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1.1 Aluminij 

 1.1.1 Opće karakteristike aluminija 

Prema rasprostranjenosti u Zemljinoj kori aluminij je s 8,8 % najrasprostranjeniji 

metal i treći najučestaliji element, odmah iza kisika i silicija. Usprkos tome, u prirodi 

se nikad ne pojavljuje kao elementarna tvar nego je vezan u različitim spojevima. 

Najveće količine aluminija nalaze se u raznim alumosilikatima kao što su tinjci i 

glinenci. U ionskom stanju i spojevima aluminij ima oksidacijsko stanje +3. 

Elementarni aluminij je mekani, lagani metal srebrno bijele boje. Dobar je vodič 

električne struje, na površini lako oksidira i s mnogim metalima stvara legure. Za 

industrijsko dobivanje u najvećoj mjeri koristi se ruda boksit. Aluminij se koristi u 

pakiranju prehrambenih artikala, kao strukturalni metal u autoindustriji, 

građevinarstvu, elektroindustriji, u proizvodnji antacida, aditiva, vakcina, 

antiperspiranata, eksploziva itd. Aluminijeve soli često se koriste pri tretiranju vode 

zbog veće količine organske tvari, mikroorganizama, neželjenog mirisa ili mutnoće 

(ATSDR 1992; Filipović i Lipanović 1991). Usprkos tome količine aluminija u 

ljudskom organizmu su vrlo male (Yokel i McNamara 2001). 

Aluminij se prirodno nalazi u tlu, vodi i zraku, a u okoliš se oslobađa prirodnim 

procesima ili zbog ljudske djelatnosti. U zraku ga, u obliku suspendiranih sitnih 

čestica (prašine), u prosjeku ima od 0,0005 do 1 µg/m
3
, ovisno o lokaciji, vremenskim 

uvjetima i razini industrijalizacije. U vodi približno neutralnog pH koncentracija 

aluminija obično varira od 0,001 do 0,05 mg/L, ali se podiže do 0,5 - 1 mg/L u 

kiselijim vodama ili vodama bogatim organskim tvarima. Na ekstremno kiselim 

vodama zahvaćenim umjetnim zakiseljavanjem razine otopljenog aluminija mogu 

porasti i do 90 mg/L (WHO 1997). Dozvoljena koncentracija aluminija u vodi u 

Hrvatskoj iznosi 0,150 mg/L. Najveća dopuštena koncentracija aluminija u stolnim 

vodama iznosi 0,2 mg/L (NN 92/09). 

Iako ga u zemljinoj kori ima puno koncentracija aluminijevih iona u površinskim 

vodama je niska zahvaljujući njegovoj slaboj topljivosti u neutralnim medijima. 

Zakiseljavanjem, zaluživanjem kao i u prisustvu nekih kompleksnih liganada njegova 

topljivost raste pa se počinje ispuštati iz sedimenta povećavajući i koncentraciju. 

Topljivost Al
3+

 je najmanja pri pH 6,2 (Yokel i McNamara 2001). U otopinama 
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manjeg pH od 5 aluminij dolazi kao oktahedralni heksahidrat Al(H20)6
3+

 (Al
3+

). Kako 

otopina postaje sve manje kisela Al(H20)6
3+

 se deprotonira preko Al(OH)2
+
 i Al(OH)

2+
 

do tetrahedralnog aluminat-iona Al(OH)4
-
 tj. Al(OH)3 (Martin 1986). Aluminijev ion 

(Al
3+

) je toksični oblik aluminija jer je optimalno velik i ima pogodan naboj da 

supstituira neke biološki značajne katione kao što su Cu
2+

, Zn
2+

, Fe
3+

 te osobito Mg
2+

 

na enzimima i regulacijskim mjestima u stanici (Cowburn i sur. 1990; Macdonald i 

Martin 1988). 

 1.1.2. Učinak aluminija na organizme 

Aluminij u živim organizmima postoji u više različitih formi kao: slobodni ion, 

kompleks male molekularne mase i povezan u makromolekularne komplekse. 

Slobodni Al
3+

 se lako veže za mnoge supstance i strukture, i njegova količina ovisi o 

afinitetu prema pojedinim ligandima, njihovoj količini i metabolizmu. Aluminij može 

stvoriti i komplekse male molekularne mase s organskim kiselinama, amino 

kiselinama, nukleotidima, fosfatima i ugljikohidratima koji uz popriličnu stabilnost 

pokazuju i veliku metaboličku aktivnost. Velik dio aluminija u organizmima može biti 

reverzibilno vezan s proteinima, polinukleotidima i glukozaminoglikanima. Ti 

kompleksi su manje metabolički aktivni od kompleksa s malom molekularnom 

masom. Aluminij može stvoriti i komplekse s makromolekulama koji su toliko 

stabilni da su veze praktički ireverzibilne kao što je to slučaj s makromolekulama 

jezgre i kromatina (Ganrot 1986). 

Kod životinja i ljudi aluminij u najvećoj mjeri djeluje na kosti, hematopoetski sustav 

te posebice na središnji živčani sustav (Cannata Andía 2000; Jeffery i sur. 1996; 

Strong 1996). 

Neki od neurotoksičnih efekata aluminija mogu biti djelomično objašnjeni pomoću 

subcelularnog i genotoksičnog učinka na DNA u neuronima i drugim stanicama kao 

što je pokazano u testovima in vitro. Oni uključuju procese kao što je vezanje na 

fosfate i dušićne baze u DNA, povećanje vezanja histona i DNA, učinak na sestrinske 

kromatide i smanjivanje dijeljenja stanice. Citoplazmatski efekti, iako nisu specifično 

utjecani interakcijama aluminija s DNA, uključuju konformacijske promjene u 

kalmodulinu i povećanoj intracelularnoj koncentraciji kalcija pa značajno utječu i na 

funkcije neurona i drugih stanica (Bertholf 1987). 
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Čovjek dnevno u prosjeku kroz hranu i vodu u organizam unese oko 5 mg aluminija. 

Apsorpcijska rata preko probavila je obično manja od 1 %. Smatra se da je najvažniji 

način apsorpcije aluminija pasivnom difuzijom kroz paracelularne prostore. Na 

apsorpciju utječu i različiti ligandi koji koji je mogu inhibirati ili ubrzati. Apsorbiran, 

aluminij se širi u većinu organa i akumulira uglavnom u kostima. Sposoban je 

premostiti krv-mozak barijeru te ući i u fetus. Najvažniji način ekskrecije kod ljudi i 

sisavaca je putem urina (Greger i Sutherland 1997; Sutherland i Greger 1998; WHO 

1997; Yokel i McNamara 2001). 

Smatra se da izlaganje aluminiju predstavlja rizični faktor za razvoj ili ubrzavanje 

neurodegenerativnih bolesti kao što su Alzheimerova bolest, amiotrofna lateralna 

skleroza i Parkinsonova bolest kod ljudi (Perl i Pendleburry 1986; Yokel 2000 

Yoshimasu i sur. 1980). Iako postoje još mnoge nedoumice, dio istraživanja podržava 

ideju da aluminij nije glavni uzročni faktor u nastanku Alzheimerove bolesti, nego da 

ima ulogu u razvoju kao kofaktor u lancu patoloških događaja koji njome rezultiraju 

(Flaten 2001). Izlaganje aluminijevim solima kroz prehranu dovelo je i do pojave 

poremećaja u ponašanju laboratorijskih životinja, ali bez naznaka jasnih znakova 

encefalopatija ili neurohistopatologije (Conor i sur. 1988). 

Nema dokaza da bi aluminij pokazivao mutageni i kancerogeni učinak bilo na 

bakterije, bilo na stanice sisavaca in vitro (Schroeder i Mitchener 1975; WHO 1997) 

Brojni testovi toksičnosti na životinjama su pokazali da aluminij dovodi do promjena 

u ponašanju, različitih morfoloških i histoloških promjena kao i do mortaliteta 

(Amonette i sur. 2003; Calevro i sur. 1998; Kovačević i sur. 2007B, Kovačević i sur. 

2009; Poleo i Hytterød 2003). 
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1.2. Biologija slatkovodnih virnjaka 

 1.2.1. Sistematika i ekologija 

Puzavice ili planarije su slobodno živući organizmi sistematizirani u koljeno 

Platyhelminthes - plošnjaci, razred Turbellaria - virnjaci i red Tricladida - trocrijevci. 

Mogu se naći u velikim količinama u oligotrofnim planinskim tokovima i jezerima, u 

vodama bogatim kisikom s rasponom temperature od 6 - 15 °C. Osjetljive su na 

organska onečišćenja i povišenu temperaturu. Svi virnjaci su karnivori. Puzavice se 

hrane sitnim kolutićavcima, ličinkama kukaca i mekušaca. Negativno su fototaksične i 

danju se skrivaju u mulju, ispod kamenja, otpalog lišća i polomljenih grana drveća u 

skupinama od šest do dvadeset jedinki (Lock i Reynoldson 1976; Matoničkin i sur. 

1998; Roca i sur. 1992).  

Polycelis felina (Daly.) mnogooka puzavica (Slika 1.), široko rasprostranjena 

euroazijska vrsta, svrstana je u porodicu Planariidae.  

 

Slika 1. Polycelis felina (Daly.).  

Preuzeto s http://picasaweb.google.com/lh/photo/fM2EhnohNWJ5TCafYzMWVA 

 1.2.2. Morfologija i histologija 

Puzavice su kao i svi virnjaci dorzoventralno spoljoštene i bilateralno simetrični 

acelomati shizocelnog tipa (nemaju prave tjelesne šupljine jer im je ona u potpunosti 

ispunjena tkivom mezodermalnog porijekla) bez čvrstog skeleta i crijevnog otvora. 

Dugačke su od 0,5 do 15 mm. Trbušna strana obično je ravna, a leđna su malo 
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nadsvođena. Prednji dio tijela, glava, jasno je razlučen od ostalih dijelova. Na glavi se 

obično nalaze aurikule, mali bočni izdanci koji sadrže velik broj receptora, te manji ili 

veći broj jednostavnih očiju pomoću kojih u većini slučajeva ne mogu stvarati sliku. 

Epiderm je jednoslojan, bez kutikule i djelomično trepetljikav. Leđna strana obično je 

bez trepetljika. Epiderm sadrži velik broj tamnih pigmentnih stanica - melanofora. U 

epidermu ili u mezodermalnom parenhimu virnjaka postoji puno žlijezdanih stanica 

koje su često skupljene zajedno zbog obavljanja posebnih funkcija. Takve su i 

adhezivne žlijezde koje se nalaze na rubu trbušne strane tijela a izlučuju sluz koja 

omogućuje životinji da se pričvrsti za predmet i olakša si kretanje. Žlijezdane stanice 

izlučuju i tijela, rabdoide, različitog oblika: rabdite koji su kratki i malo savinuti, 

ramnite koji su dugački, tanki i malo savinuti te hondrociste koji su veliki rabdoidi. 

Kad se rabdoidi izbace iz tijela razgrađuju se u sluz kojom se životinja obavije i na taj 

način se zaštiti od predatora ili nepovoljnih uvjeta. Veličina rabdoida ovisi o starosti 

jedinke i kod starijih životinja su malo veći nego kod mlađih (Wrona 1986).  

Mišići sloj se nalazi ispod epiderma i bazalne membrane. Izgrađen je od vanjskog 

sloja prstenastih i unutrašnjeg sloja longitudinalnih mišića. Osim njih postoje i 

parenhimska mišićna vlakna u gotovo svim smjerovima, a najčešći su dorzoventralni i 

horizontalno orijentirani mišići. (Baguñà i Ballester 1978; Morita i Best 1984A).  

Čitav unutrašnji prostor shizocela, ispod mišićnog sloja i bazalne membrane, ispunjen 

je parenhimom mezodermalnog porijekla - mezenhimom - koji osim kao potporno 

tkivo ima značajnu ulogu u metabolizmu životinje i spremanju glikogena i drugih 

tvari. Mezenhim je kod nekih virnjaka ispunjen stanicama, a inače je to sincitijalna 

spongiozna tvorevina s šupljinama koje su ispunjene tekućinom, pa služi i kao 

hidroskelet. U mezenhimu se nalazi puno slobodnih ameboidnih stanica, velikih 

retikularnih stanica i malih neoblasta (Matoničkin i sur. 1998).  

Retikularne stanice u svojoj citoplazmi imaju vidljive brojne glikogenske granule, 

lipidne kapljice i nešto lizosoma te ih je lako razlikovati od drugih tipova stanica. One 

migriraju u oštećeno tkivo, prekrivaju ozlijeđeni mezenhim i fagocitiraju ostatke 

oštećenih stanica. Retikularne stanice također mogu prepoznati i strane čestice ili 

organizme kao što su bakterije. Manji agregati bakterija su fagocitirani, a veći su 

obavijeni retikularnim stanicama i odvedeni do probavila. Ako se u virnjake 

implantira ekstrahirana stanična stijenka bakterija retikularne stanice kasnije reagiraju 
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brže i snažnije pokazujući da imaju mogućnost stanične imunološke memorije. Kad se 

virnjaci podvrgnu učinku kancerogenih tvari - koji izazivaju leukemiju ili limfome 

sisavaca - dolazi do razvoja retikuloma, što pokazuje sličnost između krvnih stanica 

sisavaca i retikularnih stanica virnjaka. Kada se takve tumorske stanice implantiraju u 

zdravog domaćina retikularne stanice domaćina ih napadaju što je još jedan od 

pokazatelja da su retikularne stanice primitivne krvne stanice i imaju važnu ulogu u 

transportu nutrijenata, homeostatskoj kontroli stanica i u obrambenim i imunološkim 

mehanizmima (Morita 1991; Morita 1995).  

Neoblasti su malene, okrugle ili ovalne stanice koje se intenzivno boje bazičnim 

bojama. Imaju vrlo malo citoplazme u kojoj se nalaze brojni ribosomi i mali 

endoplazmatski retikulum. Velik dio stanice im zauzima jezgra u kojoj je dobro 

razvijena i vidljiva jezgrica. Mitohondriji su uobičajene veličine i učestalosti 

(Auladell i sur. 1993; Baguñà i Romero 1981; Morita i Best 1984B; Sakai-Wada i 

Mukaidani 1985; Spiegelman i Dudley 1973). Neoblasti su jedine totipotentne stanice 

u virnjaka i sposobne su se diferencirati tijekom čitavog života jedinke. U tijelu 

puzavica ih ima i do 25 - 30 % od ukupnog broja stanica (Baguñà 1981; Baguñà i 

Romero 1981). Slični su matičnim stanicama sisavaca kao što s hematopoetske 

stanice i mutacije njihove DNA dovode do razvoja tumora i različitih abnormalnosti 

(Hansen i sur 1993.). 

Probavni sustav virnjaka počinje ustima koja se otvaraju na trbušnoj strani. Na usta se 

nastavljaju dugačko mišićavo ždrijelo i slijepo crijevo čija se stijenka sastoji od 

jednog sloja fagocitnih gastrodermalnih stanica između kojih su smještene žlijezdane 

stanice (Bowen i sur. 1974). Oblik crijeva je značajno determinacijsko svojstvo. 

Mnogooka puzavica je je trocrijevni virnjak i ima tri crijevna ogranka, jedan 

anteriorno i dva posteriorno, s mnogo proširenja. Kod hranjenja obično obaviju plijen 

i pomoću ždrijela iz njega isišu tkiva, organe i tjelesne tekućine. Neprobavljeni ostaci 

izbacuju se kroz usta (Slika 2.). 

Za izmjenu plinova ne postoji poseban sustav pa se oni prenose difuzijom. 

Pretpostavlja se da epidermalna trepetljikavost pridonosi prozračivanju i apsorpciji. 

Virnjaci su amoniotelični organizni i za izlučivanje imaju protonefridijalni sustav 

izgrađen od cijevi i vršnih pramenih glavica koji se na površinu otvara s jednim, dva 

ili više nefridiopora (Ryder i Bowen 1974).  
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Slika 2. Shema građe trocrijevne puzavice. 1 - aurikula, 2 - mozak, 3 - jajnik, 4 - 

žumančana vreća, 5 - posteriorna grana crijeva, 6 - bursa kopulatriks, 7 - kopulatorni 

organ, 8 - cijev za prolaz jaja i žumanjka, 9 - oko, 10 - aurikulna jamica, 11 - 

anteriorna strana crijeva, 12 - sjemeni mjehurić, 13 - ekskrecijski otvor, 14 - ždrijelo, 

15 - ždrijelni džep, 16 - otvor ždrijelnog džepa, 17 - atrium genitale, 18 - spolni otvor, 

19 - trbušna živčana vrpca. Preuzeto iz Matoničkin i sur. (1998). 

Virnjaci su najjednostavnije životinje kod kojih je zamjetna cefalizacija (Villar i 

Schaeffer 1993). Mozak je sastavljen od dva cerebralna ganglija koja su povezana 

širokim komisurama. Od moždanog ganglija izlaze parni osjetni živci prema 

aurikulama i očima, te parna trbušna živčana vrpca prema stražnjem dijelu tijela 

(Slika 2.). Komisure povezuju živce, živčane vrpce s perifernim živčanim sustavom, 

kojeg čine subepidermalna i submuskularna živčana mreža koje se uglavnom sastoje 

od završetaka senzornih i motornih neurona ispod epiderma i mišićnog sloja, te 

gastrodermalne živčane mreže smještene ispod gastrodermalne bazalne membrane. 

Živčane stanice virnjaka slične su živčanim stanicama kod drugih životinja i one 

mogu biti unipolarne, bipolarne i multipolarne (Baguñà i Ballester 1978; Matoničkin i 

sur. 1998). Živčani sustav ima i ulogu primitivnog endokrinog sustava pa luči 
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neurotransmitere kao što su acetilkolin, serotonin, GABA (gama aminomaslačna 

kiselina) te druge različite neuropeptide (Cebrià 2007). 

Osjetilne stanice često su rasprostranjene po čitavoj površini tijela, najgušće na 

prednjem dijelu tijela, osobito na aurikulama, malenim bočnim izdancima na glavi. 

Ponekad su mehanoreceptori na aurikulama skupljeni u obliku posebnog organa za 

dodir. Na jaki mehanički podražaj virnjaci obično reagiraju negativno, a na slabi 

pozitivno. Kemoreceptori su uglavnom ograničeni na pojedine dijelove glave, dobro 

su razvijeni i pomoću njih planarije nalaze hranu. Za primanje podražaja o brzini 

strujanja vode i orijentaciju u vodenoj struji služe im reoreceptivne stanice koje su 

raspoređene sa strane tijela. Statocisti, organi za ravnotežu se nalaze kraj mozga. Oči 

su najčešće tipa pigmentnih čašica i kod puzavica mogu biti raspoređena po čitavoj 

dorzalnoj strani. Na svjetlo je osjetljivo čitavo tijelo (Matoničkin i sur. 1998). 

Citološka analiza jedinki vrste Polycelis felina (Daly.) pokazala je da one imaju 18 

kromosoma (2n = 18) (Kalafatić i sur. 2004B). 

 1.2.3. Razmnožavanje i regeneracija 

Virnjaci su hermafroditi, uz vrlo malo iznimaka. Imaju potpune muške i ženske 

rasplodne organe koji mogu biti posve odvojeni, svaki sa svojim spolnim otvorom, ili 

se mogu spojiti terminalno. Zbog unutrašnje oplodnje imaju kopulatorne organe (Slika 

2.). Samooplodnja nije zabilježena kod slatkovodnih puzavica, a vjerojatno je nema ni 

kod trocijevaca i mnogocrijevaca. Oplođena jaja puzavica skupljaju se u čahurom 

obavijene nakupine koje se izlučuju kroz atrijalni dio sustava. Kod nekih puzavica 

kopnenih voda nastaju dvije vrste jaja: Ljetna jaja koja su obavijena tankim ovojem i 

razvijaju se relativno brzo te zimska jaja s debljim ovojem, koja su otpornija prema 

isušenju i nižim temperaturama. Prije razvoja postoji i dulja faza mirovanja. Razvoj 

jaja uglavnom je izravan i samo kod mnogocrijevaca postoji metamorfoza. Brazdanje 

je determinirano (sudbina svake stanice je određena za vrijeme njezine izgradnje) i 

spiralno jer blastomere nisu neposredno jedna iznad druge nego su zakrenute 

(Matoničkin i sur. 1998). 

Virnjaci imaju i sposobnost nespolnog razmnožavanja poprečnom binarnom diobom 

te veliku moć regeneracije. Osim fiziološke regeneracije, koja je manjeg opsega i 

uključuje obnavljanje oštećenih stanica i tkiva, virnjaci su sposobni i za reparativnu 

regeneraciju koja uključuje ponovnu izgradnju organa i dijelova tijela (Villar i 
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Schaffer 1993). U regeneraciji virnjaka najveću ulogu imaju  neoblasti i retikularne 

stanice. Dok retikularne stanice fagocitiraju oštećene i dotrajale stanice neoblasti se 

diferencijacijom razvijaju u nove koje ih zamjenjuju (Morita i Best 1984B).  

Roca i sur. (1992) su pokazali da se u povoljnim uvjetima okoliša češće razmnožavaju 

spolno, a u nepovoljnim nespolno. Podijeljena ili presječena jedinka brzo se 

regenerira i prijašnji prednji dio razvije novi stražnji kraj, a prijašnji stražnji dio 

razvijati će novu glavu (Benazzi i Benazzi-Lentati 1983). I sami komadići različitih 

dijelova tijela su sposobni potpuno regenerirati životinju, ali je najveći uspjeh iz 

dijelova neposredno iza glave i s posteriornog kraja tijela. Najmanje dimenzije tkiva 

koje omogućuju regeneraciju do normalnih jedinki su od 0,08-0,16 mm
3
 (Mead i 

Krump 1986). Za uspješnu regeneraciju oštećenih dijelova velik značaj ima živčani 

sustav (Villar i Schaffer 1993). 

Ako planarije gladuju, apsorbiraju svoje unutrašnje organe i to najprije zrela jaja, 

zatim žumanjčane vreće, rasplodne organe, parenhim, crijevo i naposljetku mišiće. 

Ako se izgladnjeloj životinji da hrana, ona regenerira izgubljene organe i dostigne 

prijašnju veličinu (Matoničkin i sur. 1998).  

 1.2.4. Planarije kao test organizmi 

Planarije pokazuju osnovne sličnosti s višim životinjama u biokemijskoj, fiziološkoj i 

staničnoj organizaciji. Osjetljive su na niske koncentracije okolišnih toksikanata, 

promjene uzrokovane toksikantima su relativno brze, jasno vidljive i odražavaju 

reakcije slične onima u viših životinja. Također su sposobne za ksenobiotičnu 

biotransformaciju koja nalikuje biotransformaciji monooksigenazama u sisavaca i 

mogu se koristiti kao optimalne indikatorske vrste za kvalitetu voda (Tehseen i sur. 

1992). Vrlo ih je lako sakupiti u velikom broju, jednostavno ih i jeftino održavati 

stoga su česti test organizmi u različitim istraživanjima: u fiziologiji (Lange 1967), 

ekologiji (Lock i Reynoldson 1976) testovima toksičnosti pesticida (Kalafatić i sur. 

2001; Kalafatić i sur 2003; Milić-Štrkalj i Kalafatić 1997), akvatičkoj toksikologiji 

(Franjević i sur. 2000A; Franjević i sur. 2000B; Kalafatić i sur. 2004A; Kalafatić i 

Tomašković 2000), teratogenosti i kancerogenosti pojedinih pripravaka (Guecheva i 

sur. 2001; Schaeffer 1993), ali i u etologiji, psihologiji i drugim područjima 

(Abramson i sur. 1996; Best 1965). 
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1.3. Morfometrija 

Morfometrija je metoda mjerenja različitih morfoloških struktura i oblika od pojedinih 

dijelova stanica i staničnih organela do organa, pa i čitavih organizama. Strukture je 

moguće brojiti, mjeriti im dužinu, širinu, površinu, stereološkom analizom odrediti 

volumen i površinu membrana na temelju mjerenja na dvodimenzionalnim presjecima 

te velik broj drugih fizičkih karakteristika. Danas se morfološka mjerenja najčešće 

obavljaju pomoću kvalitetnog mikroskopa, odgovarajućih dodataka kao što su 

digitalne kamere te  prikladnih računalnih programa koji omogućuju kvantitativnu 

analizu slike. 

Morfometrija mogućuje kvantitativnu analizu i preciznu usporedbu različitih struktura 

i tkiva, a uz računalnu i statističku analizu dodatno je smanjena mogućnost osobnih 

pogrešaka, kao i pogrešaka zbog različitih interpretacija riječima opisanih rezultata 

(Bookstein 1989; Lohmann 1983).  

Morfometrijska mjerenja se često koriste u  biologiji u istraživanju fosila (Ciampaglio 

i sur. 2001; Foote 1991; Lohmann 1983), u botanici kao pomoćna metoda pri 

taksonomiji (Krishna Swamy i sur. 2004; Tornadore i sur. 2004), u istraživanjima 

simbiontskih odnosa (Kovačević i sur. 2007A, Kovačević i sur. 2009), u istraživanju 

različitih beskralješnjaka (Baron i sur. 2004; Mariappan i Balasundaram 2004) i 

kralješnjaka (Barańska i sur. 1997; Parr i sur. 1993). Morfometrijske analize česte su i 

u biomedicinskom znanostima npr. kod histopatoloških istraživanja kao metoda za 

dijagnostiku nekih tumora (Waldemarin i sur. 2004). 
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1.4. Cilj istraživanja 

Svrha ovog istraživanja je primjenjujući morfometrijske metode, specifičnu 

histokemijsku metodu bojenja (Kovačević i sur. 2006) usporediti učinak različitih 

koncentracija aluminija na stanice i tkiva mnogooke puzavice kao test organizma, 

posebice odrediti učinak na opće morfološke karakteristike, osnovne promjene 

ponašanja poput poremećaja u lokomociji, odrediti LC50 i postojanje potencijalnih 

akumulacija (depozicija) aluminija u tkivima, osobito u živčanom tkivu, te ih 

morfometrijski obraditi. Uz određivanje akutnog učinka aluminija, cilj je bio i odrediti 

sposobnost regeneracije virnjaka s obzirom na nastala oštećenja. 

Sa zakiseljavanjem raste topivost aluminija u vodama, a s topivošću i mobilnost 

aluminijevih iona, što pojačava i njegov toksični učinak (Macdonald i Martin 1988). 

Zbog toga se u kiselim sredinama koncentracije otopljenog aluminija mogu povisiti i 

uzrokovati različite efekte u akvatičkim organizmima i kopnenim biljkama (WHO 

1997). Kako otapanje aluminijevog sulfata oktadekahidrata potiče opadanje pH 

otopine, jedan od ciljeva ovog istraživanja također je bio pokazati utječe li i pH, uz 

aluminij, na morfološke i morfometrijske promjene.  
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2.1 Test organizmi i tretman aluminijem 

U pokusu su korištene jednike vrste Polycelis felina (Daly.) skupljene u potoku blizu 

Gračanskog ribnjaka u Zagrebu. U laboratoriju su držane u aeriranoj akvarijskoj vodi 

sljedećeg ionskog sastava: Cl
-
 23,86 mg/L,  NO2 <0,03 mg/L, NO3 20,357 mg/L, NH3 

<0,02 mg/L, P <20 µg/L, F
-
 78 µg/L, SO4

2-
 27,127 mg/L, K

+
 2,163 mg/L, Na

+
 12,058 

mg/L, Ca
2+

 24,681 mg/L, Mg
2+

 24,681 mg/L, Al
3+

 10,7 µg/L. Držane su u hladnjaku 

na temperaturi od 8 °C u posudi volumena jedne litre. Hranjene su jednom tjedno 

svježom maceriranom pilećom jetrom. Sat vremena nakon hranjenja uklonjeni su 

ostaci hrane i promijenjena je voda. Sljedeći dan voda je promijenjena još jedanput 

kako bi se uklonili eventualni ostaci probave. Tjedan dana prije početka i za vrijeme 

trajanja eksperimenta virnjaci nisu bili hranjeni. Za eksperiment su izabrane jedinke 

uobičajene morfologije i podjednake duljine (10 - 12 mm) koje su podijeljene u 24 

skupine po 20 životinja i stavljene u staklene posude volumena 70 ml, visine 3,5 cm i 

širine 5,5 cm. Dvadeset i jedna skupina je tretirana s vodenim otopinama 

aluminijevog sulfata oktadekahidrata (Al2(SO4)3  · 18H2O, Kemika, Zagreb) sljedećih 

koncentracija: 25, 100, 120, 180, 200, 250, 400, 500, 600, 700, 750, 800, 900, 1000, 

1100, 1150, 1200, 1250, 1300, 1400 i 1500 mg/L. U Tablici 1. prikazana je ovisnost 

pH otopine o koncentraciji otopljenog AL u izabranim skupinama za morfometriju. 

Tablica 1. pH vrijednosti otopina obrađenih morfometrijom; t = 21,6 °C 

Al2(SO4)3 · 18H2O (mg AL/L) pH 

200 6,14 

600 5,32 

1100 3,85 

Tri kontrolne skupine planarija stavljene su u aeriranu akvarijsku vodu bez dodatnih 

količina aluminija zbog usporedbe s tretiranim životinjama. pH vode kontrolnih 

skupina iznosio je 7,7 u prvoj (negativna kontrola), 5,32 u drugoj (prva pozitivna 

kontrola) i 3,85 u trećoj posudi (druga pozitivna kontrola), a reguliran je dodavanjem 

0,1 M H2SO4 (Tablica 2.). Nakon petodnevnog izlaganja učinku aluminija virnjaci su 

kapaljkom prebačeni u akvarijsku vodu kako bi se pratio oporavak koji je trajao pet 
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dana. Mortalitet, morfološke promjene kao i promjene ponašanja promatrane su stereo 

lupom. Pokus je ponavljan tri puta. 

Tablica 2. pH vrijednosti otopina kontrolnih skupina; t = 21,6 °C 

Kontrolne skupine pH 

1 (negativna kontrola) 7,7 

   2 (1. pozitivna kontrola)  5,32 

   3 (2. pozitivna kontrola)  3,85 
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2.2. Izrada histoloških preparata 

Za histološku i morfometrijsku analizu izabrani su virnjaci tretirani s 200, 600 i 1100 

mg AL/L, te virnjaci iz prve kontrolne skupine (pH = 7,7). Po 10 virnjaka iz 

odabranih skupina nakon tretmana AL, kao i nakon razdoblja oporavka i iz prve 

kontrolne skupine je fiksirano 24 sata u Bouinovom fiksativu - smjesi zasićene 

vodene otopine pikrinske kiseline, formalina i ledene octene kiseline u omjeru 15:5:1. 

Nakon fiksacije jedinke su isprane u 70 % etanolu te dehidrirane kroz seriju etanola - 

poslije 30 minutnog dehidriranja u 80 % etanolu, jedinke su dehidrirane 30 minuta u 

96 % a zatim i dva puta po 30 minuta u apsolutnom etanolu iz kojeg su prebačene na 

30 minuta u kloroform te u drugi kloroform u kojem su stajale do sljedećeg dana. 

Drugi dan virnjaci su na temperaturi od 60 °C u termostatu uronjeni pola sata u 

smjesu parafina s kloroformom u omjeru 1:1, nakon čega su tri puta po 30 minuta 

uklapani u nove taline parafina, te prebačeni u papirne lađice. Obrađeni parafinski 

blokovi medijano su rezani mikrotomom (Shandon Finesse 325, Thermo) na 6 µm 

debele prereze, koji su zalijepljeni na predmetna stakalca premazana bjelančevinastim 

glicerinom - smjesom bjelanjka jajeta i glicerina. Deparafiniranje prereza počinje 

uranjanjem u dvije posude s ksilolom po 15 minuta u svakoj od njih. Nakon ksilola 

preparati su uranjani po pet minuta u etanolnu seriju opadajuće koncentracije - iz 

apsolutnog etanola u 95 %, zatim u 80 % i naposljetku u 75 % otopinu alkohola - te 

isprani u destiliranoj vodi. Prerezi su bojani prema Pearseu (1976) i prilagođeno 

prema Kovačeviću i sur. (2006) 16 minuta s 0,2 % kiselim eriokrom cijaninom 

(C23H15Na3O9S) koji je dobiven otapanjem 0,2 g boje u 100 mL otopine 1 % HCl. 

Prije bojanja nastala otopina je profiltrirana. Obojeni preparati su odmah ispirani u 

toploj prema vrućoj tekućoj vodi do pojavljivanja karakteristične svjetle sivo-plave 

boje, nakon čega su kratko isprani u 1 % kiselom etanolu dobivenim miješanjem 100 

ml 70 % etanola i 1 mL koncentrirane HCl, pa trenutno prebacivani (desetak sekundi) 

kroz rastuću seriju etanola (75 %, 80 %, 96 %, apsolutni etanol), te kratko kroz dvije 

posude sa ksilolom.  

Tako obojeni i dehidrirani preparati su uklopljeni u Canada balsam i ostavljeni na 

sušenju kroz dva tjedna. 
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2.3. Histološka i morfometrijska analiza 

U histološkoj analizi korišten je Nikon Eclipse E600 svjetlosni mikroskop s 

instaliranom kamerom Nikon DXM 1200. Morfometrijska mjerenja obavljena su na 

povećanju od 400x pomoću računalnog programa Lucia G verzija 4.81 na po pet 

slučajno odabranih i fotografiranih mikroskopskih vidnih polja za svaki parametar i 

koncentraciju. Mjereni su broj i površina retikularnih stanica i neoblasta, površina 

epitelnih stanica, površina epitelnog sloja na odsječku od 100 µm i širina mišićnog 

sloja. Broj neoblasta i retikularnih stanica dobiven je prebrojavanjem svih jasno 

vidljivih retikularnih stanica i neoblasta na po pet vidnih polja. Njihova površina kao i 

površina epitelnih stanica mjerena je (µm
2
) na uzorku od po 200 stanica po 

koncentraciji (cpc). Širina mišićnog sloja dobivena je mjerenjem 40 nasumično 

izvršenih mjerenja po koncentraciji (mpc), a površina odsječka epitela (µm
2
) na 100 

µm (±5 µm) mjerenjem na 5 mpc. Sve dobivene vrijednosti u tretiranoj skupini i u 

oporavku su uspoređene s kontrolom. 
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2.4. Statistička analiza 

Izračun srednjih aritmetičkih vrijednosti i standardnih devijacija obavljen je pomoću 

Microsoft Office Excel 2003. Svi parametri predstavljeni su kao prosjek odnosno 

srednja aritmetička vrijednost i standardna devijacija mjerenja. Prosjek (x) je računat 

kao kvocjent zbroja svih podataka određenog svojstva (Σ·xi) u skupini s ukupnim 

brojem podataka (N) odnosno x = (∑·xi) ⁄ N. Standardna devijacija (sd) je dobivena 

prema sljedećoj formulaciji: sd = √[Σ (xi - x)
2
 / (N - 1)].  

Statistička značajnost razlike procijenjena je t-testom pomoću programa 

STATISTICA 7.1, p < 0,05. 
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3.1. Morfološke promjene 

 3.1.1. Depigmentacije i deformacije 

Tijekom petodnevnog tretiranja aluminij je doveo do različitih morfoloških promjena, 

promjena u ponašanju i lokomociji kao što su: depigmentacije (Slika 3.), različite 

manje ili veće lezije aurikula i glave (Slika 4.), poremećaji lokomocije, deformacije, 

zavijanja pojedinih dijelova tijela, slabe reakcije na mehaničke podražaje iglom, 

grčenja čitavog tijela i smrtnost (Tablica 3.). 

 

Slika 3. Depigmentacija aurikule planarije Polycelis felina (Daly.) tretirane s 200 mg 

AL/L pri povećanju od 40x. Strelicom je označena depigmentirana aurikula. 

Više koncentracije dovele su do učestalijih, vidljivijih i izraženijih promjena. 

Rezultati pokazuju jasan trend povećavanja poremećaja u ponašanju i anatomskih 

oštećenja. U najnižoj koncentraciji nakon petodnevnog tretiranja 40 % planarija je 

imalo neki oblik depigmentacije tijela, u koncentraciji od 600 mg AL/L udio životinja 

s depigmentiranim područjima tijela porastao je na 50 %, a u najvišoj koncentraciji 

nije bilo moguće odrediti postotak planarija s depigmentacijama zbog intenzivnih 

uvijanja bočnih rubova ali i čitavih virnjaka, kao i velikih deformacija poput potpune 

acefalije (Slike 4. i 5., Tablica 3.). Vidljive deformacije i lezije na tijelu prvi put su 

primijećene u koncentraciji od 600 mg AL/L u 40 % tretiranih životinja, a u 1100 mg 

AL/L stopa oštećenja je porasla na 95 % (Tablica 3.).  
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U razdoblju oporavka bio je zamjetan ukupni blagi trend repigmentacije i regeneracije. 

Iako su depigmentacije u otopini s 600 mg AL/L ostale podjednako učestale, smanjio 

se broj deformiranih planarija na 25 %, a u otopini s 200 mg AL/L smanjena je i 

količina depigmentacija na 25 % (Tablica 3.). 

 

Slika 4. Oštećenja područja glave i tijela planarije Polycelis felina (Daly.) tretiranih s 

600 mg AL/L pri povećanju od 40x. Parcijalne lezije su označene crnim strelicama.  

 

Slika 5. Oštećenja područja glave i tijela planarije Polycelis felina (Daly.) tretiranih s 

1100 mg AL/L pri povećanju od 40x. Potpuna acefalija je označena crnom strelicom. 

Plavim strelicama označene su lezije na površini tijela. 

Kontrolne skupine nisu pokazivale nikakve promjene tijekom eksperimenta osim 

depigmentacija u 15 % životinja u razdoblju mirovanja (Tablica 4.). Kontrole sa 

sniženim pH nisu imale nikakvih promjena. 
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 3.1.2. Lokomotorne promjene 

U skupini tretiranoj s 200 mg AL/L 15 % virnjaka imalo je slabe promjene pokretanja 

zbog uvijanja bočnih rubova i stražnjeg dijela životinja. U 600 mg AL/L 60 % 

životinja pokazivalo je umjerene poremećaje ponašanja i kretanja: rotacije pojedinih 

segmenata tijela ili čitave životinje, kao i mirovanje uz ovalni oblik tijela. Više 

koncentracije su uzrokovale značajnije kontrakcije i spiralnu uvijenost čitavog tijela, 

konfuzne pokrete ili potpunu umrtvljenost i slabo reagiranje na mehanički podražaj 

preparatorskom iglom. U najvišoj koncentraciji virnjaci su bili potpuno zgrčeni i nisu 

se samostalno pokretali. Odgovor na mehanički podražaj bio je vrlo slab i jedva 

vidljiv (Tablica 3.).  

Tablica 3. Relativne morfološke i lokomotorne promjene, promjene ponašanja i 

mortalitet planarije Polycelis felina (Daly.) nakon tretiranja aluminijem. 

Al2(SO4)3 · 18H2O (mg AL/L) kontrola 200 600 1100 

depigmentacije 0 ++ ++ – 

deformacije i lezije 0 0 ++ +++ 

poremećaji ponašanja i lokomocije 0 + ++ +++ 

mortalitet 0 0 0 ++ (LC50) 

(0 - nema promjena; + - manje od 30 %; ++ - 30 % do 60 %; +++ - više od 60 %; – - nije mjerljivo) 

Migriranje prema površini bilo je zapaženo u koncentraciji od 200 mg AL/L u 25 %, i 

u 600 mg AL/L u 10 % životinja. 

Nakon razdoblja oporavka nestale su sve atipičnosti pokretanja i ponašanja osim u 

najvišoj koncentraciji gdje su virnjaci i dalje nepokretno ležali zgrčeni na dnu posude. 

Tijekom trajanja eksperimenta u kontrolnim skupinama nije bilo nikakvih promjena u 

kretanju i ponašanju (Tablice 3. i 4.). 

Tablica 4. Relativne morfološke i lokomotorne promjene, promjene ponašanja i 

mortalitet planarije Polycelis felina (Daly.) nakon razdoblja oporavka. 

Al2(SO4)3 · 18H2O (mg AL/L)  kontrola OP 200 OP 600 OP 1100 OP 

depigmentacije + + ++ – 

deformacije i lezije 0 0 + +++ 

poremećaji ponašanja i lokomocije 0 0 0 +++ 

mortalitet 0 0 0 + 

(0 - nema promjena; + - manje od 30 %; ++ - 30 % do 60 %; +++ - više od 60 %; – - nije mjerljivo) 
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3.1.3. Mortalitet 

Stopa mortaliteta životinja nakon petodnevnog tretmana u vodenoj otopini aluminija 

koncentracije 1100 mg AL/L bila je 50 %. U otopinama koncentracije 200 i 600 mg 

AL/L nije zabilježeno ugibanje za vrijeme trajanja pokusa. U otopini s 1300 mg AL/L 

tijekom petodnevnog tretiranja ni jedna planarija nije preživjela, a u otopinama 

koncentracija iznad 1500 mg AL/L sve su životinje uginule unutar prva 24 sata 

tretmana. Nakon oporavka nije bilo novouginulih planarija osim u skupini koja je bila 

tretirana aluminijem koncentracije 1100 mg AL/L gdje je zabilježena 20 % smrtnost. 

U kontrolnim skupinama tijekom trajanja pokusa nije bilo mortaliteta (Tablice 3. i 4.). 
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3.2. Histološke promjene i morfometrija 

Histomorfološke promjene su analizirane na mikrografima dobivenim iz preparata 

virnjaka koji su bili podvrgnuti koncentracijama aluminija od 200, 600 i 1100 mg 

AL/L te kontrolnoj skupini kod pH = 7,7. U skupini tretiranoj s 200 mg AL/L 

planarije su počele pokazivati blage, ali značajne promjene kao rezultat učinka 

aluminija. U skupini tretiranoj s 600 mg AL/L planarije su pokazivale drastične i 

intenzivnije subletalne promjene i naznaku skorog ireverzibilnog učinka aluminija. 

Naposlijetku, u 1100 mg AL/L ustanovljen je LC50, a planarije su pokazale tendenciju 

daljnjeg ugibanja. Ostale kontrolne skupine, druga kod pH = 5,32 i treća kod pH = 

3,85 nisu pokazivale nikakve značajnije morfološke promjene i promjene ponašanja u 

odnosu na kontrolnu pH 7,7 skupinu stoga preparati nisu podvrgnuti 

histomorfometrijskoj analizi.  

Zabilježene su promjene u broju i veličini neoblasta (Slike 9. i 10., Tablice 5. i 6.) i 

retikularnih stanica (Slike 11. i 12., Tablice 5. i 6.).  

Tablica 5. Površina, broj stanica i debljina mišićnog sloja vrste Polycelis felina (Daly.) 

nakon tretiranja aluminijem. 

 Kontrola 200 600 1100 

PE 30,42 (±11,54) 28,37 (±6,45) 30,37 (±8,55) – 

NN 6,8 (±3,27) 13,6 (±6,1) 18 (±5,5) 22,6 (±18,4) 

PN 2,75 (±1,24) 2,72 (±1,26) 1,87 (±1,94) 2,21 (±1,03) 

NR 152 (±29,6) 90,2 (±42,14) 132,6 (±27,12) 83,6 (±46,36) 

PR 26,47 (±12,41) 30,9 (±16,2) 25,36 (±9,12) 40,1 (±20,39) 

DM 10,04 (±3,48) 8,92 (±3,26) 8,21 (±2,04) – 

PO 1404,25 (±198,96) 1517,3 (±184,46) 1442,5 (±257,7) – 

(PE - površina epitelnih stanica, NN - broj neoblasta, PN - površina neoblasta, NR - broj retikularnih 

stanica, PR - površina retikularnih stanica odsječka epitela, DM - debljina mišićnog sloja , PO - površina 

odsječka epitela, - nije mjerljivo) 

Osim kod neoblasta i retikularnih stanica zamjetne su bile i promjene u veličini 

epitelnih stanica (Slika 6., Tablice 5. i 6.), površine odsječka epitela (Slika 7., Tablice 

5. i 6.), debljine mišićnog sloja (Slika 8., Tablice 5. i 6.) te strukture i konzistencije 

parenhima i ostalog tkiva (Slike 13. - 16.). 
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U najvišoj koncentraciji aluminija epitelni i mišićni sloj gotovo u potpunosti nedostaju 

ili su jako degradirani pa ih nije bilo moguće izmjeriti. Ni nakon petodnevnog 

oporavka te strukture nisu se obnovile (Slika 14., Tablica 6.). 

Tablica 6. Površina, broj stanica i debljina mišićnog sloja vrste Polycelis felina (Daly.) 

nakon razdoblja oporavka. 

 Kontrola OP 200 OP 600 OP 1100 OP 

PE 24,79 (±5,92) 25,76 (±6,35) 34,06 (±9,61) – 

NN 14 (±5,24) 7,2 (±2,77) 11,6 (±3,36) 8 (±7,48) 

PN 2,42 (±1,08) 3,25 (±1,37) 2,42 (±1,02) 2,32 (±1,14) 

NR 52,6 (±18,36) 98 (±52,85) 120,2 (±31,42) 57,2 (±35,33) 

PR 26,74 (±12,86) 24,52 (±12,07) 22,36 (±8,21) 25,01 (±9,54) 

DM 8,87 (±1,88) 7,07 (±2,06) 7,75 (±3,15) – 

PO 1187,81 (±189,93) 1600,1 (±242,65) 1497,9 (±277,96) – 

(PE - površina epitelnih stanica, NN - broj neoblasta, PN - površina neoblasta, NR - broj retikularnih 

stanica, PR - površina retikularnih stanica odsječka epitela, DM - debljina mišićnog sloja , PO - površina 

odsječka epitela, - nije mjerljivo) 

U 200 mg AL/L prosječna epitelna stanica imala je površinu od 28,37 µm
2
 (±6,45), 

nakon oporavka 25,76 µm
2
 (±6,35); površina segmenta epitela bila je 1517,34 µm

2
 

(±184,46), nakon oporavka 1600,10 µm
2
 (±242,65), i debljina mišićnog sloja je 

mjerila 8,91µm (±3,26), a nakon razdoblja oporavka 7,07 µm (±2,06).U 600 mg AL/L 

epitelne stanice su u prosjeku imale 30,37 µm
2
 (±8,55), nakon razdoblja oporavka 

34,06 µm
2
 (±9,61); površina segmenta epitela bila je 1442,52 µm

2
 (±257,70), nakon 

razdoblja oporavka 1497,93 µm
2
 (±277,96), i debljina mišićnog sloja bila je 8,21µm 

(±2,04), a nakon oporavka 7,75 µm (±3,15). Epitelne stanice u kontrolnoj skupini 

imale su u prosjeku 30,42 µm
2
 (±11,53), nakon oporavka 24,79 µm

2
 (±5,92); segment 

epitela 1404,95 µm
2
 (± 198,96), nakon oporavka 1187,81 µm

2
 (±189,92), i prosječna 

debljina mišićnog sloja u kontrolnoj skupini iznosila je 10,04 µm (± 3,48), a nakon 

oporavka 8,77 µm (±1,88) (Slike 6. - 8., Tablice 5. i 6.). 
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Slika 6. Promjene površine epitelnih stanica vrste Polycelis felina (Daly.) nakon 

tretmana aluminijem i nakon razdoblja oporavka. Standardna devijacija označena je 

okomitom crtom. Brojevi na stupcima označavaju statističku značajnost razlike: 1 - u 

odnosu na kontrolu. 2 - 200 u odnosu na 600 mg AL/L. 
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Slika 7. Promjene površine odsječka epitela vrste Polycelis felina (Daly.) nakon 

tretmana aluminijem i nakon razdoblja oporavka. Standardna devijacija označena je 

okomitom crtom.  
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Slika 8. Promjene u debljini mišićnog sloja vrste Polycelis felina (Daly.) nakon 

tretmana aluminijem i nakon razdoblja oporavka. Standardna devijacija označena je 

okomitom crtom. Brojevi na stupcima označavaju statističku značajnost razlike: 1 - u 

odnosu na kontrolu. 

Broj neoblasta se povećavao prema višim koncentracijama pa ih je u kontrolnoj 

skupini bilo 6,80 (±3,27), nakon razdoblja oporavka 14,00 (±5,24); u 200 mg AL/L 

13,60 (±6,11), nakon oporavka 7,2 (±2,77); u 600 mg AL/L je u prosjeku izbrojano 18 

(±5,52) neoblasta , nakon razdoblja oporavka 11,60 (±3,36), i u 1100 mg AL/L je bilo 

22,60 (±18,40) neoblasta, a nakon oporavka 8 (±7,48). 
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Slika 9. Promjene broja neoblasta vrste Polycelis felina (Daly.) nakon tretmana 

aluminijem i nakon razdoblja oporavka. Standardna devijacija označena je okomitom 

crtom. Brojevi na stupcima označavaju statističku značajnost razlike: 1 - u odnosu na 

kontrolu.  
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Površina neoblasta u kontrolnoj skupini bila je 2,75 µm
2
 (±1,24), nakon oporavka 

2,42 µm
2
 (±1,08); u 200 mg AL/L iznosila je 2,72 µm

2
 (±1,26), poslije opravka 3,25 

µm
2
 (±1,37); u 600 mg AL/L 1,87 µm

2
 (±0,94), poslije oporavka 2,42 µm

2
 (±1,01), i 

u koncentraciji od 1100 mg AL/L prosječni neoblast imao je površinu od 2,21 µm
2
 

(±1,03), a nakon razdoblja oporavka površina je bila 5,44 µm
2
 (±1,25) (Slike 9. i 10., 

Tablice 5. i 6.). 
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Slika 10. Promjene površine neoblasta vrste Polycelis felina (Daly.) nakon tretmana 

aluminijem i nakon razdoblja oporavka. Standardna devijacija označena je okomitom 

crtom. Brojevi na stupcima označavaju statističku značajnost razlike: 1 - u odnosu na 

kontrolu. 2 - 200 u odnosu na 600 mg AL/L. 3 - u odnosu na 100 i 1100 mg AL/L. 4 - 

600 u odnosu na 1100 mg AL/L. 

Broj retikularnih stanica varirao je od 152,00 (±29,61) u kontrolnoj skupini, 52,60
 

(±18,36) nakon oporavka; 90,20
 
(±42,14) u 200 mg AL/L, 98,00

 
(±52,85) nakon 

oporavka; 132,60
 
(±27,12) u 600 mg AL/L, 120,20

 
(±31,42) poslije oporavka do 83,6 

(±46,36) u 1100 mg AL/L, 57,20 (±35,33) nakon razdoblja oporavka . 
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Slika 11. Promjene broja retikularnih stanica vrste Polycelis felina (Daly.) nakon 

tretmana aluminijem i nakon razdoblja oporavka. Standardna devijacija označena je 

okomitom crtom. Brojevi na stupcima označavaju statističku značajnost razlike: 1 - u 

odnosu na kontrolu. 
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Slika 12. Promjene površine retikularnih stanica vrste Polycelis felina (Daly.) nakon 

tretmana aluminijem i nakon razdoblja oporavka. Standardna devijacija označena je 

okomitom crtom. Brojevi na stupcima označavaju statističku značajnost razlike: 1 - u 

odnosu na kontrolu. 2 - 200 u odnosu na 600 mg AL/L. 3 - u odnosu na 100 i 1100 mg 

AL/L. 4 - 600 u odnosu na 1100 mg AL/L. 

Površina retikularnih stanica u kontrolnoj skupini iznosila je 26,47 µm
2
 (±12,41), u 

razdoblju oporavka 26,74 µm
2
 (±12,86); u 200 mg AL/L bila je 30,90 µm

2
 (±16,12), 

nakon oporavka 24,52 µm
2
 (±12,07); u 600 mg AL/L iznosila je 25,36 µm

2
 (±9,12), 

nakon oporavka 22,36 µm
2
 (±8,21), i u 1100 mg AL/L izmjereno je 40,12 µm

2
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(±20,38), a nakon razdoblja oporavka 25,01 µm
2
 (±9,54) (Slike. 11. i 12., Tablice 5. i 

6.). 

  

Slika 13. Mikroskopska slika površine tijela planarije Polycelis felina (Daly.) pri 

povećanju 400x u prvoj kontrolnoj skupini. Dugom strelicom označen je epitelni sloj. 

Kratkom strelicom označen je mišićni sloj.  

 

Slika 14. Mikroskopska slika površine tijela planarije Polycelis felina (Daly.) pri 

povećanju 400x na kraju tretmana u koncentraciji od 1100 mg AL/L. Kratkom 

strelicom označen je mišićni sloj.  

Depozicije aluminija prepoznaju se kao mjesta s blagim ružičasto-crvenim obojenjem. 

U najnižoj koncentraciji aluminij je bio deponiran lokalno, unutar nekoliko stanica, 

često oko mišićnog sloja. U 600 mg AL/L sva tkiva su bila blago ružičasto obojena i 

vidljive depozicije su bile smještene u pojedinačnim područjima na površini životinja. 
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U otopini koncentracije 1100 mg AL/L sva tkiva planarije imala su intenzivno 

ružičasto, ružičasto-crveno obojenje i česte izvanstanične prostore nastale raspadom 

stanica koji su bili ispunjeni mukusom. Najintenzivnije su bile obojane retikularne 

stanice (Slike 15. i 16.). Živčano tkivo nije imalo posebno izraženih depozicija niti u 

jednoj koncentraciji. U razdoblju oporavka vidljiv je opći trend prema gubitku 

obojenja. Kontrolne skupine su bile bez depozicija (Tablica 7.). 

 

Slika 15. Mikroskopska slika tkiva planarije Polycelis felina (Daly.) pri povećanju 

400x na kraju tretmana u otopini koncentracije 600 mg AL/L. Dugom strelicom 

označeno je oštećenje epitelnog sloja. Kratkim strelicama označene su nakupine 

mukusa unutar tkiva. 

 

Slika 16. Mikroskopska slika tkiva planarije Polycelis felina (Daly.) pri povećanju 

400x na kraju tretmana u koncentraciji od 1100 mg AL/L. Strelicom su označene 

nakupine mukusa unutar tkiva. 
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Tablica 7. Relativne depozicije aluminija u tkivima vrste Polycelis felina (Daly.) 

nakon tretiranja aluminijem i nakon razdoblja oporavka. 

Al2(SO4)3 · 18H2O (mg AL/L) kontrola 200 600 1100 

depozicije Al nakon tretiranja 0 + ++ +++ 

depozicije Al nakon oporavka 0 + + ++ 

(0 bez depozicija. + - depozicije uočljive u nekoliko stanica ili malim područjima; ++ - depozicije 

vidljive u područjima srednjih veličina; +++ - depozicije jasno vidljive protežući se kroz velika 

područja) 
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4. Rasprava 

Različiti spojevi i drugi onečišćivači, uključujući metale kao što je aluminij, koji se 

ispuste u okoliš, u velikom broju slučajeva završe u površinskim i podzemnim 

vodama gdje mogu izazivati ozbiljne probleme u akvatičkim ekosustavima (Takeshi i 

sur. 2004; WHO 1997). U ekotoksikološkim istraživanjima poseban značaj ima 

istraživanje subletalnih učinaka toksikanata jer oni mogu imati dugoročne posljedice 

na populacije, vrste i čitave ekosustave (Calervo i sur. 1998). Iako je aluminij slabo 

topiv metal u neutralnim medijima, zakiseljavanjem i zaluživanjem njegova topivost 

raste pa se počinje otpuštati iz sedimenta uz rast koncentracije (Yokel i McNamara 

2001). Zakiseljavanje povećava i mobilnost metalnih iona, kao što je aluminij, a 

pojačava im i toksičnost (Macdonald i Martin 1988). Tako se u kiselim uvjetima 

koncentracije otopljenog aluminija mogu povisiti, što može dovesti do različitih 

efekata u akvatičkih organizama i kopnenih biljaka (WHO 1997). Učinci na 

slatkovodne organizme uključuju različite promjene morfologije, ponašanja, 

razmnožavanja i smrtnost (Amonette i sur. 2003; Calevro i sur. 1998; Kovačević i sur. 

2007B). U vodenim tokovima niskog pH, niske koncentracije kalija, a visoke 

aluminija bioraznolikost opada (Guerold i sur. 2000). Zbog toga su istraživanja 

toksičnog učinka aluminija od posebnog značaja. 

U ovom radu praćen je učinak 21 koncentracije AL na planariju Polycelis felina 

(Daly.). Za praćenje morfoloških i histoloških promjena te morfometrije izabrane su 

koncentracije 200, 600 i 1100 mg AL/L. Niže koncentracije su pokazale vrlo male 

promjene i nije dolazilo do toksičnog učinka nakon pet dana tretiranja AL. NOEC je 

utvrđen kod 100 mg AL/L. Koncentracija 200 mg AL/L je izabrana zbog 

pojavljivanja blagih, ali značajnih i jasno vidljivih promjena, a koncentracija 600 mg 

AL/L zbog uočljivih većih oštećenja, promjena ponašanja i naznake prijelaza prema 

ireverzibilnim promjenama. U koncentraciji 1100 mg AL/L ustanovljen je LC50, a 

planarije su pokazivale jasnu tendenciju daljnjeg ugibanja tijekom oporavka i s 

povećanjem koncentracije do 100 % smrtnosti unutar jednog dana u koncentraciji 

1500 mg AL/L. 

Koncentracije 200 i 600 mg AL/L uzrokovale su raznolike promjene ponašanja i 

morfologije koje su, kako se pokazalo, ovisne o koncentraciji. Promjene ponašanja 
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uključile su poremećaje lokomocije, atipičnu reakciju na mehanički podražaj i 

intenzivna uvrtanja pojedinih dijelova tijela. Calervo i sur. (1998) su također 

zabilježili nekoordinirana uvijanja planarija tretirana aluminijem u koncentracijama 

od 0,25 i 0,5 mM. Sve te promjene ponašanja svjedoče u korist neurotoksičnog učinka 

aluminija. Poznato je da je u kralješnjaka živčani sustav jedna od glavnih lokacija za 

pojavljivanje toksičnog učinka aluminija, čak i ako je deponiran u malim količinama 

(Yokel 2000, Yokel i McNamara 2001). Promjene ponašanja su uočene u mnogim 

laboratorijskim životinjama i ljudima koji su bili izloženi tom metalu (Connor i sur. 

1988; Yen-Koo 1992). Kod puzavica živčani sustav je relativno jednostavan, 

ljestvičast s početnim oblikom cefalizacije. Zbog promjena u ponašanju očekivane su 

i depozicije aluminija u živčanom tkivu, ali mikroskopiranjem histoloških preparata 

one nisu pronađene. Uz promjene u ponašanju zabilježen je širok spektar morfoloških 

promjena kao što su povećana sekrecija mukusa, opći gubici pigmenta, lokalne 

depigmentacije i deformacije osobito u prednjem dijelu tijela jasno izražene kao 

redukcije aurikula i acefalije. Neki autori su zabilježili edeme, lezije i čireve (Calervo 

i sur. 1998). U 200 i 600 mg AL/L bilo je uočljivo da puzavice izlučuju povećanu 

količinu mukusa kao rani odgovor na tretiranje. U najvišoj koncentraciji (1100 mg 

AL/L) zgrčeni virnjaci bili su obavijeni velikom količinom mukusa. Povećanje 

izlučene količine mukusa bilo je i zapaženo kod tretiranja kadmijem koncentracijama 

od 0,18 do 18 µM (Calervo i sur. 1998). Povećana količina mukusa također je 

zabilježena je u pokusima s tretiranjem drugih vrsta slatkovodnih beskralježnjaka 

(Ballance i sur. 2002; Wicklum i Davies 1996; Wilson i sur. 1994; Witters i sur. 1996). 

Pretpostavljeno je da mukus predstavlja svojevrsni obrambeni mehanizam koji može 

spriječiti difuziju kontaminirajuće tvari kao što su metali u tijelo životinja (Witters i 

sur. 1996), a moguće je i da štiti tkivo pod velikim stresom, kao što je raspadajuće 

tkivo, od bakterija. Balance i suradnici (2002) su istraživali interakciju mukusa i 

njegovih biokemijskih sastavnica s okolišno relevantnim koncentracijama aluminija u 

slatkim vodama. U prisutnosti mukusa, metal se brzo lokalizira u hidratizirani mukus 

gdje se veže za glikokonjugate mukusa. Izolacija tih glikokonjugata je pokazala da se 

metal veže za ugljikohidratnu, ali i kiselu komponentu kao što su one s karboksilnim 

skupinama. Zato je predloženo da glikokonjugati mukusa imaju značajnu ulogu u 

sprečavanju difuzije aluminija u biološke sustave i na taj način pomažu u održavanju 

metaboličke homeostaze. Koncentracije 1100 mg AL/L i više dovode do mortaliteta 

virnjaka. Očito je da su one previsoke za obrambene sustave tretiranih životinja. Iako 
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su puzavice izlučivale vrlo velike količine mukusa, nije bilo moguće sprečavanje 

difuzije tako velikih koncentracija aluminija u organizam gdje je došlo do pojave 

toksičnog efekta. Kao i drugi metali, aluminij može poremetiti žive sustave na puno 

načina koji vode do lize stanica i smrti. Toksičnost je vjerojatno povezana s 

mehanizmima koji mogu uključiti i genetičke efekte (Calervo i sur. 1998). Poznato je 

da se aluminij može vezati na komponente DNA kao što su fosfati i dušične baze 

(Bertholf 1987; Ganrot 1986) stoga može i dovesti do modificiranja funkcije 

nukleinskih kiselina. Zbog svojih kemijskih karakteristika, radijusa atoma i 

električnog naboja, može biti kompetitivni inhibitor više esencijalnih elemenata 

sličnih kemijskih svojstava kao što su mangan, cink, bakar i željezo pa može dovesti 

do inhibicije enzima i sinteze proteina (Cowburn i sur. 1990).  

Prema Havensu (1993) akvatičke životinje koje respiraciju i izmjenu iona održavaju 

difuzijom preko površine tijela imaju poteškoća u održavanju unutarnje ionske 

ravnoteže u kiselom mediju na koji uvelike pridonosi i prisutnost otopljenog aluminija, 

stoga tretirane životinje nerijetko migriraju prema vodenoj površini. Isti efekt 

primjećen je tijekom tretmana aluminijem u koncentracijama 200 i 600 mg AL/L kada 

je na površinu migriralo 25 %, odnosno 10 % planarija i to je bio jedini pokazatelj da 

otopina sniženog pH nije idealan medij za planarije. U ostalim morfološki i histološki 

promatranim vrijednostima, kao i kroz promatranje ponašanja nije uočena osjetljivost 

mnogooke puzavice na pH otopina tijekom eksperimenta. Do sličnih zaključaka došli 

su Rivera i Perich (1994) podvrgavajući četiri vrste planarija pH rasponu između 4 i 9 

u kojem nije došlo do značajnih promjena na preživljavanje i nespolno razmnožavanje. 

Osim promjena u ponašanju i morfoloških promjena zapažene su bile i 

histomorfološke promjene tijekom tretiranja. Histološka istraživanja tkiva netretiranih 

životinja Policelis felina (Daly.) su pokazala tipične strukture kakve postoje i u drugih 

srodnih puzavica. Pokrivene su jednostavnim jednoslojnim epidermom koji uključuje 

i obrambene žlijezdaste strukture koje su nazvane rabditi (Wrona 1986). Ispod 

bazalne membrane epiderma nalazi se sloj mišića. Organi se nalaze u izravnom 

kontaktu s okolnim parenhimom koji sadrži dva značajna tipa stanica: retikularne 

stanice i neoblaste (Baguňa 1981; Morita 1995; Morita i Best 1984A, Morita i Best 

1984B). Neoblasti su malene, totipotentne stanice s velikom jezgrom koje su 

raspršene po tijelu. Retikularne stanice su veće, imaju sposobnost ameboidnog 

kretanja kroz tkiva i fagocitoze (Morita 1991). 
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Histomorfološke promjene su različita oštećenja tkiva, varijacije u veličini i broju 

epidermalnih stanica, mišićnom sloju i parenhimskim stanicama. U koncentracijama 

nižim od 200 mg AL/L nije bilo značajnih promjena u usporedbi s kontrolom. U 200 

mg AL/L zamjećena su mjestimična odvajanja epidermalnog sloja i oštećenja 

epitelnih stanica. U koncentraciji od 600 mg AL/L na površini tijela bile su prisutne 

brojne ozljede osobito u epitelnim sloju gdje su ponegdje nedostajale i čitave regije. 

Čini se da je ta koncentracija u eksperimentu predstavljala svojevrsni prag prema jače 

izraženim ozljedama i ireverzibilnim promjenama koje kod viših koncentracijama 

uzrokuju nepovratno propadanje tkiva te naposljetku ugibanje životinja. U najvišoj 

koncentraciji koja je i histomorfološki obrađena (1100 mg AL/L) ozljede su 

najintenzivnije, neka područja su kompletno raspadnuta, a epitelni sloj u potpunosti 

nedostaje. Zbog toga se sljedeći sloj tkiva, mišićni sloj, nalazi na samoj površini tijela 

puzavica, prekriven slojem mukusa. Kako je oštećen epitelni sloj koji sadrži rabdite, 

koji se na podražaj raspadaju na kisele polisaharide (Wrona 1986), pretpostavljeno je 

da bi se mišićni sloj sljedeći reducirao i pokazivao oštećenja. Morfometrijska analiza 

je pokazala isto - debljina mišićnog sloja se smanjuje povećavanjem koncentracije. 

Nakon razdoblja oporavka izmjeren je blagi pad debljine mišićnog sloja što se može 

dovesti u vezu s gladovanjem i redukcijom svih manje esencijalnih struktura čime se 

nadomještaju potrebe za energijom koja je potrebna za preživljavanje organizma. 

Primijećeno je i da u razdoblju nakon oporavka planarije tretirane aluminijem u 

usporedbi s planarijama iz kontrolne skupine imaju nešto veću površinu odsječka 

epitela što je moguće povezati s činjenicom da su planarije u kontrolnoj skupini bile 

izložene samo gladovanju za razliku od planarija tretiranih aluminijem koje su još 

uvijek izbacivale zaostali aluminij iz organizma, zajedno s mukusom pa je i epitel koji 

ima veliku ulogu u njegovom stvaranju bio jače izražen. 

Morfometrijskom analizom pokazano je da se broj neoblasta u parenhimu povećava s 

koncentracijom. Broj neoblasta u puzavica koje su bile tretirane s 200 mg AL/L bio je 

oko dva puta veći, u koncentraciji od 600 mg AL/L oko 2,5 puta i u koncentraciji od 

1100 mg AL/L tri puta veći nego u kontrolnoj skupini. To povećanje može se 

objasniti samom funkcijom neoblasta. U koljenu Platyhelminthes neoblasti su jedine 

stanice sa sposobnošću diferencijacije, i obnove oštećenih, dotrajalih stanica i tkiva 

kao i kod regeneracije (Baguňa 1981.; Morita i Best 1984A, Morita i Best 1984B). 

Kako su se podizanjem koncentracije povećavala oštećenja, rasla je i potreba za 
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neoblastima jer su oni odgovorni za regeneraciju oštećenog tkiva. Broj neoblasta na 

različitim preparatima u najvišoj koncentraciji poprilično je varirao - standardna 

devijacija je bila jako velika što je također ukazivalo da su se tkiva puzavice nalazila 

pod vrlo velikom stresom, pojedini dijelovi životinja su bili gotovo u potpunosti 

dezintegrirani, s malim brojem preostalih stanica i velikom količinom mukusa dok su 

drugi bili u relativno boljem stanju i stvarali su značajan broj neoblasta i retikularnih 

stanica. Nakon razdoblja oporavka planarije su imale manje neoblasta jer se tkivo 

djelomično obnovilo pa je i potreba za novim totipotentnim stanicama bila manja. U 

skupini koja je tretirana najvišom koncentracijom aluminija nakon razdoblja oporavka 

broj neoblasta je također smanjen, ali standardna devijacija mjerenog svojstva je još 

veća nego neposredno nakon tretmana jer su se organizmi zbog prevelikog oštećenja 

nalazili u svojevrsnoj stazi, morfološki su bili bez promjena, prekriveni mukusom, 

deformirani i nepokretni s minimalnim reakcijama na mehanički podražaj te su 

pokazivali tendenciju ugibanja. U ostalim koncentracijama nakon razdoblja oporavka 

također je zabilježen pad broja neoblasta jer su se tkiva značajno obnovila.  

Broj retikularnih stanica u nižim koncentracijama se povećavao, dok je u najvišoj 

koncentraciji zabilježen zamjetan pad njihovog broja. Kako retikularne stanice imaju 

sposobnost fagocitoze (Morita i Best 1984A) pretpostavljeno je da bi mogle imati i 

sposobnost akumulacije aluminija, bilo direktno, fagocitirajući nakupine aluminija ili 

pojedinačne ione, bilo posredno, fagocitirajući stanice oštećene zbog učinka aluminija, 

sve do određene koncentracije gdje njezini obrambeni mehanizmi ne mogu više 

uspješno djelovati pa stanica naposljetku kolabira. Zato se s koncentracijom aluminija 

povećavao i broj retikularnih stanica ali samo do koncentracije od 600 mg AL/L 

nakon koje počinje njihovo propadanje. S porastom koncentracije raste i površina i 

raspon veličine retikularnih stanica jer akumulirani aluminij u stanicama i tkivima 

naposljetku počinje djelovati na različite stanične mehanizme što može dovesti do 

različitih poremećaja npr. do poremećaja u održavanju ionske i osmotske ravnoteže 

stanice, posljedičnog povećanja volumena, propadanja stanica, a onda i nastanka 

velikih izvanstaničnih prostora ispunjenih mukusom kakvi su bili česti u najvišoj 

koncentraciji. Moguće je i da su retikularne stanice toliko varirale u veličini jer je 

velika količina aluminija u testiranoj skupini onemogućavala potpun razvitak iz 

neoblasta u zrelu retikularnu stanicu i one su propadale prije završetka kompletnog 

razvitka. 
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U svim skupinama oporavka bilo je očito obnavljanje nastalih oštećenja zbog učinka 

aluminija. Neke su životinje regenerirale većinu ozljeda, osobito u nižim 

koncentracijama, ali gotovo nikad nije dostignuta vitalnost životinja u kontrolnim 

skupinama.  

Planarije pokazuju znatnu otpornost na promjene pH, a sposobne su ne samo 

preživjeti nego se i nespolno razmnožavati u medijima pH raspona od 4 do 9 (Rivera i 

Perich 1994). Kako niti jedna kontrolna skupina u ovom eksperimentu (jedna 

negativna kontrola i dvije pozitivne kontrole sniženog pH) nije pokazivala nikakva 

morfološka oštećenja, poremećaje ponašanja ili lokomocije, zaključeno je da su takve 

promjene u tretiranih planarija izazvane aluminijem, a ne sniženim pH. Stoga je prva 

kontrolna skupina (negativna kontrola) bila uključena u morfometrijska istraživanja. 

Nakon oporavka zabilježena je niska razina lokalnih depigmentacija u prvoj 

kontrolnoj skupini, najvjerojatnije zbog gladovanja koje je trajalo ukupno sedamnaest 

dana prije i za vrijeme trajanja eksperimenta. 
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5. Zaključak 

Rezultati dobiveni morfometrijskom analizom i promatranjem promjena ponašanja 

jasno pokazuju štetan učinak aluminija na planarije Polycelis felina (Daly.). S 

obzirom na koncentracije kojima su bile izložene, planarije su se pokazale kao otporni 

model organizmi u akvatičkim istraživanjima. Varijacije pH vrijednosti u kontrolnim 

skupinama i tretiranje pri koncentracijama nižim od 200 mg AL/L nisu dovele do 

vidljivih promjena na planarijama. Više koncentracije su dovele do različitih 

promjena ponašanja i morfologije koje su bile ovisne o koncentraciji. S porastom 

koncentracije AL rastao je i intenzitet oštećenja. U koncentraciji od 600 mg AL/L 

planarije su počele pokazivati ireverzibilne promjene. Koncentracije od 1100 i 1300 

mg AL/L određene su kao LC50 nakon pet, odnosno nakon jednog dana tretmana. 

Depozicije aluminija su se počele primjećivati pri koncentraciji od 200 mg AL/L i s 

njezinim povišenjem rastao je udio tkiva u kojem su se one mogle dokazati. U 

živčanom tkivu depozicije nisu uočene. Utvrđeno je i da planarije mogu dobro 

podnositi sniženi pH. Morfološke i histološke promjene su uzrokovane toksičnim 

učinkom aluminija, a ne sniženog pH. Nakon razdoblja oporavka planarije su 

pokazivale jasnu tendenciju obnavljanja nastalih oštećenja, iako se za petodnevnog 

oporavka nije uspjela povratiti sva početna vijabilnost. Kako koncentracije aluminija 

koje su korištene u eksperimentu nisu uobičajene u prirodnom okolišu, one ne 

predstavljaju ozbiljnu opasnost za populacije virnjaka u prirodi, već pokazuju mogući 

opseg oštećenja u okolišu s potencijalno visokim koncentracijama otopljenog 

aluminija. 
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