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SAZETAK: Postoje dokumentirana istraZivanja o postojanju tumora na tijelu hidri, a ovo je
prvo istrazivanje gdje su jedinke hidre izlagane tretmanu UVB-zrac¢enjem i/ili norflurazonu s
namjerom da se izazovu tumori. Jedinke zelene hidre (Hydra viridissima Pallas, 1766) i
jedinke smede hidre (Hydra oligactis Pallas, 1766) ili obje vrste zajedno izlagane su
norflurazonu koncentracija 2x10”" mol/L ili 2x10 mol/L. Dio hidri izloZen je norflurazonu i
zra¢en UVB-zraCenjem valne duzine 254 nm 2 minute. Drugi dio pokusa je raden tako da su
hidrama dodane suspenzije slobodnozivuce alge Chlorella vulgaris (CV) i endosimbiotske alge
Mychonastes homosphaera (CZ10) ili obje alge zajedno. Hidre s dodatkom algi su izlagane
norflurazonu i zracene na isti nac¢in kao u prvom dijelu pokusa. Pratile su se morfoloske
promjene hidri: migracija, odgovor na mehanicki podrazaj, oblik tijela, oSte¢enje lovki,
nespolno (pupanje) i spolno razmnozavanje te smrtnost. U eksperimentalnim posudicama s
dodatkom algi pratile su se jo$ boja otopine i prisustvo nakupina algi. Migracija hidri, promjena
oblika tijela pretezno iz relaksiranog u kontrahirani oblik i spolno razmnozavanje bili su prvi
znakovi izbjegavanja Stetnog ucinka UVB-zraCenja ili norflurazona. Histoloske promjene
pratile su se svjetlosnim mikroskopom i brojale su se stanice ektoderma, gastroderma,
intersticijske stanice, zimogene stanice i zarne stanice, a mjerena je i debljina mezogleje.
Ugibale su samo zracene jedinke zelene hidre. Pri viSoj koncentraciji norflurazona i u svim
zracenim hidrama uocena su velika oSte¢enja u strukturi tkiva hidri. Zracenje je prouzrocilo
izrasline na lovkama i na tijelu hidre ili specificne rasljaste lovke.
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SUMMARY: The occurence of tumors on the body of hydra has already been reported in
researches but this is the first study in which the individuals of symbiotic green hydra and non-
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experimental dishes with algae suspension were monitored for the change of solution color and
the presence of algae blobs. Migration, change of body shape from relaxed to predominantly
contracted, and sexual reproduction were identified as the first evasion signs of the deleterious
effects of UVB-radiation and norflurazon. Histological changes were detected by light
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counted. The thickness of mesoglea was measured. Mortality was present in the individuals of
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UVB-radiation. Radiation caused tissue growths on both tentacles and body of hydra as well as
specific fork-shaped tentacles in hydra.
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1. UVOD

1.1. Hidra

Hidra je slatkovodni beskraljeznjak rasprostranjen po cijelom svijetu. Pripada koljenu
Cnidaria (zarnjaci), razredu Hydrozoa (obrubnjaci), redu Hydrioda, porodici Hydridae. Ime
Hydra potjece iz anti¢kih mitova. Tako se zvala neman kojoj bi na mjestu svake odsjecene glave
narasle dvije nove glave (Zamarovsky, 1985). Regenerativne sposobnosti hidre su izuzetne
(Kalafati¢ i sur., 2001) te je hidra klasi¢an modelni organizam za razumijevanje fundamentalnih
razvojnih procesa (Siebert i1 sur., 2007). Tijelo hidre je cilindri¢nog oblika. Na apikalnom kraju
se nalazi hipostom s lovkama, u sredini je gastralna regija s pupnom regijom i na bazalnom

kraju se nalazi stopalo (Slika 1).

Slika 1. a) Smeda hidra b) zelena hidra

Zarnjaci su dobili ime po Zarnicama ili nematocitama, jednim od najkompleksnije gradenih i
najtoksi¢nijih stanica u Zivotinjskom svijetu. U tijelu hidre Zarne stanice najgus¢e su
rasprostranjene u lovkama i u podru¢ju hipostoma. Uloga im je hvatanje plijena ili obrana.
Sadrze neurotoksine kojima omamljuju Zrtvu kao i bodezi¢e kojima zrtvu probadaju te je
pomocu niti privuku hipostomu gdje se nalaze usta. Na usta se nastavlja probavna Supljina koja
sluzi za izvanstani¢nu probavu hrane pomocu zimogenih stanica koje luc¢e probavne enzime u
probavnu Supljinu. Hrana se probavlja i unutarstani¢no. Difuzijom hrana dospijeva u sve
dijelove tijela hidre, dok kontrakcijama cijelog tijela izbacuje neprobavljene tvari kroz
hipostom. Hidre se hrane bakterijama, algama, malim raci¢ima i li¢inkama kukaca koje
lovkama prinose usnom otvoru.

Difuzija se takoder koristi i za izmjenu plinova odnosno disanje Zivotinje. ObitavaliSte
hidri je slatkovodno dno stajaéica ili blagih tekucica, vodeno bilje i kamenje za koje su

pri¢vrs¢ene 1 uglavnom su sedentarni organizmi. Plutaju pomocu plinskog mjehuri¢a kojeg



stvara bazalna ploc¢a stopala. Ona drzi hidru pri¢vr¢enu za dno ili povrSinu biljke. Kretanje
hidri omogucuju kontrakcije tijela kao i lovke. Faktori okoliSa su glavni uzrok pokretanja i
migracije hidri.

Hidre se razmnozavaju spolno i1 nespolno (Matonickin, 1978). Nespolno razmnozavanje 1ili
pupanje odvija se u probavnom dijelu koji obuhvaca pupnu regiju. Spolno razmnozavanje hidri
je rjede 1 tada se formiraju muske i Zenske gonade. Formiranje gonada stimuliraju faktori
okoliSa, poput temperature, pH medija, koncentracije Oz, CO2 te gladovanja (Burnett, 1973,
Kuznetsov 1 sur., 2001). Kod zarnjaka prvi puta nalazimo Ziv€ani sustav. To je jedan od
najprimitivnijih ziv€anih sustava buduc¢i da su Ziv€ane stanice rasporedene jednako po ¢itavom
tijelu i provode zivcane impulse u svim smjerovima tijela (Burnett, 1973). Rezultat mehanicki
podrazaja hidre je reakcija Citavog tijela, odnosno kontrahiranje tijela i lovki te viSestruko

smanjenje njihove duljine.

1.2. Histoloska i citoloSka grada hidre

Tijelo hidre je troslojno, izgradeno od ektoderma, mezogleje i gastroderma (Slika 2). Vanjski
stanicni sloj se naziva ektoderm, a graden je od mioepitelnih, intersticijskih i Ziv€anih stanica,
knidoblasta i knida. Osnovne stanice ektoderma su mioepitelne stanice koje sezu od povrsine
ektoderma do mezogleje. Njihov apikalni dio je sekrecijski aktivan i proizvodi mukozni omotac
koji stiti hidru od mehanickih oSte¢enja i1 gubitka vode 1 soli iz tijela. Sekrecijska aktivnost je

najveca u podrucju stopala jer je tim dijelom tijela hidra pri¢vr§¢ena za podlogu.
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Slika 2. Prikaz histolosko-citoloske grade hidre (preuzeto s: www.tutorvista.com)



Stanice izmedu mioepitelnih stanica su intersticijske stanice koje tijekom embriogeneze

nisu diferencirane, ve¢ su rezervne stanice kod kojih je pojacana mitoticka aktivnost i imaju
sposobnost diferenciranja u druge ektodermne stanice.

Zarnice stanice knidocite ili nematocite su stanice koje sadrze knidociste odnosno knide ili
nematociste. Zarne i Zljezdane stanice javljaju se usporedo s pojavom Zarnjaka (Hwang i sur.,
2007). Nematocite nastaju iz nematoblasta i podijeljene su prema funkciji u Cetiri skupine:
penetrante, koje poput harpuna probadaju plijen, glutinante, koje svojom ljepljivos¢u hvataju
plijen, volvente, koji su nalik uzetu za hvatanje i ptihociste, koje nalazimo u zadruznim vrstama.
Baterije su nakupine knida koje reagiraju na mehanicki i kemijski mehani¢ki podrazaj. Zivéane
stanice su motorne, osjetne i neurosekretorne. Na hipostomu je opisan ziv¢ani prsten koji je
sli¢an srediSnjem ziv€anom sustavu razvijenijih Zivotinja te je statican i stabilan u usporedbi s
mrezastim zivéanim sustavom (Koizumi, 2002).

Mezogleja nije gradena od stanica i nalazi se izmedu stani¢nih slojeva ektoderma i gastroderma.
Zelatinozne je grade i sadrzi kolagen, lipide, proteine i ugljikohidrate. Mezogleja omoguéuje
prolaz hrane kao i migraciju stanica tijekom regeneracije (Znidari¢, 1970). Nastanku mezogleje
doprinose i ektoderm 1 gastroderm (Zhang 1 sur., 2005). Voda je sastavni dio mezogleje i to u
velikoj koli¢ini tako da mezogleja sluzi i kao potporanj hidri.

Probavnu Supljinu oblaZze gastroderm koji se sastoji od gastrodermnih mioepitelnih stanica i
zimogenih stanica. Bazalna membrana gastrodermnih mioepitelnih stanica je pri¢vrs¢ena za
mezogleju. U tom dijelu koji grani¢i s mezoglejom nalaze se kruzno postavljena misi¢na vlakna
¢ijom se relaksacijom i kontrakcijom hidra opusta ili steze. Membrane apikalnog dijela stanica
¢ine mikrovile koje kontrakcijom povecavaju povrsinu apsorpcije hrane. Zimogene stanice koje
su vréastog oblika nalaze se tanjim dijelom stanice vezane za mezogleju, a Siri im str$i u
probavnu Supljinu. Sadrze granule ispunjene hidrolitickim enzimima koje omogucuju
izvanstani¢nu probavu (Burnett, 1973). Sudjeluju u regeneraciji hidre tako da se dediferenciraju
u gastrodermne intersticijske stanice koje se dalje dijele i diferenciraju u druge tipove stanica

(Znidari¢, 1971).

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

Zelena hidra (Hydra viridissima Pallas) i smeda hidra (Hydra oligactis Pallas) morfoloski i
histoloski anatomski imaju jednak plan grade. Zelena boja zelene hidre potjece od
jednostani¢nih algi (rod Chlorella) koje su smjestene u gastrodermnim mioepitelnim stanicama

hidre. U jednoj stanici nalazi se do 20 zelenih algi (Dunn, 1987, Holstein i Emschermann,
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1995). Svaka alga nalazi se unutar jedne vakuolske membrane (O Brien, 1982, Reisser i
Wiessner, 1984).

Simbioza (gré. syn s, sa, bios zivot) je dugotrajan tijesan suzivot dviju ili viSe vrsta
organizama koji pripadaju razli¢ito nazvanim kategorijama i zive u uskom odnosu veéinu svog
zivota. Zelena hidra i alga su u simbiotskom odnosu. Smatra se da su upravo simbiotski procesi
imali vaznu ulogu u postanku raznolikosti zivog svijeta i evoluciji viSestani¢nosti (Margulis i
Sagan, 2002). Sudionici te simbioze su bionti, a skup svih bionata odreduje holobionta
(Margulis, 1993). Hidra-holobiont ukljucuje najmanje 3 tipa organizma (hidra, bakterije 1 alge)
koji svi dijele dugu koevoluciju i ovise jedan o drugome. Svaka vrsta hidre sadrzi specificnu
mikrobnu zajednicu i sposobna ju je odrzati kroz dulje vremenske periode. Pomocu 16S rRNA-
sekvenciranja dobiveni su podaci o dominantnim grupama mikroba za svaku vrstu ispitivanih
hidri.

Hidra se koristi produktima fotosinteze koje proizvodi alga, dok alga od hidre dobiva dusikove
i sumporove spojeve. Smeda hidra ne tvori simbiotske odnose za razliku od zelene hidre
(Burnett, 1973).

Smatra se da su predadaptacije hidre 1 alge odgovorne zasto odredene vrste uspostavljaju, a
druge ne, simbiotske odnose. Javlja se imunosna reakcija interakcijom glikoproteina na povrsini
alge 1 receptora na hidri. Alge poticu stvaranje endocitoznih mikrovila na stanicama hidre.
Nakon endocitoze alge ostaju u gastrodermnim i mioepitelnim stanicama hidre u vakuolama
koje se nazivaju simbiosomi. U svakoj vakuoli nalazi se po jedna alga, a toan broj algi po
jednoj stanici hidre ovisi o koli¢ini duSikovih spojeva koje alga dobiva od hidre. Medusobna
interakcija gena hidre i alge je nuzno da bi ti organizmi mogli Zivjeti u simbiozi. Svaka vrsta
hidre sadrzi specifi¢cnu mikrobnu zajednicu i sposobna ju je odrzati kroz dulje vremenske
periode. Alge su u gastrodermnnim mioepitelnim stanicama hidre smjeStene u perialgalnom
prostoru koji ima kiselu pH vrijednost. Taj dio stanice djelomi¢no je odvojen od ostalog dijela
stanice citoskeletom. U njemu nema vece intracelularne probave. Alge ispustaju odredenu
koli¢inu maltoze koja sprjecava fuziju simbiosoma s lizosomima (Douglas, 1994).

Zelena hidra koriStena za pokuse je u endosimbozi s algama roda Chlorella, razreda
Chlorophyceae reda Chlorococcales. To su jednostaniéni slatkovodni organizmi koji su
pojedinacno u planktonu ili na povrSini vlaznih objekata. Hidre mogu simbionta steci
horizontalnim i vertikalnim prijenosom, §to znaci od roditelja ili iz okoliSa. Vertikalni prijenos
se obi¢no dogada nespolnim razmnozavanjem, iako mogucée 1 spolnim razmnozavanjem.
Oocite se diferenciraju iz grozdova intersticijskih mati¢nih stanica 1 razviju u jaje koje je

pricvrséeno za majku. Simbiotske alge imaju i ulogu u poticanju oogeneze u hidre. Pri spolnom
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razmnoZzavanju mlade jedinke mogu uzeti simbionte iz okolisa. To se dogada probavnim putem.
Hrane se biljojednim zooplanktonom koji u utrobi sadrzi jos Zive alge. Nedavno je prvi puta
pokazano da se endosimbiotske alge iz zelene hidre mogu izolirati i konstantno uzgajati u
trajnim stabilnim laboratorijskim kulturama (Kovacevi¢ i sur., 2010a). PredloZeno je opcenito
nesistematsko zajednicko ime za sve simbiotske zelene alge Chlorella zagrebiensis grupa
Kovac. & Jelen. (Kovacevic i sur., 2010a). U usporedbi sa slobodnozivu¢im srodnim algama,
izolirane alge znatno su slabije prilagodene novonastalim uvjetima mikrookolisa. Ova ¢injenica
upucuje na nedovrseni proces simbiogeneze izmedu hidre i1 algalnog simbionta (Kovacevi¢ 1
sur., 2010b).

Endosimbioza hidre i alge govori u prilog endosimbiotskoj teoriji nastanka eukariotske stanice.
Prema toj teoriji, plastidi, mitohondriji, a mozda i bicevi razvili su se od bakterija koje su zivjele
u simbiozi s nekim jednostani¢nim organizmom s jezgrom. Tijekom evolucije simbionti su
izgubili samostalnost i dio njihovog genetickog materijala je prenesen u jezgru domacina.
Dokaz ove teorije nalazimo u sli¢nosti bakterijske DNA s mitohondrijskom i kloroplastnom,
postojanju enzima respiratornog lanca u membranama mitohondrija i kloroplasta i slicnosti
bakterijskih, mitohondrijskih i kloroplastnih ribosoma. Kloroplasti i mitohondriji su kao i

bakterije osjetljivi na antibiotike 1 druge ksenobiotike (Krajcovié i sur., 1989)

1.4. Norflurazon

Pesticidi (lat. pestis Stetnik, caedere ubiti) su prirodna ili sintetska sredstva kojima se
ubijaju biljni ili zivotinjski nametnici na bazi selektivne toksi¢nosti. Njihovom upotrebom
dobiva se bolji 1 kvalitetniji urod, medutim mnogi toksi¢nom djeluju na zive organizme. Nakon
odredenih nezeljenih posljedica poput izazivanja alergijskih reakcija, citotoksi¢nosti,
mutagenih i1 kancerogenih djelovanja, danas se svaki pesticid provjerava na test organizmu i
utvrduje srednja letalna doza, LDso. LDso je koncentracija nekog spoja po 1 kg tjelesne mase
koja izaziva smrtnost u 50% tretiranih organizama (Erben i Lajtner, 1995). Direktivom 98/83
Europske komisije propisuje se koncentracija pojedinog pesticida u vodi za pi¢e na 0,1 pg/L, a
ukupna koncentracija svih pesticida na 0,5 ug/L. (Petrovi¢ 1 sur., 2013)

Herbicidi (lat. herba trava) su pesticidi koji sluze za unistavanje korovnih biljaka i
parazitskih cvjetnica. Kemijske su supstance organske ili anorganske. Mogu uniStavati sve
biljke ili samo odredene vrste. Prema nacinu djelovanja mogu biti kontaktni ili sistemski.
Kontaktni herbicidi razaraju dio biljke s kojim dodu u kontakt, a sistemski se apsorbiraju i
prenose kroz biljku provodnim putevima, a svojim djelovanjem izazivaju fizioloske i

morfoloske promjene koje dovode do uginuca biljke (Bari¢ i Ostoji¢, 2017). Mehanizam
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djelovanja moze biti naruSavanje biokemijske ravnoteze biljaka, kocenje fotosinteze,
inhibiranje sinteze neophodnih spojeva za rast i razvoj. Herbicidi dospijevaju u ekosustave, radi
¢ega je bitno poznavati njihova toksi¢na svojstva i istraziti njihovu Stetnost za zivi svijet .
Norflurazon je organski herbicid, po kemijskom sastavu derivat piridazina, odnosno
piridazinona kemijske formule Ci2H9CIF3N3O (4-kloro-5-metil-2-(a,a,0/trifluoro/m/tolil)-
3(2H)-piridazinon) (Slika 3). Molekulska masa norflurazona iznosi 303,54 g/mol, taliSte mu je
na 177 +/- 3°C. Slabo je topljiv u vodi, a bolje u etanolu. Stabilan je u razrijedenim kiselim ili
bazi¢nim otopinama. Relativno je slabo pokretljiv u mineralnim tlima, slabije u tlima s puno
organske tvari (Savin i Amador, 1998). Vrijeme poluraspada iznosi 38-731 dan. Zbog takvih
osobina postoji opasnost da dospije u podzemne vode. Zabiljezeni su takvi slucajevi u SAD-u
(Thurman 1 sur., 2000).

Do sada su provedena brojna istrazivanja ovog herbicida na raznim organizmima te je utvrdena
njegova niska III kategorija toksicnosti (Maceljski 1 sur. 1997, Horvat i sur.. 2005). Akutna
oralna doza LDso za Stakora je 9 g/kg. Ne iritira kozu 1 o¢i, ali kod tretiranih Zivotinja uzrokuje
znatno povecanje jetre i Stitnjace. Zbog rezultata na testovima toksi¢nosti norflurazon je
klasificiran kao mogu¢i ljudski kancerogen. Za vodene organizme utvrdeno je da je slabo do
umjereno toksi¢an. Maksimalna dozvoljena doza norflurazona za ¢ovjeka od 60 kg je 0,225

mg/dan (www.pmep.cce.cornell.edu).

FsC

Slika 3. Kemijska formula norflurazona (www.pmep.cce.cornell.edu)

1.5. UVB-zracenje

Sunceva svjetlost sastoji se od ultraljubicastih ili UV-zraka, vidljivog spektra ili VIS te
infracrvenog ili IR-a. Umjereno izlaganje suncu ima povoljan ucinak na ljudski organizam jer
potiCe sloZzeni mehanizam tvorbe vitamina D3. UVB-zracenje se koristi za lijeCenje koznih

bolesti, kao §to je psorijaza (Ceovié, 2008). Sunce je prirodni izvor UVB-zradenja, a ono se



moze proizvoditi i razliitim lampama. Prema valnim duljinama dijeli se u: UVA-zracenje
(320-400 nm), UVB-zracenje (290-320nm) i UVC-zracenje (160-290nm). UV A-zracenje
prodire u kozu, ostecujuéi stanice, ubrzano stari kozu te potice ve¢inu fotodinamskih reakcija.
UVB-zracenje izaziva nakon 12 do 24 h crvenilo koZe koje potice tvorbu melanina oslobadajuci
tirozinazu, enzim vazan za tvorbu melanina, a moze izazvati i rak koZe zbog oSte¢enja gena za
obnovu stanica koze, odnosno ima mutageno djelovanje. Mutageni su tvari koje izazivaju
mutacije, a UVB- zraCenje je fizicki mutagen. [zravno oSte¢uje DNA stvaraju¢i pirimidinske
dimere 1 6-4 fotoprodukt. Neizravno djelovanje UVB-zracenja moZe prouzrociti upale,
oksidacijski stres, deregulaciju stani¢nih signalnih puteva, imunosupresiju i kao krajnji rezultat
rak koze.

Timinski dimeri se popravljaju mehanizmom foto reaktivacije kod bakterija, dok se kod
covjeka popravljaju mehanizmom izrezivanja.

UV-zracenje kod hidri izaziva oStecenja u podrucju lovki, hipostoma i gastralne regije

(Lui i Znidari¢, 1973, Kalafatié¢ i sur., 2003).

1.6. Evolucija tumora

Tumor je nakupina stanica nekontroliranog rasta bez fizioloSke funkcije. Tumori mogu
biti benigni ili maligni. Maligni tumori su pronadeni kod gotovo svih organizama, pa tako i kod
hidri (Domazet-LoSo i sur., 2014.). Onkogeni su geni ukljueni u nastanak tumora. Nastaju
mutacijom protoonkogena, gena odgovornih za proliferaciju i rast stanice. Jedan od poznatih i
dobro istrazenih onkogena je MYC. Mutirani oblik ovog gena naden je kod mnogih malignih
bolesti. Homolog gena Myc naden je kod hidre i to geni Mycl i Myc2 (Hartl i sur., 2014).
Dovoljna je jedna stanica u kojoj se dogode mutacije i koja izmakne mehanizmu kontrole
stani¢nog ciklusa, kontaktne inhibicije 1 apoptotskim mehanizmima te po¢ne proliferirati. Geni
ukljuceni u uklanjanje takvih stanica zovu se tumor supresori i najpoznatiji je TP53. Mutacije
u tumor supresorima takoder dovode do nastanka tumora. Nastanak tumora je u vecini slucajeva
dugotrajan proces koji ovisi o nestabilnosti genoma ali 1 o epigenetickim ¢imbenicima.
Metastaze odnosno stanice raka koje su se odvojile od mati¢nog tumora i krvotokom dosle do
zdravog organa te tamo zapocele nastanak novog tumora razlog su radi ¢ega su maligni tumori

jedan od glavnih uzroka smrtnosti u ¢ovjeka.



1.7. Cilj istraZivanja

Cilj istrazivanja ovog diplomskog rada bio je istrazivanje ucinka izlaganja hidri UVB-
zracenju 1/ili norflurazonu koji potencijalno mogu prouzro€iti izrasline na njihovom tijelu. U
istrazivanju su za eksperimentalne zivotinje koriStene dvije vrste hidri, simbiotska zelena hidra
(Hydra viridissima) i nesimbiotska smeda hidra (Hydra oligactis). Takoder sam Zeljela utvrditi
je i UVB-zracenje i tretman norflurazonom sinergisticki izazivaju veca oste¢enja DNA 1
organizma ili smrtnost hidri nego kad su izloZene samo jednom od njih. Cilj je istraziti i suZivot
dviju vrsta hidri kada su zajedno izlozene UVB-zracenju i/ili norflurazonu i postojanje razlika
u njihovom ponasanju u odnosu na ponasanje kad je svaka vrsta obradena posebno.

Takoder je i cilj istraziti dolazi li do promjena u ponaSanju ili morfoloSkih promjena ovih dviju
vrsta hidri kada su tretirane sa UVB-zracenjem 1/ili norflurazonom u prisutnosti algi,

slobodnozivué¢e Chlorella vulgaris (CV) i izolirane endosimbiotske alge iz zelene hidre
Mychonastes homosphaera (CZ10). Uz analize morfoloskih promjena hidri, iz njih bi se

pokusao umnoziti gen Myc metodom lanc¢ane reakcije polimerazom.



2. MATERIJAL I METODE

2.1. Materijal

Eksperimentalne zivotinje koje su koristene su zelena hidra (Hydra viridissima Pallas,
1766) i smeda hidra (Hydra oligactis Pallas, 1766). Smeda hidra uzorkovana je u jezerima u
park Sumi Maksimir dok je zelena hidra iz kulture na Zoologijskom zavodu PMF-a koristena
za ovaj pokus. Zivotinje su uzgajane u laboratorijskim uvjetima od 22,4 °C pri dnevnom svjetlu.
Cuvane su u aeriranoj vodi i hranjene li¢inkama raka vrste Artemia salina. Tijekom izvodenja
pokusa zivotinje nisu bile hranjene. Slobodnozivuc¢e alge Chlorella vulgaris (CV) i
endosimbiotske alge Mychonastes homosphaera (CZ10) su uzorkovane iz kulture na

Zoologijskom zavodu PMF-a.

2.2. Metode

Hidre su obradene norflurazonom u posudicama volumena 60 ml s 50 ml otopine
norflurazona koncentracija 2x10°¢ mol/L ili 2x10”7 mol/L. Kontrolna skupina je uzgajana u 50
ml akvarijske vode. U svaku posudu stavljeno je po 10 jedinki posebno zelene, posebno smede
1 po pet jedinki od svake vrste zajedno. Sve jedinke su ozratene UVB-zracenjem valne duzine
254 nm energije 0,023 mW/cm? 2 minute. Drugi dio pokusa napravljen je na isti na¢in samo
Sto hidre nisu zracene. Pokusi su izvedeni u triplikatu i hidre su pra¢ene kroz tri dana.
Pokus je izvoden i sa hidrama uz prisustvo algi i to tako da je po pet jedinki svake vrste hidri
posebno stavljeno u posudu koja je napunjena s 50 ml akvarijske vode u kontrolnoj skupini ili
otopinama norflurazona koncentracija 2x10° mol/L ili 2x10”7 mol/L. U posude gdje su obje
vrste hidri bile zajedno stavljeno je po dvije jedinke od svake vrste i takoder napunjeno s 50 ml
akvarijske vode ili identicne koncentracije norflurazona. U svaku posudu je stavljena
ekvivalentna koli¢ina slobodnozivuce alge Chlorella vulgaris (CV) ili endosimbiotske alge
Mychonastes homosphaera (CZ10) ili obje alge zajedno. Svi uzorci su ozra¢eni UVB-
zradenjem valne duzine 254 nm i energije 0,023 mW/cm? 2 minute. Pokus je napravljen jo$
jednom sa istom koli¢inom hidri i algi, ali bez zracenja. Kontrolni uzorci su bile hidre sa obje
vrste algi posebno ili zajedno koje nisu bile tretirane norflurazonom ni zracene. Hidre su

promatrane kroz tri dana (Tablica 1).



Tablica 1. Oznake uzoraka koristene tijekom pokusa

Puni naziv uzorka Oznaka uzorka
Zelena hidra - kontrolni uzorak ZK

Smeda hidra - kontrolni uzorak SK

Zelena i smeda hidra - kontrolni uzorak u zajednickoj posudici ZSK

Zelena hidra - zracena ZR

Smeda hidra - zracena SR

Zelena i smeda hidra - uzorak u zajednic¢koj posudici zracen ZSR

Zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10”” mol/L z7

Smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L S7

Zelena i smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom | ZS7
koncentracije 2x10”7 mol/L
Zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L i zragena Z7R
Smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L i zradena S7TR
Zelena i smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom | ZS7R
koncentracije 2x10”7 mol/L i zraden
Zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10°® mol/L 76
Smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10 mol/L S6
Zelena i smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretirane norflurazonom | ZS6
koncentracije 2x10° mol/L
Zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10°° mol/L i zraena Z6R
Smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10® mol/L i zradena S6R
Zelena i smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom | ZS6R
koncentracije 2x10° mol/L i zraden
Slobodnozivuce alge Chlorella vulgaris Ccv
Endosimbiotske alge Mychonastes homosphaera (CZ10) CZ10
Slobodnozivuce alge Chlorella vulgaris i endosimbiotske alge Mychonastes | CVCZ10
homosphaera (CZ10)

2.3. MorfoloSke promjene

Tijekom izvodenja pokusa zivotinje su promatrane pomocu svjetlosne lupe i to
migracija hidri u eksperimentalnoj posudi, odgovor na mehanicki podrazaj mehanic¢kom
iglicom, izgled tijela odnosno kontrahirani i1 relaksirani oblik, oStecenost lovki, nespolno
(pupanje) i spolno razmnoZavanje i smrtnost. U posudicama sa algama pracena je 1 boja otopine
odnosno prisutnost i prisutnost nakupina algi u posudicama. Morfoloske promjene i promjene

u ponasanju eksperimentalnih Zivotinja pra¢ene su pomocu laboratorijske lupe.

2.4. Morfometrija

U biologiji se razliCiti test organizmi, beskraljeznjaci i kraljeznjaci, koriste za

istrazivanja 1 na njima se provode morfometrijska istrazivanja. Ovom metodom moguce je

mjeriti povrSinu stanica, njihovu $irinu, duZinu, volumen i ostale stani¢ne parametre. Najnoviju
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primjenu morfometrije nalazimo u istrazivanju simbiotskih odnosa (Handa i sur., 2006,

Kovacevi¢ i sur., 2005, Muller-Parker 1 Pardy, 1987)

2.5. HistoloSke promjene

Histoloske promjene izazvane tretmanom hidri analizirane su promatranjem pod
svjetlosnim mikroskopom. Hidre su stavljene stavljen u Bouinov fiksativ za izradu histoloskih
preparata (15 ml zasi¢ene vodene otopine pikrinske kiseline, 5 ml 40% formalina i 1 ml ledene
octene kiseline), a zatim uklopljen u paraplast. Uklopljene jedinke rezane su pomocu
mikrotoma na rezove debljine 4 pm. Paraplast je uklonjen inkubacijom u ksilolu te su
dehidrirani u seriji alkohola od viSeg prema nizem (100%, 90%, 80%, 70%) do destilirane vode
(3 x 10 min).

Nakon ispiranja u teku¢oj vodi, rezovi su dehidrirani u rastu¢oj seriji alkohola (70%, 80%, 90%
1 100%), prosvijetljeni u ksilolu 2 x 15 min. Preparati su obojani hemalaun eozinom i uklopljeni
u »Kanada balzam». Za snimanje mikrografa histoloSkih preparata koristena je digitalna
kamera povezana s mikroskopom Olympus.

Morfometrija mezogleje je izvedena pomocu racunalnog programa Image] dostupnog na
internet adresi www//imagej.nih.gov/ij. Napravljeno je po 30 mjerenja mezogleje na odsjecku
duzine 100 um. Takoder su izbrojane stanice ektoderma i gastroderma, zimogene stanice,

intersticijske stanice 1 Zarne stanice u pet odsjecka duzine 100 pm

2.6. Izolacija DNA

Iz svih uzoraka hidri izolirana je DNA. Hidre su stavljene u Eppendorf epruvetu (V=1,5
ml) 1 centrifugirane 300 rpm 5 min. Na talog je dodano 500 pl destilirane vode i uzorak je kratko
ispran. Nakon toga je uzorak centrifugiran 300 rpm 5 min., a na talog je dodano 100 pl
digestijskog pufera (50 mMTris-pH 8.5, ImM EDTA, 0,5% Tween 20) Hidre su macerirane
laboratorijskom iglicom i dodano je 4 pul otopine proteinaze K. Uzorci su inkubirani preko noc¢i
u termobloku na 37 °C, uz protresanje (300 rpm). Sljede¢i dan kratkim centrifugiranjem
epruveta talog je spusten na dno epruveta. Uzorak je zatim inkubiran 8 min na 95 °C da se
inaktivira proteinaza K. Jo$ jednom je uzorak kratko centrifugiran i nakon toga pohranjen na
+4 °C. Iz pohranjenog uzorka izmjerena je koncentracija i odredena Cistoca izolirane DNA
koriStenjem spektrofotometrijskog uredaja NanoVue (GE Healthcare Life. Sciences, SAD)

mjerenjem valnih duljina 260 i 280 i odredivanjem njihovog omjera.

11



2.7. Lan¢ana reakcija polimerazom i gel elektroforeza

Lancana reakcija polimerazom (PCR, od eng. Polymerase Chain Reaction) koristena je
za umnazanje gena Mycl i Myc2 kao pripreme za odredivanje promjena u njihovim
sekvencijama nakon opisanih tretmana. Potencijalne promjene detektirale bi se sekvenciranjem
druge generacije u servisnoj ustanovi.

Za izradu pocetnica koriStena je sekvencija referentnog genoma vrste Hydra vulgaris iz genske
baze podataka GenBank koja se nalazi na internet adresi www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/

(Tablica 2)

Tablica 2. Parovi pocCetnica za umnozavanje gena Mycl i Myc2 metodom lancane reakcije

polimerazom.
uzvodna pocetnica (5'->3") nizvodna pocetnica (5'->3") duljina fragmenta

(pb)

Mycl 1.par TCGAACGTTTTGTGTTTGCAG CATAACACATGCGCTCACGAA 2386
2.par TTTCGAACGTTTTGTGTTTGCAG GCTCACGAACAGGTTCCCAAT 2376

3.par GTTTTGTGTTTGCAGTGATGGT CATGCGCTCACGAACAGGT 2373

4.par AACGTTTTGTGTTTGCAGTGATG CATGCGCTCACGAACAGG 2376

Myc2 1.par ATTTGCGGAGTTTCCCCTGA GCAAGAGACAAAAAGCGGGG 2680
2.par CCTCGAGCAGCGTATTTTCG ACCCATCAAAGGCGGGAAAT 2921

3.par TGCGGAGTTTCCCCTGAATAG AGCAAGAGACAAAAAGCGGG 2678

4.par GCGGAGTTTCCCCTGAATAGA AAAGTGCGCACGTAAGTACC 2866

5.par TATTTGCGGAGTTTCCCCTGA CAAAGGCGGGAAATCGAACT 2652

6.par AGATCCTCGAGCAGCGTATTT TCAAAGGCGGGAAATCGAACT 2920

7.par CCAGCGTGGAAGTGGATACAG CACCCATCAAAGGCGGGAA 2945

8.par TATTTGCGGAGTTTCCCCTGAA CAAAGGCGGGAAATCGAACTT 2652

9.par TTATTTGCGGAGTTTCCCCTGA TTATTTGCGGAGTTTCCCCTGA 2663

10.par CCTCGAGCAGCGTATTTTCGT GGAACACCCATCAAAGGCGG 2926

Ukupni volumen reakcijske smjese za jedan uzorak je bio 15 pL. Koristeno je 7,5 puL
komercijalno dostupne reakcijske smjese polimeraze, pufera, pocetnica, ANTP-a i boje potrebne
za nanoSenje uzoraka na gel (EmeraldAmp GT PCR Master Mix, TaKaRa), 1 uL DNA, i po
0,3 uL svake pocetnice jednoga para. U reakciji PCR koriStena je negativna kontrola koja je
sadrzavala sve dijelove reakcijske smjese osim kalupa DNA. Uvjeti na kojima se odvijala
reakcija PCR bili su: 98 °C tijekom 2 min, 40 ciklusa denaturacije na 98 °C tijekom 10 sek.,
prianjanja pocetnica na temperaturama 50, 52, 54, 551 56 °C te elongacije na 72 °C tijekom 2,5
min. Nakon zavr$ne elongacije na 72 °C tijekom 5 min, umnozeni uzorci pohranjeni su na +4

°C do nanosSenja na agarozni gel.
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Koristena je i reakcijska smjesa ukupnog volumena 25 pL, koja je sadrzavala 2,5 pL pufera
AmpliTaqGlod-polimeraze, 2 uL. MgCI2 (25 mM), 0,5 pL dNTP-ova (10 mM), po 1 pL svake
pocetnice pojedinog para, 0,25 pL AmpliTaqGlod-polimeraze (ThermoFisherScientific, SAD),
17 puL prociscene destilirane vode 1 2 pL. DNA-kalupa. Reakcijski uvjeti za ovu smjesu bili su:
95°C tijekom 5 min, 40 ciklusa denaturacije na 95 °C tijekom 30 sek, prianjanja pocetnica na
temperaturama 50, 52, 54, 55 1 56 °C te elongacije na 72 °C tijekom 2,5 min . Nakon zavr$ne
elongacije na 72 °C tijekom 10 min, umnozeni uzorci pohranjeni su na +4 °C do nanosenja na

agarozni gel.
2.8. Gel elektroforeza

Uspjesdnost reakcije PCR provjeravana je elektroforezom u 2% agaroznom gelu. Gel se
priredio tako da se izvagala agaroza i otopila u 1xXTAE puferu. Agarozni gel se stavio u uredaj

za elektroforezu. Uredaj za elektoforezu se spojio na protok struje 120 mV 30 min. Rezultati su

bili vizualizirani pomo¢u UV-lampe.
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3. REZULTATI

3.1 Morfoloske promjene zelene i smede hidre

Zelena hidra (Hydra viridissima) i smeda hidra (Hydra oligactis) obradene su
norflurazonom koncentracija 2x10”7 mol/L i 2x10° mol/L i UVB-zraenjem
Morfoloske promjene su prac¢ene prvi dan pokusa nakon 24, 48 i 72 sata od pocetka pokusa.
Promjene su prac¢ene u posudicama sa svakom vrstom hidri posebno i u zajednickoj posudici
gdje su bile obje vrste hidri. Pokus je na isti na¢in raden i sa slobodnozivu¢om algom vrste
Chlorella vulgaris (CV) i simbiotskom algom vrste Mychonastes homosphaera (CZ10) i

kombinacijom ove dvije vrste (CVCZ10).

3.1.1. Migracija

Kontrolni uzorci su bili pri dnu posudice na pocetku pokusa i svako odstupanje od tog
polozaja je praceno kao migracija hidri.

Prvog dana pokusa je prema povrsini migriralo 3% jedinki kontrolnog uzorka smede
hidre 1 3% uzorka smede hidre koje su zraene. U ostalim uzorcima tretiranim s obje
koncentracije norflurazona i/ili zraCenim nije bilo migracija.

U uzorcima s dodatkom alge CV je prema povrsini migriralo 40% jedinki kontrolnog
uzorka smede hidre, 100% uzorka zelene hidre i 80% smede hidre tretiranog norflurazonom
koncentracije 2x107" mol/L. U uzorcima s dodatkom algi CVCZ10 je prema povrsini migriralo
60% jedinki kontrolnog uzorka zelene hidre.

Drugog dana pokusa je prema povrsini migriralo 60% jedinki kontrolnog uzorka smede
hidre, 13% kontrolnog uzorka smede hidre u mijeSanom uzorku i 6% uzorka smede hidre koje
su zradene, dok je u uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L prema
povrsini migriralo je 53% jedinki uzorka smede hidre 1 10% smede hidre u mijeSanom uzorku.
U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L i zratenima je prema dnu
posudice migriralo 3% jedinki smede hidre. U uzorcima vi§e koncentracije 2x10° mol/L je
prema povrsini migriralo 56% jedinki uzorka smede hidre te 3% zelene hidre i 43% smede
hidre u mijeSanom uzorku, a prema dnu je migriralo 3% jedinki smede hidre.

Uz dodatak alge CZ10 je prema povrSini migriralo 25% jedinki kontrolnog uzorka

smede hidre u mijeSanom uzorku, 100% uzorka zelene hidre tretirane norflurazonom
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koncentracije 2x10°° mol/L i 80% uzorka zelene hidre tretirane norflurazonom koncentracijom
2x10° mol/L i zradeno.

Treéeg dana je prema povrsini migriralo 56 % jedinki kontrolnog uzorka smede hidre
1 13% jedinki zelene hidre u mijeSanom uzorku, dok je prema dnu migriralo 16% uzorka
smede hidre koje su zracene i 16% smede hidre koje su zracene u mijeSanom uzorku. Hidre na
dnu su bile okruzene sa sluzi.

U uzorcima tretiranim norflurazonom nize koncentracije je prema povrsini migriralo
40% uzorka smede hidre te 10% zelene 1 16% smede hidre u mijeSanom uzorku, a u kombinaciji
sa zra¢enjem je prema dnu migriralo 13% uzorka smede hidre te 10% zelene i1 10% smede hidre
u mijesanom uzorku. U uzorcima tretiranim norflurazonom vise koncentracije je prema dnu
migriralo 16% uzorka zelene hidre 1 80% smede hidre te 13% zelene 1 20% smede hidre u
mijeSanom uzorku, dok je u kombinaciji sa zra¢enjem prema dnu migriralo 50% smede hidre 1
16% smede hidre u mijeSanom uzorku, a hidre na dnu su bile okruzene sa sluzi.

U uzorcima s dodatkom alge CV je prema povrsini migriralo 100% kontrolnog uzorka
smede hidre, dok je u uzorcima s dodatkom alge CZ10 prema povrsini migriralo 100% uzorka
zelene hidre tretirane norflurazonom nize koncentracije 1 100% zelene hidre tretirane

norflurazonom vise koncentracije (Slike 4 1 5).
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Slika 4. Migracija zelene 1 smede hidre a) prvog, b) drugog i ¢) tre¢eg dana pokusa nakon

obrade norflurazonom i UVB-zrac¢enjem.

ZK - zelena hidra - kontrolni uzorak, SK - smeda hidra - kontrolni uzorak, ZSKZ - zelena hidra - kontrolni uzorak u zajednic¢koj posudici,
ZSKS - smeda hidra - kontrolni uzorak u zajednickoj posudici, ZR - zelena hidra — zracena, SR- smeda hidra — zrac¢ena, ZSRZ — zelena hidra
- uzorak u zajednickoj posudici zracen, ZSRS - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici zracen, Z7 - zelena hidra - tretirana norflurazonom
koncentracije 2x107 mol/L, S7- smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L, ZS7Z - zelena hidra - uzorak u zajednickoj
posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L, ZS7S - smeda hidra - uzorak u zajednitkoj posudici tretiran norflurazonom
koncentracije 2x107 mol/L, Z7R - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L i zradena, S7R - smeda hidra - tretirana
norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L i zracena, ZS7RZ - zelena hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom
koncentracije 2x10”7 mol/L i zraden, ZS7RS - smeda hidra - uzorak u zajedni¢koj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10” mol/L
i zraden, Z6 - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L, S6 - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije
2x10° mol/L, ZS6Z - zelena hidra - uzorak u zajednic¢koj posudici tretirane norflurazonom koncentracije 2x10°° mol/L, ZS6S - smeda hidra -
uzorak u zajedni¢koj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L, Z7R - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije
2x10° mol/L i zradena, S6R - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L i zraena, ZS6RZ - zelena - uzorak u
zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L i zraden, ZS6RS - smeda hidra - uzorak u zajedni¢koj posudici tretiran
norflurazonom koncentracije 2x10 mol/L i zraten
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Slika 5. Migracija zelene i smede hidre s dodatkom algi a) prvog, b) drugog i c¢) treeg dana

pokusa nakon obrade norflurazonom i UVB-zracenjem.

ZK - zelena hidra - kontrolni uzorak, SK - smeda hidra - kontrolni uzorak, ZSKZ - zelena hidra - kontrolni uzorak u zajednickoj posudici,
ZSKS - smeda hidra - kontrolni uzorak u zajedni¢koj posudici, ZR - zelena hidra — zraéena, SR- smeda hidra — zraéena, ZSRZ — zelena hidra
- uzorak u zajednickoj posudici zracen, ZSRS - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici zracen, Z7 - zelena hidra - tretirana
norflurazonom koncentracije 2x10-7 mol/L, S7- smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-7 mol/L, ZS7Z - zelena hidra -
uzorak u zajednic¢koj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10-7 mol/L, ZS7S - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici
tretiran norflurazonom koncentracije 2x10-7 mol/L, Z7R - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-7 mol/L i zracena, STR
- smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-7 mol/L i zra¢ena, ZS7RZ - zelena hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran
norflurazonom koncentracije 2x10-7 mol/L i zracen, ZS7RS - smeda hidra - uzorak u zajedni¢koj posudici tretiran norflurazonom
koncentracije 2x10-7 mol/L i zracen, Z6 - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L, S6 - smeda hidra - tretirana
norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L, ZS6Z - zelena hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretirane norflurazonom koncentracije 2x10-
6 mol/L, ZS6S - smeda hidra - uzorak u zajednic¢koj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L, Z7R - zelena hidra -
tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L i zracena, S6R - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L i
zracena, ZS6RZ - zelena - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L i zracen, ZS6RS - smeda hidra -
uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L i zra¢en, CV - slobodnozivuce alge Chlorella vulgaris,
CZ10 - endosimbiotske alge Mychonastes homosphaera (CZ10), CVCZ10 - slobodnozivuce alge Chlorella vulgaris i endosimbiotske alge
Mychonastes homosphaera (CZ10)

3.1.2. Nespolno razmnozavanje (pupanje)

Kod hidri obradenim norflurazonom i zraenjem pratila se pojava pupova.

Prvog dana pokusa je pupalo 10% jedinki kontrolnog uzorka zelene hidre i 3%
kontrolnog uzorka zelene hidre u mijeSanom uzorku, te 3% smede hidre u mijeSanom uzorku
koji je zracen.

U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L je pupalo 10% zelene,
3% smede hidre te 3% zelene i 3% smede hidre u mijeSanom uzorku. U uzorcima tretiranim
norflurazonom koncentracije 2x107" mol/L i zracenim je pupalo 10% jedinki zelene, 3% smede
hidre te 3% zelene 1 3% smede u mijeSanom uzorku. U uzorcima tretiranim norflurazonom
koncentracije 2x10°° mol/L je pupalo 10% zelene hidre i 3% smede hidre u mijeSanom uzorku.
U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L i zra¢enima je pupalo 13%
jedinki zelene hidre, 6% smede hidre 1 6% smede hidre u mijeSanom uzorku.

U uzorcima s dodatkom alge Chlorella vulgaris (CV) je pupalo 25% jedinki kontrolnog
uzorka smede hidre u mijeSanom uzorku i 100% smede hidre u zra¢enom uzorku, u uzorku
tretiranom norflurazonom koncentracije 2x107" mol/L je pupalo 50% smede hidre u mijeSanom
uzorku, a u uzorku tretiranom norflurazonom koncentracije 2x10°° mol/L je pupalo 20% jedinki
smede hidre. U uzorcima s dodatkom alge Mychonastes homosphaera (CZ10) je pupalo 80%
jedinki kontrolnog uzorka smede hidre, a u uzorcima tretiranima norflurazonom koncentracije
2x107 mol/L je pupalo 60% jedinki u uzorku smede hidre. U uzorcima s dodatkom obiju vrsta
algi je pupalo 40% jedinki kontrolnog uzorka smede hidre, 25% kontrolnog uzorka smede hidre
u mijeSanom uzorku i 20% smede hidre u zracenom uzorku, dok je uzorcima tretiranima

norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L pupalo 20% jedinki smede hidre, a u uzorcima
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tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10”” mol/L i zra¢enim je pupalo 25% jedinki smede
hidre u mije$anom uzorku. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L
je pupalo 40% jedinki zelene hidre, 40% smede hidre te 25% smede hidre u mijeSanom uzorku,
a u kombinaciji sa zracenjem je pupalo 25% smede hidre u mijeSanom uzorku.

Drugog dana pokusa je pupalo 6% jedinki kontrolnog uzorka smede hidre i1 3%
kontrolnog uzorka smede hidre u mijeSanom uzorku. U zra¢enim uzorcima je pupalo 16%
uzorka smede hidre, 3% zelene 1 10 % smede hidre u mijeSanom uzorku.

U uzorcima tretiranim niZom koncentracijom norflurazona je pupalo 6% jedinki zelene
hidre 1 3% smede hidre u mijeSanom uzorku, a pri niZzoj koncentraciji u kombinaciji sa
zrac¢enjem je pupalo 6% jedinki zelene i 6% smede hidre, te 10% zelene i 10% smede hidre u
mijeSanom uzorku. U uzorcima tretiranim viSom koncentracijom norflurazona je pupalo 3%
zelene hidre, te 3% zelene 1 10% smede hidre u mijeSanom uzorku, dok je u kombinaciji sa
zracenjem je pupalo 16% jedinki zelene hidre, 16% smede hidre, te 6% smede hidre u
mijeSanom uzorku.

U uzorcima s dodatkom alge CV je pupalo 40% jedinki kontrolnog uzorka smede hidre
1 50% kontrolnog uzorka smede hidre u mijeSanom uzorku. U zra¢enim uzorcima je pupalo
100% jedinki smede hidre 1 50% smede hidre u mijeSanom uzorku. U uzorcima tretiranim
norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L je pupalo 50% jedinki smede hidre u mije$anom
uzorku. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L je pupalo 20%
jedinki smede hidre. U uzorcima s dodatkom alge CZ10 je pupalo 100% jedinki u kontrolnom
uzorku smede hidre. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L je
pupalo 80% jedinki smede hidre. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10°
mol/L i zracenim je pupalo 20% jedinki smede hidre. U uzorcima s dodatkom algi CVCZ10
zajedno je pupalo 40% kontrolnog uzoraka smede hidre 1 25% smede hidre u mijeSanom
uzorku. U zraenim uzorcima je pupalo 20% smede hidre 1 50% smede hidre u mijeSanom
uzorku. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L je pupalo 20% jedinki
smede hidre. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10”” mol/L i zradenim je
pupalo 25% jedinki smede hidre u mijeSanom uzorku. U uzorcima tretiranim norflurazonom
koncentracije 2x10° mol/L je pupalo 40% jedinki zelene hidre.

Treéeg dana pokusa je pupalo 3% jedinki kontrolnog uzorka zelene hidre 1 16%
smede, te 3% smede hidre u mijeSanom uzorku. U zracenim uzorcima je pupalo 10% jedinki
smede hidre 1 10 % smede hidre u mijeSanom uzorku.

U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x107" mol/L je pupalo 3% uzorka

smede 1 6% smede hidre u mijeSanom uzorku. U uzorcima tretiranim norflurazonom
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koncentracije 2x10”7 mol/L i zraenim je pupalo 3% jedinki zelene i 10% smede hidre, te 16%
zelene 1 10% smede u mijeSanom uzorku. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije
2x10° mol/L je pupalo 6% jedinki zelene i 3% smede hidre te 3% smede u mije$anom uzorku.
U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L i zracenim je pupalo 3%
jedinki zelene 1 13% smede hidre te 6% smede hidre u mijeSanom uzorku.

U uzorcima s dodatkom alge CV je pupalo 40% jedinki u kontrolnom uzorku smede
hidre 1 50% kontrolnog uzorka smede hidre u mijeSanom uzorku. U zraCenim uzorcima je
pupalo 100% smede hidre 1 50% smede hidre u mijeSanom uzorku. U uzorcima tretiranim
norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L je pupalo 50% jedinki smede hidre u mijesanom
uzorku. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L i zradenim je pupalo
100% jedinki smede hidre. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L
je pupalo 20% smede hidre. U uzorcima s dodatkom alge CZ10 je pupalo 100% jedinki
kontrolnog uzorka smede hidre. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10¢
mol/L je pupalo 80% jedinki smede hidre. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije
2x10°° mol/L i zrageno je pupalo 20% jedinki smede hidre. U uzorcima s dodatkom algi
CVCZ10 je pupalo 40% kontrolnog uzoraka smede hidre 1 25% smede hidre u mijeSanom
uzorku. U zracenim uzorcima je pupalo 20% jedinki smede hidre i 50% jedinki smede hidre u
mije$anom uzorku. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10”" mol/L je pupalo
100% jedinki smede hidre. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L i
zracenim je pupalo 25% jedinki smede hidre u mijeSanom uzorku. U uzorcima tretiranim

norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L je pupalo 40% jedinki zelene hidre (Slike 6 i 7).
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Slika 6. Nespolno razmnoZzavanje (pupanje) zelene i smede hidre a) prvog, b) drugog i c) treceg

dana pokusa nakon obrade norflurazonom i UVB-zracenjem.

ZK - zelena hidra - kontrolni uzorak, SK - smeda hidra - kontrolni uzorak, ZSKZ - zelena hidra - kontrolni uzorak u zajednic¢koj posudici,
ZSKS - smeda hidra - kontrolni uzorak u zajednickoj posudici, ZR - zelena hidra — zracena, SR- smeda hidra — zraena, ZSRZ — zelena hidra
- uzorak u zajednickoj posudici zracen, ZSRS - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici zracen, Z7 - zelena hidra - tretirana norflurazonom
koncentracije 2x107 mol/L, S7- smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L, ZS7Z - zelena hidra - uzorak u zajednickoj
posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L, ZS7S - smeda hidra - uzorak u zajednitkoj posudici tretiran norflurazonom
koncentracije 2x10”7 mol/L, Z7R - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L i zraena, S7R - smeda hidra - tretirana
norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L i zratena, ZS7TRZ - zelena hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom
koncentracije 2x10”7 mol/L i zraden, ZS7RS - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L
i zraden, Z6 - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10® mol/L, S6 - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije
2x10° mol/L, ZS6Z - zelena hidra - uzorak u zajednic¢koj posudici tretirane norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L, ZS6S - smeda hidra -
uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L, Z7R - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije
2x10°® mol/L i zratena, S6R - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L i zradena, ZS6RZ - zelena - uzorak u
zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10 mol/L i zraden, ZS6RS - smeda hidra - uzorak u zajedni¢koj posudici tretiran
norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L i zraden
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Slika 7. Nespolno razmnoZzavanje (pupanje) zelene i smede hidre s dodatkom algi a) prvog, b)

drugog i ¢) tre¢eg dana pokusa nakon obrade norflurazonom i UVB
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ZK - zelena hidra - kontrolni uzorak, SK - smeda hidra - kontrolni uzorak, ZSKZ - zelena hidra - kontrolni uzorak u zajednic¢koj posudici,
ZSKS - smeda hidra - kontrolni uzorak u zajednickoj posudici, ZR - zelena hidra — zra¢ena, SR- smeda hidra — zra¢ena, ZSRZ — zelena hidra
- uzorak u zajednickoj posudici zracen, ZSRS - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici zracen, Z7 - zelena hidra - tretirana norflurazonom
koncentracije 2x107 mol/L, S7- smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L, ZS7Z - zelena hidra - uzorak u zajednickoj
posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L, ZS7S - smeda hidra - uzorak u zajednitkoj posudici tretiran norflurazonom
koncentracije 2x107 mol/L, Z7R - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L i zratena, S7R - smeda hidra - tretirana
norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L i zratena, ZSTRZ - zelena hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom
koncentracije 2x10”7 mol/L i zraden, ZS7RS - smeda hidra - uzorak u zajedni¢koj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L
i zraden, Z6 - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10® mol/L, S6 - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije
2x10° mol/L, ZS6Z - zelena hidra - uzorak u zajednic¢koj posudici tretirane norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L, ZS6S - smeda hidra -
uzorak u zajedni¢koj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L, Z7R - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije
2x10° mol/L i zracena, S6R - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L i zraéena, ZS6RZ - zelena - uzorak u
zajedni¢koj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L i zraden, ZS6RS - smeda hidra - uzorak u zajedni¢koj posudici tretiran

norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L i zraden’ CV - slobodnozivuée alge Chlorella vulgaris, CZ10 - endosimbiotske alge Mychonastes
homosphaera (CZ10), CVCZ10 - slobodnozivuce alge Chlorella vulgaris i endosimbiotske alge Mychonastes homosphaera (CZ10)

3.1.3. Odgovor na mehanicki podrazaj

Kod hidri obradenih norflurazonom i zra¢enjem pratila se reakcija na mehanicki
podrazaj

Prvog dana pokusa sve su jedinke kontrolnog uzorka reagirale na mehanicki podrazaj,
a u zracenima uzorcima 43% jedinki zelene i 90% smede hidre te 50% jedinki smede hidre u
mijeSanom uzorku reagiralo je na mehanicki podrazaj

U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10” mol/L 100% jedinki zelene
i smede hidre reagiralo je na mehanicki podrazaj. U uzorcima tretiranim norflurazonom
koncentracije 2x10° mol/L 63% jedinki zelene hidre i 33% smede te 100% jedinki u
mijeSanom uzorku reagiralo je na mehanicki podraza;.

U uzorcima s dodatkom alge Chlorella vulgaris (CV) 100% jedinki zelene i smede hidre
u kontrolnim uzorcima reagiralo je na mehanicki podrazaj. U zra¢enim uzorcima 60% jedinki
smede 1 50% jedinki smede hidre u mijeSanom uzorku reagiralo je na mehanicki podrazaj. U
uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L 100% jedinki zelene i smede
hidre reagiralo je na mehanicki podrazaj. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije
2x1077 mol/L i zratenim 60% jedinki smede hidre reagiralo je na mehanicki podrazaj. U
uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10¢ mol/L 100% jedinki zelene i smede
hidre reagiralo je na mehanicki podrazaj. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije
2x10° mol/L i zracenim 40% jedinki smede hidre i 50% jedinki smedih hidri u mijeSanom
uzorku reagiralo je na mehanicki podrazaj. Uz dodatak alge Mychonastes homosphaera (CZ10)
u kontrolnim uzorcima sve su jedinke reagirale na mehanicki podrazaj, a u zracenim uzorcima
reagiralo je 60% jedinki smede hidre 1 50% jedinki smede hidre u mijeSanom uzorku, dok su u
uzorcima tretiranim norflurazonom nize koncentracije sve hidre reagirale na mehanicki

odrazaj. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10"" mo i zradenim o
d U tret 1l k t 2x107 /L 60%
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jedinki smede hidre i 50% smede hidre u mijeSanom uzorku reagiralo je na mehanicki podrazaj.
U nizoj koncentraciji norflurazona sve su hidre reagirale na mehanicki podrazaj, a u kombinaciji
sa zracenjem 40% jedinki smede 1 50% jedinki smedih hidri u mijeSanom uzorku reagiralo je
na mehanicki podrazaj. U uzorcima s dodatkom obje vrste algi sve su hidre u kontrolnim
uzorcima reagirale na mehanicki podrazaj, a u zratenim uzorcima 60% jedinki smede 1 50%
jedinki smede hidre u mijeSanom uzorku reagiralo je na mehanicki podrazaj. I u uzorcima
tretiranim  norflurazonom koncentracije 2x107”7 mol/L 100% jedinki zelene i smede hidre
reagiralo je na mehanicki podrazaj, dok je u uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije
2x1077 mol/L i zradenim 60% jedinki smede hidre i 50% jedinki smede hidre u mijeSanom
uzorku reagiralo na mehanicki podrazaj. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije
2x10° mol/L 100% jedinki zelene i smede hidre reagiralo je na mehanic¢ki podrazaj, a u
uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L i zratenim 40% jedinki smede
hidri 1 50% jedinki smedih hidri u mijeSanom uzorku reagiralo je na mehanicki podrazaj.

Drugi dan pokusa sve su hidre u kontrolnim uzorcima reagirale na mehanicki podrazaj.
U zrafenim uzorcima 6% jedinki zelene i 86% smede hidre te 50% smede hidre u mijeSanom
uzorku reagiralo je na mehanicki podrazaj.

U uzorcima tretiranim niZom koncentracijom norflurazona 100% jedinki zelene 1 96%
smede hidre, te 100% zelene i smede u mijeSanom uzorku reagiralo je na mehanicki podrazaj,
dok je u visoj koncentraciji 66% jedinki zelene i 16% smede, te 100% zelene 1 smede hidre u
mijeSanom uzorku reagiralo na mehanicki podraza;.

Uz dodatak algi vrste Chlorella vulgaris (CV) sve su hidre reagirale na mehani¢ki
podrazaj, dok je u zra¢enim uzorcima 100 % jedinki smede i 50% jedinki smede hidre u
mijesanom uzorku reagiralo na mehanicki podrazaj. I u uzorcima tretiranim norflurazonom
koncentracije 2x10”" mol/L sve su hidre reagirale na mehanicki podrazaj, a uz zracenje 100%
jedinki smede hidre 1 50% smede hidre u mijeSanom uzorku reagiralo je na mehanicki podrazaj.
U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L 100% jedinki zelene i smede
hidre, i uz zracenje 40% jedinki zelene, 40% jedinki smede i 50% jedinki smede hidre u
mijeSanom uzorku reagiralo je na mehanicki podraza;.

U uzorcima s dodatkom alge CZ10 sve su hidre reagirale na mehanicki podrazaj, a u zracenim
uzorcima 60% jedinki zelene, 100% smede te 50% smede hidre u mijeSanom uzorku reagiralo
je na mehanicki podrazaj. U uzorcima tretiranim herbicidom niZe koncentracije sve su hidre
reagirale na mehanicki podrazaj, a uz zracenje 60% jedinki zelene, 100% smede te 50% smede

u mijeSanom uzorku reagiralo je na mehanicki podrazaj. U viSoj koncentraciji sve su hidre

24



reagirale na mehanicki podrazaj, a uz zracenje 40% jedinki zelene, 40% smede 1 50% smede
hidre u mijeSanom uzorku reagiralo je na mehanicki podrazaj.

U uzorcima s dodatkom kombinacije algi svi su kontrolni uzorci reagirali na mehanicki
podrazaj, dok je u zracenim uzorcima 60% jedinki zelene hidre, 50% smede hidre te 50%
jedinki smede hidre u mijeSanom uzorku reagiralo na mehanicki podrazaj. U uzorcima s
norflurazonom nize koncentracije sve su hidre reagirale na mehanicki podrazaj, a uz zracenje
60% jedinki zelene hidre, 100% smede te 50% smede u mijeSanom uzorku reagiralo je na
mehanicki podrazaj. U viSoj koncentraciji herbicida sve su hidre reagirale na mehanicki
podrazaj, a uz dodatak zracenja 40% zelene, 100% smede i 50% smede hidre u mijeSanom
uzorku je reagiralo na mehanicki podrazaj.

Tre¢i dan pokusa sve su kontrolne hidre 1 hidre uz dodatak norflurazona nize
koncentracije su reagirale na mehanicki podraZaj, a pri viSoj koncentraciji 50% jedinki smede
hidre u mijeSanom uzorku reagiralo je na mehanicki podrazaj.

U uzorcima s dodatkom vrste Chlorella vulgaris (CV) sve su hidre u kontrolnim
uzorcima reagirale na mehanicki podrazaj, u zracenim uzorcima 60% jedinki zelene, 100 %
smede 1 50% jedinki smede hidre u mijeSanom uzorku reagiralo je na mehanicki podrazaj, a u
uzorcima tretiranim norflurazonom nize koncentracije sve su hidre reagirale na mehanicki
podrazaj, dok je uz zracenje 60% jedinki zelene, 100% smede 1 50% smede hidre u mijeSanom
uzorku reagiralo na mehanicki podrazaj. U uzorcima tretiranim norflurazonom vise
koncentracije sve su hidre reagirale na mehanicki podrazaj, uz zracenje 40% jedinki zelene,
100% jedinki smede i 50% jedinki smede hidre u mijeSanom uzorku reagiralo je na mehanicki
podrazaj. Uz dodatak vrste Mychonastes homosphaera (CZ10) sve su kontrolne hidre reagirale
na mehanicki podrazaj, dok je u zra¢enim uzorcima 60% jedinki zelene, 100% smede hidre te
100% jedinki smede hidre u mijeSanom uzorku reagiralo na mehanicki podrazaj. U uzorcima
tretiranim norflurazonom nize koncentracije sve su hidre reagirale na mehanicki podrazaj, a uz
zracenje 60% jedinki zelene hidre, 100% smede te 50% smede u mijeSanom uzorku reagiralo
je na mehanicki podrazaj. Uz nizu koncentraciju norflurazona sve su hidre reagirale na
mehanicki podrazaj, a uz zracenje 40% jedinki zelene, 100% smede 1 50% smede hidre u
mijeSanom uzorku reagiralo je na mehanicki podraZzaj.

Uz dodatak obje vrste algi sve su kontrolne hidre reagirale na mehanicki podrazaj, a u zracenim
uzorcima 60% jedinki zelene hidre, 100% smede hidre te 100% jedinki smede hidre u
mijeSanom uzorku je reagiralo na mehani¢ki podrazaj. Uz dodatak nize koncentracije
norflurazona sve su hidre reagirale na mehanicki podrazaj, dok je uz zracenje 60% jedinki

zelene, 100% smede te 100% zelene i smede u mijeSanom uzorku reagiralo na mehanicki
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podrazaj. Uz dodatak nize koncentracije, kao i uz zracenje sve su hidre reagirale na mehanicki

podrazaj (Slike 8 1 9).

SY9SZ
74957
LEN
49z
S9SZ
7957
9s

9z
SY/SZ
YA TAYA
/LS
y/z
SLSZ
YAAYA
LS

[z
SYSZ
A NYA
ys
V4
SNSZ
21SZ
AS
Az

[eNeoleoNoNoNoEcoNoNoN o]
DO N~NOIN TN AN A

fezeapod pp1ueyaw
eu 9jeseno3po ns afoy UpIYy %

a)

O O O O O O O O O o
A O™~ O N < n N -

fezeapod pj1ueyaw
eu Jono3po djewl ns 3oy LpIY %

SY9SZ
74957
RN
49z
S95Z
7957
9S

9z
SY/SZ
YA VAYA
VA
V4
SLSZ
7L57
A

L7
SYSZ
Z24S7Z
ds
Yz
SISz
ISZ
AS

Nz

b)

26



120

100

80

60

40

20

% hidri koje su odgovarale na
mehanicki podrazaj

SK
ZSKz

ZSKS
ZR
SR

z7
S7
7577
Z57S
Z6
S6

o
ZK
ZSRZ
ZSRS
Z7R
S7R
7562
Zs6S
Z6R
S6R

ZS7RZ
ZS7RS
ZS6RZ
ZS6RS

c)

Slika 8. Odgovor na mehanicki podrazaj zelene i smede hidre a) prvog, b) drugog i c¢) treceg

dana pokusa nakon obrade norflurazonom i UVB-zracenjem.

ZK - zelena hidra - kontrolni uzorak, SK - smeda hidra - kontrolni uzorak, ZSKZ - zelena hidra - kontrolni uzorak u zajedni¢koj posudici,
ZSKS - smeda hidra - kontrolni uzorak u zajednickoj posudici, ZR - zelena hidra — zradena, SR- smeda hidra — zra¢ena, ZSRZ — zelena hidra
- uzorak u zajednickoj posudici zracen, ZSRS - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici zracen, Z7 - zelena hidra - tretirana norflurazonom
koncentracije 2x107 mol/L, S7- smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L, ZS7Z - zelena hidra - uzorak u zajednickoj
posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L, ZS7S - smeda hidra - uzorak u zajednitkoj posudici tretiran norflurazonom
koncentracije 2x10”7 mol/L, Z7R - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L i zratena, S7R - smeda hidra - tretirana
norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L i zratena, ZS7RZ - zelena hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom
koncentracije 2x10”7 mol/L i zraden, ZS7RS - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L
i zraden, Z6 - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L, S6 - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije
2x10° mol/L, ZS6Z - zelena hidra - uzorak u zajednic¢koj posudici tretirane norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L, ZS6S - smeda hidra -
uzorak u zajednic¢koj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L, Z7R - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije
2x10° mol/L i zradena, S6R - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L i zracena, ZS6RZ - zelena - uzorak u
zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L i zraden, ZS6RS - smeda hidra - uzorak u zajedni¢koj posudici tretiran
norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L i zracen
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Slika 9. Odgovor na mehanicki podrazaj zelene i smede hidre s dodatkom algi a) prvog, b)

drugog i ¢) tre¢eg dana pokusa nakon obrade norflurazonom i UVB-zra¢enjem.

ZK - zelena hidra - kontrolni uzorak, SK - smeda hidra - kontrolni uzorak, ZSKZ - zelena hidra - kontrolni uzorak u zajedni¢koj posudici,
ZSKS - smeda hidra - kontrolni uzorak u zajednickoj posudici, ZR - zelena hidra — zracena, SR- smeda hidra — zracena, ZSRZ — zelena hidra
- uzorak u zajednickoj posudici zracen, ZSRS - smeda hidra - uzorak u zajednic¢koj posudici zra¢en, Z7 - zelena hidra - tretirana
norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L, S7- smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L, ZS7Z - zelena hidra -
uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L, ZS7S - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici
tretiran norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L, Z7R - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L i zragena, S7R -
smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L i zra¢ena, ZS7RZ - zelena hidra - uzorak u zajedni¢koj posudici tretiran
norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L i zraden, ZS7RS - smeda hidra - uzorak u zajedni¢koj posudici tretiran norflurazonom
koncentracije 2x10”7 mol/L i zragen, Z6 - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10® mol/L, S6 - smeda hidra - tretirana
norflurazonom koncentracije 2x10°® mol/L, ZS6Z - zelena hidra - uzorak u zajedni¢koj posudici tretirane norflurazonom koncentracije 2x10°
mol/L, ZS6S - smeda hidra - uzorak u zajedni¢koj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L, Z7R - zelena hidra - tretirana
norflurazonom koncentracije 2x10°° mol/L i zra¢ena, S6R - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L i zratena,
ZS6RZ - zelena - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L i zracen, ZS6RS - smeda hidra - uzorak u
zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L i zracen, CV - slobodnozivuce alge Chlorella vulgaris, CZ10 -
endosimbiotske alge Mychonastes homosphaera (CZ10), CVCZ10 - slobodnozivuce alge Chlorella vulgaris i endosimbiotske alge
Mychonastes homosphaera (CZ10)
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3.1.4. Ostecenje lovki

Kod hidri obradenih norflurazonom i zracenjem analizirana je pojava oste¢enja lovki

Prvog dana pokusa u zracenim uzorcima 50% jedinki zelene hidre, 43% smede hidre i
36% zelene hidre u mijeSanom uzorku 1 uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10°
" mol/L i zradenim 70% jedinki zelene, 100 % smede i 100% zelene i smede u mijeSanom
uzorku je imalo oSte¢ene lovke. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10¢
mol/L i zracenim 100% jedinki zelene i smede hidre je imalo oSte¢ene lovke.

U uzorcima s dodatkom alge CV 40% jedinki zelene 1 20% smede hidre u zracenim
uzorcima je imalo o$te¢ene lovke. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10”
mol/L i zratenim 100% jedinki zelene 1 20% smede hidre je imalo oSte¢ene lovke. U uzorcima
tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L i zradenim 100% jedinki zelene i 60%
smede te 100% jedinki u mijeSanom uzorku je imalo oSte¢ene lovke. U uzorcima s dodatkom
alge CZ10 100% jedinki zelene 1 100% smede hidre u zracenim uzorcima je imalo oSte¢ene
lovke. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10” mol/L i zra¢enim 50% jedinki
smede 1 50% zelene u mijeSanom uzorku je imalo oSte¢ene lovke. U uzorcima tretiranim
norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L i zra¢enim 100% jedinki zelene, 60% smede i 100%
zelene 1 smede hidre u mijeSanom uzorku je imalo ostecene lovke. U uzorcima s dodatkom algi
CVCZ10 sve jedinke zelene 1 20% smede hidre u zra¢enim uzorcima je imalo oStec¢ene lovke.
U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L i zradenim 100% jedinki
zelene 1 smede hidre u mijeSanom uzoru je imalo oste¢ene lovke. U uzorcima tretiranim
norflurazonom koncentracije 2x10°° mol/L i zra¢enim 100% jedinki zelene, 60% smede i 100%
zelene 1 smede u mijeSanom uzorku je imalo oStecene lovke.

Drugog dana pokusa u zracenim uzorcima 90% jedinki zelene hidre i 40% smede hidre
te 100% jedinki u mijeSanom uzorku je imalo ostecene lovke.

U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L 6% smede i 3%
jedinki zelene hidre u mijeSanom uzorku je imalo oSte¢ene lovke. U uzorcima tretiranim
norflurazonom koncentracije 2x107" mol/L i zra¢enim 100% jedinki zelene hidre, 100% smede
i 50% zelene u mijeSanom uzorku je imalo oSteéene lovke. U uzorcima tretiranim
norflurazonom koncentracije 2x10°® mol/L i zradenim 53% jedinki zelene, 40% smede i 50 %
zelene u mijeSanom uzorku je imalo oSte¢ene lovke.

U uzorcima s dodatkom alge CV 40 % jedinki zelene i 20% smede hidre u zracenim
uzorcima je imalo oSteéene lovke. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x107

mol/L 1 zra¢enim 60% jedinki zelene hidre imalo je oSte¢ene lovke. U uzorcima tretiranim
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norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L i zracenim 60% jedinki zelenih i 20% smede te 50%
jedinki u mijeSanom uzorku je imalo oStecene lovke. U uzorcima s dodatkom alge CZ10 60%
jedinki zelene 1 20% smede hidre u zraCenim uzorcima je imalo oSte¢ene lovke. U uzorcima
tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L i zratenim 60% jedinki zelenih i 20%
smedih te 50% jedinki zelene hidre u mijeSanom uzorku je imalo oste¢ene lovke. U uzorcima s
dodatkom algi CVCZ10 60% jedinki zelene i 20% smede hidre u zra¢enim uzorcima je imalo
oste¢ene lovke. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x107" mol/L i zraGenim
50% jedinki zelene hidre u mijeSanom uzorku je imalo oSte¢ene lovke. U uzorcima tretiranim
norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L i zra¢enim 60% jedinki zelenih i 20 % smedih te 50
% jedinki zelene hidre u mijeSanom uzorku je imalo oste¢ene lovke.

Treceg dana pokusa 3% jedinki kontrolnog uzorka zelene 13% smede hidre je imalo
oste¢ene lovke. U zraenim uzorcima 100% jedinki zelene hidre 50% smede i 100% u
mijeSanom uzorku je imalo oStecene lovke. Jedinke smede hidre u zracenom uzorku su imale
izrasline na lovkama.

U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L i zra¢enim 100%
jedinki zelene 1 smede hidre je imalo oSte¢ene lovke. U uzorcima tretiranim norflurazonom
koncentracije 2x10°® mol/L 3% jedinki zelene hidre u mijeSsanom uzorku je imalo ra$ljaste
lovke. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10® mol/L i zra¢enim 100%
jedinki zelene i smede hidre imalo je oste¢ene lovke.

U uzorcima s dodatkom alge CV 20% jedinki smede hidre u zracenim uzorcima je imalo
oste¢ene lovke. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10” mol/L i zradenim
60% jedinki zelene hidri je imalo oSteCene lovke. U uzorcima tretiranim norflurazonom
koncentracije 2x10° mol/L i zradenim 60% jedinki zelenih i 20% smedih te 50% jedinki u
mijeSanom uzorku je imalo oste¢ene lovke. U uzorcima s dodatkom alge CZ10 60% jedinki
zelene 1 20% smede hidre u zracenim uzorcima je imalo oStecene lovke. U uzorcima tretiranim
norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L i zracenim 60% jedinki zelenih i 20% smedih te
50% jedinki zelene hidre u mijeSanom uzorku je imalo oStec¢ene lovke. U uzorcima s dodatkom
algi CVCZ10 60% jedinki zelene 1 20% smede hidre u zraenim uzorcima je imalo oSte¢ene
lovke. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10” mol/L i zra¢enim 50% jedinki
zelene hidre je imalo oStec¢ene lovke. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10°
% mol/L i zradenim 60% jedinki zelenih i 20% smedih te 50% jedinki zelene hidre u mijeSanom

uzorku je imalo oste¢ene lovke (Slike 101 11).
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c)
Slika 10. Ostecenje lovki kod zelene i smede hidre a) prvog, b) drugog i ¢) tre¢eg dana pokusa

nakon obrade norflurazonom i UVB-zrac¢enjem.

ZK - zelena hidra - kontrolni uzorak, SK - smeda hidra - kontrolni uzorak, ZSKZ - zelena hidra - kontrolni uzorak u zajedni¢koj posudici,
ZSKS - smeda hidra - kontrolni uzorak u zajednickoj posudici, ZR - zelena hidra — zra¢ena, SR- smeda hidra — zra¢ena, ZSRZ — zelena hidra
- uzorak u zajednickoj posudici zracen, ZSRS - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici zracen, Z7 - zelena hidra - tretirana norflurazonom
koncentracije 2x107 mol/L, S7- smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L, ZS7Z - zelena hidra - uzorak u zajednickoj
posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L, ZS7S - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom
koncentracije 2x107 mol/L, Z7R - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L i zratena, S7R - smeda hidra - tretirana
norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L i zracena, ZS7RZ - zelena hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom
koncentracije 2x10”7 mol/L i zraden, ZS7RS - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10” mol/L
i zraden, Z6 - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10® mol/L, S6 - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije
2x10° mol/L, ZS6Z - zelena hidra - uzorak u zajednic¢koj posudici tretirane norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L, ZS6S - smeda hidra -
uzorak u zajedni¢koj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L, Z7R - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije
2x10° mol/L i zradena, S6R - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L i zratena, ZS6RZ - zelena - uzorak u
zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L i zraden, ZS6RS - smeda hidra - uzorak u zajedni¢koj posudici tretiran
norflurazonom koncentracije 2x10 mol/L i zra¢en
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c)

Slika 11. Ostecenje lovki kod zelene i smede hidre s dodatkom algi a) prvog, b) drugog i c)

treceg dana pokusa nakon obrade norflurazonom i UVB-zra¢enjem.

ZK - zelena hidra - kontrolni uzorak, SK - smeda hidra - kontrolni uzorak, ZSKZ - zelena hidra - kontrolni uzorak u zajednic¢koj posudici,
ZSKS - smeda hidra - kontrolni uzorak u zajednickoj posudici, ZR - zelena hidra — zracena, SR- smeda hidra — zracena, ZSRZ — zelena hidra
- uzorak u zajednickoj posudici zracen, ZSRS - smeda hidra - uzorak u zajednic¢koj posudici zra¢en, Z7 - zelena hidra - tretirana
norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L, S7- smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L, ZS7Z - zelena hidra -
uzorak u zajedni¢koj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L, ZS7S - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici
tretiran norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L, Z7R - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L i zraena, S7R -
smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L i zra¢ena, ZS7RZ - zelena hidra - uzorak u zajedni¢koj posudici tretiran
norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L i zraden, ZS7RS - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom
koncentracije 2x107 mol/L i zragen, Z6 - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10® mol/L, S6 - smeda hidra - tretirana
norflurazonom koncentracije 2x10°° mol/L, ZS6Z - zelena hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretirane norflurazonom koncentracije 2x10°
mol/L, ZS6S - smeda hidra - uzorak u zajedni¢koj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L, Z7R - zelena hidra - tretirana
norflurazonom koncentracije 2x10°° mol/L i zradena, S6R - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L i zratena,
ZS6RZ - zelena - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L i zracen, ZS6RS - smeda hidra - uzorak u
zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10" mol/L i zragen, CV - slobodnoZivuée alge Chlorella vulgaris, CZ10 -
endosimbiotske alge Mychonastes homosphaera (CZ10), CVCZ10 - slobodnozivuce alge Chlorella vulgaris i endosimbiotske alge
Mychonastes homosphaera (CZ10)



3.1.5. Spolno razmnoZavanje

Jedna od morfoloskih analiza hidri obradenih norflurazonom i zracenjem obuhvatila je
i analizu pojave spolnog razmnozavanja.

Prvog dana pokusa 10% kontrolnog uzoraka zelene hidre se spolno razmnozZavalo, dok
se u uzorcima tretiranim nizom koncentracijom norflurazona 3% jedinki zelene se hidre spolno
razmnoZzavalo. Pri viSoj koncentraciji norflurazona 16% jedinki zelene 1 3% zelene hidre u
mijesanom uzorku se spolno razmnozavalo.

Drugog dana pokusa 20% kontrolnog uzoraka zelene hidre 1 6% kontrolnih uzoraka
zelene hidre u mijeSanom uzorku se spolno razmnoZzavalo. U zra¢enim uzorcima 6% zelene
hidre u mijeSanom uzorku se spolno razmnozavalo.

U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L 10% smedih hidri i
3% zelenih hidri u mijeSanom uzorku se spolno razmnozavalo. U uzorcima tretiranim
norflurazonom koncentracije 2x10”" mol/L i zradenim 10% jedinki zelene hidre, 6% smede i
3% zelene u zajednickom uzorku se spolno razmnozavalo. U uzorcima tretiranim
norflurazonom koncentracije 2x10 mol/L 6% zelene hidre u mije$anom uzorku se spolno
razmnoZavalo. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L i zradenim 6%
zelene hidre u mijeSanom uzorku se spolno razmnozavalo.

Treceg dana pokusa 3% kontrolnog uzorku zelene hidre 1 10% kontrolnog uzorka
zelene hidre u mijeSanom uzorku se spolno razmnozavalo. U zracenim uzorcima 3% jedinki
zelene hidre u mijeSanom uzorku se spolno razmnozavalo.

U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10” mol/L 3% jedinki zelene
hidre i 3% zelene hidre u mijeSanom uzorku se spolno razmnozavalo. U uzorcima tretiranim
norflurazonom koncentracije 2x107" mol/L i zra¢enim 3% jedinki zelene hidre i 3% zelene hidre
u mijeSanom uzorku se spolno razmnozavalo. U uzorcima tretiranim norflurazonom
koncentracije 2x10® mol/L 3% jedinki zelene hidre se spolno razmnoZavalo. U uzorcima
tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L i zradenim 3% jedinki zelene hidre u
mijeSanom uzorku se spolno razmnozavalo (Slika 12).

U uzorcima koji su bili tretirani s dodatkom algi hidre se nisu spolno razmnozavale.
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Slika 12. Spolno razmnozavanje zelene i smede hidre a) prvog, b) drugog i c) treceg dana

pokusa nakon obrade norflurazonom i UVB-zracenjem.

ZK - zelena hidra - kontrolni uzorak, SK - smeda hidra - kontrolni uzorak, ZSKZ - zelena hidra - kontrolni uzorak u zajednic¢koj posudici,
ZSKS - smeda hidra - kontrolni uzorak u zajednickoj posudici, ZR - zelena hidra — zra¢ena, SR- smeda hidra — zracena, ZSRZ — zelena hidra
- uzorak u zajednickoj posudici zracen, ZSRS - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici zracen, Z7 - zelena hidra - tretirana norflurazonom
koncentracije 2x107 mol/L, S7- smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L, ZS7Z - zelena hidra - uzorak u zajednickoj
posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L, ZS7S - smeda hidra - uzorak u zajednitkoj posudici tretiran norflurazonom
koncentracije 2x107 mol/L, Z7R - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L i zraena, S7R - smeda hidra - tretirana
norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L i zracena, ZS7RZ - zelena hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom
koncentracije 2x10”7 mol/L i zraden, ZS7RS - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10” mol/L
i zraden, Z6 - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10 mol/L, S6 - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije
2x10° mol/L, ZS6Z - zelena hidra - uzorak u zajedni¢koj posudici tretirane norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L, ZS6S - smeda hidra -
uzorak u zajednic¢koj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L, Z7R - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije
2x10® mol/L i zradena, S6R - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L i zradena, ZS6RZ - zelena - uzorak u
zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L i zraden, ZS6RS - smeda hidra - uzorak u zajedni¢koj posudici tretiran
norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L i zracen

3.1.6. Oblik tijela

Kod hidri se takoder promatrao oblik tijela. Svaki oblik tijela hidre koji je bio vidljivo
relaksiran ili kontrahiran biljeZen je kao promjena oblika tijela hidre uz napomenu o kojem se
obliku radi.

Prvog dana pokusa 3% kontrolnog uzorka zelene hidre je bilo kontrahirano, a 10%
kontrolnog uzorka zelene hidre u mijeSanom uzorku relaksirano. Zraceni uzorci zelene hidre
su bili su 100% kontrahirani, a zraceni uzorci smede hidre 30% relaksirani u karakteristicnom
crvolikom obliku, te u mijeSanom uzorku 6% zelenih i 6% smede hidre je bilo relaksirano.

U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10°° mol/L 3% zelene hidre i 3%
smede je bilo relaksirano, a pri koncentraciji 2x10° mol/L 3% jedinki zelene hidre je bilo

relaksirano.
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U uzorcima s dodatkom vrste Chlorella vulgaris (CV) 100% zracenih zelenih hidri i
50% zracenih zelenih hidri u mijeSanom uzorku je bilo kontrahirano. U uzorcima tretiranim
norflurazonom nize koncentracije i zra¢enim 100% zelene hidre 1 50% zelene hidre u
mijeSanom uzorku je bilo kontrahirano, a 20% smede hidre izrazito deformirano. U uzorcima
tretiranim norflurazonom vise koncentracije i zracenim 100 % zelene hidre i 50 % zelene hidre
u mijeSanom uzorku je bilo kontrahirano. U uzorcima s dodatkom vrste Mychonastes
homosphaera (CZ10) i s dodatkom obje vrste algi zajedno rezultati su bili identi¢ni ali bez 20%
smede hidre izrazito deformirane.

Drugog dana pokusa 100% zracenih jedinki zelene i 13% smede hidre je bilo
kontrahirano.

U uzorcima s norflurazonom koncentracije 2x10”" mol/L i zradenim je bilo kontrahirano
63% zelene i 13% smede hidre, a pri koncentraciji 2x10°° mol/L 3% jedinki zelene hidre je bilo
kontrahirano. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10°° mol/L i zracenim 16%
jedinki zelene hidre je bilo relaksirano.

U uzorcima s dodatkom vrste Chlorella vulgaris (CV) je bilo 20% jedinki smede hidre
tretirane norflurazonom koncentracije 2x10”" mol/L i zradenim izrazito deformiranih.

Treceg dana pokusa 100% zracenog uzorka jedinki zelene 1 50% zelene hidre u
mijeSanom uzorku je bilo kontrahirano.

U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L 16% jedinki smede
hidre je bilo relaksirano 1 izrazito izblijedjele boje. U uzorcima tretiranim norflurazonom
koncentracije 2x10”7 mol/L i zrateno 100% zelenih hidri je bilo kontrahirano, a 3% smedih
relaksirano 1 izrazito izblijedjele boje. U uzorcima tretiranim norflurazonom koncentracije
2x10°° mol/L i zracenim 80% jedinki zelene hidri i 50% zelene hidre u mije$anom uzorku je
bilo kontrahirano.

U uzorcima s dodatkom vrste Chlorella vulgaris (CV) je bilo 20% smede hidre tretirane

norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L i zracene izrazito deformirane (Slike 13 i 14).
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Slika 13. Promjena oblika tijela zelene i smede hidre a) prvog, b) drugog i ¢) tre¢eg dana pokusa

nakon obrade norflurazonom i UVB-zracenjem.

ZK - zelena hidra - kontrolni uzorak, SK - smeda hidra - kontrolni uzorak, ZSKZ - zelena hidra - kontrolni uzorak u zajednickoj posudici,
ZSKS - smeda hidra - kontrolni uzorak u zajednickoj posudici, ZR - zelena hidra — zra¢ena, SR- smeda hidra — zra¢ena, ZSRZ — zelena hidra
- uzorak u zajednickoj posudici zracen, ZSRS - smeda hidra - uzorak u zajednic¢koj posudici zracen, Z7 - zelena hidra - tretirana norflurazonom
koncentracije 2x107 mol/L, S7- smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L, ZS7Z - zelena hidra - uzorak u zajednickoj
posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L, ZS7S - smeda hidra - uzorak u zajednitkoj posudici tretiran norflurazonom
koncentracije 2x107 mol/L, Z7R - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L i zratena, S7R - smeda hidra - tretirana
norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L i zrafena, ZS7TRZ - zelena hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom
koncentracije 2x107 mol/L i zraden, ZSTRS - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10” mol/L
i zraden, Z6 - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10® mol/L, S6 - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije
2x10° mol/L, ZS6Z - zelena hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretirane norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L, ZS6S - smeda hidra -
uzorak u zajedni¢koj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L, Z7R - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije
2x10° mol/L i zradena, S6R - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L i zraéena, ZS6RZ - zelena - uzorak u
zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10 mol/L i zraden, ZS6RS - smeda hidra - uzorak u zajednic¢koj posudici tretiran
norflurazonom koncentracije 2x10°° mol/L i zragen, *-kontrahirano, + - relaksirano
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Slika 14. Promjena oblika tijela zelene i smede hidre s dodatkom algi a) prvog, b) drugog i ¢)

treceg dana pokusa nakon obrade norflurazonom i UVB-zra¢enjem.

ZK - zelena hidra - kontrolni uzorak, SK - smeda hidra - kontrolni uzorak, ZSKZ - zelena hidra - kontrolni uzorak u zajednic¢koj posudici,
ZSKS - smeda hidra - kontrolni uzorak u zajednic¢koj posudici, ZR - zelena hidra — zra¢ena, SR- smeda hidra — zracena, ZSRZ — zelena hidra
- uzorak u zajednickoj posudici zracen, ZSRS - smeda hidra - uzorak u zajednic¢koj posudici zracen, Z7 - zelena hidra - tretirana
norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L, S7- smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L, ZS7Z - zelena hidra -
uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L, ZS7S - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici
tretiran norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L, Z7R - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L i zradena, S7R -
smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L i zra¢ena, ZS7RZ - zelena hidra - uzorak u zajedni¢koj posudici tretiran
norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L i zraden, ZS7RS - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom
koncentracije 2x107 mol/L i zraden, Z6 - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L, S6 - smeda hidra - tretirana
norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L, ZS6Z - zelena hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretirane norflurazonom koncentracije
2x10° mol/L, ZS6S - smeda hidra - uzorak u zajednic¢koj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L, Z7R - zelena hidra -
tretirana norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L i zradena, S6R - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10® mol/L i
zradena, ZS6RZ - zelena - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10® mol/L i zraden, ZS6RS - smeda hidra -
uzorak u zajedni¢koj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L i zragen, CV - slobodnozivuée alge Chlorella vulgaris,
CZ10 - endosimbiotske alge Mychonastes homosphaera (CZ10), CVCZ10 - slobodnozivuée alge Chlorella vulgaris i endosimbiotske alge
Mychonastes homosphaera (CZ10),*-kontrahirano, + - relaksirano

3.1.7. Smrtnost

Kod hidra se takoder promatrala smrtnost.

Prvog dana pokusa je uginulo 20% uzoraka zelene hidre koje su zracene 1 s dodatkom
alge CZ10 i 60% zelene hidre tretirane norflurazonom koncentracije 2x10”" mol/L i zracene s
dodatkom algi CVCZ10.

Drugog dana pokusa je uginulo je 3% uzoraka zelene hidre u mijeSanom uzorku,
tretirane norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L i zratene i 6% zelene hidre tretirane
norflurazonom koncentracije 2x10°° mol/L i zradene.

Treéeg dana pokusa je uginulo 10% uzorka zelene hidre tretirane norflurazonom

koncentracije 2x10”7 mol/L i zracene. U posudicama s dodatkom alge CZ10 uginulo je jo§ 60%

zelene hidre (Slika 15).
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Slika 15. Smrtnost zelene i smede hidre prvog, drugog i tre¢eg dana pokusa nakon obrade

norflurazonom i UVB-zra¢enjem.

Z7R - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L i zratena, ZS7RZ - zelena hidra - uzorak u zajedni¢koj posudici
tretiran norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L i zraen, Z6R - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L i zra¢ena,
CZ10ZKR - zelena hidra — zra¢ena s dodatkom alge CZ10, CVCZ10Z7R - Z7R - zelena hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x107
mol/L i zracena s dodatkom algi CVCZ10

3.1.8. Prisutnost nakupina algi u posudicama

U kulturama hidri uzgajanih u prisustvu algi analizirana je prisutnost nakupina algi.

Prvog dana pokusa u uzorku s dodatkom alge CV u svim kontrolnim uzorcima zelene

1 smede hidre 1 zra¢enim uzorcima smede hidre bila je prisutnost nakupina algi. U zratenom
mijeSanom uzorku bila je velika prisutnost nakupina.
U uzorcima tretiranim norfurazonom koncentracije 2x107 mol/L kao i zradenim bila je
prisutnost nakupina u svim uzorcima, osim zelene hidre koja nije imala nakupina, ali je otopina
bila zelene boje. U uzorcima tretiranim norfurazonom koncentracije 2x10° mol/L bile su
prisutne nakupine algi u uzorcima smede hidre i u uzorcima zelene hidre te u svim zracenim
uzorcima. Otopina je bila zelene boje u uzorku smede hidre. U mijeSanom uzorku zelene i
smede hidre bila je velika prisutnost nakupina.

U uzorku s dodatkom alge CZ10 bila je prisutnost nakupina u kontrolnim uzorcima
zelene hidre 1 u mijeSanom uzorku, a nakupina nije bilo u uzorku smede hidre. U tom je uzorku
otopina bila zelene boje. U zracenim uzorcima nakupine su bile prisutne u svima uzorcima. U
uzorcima tretiranim norfurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L kao i zradenim bilo je prisutno
nakupina u svim uzorcima, osim zra¢ene smede hidre gdje je bila velika prisutnost nakupina.
U uzorcima tretiranim norfurazonom koncentracije 2x10°® mol/L i zradenim bilo je prisutno
nakupina u svim u uzorcima, a u uzorku smede hidre boje otopine je bila zelena. Velika
prisutnost nakupina je bila u mijeSanom uzorku tretiranom samo sa norflurazonom. U uzorku s
dodatkom algi CVCZ10 je bila prisutnost nakupina u svim kontrolnim uzorcima. U zra¢enim
uzorcima bila je prisutnost nakupina algi, a velika prisutnost nakupina je bila u uzorcima zelene
hidre. U uzorcima tretiranim norfurazonom koncentracije 2x10”" mol/L i zracenim bile su
prisutne nakupine algi, osim u uzorku zelene hidre tretirane samo norflurazonom i zajednickom
uzorku zracenom gdje je bila velika prisutnost nakupina. U uzorcima tretiranim norfurazonom
koncentracije 2x10 mol/L i zra¢enim je bilo prisutno nakupina u svim u uzorcima, osim u
uzorku zelene hidre tretirane samo norflurazonom gdje je bila velika prisutnost nakupina.

Drugi i tre¢i dan pokusa nije bilo promjena
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Tablica 3. Prisutnost nakupina algi u posudicama
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-nema nakupina, +prisutnost nakupina algi,++ velika prisutnost nakupina, ZELENO otopina je bila zelene boje

3.2. Citolosko-histoloske promjene zelene i smede hidre tijekom pokusa

U kontrolnom uzorku zelene i smede hidre stani¢ni slojevi su bili pravilni 1 neoSteceni.

Mezogleja zelene hidre bila je debljine 1,1 um, a smede hidre 1,9 um. Izbrojane su stanice na

odsjecku duljine 100 um u smede hidre: 25 stanica ektoderma, 24 stanica gastroderma, 14

zimogenih stanica, 32 intersticijskih 1 10 Zarnih stanica. Debljina mezogleje u mijeSanom

uzorku bila je 1,3 um, za zelenu hidru i 1,6 um za smedu hidru. U kontrolnom uzorku smede

hidre u mijeSanom uzorku ektoderm je bio nemyjerljiv, a intersticijske stanice nisu bile vidljive.

Izbrojano je 27 stanica gastroderma, 13 zimogenih i 8 Zarnih stanica. U zra¢enom ektoderm je

bio iznmno ostecen, a na nekim dijelovima je nedostajao. Izmjerena je debljina mezogleje 0,8

um (Slika 16).

43




Slika 16. Zelena hidra zra¢ena UVB-zracenjem tre¢i dan pokusa; strelica pokazuje potencijalnu

izraslinu na tijelu hidre.

U zra¢enom uzorku smede hidre dijelovi ektoderma su nedostajali, a u ostatku je bilo
puno intersticijskih stanica i knida. Primije¢eno je mijeSanje svih tipova stanica i pokusaj
regeneracije. Mezogleja je bila debela, ali bez neke pravilnosti u debljini mezogleje. [zmjerena
je debljina mezogleje 1,2 um. Zimogene stanice u gastrodermu su bile uniStene 1 rasprsnute.
One koje su uspjele migrirati nisu bile uniStene i diferencirale se u druge tipove stanica, uz
prisustvo zarnih stanica. Broj stanica ektoderma zbog razine oSte¢enja nije bilo moguce
izbrojati. Izbrojano je 27 stanica gastroderma, 5 zimogenih, 30 intersticijskih 15 Zarnih stanica.
Zracene zelene hidre u mijeSanom uzorku bile su reduciranog ektoderma, a u gastrodermalne
stanicesu bile prazne. Gastroderm je bio u procesu regeneracije i primijeéen je veliki broj
intersticijskih stanica. Izbrojano je 26 stanica gastroderma, 18 zimogenih, 21 intersticijskih i 9
zarnih stanica.

Stani¢ni slojevi u uzorku zelene hidre tretirane norflurazonom koncentracije 2x107
mol/L bili su pravilni i jasno odvojeni. Ektoderm je na nekim mjestima bio nazubljen. Debljina
mezogleje je bila 2,0 pum. U uzorku smede hidre tretirane norflurazonom koncentracije 2x10”
mol/L su imale pravilne stani¢ne slojeve. Izbrojano je 6 stanica u ektodermu, 22 u gastrodermu,
2 zimogene stanica i 6 zarnih stanica. Debljina mezogleje je bila 3,2 um. Zelene hidre u
mijeSanom uzorku nisu imale jasno razluciv ektoderm. U gastrodermu su bile prisutne
zimogene i intersticijske stanice. Smede hidre u mijeSanom uzorku su imale veliku regeneraciju.
Izbrojane su 2 zimogene stanice i 10 Zarnih stanica. Zelene hidre tretirane norflurazonom
koncentracije 2x10”7 mol/L i zradene imale su alge grupirane u stupi¢e uz membrane stanica, uz

naruSenu strukturu. Debljina mezogleje je bila 1,8 um. Smede hidre pri ovim uvjetima imale su
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malo intersticijskih stanica. Vec¢i broj zimogenih stanica je migrirao prema mezogleji koja je
imala debljinu 2,2 um. Izbrojano je: 16 stanica ektoderma, 16 stanica gastroderma, 2

intersticijske stanice 1 1 zimogena stanica. (Slika 17).

Slika 17. Smeda hidra tretirana norflurazonom koncentracijom 2x10”7 mol/L i zradena UVB-

zracenjem tre¢i dan pokusa; strelica pokazuje pup hidre.

U mijeSanom uzorku pri ovim uvjetima smede hidre su u ektodermu imale puno regeneracije,
stani¢ni slojevi su bili dobre konzistencije, a u gastrodermu je bilo primije¢eno ostecenje.
Izbrojane su 4 stanice ektoderma, 10 gastroderma, 6 zimogene stanica, 11 intersticijskih 1 6
zarnih stanica.

Zelena hidra tretirana norflurazonom koncentracijom 2x10® mol/L je imala osteéen
ektoderm 1 reducirani gastroderm, mezogleja je bila tanka 1 jedva vidljiva, izmjerene debljine
0,6 pm (Slika 18). Smeda hidra tretirana norflurazonom koncentracijom 2x10 mol/L je bila
ostecena i dolazilo je do mijeSanja stani¢nih slojeva. Debljina mezogleje je bila 1,6 um. Stanice
na histoloSkim preparatima nisu bile mjerljive. U mijeSanom uzorku pri ovoj koncentraciji
zelena hidra je imala gigantsku lovku u raspadanju. Pojavio se pokuSaj pupanja kroz ovarij.
Mezogleja je bila amorfna, stanice gastroderma su bile ogromne ili reducirane. Ektoderma na
nekim mjestima uopce nije bilo, a na drugima je bi jako izrazen. Smeda hidra u mijeSanom
uzorku imala je amorfne stani¢ne slojeve sa ponegdje dobro vidljivom mezoglejom. Stanice

koje su bile dobro vidljive bile su prazne. Izbrojano je 5 zimogenih stanica.
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Slika 18. Zelena hidra u mijeSanom uzorku tretirana norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L

tre¢i dan pokusa; strelica pokazuje ostecenje lovki koje su poprimile oblik raslji.

Uzorci zelene hidre tretirane norflurazonom koncentracijom 2x10° mol/L i zragene su bile su
jako ostecene i izmijeSanih stani¢nih slojeva.

Smeda hidra pri ovoj koncentraciji 1 zraCena bila je izrazito oStecenih stani¢nih slojeva.
Mezogleja je bila slabo vidljiva. U ektodermu su bile gomile intersticijskih stanica, a u
gastrodermu zimogenih, ali toliko izmijeSanih da nisu bile brojive. U mijeSanom uzorku pri
ovim uvjetima zelena hidra je imala ektoderm u djelomi¢noj regeneraciji sa praznim apikalnim
dijelovima. Mezogleja je bila djelomi¢no vidljiva, a u gastrodermu je bila amorfna masa stanica.
Smeda hidra u mijeSanom uzorku je imala intenzivnu regeneraciju u ektodermu. Mezogleja 1

gastoderm su bili oSteceni. U gastrodermu je bila masa amorfnih stanica (Slike 19-24).
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Slika 19. Graficki prikaz debljine mezogleje u uzorcima zelene i smede hidre obradene

norflurazonom i UVB-zrac¢enjem.

k1-kontrolni uzorak, k2-kontrolni uzorak u zajednickoj posudi, kr-kontrolni uzorak zra¢en ¢ime UVB-zracenjem, c1-uzorak tretiran otopinom
norfluzona koncentracije 2x107 mol/L

clr- uzorak tretiran otopinom norfluzona koncentracije 2x107 mol/L mol/L i zraten UVB-zragenjem, c2- uzorak tretiran otopinom norfluzona
koncentracije 2x10° mol/L
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Slika 20. Broj stanica ektoderma hidre nakon obrade norflurazonom i UVB-zracenjem, stanice

su izbrojane na odsjecku duzine 100 um.

SK - smeda hidra - kontrolni uzorak, ZSK SMEDA - smeda hidra - kontrolni uzorak u zajedni¢koj posudici, SKR- smeda hidra — zracena, ,
ZSKR SMEDA - smeda hidra - uzorak u zajednic¢koj posudici zra¢en, S7- smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-7 mol/L,
ZS7 SMEDA - smeda hidra - uzorak u zajedni¢koj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10-7 mol/L, S7R - smeda hidra - tretirana
norflurazonom koncentracije 2x10-7 mol/L i zracena, ZS7R SMEDA - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom
koncentracije 2x10-7 mol/L i zraCen, S6 - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L, ZS6 SMEDA - smeda hidra -
uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L, S6R - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije
2x10-6 mol/L i zracena, ZS6R SMEDA - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L i
zracen

*- oznacava uzorke u kojima stanice nije bilo moguce izbrojati

47



w
o
|

25 -
S
220'
<
515
S
& 10 -
5 4 * *
O T T 1
r & & R X o X &
5@‘*«9"’@"@%@%@@
R e
- & S\ > o &
0% 0 A 5 A &

Slika 21. Broj stanica gastroderma hidre nakon obrade norflurazonom i UVB-zracenjem,

stanice su izbrojane na odsjecku duzine 100 pm.

SK - smeda hidra - kontrolni uzorak, ZSK SMEDA - smeda hidra - kontrolni uzorak u zajednic¢koj posudici, SKR- smeda hidra — zracena, ,
ZSKR SMEDA - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici zrac¢en, S7- smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-7 mol/L,
ZS7 SMEDA - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10-7 mol/L, S7R - smeda hidra - tretirana
norflurazonom koncentracije 2x10-7 mol/L i zra¢ena, ZS7TR SMEDA - smeda hidra - uzorak u zajednic¢koj posudici tretiran norflurazonom
koncentracije 2x10-7 mol/L i zracen, S6 - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L, ZS6 SMEDA - smeda hidra -
uzorak u zajednic¢koj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L, S6R - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije
2x10-6 mol/L i zracena, ZS6R SMEDA - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L i
zrafen

*- oznacava uzorke u kojima stanice nije bilo moguce izbrojati
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Slika 22. Broj zimogenih stanica hidre izbrojanih nakon obrade norflurazonom i UVB-

zracenjem, stanice su izbrojane na odsjecku duzine 100 pum.

SK - smeda hidra - kontrolni uzorak, ZSK SMEDA - smeda hidra - kontrolni uzorak u zajedni¢koj posudici, SKR- smeda hidra — zracena, ,
ZSKR SMEDA - smeda hidra - uzorak u zajednic¢koj posudici zra¢en, S7- smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-7 mol/L,
ZS7 SMEDA - smeda hidra - uzorak u zajednic¢koj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10-7 mol/L, S7R - smeda hidra - tretirana
norflurazonom koncentracije 2x10-7 mol/L i zracena, ZS7TR SMEDA - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom
koncentracije 2x10-7 mol/L i zracen, S6 - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L, ZS6 SMEDA - smeda hidra -
uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L, S6R - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije
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2x10-6 mol/L i zracena, ZS6R SMEDA - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L i
zracen
*- oznacava uzorke u kojima stanice nije bilo moguce izbrojati
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Slika 23. Broj intersticijskih stanica hidre nakon obrade norflurazonom i zra¢enjem, stanice su

izbrojane na odsjecku duzine 100 um.

SK - smeda hidra - kontrolni uzorak, ZSK SMEDA - smeda hidra - kontrolni uzorak u zajedni¢koj posudici, SKR- smeda hidra — zracena, ,
ZSKR SMEDA - smeda hidra - uzorak u zajednic¢koj posudici zra¢en, S7- smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-7 mol/L,
ZS7 SMEDA - smeda hidra - uzorak u zajedni¢koj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10-7 mol/L, S7R - smeda hidra - tretirana
norflurazonom koncentracije 2x10-7 mol/L i zracena, ZS7R SMEDA - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom
koncentracije 2x10-7 mol/L i zraCen, S6 - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L, ZS6 SMEDA - smeda hidra -
uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L, S6R - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije
2x10-6 mol/L i zracena, ZS6R SMEDA - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L i
zracen

*- oznacava uzorke u kojima stanice nije bilo moguce izbrojati
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Slika 24. Broj zarnih stanica hidre nakon obrade norflurazonom i UVB-zrac¢enjem, stanice su

izbrojane na odsjecku duzine 100 um.
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SK - smeda hidra - kontrolni uzorak, ZSK SMEDA - smeda hidra - kontrolni uzorak u zajedni¢koj posudici, SKR- smeda hidra — zracena, ,
ZSKR SMEDA - smeda hidra - uzorak u zajednic¢koj posudici zra¢en, S7- smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-7 mol/L,
ZS7 SMEDA - smeda hidra - uzorak u zajednic¢koj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10-7 mol/L, S7R - smeda hidra - tretirana
norflurazonom koncentracije 2x10-7 mol/L i zracena, ZS7TR SMEDA - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom
koncentracije 2x10-7 mol/L i zraCen, S6 - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L, ZS6 SMEDA - smeda hidra -
uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L, S6R - smeda hidra - tretirana norflurazonom koncentracije
2x10-6 mol/L i zracena, ZS6R SMEDA - smeda hidra - uzorak u zajednickoj posudici tretiran norflurazonom koncentracije 2x10-6 mol/L i
zracen

*- oznacava uzorke u kojima stanice nije bilo moguce izbrojati

3.3 Razvoj testova za detekciju promjena onkogena

Izolati DNA svih uzoraka bili su zadovoljavajucih koncentracija (¢c=80 pg/uL) i ¢istoca
(A260/A280 = 1,8-2,0) potrebnih za umnazanje lan¢anom reakcijom polimerazom.
Koristenjem razli¢itih pocetnica, vrsta polimeraze i uvjeta reakcija PCR-a nisu dobivena

umnazanja zeljenih fragmenata oba istrazivana gena.
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4. RASPRAVA

Ovo je prvo dokumentirano istraZivanje u kojem se utvrdenim mutagenom i toksi¢nim
ksenobiotikom pokusalo izazvati izrasline na tijelu hidre. U ovom radu istrazen je u¢inak dvije
koncentracije vodene otopine norflurazona na endosimbiotsku zelenu hidru (Hydra viridissima
Pallas, 1766) i slobodnozivué¢u smedu hidru (Hydra oligactis Pallas, 1766). IstraZzen je i u¢inak
UVB-zraenja na ove dvije vrste kao 1 sinergisti¢ki utjecaj otopine norflurazona i zracenja.
Takoder je proucavan i utjecaj norflurazona i UVB-zracenja kada su u posudu s hidrama dodane
i slobodnozivuée alge Chlorella vulgaris i endosimbiotske alge Mychonastes homosphere kao
1 obje vrste zajedno. Uoceno je da izlaganje hidre norflurazonu i/ili UVB-zraCenju izaziva
promjene u ponaSanju hidre, histomorfoloSka oSte¢enja, a u nekim slucajevima i smrtnost.

Migracija je nacin izbjegavanja nepovoljnih uvjeta u okoliSu, tako su i hidre migrirale
prema povrSini (Burnett, 1973) ili pri velikim oStecenjima ostale na samom dnu posudice.
Najveca migracija prema povrsini uocena je kod smede hidre tretmanom s obje koncentracije
norflurazona. Uzorci koji su bili zraceni pokazuju manji postotak migracije. Zelena hidra je
viSe migrirala u posudicama gdje je bila zajedno sa smedom hidrom. U posudicama s algama
nalazimo bolju migraciju zelenih hidri neovisno o kojoj se vrsti alge radi. Migracija je uocena
u tretiranim 1 zracenim uzorcima i to tako da su zelene hidre na neki nacin ,,bjezale* od algi i
lijepile se na uspravni rub posude, dok su alge u viSe ili manje obliku nakupina bile na dnu.
Smede hidre su uglavnom bile u poloZaju u kojem su se nalazile na pocetku pokusa. Migracija
hidri prema povrsini i pronalasku povoljnijeg mikrookolisa je podrazumijevala da ostecenja
nisu bila velika jer su se hidre mogle kretati u stupcu vode. Velika oStecenja su onemogucila
kretanje hidri 1 radi toga su jako oSteceni uzorci bili na dnu. Prije ugibanja hidre su iskljucivo
bile na dnu. U prirodnim stanistima rijetko se nalazilo zelene i smede hidre na istom mjestu.
Zelena i smeda hidra su se i u mikrookolisu ponasale kao u prirodnom stanis§tu odnosno
prisustvo smede hidre je poticalo zelenu na vecu migraciju. Simbiotska zelena hidra je
migrirala, a prisustvo algi ju je na neki nacin poticalo na migraciju. Moguce je da je zelena
hidra dozivljavala obje vrste algi kao toksikant jer te alge nisu bile pogodne za uspostavu
simbioze, u ovom slucaju. Veci broj jedinki smede hidre nego zelene je bio na dnu posudice i
obje vrste su bile okruzene sa dosta sluzi posebno zadnjeg dana pokusa. Sluz lu¢e mioepitelne
stanice ektoderma i to je nacin kako se hidre rjeSavaju toksikanta.

Stanice lovki su male i1 plo€aste pa su najveca oStecenja zabiljeZena na lovkama i to kod

obiju vrsta hidri u zra¢enim uzorcima. Zabiljezene su i izrasline na lovkama ili su poprimile
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rasljasti oblik. Isti trend oSte¢enja lovki od prvog dana koji se povecava k tre¢em u zracenim
uzorcima je primije¢en i u posudicama s algama. U posudicama sa slobodnozivu¢om algom
oStecenje je bilo manje.

Kontrakcija i relaksacija su mehanizmi obrane od nepovoljnih uvjeta Zivota (Znidari¢ i
sur., 1995). U zracenim uzorcima zelena hidra je imala kontrahirani izgled tijekom sva tri dana.
Smeda hidra je bila manje kontrahirana i brze se vracala u relaksiran polozaj u zracenom
uzorku. Kontrakcije su posljedica reakcije difuznog Ziv€anog sustava hidre pri ¢emu Zivotinja
cijelim tijelom reagira na mehanicki podrazaj u okolnom mediju i nepolarno ih provodi u svim
smjerovima (Burnett, 1973). Kod malog postotka smedih hidri tretiranih manjom
koncentracijom norflurazona i/ili u zra¢enih primijecen je efekt izbjeljivanja jedinki. Taj u¢inak
primijecen je 1 kod tretiranja smede hidre antibioticima (Kovacevi¢ i sur., 2001). Kontrahirani
izgled imale su i zracene zelene hidre u posudicama s algama, a u nekim slucajevima i smeda,
ali samo prvog dana, sljede¢ih dna pokusa nije viSe bilo kontrahiranih oblika. Moguce je da je
razlog tomu $to 1 alge apsorbiraju UVB-zracenje i radi toga su hidre bile manje izlozene UVB-
zrakama. Primijecen je i mali broj jedinki smede hidre u zracenim uzorcim koje su bile izrazito
deformirane. Takav izgled je potrajao tijekom cijelog pokusa. Takve hidre su imale i izrasline
po tijelu.

Odgovor na mehanic¢ki mehanicki podrazaj iglicom dobar je parametar za mjerenje
ostecenja ziv€anog sustava hidre. Tijekom pokusa odgovor na mehanicki podrazaj je bio slabiji
u zraCenih jedinki zelene hidre. Pri tretiranju samo norflurazonom vece koncentracije obje vrste
hidre su imale lo§ odgovor na mehanicki podrazaj. U pokusu s algama najlosiji je odgovor
prvog dana u svim posudicama sa zra¢enim uzorcima posebno zelene hidre. PovrSina zelene
hidre je manja nego smede i moguce je da su radi toga bila veca ostecenja zelene hidre izloZene
UVB-zracenju jer toksikant moze brze prodrijeti kroz tijelo zelene hidre.

Pupanje kao primjer nespolnog razmnozavanja zabiljeZen u malom postotku kod svih
uzoraka zelenih i1 smedih hidri tretiranih norflurazonom i/ili zracenih. Pupanje je zabiljezeno i
u posudicama s algama bez posebne pravilnosti u odnosu na vrstu hidri, algi ili dan pokusa.
Jedino je postotak jedinki koje su pupale po jednoj posudici bio ve¢i nego u uzorcima bez algi
Hidre pupaju kada su povoljni uvjeti u okolisu tj. kada nema potrebe za izmjenom genetskog
materijala. Ako gledamo samo ovo svojstvo, uvjeti su bili povoljniji u posudicama s algama.
Spolno razmnozavanje zabiljezeno je u nizem postotku kod skoro svih zelenih hidri i to najvise
drugog dana, a tad je zabiljeZeno i1 kod smede hidre tretirane nizom koncentracijom

norflurazona u malom postotku. Spolno razmnoZavanje znaci izmjenu genetskog materijala i
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stvaranje novih svojstava u nepovoljnim uvjetima. Nije zabiljezeno u posudicama s algama §to
ide u prilog zakljucku da su u posudicama s algama bili bolji uvjeti za hidre.

ZraCenje je izazvalo velika histoloska oSte¢enja s izrazitim mijeSanjem stani¢nih
slojeva. Kod zelene hidre narusSena je bila simbioza i nadeni su prazni lumeni stanica. Kod
smede hidre vide se velika oStecenja ektoderma $to je i ocekivano budu¢i da je on prvi u
kontaktu s UVB-zrakama. Kod tretmana norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L zabiljeZeno
je da je mezogleja deblja nego kod kontrolnog uzorka, posebno u nezracenim zelenim i smedim
hidrama. OStecenja nisu bila velika pa nije bilo potrebe za dijeljenjem stanica. Intersticijske i
zimogene stanice nije bilo moguce izbrojati u uzorcima smede hidre tretiranim norflurazonom
koncentracije 2x10°° mol/L i UVB-zradenjem $to zna¢i da je tada bilo najveée osteéenje u tkivu
hidre. Smrtnost je zabiljezena kod malog broja jedinki iskljuc¢ivo zelene hidre u posudicama
bez algi. U posudicama sa algama zabiljeZena je veca smrtnost, ali ne kao u prijasnjim
istrazivanjima (Kovacevi¢ 1 sur., 2008). Smrtnost je bila isklju¢ivo u zra¢enim uzorcima.
Zraenje je u svim uzorcima izazivalo vece oStecenje nego samo tretman norflurazonom. Radi
¢ega u ovom istrazivanju nije doslo do veée smrtnosti kod hidre mogli bi saznati
sekvenciranjem genoma ove populacije 1 populacije koja je imala veéu smrtnost i pronaci
odgovor u eventualnoj genskoj varijabilnosti. Takoder bi mogli utvrditi i koliko je geneticki
identi¢nih jedinki (klonova) bilo pristuno u ovom istrazivanju i istraziti da li bas te hidre imaju
vecu otpornost na norflurazon od jedinki koje ugibaju. Kod prezivjelih tretiranih hidri trebalo
bi istraziti i apoptozu u odnosu na kontrolu i vidjeti da li je ona povecana. To bi moglo pojasniti
relativnu otpornost ove populacije hidri na UVB-zracenje i tretman norflurazonom.

U posudicama s algama je primijeceno da alge formiraju nakupine Sto je prac¢eno kroz
sva tri dana. I slobodnozivuca i simbiotska alga u odredenim posudicama su homogeno obojale
otopinu u zeleno. U posudicama s obje vrste zajedno to nije uoceno. Najvise nakupina uoc¢eno
je u posudicama gdje su obje vrste bile zajedno, a u posudicama gdje je svaka vrsta algi bila
posebno bilo je podjednako nakupina.

Radena su razliCita istrazivanja na test organizmima beskraljeznjacima; hidrama
(Kalafati¢ 1 Kopjar, 1995, Kalafati¢, 1997), plosnjacima (Kovacevi¢ 1 sur., 2009), te
kraljeZnjacima poput riba (Gregorovi¢ i sur., 2008) o utjecaju teskih metala ili antibiotika na
njih. Rezultati tih istrazivanja potvrduju da 1 dugotrajna izlozenost dozvoljenim
koncentracijama ili kratkotrajna izlozenost ve¢ima koncentracijama od dozvoljene (Kovacevié
1sur., 2009) ostavljaju razlicita reverzibilna i ireverzibilna oSte¢enja u metaboli¢kim ili drugim

procesima kod promatranih test Zivotinja.
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Veli¢ina pojedinog organizma je jedna od kljucnih karakteristika koja ¢e utjecati na odgovor
tog organizma na UVB-zracenje jer se ono apsorbira po jedinici povrsine. Radi toga je bilo za
ocekivati da ¢e UVB-zracenje proizvesti puno veca oste¢enja pa izazvati i vecu smrtnost kod
zelene hidre jer je on manja nego smeda. Rezultati ovog pokusa nisu bili takvi, a pretpostavka
je da je to bilo radi toga jer je zelene hidra simbiotski organizam holobiont.

Jedini dostupni referentni genom hidre je onaj vrste Hydra vulgaris. S obzirom na
oc¢ekivanu evolucijsku o¢uvanost onkogena Mycl i Myc2 u rodu Hydra, kreirane su pocetnice
za umnazanje tih gena u ispitivanim vrstama. Bez obzira na adaptaciju uvjeta umnazanja i
ostalih varijabli lanCane reakcije, polimerazom nije bilo moguée umnoziti navedene gene i
sekvencirati ih. Sli¢ni radovi nisu nadeni u literaturi pa je jedini nacin detaljne analize mutacija
genoma istrazivanih vrsta sekvenciranje njihovih genoma de novo. Tako je kao dio ovog
diplomskog rada bilo moguce procijeniti utjecaj UVB-zracenja i norflurazona samo na

morfoloskoj tj. citoloskoj razini, a geneticki dio ostaje kao moguénost istrazivanja u buduénosti.
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5. ZAKLJUCAK

Biologija zelene i smede hidre proucavala se nakon obrade norflurazonom koncentracije

2x107 mol/L i 2x10° mol/L i UVB-zraéenjem nakon 1-3 dana.

1. Zelena hidra se spolno razmnozavala u svim uvjetima uzgoja, a smeda samo drugog
dana pokusa tretmanom norflurazonom koncentracije 2x107 mol/L $to ukazuje na
nepovoljne uvjete mikro-okoliSa. Zelena hidra se bolje prilagodavala nepovoljnim
uvjetima. U posudicama s algama nije doslo do spolnog razmnozavanja.

2. Nespolno razmnoZavanje je zabiljeZeno u manjem broju u svim uvjetima tretmanima za
obje vrste hidre podjednako.

3. Kao odgovor na tretman norflurazonom koncentracije 2x10° mol/L smeda hidra je
migrirala viSe nego zelena, dok je migracija zelene hidre bila veca kada je bila u
mijeSanom uzorku.

4. Najveca osteCenja su bila prisutna za obje vrste hidre pri sinergisticom dijelovanju
norflurazona koncentracije 2x10 ® mol/L i UVB-zradenja.

5. Umnozavanje gena Mycl i Myc2 pomocu pocetnica kreiranih na temelju referentnog
genoma vrste Hydra vulgaris nije bilo moguce za istrazivane vrste hidre.

6. Kod zelene hidre tretirane UVB-zracenjem uocene su potencijalne izrasline na tijelu i
lovkama.

7. Debljina mezogleje je bila najtanja u zracenom uzorku zelene i smede hidre a najdeblja
u tretmanu norflurazonom koncentracije 2x10”7 mol/L za obje vrste $to ukazuje da
norflurazon moZze utjecati na promjenu debljine mezogleje hidre.

8. Intersticijske i zimogene stanice nije bilo moguce izbrojati u uzorcima smede hidre
tretiranim norflurazonom koncentracije 2x10°° mol/L i UVB-zraenjem $to ukazuje na

velika oStecenja tkiva smede hidre.
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