magna uoen je utjecaj mineralnih i
biokemijskih ograni¢enja hrane na njihov rast i populacijsku dinamiku pa je tako u svom radu
Boersma (2000) pokazao kako je dodatak fosfora algama, kojima su hranjene jedinke D.
magna, utjecao na njihov rast. Hessen i van Donk (1993) u svom radu navode kako zelena alga
Scenedesmus subspicatus Chodat. formira cenobije sastavljene od 4 do 8 stanica te duze i
¢vrsce Siljaste nastavke prilikom izloZenosti kemijskih tvari koje otpustaju jedinke D. magna.
Morfoloske promjene uoene u S. subspicatus mogu se protumaciti kao antipredatorska
strategija koja pomazZe vecoj otpornosti na predatorske napade zooplanktona koji se njome
hrani jer su u tom slucaju stanice algi prevelike da bi ih jedinke D. magna konzumirale (Lirling
i van Donk 1997).

1.4. Zelena hidra (Hydra viridissima Pallas, 1766)

Hydra viridissima Pallas, 1766 (zelena hidra) zivotinja je razreda Hydrozoa
(obrubnjaci) koljena Cnidaria (zarnjaci) koju nalazimo u slatkovodnim ekosustavima. Ime je
dobila prema Hydri, zmijolikoj vodenoj nemani poznatoj iz gréke mitologije koja je imala
veliku sposobnost regeneracije; naime, na mjestu svake dekapitacije, ona bi regenerirala dvije
nove glave. Stoga, zbog svoje iznimno dobre sposobnosti regeneracije, H. viridissima
stolje¢ima izaziva istraZivacki interes.

Tijelo H. viridissima je radijalno simetri¢no, valjkasto i Suplje, veli¢ine do oko 10 mm (Slika

3), au polipoidnom obliku kao sjedilacki organizam pri¢vri¢ena je za podlogu podnoznom



plocom. S gornje strane tijela (vrsni dio) nalazi se usni ¢unj na kojem su usta okruzena zrakasto
rasporedenim lovkama. Osim vr$nog dijela tijela i podnozne ploce, na tijelu hidre moze se
uociti i gastralni dio s pupnom regijom. Stijenka tijela hidre gradena je od tri sloja: vanjske
jednoslojne epiderme, srednjeg sloja mezogleje i unutarnje jednoslojne gastroderme. Epidermu
¢ine polarizirane epitelno-misi¢ne stanice izmedu kojih se nalaze zarne stanice (knidociti) koje
su osnovno obiljezje koljena Cnidaria. Mezogleja je zelatinozne konzistencije bez stanica te
omogucuje prolaz nutrijenata i migraciju stanica tijekom regeneracije (Znidari¢ 1970), a
gastroderma sadrzi gastrodermalno-mioepitelne, enzimatsko-zlijezdane i Ziv€ane stanice te
okruzuje gastrovaskularnu Supljinu u kojoj se odvija izvanstani¢na probava. Osim
izvanstani¢ne probave u gastrovaskularnoj Supljini, probava se odvija i unutarstanicno u

probavnim vakuolama zimogenih stanica.

Slika 3. Zelena hidra (Hydra viridissima Pallas, 1766). Povecanje 10x

Hidre su predatori i hrane se licinkama kukaca, bakterijama i ra¢i¢ima. Plijen hvataju lovkama
nakon ¢ega ih prinose ustima. Zarne stanice, koje se u velikom broju nalaze u lovkama, imaju
kljuénu ulogu u obrani i hvatanju plijena izbacujuci zarnice na podrazaj (Weber i sur. 1987).
To hidri daje veliku predatorsku i kompeticijsku prednost nad ostalim slatkovodnim
organizmima makrozoobentosa i makrozooplanktona koji su joj potencijalna hrana ili joj
potencijalno konkuriraju u kompeticiji za hranjive tvari. Otopljeni Kisik iz vode difuzijom
dolazi do svih stanica u tijelu, a zbog mrezastog ziv€anog sustava, hidre na mehani¢ki podrazaj
reagiraju kontrakcijom cijelog tijela. RazmnoZavanje u hidre je u vecini slucajeva nespolno,
iako se mogu razmnozavati i spolno. Evaginacijom tjelesne stijenke nastaju pupovi koji se,

nakon $to im se razviju lovke, odvajaju zapoc€injuci svoj samostalan zivot.



Zelena boja tijela hidre potjece od mikroskopskih jednostani¢nih fotoautotrofnih algi koje
nastanjuju  njene  gastrodermalno-mioepitelne  stanice. U ovom mutualistickom
endosimbiotskom odnosu, zelene alge dobivaju zastitu i staniSte u stanicama hidre i koriste
produkte metabolizma hidre, a hidra koristi kisik te produkte procesa fotosinteze koji se odvija
u zelenim algama. StoviSe, zelene hidre pokazuju veéu toleranciju na uvjete gladi od
aposimbiotskih hidri koje nemaju algalnih simbionata (Muscatine i Lenhoff 1965). Hidra kao
domacin regulira gustoc¢u svojih simbionata na nacin da regulira rast i diobu algi te izbacuje ili
probavlja visak algi (Fishman i sur. 2008), a svaka gastrodermalna-mioepitelna stanica hidre
sadrzi 20-40 algi (Habetha 1 sur. 2003). Ova simbioza je visokospecifi¢na. Jednom
uspostavljena endosimbioza s jednom vrstom algi onemogucuje uspostavljanje endosimbioze
S drugom vrstom algi uneSenom u organizam hidre hranjenjem drugim simbiotskim
organizmom ili unosenjem slobodnozivuce vrste alge iz stanista pa tako uneSene organizme
hidra pobavlja (McAuley i Smith 1982). Prisustvo simbiotske alge ima jak utjecaj na spolno
razmnoZzavanje zelene hidre. U veéini slucajeva se zenske gonade formiraju samo u prisutnosti
simbiotskih algi pa su simbiontske alge ukljucene u kontrolu spolne diferencijacije zelene hidre
(Habetha i sur. 2003). Danas je poznato da je moguce izolirati endosimbiotsku algu iz zelene
hidre te odrzavati njenu stabilnu kulturu u laboratoriju kroz generacije. Endosimbiotske alge
izolirane iz zelene hidre H. viridissima obuhvaéene su skupinom zajedni¢kog naziva
“Chlorella zagrebiensis*“ Kovac. & Jelen. (2007) (Kovacevi¢ i sur. 2010a). Endosimbiotska

alga je jaci simbiotski partner u simbiozi hidre i alge (Kovacevi¢ i sur. 2010Db).

1.5. Razred Turbellaria (virnjaci)

Razred Turbellaria (virnjaci) jedan je od cetiri razreda koljena Platyhelminthes
(plosnjaci) ¢ije vrste najve¢im dijelom zive u vodenim stanistima (mora i slatke vode), ali mogu
se naci i u vlaznim kopnenim stanistima. Vecina vrsta razreda Turbellaria ima dorzoventralno
spljosteno tijelo duzine od 0,5 mm do 20 mm, a na prednjem dijelu tijela je glava s ticalima i
aurikulama na kojima su smjeStena brojna osjetila. Svrstavaju se u bilateralno simetri¢ne
acelomate jer nemaju prave tjelesne Supljine, odnosno prostor izmedu stijenke tijela i
unutarnjih organa ispunjena je mezenhimom (parenhimom). Povr$inu tijela gradi jednoslojna
trepetljikava epiderma koja osim zaStitne i pokrovne uloge ima veliku ulogu u kretanju
virnjaka, a medu epidermalnim stanicama nalaze se razliite Zljezdane stanice koje luce sluz.
Sluz virnjaka ima mnogobrojne funkcije, od sprjecavanja isuSivanja tijela, izmjene plinova i

kretanja do pomo¢i pri hvatanju i gutanju plijena (Habdija i sur. 2011). Virnjaci su ve¢inom
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predatori ili strvinari i hrane se sitnim koluti¢avcima, licinkama mekuSaca i kukaca i
plantonskim rac¢i¢ima. Probavni sustav im zapocinje ustima na trbusnoj strani tijela na koje se
nastavlja miSi¢avo zdrijelo ¢iji se slobodni kraj moze izvrnuti kroz usta prilikom hranjenja.
Osim toga, crijevo je neprohodno pa kroz usni otvor izbacuju ostatke neprobavljene hrane, a
sama probava hrane je prvo ekstracelularna pa intracelularna. Izmjena plinova obavlja se
difuzijom preko trepetljikave epiderme. Buduci da su amoniotelicne zivotinje, vecéinu
amonijaka eliminiraju iz organizma difuzijom preko povrsSine tijela, a manji dio kroz
protonefridije. Mozak im je sastavljen od dva cerebralna ganglija od kojih se pruzaju dvije
ventrolateralne uzduzne ziv€ane vrpce koje su ljestvicavo medusobno povezane poprecnim
komisurama. Virnjaci su ve¢inom hermafroditi, a osim spolno, mogu se razmnoZzavati 1
nespolno poprecnim dijeljenjem tijela zahvaljujuéi svojoj velikoj sposobnosti regeneracije.

U zajednicama dna slatkih voda Hrvatske, virnjaci imaju vaznu ekolosku ulogu u hranidbenim
lancima, a zahvaljujuci jednostavnom i jeftinom uzgoju, moguénosti jednostavnog prikupljanja
velikog broja jedinki i niske tolerancije na razne kemijske tvari, vrste razreda Turbellaria
(virnjaci) Cesto su koriSteni organizmi u raznim ekotoksikoloskim istrazivanjima (Calevro 1
sur. 1998; Kalafati¢ i sur. 2001; Horvat i sur. 2005; Kovacevi¢ i sur. 2008).

lako pripadaju istom redu Tricladida (trocijevci) unutar razreda Turbellaria, mnogooka i
Siljoglava puzavica se razlikuju izgledom i1 ponasanjem.

Mnogooka puzavica (Polycelis felina Dalyell, 1814) je slatkovodni organizam duzine tijela oko
15 mm (Slika 4). Naseljava ciste 1 hladne potoke 1 jezera Europe, a dobro podnosi i1 brza
strujanja vode (Roca i sur. 1992). Tijelo im je duguljastog oblika s ravnom ventralnom stranom
dok je dorzalna strana tijela lagano zaobljena. Obi¢no imaju tamnosmedu do crnu boju tijela.
Na tijelu mnogooke puzavice mogu se razlikovati dva dijela tijela: prednji dio (,,glava®), koji
je odvojen od ostatka tijela blagim suZenjem, i straznji dio (,,rep*). Kako im samo ime kaze, na
prednjem dijelu tijela mnogooke puzavice nalazi se velik broj ocela koje imaju osjetnu ulogu,

odnosno fotosenzitivne su, ali ne stvaraju sliku.



Slika 4. Mnogooka puzavica (Polycelis felina Dalyell, 1814). Poveéanje 10x

Siljoglava puzavica (Dugesia gonocephala Duges, 1830) je slatkovodni organizam duzine do
18 mm i sirine 3 mm (Vries 1986) (Slika 5). Uobicajeni je stanovnik lentickih i lotickih sustava
kontinentalne Europe (Beier 1 sur. 2004), a za razliku od mnogooke puzavice, tijelo Siljoglave
puzavice je svijetlije, odnosno blijedo smede do bez boje. Na tijelu Siljoglave puzavice mogu
se razlikovati dva dijela tijela: predn;ji dio (,,glava‘), koji je odvojen od ostatka tijela blagim
suzenjem te je izrazitije trokutastog oblika, i straznji dio (,,rep*). Na prednjem dijelu tijela istice

se jedan par ocela u obliku inverznih pigmentnih ¢asica.

iy

Slika 5. Siljoglava puzavica (Dugesia gonocephala Duges, 1830). Poveéanje 10x

1.6. Izvannastavne aktivnosti iz biologije u $koli
Osim redovne nastave, koja predstavlja sredis$nji dio obrazovanja ucenika, u $kolama
se organiziraju i drugi oblici odgojno-obrazovnog rada s uc¢enicima kao §to su dopunski rad,

izborna nastava, dodatni rad i1 izvannastavne aktivnosti (Martinc¢evi¢ 2010). Izvannastavne
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aktivnosti u skoli su sve one aktivnosti i sadrzaji koje ucenici samostalno biraju prema vlastitim
preferencijama i interesima, a odvijaju se u slobodno izvannastavno vrijeme. Mnoge
izvannastavne aktivnosti odvijaju se izvan Skole, ali odrzavanje izvannastavnih aktivnosti u
Skoli ima svoje prednosti, a to su prvenstveno manji gubitak vremena zbog putovanja sto je
velika prednost i za ucenike i za roditelje koji tako imaju obvezu manje, sigurnost koju daje
ustanova u kojoj ucenici redovito provode mnogo vremena i suradnja s nastavnicima koje

ucenici ve¢ dobro poznaju.

Cetiri su temeljna ¢imbenika bitna za ostvarivanje izvannastavnih aktivnosti: potpora vodstva
Skole nastavniku-voditelju u provodenju i organizaciji izvannastavnih aktivnosti, samostalnost
nastavnika pri izboru programa aktivnosti, uklju€enost samih ucenika u izvannastavne
aktivnosti te stru¢no usavrSavanje nastavnika za taj oblik odgojno-obrazovne djelatnosti (Jurcié¢
2008). Prema tome, jasno je da je odabir sadrzaja koji ¢e se ponuditi u okviru izvannastavnih

aktivnosti bitan za poticanje interesa i ukljucenosti ucenika u izvannastavne aktivnosti.

Atraktivnost prirodoslovnog podrucja medu ucenicima u Skolama u cijelom svijetu je u
opadanju, a interes ucenika za prirodoslovlje znatno opada na prijelazu iz osnovne u srednju
Skolu (Osborne i sur. 2003; Barmby i sur. 2008; Trobst i sur. 2016). Tome u prilog ide ¢injenica
da je gradivo biologije veoma opsirno, odnosno kurikulum je prili¢no zahtjevan, a na redovitoj
nastavi se uglavnom ne stize prikazati sve privlatno i/ili zanimljivo. 1z tog razloga,
organiziranje izvannastavnih aktivnosti iz biologije moze posluziti kao izvrsna nadopuna
redovitoj nastavi te moze potaknuti interes ucenika za prirodoslovnim podru¢jem. U tom
slucaju, ucenici, koji pokazuju interes za biologiju 1 bioloSke koncepte, prema vlastitim
interesima i samovoljno mogu birati izvannastavne aktivnosti iz podrucja biologije kojima bi
se trebao njegovati razvoj kritickog misljenja i osamostaljivanje kod ucenika te dati uvid u
proces znanstvenog istrazivanja i znanstvenog rada. Usvajanje bioloskih koncepata kroz
prakti¢ni rad omogucéava u€enicima razvoj vjestina i sposobnosti kao Sto su osmisljavanje i
provodenje istrazivanja, rjeSavanje problema, postavljanje znanstvenih pitanja i hipoteza,
formuliranje znanstvenih objasnjenja te komunikacija i zastupanje vlastitih znanstvenih
zakljuaka temeljenih na znanstvenim c¢injenicama i argumentima (Hofstein i Mamlok-
Naaman 2007). Zbog toga je vazno da se u kurikulum izvannastavnih aktivnosti uvrsti i takav
oblik rada jer izvannastavne aktivnosti mogu imati znac¢ajnu ulogu u odabiru zanimanja. Osim
Sto uklju€ivanje u izvannastavne aktivnosti uenicima omogucava da istraze i u¢vrste svoje

interese (Blomfield i Barber 2011), ono im omogucava i da otkriju svoje talente, sposobnosti i
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ograni¢enja. Sva saznanja o sebi i svojim mogucénostima, ucenicima mogu biti vrijedne

informacije prilikom kasnijeg odabira vlastitog zanimanja.

1.7. Cilj istrazivanja

Cilj ovog diplomskog rada je istraziti i utvrditi mehanizme obrane, prilagodbe i
prezivljavanja velike vodenbuhe kao plijena u slatkovodnom mikrokozmosu unutar sustava
rakovi veslonosci — makrozoobentoski organizmi (virnjaci i hidre) — izolirane endosimbiotske
alge. Budu¢i da predacija, kao 1 kompeticija, ima jak selekcijski pritisak, a time 1 utjecaj na
oblikovanje ekosustava, fokusiraju¢i se na populacijski 1 evolucijski aspekt istog, pratit ¢u
odnose izmedu konstituenata u postavljenim slatkovodnim mikrokozmosima, s naglaskom na
utvrdivanje mehanizama obrane velike vodenbuhe kao plijena, od predatora, i interakcije s
prisutnim izoliranim algama. Medusobnim interakcijama organizama unutar slatkovodnog
ekosustava stvara se hranidbena mreza, a proucavanjem tih hranidbenih mreza dobiva se uvid
u mogucu dinamiku slatkovodnih ekosustava koje promatrani organizmi naseljavaju, $to ovim
radom zelim pokazati. Posljedi¢no, cilj je, izmedu ostalih, dobiti jasniju sliku o vaznosti i
modusu odnosa predator-plijen te ulozi velike vodenbuhe u odrzavanju prirodne ravnoteze
slatkovodnih ekosustava, kao i jasniji uvid u interspecijske odnose prisutnih konstituenata
mikrokozmosa 1 mogucu dinamiku slatkovodnih ekosustava u kojima moZemo pronaci

koriStene organizme.

Jedan od ciljeva je 1 utvrditi mogucénost primjene ovog istrazivanja u izvannastavnim
aktivnostima iz biologije u srednjoj Skoli. Utvrdit ¢u S§to o istome misle nastavnici i koliko se
razmiSljanja nastavnika 1 ucenika razlikuju s ciljem unapredenja ponude sadrzaja iz
izvannastavnih aktivnosti iz biologije u srednjim Skolama te povecanja interesa ucenika za

prirodoslovno podrucje.
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. Pokusni organizmi

Za ovo istrazivanje koristila sam slatkovodne organizme: velika vodenbuha (Daphnia
magna Straus, 1820), zelena hidra (Hydra viridissima Pallas, 1766), izolirana endosimbiotska
alga iz zelene hidre Desmodesmus subspicatus (Chlorophyceae) (Chodat) Hegewald et
Schmidt, zelena alga Chlorella vulgaris Beij. [K&H, 1992], siljoglava puzavica (Dugesia
gonocephala Duges, 1830) i mnogooka puzavica (Polycelis felina Dalyell, 1814). Sve
navedene slatkovodne organizme koristila sam iz uzgoja Zoologijskog zavoda Bioloskog
odsjeka Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu, a vrsta mnogooka puzavica

izolirana je iz prirodnog stanista (Gracanski potok, Zagreb).

Jedinke velike vodenbuhe uzgajane su u uzgojnom akvariju od 60 L i u temperaturnom rasponu
od 17 °C do 21 °C uz rasprsivac zraka i u odstajaloj vodi (Slika 6). Hranjene su jednom do dva
puta tjedno kvascem (suhi ili svjezi) te svaki dan algom roda Chlorella i ribljom hranom
najsitnije granulacije (SAK 00). Takoder, uzgajane su pod umjetnim halogenim svjetlom (T8,

35 W) fotoperioda 10 sati no¢ i 14 sati dan.

Slika 6. Uzgojni akvarij za velike vodenbuhe

Kultura zelenih hidri u laboratoriju je odrzavana u staklenim posudama volumena 2 L u
aeriranoj akvarijskoj vodi (Slika 7) pri sobnoj temperaturi od 21 °C i difuznom dnevnom svjetlu
fotoperioda 10 sati svjetlo i 14 sati mrak. Zelene hidre hranjene su dva puta tjedno li¢inkama

planktonskog racica vrste Artemia salina Linnaeus, 1758, a nakon svakog hranjenja
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prebacivane su u ¢istu aeriranu akvarijsku vodu. Jedinke Siljoglave puzavice odrzavane su

zajedno sa zelenim hidrama u staklenim posudama i na isti nacin (Slika 7 i 8).

Slika 7. Kulture zelene hidre

T — v - - » TR -

Slika 8. Kultura $iljoglave puzavice izdvojena iz staklene posude sa zelenim hidrama

Jedinke mnogooke puzavice izolirane su iz prirodnog stanista (Grac¢anski potok, Zagreb) te su
odrzavane u laboratoriju u staklenim posudama volumena 1 L u aeriranoj akvarijskoj vodi
(Slika 9). Drzala sam ih u hladnjaku na temperaturi od 13,5 °C i hranila jednom tjedno
licinkama planktonskog racic¢a vrste A. salina. Sat vremena nakon svakog hranjenja prebacivala

sam ih u Cistu aeriranu akvarijsku vodu kako bi se uklonili eventualni ostaci probavljene hrane.
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Slika 9. Kultura mnogooke puzavice

KoriStene kulture zelenih algi odrzavane su standardiziranom metodom u epruvetama duZine
16 cm i promjera 15 mm na sterilnim kosim hranjivim podlogama sastava: 2 g agara, 100 mg
KNO3, 1 mL MgSQO;s - 7 H20, 1 mL K;HPOg4, 0,1 mL FeClz i 100 mL destilirane vode (Pratt
1941; Horvati¢ i sur. 2000). Alge su rasle u sterilnim uvjetima u klima-komori pri 24 °C i
konstantnom osvjetljenju intenziteta 80 umol/m?, a svaka epruveta je sadrzavala 5 mL hranjive
podloge pod nagibom od 15°. Svakih 14 dana, alge uzgajane na prethodno opisan nadin,
nacjepljivane su platinastom usicom na nove hranjive podloge u laminaru u sterilnim uvjetima
pri cemu je sadrzaj iz svake kontrolne epruvete rasporedivan na pet novih epruveta s novom
kosom hranjivom podlogom. Alge su na nove hranjive podloge nanosene "cik-cak™ tehnikom
ukupne duzine razmaza 10 cm. Epruvete su zatvarane odgovaraju¢im ¢epovima te stavljane u

iste uvjete rasta u klima-komoru (Kovaéevi¢ i sur. 2010a) (Slika 10).

Slika 10. Kulture izoliranih endosimbiotskih algi
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2.2. Eksperimentalni postav mikrokozmosa

Pokuse sam izvodila u ekperimentalnim staklenim posudama (kristalizirkama)
volumena 60 mL pri ¢emu sam prilikom postave svakog mikrokozmosa u kristalizirke
dodavala po 50 mL aerirane vode (Slika 11). Prilikom postave pokusa odnose unutar sustava
rakovi veslonosci — makrozoobentoski organizmi (virnjaci i hidre) — izolirane endosimbiotske
alge promatrala sam su u dva temperaturna rezima: 25 °C i fotoperiod 8 sati dan/16 sati no¢ i
13,5 °C u mraku, i koriStenjem i gladnih i sitih Zivotinja pri ¢emu sam sitim Zivotinjama
smatrala Zivotinje hranjene neposredno prije pokusa, a gladnim Zivotinjama one Cije je zadnje
hranjenje bilo minimalno tri dana prije postave pokusa. Svaki postav pokusa izradila sam u pet
replika uzoraka, a rezultate sam pratila neposredno nakon postave pokusa te 1 sat, 8 sati i 24
sata nakon postave pokusa dok su u ovom diplomskom radu prikazani rezultati nakon 1 i 24
sata.

Promatrani meduodnosi navedenih pokusnih organizama prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Promatrani meduodnosi pokusnih organizama u mikrokozmosu pri dva
temperaturna rezima uz dodatak i sitih i gladnih predatora u omjerima 1:1 i 5:5 jedinki te deset
jedinki plijena

sustav DM + hidra sustav DM + virnjak (+alga) sustav DM +hidra +
virnjak
PF + DM DG + DM HV + PF + DM
HV + DM
PF+DM+CZ | PF+DG+DM HV + DG + DM
kontrole sustav DM + alga
DM Cz DM + CZ

Pokuse sam izvodila na nacin da sam u svakom postavu mikrokozmosa hidre i virnjake
dodavala kapaljkom u omjerima 1:1 i 5:5 jedinki, a plijen (vodenbuha) dodavala sam
kapaljkom po 10 jedinki po mikrokozmosu u 50 mL aerirane vode. U slu¢aju eksperimentalnih
postava koji ukljucuju dodatak algi, suspenzije algi sam radila tako da sam u 10 mL aerirane
vode metalnom spatulom dodala ¢etvrtinu sadrzaja algi iz uzgojne epruvete. Cijelu suspenziju
sam homogenizirala mijeSanjem spatulom ne mijenjaju¢i smjer mijeSanja nakon cega sam
suspenziju algi dodala u kristalizirku volumena 60 mL koju sam, u tom slu¢aju, prethodno

napunila s 40 mL aerirane vode.
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Slika 11. Pribor i materijali za postav mikrokozmosa

Uz postavljanje kontrola, pripravljene staklene eksperimentalne posude, na nacin kako je

opisano prethodnim tekstom, stavljala sam na pladnjeve i izlagala uvjetima pokusa (Slika 12).

Slika 12. Postav mikrokozmosa s jednim meduodnosom pokusnih zivotinja u pet replika

2.3. Anketno istraZivanje

Kako bi se sto bolje utvrdilo koliko bi, prema misljenju u¢enika i nastavnika koji izvode
izvannastavne aktivnosti iz biologije u srednjim $kolama, ovakvo ili sli¢no istrazivanje moglo
biti dobar temelj za izvodenje izvannastavnih aktivnosti u Skoli, koristila sam anonimno
anketiranje. Od ukupnog uzorka anketiranih ucenika i nastavnika, uzimala sam u obzir samo
potpuno ispunjene ankete pa je to u konacnici dalo broj od 90 ucenika tre¢ih razreda triju

gimnazija u Zagrebu i 40 nastavnika i nastavnica biologije u zagrebackim gimnazijama.
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Gimnazije su odabrane jer je zastupljenost biologije, a posljedi¢no i izborne nastave iz biologije
u strukovnim Skolama vrlo mala, a kada postoji svodi se uglavnom na jednu nastavnu godinu.
Za analizu stavova ucenika I nastavnika koristena je Likertova skala na kojoj su mogli odabrati
odgovore na postavljene tvrdnje o0 razli¢itim tipovima aktivnosti graduirano od ,,Sigurno ne
bih/bi* preko ,,Mozda bih/bi“ i ,,Vjerojatno bih/bi* do ,,Sigurno bih/bi“, pri ¢emu je veéina
pitanja sastavljena tako da je moguca direktna usporedba ucenickih i nastavnickih odgovora.
Pojedina pitanja u anketama su bila otvorenog tipa, dok su neka nudila odgovore na izbor
ispitaniku. Ispitanici su ankete popunjavali putem online obrasca (Google Forms). Ucenicka

anketa (Prilog 1.) i nastavnicka anketa (Prilog 2.) navedene su u prilogu.

2.4. Statisticka obrada podataka

Kako bi se dobiveni rezultati mogli §to bolje analizirati i na temelju njih donijeti
konkretni zakljucci, u istrazivanju sam primjenila neke od osnovnih statistickih metoda. Jedna
od osnovnih metoda analize je aritmeticka sredina, tj. srednja vrijednost koja se dobije tako sto
se zbroj vrijednosti promatranog parametra podijeli s brojem zbrajanih vrijednosti promatranog
parametra. Osim toga, izraCunavala sam 1 standardnu devijaciju koja oznacava mjeru
rasprSenosti podataka u skupu pa se na temelju toga moze odrediti koliko je odstupanje
podataka od izraCunate srednje vrijednosti. Obje vrijednosti izraCunala sam u raCunalnom

programu STATISTICA 13.0 prema navedenim formulama:

a= xlzi za srednju vrijednost i s = \/%Z{-V:l(x — a)? za standardnu devijaciju.

Za statisticCku obradu podataka dobivenih koriStenjem metode mikrokozmosa koriSten je
programski paket STATISTICA 13.0. Potencijalna razlika izmedu skupina utvrdena je
analizom varijance 1 Tukey testom. Statisticka znacajnost u svim koriStenim metodama je

svedena na p < 0,05.

Za provedbu statisticke analize odabranih pitanja iz ankete, odgovorima Likertove skale
pridruzila sam brojeve od jedan do cetiri s time da je jedan odbijanje, a Cetiri apsolutno
prihvacanje neke aktivnosti. Statisticku usporedbu, tj. statisticku znacajnost razlika, izratunala

sam provedbom t-testa u programu STATISTICA 13.0 uz vrijednost p <0,05.
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3. REZULTATI

3.1. IstraZivanje metodom mikrokozmosa

U kontrolnom postavu pokusa s velikom vodenbuhom, trenutno nakon dodatka vodenbuha
u sustav, sve vodenbuhe su bile pokretne i ponaSale su se kao i u uzgojnom akvariju. Nakon
izlozenosti od 1 h, u svih pet replika pri 25 °C i pri 13,5 °C jedinke velikih vodenbuha su sve
bile zive i pokretne. Nakon izloZenosti od 24 h, i pri 25 °C i pri 13,5 °C u Cetiri replike su sve
jedinke vodenbuha bile Zive i pokretne. U jednoj replici pri svakoj od navedenih temperatura

je bilo devet zivih i pokretnih vodenbuha te jedna mrtva vodenbuha.

U postavu pokusa s izoliranom endosimbiotskom algom Desmodesmus subspicatus,
trenutno nakon dodatka suspenzije algi u sustav, alge su bile homogeno rasprSene po
eksperimentalnoj posudi. Nakon izlozenosti od 1 h u svih pet replika je suspenzija algi bila
homogeno rasprSena pri temperaturi 25 °C i pri 13,5 °C. Nakon izlozenosti od 24 h, u pet
replika pri 13,5 °C su bile vidljive niti algi na dnu, tj. blaga formacija mreze, a pri 25 °C u svih

pet replika je bila vidljiva pojava intenzivnije mreze.

U postavu pokusa s velikom vodenbuhom uz dodatak zelene hidre kao predatora, trenutno
nakon dodatka zelene hidre u sustav, Zivotinje su se ponasale kao i u uzgojnim akvarijima.
Nakon izlozenosti 0od 1 h u sluc¢aju kada su zelene hidre stavljene u pokus gladne samo u jednoj
replici pri 25 °C 1 s pet hidri u sustavu je bilo uo¢eno grupiranje jedinki vodenbuha. Nakon
izloZenosti od 24 h u slu¢aju kada su zelene hidre stavljene u pokus gladne, u dvije replike pri
13,5 °C i s jednom hidrom u sustavu je bilo uoceno grupiranje jedinki vodenbuha. U istom
slu¢aju pri 25 °C, grupiranje jedinki vodenbuha je bilo uo¢eno u dvije replike s jednom hidrom

u sustavu te u Cetiri replike s pet hidri u sustavu.

U postavu pokusa s velikom vodenbuhom uz dodatak Siljoglave puzavice kao predatora,
trenutno nakon dodatka Siljoglave puzavice u sustav, Zivotinje su se ponasale kao i u uzgojnim
akvarijima. Grupiranje jedinki vodenbuha je, u slucaju sitih $iljoglavih puzavica, bilo uoceno
nakon izloZenosti od 24 h 1 to u tri replike pri 13,5 °C s jednom Siljoglavom puzavicom, tri
replike pri 25 °C s jednom siljoglavom puzavicom i jednom replikom pri 25 °C s pet $iljoglavih
puzavica. Kad su $iljoglave puzavice u pokus stavljene gladne, grupiranje jedinki vodenbuha
bilo je prisutno u cetiri replike pri 13,5 °C 1 tri replike pri 25 °C s jednom S$iljoglavom
puzavicom te u pet replika pri 13,5 °C i tri replike pri 25 °C s pet siljoglavih puzavica za slu¢aj
kratkotrajne izloZenosti od 1 h. Nakon izloZenosti od 24 h, grupiranje jedinki vodenbuha bilo
je prisutno u tri replike pri 13,5 °C i tri replike pri 25 °C s jednom Siljoglavom puzavicom te u

tri replike pri 13,5 °C s pet Siljoglavih puzavica u sustavu.
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U postavu pokusa s velikom vodenbuhom uz dodatak mnogooke puzavice kao predatora,
trenutno nakon dodatka mnogooke puzavice u sustav, zivotinje Su Se ponasale kao i u uzgojnim
akvarijima. Grupiranje jedinki vodenbuha je, u sluc¢aju sitih mnogookih puzavica stavljenih u
pokus, bilo uoceno nakon izlozenosti od 1 h u tri replike pri 13,5 °C s jednom mnogookom
puzavicom te u dvije replike pri 13,5 °C i jednoj replici pri 25 °C s pet mnogookih puzavica u
sustavu (Slika 13). Nakon izlozenosti od 24 h pojava grupiranja je bila prisutna u jednoj replici
pri 25 °C s jednom Siljoglavom puzavicom te jednoj replici pri 13,5 °C i tri replike pri 25 °C s
pet mnogookih puzavica. Kada su mnogooke puzavice u pokus stavljene gladne, grupiranje
jedinki vodenbuha bilo je prisutno u tri replike pri 13,5 °C i tri replike pri 25 °C s jednom
mnogookom puzavicom te u tri replike pri 13,5 °C i tri replike pri 25 °C s pet mnogookih
puzavica za slucaj izlozenosti od 1 h. Nakon izlozenosti od 24 h, grupiranje jedinki vodenbuha
bilo je prisutno u cetiri replike pri 13,5 °C 1 dvije replike pri 25 °C s jednom mnogookom
puzavicom te u jednoj replici pri 13,5 °C 1 Cetiri replike pri 25 °C s pet mnogookih puzavica u

sustavu.

Slika 13. Velika vodenbuha uz dodatak mnogooke puzavice kao predatora. Grupirane jedinke

vodenbuha su zaokruZene.

U postavu pokusa s velikom vodenbuhom uz dodatak Siljoglave puzavice i zelene hidre
kao predatora, trenutno nakon dodatka predatora u sustav, u slu¢aju sitih predatora, Siljoglave
puzavice su se intenzivno kretale po eksperimentalnim posudama i hvatale vodenbuhe. U
slucaju gladnih predatora, Siljoglave puzavice su se intenzivno kretale po eksperimentalnim

20



posudama i hvatale vodenbuhe, a zelene hidre su lovkama hvatale ili drzale vodenbuhe. Nakon
izlozenosti od 1 h, kada su §iljoglave puzavice i zelene hidre u pokus stavljene site, grupiranje
jedinki vodenbuha bilo je prisutno u tri replike pri 13,5 °C i tri replike pri 25 °C s jednom
Siljoglavom puzavicom i zelenom hidrom te u jednoj replici pri 13,5 °C i pet replika pri 25 °C
s pet Siljoglavih puzavica i zelenih hidri. Nakon izlozenosti od 24 h, grupiranje jedinki
vodenbuha bilo je prisutno u dvije replike pri 13,5 °C i jednoj replici pri 25 °C s jednom
Siljoglavom puzavicom i zelenom hidrom te u jednoj replici pri 13,5 °C s pet Siljoglavih
puzavica 1 zelenih hidri u sustavu. U slucaju gladnih Siljoglavih puzavica 1 zelenih hidri
stavljenih u pokus, nakon izlozenosti od 1 h bila je uoc¢ena pojava grupiranja jedinki vodenbuha
u Cetiri replike pri 13,5 °C 1 pet replika pri 25 °C s jednom Siljoglavom puzavicom i zelenom
hidrom te u pet replika pri 13,5 °C i jednoj replici pri 25 °C s pet $iljoglavih puzavica i zelenih
hidri. Grupiranje je, nakon izloZenosti od 24 h, bilo uoceno u tri replike pri 13,5 °C 1 jednoj
replici pri 25 °C s jednom Siljoglavom puzavicom 1 zelenom hidrom. Hiperprodukcija jedinki
vodenbuha, kada su predatori siti stavljeni u pokus, bila je uo¢ena u jednoj replici pri 13,5 °C
s jednom $iljoglavom puzavicom i zelenom hidrom nakon izlozenosti od 1 h. Kada su predatori
stavljeni u pokus gladni, hiperprodukcija jedinki vodenbuha bila je uoc¢ena u dvije replike pri
13,5 °C 1 jednoj replici pri 25 °C s jednom Siljoglavom puzavicom i zelenom hidrom nakon
izloZenosti od 1 h. U slu¢aju izloZzenosti od 24 h, hiperprodukcija je bila uo¢ena u jednoj replici

pri 13,5 °C i pri 25 °C s jednom $iljoglavom puzavicom i zelenom hidrom u sustavu.

U postavu pokusa s velikom vodenbuhom uz dodatak mnogooke puzavice i zelene hidre
kao predatora, trenutno nakon dodatka predatora u sustav, Zivotinje su se ponasale kao 1 u
uzgojnim akvarijima. Kada su mnogooke puzavice i zelene hidre u pokus stavljene site,
grupiranje jedinki vodenbuha bilo je prisutno u dvije replike pri 13,5 °C i pet replika pri 25 °C
s jednom mnogookom puzavicom i zelenom hidrom te u jednoj replici pri pri 25 °C s pet
mnogookih puzavica i zelenih hidri za slucaj izlozenosti od 1 h. Nakon izloZenosti od 24 h,
grupiranje jedinki vodenbuha bilo je prisutno u Cetiri replike pri 13,5 °C 1 jednoj replici pri 25
°C s jednom mnogookom puzavicom i zelenom hidrom te u jednoj replici pri 13,5 °C i pri 25
°C s pet siljoglavih puzavica i zelenih hidri u sustavu. U slu¢aju gladnih predatora stavljenih u
pokus, nakon izloZenosti od 1 h bila je uocena pojava grupiranja jedinki vodenbuha u jednoj
replici pri 13,5 °C s jednom mnogookom puzavicom i zelenom hidrom te u jednoj replici pri
13,5 °C i pri 25 °C s pet mnogookih puzavica i zelenih hidri. Grupiranje je, nakon izloZenosti
od 24 h, bilo uoceno u tri replike pri 25 °C s jednom mnogookom puzavicom i zelenom hidrom

te u jednoj replici pri 13,5 °C i dvije replike pri 25 °C s pet mnogookih puzavica i zelenih hidri
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u sustavu. Hiperprodukcija jedinki vodenbuha, kada su predatori siti stavljeni u pokus, bila je
uocena je u jednoj replici pri 13,5 °C i Cetiri replike pri 25 °C s pet mnogookih puzavica i
zelenih hidri nakon izloZenosti od 1 h. Nakon izloZenosti od 24 h, hiperprodukcija je bila
uocena U jednoj replici pri 25 °C s jednom mnogookom puzavicom i zelenom hidrom te u dvije
replike pri 13,5 °C i pet replika pri 25 °C s pet mnogookih puzavica i zelenih hidri u sustavu.
Kada su predatori stavljeni u pokus gladni, hiperprodukcija jedinki vodenbuha bila je uocena
u jednoj replici pri 25 °C s pet mnogookih puzavicai zelenih hidri nakon izloZenosti od 1 h. U
sluéaju izlozenosti od 24 h, hiperprodukcija je bila uoc¢ena u pet replika pri 13,5 °C i dvije
replike pri 25 °C s jednom mnogookom puzavicom i zelenom hidrom te u cetiri replike pri 13,5

°C i jednoj replici pri 25 °C s pet mnogookih puzavica i zelenih hidri.

U postavu pokusa s velikom vodenbuhom uz dodatak mnogooke puzavice i Siljoglave
puzavice kao predatora, trenutno nakon dodatka predatora u sustav, Zivotinje su se ponaSale
kao 1 u uzgojnim akvarijima. Grupiranje jedinki vodenbuha je, u slucaju sitih predatora
stavljenih u pokus, bilo uoceno nakon izlozenosti od 1 h u tri replike pri 13,5 °C i pet replika
pri 25 °C s jednom mnogookom puzavicom i siljoglavom puzavicom te u dvije replike pri 13,5
°C 1 pri 25 °C s pet mnogookih puzavica i Siljoglavih puzavica u sustavu. Nakon izloZenosti
od 24 h, pojava grupiranja je bila prisutna u Cetiri replike pri 13,5 °C 1 dvije replike pri 25 °C
s jednom mnogookom puzavicom i Siljoglavom puzavicom te jednoj replici pri 25 °C s pet
mnogookih puzavica i Siljoglavih puzavica. Kada su predatori u pokus stavljeni gladni,
grupiranje jedinki vodenbuha bilo je prisutno u Cetiri replike pri 13,5 °C i pri 25 °C s jednom
mnogookom puzavicom i Siljoglavom puzavicom te u tri replike pri 13,5 °C 1 tri replike pri25
°C s pet mnogookih puzavica i Siljoglavih puzavica za slu¢aj izlozenosti od 1 h. Nakon
izloZenosti od 24 h, grupiranje jedinki vodenbuha je bilo prisutno u dvije replike pri 13,5 °C s
jednom mnogookom puzavicom 1 Siljoglavom puzavicom u sustavu (Slika 14).
Hiperprodukcija jedinki vodenbuha je bila uo¢ena samo u sluéaju kada su predatori siti
stavljeni u pokus i to u jednoj replici pri 25 °C s jednom mnogookom puzavicom i Siljoglavom
puzavicom te u tri replike pri 25 °C s pet mnogookih puzavica i §iljoglavih puzavica nakon
izlozenosti od 1 h. Nakon izlozenosti od 24 h, hiperprodukcija je bila uo€ena u jednoj replici
pri 13,5 °C i tri replike pri 25 °C s jednom mnogookom puzavicom i Siljoglavom puzavicom

te u dvije replike pri 13,5 °C s pet mnogookih puzavica i $iljoglavih puzavica u sustavu.
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Slika 14. Velika vodenbuha uz dodatak i mnogooke i Siljoglave puzavice kao predatora.

Grupirane jedinke vodenbuha su zaokruzene.

U postavu pokusa s velikom vodenbuhom uz dodatak mnogooke puzavice kao predatora
i uz dodatak suspenzije izolirane endosimbiotske alge Desmodesmus subspicatus, trenutno
nakon dodatka mnogooke puzavice i suspenzije alge u sustav, mnogooke puzavice su se
ponasale kao i u uzgojnim akvarijima, a alge su bile homogeno rasprsene po eksperimentalnoj
posudi. Grupiranje jedinki vodenbuha je, u slucaju sitih predatora stavljenih u pokus, bilo
uoceno nakon izloZenosti od 1 h u tri replike pri 13,5 °C s jednom mnogookom puzavicom i
suspenzijom algi te u jednoj replici pri 25 °C s pet mnogookih puzavica i suspenzijom algi u
sustavu. Nakon izloZenosti od 24 h, pojava grupiranja bila je prisutna u jednoj replici pri 13,5
°C s jednom mnogookom puzavicom i suspenzijom algi te jednoj replici pri 25 °C s pet
mnogookih puzavica i suspenzijom algi. Kada su predatori u pokus stavljeni gladni, grupiranje
jedinki vodenbuha bilo je prisutno u dvije replike pri 13,5 °C s jednom mnogookom puzavicom
i suspenzijom algi (Slika 15) te u dvije replike pri 13,5 °C s pet mnogookih puzavica i
suspenzijom algi za slucaj izloZenosti od 1 h. Nakon izloZenosti od 24 h, grupiranje jedinki
vodenbuha bilo je prisutno u jednoj replici pri 13,5 °C s pet mnogookih puzavica i suspenzijom
algi u sustavu. Hiperprodukcija jedinki vodenbuha, kada su predatori siti stavljeni u pokus, bila
je uocena samo u slucaju izloZenosti od 24 h i to u dvije replike pri 13,5 °C 1 jednoj replici pri
25 °C s jednom mnogookom puzavicom i suspenzijom algi te u tri replike pri 13,5 °C i Cetiri
replike pri 25 °C s pet mnogookih puzavica i suspenzijom algi. Kada su predatori stavljeni u

pokus gladni, hiperprodukcija jedinki vodenbuha bila je uoc¢ena u jednoj replici pri 13,5 °C s
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jednom mnogookom puzavicom i suspenzijom algi nakon izlozenosti od 1 h. U slucaju
izloZenosti od 24 h, hiperprodukcija je bila uocena u Cetiri replike pri 13,5 °C i pet replika pri
25 °C s jednom mnogookom puzavicom i suspenzijom algi te u dvije replike pri 13,5 °C i pet
replika pri 25 °C s pet mnogookih puzavica i suspenzijom algi. Ubrzano kretanje (“bullet”)
jedinki vodenbuha bilo je uoceno samo nakon izloZenosti od 24 u slucaju kada su mnogooke
puzavice u pokus stavljene site i to u jednoj replici s jednom mnogookom puzavicom i
suspenzijom algi te u jednoj replici s pet mnogookih puzavica i suspenzijom algi pri 25 °C
(Tablica 2). Kada su zivotinje stavljene u pokus site, pojava zarobljenosti vodenbuha u algama
bila je uocena u nakon izlozenosti od 1 h u tri replike pri 25 °C s jednom mnogookom
puzavicom i suspenzijom algi, a nakon izlozenosti od 24 h u dvije replike pri 13,5 °C s jednom
mnogookom puzavicom 1 suspenzijom algi te u Cetiri replike pri 13,5 °C s pet mnogookih
puzavica i suspenzijom algi. Pojava niti algi na zatku bila je uo¢ena nakon izloZenostiod 1 hu
jednoj replici pri 25 °C s pet mnogookih puzavica 1 suspenzijom algi, a nakon izlozenosti od
24 h u jednoj replici pri 13,5 °C s jednom mnogookom puzavicom i suspenzijom algi te u etiri
replike pri 13,5 °C i jednoj replici pri 25 °C s pet mnogookih puzavica i suspenzijom algi.
Pojava zelenog zatka vodenbuha bila je uoc¢ena nakon izlozenosti od 24 h u tri replike pri 13,5
°C i u jednoj replici pri 25 °C s jednom mnogookom puzavicom i suspenzijom algi. Kada su
zivotinje stavljene u pokus gladne, pojava zarobljenosti vodenbuha u algama bila je uocena
nakon izloZenosti od 1 h u dvije replike pri 13,5 °C i pri 25 °C s jednom mnogookom
puzavicom 1 suspenzijom algi te u Cetiri replike pri 13,5 °C i pet replika pri 25 °C s pet
mnogookih puzavica i suspenzijom algi, a nakon izloZenosti od 24 h u tri replike pri 13,5 °C s
jednom mnogookom puzavicom i suspenzijom algi te u tri replike pri 13,5 °C s pet mnogookih
puzavica i suspenzijom algi (Slika 16). Pojava niti algi na zatku bila je uo¢ena nakon izlozenosti
od 1 h u Cetiri replike pri 13,5 °C i pet replika pri 25 °C s jednom mnogookom puzavicom i
suspenzijom algi te u pet replika pri 13,5 °C i Cetiri replike pri 25 °C s pet mnogookih puzavica
i suspenzijom algi, a nakon izloZenosti od 24 h u dvije replike pri 13,5 °C i dvije replike pri 25
°C s jednom mnogookom puzavicom 1 suspenzijom algi te u tri replike pri 13,5 °C i Cetiri
replike pri 25 °C s pet mnogookih puzavica i suspenzijom algi. Pojava zelenog zatka
vodenbuha bila je uoena nakon izlozenosti od 24 h u jednoj replici pri 13,5 °C s jednom

mnogookom puzavicom i suspenzijom algi.
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Slika 15. Velika vodenbuha uz dodatak mnogooke puzavice kao predatora i suspenzije
izolirane endosimbiotske alge Desmodesmus subspicatus. Na dnu posude se vidi mreza algi i
sluzi virnjaka u kojoj su zarobljene jedinke vodenbuhe uz grupiranje pet jedinki (zaokruzeno).

)

Slika 16. Velika vodenbuha uz dodatak mnogooke puzavice kao predatora i suspenzije
izolirane endosimbiotske alge Desmodesmus subspicatus. Na dnu posude se vidi mreza algi i

sluzi virnjaka u kojoj su zarobljene jedinke vodenbuhe (prikazane strelicama).
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U postavu pokusa s velikom vodenbuhom uz dodatak suspenzije izolirane endosimbiotske
alge Desmodesmus subspicatus, trenutno nakon dodatka suspenzije alge u sustav alge su bile
homogeno rasprsene po eksperimentalnoj posudi, a vodenbuhe su se ponasale kao i u uzgojnom
akvariju. Hiperprodukcija jedinki vodenbuha bila je uoc¢ena jedino nakon izlozenosti od 24 h i
to u pet replika pri 25 °C i jednoj replici pri 13,5 °C. Ubrzano kretanje (“bullet”) jedinki
vodenbuha bilo je uoceno u pet replika samo nakon izlozenosti od 24 h i pri 25 °C (Tablica 2).

Tablica 2. Pojavnost ubrzanog kretanja (“bullet”) jedinki velike vodenbuhe D. magna (DM) u
eksperimentalnom postavu s velikom vodenbuhom D. magna (DM), mnogookom puzavicom
P. felina (PF) i dodatkom suspenzije izolirane endosimbiotske alge Desmodesmus subspicatus
(CZ2) (PF+DM+C2Z) te u eksperimentalnom postavu s velikom vodenbuhom D. magna (DM) i
dodatkom suspenzije izolirane endosimbiotske alge Desmodesmus subspicatus (CZ) (DM+CZ)

PF+DM+CZ DM+CZ
+/- +/-
PF(1) | PF(5)
SITO 1h - - _
(25 °C) 25 °C
24 h + + +
SITO 1h - - _
(13,5 °C) 13,5 °C
24 h - - -
GLADNO 1h - _
(25 °C)
24 h - -
GLADNO 1h - _
(13,5 °C)
24 h - -

PF(1) — jedna jedinka mnogooke puzavice Polycelis felina; PF(5) — pet jedinki mnogooke
puzavice Polycelis felina

Prethodno opisano provjereno je statistiCkom obradom podataka. Najizrazenija statisticki
znacajna razlika u grupiranju jedinki velike vodenbuhe uocena je izmedu uvjeta sito i gladno
kada je u sustavu prisutna samo jedna vrsta predatora i to u eksperimentalnim postavima s
velikom vodenbuhom i jednom jedinkom siljoglave puzavice nakon 1 h pri 13,5 °C (p=0,0002)
i 25 °C (p=0,0113), u eksperimentalnom postavu s velikom vodenbuhom i pet jedinki Siljoglave
puzavice nakon 1 h pri 13,5 °C (p=0,0351) te u eksperimentalnom postavu s velikom
vodenbuhom i pet jedinki zelene hidre nakon 24 h pri 25 °C (p=0,0351) (Tablica 3). Pojavnost
grupiranja jedinki velike vodenbuhe u eksperimentalnom postavu s velikom vodenbuhom i

sitom zelenom hidrom nije uocena, a u sluc¢aju gladnih zelenih hidri stavljenih u pokus
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pojavnost grupiranja velike vodenbuhe je znatno manja, nego li je u slucaju gladnih virnjaka
(Tablica 3). Statisticki znacajna razlika u pojavnosti grupiranja jedinki velike vodenbuhe
uocena je izmedu eksperimentalnog postava s velikom vodenbuhom i jednom jedinkom
Siljoglave puzavice i1 eksperimentalnog postava s velikom vodenbuhom i jednom jedinkom
zelene hidre u uvjetima gladnih predatora nakon 1 h pri 13,5 °C (p=0,0317) i 25 °C (p=0,0005)
(Slika 17). Razlika u grupiranju jedinki velike vodenbuhe uocena je izmedu uvjeta 1 hi124 h
pri 25 °C kada je u sustavu prisutna po jedna jedinka dvije vrste predatora pri ¢emu je statisticki
Znacajna razlika uocena u eksperimentalnom postavu s velikom vodenbuhom i gladnom
(p<0,0001) 1 sitom (p=0,0031) Siljoglavom 1 mnogookom puzavicom te u eksperimentalnom
postavu s velikom vodenbuhom 1 gladnom Siljoglavom puzavicom 1 zelenom hidrom
(p<0,0001) (Tablica 3). Utjecaj dvije vrste predatora na pojavnost grupiranja velike vodenbuhe
u odnosu na utjecaj jedne vrste predatora u sustavu je vec¢i i u ve€oj mjeri je uocen kada su u
mikrokozmosima prisutne samo po jedna jedinka predatora Sto se pokazalo 1 statisticki
znacajno u slucaju sitih predatora nakon 1 h pri 25 °C izmedu eksperimentalnog postava s
velikom vodenbuhom 1 Siljoglavom puzavicom 1 eksperimentalnog postava s velikom
vodenbuhom, Siljoglavom 1 mnogookom puzavicom (p=0,0001), izmedu eksperimentalnog
postava s velikom vodenbuhom i mnogookom puzav